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ÖZ

Klebsiella pneumoniae insan normal mikrobiyotasında yer alan, fırsatçı patojen olarak özellikle hastane 
enfeksiyonu yapan Enterobacteriaceae familyası üyesidir. Özellikle karbapenem grubu antibiyotiklere 
dirençli K.pneumoniae izolatlarının ortaya çıkması nedeniyle hastanede yatış süreleri, mortalite ve 
morbidite artışları gözlenmektedir. Ülkeler, bölgeler hatta sağlık kuruluşları arasında bile farklı direnç 
oranları gözlenmekle birlikte, son 10 yıllık dönemde karbapenem dirençli suşların oranlarında hızlı bir 
artış görülmektedir. Karbapenem dirençli suşların hızlı ve doğru tespiti, etken oldukları enfeksiyonların 
tedavisinde, uygun antibiyotik ve kombinasyonların belirlenebilmesi, başarı oranının artırılması açısından 
oldukça önem taşımaktadır. Bu çalışmanın amacı, karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatlarındaki 
karbapenemaz varlığı ve tiplerini araştırarak, bu amaçla kullanılabilecek ticari bir ürün olan “MASTDISCS™ 
ID carbapenemase detection disc set’’ ve görece yeni bir yöntem olan “Carbapenem Inactivation 
Method (CIM)” yöntemlerinden elde edilecek sonuçların polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemiyle 
karşılaştırmasının yapılmasıdır. Bu amaçla, ertapenem, meropenem ve imipenem antibiyotiklerinden 
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Tablo III. Fenotipik Yöntemlerin PCR ile Uyumluluğu

MASTDISCSTM CIM
Karbapenemaz Fenotip İzolat sayısı Fenotip İzolat sayısı

geni  
blaOXA-48 n= 33 MBL 0 (+) 7 (%21)

OXA-48 33  (%100) (-) 26 (%79)
blaOXA-48+blaNDM n= 19 MBL 18 (%95) (+) 17 (%89)

 OXA-48 1 (%5) (-) 2 (%11)
blaNDM n= 2 MBL 2 (%100) (+) 1 (%50)

 OXA-48 0 (-) 1 (%50)
MBL: Metallo beta-laktamaz, CIM: Carpabenemase Inactivation Method.
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herhangi birine dirençli olduğu saptanan 2015-2016 yılları arasında izole edilen 54 K.pneumoniae izolatı 
çalışmaya dahil edilmiştir. İzolatların tür düzeyinde tanımlanması VITEK MS ile yapılırken, antibiyotik 
duyarlılık testleri ise VITEK 2 Compact® otomatize sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Otomatize 
sistemde karbapenem dirençli olduğu saptanan izolatlarda gradiyent test yöntemiyle “The European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” önerileri doğrultusunda minimum 
inhibitör konsantrasyonu (MİK) değerleri belirlenmiştir. Bu izolatlarda blaOXA-48, blaIMP, blaNDM, blaVIM, 
blaSIM genleri PCR ile araştırılmıştır. Karbapenem dirençli izolatlarda fenotipik olarak enzim tiplendirilmesi 
“MASTDISCS™ ID carbapenemase detection disc set” ve “Carbapenem Inactivation Method (CIM)” 
yöntemleriyle araştırılmış ve izolatların klonal ilişkisini saptamak için REP-PCR uygulanmıştır. Elli dört 
K.pneumoniae izolatı karbapenem dirençli olarak belirlenirken, imipenem, meropenem ve ertapenem 
MİK50 ve MİK90 değerleri 32 µg/ml olarak belirlenmiştir. İzolatların 33’ünde yalnız blaOXA-48, ikisinde 
yalnız blaNDM belirlenirken, 19 izolatta her iki genin birlikte bulunduğu saptanmıştır. İzolatların hiçbirinde, 
blaIMP, blaVIM, blaSIM genlerine rastlanmamıştır. İzolatlar REP-PCR yöntemiyle değerlendirildiğinde, altı ana 
klon gözlenmiştir. “MASTDISCS™ ID carbapenemase detection disc set” karbapenemaz üreten izolatların 
tamamını saptayabilirken, metallo beta-laktamaz (MBL) ve OXA-48 enzim birlikteliği olan izolatlarda 
OXA-48 ayrımını yapmada yetersiz kaldığı gözlenmiştir. CIM yöntemi OXA-48 içeren izolatlarda oldukça 
düşük oranda (%46.15) pozitif sonuç verirken, blaNDM içeren izolatlarda saptama oranı (%85.71) daha 
başarılı olarak bulunmuştur. Çalışmamız kapsamında, Mastdiscs-ID yönteminin, ülkemizde prevalansı 
yüksek olan blaOXA-48 varlığını saptamada başarıyla kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. 

