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Klebsiella pneumoniae insan normal mikrobiyotasinda yer alan, firsatci patojen olarak 6zellikle hastane
enfeksiyonu yapan Enterobacteriaceae familyasi yesidir. Ozellikle karbapenem grubu antibiyotiklere
direncli K.pneumoniae izolatlarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle hastanede yatis sireleri, mortalite ve
morbidite artislar gézlenmektedir. Ulkeler, bolgeler hatta saglk kuruluglan arasinda bile farkli direng
oranlari gozlenmekle birlikte, son 10 yillik donemde karbapenem direncli suslarin oranlarinda hizl bir
artig goriilmektedir. Karbapenem direncli suslarin hizli ve dogru tespiti, etken olduklari enfeksiyonlarin
tedavisinde, uygun antibiyotik ve kombinasyonlarin belirlenebilmesi, basari oraninin artirlmasi agisindan
oldukca 6nem tasimaktadir. Bu calismanin amaci, karbapenem direncli K.pneumoniae izolatlarindaki
karbapenemaz varligi ve tiplerini arastirarak, bu amacla kullanilabilecek ticari bir tGriin olan “MASTDISCS™
ID carbapenemase detection disc set” ve gorece yeni bir yontem olan “Carbapenem Inactivation
Method (CIM)” yontemlerinden elde edilecek sonuglarin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle
karsilagstirmasinin yapilmasidir. Bu amacla, ertapenem, meropenem ve imipenem antibiyotiklerinden
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Klinik Klebsiella pneumoniae izolatlarinda Karbapenemaz
Uretiminin Saptanmasinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve

Fenotipik Yontemlerin Karsilastiriimasi

herhangi birine direncli oldugu saptanan 2015-2016 yillari arasinda izole edilen 54 K.pneumoniae izolati
calismaya dahil edilmistir. izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi VITEK MS ile yapilirken, antibiyotik
duyarlilik testleri ise VITEK 2 Compact® otomatize sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Otomatize
sistemde karbapenem direngli oldugu saptanan izolatlarda gradiyent test yontemiyle “The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” o&nerileri dogrultusunda minimum
inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerleri belirlenmistir. Bu izolatlarda blagy a 4gr blay e blay s\ DIOy
blay, , genleri PCR ile arastinlmistir. Karbapenem direncli izolatlarda fenotipik olarak enzim tiplendirilmesi
“MASTDISCS™ ID carbapenemase detection disc set” ve “Carbapenem Inactivation Method (CIM)”
yontemleriyle arastiriimis ve izolatlarin klonal iliskisini saptamak icin REP-PCR uygulanmistir. Elli dort
K.pneumoniae izolati karbapenem direncli olarak belirlenirken, imipenem, meropenem ve ertapenem
MK, ve MiKy, degerleri 32 pg/ml olarak belirlenmistir. izolatlarin 33‘tinde yalniz blag,, o ikisinde
yalniz bla,, , belirlenirken, 19 izolatta her iki genin birlikte bulundugu saptanmistir. Izolatlarin hicbirinde,
bla,,, bla,,, blay,, genlerine rastlanmamustir. Izolatlar REP-PCR yontemiyle degerlendirildiginde, alti ana
klon gozlenmistir. “MASTDISCS™ ID carbapenemase detection disc set” karbapenemaz Ureten izolatlarin
tamamini saptayabilirken, metallo beta-laktamaz (MBL) ve OXA-48 enzim birlikteligi olan izolatlarda
OXA-48 ayrimini yapmada yetersiz kaldi§i gézlenmistir. CIM yontemi OXA-48 iceren izolatlarda olduk¢a
diisiik oranda (%46.15) pozitif sonug verirken, bla,,,, iceren izolatlarda saptama orani (%85.71) daha
basarili olarak bulunmustur. Calismamiz kapsaminda, Mastdiscs-ID yonteminin, lkemizde prevalansi

yuksek olan blag,, ,o varligini saptamada basariyla kullanilabilecedi sonucuna variimistir.

