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Providencia rettgeride OXA-48 ve NDM-1
Karbapenemaz Genlerinin
Birlikte Uretimi: ilk Bildirim
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Ulkemiz, OXA-48 benzeri karbapenemaz iireten Klebsiella ve Escherichia coli icin endemik bir bélge
olarak kabul edilmektedir. Son yillarda Enterobacteriaceae tiirleri arasinda bu direncin yayildigi veya diger
karbapenemazlarlabirlikte ortaya ciktigi goriilmektedir. Bu calismada, OXA-48 ve NDM-1 karbapenemazlar
birlikte Greten iki Providencia rettgeri izolati bildirilmektedir. Nisan 2017 tarihinde, hastanemizin yanik
Unitesinde yatarak tedavi goren 68 yasinda kadin hastanin idrar kiltiirinde ve Kasim 2017 tarihinde
ayni Unitede yatan 35 yasinda erkek hastanin enfekte yanik yarasinda kolistin ve tigesiklin diginda tim
antibiyotiklere direncli olan Prettgeri izole edilmistir. izolatlarin imipenem ve meropenem minimum
inhibitdr konsantrasyonlari (MiK) > 32 pg/ml; kolistin ve tigesiklin MiK diizeyleri ise sirastyla 1 ve 0.5 ug/
ml olarak belirlenmistir. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile her iki izolatin bla, ,o
ve bla, . . karbapenemaz ve bla;,, genislemis spektrumlu beta-laktamaz genleri tasidigi saptanmis ve
DNA dizileme yontemi sonrasi TEM tipi beta-laktamaz geninin bla,,,, , oldugu tespit edilmistir. “Pulsed
field gel electrophoresis (PFGE)” analizi sonucunda ayni birimde, yaklasik yedi aylik bir zaman araligi ile
farkl hastalardan elde edilen bu iki Prettgeriizolatinin ayni genotipte oldugu gorilmustir. Hastalarin tibbi
oykdleri ve cevre kiltlrlerinin geriye dogru analizi sonrasinda, P.rettgeri susunun iki hasta arasinda bulasini
aciklayabilecek bilgiye ulasilamamistir. Hastaneye ait enfeksiyon kontrol onlemlerinin glclendiriimesi
sonrasinda son olgunun tanimlanmasindan gliniimiize ti¢ aydan fazla bir siire icinde cevre kiilturlerinde
ve klinik 6rneklerde yeni bir P.rettgeri izolasyonu saptanmamustir. Bu calismada, gliniimiize kadar sadece
¢ Enterobacteriaceae tiriinde bildirilmis olan OXA-48 ve NDM-1 karbapenemaz birlikteliginin horizontal
olarak diger tirlere de yayildigi ve klonal yayilimla hastanelerde biiylyebilecek bir sorun olma potansiyeli
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gosterdigi vurgulanmistir. Molekdiler epidemiyolojik yontemlerin etkili kullanimi, bu tiir nadir ancak
tedavisi sorunlu olabilecek patojenlerin hastanede yayilimini aydinlatabilecek dinamiklerinin saptanmasi
icin 6nemli bilgiler saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: Providencia rettgeri; OXA-48; NDM-1 karbapenemaz.
ABSTRACT

Our country is the epicenter of the OXA-48-like carbapenemase-producing Klebsiella and Escherichia
coli; and in the recent years, the concern has been increasing due to both spreading of this resistance
to other members of Enterobacteriaceae family and acquiring other carbapenemases by the OXA-48-
producing strains. In this study, OXA-48 and NDM-1 co-production was presented in Providencia rettgeri.
Two Prettgeri strains that were resistant to all antimicrobials except colistin and tigecyclin, were isolated
from two patients in the burn unit of our hospital, including one from the urine sample of a 68 years
female in April 2017, and the other from a burn wound swab of a 35 years old male, in November
2017. Minimal inhibitory concentrations (MICs) of the isolates for imipenem and meropenem were
measured as = 32 pug/ml; and for colistin and tigecyclin were 1 ve 0.5 pg/ml, respectively. Multiplex
PCR analysis showed that both strains were carrying bla,, ,, and bla,,, | carbapenemases, and blay,,
extended spectrum beta-lactamase genes. By using DNA sequence analysis, the TEM gene was typed
as bla.,, .. The Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) analysis indicated that these two strains which
were consecutively isolated from two different patients in a single unit within about seven months were
genetically indistinguishable. No significant data that could explain the spread of these isolates was
obtained from our retrospective analysis of the medical records including the results of environmental
surveillance cultures, and patients’ history. Nevertheless, hospital infection control committee enforced
the infection control measures in that unit, and no further isolation was observed within three months
period following the last isolation, neither from environmental nor from clinical samples. With this study,
it was emphasized that the co-production of OXA-48 and NDM-1 carbapenemases which was reported
from only three Enterobacteriaceae species up to date was ongoing for spreading to other species by
using horizontal route, and also showing a potential to be a growing problem in the hospitals, by clonal
expansion (vertical route). Effectively using of the molecular epidemiological methods will provide useful
data to better understand the transmission dynamics of such rare, but problematic species in hospitals.