Anahtar sözcükler: Klebsiella pneumoniae; fenotipik yöntemler; 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 blaOXA-48, blaIMP, blaNDM, blaVIM, and 
blaSIM 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 MIC50 and MIC90 values 
of imipenem, meropenem and ertapenem were 32 µg/ml. Only 33 of the strains had blaOXA-48 and two 
of them had only blaNDM, the remaining 19 strains had both of these two genes. The blaIMP, blaVIM and 
blaSIM 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 blaOXA-48, but was found much 
more successful in the strains containing blaNDM 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 blaOXA-48 
which has a high prevalence in our country.    

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

GİRİŞ 

Enterobacteriaceae ailesinin üyelerinden olan Klebsiella pneumoniae, sıklıkla üriner ka-
teterizasyon, mekanik ventilasyon ve cerrahi girişimler, yoğun bakımda uzun süreli yatış 
gibi risk faktörleriyle ilişkili olarak çeşitli enfeksiyonlara neden olan fırsatçı bir patojendir1. 
Birçok antibiyotiğe dirençli olabilen K.pneumoniae izolatları en fazla genişlemiş spektrum-
lu beta-laktamaz (GSBL) üreten bakteriler arasında yer almaktadır. Bu tür izolatların te-
davisinde karbepenem grubu antibiyotikler öne çıkmakla birlikte, ülkemizde ve dünyada 
karbapenemleri de hidrolize edebilen enzimlerin varlığı geçtiğimiz 10 yıl içinde ciddi bir 
halk sağlığı tehdidi olarak ortaya çıkmıştır2.

Karbapenem direncine neden olan en önemli mekanizma karbapenemaz enzimleri-
dir3. Enterobacteriaceae üyelerinde Ambler sınıflandırmasına göre A, B ve D sınıfına ait 
enzimler karbapenem direncinden sorumludur4. Ülkemizde bu enzimlerin birçoğu bil-
dirilmiş olmakla birlikte, ilk kez 2001 yılında ülkemizde tanımlanan ve en sık tespit edi-
len karbapenemaz OXA-48’dir. Bu enzimin prevalansı Akdeniz havzasındaki ülkelerde 
giderek artmaktadır5. Ancak, başta blaIMP, blaVIM ve blaNDM gibi metallo beta-laktamazlar 
(MBL) olmak üzere farklı enzimlerin de ülkemizde tanımlandığı bilinmektedir. Karbape-
nem dirençli izolatların tedavisi tigesiklin, polimiksin, aminoglikozitler ve fosfomisin gibi 
antibiyotiklerin kullanımlarını gerektirse de, bu moleküllerin farmakokinetik özellikleri, 
toksisiteleri ve gelişen direnç nedeniyle kısıtlılıklar yaşanması karbapenem direncinin taşı-
dığı riskleri göz önüne sermektedir6.

Bu çalışmanın amacı, karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatlarında karbapenemaz 
varlığının gösterilmesi ve PCR ile “MASTDISCS™ ID carbapenemase detection disc set” 
ve “Carbapenem Inactivation Method (CIM)” fenotipik yöntemlerinin karşılaştırılmasıdır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Ertapenem, meropenem ve imipenem antibiyotiklerinden herhangi birine dirençli ol-
duğu saptanan, 2015-2016 yılları arasında izole edilen 54 K.pneumoniae izolatı çalışmaya 
dahil edildi (Tablo I). İzolatların tür düzeyinde tanımlanması “Matrix assisted laser de-
sorption ionization time of flight mass spectrometry MALDITOF VITEK MS (BioMérieux, 
Fransa)”, antibiyotik duyarlılık testleri “VITEK 2 Compact® (BioMérieux, Fransa)” otoma-
tize sistemi ve gradiyent test ile “The European Committee on Antimicrobial Susceptibi-
lity Testing (EUCAST)” kriterlerine göre değerlendirildi7. 