Anahtar sozciikler: Klebsiella pneumoniae; fenotipik yéntemler; PCR; karbapenemaz.

ABSTRACT

Being a member of the Enterobacteriaceae family, Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen
that inhabits normal human microbiota and causes predominantly hospital-acquired infections. The
emergence of K.pneumoniae isolates which are resistant particularly to the carbapenem group of
antibiotics has led to an increase in hospitalization period, mortality and morbidity. Although different
rates of resistance are observed between countries, regions and even healthcare facilities, there has
been a rapid increase in the prevalence of carbapenem-resistant strains in the last 10 years. Fast and
correct identification of carbapenem-resistant strains is important for the successful treatment of
infections caused by these resistant bacteria. The objective of this study was to investigate the presence
and the types of carbapenemases in carbapenem-resistant K.pneumoniae strains using “MASTDISCS™
ID carbapenemase detection disc set”, a commercial product that can be used for this purpose, and
“Carbapenem Inactivation Method (CIM)”, a relatively new method, and compare the results of these
methods by polymerase chain reaction (PCR). For this purpose, we used 54 K.pneumoniae strains isolated
in 2015-2016, that were resistant to any of the ertapenem, meropenem or imipenem antibiotics. The
identification of the strains was performed using VITEK MS and their antibiotic susceptibility tests were
carried out using the VITEK 2 Compact® automated system. For the strains that were found resistant
to carbapenems in the automated system, the minimum inhibitor concentration (MIC) values were
determined by the gradient testing method according to the recommendations of “The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)”. The bla,,, .o bla,,» blayp,,. bla,,, and
blag,, genes were investigated with PCR among these isolates. Phenotypic enzyme typing was performed
in the carbapenem-resistant strains using the “MASTDISCS™ ID carbapenemase detection disc set” and
“Carbapenem Inactivation Method (CIM)". REP-PCR was used to reveal clonal relationship of the isolates.
The 54 K.pneumoniae isolates were found as resistant to carbapenem and the MIC,, and MIC,, values
of imipenem, meropenem and ertapenem were 32 pg/ml. Only 33 of the strains had bla,, ,, and two
of them had only bla, the remaining 19 strains had both of these two genes. The bla, .., bla,,, and
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bla,, genes were not encountered in any of the isolates. When the isolates were assessed by the REP-
PCR method, six main clones were detected. The “MASTDISCS™ ID carbapenemase detection disc set”
was able to detect all the carbapenemase producing strains and it remained incapable of distinguishing

OXA-48 in the strains which had both OXA-48 and metallo beta lactamase (MBL) enzymes. The CIM
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method showed a low rate of positivity (46.15%) in the strains containing blag,, 4, but was found much
more successful in the strains containing bla,,,, with a detection rate of 85.71%. In this study, it was
concluded that the Mastdiscs-ID method could be successfully used to detect the presence of bla

which has a high prevalence in our country.

OXA-48

Keywords: Klebsiella pneumoniae; PCR; phenotypic methods; carbapenemase.

GIRi$

Enterobacteriaceae ailesinin Uyelerinden olan Klebsiella pneumoniae, siklikla uriner ka-
teterizasyon, mekanik ventilasyon ve cerrahi girisimler, yogun bakimda uzun siireli yatig
gibi risk faktorleriyle iliskili olarak cesitli enfeksiyonlara neden olan firsatci bir patojendir’.
Bircok antibiyotige direncli olabilen K.pneumoniae izolatlari en fazla geniglemis spektrum-
lu beta-laktamaz (GSBL) Ureten bakteriler arasinda yer almaktadir. Bu tir izolatlarin te-
davisinde karbepenem grubu antibiyotikler 6ne ¢cikmakla birlikte, lilkemizde ve diinyada
karbapenemleri de hidrolize edebilen enzimlerin varligi gectigimiz 10 yil icinde ciddi bir
halk saghg: tehdidi olarak ortaya cikmistir?.

