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1.GIRIS VE AMAC

Antibiyotiklere karsi gelisen bakteriyel direng tim dunyada artan ve yayilan global bir
sorundur. Coklu ila¢ direnci olan patojenlerin dinyada 6zellikle yogun bakim (nitelerinde
yayllmasi tip cevrelerinde kaygi uyandirmaktadir. Coklu ila¢ direnci olan patojenlerin sebep
oldugu enfeksiyonlar sonucunda tedavi maliyeti artmakta, hastanede kalis siiresi uzamakta ve
buna bagli olarak morbidite ve mortalite oranlari da yikselmektedir (1). Ozellikle Gram
negatif bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin ¢ogalmasiyla birlikte bu bakterilerde
kullanilan  antibiyotiklere karsi diren¢ gelismesi, yeni ve etkin antibiyotiklerin

gelistirilmemesi bilim cevrelerinde endiseyle karsilanmaktadir.

Karbapenemler siklikla Gram negatif bakterilerin sebep oldugu ciddi enfeksiyonlarda tercih
edilmektedirler. Genis spektrumlu olmalarinin yani sira yan etkilerinin fazla olmamasi her
yasta hastada ve ek sorunlari olan hastalarda da giivenle kullanilabilmesi tercih sebebi
olmaktadir. Ayni zamanda Gram negatif bakterilerin diger B laktam antibiyotiklere karsl
direng gelistirmek icin Urettikleri B laktamazlar tarafindan hidroliz edilmemeleri &zellikle
direncli Gram negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda kullanim alanlarini

genisletmistir.

Son yillarda Gram negatif bakterilerde karbapenem direnci yaygin bir sekilde gorilmektedir.
Karbapenem direnci Oncelikle Pseudomonas ve Acinetobacter’de gorulmekle birlikte son
yillarda Enterobactericeae ailesinde, siklikla Klebsiella pneumoniae ve E.coli olmak (zere
diger Uyelerinde de gortlmektedir (2). Son on yilda karbapenem direncinden ESBL ve Amp C
B laktamazlarin fazla 0retilmesiyle birlikte porin kayiplarinin  sorumlu oldugu
dustinilmektedir.Bununla birlikte karbapenemazlarin, Enterobactericeae ailesinde gortlen

karbapenem direncinde daha énemli rol oynadi§i gosterilmistir (3).

K.pneumoniae da antibiyotik direnci 1980’lerin basindan itibaren artarak ginimiize kadar
gelmistir. K.pneumoniae ‘nin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan
sefolosporinlere,  penisilinlere,  florokinolonlara,  trimetoprim-sulfametoksazol  ve
aminoglikozitlere direng gelismesiyle son tercih olarak karbapenemler kullaniimaya
baslanmistir (4). Gunumuzde K.pneumoniae’da karbapenem direnci ciddi boyutlara ulasmis
bulunmaktadir. K.pneumoniae ‘da gorilen karbapenem direnci cesitli mekanizmalarla
olusmakla birlikte diger Enterobactericeae (yelerinde oldugu gibi baskin olarak
karbapenemaz Uretilmesi sorumludur. K. pneumonia ‘da cesitli B laktamazlar, 6zellikle Amp
C enzimleri ile permeabilite defektlerinin birlikte bulunmasi zayif karbapenem direncine
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neden olmakla birlikte bakteride karbapenem hidrolizi yapan karbapenemazlarin Gretilmesi
permeabilite defektleri olmadan da yiksek duzeyde karbapenem direncine yol agmaktadir (5).
Molekdiler 0zelliklerine gore Ambler siniflandirmasi A, B ve D siniflarina ayrilan
karbapenemazlarin, etki spektrumlari, inhibisyon &zellikleri, endemik dagilimi ve molekiler

epidemiyolojik yayilimi da cesitlilik gostermektedir (5).

Ulkemizde ve diinyada hizla yayilan ve toplum saghgini tehdit eden bir antimikrobiyal direng
mekanizmas! olan karbapenem direnci yayginlasmaktadir. Bu calismada, merkezimizde
tanimlanmis olan karbapenem direncgli K.pneumoniae suslarinda, direncin molekuler
mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve direncli suslar arasindaki klonal dagilimin saptanmasi

amaclanmistir.



1.GENEL BILGILER
2.1.Tarihce ve Taksonomi

Enterobacteriaceae ailesinin Uyesi olan Klebsiella pneumoniae bu ailenin genel 6zelliklerine
sahiptir. Hareketsiz, sporsuz, polisakkarit yapida kapsuli olan Gram negatif basillerdir. Kisa
ve uglari yuvarlak, 1-2 pum eninde ve 0.5-0.8 um boyunda bulyuklige sahiptirler. Bu bakteriler
aerop veya fakultatif anaerop 6zellik gosterebilir; 37 °C’de ve pH 7°de iyi Urerler. Dogada
yaygin olarak bulunabilen bu bakteri kuruluga direncli olup oda sicakliginda aylarca, 4 °C’de

ise haftalarca canli kalabilir.

‘Klebsiella’ ismi 19.yuzyilin sonlarinda Alman mikrobiyolog Edwin Klebs tarafindan
verilmistir. ilk Klebsiella tiirii rinoskleramali bir hastadan izole edilmis ve daha sonra

Klebsiella rhinoscleromatis olarak isimlendirilmistir.

Abel, ozenali hastalarin burun sekresyonlarindan izole ettigi kapsilli basilleri,*Bacillus
mucosus ozaenae” olarak tanimlamistir. Daha sonra bu bakteri Klebsiella cinsine dahil

edilerek K. ozaenae olarak isimlendirilmistir.

Klebsiella pneumoniae, Carl Friedlander tarafindan ilk defa 1882 yilinda pndmoniden 6len bir

hastanin akcigerinden izole edilmis ve uzun yillar ‘Friedlander basili’ olarak tanimlanmistir.

Drancourt ve arkadaslari, 2001°de 16S rRNA sekans analizi ve bakteriyel RNA polimerazin 3
sublnitini kodlayan rpoB geninin analizi ile dokuz Klebsiella tirt tanimlamistir (6).
Kokenlerine gore ¢ kumeye ayrilmis, daha sonra Klebsiella cinsi iki kime altinda

toplanmistir (Tablo 1). Bunlar;
-Klebsiella
-Raoultella

Birinci kiimede ve Ucuncl kimede yer alan turler Klebsiella cinsinde yer alirken, ikinci

kiimedeki tirler Raoultella cinsine dahil edilmistir.



Tablo 1. Klebsiellae Taksonomisi (6)

Klebsiellae

Klebsiella granulomatis

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae subs. Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae subs. Ozaenae

Klebsiella pneumoniae subs. Rhinoscleromatis

Raoultella ornithinolytica

Raoultella planticola

Raoultella terrigena

Morfolojik olarak kisa ve uclarn yuvarlak olarak gorilen bakterinin elektron

mikroskopisindeki goruntiisu Sekil 1’de gosterilmistir.

Sekil 1. Klebsiella pneumonia’nin elektronmikroskopik gorintusu (7)



2.2.Biyokimyasal Ozellikleri

Klebsiella cinsi, biyokimyasal 6zelliklerine gore identifiye edilmektedir. Gram negatif,
hareketsiz, kapsulll basillerdir. Bu cinsteki bakterilerin asagida belirtilen biyokimyasal

oOzellikleri mevcuttur;

- Simmons sitrat ve potasyum siyanid broth’da trerler.

- Hidrojen sulfid olusturmazlar.

- Metil red negatif, Voges Proskauer pozitiftir.

- Ornitin dekarboksilaz bulundurmaz ve ornitinden dekarboksilat olusturmazlar (8).

- Klebsiella cinsindeki birgok sus ve Raoultella ureyi yavas hidrolize ederek, Christen’s Ure
agarda acgik pembe bir renk olustururlar. Triptofandan indol olusumunda K. pneumoniae tiri
indol negatif iken K. oxytoca indol pozitiftir (6). Klebsiella ve Raoultella cinsi bakterilerin

tarleri arasindaki biyokimyasal farkliliklari Tablo 2’de gosterilmistir (6).

Tablo 2. Klebsiella ve Raoultella cinsi turler arasi biyokimyasal farkliliklar

Biyokimyasal | K.pneumoniae | K.pneumoniae | K.pneumoniae K.oxytoca R. R. R.
Ozellik subs. subsp.ozaenae subsp. ornithinolytica | planticola terigana
pneumoniae rhinoscleromats

indol B _ _ + + D _
Metil red _ + + D + +
Voges- + _ _ + D + +
Proskauer

Ureaz + B B + + + B
Lizin + D _ + + + +
Ornitin _ _ _ _ + _ D
ONPG + D B + + + +
Malonate + _ + + + + +
Ureme

ISIS

5°C _ _ _ _ + + +
10°C B B B + + + +
42:C + + + + B

D: Degisken olabilir.




2.3.Kltirde Uretilmesi

Klebsiella cinsi kiltur plaklarinda biyik ve mukoid koloni yaparlar. MacConkey agarda
biylk, mukoid, kirmizi koloni yapar, laktozu fermente eder ve asit olustururlar (6).

2.4.Patogenez ve Virulans Faktorleri

Klebsiella patogenezinden bakterinin yapisinda bulunan dort komponent 6nemli 6lclde
sorumludur; adhezinler, kapstler polisakkaritler, lipopolisakkaritler ve demir tutucu sistemler

olan sideroforlar.

Klebsiella patogenezinden sorumlu komponentler Sekil 2°de gosterilmistir.

Serum resistance Adhesins
. Type 1 pili (MSHA)
*A Type 3 pili (MR/K-HA)
® KPF-28 fimbriae
% </ _/  CF29K (nonfimbrial)
®Ae ® f/{ sAggregative adhesin
™ )4 D/

Enterochelin

/ e R Aerobactin

(77 sal)_rutypes} Siderophores

Sekil 2. Klebsiella virulans faktorleri (9)



2.4.1.Adhezinler

Mikroorganizmalarin mukozal ve epitelyal hiicrelere adhezyonu, kolonizasyon ve enfeksiyon
gelisiminde ilk basamaktir. Bakterilerde hemaglutininler ¢ogunlukla adhezin olarak gorev
yapmaktadir ve siklikla bakteri hiicrelerinin ylzeyinde ¢ikinti olusturmus fimbrialar tizerinde
lokalizedir (10).

2.4.1.1.Tip 1 fimbria

Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca suslari diger Enterobacteriaceae
uyelerindekilerle de benzer olarak, tip 1 fimbrialara sahiptir. Klebsiella tip 1 fimbrialar, D-
Mannoza duyarli hemaglutinasyondan (MS-HA) sorumludur ve kobay eritrositlerini
hemaglutine etmektedir. Klinik izolatlardaki Klebsiella pneumoniae suslarinin %80’den
fazlasi ve Klebsiella oxytoca suslarinin buyuk kismi tip 1 fimbria eksprese etmektedir (10).
Klinik numunelerden ve fekal tasiyicilardan izole edilen Klebsiella pneumoniae suslarinda tip
1 fimbria ekspresyonuna cevresel izolatlardan daha fazla rastlanmaktadir (10). Tip 1 fimbria
geni fim gen kimesinde lokalizedir (11). Tip 1 fimbrialar oluklu, kalin ve dis membrandan
yuzeye dogru ipliksi uzantilar seklindedirler. Tekrarlayan Fim A subdinitlerinden ve adhezin
Fim H molekulinden olusmustur (11). Klebsiella tip 1 fimbria, Fim H molekdli aracthgiyla
konak hucrelerinde veya ekstraseliler matrikste mannoz igeren yapilara adhezyonu
saglamaktadir (12). Ozellikle, uroepitelyal hiicrelere daha duyarli oldugu igin idrar yolu

enfeksiyonlarinin gelismesinde énemli rol oynamaktadir (13).
2.4.1.2.Tip 3 fimbria

Tip 3 fimbrialar, ince, oluksuz, 2-4 nm genisliginde, 0.5-2 um uzunlugundadir. Tanninle
muamele edilmis eritrositleri aglutine etmektedir ve mannoz direnc¢li hemaglitinasyon
yapmaktadir. ilk olarak Klebsiella suslarinda bulundugu icin, mannoz direncli Klebsiella
hemaglutinasyon, (MR/K-HA) olarak adlandirilmistir. Tip 3 fimbrialar mrk operonunda
kodlanmistir ve bu gen kiimesi kromozomal veya plazmid kaynakli olabilmektedir (14). Tip 3
fimbrianin polimerize helikal yapisini olusturan ve cansiz yuzeylere karsi afinitesini artiran
fimbrial subunit, mrk A geninde kodlanmistir (15). Kollajene baglanmayi saglayan fimbrial
sublnit ise fimbrianin u¢ kisminda yer alir ve mrk F geninde kodlanmistir (16). Tip 3
fimbrianin diger 6nemli fonksiyonu, K. pneumoniae’nin biofilm formasyonu olusturarak canl
veya cansiz yuzeylere baglanmasinda 6nemli rol almasidir (15). Bakterilerin endotelyal

hlcrelere ve mesane epitel hiicrelerine baglanmasinda da tip 3 fimbrialarin énemli rol vardir
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(17). Uriner katetere bagh idrar yolu enfeksiyonlarinin olusmasinda tip 3 fimbrianin aracilik

ettigi biofilm olusumunun 6énemli roll vardir (18).
2.4.1.3.Kpc fimbria

Kpc fimbrianin sentezi, Kpc ABCD operon gen bolgesi tarafindan yonetilir ve bu operon ayni
zamanda K.pneumoniae ‘da biofilm olusumunda da rol oynamaktadir (19).

2.4.1.4 KPF 28 adhezin

KPF 28 adhezin, 28 kDa buyukliglnde bir polimerdir.2-4 nm eninde, 0.5-2 um uzunlugunda,
kalin ve esnek bir fimbriadir (20). KPF 28 major subunitinin sentezinde gorevli olan gen,
CAZ-5/SHV-4 beta laktamaz geninin bulundugu R plazmidinde kodlanmistir. K.
pneumonia’nin insan karsinoma hicrelerine (Caco-2) adhezyonunda KPF28’in sorumlu
oldugu saptanmistir. Bu da KPF 28’in memelilerdeki barsak kolonizasyonundan sorumlu

faktor olabilecegini dustindurmektedir (21).
2.4.2.Kapsuler Polisakkaritler

Klebsiella suslari kalin, hidrofilik, polisakkarit bir kapsulle c¢evrelenmislerdir. Bu kapsil,
bakteri kolonilerinin plakta parlak ve mukoid goérinmesine sebep olmaktadir. Kapsil, seker
unitelerinin tekrarlanmasiyla olusan, asidik polisakkarit yapidadir. Klebsiella tirlerinde

antijenik olarak 77 farkl ekzopolisakkarit tanimlanmistir (22).
2.4.2.1.Kapsuler polisakkarit sentezi

Gram negatif bakterilerde kapsuler polisakkaritlerin yapitasini olusturan glukan sentezinde (¢
farkl yolak tanimlanmistir. K. pneumoniae’nin kapsiler polisakkariti sentezinde Wzy’ye
bagh polimerizasyon yolu kullaniimaktadir. Bu yol en net bigcimde E. coli’de kapsuler
polisakkarit grup 1’ de tanimlanmistir (23). Kapsuler polisakkarit sentezinin kodlandigi Cps
gen kiimesi, seker nukleotidlerinin sentezinde ve tekrarlayan tnitlerinin sentezi, birlestirilmesi
ve tasinmasinda gorevlidir (24). K. pneumoniae’da ki cps gen kimesi, 21-30 kb
blyukluginde olup 16-25 gen icermektedir. 5’ terminal bolgesi sirasiyla alti gen (galF, orf2,
wzi, wza, wzb ve wzc) icerir. 3’ terminal bolgede gnd geni bulunmaktadir. Merkezi bolgelerde
ise protein polimerizasyonunda ve kapsuler polisakkarit subunitlerinin birlestirilmesinde
gorevli genler mevcuttur. Wzy ve wzi genleri K pneumoniae’nin tum serolojik (K antijeni;
kapsul antijeni) tiplerinde bulunmakla birlikte yapilan sekans analizlerinde farkh K tipleri igin
degiskenlik gosterirler. Wzy geni hedefli PZR testleri ile K1, K2, K3, K5, K20, K54 ve K57
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identifiye edilmistir. Wzi gen sekans analizi ise cogunlukla Klinik olarak tesbit edilen
Klebsiella izolatlarinin K tiplerinin ayiriminda kullaniimaktadir (25). Wzc gen sekans analizi

ise K.pneumoniae’da yeni kapsuler tiplerin tespiti icin arastiriimaktadir (26).