Keywords: Providencia rettgeri; OXA-48; NDM-1 carbapenemase.
GiRiS

Providencia rettgeri, hareketsiz, gram-negatif basil olup diger dort Providencia tiru
olan Providencia alcalifaciens, Providencia heimbachae, Providencia rustigiani ve Providen-
cia stuartii ile birlikte insan kolon florasinin bir (iyesi olarak kabul edilmektedir'. Providen-
cia turleri nadir goriilen insan patojenleri olup &zellikle hastanede yatan hastalarda idrar

yolu enfeksiyonuna neden olmalari ve ¢oklu antibiyotik direnci tagimalari nedeniyle klinik
éneme sahiptir?.

Karbapenemler gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinda kullanilan en etkili beta-laktam
antibiyotiklerdir. Karbapenemleri hidrolize eden beta-laktamazlarin tretimi bakterilerin
bu antibiyotiklere kargi direng gosterebilmesi icin tek basina yeterli olabilen en etkin
mekanizmadir. OXA-48 benzeri karbapenemazlar, ilk olarak 2001 yilinda tlkemizde izole
edilen bir Klebsiella pneumoniae susunda®, bir metallo beta-laktamaz olan NDM tipi beta-
laktamaz enzimi ise 2009 yilinda Hindistan’dan seyahatten dénen isvecli bir turistin idrar
kiiltiiriinde elde edilen K.pneumoniae susunda saptanmistir®. Giiniimiize kadar, OXA-48
veya NDM-1 karbapenemaz uretimi birkac P.rettgeri susunda saptanmis olmakla birlikte,
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bu iki enzimi birlikte Ureten izolat bildirimi henliz yapilmamistir. Bu calismada, hastane-
mizin yanik Unitesinde farkh tarihlerde yatan iki hastanin klinik 6rneginden izole edilen,
OXA-48 ve NDM-1 karbapenemazin birlikte Uretildigi ilk P.rettgeri susu sunulmustur.

OLGU SUNUMLARI
Olgu 1

Altmis sekiz yasinda kadin hasta aleve maruz kalma sonrasi sol bacaginda tim vicut
alaninin %4’4nu olusturan ikinci derece yanik nedeniyle 11 Nisan 2017 tarihinde has-
tanemiz yanik Unitesine yatirildi. Diyabet ve hipertansiyonu olan hastaya debridman ve
deri grefti islemleri uygulandi. Yatisinin 10. gliniinde, hastanin idrar yolu enfeksiyonu
sikayetlerinin olmasi izerine yapilan idrar kiltirinde karbapeneme direncli P.rettgeri tire-
di. Rutin duyarlilik testlerinde tiim antibiyotiklere direncli olan izolatin imipenem ve me-
ropenem MiK degerlerinin > 32 pg/ml; tigesiklin ve kolistin MiK degerlerinin ise sirasiyla
1 ve 0.5 pg/ml oldugu saptandi. Bunun Ulzerine hastanin tedavisine tigesiklin eklendi
ve klinik semptomlari tamamen kaybolan hastanin bir hafta sonra yapilan kontrol idrar
kdlturinde herhangi bir Greme gozlenmedi.

Olgu 2

Otuz bes yasinda erkek hasta, is yerinde elektrik akimina kapilma ve sonrasinda el-
biselerinde tutusma olusmasi sonucu sag Ust ekstremite ve sag omuzunda tim vicut
alaninin %15’ini kapsayan ikinci derece yanik nedeniyle 30 Eylil 2017 tarihinde hasta-
nemiz yanik Unitesine yatirildi. Hastaya guinlik yara debridmani ve pansumani yapildi
ve gerektiginde hidroterapi ve “split thickness” deri grefti uygulandi. Hastanin yatisinin
34. gliniinde sepsis bulgulari gelismesi tizerine ampirik olarak meropenem ve flukonazol
tedavisi baglandi. Yatigin 46. guniinde hastanin yanik yarasindan alinan kiltiirde karba-
peneme direncli Prettgeri izole edildi. Enfeksiyonun halen debride edilebilecek derecede
ylzeyel olmasi ve hastanin yanik nedeniyle bobrek fonksiyonlarinin bozulma riski yiiksek
oldugundan sistemik antibiyotik tedavisinden kacinildi ve giinliik debridman, pansuman
ve antimikrobiyal iceren sollisyon ve pomadlar ile topikal meg tedavisi uygulandi. Sonraki
glinlerde hastanin yara enfeksiyonu bulgulari kayboldu ve takip eden kontrol kilttrlerin-
de Greme saptanmadi.