Karbapenem direncine neden olan en énemli mekanizma karbapenemaz enzimleri-
dir. Enterobacteriaceae liyelerinde Ambler siniflandirmasina gore A, B ve D sinffina ait
enzimler karbapenem direncinden sorumludur?. Ulkemizde bu enzimlerin bircogu bil-
dirilmis olmakla birlikte, ilk kez 2001 yilinda lkemizde tanimlanan ve en sik tespit edi-
len karbapenemaz OXA-48'dir. Bu enzimin prevalansi Akdeniz havzasindaki (lkelerde
giderek artmaktadir®. Ancak, basta bla,, bla,,, ve bla,,, gibi metallo beta-laktamazlar
(MBL) olmak Uzere farkli enzimlerin de llkemizde tanimlandigi bilinmektedir. Karbape-
nem direncli izolatlarin tedavisi tigesiklin, polimiksin, aminoglikozitler ve fosfomisin gibi
antibiyotiklerin kullanimlarini gerektirse de, bu molekillerin farmakokinetik ozellikleri,
toksisiteleri ve gelisen diren¢ nedeniyle kisithhklar yasanmasi karbapenem direncinin tasi-
digi riskleri g6z éniine sermektedir®.

Bu calismanin amaci, karbapenem direncli K.pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz
varliginin gosterilmesi ve PCR ile “MASTDISCS™ ID carbapenemase detection disc set”
ve “Carbapenem Inactivation Method (CIM)"” fenotipik yontemlerinin karsilastinlmasidir.

GEREC ve YONTEM

Ertapenem, meropenem ve imipenem antibiyotiklerinden herhangi birine direncli ol-
dugu saptanan, 2015-2016 yillari arasinda izole edilen 54 K.pneumoniae izolati calismaya
dahil edildi (Tablo 1). izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi “Matrix assisted laser de-
sorption ionization time of flight mass spectrometry MALDITOF VITEK MS (BioMérieux,
Fransa)”, antibiyotik duyarlilik testleri “VITEK 2 Compact® (BioMérieux, Fransa)” otoma-
tize sistemi ve gradiyent test ile “The European Committee on Antimicrobial Susceptibi-
lity Testing (EUCAST)” kriterlerine gére degerlendirildi’.

DNA izolasyonu kaynatma yontemiyle yapilarak, izolatlar arasindaki epidemiyolojik
iliskisi REP-PCR ile belirlendi®. Elde edilen bant paternleri degerlendirildi ve %80’den
az benzerlik gosteren izolatlar ayr klonlar olarak yorumlandi. Karbapenem direncinden
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Tablo I. Calismada Kullanilan izolatlarin Ozellikleri

) Rektal
Klinikler BAL DTA Kan Idrar Apse Doku Yara  siriinti
Noroloji 1 15 1 - - - - N
Anestezi - 6 3 1 - - - 2
Gogus hastaliklari 1 - 1 1 1 - - 1
Genel cerrahi - - 2 2 - 1 - -
Kalp damar cerrahisi - 1 - 1 - - 1 -
Uroloji - - - 1 - . _ _
Cocuk saghg - - 1 1 - - - -
Cocuk acil - - - 1 R - R
Nefroloji - - - 1 - - - R
Gastroenteroloji - - 1 - - - - R
ic hastaliklari - - - 3 _ _ _ _
Acil servis - - - 2 - - - R
Fizik tedavi - - - 1 - - - -
BAL: Bronkoalveoler lavaj; DTA: Derin trakeal aspirat.
Tablo II. “MASTDISCS™ ID carbapenemase (Enterobacteriaceae) detection disc set” icerigii ve
Yorumlama Kriterleri
;'Z'rf:x;‘eﬁase,, Disk A Disk B Disk C Disk D Tem(";:'si"(‘E;) iski
Disk icerigi MEM MEM + DP MEM + BO MEM + Kloksasilin Temosilin
Yorumlama kriteri B Z-Z z5mm Z-Z >24mm ZsZ,25mm Z,212mm