Kapsuler polisakkarit sentezi, tekrarlayan seker dnitelerinin cesitli glikoziltransferazlar
tarafindan birlestirilmesi ile meydana gelmektedir (27). Olusan bilesikler, flippaz Wzx ile i¢
membrandan periplazmik araliga gecirilmekte ve periplazmik aralikta Wzy polimeraz ile
polimerize edilmektedir (27). Polimerizasyon kontroli ve matlr kapsuler polisakkaritin
bakteri hiicre yizeyine cikartilmasi c¢esitli enzimlerin kontrolu altindadir ve bu mekanizma
Wza (i¢ membran tirozin otokinaz), Wzb (protein tirozin fosfotaz), Wzc (integral dis

membran lipoprotein) enzimlerinin kombine ¢alismasiyla gergeklesmektedir (27).

Kapsuler polisakkarit, K.pneumoniae’nin konak immiin yanitindan kagmasinda da énemli rol

oynamaktadir.

K.pneumoniae’nin konak immin yanitindan kagma mekanizmalari sekil 3’de gosterilmistir.
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2.4.2.2. Fagositoza direng

Klebsiella pneumoniae’nin ylzeyi saran kalin bir kapsili olmasi onu opsonizasyondan ve
makrofajlarin (29), notrofillerin (30), epitelyal hucrelerin (31) ve dendritik hiicrelerin (32)
fagositozundan korumaktadir. Hipervirulan K.pneumoniae suslari, virulan olmayan suslara
kiyasla daha dusiik dizeyde makrofajlarla etkilesim icerisindedir (33). Kapstl antijenine gore
K1 tip Klebsiella pneumoniae suslari, notrofiller tarafindan fagosite edildikten sonra da
intraseltler  bakteri  6ldirme mekanizmalarindan  kacarak daha uzak alanlara

yerlesebilmektedir (33).
2.4.2.3.Erken inflamatuar cevabin engellenmesi

Havayolu epitel hicrelerindeki Toll-like reseptorleri (TLR), patojenleri taniyarak cesitli
antimikrobiyallerin, insan B defensinlerin (hBD), sitokinlerin ve kemokinlerin salinmasini
saglamaktadir. Cesitli yolaklarin aktivasyonuyla uretilen sitokin ve kemokinler inflamatuar
hicrelerin kemotaksisinde ve inflamatuar cevap olusmasini saglarlar. Kapsulli wild tip K.
pneumoniae suslarina karsi konakta erken immun cevap olusmazken, kapsuler polisakkariti
mutant avirulan suslara karsi konakta kuvvetli inflamatuar cevap olusmaktadir. Kapsuler
polisakkaritin inflamatuar mekanizmayi engellemesi, interlokin 8 (IL8) salinimini inhibe
etmesi ve bunun sonucunda TLR 2 ve TLR 4 sinyallerinin saliniminin inhibe olmasiyla
gerceklesmektedir (34,35).

2.4.2.4. Antimikrobiyal peptidlere karsi direng

Antimikrobiyal peptidlere karsi direng, kapsiler polisakkarit aracihgiyla olmaktadir.
K. pneumoniae’nin kapsuler polisakkariti bakteriyi konakdan salinan antimikrobiyal
polipeptidlere karsi korumaktadir ve bakteri ylzeyinden salinan serbest kapsuler
polisakkaritler de antimikrobiyal polipeptidleri tutarak bunlarin bakteri ylizeyine ulasma
imkanini azaltmaktadir (36). Respiratuar sistemde, subletal antimikrobiyal polipeptid
konsantrasyonlarinda, bakteri cps gen ekspresyonunu artirarak bu polipeptidlere karsi kendini
korumaktadir (37). insan beta defensinler (nBD), havayolu epitel hiicreleri tarafindan retilen
kuvvetli antimikrobiyal peptidlerdir, hBD1 yapisal olarak belli miktarda diizenli olarak
uretilmesine ragmen, hBD2 ve hBD3 ise patojenler ve sitokinler tarafindan indiklendiginde
salinmaktadir (38,39). K. pneumoniae’ya bagli haldeki kapstiler polisakkarit TLR cevabini
engelleyerek hBD2 ve hBD3 salinimini azaltmaktadir ve hBD saliniminda negatif regulator

olan mitojen aktif protein kinaz fosfataz (MKP-1) salinimini stimile etmektedir (40).
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2.4.2.5.Dendritik hicre (DH) maturasyonunun engellenmesi

Klebsiella pneumoniae kapsller polisakkariti, dendritik hucrelerin  maturasyonunu
engelleyerek immatiir DH olusumuna yol agmaktadir. immatiir DH olusumu 1L-12 ve TNF-a
uretiminin azalmasina neden olur. Bunun sonucunda immin yanitin olusmasinda T
lenfositlere antijen sunulmasinda énemli rol oynayan dendritik hcrelerin fonksiyonlari

bozulur.Ayni zamanda naturel killer hiicre migrasyonunda azalmaya yol acar (32).

Konak immin yanitina ait bircok mekanizmayi engelleyerek kendisi icin uygun ortami

hazirlayabilen bakteri daha kolay ¢ogalabilmektedir (32).
2.4.3.Lipopolisakkaritler

K. pneumoniae kapsilinu olusturan lipopolisakkaritler, i¢ parcadan meydana gelmistir.
Biylk oranda korunmus ve hidrofobik olan lipid A dis membrana bagl haldedir. Degisken
O-antijeni lipopolisakkarit tabakasinin dis kisminda bulunmaktadir. Kor polisakkariti ise O-

antijeni ile lipid A arasinda yer almaktadir (41).
2.4.3.1.0-antijeni

K. pneumoniae’da O- antijeninin 9 farkh grubu tanimlanmistir; O1, O2, O2ac, O3, O4, O5,
07, 08 ve 012 (41). O- antijeninin biyosentezinde gorevli enzimler alti genden olusan wb
gen kimesi tarafindan yonetilmektedir. Bu kiimede wzm, wzt, wbbM, glf, wbbN ve wbbO
genleri yer almaktadir. Bu gen kiimesi bakteri kromozomunda korunmus bir bélgede olmasina
karsin genetik varyasyon gosterebilmektedir, bunun sonucunda kimyasal varyasyonlari farkli
O- antijenleri ortaya cikmaktadir (42). Klinik olarak izole edilen K. pneumoniae suslarinda
sikhikla O1 serotipine rastlanmaktadir (41). Hipervisk0z suslarda da daha sik olarak O1
serotipi gorilmektedir (42). O- antijeni bakterideki komplemani aktive eden yapilarin
komplemanla karsilasmasini engellenmektedir. Boylelikle bakteri kompleman aracili 6lime
karsi korunmus olmaktadir (43). K. pneumoniea’nin O- antijeni eksik olan suslarinda da

kapsuler polisakkaritin bakteriyi komplemana karsi koruyabildigi gosterilmistir (44,45).
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2.4.3.2.Kor polisakkariti

K. pneumoniae’da iki tip kor polisakkariti mevcuttur. Kor polisakkaritlerinin sentezi wa gen
kiimesi tarafindan yonetilmektedir (46). Hipermiikoviskdz K. pneumoniae suslarinda tip 2 kor
polisakkarit daha sik saptanmaktadir (47). Yapilan calismalarda bakteri virulansinda tip 2 kor
polisakkaritin tip 1’e gore daha etkili oldugu gosterilmistir (46). Hayvanlar tUzerinde yapilan
calismalarda, lipopolisakkarit sentetaz enziminin sentezinden sorumlu gendeki mutasyon
sonucu bakterinin kolonizasyon yapma yeteneginde blylk Olcide azalma oldugu
goralmastir. Bundan dolayi idrar yolu enfeksiyonu olusturma kapasitesinin 6nemli 6lcude

dustigu tespit edilmistir (48).
2.4.3.3.Lipid A

Lipid A sentezi bakterinin sitoplazmasinda yapisal enzimlerce sentezlenerek, cesitli transport
mekanizmalariyla dis membrana tasinmakta ve dis membrana baglanmaktadir. Lipid A’nin
tasinmasi esnasinda modifikasyon enzimleri ile kovalent modifikasyon gerceklestirilmektedir.
Lipid A’nin modifikasyonu, konak dogal immunitesine, 6zellikle antimikrobiyal peptidlere
karsi diren¢ gelisiminde ©6nemli rol oynamaktadir. Modifikasyon enzimlerinde olusan
mutasyonlar K. pneumoniae’nin virulansinda azalmaya yol agmaktadir (49,50). Lipid A ve
kor polisakkaridinin fare alveolar makrofajlarinda fagositoza karsi direncte de rol oynadigi
gosterilmistir (45).

2.4.4.Demir yakalama (Sideroforlar)

Demir bakterinin hem in vivo hem de in vitro ¢ogalmasi icin gereklidir. K. pneumoniae’da 12
farkli demir tutucu sistem tespit edilmistir. Bunlar dort sinifa ayrilir; Fe*? transporter Feo,
ABC transporter, hemofor ve siderofor up-take sistemleri. Bakteriyel patojenler konakta bagl
halde bulunan demiri kullanabilmek icin kicuk molekdl agirhkli  demir selatorleri
sentezlemektedir. Bunlara hemofor, siderofor ismi verilmektedir. Bu sideroforlardan K.
pneumoniae’da bulunani enterobaktindir. Enterobaktinin demire afinitesi diger selatorlere
gore daha yuksektir. Konak dogal immunitesi sideroforlarin etkisini bloke etmek igin
lipokolin 2 sekrete etmektedir (51). Boylelikle bakterinin ¢cogalmasi engellenmis olmaktadir.
Hipervirulan K. pneumoniae’larda diger klasik tipteki K. pneumoniae’lara gore kantitatif
olarak daha fazla ve daha aktif siderofor sekrete edildigi gérilmustir (52).
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2.4.5. Dis Membran Proteinleri
2.45.1. OmpA

Omp A Gram negatif bakterilerde major dis membran proteinidir. Kapsuler polisakkaritten
bagimsizdir ve havayollarinda epitel aracili inflamatuvar cevabin 6nlenmesinden sorumludur
(45). OmpA eksikligi K. pneumoniae’nin antimikrobiyal peptidlere duyarlih@ini artirmaktadir

(53). Ayni zamanda alveolar makrofajlarin fagositozuna karsi direncten de sorumludur (45).
2.4.5.2. DI1s membran porinleri

K. pneumoniae’da iki majér dis membran proteini, OmpK35 ve OmpK36 mevcuttur. Bu
porinler araciligiyla, hidrofilik molekiller, besin maddeleri ve sefalosporinler, karbapenemler
gibi ilaglar bakteri igerisine gegebilmektedir (54). K.pneumoniae bu porinlerin yoklugunda
kompansatuar olarak KpnO (55) ve OmpK26 (56) gibi farkli porinler de eksprese
edebilmektedir. Hayvanlar U(zerinde yapilan calismalarda, OmpK36, KpnO, OmpK26
yoklugunda sefalosporinlere ve karbapenemlere direncin arttigi fakat bakteri virulansinin
azaldigi saptanmistir. Tek basina OmpK35 eksikliginin antibiyotik direnci ve bakteri virulansi
Uzerine etkisinin olmadigr gortlmustur. OmpK36 eksikliginin hem antibiyotik direncini
artirdigi hem de bakterinin nétrofiller tarafindan fagositozunda artmaya neden olarak bakteri

virulansini negatif yonde etkiledigi gosterilmistir (54).
2.4.5.3. Effluks pompasi

K. pneumoniae, siklikla AcrAB tip effluks pompasini eksprese etmektedir. Effluks pompasi
hem kinolonlar ve beta laktamlar, hem de konak kaynakli antimikrobiyal peptidlerin
atilmasinda gorev almaktadir. AcrAB effluks sistemi ayni zamanda bakterinin konagin dogal
immun sistemine karsi direncinde de rol oynamaktadir (57).

2.5. Klebsiella pneumonia’nin Yaptigi Enfeksiyonlar

Klebsiella cinsi Enterobacteriaceae ailesi igerisinde yer alan, gcevreden de izole edilebilen
saprofit mikroorganizmalardir. Bu cinsin insanlarda olusturdugu enfeksiyonlarin % 70’inden
K. pneumoniae sorumludur (58). K. pneumoniae gastrointestinal sistemde, deride ve
nazofarinksde kolonizedir. Nekrotizan pnémoni, piyojenik karaciger absesi, endojen

endoftalmit gibi ciddi toplum kaynakli enfeksiyonlara sebep olmaktadir (59,60).
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K. pneumoniae, 1970’lerden itibaren hastane kaynakli enfeksiyonlarda muahim rol
oynamaktadir. Ozellikle diiskiin, alkolik hastalar risk grubundadir.

Idrar yolu enfeksiyonu: K.pneumoniae, idrar yollarinda herhangi bir patoloji olmayan saghikli
kisilerde de enfeksiyon sebebi olmaktadir. idrar yolu enfeksiyonuna bagli bakteriyemi gelisen
hastalarda E.coli‘den sonra ikinci en sik enfeksiyon etkenidir (61). K. pneumoniae’ya bagli
gelisen idrar yolu enfeksiyonlarinda izlenen klinik 6zellikler diger bakteriyel patojenlerle
olusan enfeksiyonlardan farkli degildir (61).

Pnémoni: K. pneumoniae’nin sebep oldugu pnémoni bazi 6zellikleri sebebiyle ve ilk bulan
Kisiye yapilan atifla ‘Friedlander hastaligi’ olarak isimlendirilmistir. Tipik K. pneumoniae
pnémonisinin 6zellikleri; hastaligin siddetli seyretmesi, alkolik hastalarda sik gorilmesi,
Ozellikle alt loblar tutmasi, kirmizi jole seklinde hemoptizi olmasi, 6dematdz lober
konsolidasyona bagl radyografik olarak fissirlerin belirginlesmesi ve abse olusmasi olarak
sayilabilmektedir. Fakat bu klinik bulgular tek basina tani igin yeterli olmamaktadir. Yapilan

balgam kdlturlerinde anaerobik etkenlerin de bu klinik bulgulara sebep oldugu gosterilmistir

(6).

Karaciger absesi: K. pneumoniae’nin sebep oldugu toplum kaynakl karaciger absesi 6zellikle
Asya kokenlilerde daha sik gorilmektedir. Ozellikle K1 serotipi karaciger abselerinde daha
sik izole edilmektedir (62).

K. pneumoniae’ya bagh yara enfeksiyonlarl, hepatobiliyer enfeksiyonlar, kateter
enfeksiyonlari, bakteriyemi, menenejit, peritonit, endoftalmit olusabilmektedir (63).

2.6.Tedavi

Enterobacteriaceae ailesi intestinal floranin 6nemli Uyelerindendir. Ayni zamanda hastane
kaynakl ve toplum kaynakl enfeksiyonlarin olusmasinda da rol oynamaktadir. Bu bakteriler
insanlar arasinda ellerle, kontamine yiyecek ve sular yoluyla veya cevresel kaynaklarla

kolayca yayilabilmektedir (64).