DNA izolasyonu kaynatma yöntemiyle yapılarak, izolatlar arasındaki epidemiyolojik 
ilişkisi REP-PCR ile belirlendi8. Elde edilen bant paternleri değerlendirildi ve %80’den 
az benzerlik gösteren izolatlar ayrı klonlar olarak yorumlandı. Karbapenem direncinden 
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sorumlu başlıca genler olan blaOXA-48, blaVIM, blaIMP, blaSIM ve blaNDM genlerinin varlığı, 
ilgili bölgeleri hedef alan primer dizileri kullanılarak PCR ile araştırıldı9-11. Pozitif kontrol 
olarak, ilgili genleri (blaOXA-48: 738 bp, blaVIM: 382 bp, blaIMP: 188bp, blaSIM: 569 bp ve 
blaNDM: 758 bp) içeren izolatlar kullanıldı. 

   Karbapenem dirençli izolatlarda enzim tiplendirilmesi için, izolatların 0.5 McFar-
land bulanıklıkta süspansiyonları hazırlandı. Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerine 
(BioMérieux, Fransa) ekim yapıldı. “MASTDISCS™ ID carbapenemase” yönteminde 
kombine diskler besiyerine yerleştirildi. İzolatlar 18-24 saat inkübasyon sonunda Tablo 
II’deki gibi değerlendirildi. Escherichia coli ATCC 25922 kontrol suşu olarak kullanıldı. 
“Carbapenem Inactivation Method (CIM)” uygulaması ve sonuçların değerlendirilmesi 
ise Van Der Zwaluw ve arkadaşlarının12 önerileri doğrultusunda gerçekleştirildi.

Tablo I.  Çalışmada Kullanılan İzolatların Özellikleri

Klinikler BAL DTA Kan İdrar Apse Doku Yara
Rektal 

sürüntü

Nöroloji 1 15 1 - - - - -

Anestezi - 6 3 1 - - - 2

Göğüs hastalıkları 1 - 1 1 1 - - 1

Genel cerrahi - - 2 2 - 1 - -

Kalp damar cerrahisi - 1 - 1 - - 1 -

Üroloji - - - 1 - - - -

Çocuk sağlığı - - 1 1 - - - -

Çocuk acil - - - 1 - - -

Nefroloji - - - 1 - - - -

Gastroenteroloji - - 1 - - - - -

İç hastalıkları - - - 3 - - - -

Acil servis - - - 2 - - - -

Fizik tedavi - - - 1 - - - -

BAL: Bronkoalveoler lavaj; DTA: Derin trakeal aspirat.

Tablo II. “MASTDISCS™ ID carbapenemase (Enterobacteriaceae) detection disc set” İçeriği ve  
Yorumlama Kriterleri

“MastDisc ID 
Carbepenemase”

Disk A Disk B Disk C Disk D
Temosilin Diski 

(DiskE)

Disk içeriği MEM MEM + DP MEM + BO MEM + Kloksasilin Temosilin

Yorumlama kriteri -
Zb-Za ≥ 5 mm

MBL (+)
Zc-Za ≥ 4 mm

KPC (+)
Zd-Za ≥ 5 mm

AmpC (+)
Ze ≥ 12 mm
OXA-48 (+)

MEM: Meropenem; DP: Dipikolinik asit; BO: Boronik asit; MBL: Metallo beta-laktamaz; Z: Diskin etrafında oluşan zon.
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Otomatize sistem sonuçlarına göre 54 K.pneumoniae izolatının en az bir karbapene-
me dirençli olduğu saptanmıştır. İmipenem, meropenem ve ertapenem direnç oranları 
sırasıyla %88.9, %74 ve %100 olarak belirlenmiştir. Dirençli izolatlarda gradiyent test 
ile yapılan duyarlılık sonuçlarına göre MİK50 ve MİK90 değerleri her üç antibiyotik için 
32 µg/ml olarak bulunmuştur. Ayrıca izolatların %96’sının (52 izolat) temosiline dirençli 
olduğu belirlenmiştir. PCR sonuçlarına göre izolatların 33 tanesinde sadece blaOXA-48, iki 
tanesinde sadece blaNDM genleri saptanırken, 19 izolatın her iki geni birlikte bulundur-
duğu belirlenmiştir. İzolatların hiçbirinde blaIMP, blaVIM ve blaSIM genine rastlanmamıştır.