MBL (+) KPC (+) AmpC (+) OXA-48 (+)

MEM: Meropenem; DP: Dipikolinik asit; BO: Boronik asit; MBL: Metallo beta-laktamaz; Z: Diskin etrafinda olusan zon.

sorumlu baslica genler olan blay,, ,., bla,,, blal ., blay,, ve bla,,, genlerinin varlgi,
ilgili bolgeleri hedef alan primer dizileri kullanilarak PCR ile arastirildi’'!. Pozitif kontrol
olarak, ilgili genleri (bla,, ,¢: 738 bp, bla,,,,: 382 bp, blal,,.: 188bp, bla,,: 569 bp ve
bla,p\4: 758 bp) iceren izolatlar kullanildi.

Karbapenem direncli izolatlarda enzim tiplendirilmesi icin, izolatlarin 0.5 McFar-
land bulaniklikta stspansiyonlari hazirlandi. Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerine
(BioMérieux, Fransa) ekim yapildi. “MASTDISCS™ ID carbapenemase” yonteminde
kombine diskler besiyerine yerlestirildi. izolatlar 18-24 saat inkiibasyon sonunda Tablo
lI’deki gibi degerlendirildi. Escherichia coli ATCC 25922 kontrol susu olarak kullanildi.
“Carbapenem Inactivation Method (CIM)” uygulamasi ve sonuglarin degerlendiriimesi

ise Van Der Zwaluw ve arkadaslarinin'? énerileri dogrultusunda gerceklestirildi.
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BULGULAR

Otomatize sistem sonuclarina goére 54 K.pneumoniae izolatinin en az bir karbapene-
me direncli oldugu saptanmistir. imipenem, meropenem ve ertapenem direnc oranlari
sirasiyla %88.9, %74 ve %100 olarak belirlenmistir. Direncli izolatlarda gradiyent test
ile yapilan duyarlihk sonuclarina gore MiKso ve MiK90 degerleri her lg antibiyotik icin
32 yg/ml olarak bulunmustur. Ayrica izolatlarin %96’sinin (52 izolat) temosiline direncli
oldugu belirlenmistir. PCR sonuglarina gére izolatlarin 33 tanesinde sadece blay,,, 4o, iki
tanesinde sadece bla,,,, genleri saptanirken, 19 izolatin her iki geni birlikte bulundur-
dugu belirlenmistir. Izolatlarin hicbirinde bla,, ,, bla,,,, ve blag, , genine rastlanmamustir.

MASTDISCS™ yontemi, PCR ile uyumlu olarak tiim izolatlarda karbapenemaz varhgini
belirlemistir. KPC ve AmpC tiiri diren¢ mekanizmalarina hi¢ rastlanmazken, izolatlarda
MBL ve blag,, ,, varhgr gosterilmistir. CIM ydntemi ile dirgngli izolatlarin yalnizca 25
(%46)’inde karbapenemaz pozitifligi saptanmistir (Tablo Il1). I1zolatlar REP-PCR y&ntemiy-
le ortaya ¢ikan amplikon farklliklariyla degerlendirildiginde, %80’den daha az benzerlik
gosteren alti ana klon gozlenmistir. Tek basina bla,, ¢ iceren izolatlarin lg klonda yo-
gunlastigr saptanirken, sadece bla, ., , iceren ve her iki geni beraber bulunduran izolatla-
rin diger Ug klonda bulunduklari belirlenmistir.