K. pneumoniae’nin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisi, antibiyotiklere direncin ortaya
cikmasiyla ozellikle 1980’lerden itibaren komplike bir hal almistir. Sefalosporinler,
florokinolonlar, Trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) siklikla K. pneumoniae’nin neden
oldugu toplum kaynakli enfeksiyonlarda kullaniimaktadir. Bu antibiyotiklere karsi son

yillarda direng gelismesiyle ampirik tedavide basarisizhik artmistir (65). Kullanilan ilaglara
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direncin gelismesiyle nozokomiyal enfeksiyonlarda da tercih edilen antibiyotikler degismistir
(65,66). Yapilan bazi surveyans calismalarinda, K. pneumoniae’nin %20-80 oraninda birinci
kusak sefalosporinlere, florokinolonlara ve aminoglikozidlere direncli oldugu gosterilmistir
(67,68). Coklu ilag direncinde, plazmidler, transpozonlar ve integronlar gibi hareketli genetik
elemanlar dnemli rol oynamaktadir. Plazmidlerin, transpozon ve integronlarin yayilmasi ve
kromozomal mutasyonlarin olusmasiyla toplum kaynakli K. pneumoniae enfeksiyonlarinda
tedavi secenekleri azalmistir. Gegen yillarda, siklikla kullanilan florokinolonlara da direncin
gelismesiyle son tercih olarak karbapenemler kullanilmaya baslanmistir (69,70). Ancak,
karbapenem direncinin de yayginlasmasiyla birlikte farkl tedavi protokolleri uygulanmaya
baslanmistir. Karbapenem grubu antibiyotikler ile birlikte yuksek doz tigesiklin, kolistin veya
aminoglikozid grubu antibiyotikler kulanilarak kombinasyon tedavileri uygulanmaktadir.
Coklu ilag direnci gorilen K.pneumoniae’nin sebep oldugu ciddi enfeksiyonlarda
kombinasyon tedavi protokolleri uygulanirken daha basit ve lokalize kalan enfeksiyonlarda

monoterapi tercih edilmektedir (66).

Enfeksiyon bdlgesine gore tercih edilen antibiyotikler gesitlilik gostermektedir. Tablo 3*de
enfeksiyonlarin yerlesim alanina gore ilk tercih edilen ve ikincil olarak kullanilabilen

antibiyotikler gosterilmektedir (71).
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Tablo 3. Karbapenem direncli

algoritmasi (71)

K.pneumoniae enfeksiyonlarinda antibiyotik tedavisi

Enfeksiyon Birinci tercih | Ikinci tercih
bolgesi antibiyotikler antibiyotikler
Kanyolu -Yiksek doz | -Aminoglikozid Meropenem/doripenem:
meropenem/doripenem | -Tigesiklin MIK < 16 pg/mL ise
-Ve polimiksin B -Fosfomisin yuksek doz devam
-Rifampin edilir
Akciger -Yiksek doz | -Tigesiklin MIK > 16 pg/mL ise in
meropenem/doripenem | -Aminoglikozid vitro duyarh alternatif
-Ve polimiksin B -Fosfomisin antibiyotik verilir
-Rifampin Polimiksin B/ kolistin:
Gasrointestinal -Yuksek doz | -Fosfomisin MIK < 2 upg/mL ise
sistem/ bilier | meropenem/doripenem | -Rifampin devam edilir
trakt -Ve polimiksin B MIK > 2 pg/mL ise in
-Ve yuksek doz vitro duyarh alternatif
tigesiklin antibiyotik verilir
Idrar -Yliksek doz | -Kolistin Tigesiklin:
meropenem/doripenem | -Aminoglikozid MIK < 1 pg/mL devam

-Ve fosfomisin

-Veya aminoglikozid

edilirMiK > 1 ug/mL

in vitro duyarli
alternatif ~ antibiyotik
verilir

Aminoglikozid:MIK <
2 ug/mL  gentamisin/
tobramisin ve < 4
ug/mL  amikasin ise
aminoglikozid  tercih
edilirMIK > 2 ug/mL
gentamisin/ tobramisin
> 4 pg/mL amikasin in

vitro duyarli antibiyotik
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2.6.1. Klebsiella penumoniae’da Karbapenem Direng Mekanizmalari

Karbapenem grubu antibiyotikler, 3 laktam sinifi antibiyotiklerdendir. Yapisal olarak da bu
siniftakilere benzer olup B laktam halkasinin 1.pozisyonunda sulfir atomu yerine karbon
atomu icermektedirler. Diger B laktam grubu antibiyotiklere gére daha genis spektrumludur
(72). Karbapenemler, Gram negatif ve Gram pozitif aerob ve anaeroblara etkilidir (73).
Penisilin baglayan proteinlere (PBP) baglanarak hiicre duvari sentezini inhibe etmek yoluyla
bakterisidal etki gosterirler. Diger B laktam grubu antibiyotiklere gére, ESBL ve Amp-C (3
laktamazlarin hidrolizine daha dayanikhidir (72).

Gram negatif basillerde karbapenem direng mekanizmalari $Sekil 4°de gosterilmistir.
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Sekil 4.Gram negatif basil hiicre duvari ve karbapenem diren¢ mekanizmalari (74).

Gegen son on yilda karbapenem grubu antibiyotiklere de hizla direng gelismistir.

K. pneumoniae “‘da karbapenemlere karsi cesitli mekanizmalarla diren¢ gorilebilmektedir
(74).
2.6.1.1. Di1s membranda permeabilitede gorevli porinlerde azalma veya kayip

OmpK35 ve OmpK36 porinlerinde azalma veya kayip karbapenemlerin MiK degerlerindeki

artisla birliktedir (75,76). Karbapenem kullanimi, K. pneumoniae mutantlarinin olusumunu
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tetikleyerek major dis membran porinleri olan OmpK35 ve/veya OmpK36 ‘nin kaybina yol
acabilmektedir. Bununla birlikte OmpK36 gen ekpresyonunda azalma karbapenem direncinde
OmpK35 gen ekspresyonundaki azalmadan daha énemlidir. Porinlerdeki azalma veya kayip,
B laktamazlar kadar karbapenem direncinde etkili degildir (77).

2.6.1.2.Effluks mekanizmasiyla antibiyotigin disari atiimasi

Yapilan calismalarda, K. pneumoniae’da effluks mekanizmasi ile ilacin etkin konsantrasyona
ulasmasi engellenerek direng goriildugu rapor edilmistir (78).

K.pneumoniae’da karbapenem direncinde rol oynayan AcrAB effluks sistemi Sekil 5’te
gosterilmistir.
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Sekil 5.Acr AB effluks sisteminin yapisi (79).

Coklu ila¢ direncgli K. pneumoniae izolatlarindaki major effluks sistemi AcrAB/TolC
mekanizmasidir (80). Bu mekanizmanin, karbapenem grubu antibiyotiklere karsi duyarliligin
azalmasinda 6nemli roll oldugu tespit edilmistir (81).
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2.6.1.3.Amp C (3 laktamazlarin veya ESBL ’lerin fazla tretilmesi

Cesitli ESBL enzimleri ve Amp C enzimlerinin fazla salinimi porin defektleriyle birlikte
karbapenem direncine yol agmaktadir. Ozellikle ESBL enzimlerinden CTX-M ve Amp C
enzimlerinden DHA-1 karbapenem direnci olan suslarda daha sik tespit edilmektedir. Bu
enzimler tek baslarina karbapenem hidrolizine yol agmamakla birlikte porin defektleri ve
effluks pompasi ile beraber karbapenem direncine yol agmaktadir. Bu etki 0zellikle ertapenem
uzerinde siklikla gorilmektedir (83).

2.6.1.4.Karbapenemaz uretilmesi

Ambler siniflamasinda;  laktamazlar, aminoasit sekans homolojisine gore dort sinifa (A, B,
C, D) ayrilmistir. A, C ve D sinifi B laktamazlarda aktif bolgelerinde serin aminoasidi
bulunmakta; B sinifi B laktamazlarda ise (metallo  laktamazlar) aktif bdlgelerinde ¢inko
bulunmaktadir (82). K. pneumoniae’nin drettigi karbapenemazlar, A, B ve D sinifi icerisinde
yer almaktadir (83).

2.6.1.4.1.Sinif A Karbapenemazlar

Ilk karbapenemaz 1993 yilinda Enterobacter cloacae’da (NmcA; non-metallo-carbapenemase

of class A) identifiye edilmistir (84).

Daha sonra SME enzimleri (Serratia marcescens enzimleri) identifiye edilmistir. Bu
enzimlerde bes varyant (SME-1,SME-5) tesbit edilmistir ve bu enzimin sentezinden sorumlu

gen bolgesi bakteri kromozomunda kodlanmisdir (84).

IMI enzimleri (imipenem hidrolize eden enzimler) ilk olarak Enterobacter spp.‘de identifiye
edilmistir. Bu karbapenemazlari kodlayan genler ¢cogunlukla kromozomaldir. Fakat IMI-2
varyanti cevresel bir bakteri olan Enterobacter asburiae suslarinda plazmid kaynakl olarak

bulunmustur (85).

GES-1 (Guina extended spectrum [ laktamaz) enzimi karbapenemaz degildir, ilk olarak
2000’de rapor edilmistir. GES ailesinin 24 varyanti identifiye edilmistir (85). Tim GES
varyantlari sefolosporinleri hidrolize etmektedir (86). Sadece GES-2, GES-4, GES-5, GES-6,
GES-11, GES-14 ve GES-18 imipenemi hidroliz etmektedir (87).

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemases) enzimleri sinif A karbapenemazlar igerisinde

yer almaktadir. Cogunlukla K. pneumoniae’da identifiye edilmistir ve yiiksek seviyede direng
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ile birliktedir. ilk KPC-2 pozitif K. pneumoniae 1996°da Birlesik Devletler’de tespit edilmistir
(88). Bugtine kadar 30 varyant tanimlanmis olup diinyada en yaygin gorilenler ise KPC-2 ve
KPC-3 varyantidir (89). Hem KPC-2 hem de KPC-3 uretebilen K. pneumoniae klonu ST 258
yaygin olarak gorilmektedir (90).

Son yillarda KPC, E. coli, Enterobacter cloacae ve P. aeruginosa gibi diger turlerde de

gorulmekle beraber daha sik olarak K. pneumoniae’da izlenmektedir (91).

KPC enzimleri, penisilinler, karbapenemler, sefalosporinler, sefamisinler ve aztreonami
hidroliz etmekte; klavulanik asit, tazobaktam, boronik asit ve avibaktam gibi  laktamaz
inhibitorlerine karsi direnclidirler (91).

Cesitli KPC ureten K.pneumoniae klonlar farkli sekans tiplerini barindirmaktadir. Konjugatif
plazmidler tzerinde lokalize transpozon (Tn4401)’da bluKPC genleri bulunmakta ve
horizontal yayihmi saglamaktadir (92). Bu 06zellik, enzime daha fazla yayillma kapasitesi
saglamaktadir. Tn4401, 10 kb uzunlugundadir ve Tn3 transpozas geni (tnpA), Tn3 resolvaz
geni (tnpR), iki insersion sekans Unitesini; ISKpn6 ve ISKpn7’i icermektedir (93).

KPC enzimini bulunduran K. pneumoniae suslari cogunlukla, idrar yolu enfeksiyonlari,
pnoémoni, septisemi, intraabdominal enfeksiyonlar gibi nozokomiyal enfeksiyonlarda izole
edilmektedir, daha az siklikla toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olmaktadir (91).

2.6.1.4.2.Metallo  Laktamazlar (MBL)

Ambler siniflamasina gore B grubu enzimlerdir. MBL’lar birgok cevresel ve firsatgi bakteri
tirlerinde identifiye edilmistir. MBL’lardan Enterobacteriaceae ailesinde en sik tespit edilen,
VIM, IMP ve NDM enzimleridir (94).

IMP tip B laktamazlar ilk identifiye edilen MBL’dir. Klinik olarak 6nemli Gram negatif
basillerde; Enterobacteriaceae ailesindeki bircok bakteride ve Pseudomonas ve
Acinetobacter’de tesbit edilmistir. Enterobacteriaceae ailesinde ilk olarak, IMP-1 1991°de S.
marcescens’de Japonya’da izole edilmistir. Daha sonra ¢ok sayida IMP varyanti tesbit edilmis
ginimizde bu sayr 48’i bulmustur. Bununla birlikte IMP sikhigi, KPC, VIM, NDM ve OXA-
48°den daha azdir (94).

VIM (Verona integron-encoded MBL): VIM-1 ilk olarak 1997’de italya’da (95,96), daha

sonra VIM-2 P. aeruginosa’da Fransa’dan rapor edilmistir (97). VIM ailesinin 41 varyanti
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vardir ve cogunlugu P. aeruginosa’da izole edilmistir. VIM-2 daha yaygin olarak
gortlmektedir (98).

KHM-1 B laktamaz ilk olarak 1997°de Japonya’da, C. freundii’de izole edilmistir (99). GIM-
1 (German imipenemaz) MBL ilk olarak Almanya’da P. aeruginosa’da identifiye edilmistir.
Daha sonra Escherichia coli, C. freundii ve K. oxytoca’da da identifiye edilmistir. Diger
tanimlanan MBL’lar (SPM-1, SIM-1, DIM-1, TMB-1 ve AIM-1) Enterobacteriaceae’da
tesbit edilmemis fakat Pseudomonas ve Acinetobacter’de bulunmustur (99).

Klinik olarak 6nemli MBL’dan biri olan NDM (New Delhi MBL) K. pneumoniae’da 2009°da
Isve¢’te Hindistan’dan gelen bir hastada rapor edilmistir. NDM-1 yapisal olarak diger
MBL’lardan daha fazla VIM-1/VIM-2’ye benzemektedir. Bugtine kadar 10’dan fazla varyanti
saptanmistir (100). Direnc¢ paternleri incelendiginde NDM [ laktamazlarin; plazmid aracili
AmpC sefalosporinazlar, klavulanik asidi inhibe eden ESBL’ler, diger tip karbapenemazlar
(OXA-48, VIM ve KPC tipleri), aminoglikozid diren¢ enzimleri (16S RNA metilaz),
kinolonaz (Qnr), makrolidaz (esteraz), rifampisin (rifampisin modifiye edici enzim) gibi pek
cok diren¢ mekanizmalariyla beraber bulunabildigi gosterilmistir (98,99). Boylelikle NDM
ureten K.pneumoniae suslari birgcok farkli antibiyotik grubuna direncli bulunmaktadir. Siklikla
kolistin ve tigesikline duyarhdirlar (101).

2.6.1.4.3.S1nif D Karbapenemazlar

Sinif D [ laktamazlar (oksasilinazlar, OXA\) icerisinde 400’den fazla enzim bulunmaktadir ve
bu enzimlerin bazi varyantlari karbapenemleri hidrolize etmektedir (102). Oksasilinaz
enzimlerinin ender gorilen bazi varyantlari, OXA-163 gibi, sefalosporinleri ¢cok zayif veya
hi¢c hidrolize etmemektedir. Tum sinif D [ laktamazlar zayif karbapenemaz aktivitesine
sahiptir. Permeabilite defektleri gibi diger faktorlerle birlikte karbapenem direncine neden
olmaktadirlar (103).

Cogu D sinifi B laktamaz varyantlari; Acinetobacter’de, OXA-48 varyantlarl ise
Enterobacteriaceae ailesinde tanimlanmustir (104). ilk OXA-48, 2001’de Tiirkiye’de bir K.

pneumoniae susunda tanimlanmistir (105).