MASTDISCS™ yöntemi, PCR ile uyumlu olarak tüm izolatlarda karbapenemaz varlığını 
belirlemiştir. KPC ve AmpC türü direnç mekanizmalarına hiç rastlanmazken, izolatlarda 
MBL ve blaOXA-48 varlığı gösterilmiştir. CIM yöntemi ile dirençli izolatların yalnızca 25 
(%46)’inde karbapenemaz pozitifliği saptanmıştır (Tablo III). İzolatlar REP-PCR yöntemiy-
le ortaya çıkan amplikon farklılıklarıyla değerlendirildiğinde, %80’den daha az benzerlik 
gösteren altı ana klon gözlenmiştir. Tek başına blaOXA-48 içeren izolatların üç klonda yo-
ğunlaştığı saptanırken, sadece blaNDM içeren ve her iki geni beraber bulunduran izolatla-
rın diğer üç klonda bulundukları belirlenmiştir.

TARTIŞMA

K.pneumoniae hızlı direnç kazanabilme ve direncin  izolatlar arasında yayılabilmesi ne-
deniyle önem kazanan bir bakteri türüdür. Yoğun GSBL üretimi nedeniyle karbapenemler 
tedavide önemli bir seçenek olarak kullanılmaya başlandıktan sonra karbapenem dirençli 
izolatlara farklı ülkelerde rastlanmaya başlamıştır. İzolatlardaki dirençten sorumlu temel 
mekanizmanın, karbapenem hidrolize eden enzimler olduğu çeşitli çalışmalarla belirlen-
miştir. Dünyanın farklı bölgelerinde farklı enzimlerin görüldüğü bilinmekle birlikte, ülke-
mizde ağırlıklı olarak dirençten blaOXA-48 geninin sorumlu olduğu bilinmektedir. Dünyada 
ilk kez ülkemizde izole edilen bu enzim, çalışmamıza dâhil etiğimiz izolatlarda da ağırlıklı 
olarak (%61) saptanmıştır13,14.

Tablo III. Fenotipik Yöntemlerin PCR ile Uyumluluğu

MASTDISCSTM CIM

Karbapenemaz Fenotip İzolat sayısı Fenotip İzolat sayısı

geni

blaOXA-48 n= 33 MBL 0 (+) 7 (%21)

OXA-48 33 (%100) (-) 26 (%79) 

blaOXA-48+blaNDM n= 19 MBL 18 (%95) (+) 17 (%89)

OXA-48 1 (%5) (-) 2 (%11)

blaNDM n= 2 MBL 2 (%100) (+) 1 (%50)

OXA-48 0 (-) 1 (%50)

MBL: Metallo beta-laktamaz, CIM: Carpabenemase Inactivation Method.
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Günümüzde özellikle Uzakdoğu ülkelerinde görülen blaNDM içeren izolatların artışı cid-
di bir sorun olarak ortaya çıkmaktadır15. Bu geni içeren izolatların neredeyse tüm beta-
laktamlara, kinolonlara ve aminoglikozitlere de dirençli olması tedavi açısından büyük 
bir risk oluşturmaktadır. blaNDM içeren izolatların Uzakdoğu ülkelerinden farklı bölge-
lerde tespit edilmeye başlanması da dikkat edilmesi gereken başka bir  özellik olmuştur. 
Ülkemizde 2011 yılında izole edilen bir K.pneumoniae izolatında ilk defa blaNDM geni 
belirlenmiştir16. Bizim çalışmamızda incelenen izolatlarda blaNDM görülmesi dikkat çekici 
olmakla birlikte, daha önceki çalışmalar ve bizim çalışmamıza ait verilerin beraber yo-
rumlanması, ülkenin farklı bölgelerinde bu enzimi taşıyan izolatlara rastlandığı gerçeğini 
ortaya koymaktadır17. 2015 yılında ülkemizde blaOXA-48 ve blaNDM genlerini birlikte içeren 
ilk izolat bildirilmiştir18. Çalışmamızda 19 izolatta bu birliktelik saptanmış ve bu izolatlar 
REP-PCR sonuçlarına göre üç farklı klonda yer almıştır. Hastanemizde genotipik olarak 
birbirlerinden farklı ancak her iki geni birlikte içeren izolatların varlığı belirlenmiş olup, 
bu izolatların yayılımının dikkatle izlenmesi gerekmektedir. Bu bakterilerin dağılımlarının 
takip edilmesi ve uygun tedavinin sağlanabilmesi açısından karbapenemaz içeren izo-
latların saptanması oldukça önemlidir. Bu amaçla kullanılabilecek fenotipik yöntemler-
den biri olan MASTDISCS™  yöntemi ticari olarak kullanılan ve karbapenemaz varlığını 
ve enzim türünü ayırt edebilen disk difüzyon temelli bir yöntemdir. Sıklıkla rastlanan 
mekanizmaları inceleyen bu yöntemde testin, PCR ile karbapenemaz varlığı doğrulanan 
tüm izolatları saptayabilmesi, önemli bir başarı olarak yorumlanmıştır. Kit içeriğinde bu-
lunmayan temosilin diskinin çalışmaya dahil edilmesiyle blaOXA-48 varlığı da araştırılmış 
olmakla birlikte, temosilin direncinin MBL enziminden kaynaklanabileceği bilinmektedir. 
Dolayısıyla teste eklenen izolatlarda blaOXA-48 varlığı açısından kuvvetli bir gösterge ola-
bileceği düşünülmektedir. Bununla birlikte, enzim türlerinin kesin tespiti için genotipik 
olarak doğrulanması gerekmektedir. 