Tablo . Fenotipik Yontemlerin PCR ile Uyumlulugu

MASTDISCS™ cm
Karbapenemaz Fenotip izolat sayisi Fenotip izolat sayisi
geni
blagy, 4g n=33 MBL 0 +) 7 (%21)
OXA-48 33 (%100) - 26 (%79)
blagy s sgtblaypy n=19 MBL 18 (%95) +) 17 (%89)
OXA-48 1 (%5) - 2 (%11)
blay o n=2 MBL 2 (%100) ) 1 (%50)
OXA-48 0 -) 1 (%50)

MBL: Metallo beta-laktamaz, CIM: Carpabenemase Inactivation Method.

TARTISMA

K.pneumoniae hizl diren¢ kazanabilme ve direncin izolatlar arasinda yayilabilmesi ne-
deniyle 6nem kazanan bir bakteri tiirtidir. Yogun GSBL uretimi nedeniyle karbapenemler
tedavide 6nemli bir secenek olarak kullanilmaya baslandiktan sonra karbapenem direncli
izolatlara farkli tilkelerde rastlanmaya baslamistir. izolatlardaki direncten sorumlu temel
mekanizmanin, karbapenem hidrolize eden enzimler oldugu cesitli calismalarla belirlen-
mistir. Diinyanin farkh bolgelerinde farkli enzimlerin gortldigu bilinmekle birlikte, tlke-
mizde agirlikl olarak direngten bla,, , ,, geninin sorumlu oldugu bilinmektedir. Diinyada
ilk kez tGlkemizde izole edilen bu enzim, calismamiza dahil etigimiz izolatlarda da agirhkl
olarak (%61) saptanmustir'>14,
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Guntmuzde 6zellikle Uzakdogu tlkelerinde gortlen bla, ., , iceren izolatlarin artisi cid-
di bir sorun olarak ortaya cikmaktadir'>. Bu geni iceren izolatlarin neredeyse tiim beta-
laktamlara, kinolonlara ve aminoglikozitlere de direncli olmasi tedavi agisindan buylk
bir risk olusturmaktadir. bla,,, iceren izolatlarin Uzakdogu (lkelerinden farkli bélge-
lerde tespit edilmeye baslanmasi da dikkat edilmesi gereken baska bir 6zellik olmustur.
Ulkemizde 2011 yilinda izole edilen bir K.pneumoniae izolatinda ilk defa bla,,, geni
belirlenmistir'®. Bizim calismamizda incelenen izolatlarda bla,,, 96rulmesi dikkat cekici
olmakla birlikte, daha onceki calismalar ve bizim calismamiza ait verilerin beraber yo-
rumlanmasi, tlkenin farkli bolgelerinde bu enzimi tasiyan izolatlara rastlandigi gercegini
ortaya koymaktadir'”. 2015 yilinda iilkemizde bla,, . ve bla, ., genlerini birlikte iceren
ilk izolat bildirilmistir'®, Calismamizda 19 izolatta bu birliktelik saptanmis ve bu izolatlar
REP-PCR sonuglarina gore (¢ farkli klonda yer almistir. Hastanemizde genotipik olarak
birbirlerinden farkli ancak her iki geni birlikte iceren izolatlarin varligi belirlenmis olup,
bu izolatlarin yayiliminin dikkatle izlenmesi gerekmektedir. Bu bakterilerin dagilimlarinin
takip edilmesi ve uygun tedavinin saglanabilmesi acisindan karbapenemaz iceren izo-
latlarin saptanmasi olduk¢a onemlidir. Bu amacla kullanilabilecek fenotipik yontemler-
den biri olan MASTDISCS™ yontemi ticari olarak kullanilan ve karbapenemaz varhigini
ve enzim turini ayirt edebilen disk diflizyon temelli bir yontemdir. Siklikla rastlanan
mekanizmalari inceleyen bu yontemde testin, PCR ile karbapenemaz varligi dogrulanan
tim izolatlar saptayabilmesi, Gnemli bir basari olarak yorumlanmistir. Kit iceriginde bu-
lunmayan temosilin diskinin calismaya dahil edilmesiyle bla,,, ,o varlgr da arastirnlmis
olmakla birlikte, temosilin direncinin MBL enziminden kaynaklanabilecegi bilinmektedir.
Dolayisiyla teste eklenen izolatlarda blag,,, ,, varligi agisindan kuvvetli bir gosterge ola-
bilecegi distntlmektedir. Bununla birlikte, enzim tirlerinin kesin tespiti icin genotipik
olarak dogrulanmasi gerekmektedir.