OXA-48 enzimi tim dlinyada sik rastlanan bir beta laktamazdir. Penisilinleri hidroliz etmekle
birlikte karbapenemlere, genis spektrumlu sefalosporinlere (3.kusak sefalosporinler ) ve
aztreonama karsi aktivitesi zayiftir (102). Bununla birlikte ESBL (CTX-15) veya Amp C
enzimleri ile birlikte bulundugunda karbanemlere karsi artmis direng saptanmistir. Bu enzim
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aktivitesi EDTA veya klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta laktamaz
inhibitorleri ile inhibe olmaz fakat in vitro kosullarda NaCl ile inhibe olmaktadir. OXA-48 ile
yapilan arastirmalar sonucunda plazmidlerde olan transpozon Tn1999 veya transpozon
Tn1999.2 ile transfer edilebildigi gosterilmistir (106).

2.7. Klebsiella pneumoniae’da Gorulen Karbapenem Direncinin Gincel Durumu

Karbapenemler, genellikle ¢oklu ilag direncli Gram negatif bakterilerin neden oldugu hastane
kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde sik kullanilan beta-laktamlardir. Karbapenemlerin hem
ESBL hem de AmpC [ laktamaz enzimlerine karsi direngli olmasi, onlarin son yillardaki
kullanimini 6nemli diizeyde arttirmistir. Baslangicta daha az gortlmekle birlikte gegen son on
yilda karbapenem direncli bakteriler hem nonfermenter (Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeriginosa) hem de fermenter (Enterobacteriacea) Gram (-) basillerde daha
stk gorulmeye baslamistir. Karbapenem direncinde en 0Onemli mekanizma olan
karbapenemazlar tiim dinyada yaygin bir sekilde goriilmektedir. ilk karbapenemaz ireten
Enterobacter cloacae’da 1993’de tanimlanmasindan sonra ¢ok sayida karbapenemaz enzimi
saptanmistir. Beta karbapenemazlar Ambler siniflandirmasina gére A, B ve D siniflarina dahil

edilmislerdir.

Ambler sinif A igerisinde Klebsiella pneumoniae’da en sik gorulen KPC enzimidir. KPC en
stk Klebsiella ‘da gorilmekle birlikte son yillarda diger Enterobactericeae Uyelerinde de
gorulmektedir (107).
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]:| Unknown distribution of KPC producers
. Sporadic spread of KPC producers
Outbreaks caused by KPC producers
. Endemicity of KPC producers

Sekil 6.KPC (reten izolatlarin diinyada cografik dagilimi (108)

KPC enzimi ilk defa izole edildigi ABD’de, Latin Amerika da Kolombiya ve Arjantin’de
endemik olarak gortlmektedir. Porto Riko ve Meksika da da vakalar bildirilmistir (109).
Avrupa’da hemen her iilkede gériilmekle birlikte italya ve Yunanistan’da endemik olarak
izlenmektedir (110). Polonya’da 6zellikle hastane kaynakli Klebsiella pneumoniae’ya bagl
salginlar bildirilmistir (111). Israil’de endemik olarak goriilmektedir ve birgok calismada
gorulen vakalarin cogunun hastane kaynakli olmasina ragmen azimsanmayacak derecede
toplumsal kaynakli vakalar da bildirilmistir (110). Glneydogu Asya’da yeterli veri
olmamakla birlikte Cin’in bazi bolgelerinde endemik olarak gorulmektedir (110).
Hindistan’da daha sik olarak NDM ve OXA-48 goriilmekle birlikte son yillarda KPC (reten
suslarda bildirilmektedir (112).

Ulkemizde 2012’de Romanya’dan transfer edilen bir hastada (113) ve 2013’de Istanbul’da
yenidogan unitesinde iki hastada KPC-2 izole edilmistir (114). Daha sonra yapilan

calismalarda tespit edilmemistir.

Ambler sinif B metallo B laktamazlar,1990’larin basindan itibaren bilinmektedir. Bu sinif
icerisinde VIM ve IMP dunyada yaygin gortlmekle birlikte son yillarda NDM de yogun artis
tespit edilmektedir.
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IMP tip B laktamazlar tum dinyada yaygin gorilmekle birlikte diger karbapenemazlardan
daha az gorulmektedir. Ozellikle Japonya, Tayvan ve Dogu Cin’de daha sik goriilmektedir
(115).

Ulkemizde ilk IMP-1 metallo beta laktamaz iireten K.pneumoniae susu 2003’de izole
edilmistir (116).

VIM tiiri enzimler ¢cogunlukla P.aeruginosa’da goriilmekle birlikte Enterobacteriaceae ailesi
tyelerinde de izole edilmektedir. Dinyada yaygin gorilmekle birlikte, italya, ispanya,
Yunanistan gibi Giiney Avrupa ulkelerinde ve Giineydogu Asya Ulkelerinde; Guney Kore ve
Tayvan’da endemik olarak gértilmektedir. Bununla birlikte Afrika’da; Fildisi Sahilleri (117),
Guney Afrika (118), Tunus (119) ve bazi Avrupa ulkelerinde; Almanya (120), Hollanda
(121), Fransa’da (122,123) salginlara neden olmaktadir. Bu salginlar ¢cogunlukla VIM dreten
P.aeruginosa ile olmakla birlikte nadiren Enterobacteriaceae ailesi uyelerinden de
kaynaklanmaktadir. Yunanistan’da salginlardan siklikla Enterobacteriaceae uyeleri sorumlu
olmaktadir.

[:| Unknown distribution of NOM producers
[l Sporadic spread of NDM producers

Outbreaks caused by NDOM producers
- Endemicity of NDM producers

Sekil 7.NDM (reten izolatlarin diinyada cografik dagilimi (108)
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Klinik olarak 6nemli bir diger metallo B laktamaz olan NDM ilk izole edildigi 2009’dan
gunimize dek tim dinyada hizla yayillmaktadir. Baslangicta Hindistan yarimadasinda;
Hindistan, Pakistan, Srilanka’da bulunmakla birlikte giinimizde dinyanin her bélgesinden
rapor edilmektedir. Avrupa ilkelerinden ingiltere ve Fransa’da daha sik goriilmektedir (124).
Primer rezervuar olarak Hint yarimadasi kabul edilmekle birlikte sekonder rezervuar olarak da
Balkan Ulkeleri (125,126), Arap yarimadasi (127,128) ve Kuzey Afrika tlkeleri kabul

edilmektedir.

Ulkemizde NDM-1 ilk olarak 2011°de Irak’tan gelen bir hastadan izole edilmis (129) olup
tlkemizde gittikce artan oranlarda bildirilmektedir.

Ambler sinif D karbapenemazlardan, Enterobacteriacea ailesinde en sik goriilen OXA-48
karbapenemazlardir. Tlrkiye’de 2001 yilinda ilk defa izole edilmesinden giinimuze dek ¢ok

sayida nozokomiyal salgina sebep olmustur (130).

] Unknown distribution of OXA-48 producers
. Sporadic spread of OXA-48 producers

Outbreaks caused by OXA-48 producers
. Endemicity of OXA-48 producers

Sekil 8.0XA-48 ureten izolatlarin diinyada cografik dagilimi (108)

Ortadogu ve Kuzey Afrika OXA-48 uretimi igin rezervuar kabul edilmektedir. Ortadogu’da;
Ldbnan, Umman, Suudi Arabistan, Kuveyt (131,132) ve Kuzey Afrika Ulkelerinden; Fas,
Cezayir, Misir, Libya, Tunus ‘da (133,134) OXA-48 siklikla rapor edilmektedir. OXA-48
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Ureten Enterobacteriaceae’ya bagl hastane salginlari Avrupa Ulkelerinde; Fransa, Almanya,
Isvigre, ispanya, ingiltere, Hollanda’da rapor edilmektedir (135,136). Son raporlarda ABD’de
OXA-48 Ureten K.pneumoniae suslari bildirilmistir (137).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, cesitli klinik orneklerden izole edilen ve ertapenem direngli olarak bulunan
Klebsiella pneumoniae suslarinda karbapenem direncinin molekiler mekanizmalarinin
aydinlatiimasi ve suslar arasindaki klonal iliskilinin saptanmasi amaciyla yapiimistir. Kesitsel
bir arastirma olarak plananlanan bu calismaya Ocak 2012-Haziran 2014 tarihleri arasinda
inénii - Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda calisilan klinik érneklerde saptanan direngli izolatlar dahil edilmistir. Ayni

hastada tekrar eden izolasyonlardan sadece biri calismaya alinmistir.

Prospektif olarak toplanan suslar, tanimlama ve duyarlilik testleri sonrasinda molekdler
mikrobiyolojik yontemler gerceklestirilinceye kadar siitli besiyerinde (Oxoid, ingiltere)
-70°C’de stoklanmistir.

3.1.Kultir ve Tanimlama

Hastanemizin farkl kliniklerinden génderilen kan, beyin omirilik sivisi (BOS), idrar, balgam,
yara yeri sirintist gibi Klinik 6rnekler kanl agar, Eozin Metilen Blue agar (EMB) ve
cukulatamsi agar (Oxoid, ingiltere) besiyerlerine ekilerek 35 °C’de 18-24 saatlik aerobik
inkiibasyona alindi. Ureyen bakteriler; koloni yapisi, gram boyali mikroskopi, katalaz ve
oksidaz testleri ve diger bakteriyel biyokimyasal testler gibi klasik bakteriyolojik yontemler

kullanilarak tanimlandi.

Klebsiella pneumoniae’nin kiltir ve tanimlanmasinda kullanilan besiyerleri ve diger

biyokimyasal testler asagida belirtilmistir.

Kanli Agar Besiyeri (Oxoid/ingiltere)

Triptikaz 15 gr
Soyton (soya enzimatik hidrolizati) 5gr
NaCl Sgr
Agar 15gr
Saf Su 1000 gr

Hazirlanisi: Hazir dehidrate toz olarak temin edilen yukaridaki maddeler isitilarak eritildikten
sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda bekletilerek steril hale getirildi. Elli °C’ye kadar
sogutulduktan sonra defibrine koyun kanindan 70 ml eklendi ve homojenize olmasi igin

karistirildiktan sonra steril petri kaplarina dokulerek sogutuldu.
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Eozin Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri (Oxoid/ingiltere)

Pepton 10 gr

Laktoz 5gr

Suikroz 5¢gr

K2HPO4 29r

Agar 13,5¢r

Eozin Y 0,4 gr (%2’lik eriyikten 2 ml)
Metilen Mavisi 0,065 gr (3,25’lik eriyikten 0,2 ml)
Saf Su 1000 ml’ye tamamlandi

Hazirlanisi: Hazir dehidrate toz olarak temin edilen yukaridaki maddeler kaynatilarak eritildi
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. Steril petri kaplarina dokilerek

soguyup katilasmalari beklendi.

Cukulatamsi Agar Besiyeri (Oxoid/ingiltere)

Proteoz Pepton 7,5qr
Poli Pepton 7,50r
Nisasta 1gr
NaCl 5gr
K2HPO4 4gr
KH2PO4 lor
Agar 10 gr
Saf Su 1000 ml

Hazirlanisi: Hazir dehidrate toz olarak temin edilen yukaridaki maddeler sicak suda
kaynatilarak eritildikten sonra otoklavda 121°°C de 15 dakika bekletilerek steril hale getirildi.
Karisimin 1sisi 65 °C olunca, igine 70-100 ml steril kan eklendi. Besiyeri iyice karistirilarak

eklenen kanin tam olarak hemoliz olmasi saglandi ve steril petri kutularina dokalda.

Yukarida sayilan ve icerdigi maddeler belirtilen besiyerlerine usuliine uygun olarak ekimi
yapiimis olan klinik érnekler 35 °C’de 18-24 saat inkiube edildikten sonra degerlendirmeye
alindi. Koloni yapisi, Ureme 6zellikleri ve Gram boyama 6zelliklerine gore Gram negatif
comak morfolojisindeki bakteriler alt tir dizeyinde tanimlanmalari igin uygun biyokimyasal
test ortamlarina ekildi. Bu ortamlarda 35°C’de 18-24 saat inkibe edildi. Bu silire sonunda
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gbzlenen  reaksiyonlara g6re  bakterilerin  tanimlanmasi  yapildi.

identifikasyonunda kullanilan gerecler;

Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Oxoid/ingiltere)

Yeast extract 3qgr
NaCl Sgr
Laktoz 10 gr
Stikroz 10 gr
Glikoz lgr
Ferrous amonium sulfat 0,2 gr
Na-thiosulfat 0,025 gr
Agar 3gr

Bakterilerin

Hazirlanisi: Hazir dehidrate toz olarak temin edilen yukaridaki maddeler belirtildigi orandaki

karisimindan 47 gr tartilarak 1 litre distile suda eritildi ve PH:7.4’e ayarlandi. Otoklavda

121°C’de steril edildikten sonra steril cam tuplere yatik olarak dékuldu.

Yorumlama: Hafif alkali ortamli olarak hazirlanan TSi besiyeri, icerdigi fenol kirmizisi

sayesinde alkali ortamda kirmizi-pembe goriinimdedir. inokiile edilen bakteri, TSi ortaminda

bulunan karbonhidratlari hidrolize ettigi takdirde ortamin pH’si aside kaymakta ve fenol

kirmizisi rengini kaybetmekte ve besiyeri sari bir renk almaktadir. Bu durumun gozlenmesi

“pozitif sonu¢” olarak kabul edilir. Eger inokile edilen bakteri karbonhidratlardan hicbirini

kullanmazsa ortamin PH’si alkali kalmakta yani besiyerinin rengi pembe olarak devam

etmektedir. Bu ise “negatif sonug” olarak yorumlanmaktadir.

Simmon’s Sitrat Agar (Oxoid/ingiltere)

Na-sitrat 29r
NaCl Sgr
MgSO4 0,2 gr
Amonyum dihidrojen fosfat lor
Dipotasyum fosfat lor
Bromtimol mavisi 0,08 gr
Agar 15¢gr

Hazirlanisi: Hazir dehidrate toz olarak temin edilen yukaridaki maddelerin belirtildigi

orandaki karisimindan 24,2 gr tartilarak 1 litre distile suda eritildi ve ortam pH:6.9’a

ayarlandi. Otoklavda 121°C de steril edildikten sonra tlplere yatik olarak dokdldu.
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Yorumlama: Normal durumda koyu yesil renkli olan sitrat besiyeri; test edilen bakteri susu
sitratl karbon kaynag! olarak kullaniyorsa, Prusya Mavisi rengine doner. Bu durum “pozitif
reaksiyon” olarak yorumlanir. Besiyerinde herhangi bir renk degisimi olmamasi “negatif

sonug” olarak kabul edilir.

Ure Agar (Christensen Urea Agar) (Oxoid/ingiltere)

Pepton lor
Glikoz 1gr
NaCl Sgr
Disodyum fosfat 1,2 gr
KH2PO4 0,8 gr
Fenol kirmizisi 0,012 gr
Agar 15¢gr

Hazirlanisi: Hazir dehidrate toz olarak temin edilen yukaridaki maddelerin karisimdan 18 gr
alinarak 100 ml distile suda eritildi. pH: 6.8’e ayarlandi. Otoklavda 121°C’de steril edildikten
sonra %29’luk tre soltisyonundan eklendi. Elli °C’ye kadar soguduktan sonra 900 ml distile
su+agar karisimi ile birlestirilerek tiiplere dik olarak dokuldu.