CIM, karbapenemaz varlığının saptanmasında basit ve hızla uygulanabilecek bir yön-
temdir. Testin doğası gereği karbapenemaz türünü saptaması mümkün olmamakla birlik-
te, tarama amacıyla kullanımının uygun olduğunu belirten çalışmalar bulunmaktadır12. 
Bizim çalışmamızda incelediğimiz izolatlar açısından testin başarısı değerlendirildiğinde 
görece düşük kalmıştır. Çalışılan tüm izolatlarda %46 oranında karbapenemaz tespiti 
yapan bu yöntemin özellikle yalnız blaOXA-48 içeren izolatlarda düşük (%21) saptama 
kuvvetine sahip olduğu belirlenmiştir. blaNDM içeren izolatlarda başarı oranının çok daha 
yüksek (%85.71) olduğu saptanmış olmakla birlikte blaOXA-48 geni içeren izolatlardaki dü-
şük başarı oranının nedeninin, bu enzimi içeren izolatların, daha önce başka çalışmalar-
da19 belirtildiği ve bizim çalışmamamızda da saptandığı gibi imipenem ve meropeneme 
duyarlı olabilmeleri olduğunu düşünmekteyiz. blaNDM içeren izolatların tamamı imipe-
nem, meropenem ve ertapeneme dirençli olarak saptanırken, blaOXA-48 içeren izolatlarda 
direnç oranı sırasıyla %82, 58% ve %100 olarak belirlenmiştir. EUCAST tarafından kar-
bapenem direncinin tespitinde meropenem önerilmekle birlikte, OXA-48 enziminin erta-
penem dışındaki karbapenemleri düşük hidrolize edebilme yeteneği nedeniyle blaOXA-48 
içeren izolatların tespitinde meropenem yerine ertapenem kullanımını öneren çalışmalar 
bulunmaktadır20. CIM, tarama anlamında faydalı olabilecek bir yöntem olmakla birlikte, 
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ülkemizde blaOXA-48 oldukça yaygın olduğu düşünüldüğünde yanlış negatif sonuçlar ve-
rebileceği bir gerçektir. Bu amaçla testin modifiye edilmesinin (ertapenem ve meropene-
min birlikte kullanımı vb.) faydalı olabileceği inancını taşımaktayız. 

Sonuç olarak; bu çalışmada hastanemizde, Türkiye’de yaygın olarak gözlenen blaOXA-48 
yanında, MBL içeren izolatların sayısının arttığı gözlenmiştir. Çalışmamızda, MASTDISC 
yöntemi ile karbapenemaz üreten izolatların tamamı saptanabilirken, CIM yönteminin, 
özellikle OXA-48 içeren izolatlardaki başarısının sınırlı olduğu belirlenmiştir. Karbapene-
maz sentezleyen izolatların dağılımlarının takip edilmesi ve uygun tedavinin sağlanabil-
mesi açısından bu izolatların saptanması oldukça önemlidir. Tıbbi mikrobiyoloji laboratu-
varlarında karbapenemaz varlığının hızlı, tekrarlanabilir ve yüksek doğrulukla saptanması 
amacıyla uygulanabilecek yöntemlerin belirlenebilmesi amacıyla, farklı direnç genlerini 
ve daha fazla sayıda izolatı içeren çok merkezli çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.
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