CIM, karbapenemaz varliginin saptanmasinda basit ve hizla uygulanabilecek bir yon-
temdir. Testin dogasi geregi karbapenemaz tiirini saptamasi miimkiin olmamakla birlik-
te, tarama amaciyla kullaniminin uygun oldugunu belirten calismalar bulunmaktadir'?.
Bizim calismamizda inceledigimiz izolatlar acisindan testin basarisi degerlendirildiginde
gorece distk kalmistir. Calisilan tim izolatlarda %46 oraninda karbapenemaz tespiti
yapan bu yontemin &zellikle yalniz bla,,, ,, iceren izolatlarda dustik (%21) saptama
kuvvetine sahip oldugu belirlenmistir. bla, , , iceren izolatlarda basari oraninin cok daha
yuksek (%85.71) oldugu saptanmis olmakla birlikte bla ., ,o geni iceren izolatlardaki d-
stk basari oraninin nedeninin, bu enzimi iceren izolatlarin, daha 6nce baska calismalar-
da'? belirtildigi ve bizim ¢alismamamizda da saptandigi gibi imipenem ve meropeneme
duyarli olabilmeleri oldugunu disinmekteyiz. bla,,, iceren izolatlarin tamami imipe-
nem, meropenem ve ertapeneme direncli olarak saptanirken, bla, , ,c iceren izolatlarda
direnc orani sirasiyla %82, 58% ve %100 olarak belirlenmistir. EUCAST tarafindan kar-
bapenem direncinin tespitinde meropenem onerilmekle birlikte, OXA-48 enziminin erta-
penem disindaki karbapenemleri distk hidrolize edebilme yetenegi nedeniyle bla,,, ,o
iceren izolatlarin tespitinde meropenem yerine ertapenem kullanimini 6neren calismalar
bulunmaktadir?®, CIM, tarama anlaminda faydali olabilecek bir ydntem olmakla birlikte,
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ulkemizde bla,, ,, oldukca yaygin oldugu disunuldigiinde yanlis negatif sonuglar ve-
rebilecegi bir gercektir. Bu amacla testin modifiye edilmesinin (ertapenem ve meropene-

min birlikte kullanimi vb.) faydali olabilecegi inancini tagimaktayiz.

Sonug olarak; bu ¢alismada hastanemizde, Turkiye'de yaygin olarak gézlenen blag, ,e
yaninda, MBL iceren izolatlarin sayisinin arttigi gézlenmistir. Calismamizda, MASTDISC
yontemi ile karbapenemaz Ureten izolatlarin tamami saptanabilirken, CIM yonteminin,
Ozellikle OXA-48 iceren izolatlardaki basarisinin sinirli oldugu belirlenmistir. Karbapene-
maz sentezleyen izolatlarin dagihimlarinin takip edilmesi ve uygun tedavinin saglanabil-
mesi acisindan bu izolatlarin saptanmasi oldukca 6nemlidir. Tibbi mikrobiyoloji laboratu-
varlarinda karbapenemaz varliginin hizli, tekrarlanabilir ve ylksek dogrulukla saptanmasi
amaciyla uygulanabilecek yontemlerin belirlenebilmesi amaciyla, farkli direng genlerini
ve daha fazla sayida izolati iceren cok merkezli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Karbapenem direnc genleri icin pozitif izolatlarin temininde yardimci olan Paris Sud
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