Yorumlama: Hafif asit ortamli olarak hazirlanan besiyerinin bu kosuldaki dogal gorinimi
sarl renktedir. Bakteri inokulasyonundan sonra; test edilen bakteri susu Ureaz enzimine
sahipse besiyerinde bulunan Ureyi parcalayacak ve son riin olarak amonyagin ortaya ¢ikisini
saglayacaktir. Bu ise ortamin pH’ini alkaliye kaydiracak ve besiyerinde bulunan, ancak asidik
ortamdan dolayi sari renkli olan, fenol kirmizisinin pembe renge donmesine neden olacaktir.
Besiyerindeki pembe-kirmizi renk degisimi “pozitif sonuc¢” olarak kabul edilirken, besiyeri

renginin sari olarak devam etmesi “negatif sonu¢” olarak yorumlanir.

indol Besiyeri (SIM Medium; Oxoid/ingiltere)

Tripton 29r
Pepton 6,1gr
Ferrous amonium sulfat 0,2gr
Na-thiosulfat 0,2 gr
Agar 30,5gr

Hazirlanisl. Hazir dehidrate toz olarak temin edilen yukaridaki maddeler belirtilen oranlardaki
karisimindan 39 gr tartilarak 1000 ml distile steril su icerisinde eritildi. pH:7.3’e ayarlandi.
Otoklavda 121°C’de steril edildikten sonra tiplere dik olarak dokuldd.
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Yorumlama: Bakteri inokule edilmis olan *‘SIM’ besiyerleri 35°C’de 16-20 saat inkiibe
edildikten sonra besiyeri Ustiine kovaks ayiract damlatildi. Normal durumda sari renkli olan
kovaks ayiracl kirmizi pembe bir renk degisimine ugrarsa pozitif reaksiyon, bdyle bir renk

degisimi gbzlenmese negatif reaksiyon olarak degerlendirilir.

Kovaks ayIracl

Izoamil alkol 150 ml
p-dimetilaminobenzaldehit 10 gr
HCL konsantre 50 ml

3.2.Antimikrobiyal duyarhlik testleri

Soyutlanan bakterilerin biyokimyasal 6zelliklerine gore alt tir dizeyinde identifikasyonlari
yapildi. Klebsiella pneumoniae olarak tanimlanan kokenler antimikrobiyal duyarlilik testine

alindi.

Tanimlanan K. pneumoniae suslarinin antimikrobiyal duyarlilikleri Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk duftizyon yontemi ile
arastirildi (138). Bu amagla kullanilan geregler;

Mueller-Hington Agar (Oxoid/ingiltere)

Et suyu 300 mi
Pepton 17.5gr
Nisasta 1.50r
Agar 17 gr

Hazirlanisi: Hazir dehidrate toz olarak temin edilen yukaridaki maddelerden olusan
karisimdan belirtilen miktarda alinarak steril distile su iginde 1sitilarak eritildi. Ortam pH’si
7.4’e ayarlandi. Otoklavda 121 °C’de steril edildikten sonra steril petri kutularina 4 mm
kalinliginda dokuldu.

Kiltur plaklarinda tremis olan Klebsiella pneumoniae kolonilerinden steril pamuk uclu bir
ekivyon yardimiyla 1-2 koloni alinarak steril serum fizyolojik icerisinde 0,5 Mc Farland
bulaniklik saglanacak sekilde stispanse edildi. Bu slispansiyon yine steril pamuklu ekiivyon
yardimiyla Mueller-Hinton agar (zerine yayildi. Plaklarin kurumasi beklendikten sonra
lizerlerine antibiyotik emdirilmis kagit disklerden (Oxoid/ingiltere) yerlestirildi. Otuz bes
°C’de 24 saatlik inkubasyonu takiben antibiyotik disklerinin etrafinda olusan inhibisyon
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zonlarinin caplari Olguldi. Elde edilen sonuclar CLSI kriterlerine gdre yorumlanarak
ertapeneme direncli bulunan suslar yine CLSI dnerileri dogrultusunda Modifiye Hodge testine

alindu.
Klebsiella suslari icin ertapenem ve imipenem duyarlilik sinirlari Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. K. pneumoniae’nin karbapenem duyarlilik sinir degerleri (138).

Mikroorganizma MiK sinir degeri Zon c¢api sinir degeri
(Hg/ml) (mm)

S< R> S< R>

K.pneumoniae Ertapenem 0,5 2 22 18

imipenem 1 4 23 19

3.2.1.Modifiye Hodge Testi

Escherichia coli ATCC 25922 susundan 0,5 McFarland bulanikhginda bakteri slispansiyonu
hazirlandi. Bakteri siispansiyonu steril serum fizyolojik ile 1:10 oraninda sulandirildi ve
pamuklu ekivyon ile MHA plagina yogun ekim yapildi. Besiyerinin 3-5 dakika kurumasi
beklendikten sonra petri plaginin ortasina ertapenem (10 ug) veya meropenem (10 pg) diskleri
yerlestirildi. Daha sonra test edilecek bakteriden 3-4 koloni pamuk uclu ekivyon cubukla
alinarak karbapenem diskinin kenarindan baslayarak plagin kenarina dogru diiz bir hat
olusturacak sekilde ekim yapildi. Karbapenem diskinin etrafinda olusan inhibisyon zonunun,
test edilen izolatin ekim ¢izgisine dogru girinti yapmasi (yonca yapragi seklinin olusmast)
pozitif sonuc olarak deg@erlendirildi. Girintinin olmamasi negatif sonu¢ olarak yorumlandi

(138). Modifiye Hodge testine ait gorinti Sekil 9’da sunulmustur.
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Sekil 9. Modifiye Hodge testi (B ve D pozitif izolat; A ve C negatif izolat. (139)
3.2.2. Etest ile imipenem Minimal inhibitér Konsantrasyon (MiK) Tesbiti

Calismaya alinan ertapenem direncli K. pneumoniae suslarinin imipnem MIK diizeyleri Etest

yontemi ile arastirildi.

Test edilecek bakteri susuna ait kolonilerden steril pamuk uclu eklvyon ile bir miktar alinarak
steril serum fizyolojik icinde McFarland 0.5 degerine gore bakteri suspansiyonu hazirlandi.
Bu suspansiyondan yine pamuk uclu ekuvyon yardimiyla alinarak Mueller Hinton agar
ylzeyine yogun ekim vyapildi. Plaklar 5-10 dk etlvde bekletilerek kurumalari saglandi.
Ardindan imipenem Etest (BioMérieux, France) stripi inokile edilmis plak tzerine konuldu
ve 24 saat 35°C’de inkibasyona alindi. Bu siire sonunda olusan inhibisyon elipsinin Etest

stripini kestigi nokta o susun imipenem MiK diizeyi olarak kabul edildi.
3.3.Genotipik Yéntemlerle Karbapenemaz Genlerinin Saptanmasi

Ertapenem direncli K. pneumoniae suslarinin karbapenem direncine neden olan genlerin

arastirmasi Polimerize Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR) ile yapildi. Ydntemin basamaklari;
3.3.1.DNA izolasyonu(Ekstraksiyon)

Suslar kanl agar besiyerine genotip tayini icin pasajlandi. Besiyerinde saf kiltir halinde

ureyen izolatlar steril 0ze ile alinarak 1ml steril distile su icerisinde 4 McFarland
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bulanikhginda siispanse edildi. Her bir dérnek en az 5 dakika vortekslenerek homojen hale
getirildi. Daha sonra QiaSymphony (Qiagen, Almanya) total nukleik asit izolasyon Kkiti ile
DNA ekstraksiyonu yapildi ve elde edilen DNA o6rnekleri -20°C’de PZR islemine kadar
saklandi.

3.3.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Calisilan kdkenlerde KPC, NDM, OXA-48, IMP, VIM grup genlerinin varligini arastirmak

amaciyla PZR yapildi. PZR igin kullanilan solusyonlar ve amplifikasyon kosullari asagida

belirtilmistir:

TopTag (Qiagen) PZR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi:
2X TopTaq Master Mix karisimi 12.5pl

10X CoralLoad Concentrate 2.5yl
Primer-F 1yl
Primer-R 1yl
DNAaz RNAaz free saf su 7 ul

DNA 1 pl

Toplam hacim 25 pl

Calismaya alinan suslarda daha dnce tanimlanmis olan karbnapenemaz genleri olan KPC,
NDM, OXA-48, IMP, VIM arastirildi. Bu genler igin kullanilan oligonukleotid primerleri
Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo5. PZR amplifikasyonu igin kullanilan primerler

Hedeflenen gen Hedef Primer dizilimi (5°-3°) referans
boélgesi primer adi
blaKPC grup/ 785 bg KPC-F TCGCTAAACTCGAACAGG (140)
KPC-R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATC
blaOXA-48grup/177 bg  OXA-48-F TGTTTTTGGTGGCATCGAT (140)
OXA-48-R GTAAMRATGCTTGGTTCGC
blaNDM-1 grup/ 82 bg NDM-F TTGGCCTTGCTGTCCTTG (141)
NDM-R ACACCAGTGACAATATCACCG
blaVIM/390 bg VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA (141)
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG
blalMP/188 b¢ IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC (141)
IMP-R CCAAACYACTASGTTATCT
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Amplifikasyon kosullari

Amplifikasyon icin GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems/ USA) cihazi
kullanildi.  Amplifikasyon tipleri cihaza yerlestirilerek 94°C’de 3 dakikahik ilk
denaturasyonun ardindan, 94°C’de 30 saniye denatlirasyon, primer baglanmasi igin 62°C’de
30 saniye ve 72°C’de 1 dakika uzama ile toplam 35 siklus ve final uzama olarak 72°C'de 10
dakika olacak sekilde uygulandi.

3.3.3. Agaroz jel elektroforezi
PZR reaksiyonu ile ¢cogaltilan amplifikasyon Grlnleri agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak
ayristirildi.
Agaroz Jel Elektroforez icin Hazirlanan Karisimlar
10xTBE buffer
Stok sollisyonu 10xTBE'den distile su ile 1/10 oraninda sulandirilarak elde edildi.
Gel loading dye

Bromphenol 40 mg
Gliserol 5ml
0.5MEDTA 1.5ml
Distile su 4.5 ml olacak sekilde karistirthr

%1.5 Agaroz jel: 2.25 gr agaroz (AppliChem, ABD) 150 ml 1xTBE tamponu icinde
karistirilarak mikrodalga firinda eritildi. Uzerine 5mg/mI'lik etidyum bromiirden 0.5 ng/ml
olacak sekilde eklenerek 10 dakika sogumaya birakildi. Kalibin igindeki jelin katilasmasi igin
oda sicakliginda yaklasik 30 dk bekletildi. Katilasan jel kalibi taraklar ¢ikartildiktan sonra
kuyucuklar negatif kutupta olacak sekilde elektroforez tankinin icine yerlestirildi. Tankin ici
jelin (Ozeri tamamen kapanincaya kadar 1X TBE ile dolduruldu. Cogaltiilmis DNA
orneklerinin her birinden 10 pL kuyucuklara yiiklendi. Uriinler 100 volt akim altinda 2 saat
boyunca elektroforeze tabi tutuldu. Olusan bantlar UV 1511 altinda DNA molekuler agirlik
standardi (DNA Molecular Weight Marker IX (0.1-10.0 kb; Roche, Almanya) ile
karsilastirilarak yorumlandi ve fotograflari Gel Logic 2200 imaging system (Kodak
Company, ABD) ile cekildi.

35



Suglar arasindaki klonal iliskilerin tespit edilmesi igin Durmaz ve arkadaslarinin
uyguladiklari, “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) yontemi modifiye edilerek
kullanildi (142). Ydntemin basamaklari:

3.4.1.izolatlarin hazirlanmasi

Biyokimyasal ve/veya molekller yontemlerle tir dizeyinde tanimlamasi yapilmis
bakterilerden IKA besiyerine tek koloni ekimi yapildi. Saf kiltiir halinde direyen koloniler
plastik 6ze ile toplanarak 1 ml hiicre siispansiyon tamponu (HST) (100 mM Tris-HCI, 100
mM EDTA, pH 8,0) icinde suspanse edildi. Hiicre suspansiyonu, 2500 x g’de, 4°C’de, 15
dakika (alternatif olarak 13 000 x g 4°C’de 2 dakika) santriflij edildi. Santriflij sonrasinda
ustteki HST atildi. Pelletin Gzerine tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa sireli vorteks
yapildi. Bakteri yogunlugu, spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco, Germany)
yardimiyla 590 nm’de 1 absorbans olacak sekilde ayarlandi. Bakteri sispansiyonu kisa siire
icinde (5 dakika) agaroza gomiilecek ise oda i1sisinda, gecikecek ise kirik buz iginde bekletildi.
3.4.2.izolatlarin Agaroza Gémiilmesi

HST icerisinde %2’lik dusuk erime 1sili agaroz (Gibco BRL, Paisley, UK) hazirlandi. 0.2 g
agaroz, 100 mI'lik balona konuldu. Uzerine 9 ml HST eklendi, yavasca karistirilarak agarin
dagilmasi saglandi. Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10
saniye tutulup, cikarilarak hafifce karistirildi. Tekrar 2—3 saniye mikrodalga firininda tutuldu.
Agaroz iyice ¢Ozullnceye kadar kisa sireli mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agaroz
karisimindan 500 pl'lik ependorf tuplere dagitildi ve islem siresince 45-50°C'lik kuru 1si
blogunda bekletildi. HST iginde hazirlanan bakteri stispansiyonundan 500 ul alinarak 50°C isi
blogunda bekletilen dusiik erime 1sili agaroza 1/1 oraninda eklendi. Pipetaj yapilarak iyice
karismasi saglandi. Agaroz karisimi hava kabarcigl olmayacak sekilde agaroz kalibina (Imm
by 5mm by 1.5mm, Bio Rad Laboratories) 100 pl olacak sekilde dagitildi. Kaliplar, agaroz
katilasincaya kadar +4°C'de, yaklasik 10 dakika bekletilerek agarozun homojen olarak
katilasmasi saglandi.

3.4.3.Agaroz i¢indeki hicrelerin pargalanmasi

5 ml’lik steril kapakli tiplere, 0.5 ml hiicre par¢alama tamponu-1(HPT-1) (50 mM Tris-HCI
[pH 8.0], 50 mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K) konuldu. icerisinde
bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak HPT-1 solusyonuna yerlestirildi. 37°C’de 1 saat
calkalamali su banyosunda bekletildi. HPT-1 dokulerek, yerine 0.5 ml HPT-2 (0.5 M EDTA,

1 mg/ml proteinaz K) konuldu. 55°C’de 2 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.
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3.4.4.Hucre lizisinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

Agaroz kaliplar igerisine gomdilen htcrelerin pargalama isleminin ardindan HPT-2 aspire
edildi. iginde agaroz kalip bulunan tiipe, 50°C’ye isitilmis olan steril ultra saf sudan (Reagent
Grade Type 1) 4 ml eklenerek, 50 °C calkalamali su banyosunda 15 dakika bekletildi. Su
tamamen aspire edilip, su ile yikama islemi iki defa daha tekrarlandi. Su tamamen aspire
edildi. Daha sonra agaroz kaliplari i¢ defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak lzere), 4 ml TE
(10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 7,6) tamponuyla yikandi. Boylece icerisinde hiicresel
kalintilardan arindirilmis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale
getirilmis oldu.

3.4.5.Agaroz kaliplari icindeki DNA’nin RE ile kesilmesi

DNA iceren agaroz kalibi bir lam Uzerine alinarak bistlri yardimi ile 1/3 oraninda kesildi.
Xba-1 enzimi kullanildi.

Klebsiella pneumoniae DNA’sIni igeren kaliplarin Xba-1 RE ile kesimi:

1.DNA igeren agaroz kalibi bir lam zerine alinarak bir bisturt yardimiyla % oraninda kesildi.
Parcalardan biri, 100 pl 1x Xbal tamponu icine konularak ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de
10 dakika bekletildi. (Diger parcalar sonraki calismalarda kullanilmak (zere TE tamponu
icinde saklandri). Sonra sivi aspire edildi.

2. Her agaroz kalibi icin asagidaki karisim hazirlandi.

10x Xbal tamponu 10 ul
Xbal enzimi (12 U / ul (Promega Co, USA)) 3ul
BSA (10 mg/ml) 1l
steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1) 86 pl

Toplam hacim 100 pl

3. Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibi konulup, calkalamali su
banyosunda 37°C’de 2 saat inkube edildi.

4. inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi ve elektroforeze uygun hale
getirilmis oldu.

3.4.6. Elektroforez jelinin hazirlanmasi ve kaliplarin jele yiklenmesi

0.5x TBE (44,5 mM Trisma base, 44,5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8,0) i¢inde 100 ml
olacak sekilde %1’ lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad Laboratories)
hazirlandi. 1 gr "pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik balona konup. tizerine 100 ml 0,5x
TBE eklendi ve mikrodalga firinda agar homojen bir sekilde eritildi. Agaroz iyice

cozildukten sonra, balon 45-50 °C’lik su banyosuna konuldu. Agaroz dokilecek kaset
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hazirlandi ve RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 disli taragin dislerinin ug
kismina (taragin uc cizgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirildi. Taragin iki kenar ve
ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar yiklendi. Kurutma kagidi veya havlu ile
agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi alindi. Maksimum 5 dakika oda Isisinda
bekletildikten sonra, érnek konulan kisim DNA’nin yiriyecegi yone gelecek sekilde, tarak
agaroz dokulecek kaset icine yerlestirildi. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakhgi yaklasik 45-
50 °C olan agaroz dikkatli bir sekilde hava kabarcigi olusturulmadan kaset icine dokildi. Oda
Isisinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildi. Kaset cerceveleri
cikarilarak 1900-2000 ml 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

3.4.7. Elektroforez

Klebsiella pneumoniae i¢cin CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth,
Belgium) uygulanan elektoforez kosullari:

Baslangic¢ vurus stiresi 5 sn, bitis vurus stiresi 30 sn, vurus acisi 120°, akim 6 VV/cm?, sicaklik
14°C, sire 24 saat (TBE tamponu pH=8.5).

3.4.8. Sonucun gozlenmesi ve analizi:

a. Elektroforez sonrasinda jel, 5pg/ml etidyum bromdr iceren 400 ml ultra saf suda 20 dakika
bekletildi. UV 1sik altinda gorunttlendi.

b. Gel logic 2200 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant
goruntdlerinin fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda kaydedildi.

c. Gel Compar Il yazilim sistemi (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium)
kullanilarak bant profilleri analiz edildi.

Bant analizleri icin benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Pearson korelasyon katsayisi ve
kiimelesme analizi icin de UPGMA ("Unweighthed Pairvise Grouping Matematical
Avenaging" matematiksel ortalamayla agirliksiz ¢iftlerin gruplandiriimasi) yontemi kullanildi.
Izolatlar benzerlik katsayilari goz éniine alinarak ayirt edilemez (benzerlik >%95), benzer
(benzerlik >%90-95) ve farkh (benzerlik <%90) olarak siniflandirildi. Birbirleriyle %95’in
uzerinde benzerlik gosteren suslar ana klon, ana klonlar icerisinde de %90’nin (zerinde
benzer klonlar alt tip olarak kabul edildi. Benzerlik oranlari %90’in altinda olan suslar ise

digerlerinden farkl olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR
Yaklasik 30 ayhk calisma siresince laboratuvarimizda 135132 bakteriyolojik kultlr islemi
yapiimis cesitli klinik érneklerden toplam 2074 adet K. pneumoniae susu tanimlanmistir.
Yapilan duyarhlik testleri sonucunda 70 (%3.3) K. pneumoniae’nin karbapenem direncli
oldugu saptanmistir. Bu suslarin 22’si kan ve 21’i idrar izolati olup ensik olarak pediatri ve
organ nakli kliniklerinden izole edilmistir.
Calismaya alinan K. pneumoniae suslarinin izole edildigi 6rnek tipi ve 6rnegi goénderen

Kliniklere gore dagilimi Tablo 6.”da gdsterilmistir.

Tablo 6. K.pneumoniae suslarinin 6rnek tipi ve drnegi gonderen Kliniklere gore dagilimi.

Ornek Tipi

Klinik Kan idrar Balgam Yara Dren SVS Toplam (n,%)
GCYB 4 _ _ 2 2 _ 8(11,4)
BCYB 2 1 _ _ _ 2 5(7,2)
DYB B B 4 1 _ B 5(7,2)
Dahiliye 4 2 _ _ _ _ 6 (8,5)
Organ Nakli 6 2 1 _ 3 2 14 (20)
Pediatri _ 12 3 _ 15 (21,5)
Pediatri YB 6 1 3 2 _ 12 (17,2)
Enfeksiyon _ 1 _ 1 _ _ 2(2,8)
Reanimasyon 1 _ _ _ _ 1(1,4)
Uroloji B 1 B B B B 1(1,4)
Ortopedi _ _ _ 1 _ _ 11,4
Toplam (n) 22 21 8 10 5 4 70 (100)

n: Ornek sayisi; SVS: Steril Viicut Sivis; GCYB: Genel cerrahi yogun bakim; BCYB: Beyin cerrahi yogun bakim; DYB:
Dahiliye yogun bakim

Yapilan Etest MiK analizinde, calismaya alinan 70 izolatin 23’{iniin (%32,8) imipenem MiK
duizeyi duyarh sinirlar i¢inde (<4 pg/ml) bulunurken saptanan dagilim 0.125-3 pg/ml arasinda
olmustur. Geri kalan 47 susun MiK dizeyleri ise direncli (=4 pg/ml) sinirlar iginde olup

imipenem MIK dagilimi 4-32 pg/ml olarak saptanmistir.
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4.1.Karbapenem Direng Genleri

Calismaya alinan toplam 70 susun 61’inde (%87.1) calislan direng genlerinden en az biri
saptanirken, geri kalan 9 (%12.8) susta calisilan karbapenemaz diren¢ geni bulunamamistir.
Cahisilan suslardan 51’inde (%72.8) OXA-48 geni, 11’inde (%15.7) NDM geni ve 3’Unde
(%4.2) VIM geni saptanmistir. OXA-48 pozitif bulunan 51 susun 4’inde NDM geni birlikte
saptanmistir.

OXA-48 geni saptanan 51 susun 18’i kan, 14’0 idrar, 7’si balgam, 6’s1 yara, 4’0 dren ve 2’si
BOS o6rneklerinden izole edilmisti.

Bu genin varligini gosteren PZR amplifikasyon Grtininin jel elektroforezine ait fotografi

Sekil 10’ da gosterilmistir.

200bp_ .
177 bp (OXA-48)
100 bp

M: 1200 bp‘lik marker; NK: Negatif Kontrol; PK: Pozitif Kontrol; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 15: Pozitif
izolatlar; 1, 2, 3, 14: Negatif izolatlar.
Sekil 10. Karbapenem direncli K. pneumoniae suslarinda 177 bp’lik OXA-48 geninin

saptandi§i agaroz jel elektroforez goriintisu.

OXA-48 geni bulunan suslarin 34’(iniin imipenem MIK degeri > 4 pg/ml iken geri kalan 17
susun MiK degeri bu sinirin altinda saptanmistir. OXA-48 pozitif bulunan suslarin imipenem
MiK dagilimi 0.5 pg/ml ile 32 ug/ml arasinda degisim géstermis ve bu suslar icin imipenem
MiKso degeri: 4 pg/ml ve MiKgo degeri 32 pg/ml olarak hesaplanmustir.

NDM geni bulunan 11 susun 7°sinde sadece NDM geni; 4’linde ise NDM ile OXA-48 birlikte
bulunmustur. NDM geni saptanan 11 susun 4’0 kan, 3’0 balgam, 2’si yara, 1’i idrar ve 1’i de
dren drneklerinden izole edilmistir.

Bu genin varligini gosteren PZR amplifikasyon Grlnlnin jel elektroforezine ait fotografi
Sekil 11’de gosterilmektedir.
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9 1011 12 13 14 PK NK

82 bp (NDM)

M: 1500 bp’lik marker; PK: Pozitif Kontrol; NK: Negatif Kontrol; 1, 6, 11, 12, 14: Pozitif izolatlar; 2, 3, 4, 5, 7,
8,9, 10, 13: Negatif izolatlar.
Sekil 11. Karbapenem direncli K. pneumoniae suslarinda 82 bp’lik NDM geninin saptandigi

agaroz jel elektroforez gorinatusa.

NDM pozitif bulunan suslarin imipenem MK diizeyleri 3 pg/ml ile 32 pg/ml arasinda
bulunmustur. Bu suslar igin imipenem MiKso degeri 16 pg/ml ve MiKgo degeri 32 pg/ml
olarak hesaplanmistir.

Calismaya alinan 70 susdan 3’tnde VIM geni tesbit edilmistir. VIM geni saptanan 3 susun 2’si
idrar vel’i de dren Orneklerinden izole edilmistir.

Bu genin varligini gosteren PZR amplifikasyon Grtininin jel elektroforezine ait fotografi

Sekil 12’de gosterilmistir.

9 10 11 12 13 14 1516 PK NK M

400 bp 3590 bp (VIM)
300 bp
200 bp
100 bp

M: 1500 bp’lik marker; PK: Pozitif Kontrol; NK: Negatif Kontrol; 5: Pozitif izolat; 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16: Negatif izolatlar.
Sekil 12. Karbapenem direncli K. pneumoniae suslarinda 390 bp’lik VIM geninin saptandigi

agaroz jel elektroforez gorinatusa.
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VIM pozitif bulunan 3 susun imipenem MIK diizeyleri; 0,5 pg/ml, 1 pg/ml ve 1,5 pg/ml
olarak saptanmistir.

Bu calisma kapsamina alinan 70 K. pneumoniae susunun hic¢birinde IMP ve KPC genleri
saptanmamistir.

Calisilan suslarin saptanan karbapenemaz genlerine gore elde edilen MiK degerlerinin

dagilimi Sekil 13’de gosterilmistir.
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Karbapenemaz Genleri

Sekil 13. Cahsilan suslarin tasidiklari genlere gére olgiilen imipenem MIK degerlerinin

dagihimi

4.2.Suslarin Klonal iliskisi: PFGE Sonuglari

Calismaya alinan 70 K. pneumoniae susundan 67’si 59 farkli PFGE profili gdstermis ve geri
kalan 3 sus ise anlamli bir bant profili olusturmamistir. Klonal yonden iliskili suslar, 4 farkli
kiime icerisinde yer almis ve suslarin kiimelesme orani %18 olarak saptanmistir.

Toplam 67 K. pneumoniae susunun 12’si herhangi bir kiime icerisinde yer almistir. En biylk
kiime bes Uyeli genotip 58 dir. Bunu sirayla t¢ Uyeli genotip 34, iki Uyeli genotip 29 ve iki
tyeli genotip 57 takip etmistir.
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K.pneumoniae suslarina ait PFGE goruntist Sekil 14 “de gosterilmektedir.

Sekil 14.Klebsiella pneumoniae suslarinin PFGE gorintsd.

OXA-48 pozitif olan 51 adet sus 44 adet farkli genotip profili gostermistir. Bunlardan dort
tanesi genotip 58 icerisinde toplanmis; genotip 34 de 3 adet, genotip 57 ve genotip 29
icerisinde ise 2’ser adet sus toplanmistir.

NDM pozitif olan 11 adet sus 11 farkli genotip profili gostermistir. izolatlarin hicbiri bir
kiimeye dahil olmamistir.

VIM pozitif olan 3 adet sus 3 farkl genotip profili gostermistir. izolatlarin hicbiri bir kiimeye
dahil olmamustir.

Altmis dokuz K.pneumoniae izolatinin, Pearson korelasyon katsayisi ve “unweighted pair-
group method with arithmetic mean” (UPGMA) kimelesme metodu kullanilarak yapilmis

dendogram analizi Sekil 14’de gosterilmistir.
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Sekil 15. Altmis yedi K. preumoniae izolahmn GelCompar 6.2 yazilimu ile edilen izolatlar
arast klonal iligkisini gdsteren dendogram. Altnus vedi K pmeumoniae susunda 59 farkh

genotip bulunmustur,
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5.TARTISMA VE SONUC
Karbapenemler, coklu ilaca direncli Gram negatif etkenlere karsi gunumuzde kullanilan son
secenek beta-laktam antibiyotiklerdir. Ustiin in vitro ve in vivo etkinlikleri, hemen hemen her
yas grubunda uygulanabilmeleri, 6nemli bir yan etki veya organ fonksiyon bozukluguna
neden olmamalari, neredeyse tim enfeksiyon tiplerinde kullanilabilir olmalari ve monoterpide
sagladi§i yuksek basari bu ilaclarin klinikte vazgecilmez olmasinin en 6nde gelen nedenleridir
(143). Ancak, 1980’li yillardan sonra tim diinyada hizla yayilan genislemis spektrumlu beta-
laktamaz enzimleri nedeniyle karbapenemlerin kullanim miktari 6nemli dizeyde artmis ve
1990°h yillarin basindan itibaren plazmid kaynakli karbapenem hidrolize eden enzimler
tanimlanmaya baslanmistir (144). Gunumuzde ise yaklasik yedi farkl alelde 500°den fazla
karbapenem hidrolize eden beta-laktamaz enzimi tanimlanmis olup bunlardan sinif D
karbapenemazlardan olan OXA grubu 300’den fazla varyanta sahip olarak en genis aileyi
olusturmaktadir (145).
Hastane kokenli patojenlerde antimikrobiyal direng sik gortlen ciddi bir problemdir.
Enterobacteriacea ailesi Uyelerinde antibiyotik direncinin artmasiyla ¢oklu ila¢ direnci
gosteren tirler yaygin bir sekilde gorilmeye baslamistir. Direncli bakteri tlrlerinin hastane
disina yayillmasi 6nemli bir halk sagligi problemi olmasinin yanisira bu bakterilere karsi
korunmak ve kontrolt i¢in multidisipliner bir yaklasim gerektirmektedir. Bu uygulamalarda
etkin laboratuvar calismalarina ihtiyag vardir (146).
Gram negatif bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde birinci secenek olarak
kullanilan (3 laktam antibiyotiklere karsi en sik gorilen diren¢g mekanizmasi, antibiyotiklerin
B laktam halkasinin parcalanmasiyla antibiyotigin etkinliginin yitirilmesidir. Bakteriler bu
islemi [ laktamazlar Uretip ortama salarak yaparlar. Karbapenemazlar, imipenem ve
meropenem gibi beta-laktam yapisinda bulunan antibiyotikleri hidrolize eden
laktamazlardir. Karbapenemazlar, siklikla Klebsiella olmak tzere Enterobacter, Escherichia,
Serratia, Citrobacter, Salmonella, Proteus ve Morganella cinslerinde gérilmektedir (147).
Klebsiella spp., Enterobacteriaceae ailesi icinde bulunun 6nemli bir insan patojenidir.
Saprofit ve siklikla ¢evresel bir tir olan Klebsiella’nin neden oldugu kan enfeksiyonlarinin %
70’inden K. pneumoniae sorumludur (148). Klebsiella pneumoniae, firsat¢i patojen olarak
Ozellikle gasrointestinal sistemde, nazofarenkste, ciltte bulunmakta ve 0zellikle immiin
yetmezligi olan veya baska enfeksiyonlar sonucunda immun sistemi zayiflamis Kisilerde ciddi
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Hipervirulan K. pneumoniae suslari, saglikh kisilerde de
nekrotizan pnémoni, piyojenik karaciger absesi, endojenik endoftalmit, nekrotizan fasiit,

menenjit gibi cesitli toplum kaynakli enfeksiyonlara yol agmaktadir (149,150). Klebsiella
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pneumoniae’nin firsatgl patojen olarak gasrointestinal sistemde kolonize olmasi Ozellikle,
idrar yolu enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari, kan enfeksiyonlari gibi hastane
kaynakl enfeksiyonlar gelismesine neden olmaktadir (151). Biyofilm olusumuyla kateter
enfeksiyonlarina yol actigi da gosterilmistir (152). Hastane kaynakli enfeksiyonlarinin
olusmasinda K. pneumoniae’nin biyofilm olusturarak konak immun yanitindan kagmasi,
antibiyotiklerin etkisinden korunmasi ve enfeksiyona sebep olan suslarin siklikla ESBL ve
karbapenemazlar gibi enzimler salan ¢oklu ila¢ direncine sahip olmasi gibi faktorler 6nemli
rol oynamaktadir (153).

Diinya Saglk Orgiti’nin (DSO; WHO) 2014 antibiyotik direnci siirveyans raporunda insan
hayatini tehdit eden enfeksiyonlara sebep olan K. pneumoniae tirlerinin hizla direng
gelistirdigini ve bu direncin dinyanin pek cok bdlgesinde yaygin bir sekilde géruldugu
belirtilmistir (154). Klebsiella pneumoniae’nin 6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda,
pnémoni, kanyolu enfeksiyonlari, yenidogan ve yogun bakim Unitesindeki hastalarda énemli
rol oynadigi bilinmektedir. Klebsiella pneumoniae’nin sebep oldugu bu enfeksiyonlar
nedeniyle tedavi edilen hastalarin yarisindan fazlasinda karbapeneme karsi gelismis olan
diren¢ nedeniyle tedavide karbapenem grubu antibiyotiklerin kullanilamadigi bildirilmistir.
Karbapenem direncli K. pneumoniae suslari ile olusan kan enfeksiyonlari %50’den fazla
oranda mortalite ile sonuclandigi bildirilmektedir (155).

Karbapenemler, B laktam grubu antibiyotiklerden olup genellikle ¢oklu ila¢ direncine sahip
Gram negatif basillerin tedavisinde tercih edilmektedir. Karbapenemlerin ESBL ve AmpC 3
laktamazlara karsi stabilitelerini koruyabildikleri gésterilmistir. Bununla birlikte son yillarda
hem nonfermenterlerde (Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa) ve hem de
Enterobacteriaceae Uyelerinde karbapenem direnci 6nemli dlzeyde artmaktadir (156).
Karbapenemlere diren¢ baslica iki mekanizma ile olusmakta olup bunlar; permeabilite
defektlerine sebep olan porin kaybi ile birlikte Amp C veya ESBL [ laktamazlarin salinmasi
ve karbapenem hidrolizine sebep olan 3 laktamazlarin gercek karbapenemazlarin, salinmasidir
(102).

Tayvan’da 2010’da yayinlanan bir calismada karbapenem direncli 100 K. pneumoniae
susundan sadece 6 tanesinin karbapenemaz Urettigi saptanmis, geri kalan 78 susta ise plazmid
kaynakli Amp C retimi tespnit edilmistir (157).

Karbapenemazlar tim dunyada yaygin olarak gorilmektedir (158,159).
Uretilen karbapenemaz enzimleri genellikle bircok farkl grup B laktam antibiyotigi hidrolize
etmekle birlikte bu enzimleri kodlayan gen paketleri icinde aminoglikozitler,

flourokinolonlar, SXT gibi beta laktam olmayan antibiyotiklere karsi da diren¢ olusumunu
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saglayan genlerin tasindigi gosterilmistir (160). Bunun sonucunda ¢oklu ilag direnci mevcut
olan suslarin tedavisi daha da zorlasmistir (161).

Bu calismada, Ulkemizin en biyik yodun bakim Kapasitesine sahip uUniversite
hastanelerinden biri olan Turgut Ozal Tip Merkezinde yaklasik 2.5 yil boyunca Klinik
orneklerden enfeksiyon etkeni olarak soyutlanan karbapenem direncli K. pneumoniae
suslarinda bu direncin molekiler mekanizmasinin aydinlatilmasi amaglanmis ve kdkenler
arasindaki genotipik yakinhk arastiritimistir. Boylelikle hem hastanemizde en sik gorilen
karbapenem diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi ve hem de bu direnclerin klonal mi yoksa
horizontal gen transferleri ile mi yayildiginin ortaya konulmasi hakkinda veri saglanmasi
hedeflenmistir. Calismaya CLSI standartlarina gore ertapenem direngli bulunan tirler dahil
edilmistir. Elde edilen sonuclara gore merkezimizde Klebsiella tirlerinin yaklasik %30
karbapenem direncli bulunmus ve bu izolatlarin ¢ok buyuk kisminin OXA-48 yo6niinden
pozitif oldugu gorulmistir. Bunu NDM tlrl beta-laktamazlar takip etmis ve OXA-48 pozitif
suslarin yaklasik %8’i ayni zamanda NDM yoénuyle de pozitif bulunmustur. Diger taraftan
calistlan suslar icinde IMP ve KPC tirl karbapenemaz enzimlerine rastlanilmamistir.
Arastirmamiza dahil olan izolatlarin yaklasik 1/3’uniin imipenem MiK diizeyi duyarli sinirin
altinda saptanmis ve toplam dagilimin oldukca genis bir arahkta (0.125-32 pg/ml) oldugu
anlasiimistir. OXA-48 pozitif suslarin imipenem MIK degerleri yine genis bir dagilim paterni
gosterirken, NDM pozitif olan suslarin MiK diizeyleri oldukca yiiksek bulunmustur. Diger
taraftan VIM pozitif bulunan 3 susun imipenem MIK diizeyleri duyarli sinirin altinda
saptanmistir (Sekil 13). Ayrica, arastirilan diren¢ genlerinden higbirinin tesbit edilmedigi 2
susda imipenem MiK degeri direncli sinirlar tizerinde bulunmustur. Bu da bize karbapenem
direng mekanizmalarinin ¢ok cesitli oldugunu ve bizim calismis oldugumuz bes
karbapenemaz enzimi disindaki karbapenemaz direng mekanizmalarinin bu suslarda s6z
konusu olabilecegini dustndurtmustir. Ayrica, daha énce Wassef ve arkadaslarinin yaptigi
calismada bildirildigi Uzere Amp C [ laktamazlarla birlikte Omp 35/36 proteinlerinin
azalmasinin K. pneumoniae‘da imipenem direncinde etkili oldugu go6zlenmistir (162).
Ozellikle Amp C [ laktamazlar porin defektleriyle birlikte karbapenem direncine yol
acabildigi bilinmektedir.

Izolatlarin genetik yakinliklari dikkate alindiginda, calismaya alinan suslarin oldukca
heterojen bir genotipik dagdilim gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Tiplendirilen 67 sus toplam 59
farkl klon olusturmus ve bunlardan en kalabalik klonun 5 izolat icerdigi, diger t¢ Klonun ise
sirastyla 3 ve 2 izolat icerdigi gortlmastur. Calisma siresince bir salginin olmamasi bu

durumun en 6nemli nedeni olarak gorilmustir. Diger taraftan, hastanemizde direng geni
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tastyan bircok farkli sus bulundugu; bunlarin gerek hastane florasinda ve gerekse
hastalarimizin genis bir cografi bolgeden gelmesi nedeniyle biriktigi dustntlmustir. Ancak
yine de, mevcut veriler 1s1ginda OXA-48, NDM ve VIM gibi 6nemli karbapenemaz genlerinin
hastane ortaminda horizontal gen transfer mekanizmalari ile etkin olarak yayildigi
distnulmastdr.

Low ve arkadaslar tarafindan (163) Malezya’da bir yil siiresince yapilan ¢alismada 9 farkli
genotip icinde 17 karbapenem direncli K. pneumoniae sus izole edilmis ve bunlarin OXA-48,
KPC, NDM, IMP ve NMD dreticisi olduklari saptanmistir. Bu calismada da bizim
calismamizda buldugumuz sonuclarla benzer olarak; OXA-48 geni tasiyan 4 sus ertapenem
direncli iken imipenem MiK diizeyleri duyarli saptanmistir.

KPC B laktamazlar ilk defa 1996°da ABD gorildiikten sonra hizla yayilmistir. Ozellikle orta
Atlantik, Florida, Porto Riko gibi bdlgelerde endemik olarak goérilmektedir. ABD’de ulusal
saglik givenlik aginin bildirdigine gore 2006 ile 2010 yillari arasinda hastanelerde
karbapenem direncli Klebsiella spp.’ye bagh hastane kaynakli enfeksiyonlarin prevelansinda
%12 ‘lik artis tespit edilmistir (164). ABD’den sonra KPC’nin ilk tesbit edildigi tlke Israil
olmustur ve KPC (reten Klebsiella pneumoniae turiinin ABD’de tesbit edilen sus ile genetik
olarak yakin iliskili oldugu gosterilmistir. Bu diren¢, Yunanistan’da ilk defa 2007°de bir
hastanede tesbit edilmis, daha sonra 2012’de ERAS-Net’in yaptigi sirveyans calismasinda
saptanan K. pneumoniae suslarinin % 60,5’inin karbapenemlere direncli oldugu bildirilmistir.
Cin, Brezilya ve Kolombiya’da da KPC (reten K. pneumoniae kokenleri rapor edilmistir
(165). Basta ABD olmak (izere Avrupa (llkelerinde ve Cin’de en sik tespit edilen
karbapenemaz da yine KPC B laktamazlardir. Cin’de 2015’de Rui ve arkadaslarinin yaptigi
calismada karbapenemaz direngli Enterobactericea’lar da en sik KPC-2 izole edilmistir (166).
KPC-2, Turkiye’de ise sadece bir susta bulunmustur. Bu hasta pndmoni tanisiyla tedavi
edilmis, trakeal aspirat kiltiriinde KPC (reten K. pneumoniae izole edilmis, daha sonra da
sepsis sonucu hasta kaybedilmistir (167). Kasim 2012’de lIstanbul’da saptanan vakada
hastanin Romanya’dan transfer edilmis olmasi nedeniyle etkenin bu hastada daha once
kolonize olmus olabilecegini disundirmustir. Bu tarihten sonrada Turkiye’de KPC geni
bildirilmemistir. Cakar ve arkadaslarinin 2016’ da Turkiye’de yaptigi cok merkezli ¢alismada
da karbapenem dire¢ geni tesbit edilen 143 Enterobacteriaceae susunda KPC genine
rastlaniimamistir (168). Yapmis oldugumuz bu calismada da yaklasik 30 ayda toplanmis olan
70 sus icinde bu geni tasiyan izolata rastlaniimamistir.

New Delhi [ laktamaz olarak bilinen NDM [ laktamazlar, sinif B metallo B laktamaz

grubundandir. NDM beta laktamazlar, K. pneumoniae ve E. coli’de siklikla gorilmekle
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birlikte nadiren Pseudomonas ve Acinetobacter’de de gorilmektedir. KPC grubundan farkh
olarak penisilinleri, sefalosporinleri ve karbapenemleri hidrolize edebilmesine ragmen
aztreonami hidrolize etmezler (169). NDM ile birlikte siklikla diger direng mekanizmalari,
ozellikle Amp C tipi B laktamazlar ve permeabilite defektleri gorilmektedir. Bu direng
mekanizmalarinin birlikte bulunmasi sonucu aztreonam direnci de sikhkla gortulmektedir
(170). NDM geni hem kromozomal kaynakli hem de plazmid kaynakli olabilmektedir. Bu
enzim ilk defa 2008°de Yeni Delhi’den dénen isve¢’li bir hastada izole edilmistir (171). NDM
ureten suslar ilk gorilmesinden itibaren hizla yayilmis dinyada her bélgeden rapor edilmeye
baslamistir. Ozellikle, Hindistan, Pakistan, ABD ve Balkan (lkelerinde daha sik olarak
izlenmektedir. Turkiye’de de cok gesitli merkezlerce NDM ureten Klebsiella pneumoniae
suslar bildirilmistir (172). Karaaslan ve arkadaslarinin yaptigi calismada karbapenem direncli
176 susta NDM ikinci en sik tespit edilen karbapenem direng geni olmustur (173). Sahin ve
arkadaslarinin yaptigi calismada ise karbapenem direncli 43 susun yedisinde OXA-48, bir
tanesinde de NDM geni izole edilmistir (174). Cakar ve arkadaslarinin calismasinda
karbapenemaz direnc geni tesbit edilen 143 susta tek basina NDM gérilme orani %6,2 OXA-
48 ile birlikte goriilme orani % 2,1 tespit edilmistir. Ulkemizde OXA-48 ‘den sonra en sik
gorilen karbapenemaz geninin NDM oldugu gosterilmistir (168).

Turkiye’de yaygin bir sekilde OXA-48 varligi NDM’ninde yayilmasiyla iki geni de barindiran
suslarin ortaya cikmasina sebep olmustur. Bu tedavi segeneklerinin daralmasina ve
morbiditenin uzamasina yol agmistir. Nitekim bizim calismamizda da 70 susun 11 tanesinde
NDM pozitifligi bulunmus ve OXA-48’den sonra ikinci siklikla gorillen karbapenemaz geni
oldugu gortlmastur. Ayni zamanda NDM pozitif suslarin 4’unde OXA-48 ile birliktelikleri
izlenmis olup bu da tlkemizde yapilmis olan diger calismalari destekler niteliktedir. Bizim
calismamizda OXA-48 ile birlikte bulunan sus disinda diger NDM pozitif suslar imipeneme
direncli bulunmustur.

OXA-48 karbapenemazlar, D grubu B laktamaz sinifindandir. ilk defa 2001 yilinda istanbul’da
54 yasinda, yanik ve driner enfeksiyon sebebiyle hastanede tedavi goren bir hastada izole
edilmistir (175). Simdi bircok Avrupa ulkesinde ve Orta Dogu ve Kuzey Afrika Ulkelerinde
endemik olarak gorulmektedir (176). Turkiye’de K. pneumoniae’da baskin olarak bulunan
karbapenemaz geni OXA-48 olarak saptanmistir ve buna bagh salginlar bildirilmistir (177).
OXA-48 geni genellikle tek bir plazmidle tasinmakta ve Enterobactericeae ailesindeki suslar
ve tirler arasi tasinmadan sorumlu tutulmaktadir (178). Bu plazmid IncL/M-tip 63-kb’lik olup
hizli konjugasyon yapabilen bir plazmiddir (178). Genellikle OXA-48 geninin tasinmasindan

IS1999 elementi sorumludur (179). OXA-48 karbapenemazlar zayif karbapenemaz
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aktivitesine sahiptir ve karbapenemleri, Ggtincl ve dordinct kusak sefalosporinleri zayif
hidrolize etmektedir. Ancak OXA-48 ile birlikte ESBL ve Amp C enzimlerini bulunduran
suslar tim beta laktamlara direncli olabilmektedir (180).

Aktas ve arkadaslarinin 2004-2005 yillari arasinda 162 K. pneumoniae susu arasinda yaptigi
calismada sadece uzun sire hastanede yatan ve meropenem ile tedavi edilen iki hastada OXA-
48 teshit edilmistir (181). Us ve arkadaslarinin 2004-2007 yillari arasinda yapmis oldugu bir
calismada ise K. pneumoniae suslarinin %26,9’unda OXA-48 tespit edilmistir (182). Yine
ulkemizde yapilan diger bir calismada klinik numunelerden elde edilen Enterobactericeae
ailesinden olan izolatlarda karbapenem direng genlerinin %86’si OXA-48, %10,5 NDM ve
%3,5’1 ise VIM genleri olarak bulunmustur (183). Alp ve arkadaslari, 2010-2011 arasinda
karbapenem direncli K. pneumoniae suslari arasinda OXA-48 gen sikligini %91,5 olarak tespit
etmislerdir (184). Bizim calismamizda da calisilan suslar arasinda en sik rastlanilan
karbapenemaz geni OXA-48 olmustur. OXA-48 tesbit edilen 51 susun 17’°si CLSI kriterlerine
gore karbapenemlere duyarli tespit edilmistir. Bu da bize karbapenem direncinde OXA-48 ile
birlikte ESBL enzimlerinin ve porin defektlerinin, effluks sistemlerinin bulunmasinin énemli
role sahip oldugunu distindirmektedir.

Metallo beta laktamazlardan olan IMP enzimleri Avrupa’da Turkiye ve Yunanistan’da
Klebsiella pneumoniae suslarinda gortlmektedir. IMP Ureten K. pneumoniae suslari siklikla
ST11 tipinde olmakta, beraberinde ESBL ve plazmid kaynakli Amp C enzimlerini de
uretmektedir. IMP’nin sebep oldugu salginlar cogunlukla agir hastalardan veya nemli
ortamlardaki  rezervuarlardan kaynaklanmaktadir. IMP  (reten Enterobacteriaceae
rezervuarlarl yanik Unitesindeki banyolar, yogun bakim (nitesinde drenler, inkubatorler,
tuvaletler, mekanik ventilatorler olabilmektedir. insanlarda ve hayvanlarda IMP fekal
tastyicihigr kolonize yiyeceklerin yenmesi sonucu sporadik olarak tanimlanmistir. Amerika ve
Tunus’da nehir sularinda bazi izolatlar tespit edilmistir (185). Bununla birlikte saglik
calisanlarinin eliyle meydana gelmis bir salgin gorulmesine ragmen saglik calisanlarinda
kolonizasyon saptanmamistir (186). Bizim calismamizda IMP geni, calisilan suslarin
hicbirinde bulunmadi.

Verona Integron Metallo beta laktamaz (VIM) Ureten Enterobacteriaceae suslari Avrupa’da,
Ozellikle Yunanistan’da, sik gorilmektedir (187). En sik gorilen varyant VIM-1 enzimi olup
bu gen Enterobacteriaceae ailesinde; VIM-2 ise P.aerugimosa’da gorilmektedir (97).

Cesitli karbapenemazlarin karbapenemleri hidroliz etme etkinlikleri farkli olabilmektedir.
Ozellikle metallo beta laktamazlar ve KPC enzimleri karbapenemleri OXA-48 enzimlerine

gore daha etkin bir sekilde hidroliz etmektedir. Bununla birlikte yuksek duzeyde karbapenem
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direnci gosteren K. pneumoniae suslari incelendiginde karbapenemaz Uretilmesine ilaveten
uretilen karbapenemaz tipine bakilmaksizin permeabilite defektlerinin oldugu gosterilmistir.
Buna karsin diisiik MiK duizeylerinde (4-16 pg/ml) direng gésteren K. pneumoniae suslarinda
da farkh tiplerde karbapenemaz enzimleri tanimlanmistir. KPC enzimlerinin 1990’larda
ABD*de gériilmeye basladigi ve Yunanistan’da VIM enziminin yayilmaya basladigi tarihlerde
K. pneumoniae suslari karbapenemaz (retmesine ragmen permeabilite modifikasyonlari
olmadiginda diisik MIK diizeyleri gosterdikleri tespit edilmistir (188).

Karbapenem direngli Enterobacteriaceae suslarinin artmasi ve bu bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde karsilasilan guglikler, mortalite oranini tim dinyada (189,190)
oldugu gibi bizim tlkemizde de artirmaktadir (177). Karbapenem direncli Enterobacteriaceae
uyelerinin tedavisinde kullanilabilen antibiyotikler, bazi aminoglikozidler, polimiksinler,
tigesiklin, fosfomisin ve temosilinle kisitlanmistir. Bu ajanlarin farmakolojik ¢zellikleri, yan
etkileri, verilis yolu ve en o6nemlisi etkinliklerinin istenilen diizeyde olmamasi tedavi
seceneklerini 6nemli Olcide kisitlamaktadir. Aminoglikozid ve polimiksinlerin kullanimini
kisitlayan en onemli yan etki nefrotoksisitedir. Ayrica, aminoglikozitlerin monoterapi
uygulamasi bulunmamaktadir. Artmis direng ve disuk kan dizeyleri tigesiklinin kullanimini
kisitlayan faktorlerdendir. Fosfomisin, idrar yolu enfeksiyonlarinda oral formunun
kullanilabilmesine ragmen 6zellikle bilinci kapali yogun bakim hastalarinda veya oral alimi
kapali Kisilerde parenteral kullanimini saglayacak baska bir formu bulunmamaktadir. Diger
taraftan, bu ilacin dzellikle hayati tehdit eden ciddi enfeksiyonlardaki etkinligi hakkinda halen
fazla bir veri bulunmamaktadir (191). Tim bu olumsuzluklar nedeniyle karbapenem diregli
Enterobacteriacea Uyelerinin neden oldugu kan dolasimi, menenjit ve pnémoni gibi ciddi
enfeksiyonlarda saptanan etken karbapenemlere karsi in vitro direncli gorilse de imipenem
veya meropenem kemoterapiye dahil edilmektedir. Ancak, elde edilen veriler ¢ok yiz
guldirtcd bulunmamistir (191).

Bu calismada elde ettigimiz sonuglar ve ginimize kadar yayinlanmis bilimsel literatlr
degerlendirildiginde, son 20 yilda karbapenem direncinin hizla artti§i gortilmektedir. Bu
dirence neden olan bircok farkli mekanizma mevcut olup zaman icginde bunlarin daha da
cesitlenerek artacagi ongorulebilir. Karbapenem direncinin veya bu direnci tasiyan suslarin
yaythminin azaltilmasi gintmdazin en kritik konularindan biri haline gelmistir. Bu grup
antibiyotiklere diren¢ gelisiminin engellenmesinde uygun anibiyotik kullanim politikalarinin
gelistirilmesi ve titiz bir sekilde uygulanmasi yliksek derecede 6neme sahiptir. Bu amagcla
gereksiz antibiyotik kullanimlarinin engellenmesi, cerrahi proflaksi rehberlerine uyum

gosterilmesi, ampirik tedavilerde olabildigince ylksek potensli antibiyotik kullaniminin
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kisitlanmasi ve karbapenemler gibi son secenek antibiyotiklerin kullaniminda kultir ve
antibiyogram sonuclarina dikkat edilmesi gerekmektedir. Diger taraftan, direncli suslarin
Ozellikle hastanelerde yayiliminin azaltilmasi icin el hijyeninin saglanmasi, temas-izolasyon
onlemlerinin uygulanmasi, etkin sirveyans calismalarinin devamli surette yapilmasi ve
sonuglarin hastane enfeksiyon kontrol komitesince takibi ve cerrahi alet ve tekrar
kullanilabilir ~ tibbi  gereclerin  standartlara uygun bir sekilde sterilizasyon ve
dezenfeksiyonunun saglanmasi 6nem tagimaktadir (192).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada yaklasik 30 aylik bir siire icinde bir Giniversite hastanesinde
saptanan karbapenem direngli K. pneumoniae suslarinda karbapenem direncinin molekiler
mekanizmalari arastirilmistir. Bu dirence neden olabilecek porin defektleri ve pompa
sistemlerinin bu calisma kapsamina alinmamis olmasi arastirmamizin en 6nemli eksiklikleri
olarak goriilebilmektedir. Ancak, bu calisma ile elde edilen veriler hastanemizde karbapenem
direncinin cesitliligi ve yayilim dinamikleri hakkinda énemli bilgiler sunmustur. Buna gore,
OXA-48 hastanemizde saptanan en 6nemli karbapenem diren¢ enzimi olmus bunu NDM turiu
metallo enzimler takip etmistir. Yukarida da belirtildigi tizere, Ulkemizden bildirilen OXA-48
ve NDM birlikteligi bu calismada da saptanmis ve c¢alismaya alinan tim suslarin yaklasik
%5’inde bu iki diren¢ mekanizmasi birlikte bulunmustur. VIM turi metallo enzimler ise
calistigimiz suglar arasinda daha az gorulen bir karbapenem direng mekanizmasi olarak
bulunmusken, KPC ve IMP tiri enzimlere ise rastlaniimamistir. Yapilan genotipik analiz
sonucunda karbapenem direncli suslarin oldukca heterojen bir grup olusturdugu ve aralarinda
klonal iligkinin ¢ok az bulundugu goérilmustur. Buna gore, hastanemizdeki suslar arasinda
karbapenem direncinin vertikal yayilimdan cok horizontal gen transferleri araciligi ile
yayildigr distnalmastr.

Klebsiella pneumoniae basta olmak zere diger enterik basillerde ve nonfermenter gram
negatif bakterilerde karbapenem direnci gittikce artanbir saglik sorunu haline gelmektedir. Bu
soruna karsi gerekli 6nlemlerin alinmasi i¢in molekdler epidemiyolojik calismalar ile sorunun
belirlenmesi ve bu soruna 6zgu ve daha etkin onleyici tedbirlerin alinmasina gereksinim

bulunmaktadir.
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9. OZET

BiR UNIVERSITE HASTANESINDE KARBAPENEM DIRENCLI KLEBSIELLA
PNEUMONIAE SUSLARINDA KARBAPENEM DIRENC GENLERININ
MOLEKULER ANALIZi VE SUSLARIN KLONAL iLiSKiSi

Amag: Klebsiella pneumoniae 6énemli insan patojenlerinden biridir. Ozellikle hastane
kaynakli enfeksiyonlarda saptanan suslarinda gozlenen karbapenem direnci tedavi
alternatiflerini 6nemli dizeyde kisitlamaktadir. Klebsiella turlerinde karbapenem direncinin
gelisiminin 6nlenmesi ve direncli suslarin yayihminin azaltilmasi igin uygulanacak
onlemlerin gelistirilmesinde bu dirence neden olan molekiler dinamiklerin bilinmesi 6nem
tasimaktadir. Bu ¢alismada, klinik 6rneklerde saptanan karbapenem direncli K. pneumoniae
suslarinda daha Once tanimlanmis olan karbapenemaz genlerinin arastiriimasi ve izolatlar

arasindaki klonal iliskinin saptanmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Kesitsel bir arastirma olarak planlanan bu calismaya hastanemiz tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen cesitli klinik 6rneklerden Ocak 2012-Haziran 2014
tarihleri arasinda soyutlanan karbapenem direncli K. pneumoniae suslari dahil edilmistir.
Prospektif olarak toplanan izolatlarin karbapenem direnci ertapenem disk yontemi ve
Modifiye Hodge testi calisiimis; izolatlarin imipenem MIK diizeyleri Etest yontemi ile
saptanmistir. Suslarda OXA-48, NDM, VIM, IMP, KPC karbapenemaz genleri in-house PZR
ile ve izolatlar arasindaki klonal iliski Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yontemi ile

arastirtimistir.

Bulgular: Calisma suresince 70 karbapenem direncli K. pneumoniae susu tanimlanmistir.
Yapilan molekiler analizde toplam 61 (%87.1) izolatta en az bir karbapenemaz geni
saptanmis geri kalan 9 (%12.9) susta ise ¢ahisilan genlerden herhangi biri bulunamamistir.
Calisma sonucunda suslarin 51’inde (%72.8) blaOXA-48, 11’inde (%15.7) blaNDM, 3’lnde
(%4.2) blaVIM bulunmus ve blaOXA-48 Ureten suslardan 4’inde (%7.8) blaNDM gen
birlikteligi oldugu go6zlenmistir. Calismaya dahil edilen suslarin higbirinde blalMP ve
blakPC saptanmamustir. Yapilan Etest MiK analizinde, calismaya alinan 70 izolatin 23{iniin
(%32,8) imipenem MIK diizeyi duyarli sinirlar iginde (<4 upg/ml) bulunurken saptanan
dagilim 0.125-32 pg/ml arasinda olmustur. Toplam 70 K. pneumoniae susundan 67°si 59
farkli PFGE profili gostermis ve geri kalan 3 sus ise anlamli bir bant profili olusturmamistir.

Klonal yonden iliskili suslar, 4 farkli kiime icerisinde yer almis ve suslarin kiimelesme orani
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%18 olarak saptanmistir. En blylk kime bes Uyeli genotip 58 olup bunu sirayla 3 Gyeli
genotip 34 ve 2 lyeli genotip 29 takip etmistir.

Tartisma ve Sonug: Bu calismada elde ettigimiz sonuclara gore, OXA-48 ve NDM tiri
karbapenemazlar hastanemizdeki Klebsiella suslarinda goérilen karbapenem direncinin ¢ok
buyik bir bolimiinden sorumludur. Bu bulgular Ulkemizden daha 6nce bildirilen veriler ile
oldukga benzerlik gostermektedir. Bu calisma tek bir merkezde yapilmis olmasina ragmen
suslarin oldukca heterojen bir genotipik dagilim profili géstermesi, bu direng genlerinin farkl

kokenler arasinda yayilim gosterdiginin en énemli bulgusu olmustur.

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae, Karbapenemaz, OXA-48, NDM, VIM, IMP,
KPC, Molekuler epidemiyoloji.
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Investigation of the Carbapenem Resistance Genes and the Clonal Relationships of the

Carbapenem Resistant Klebsiella Pneumoniae Strains in A University Hospital

Aim: Klebsiella pneumoniae is among the leading human pathogens. The carbapenem
resistance, particularly seen in the strains from the nosocomial infections, significantly limits
the treatment options. Knowing the molecular dynamics of this resistance is important for
development of the control measurements intended to prevent the emergence of carbapenem
resistance in Klebsiella strains and to reduce the spreading of such resistant strains. In this
study, previously determined carbapenemase genes and the clonal relationships of the
carbapenem resistant K. pneumonia strains isolated from clinical samples were aimed to be

investigated.

Material and Methods: In this cross sectional study, the carbapenem resistant K.
pneumoniae strains which were isolated from the clinical samples between January 2012 and
June 2014 in the medical microbiology laboratory of our hospital were included. Strains were
prospectively collected, the carbapenem resistance was determined with ertapenem disc and
Modified Hodge test, and imipenem MICs of these strains were studied with Etest method.
Carriage of the carbapenemase genes including OXA-48, NDM, VIM, IMP, and KPC were
determined with in-house PCR, and clonal relationships of the strains was studied with Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE).

Results: A total 70 carbapenem resistant K. pneumoniae were identified throughout the study.
With the molecular analysis, at least one carbapenemase gene was determined in 61 (87.1%)
strains, and there was no studied genes in any of the remaining 9 (12.9%) strains. After the
analyses, blaOXA-48 was found in 51 (72.8%) strains, blaNDM in 11 (15.7%) strains, and
blaVIM in 3 (4.2%) strains; and it was observed that 4 (7.8%) strains harboring blaOXA-48
were also carrying blaNDM. blalMP and blakPC were not determined any of the studied
strains. With the Etest MIC analyses, imipenem MICs of 23 (32.8%) of the 70 studied strains
were found under the susceptibility breakpoint (<4 pg/ml), and total MIC distribution of the
included strains was between 0.125-32 pg/ml. A total 67 of 70 studied K. pneumoniae strains
showed 59 different PFGE profile and remaining 3 strains didn’t produce a meaningful band
pattern. Clonally related strains were collected in 4 different cluster, and the clustering rate of
all strains was found as 18%. The largest cluster was genotype 58 consisting 5 strains,
followed by genotype 34 consisting 3 strains and genotype 29 including 2 strains.
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Discussion and Conclusion: According to results of this study, OXA-48 and NDM type
carbapenemases were responsible for the majority of carbapenem resistance in the Klebsiella
strains in our hospital. This data is very similar to the data previously reported from our
country. Though this study was performed in a single center, the strains showing a highly
heterogenic genetic distribution was a significant evidence of proving that these resistance
genes spreading between different genetic clones.

Key Words: Klebsiella pneumoniae, Carbapenemase, OXA-48, NDM, VIM, IMP, KPC,
Molecular epidemiology.
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