Mikrobiyolojik Tani Yontemleri

izolatlarin tanimlanmasi amaciyla konvansiyonel mikrobiyolojik yontemler kullanildi’.
Laktoz ve H,S negatif, gaz olusturmayan, sitrat, indol, Ureaz ve metil kirmizisi testleri
pozitif olan gram-negatif basiller MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter Inc.,
ABD), Vitek MS IVD V3.0 (Bio Mérieux, Fransa) ve Maldi Tof MS otomatize tanimlama
sistemiyle Prettgeri olarak tanimlandi. Uretilen her iki izolatin P.rettgeri oldugu 16S rDNA
dizileme yontemiyle dogrulandi. Bu amacla, “broad-range eubacterial” primerler kullani-
larak (p8FPL 5" AGT TTG ATC ATG GCT CAG-3’ p806R 5’-GGA CTA CCA GGG TAT CTA
AT-3") 16S rDNA’ya 6zglil yaklasik 800 baz ciftlik (bp) bolge polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile cogaltildi ve amplikonlarin dizi analizi Bigdye Terminator V3.1 cycle sekansla-
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ma kiti kullanilarak ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda
yapildi. Elde edilen diziler “National Center for Biotechnology Information Database”de
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) yer alan BLAST (Basic Local Alignment Tool) sunucusu
kullanilarak veri bankasinda kayith diger izolatlarla karsilastirildi. Dizilerin tir diizeyinde
tanimlanmasinda E-degeri 0.0 ve maksimum benzerlik oranlari %99’un Uzerinde olan
veriler kullanildi.

Antibiyotik duyarlilik testleri EUCAST kriterlerine gore disk-diflizyon yontemiyle
gerceklestirildi®. izolatlarin imipenem ve meropenem MiK diizeyleri antibiyotik gradiyent
testi (Bio Mérieux, Fransa) ile, kolistin ve tigesiklin MIK diizeyleri ise sivi mikrodiliisyon
yontemi ile calisildi. Multipleks PCR yontemi ile izolatlarda blagy, 4e blaypy, 1 blagpc
bla,, bla,,, blay,, blag,, bla,,, beta-laktamaz genleri arastinldi. TEM geninin
tiplendirilmesi, ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems, ABD) cihazi
kullanilarak DNA dizileme yéntemi ile gerceklestirildi. izolatlar arasindaki klonal iliski,
“Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)” yontemi ile daha 6nce tanimlanmis olan protokol
kullanilarak arastirildi®. izolatlarda uygulanan multipleks PCR ve PFGE analizlerine ait jel

goruntuleri Sekil 1'de gosterilmistir.

Sekil 1. izole edilen iki P.rettgeri icin yapilan multipleks PCR analizi jel gériintiisii (a) ve PFGE jel goriintiisti
(b). Multipleks PCR: 1: 100 bp DNA molekdiler adirlik belirteci; 2: bla,, ., 3: bla,, ,; 4: bla,,, ;s 5 bla
6: pIaOXA_w; 7 bla, s 8: blay,, 9:blag, 10.: 100 bp DNA molekiiler agirlik belirteci. PFGE: 1: P.rettgeri
(Nisan 2017 izolati); 2: P.rettgeri (Kasim 2017 izolati).

KpC/
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TARTISMA

Enterobacteriaceae turleri gerek hastanelerde yatarak tedavi gormekte olan hastalarda
gerekse de toplumdan kazaniimis enfeksiyonlarda sik saptanan etkenlerdendir. Bu tir
bakterilere kargi kullanilan son secenek beta-laktam antibiyotikler karbapenemler olup
bu ilaclar, tekli tedavide uygulanabilmeleri, hemen hemen tim viicut bolgelerine etkin
olarak dagilim gosterebilmeleri, goreceli olarak diisiik yan etkileri ve neredeyse tiim yas
gruplarinda kullanilabiliyor olmalari nedeniyle klinik uygulamada olduk¢a 6nemli avantaj-
lar saglamaktadir. Dolayisiyla enterik basillerde son yillarda gittikce yayginlasan karbape-
nem direnci buylk bir tedavi sorununu da beraberinde getirmektedir.

Gunlimuze kadar Enterobacteriaceae tirlerinde, A-D molekiler siniflarindan olmak
Uzere yaklasik 26 farkli karbapenemaz lretimi bildirilmis olup bunlardan OXA-48, KPC
ve NDM tipi enzimler tiim diinyada yaygin olarak goriilmektedir’. OXA-48 benzeri kar-
bapenemazlar D grubu beta-laktamazlardan olup 60-70 kb’lik konjugatif bir plazmid
(IncL/M plazmidi) lizerinde taginan Tn1999-benzeri transpozonlarla (Tn1999-Tn1999.5)
aktariimaktadir. Genellikle baska bir diren¢ determinantinin taginmadigi bu plazmidin
Enterobacteriaceae tiirlerinin ortak mobil genetik elemani oldugu kabul edilmekte ve bu
ailenin farkli tiirleri arasinda hizli yayihm gésterebilme kapasitesini gostermektedir®. Diger
taraftan, 2013 yilinda bir Escherichia coli susunda kromozoma entegre olmus plazmid
kokenli OXA-48 geni saptanmis ve bdylelikle bu direncin farkli bir yayihm mekanizmasi
gosterebilecedi de anlagilmistir®.

Gunumize kadar, OXA-48 benzeri karbapenemazlarin toplam 11 varyanti tanimlan-
mis olup bunlardan klasik OXA-48 en sik goriilendir. Bu enzimler tim penisilinlere kars
yiiksek hidrolitik etkiye sahip olmasina ragmen karbapenemlere karsi diisiik diizey (MiK=
4-8 pg/ml) direnc saglamaktadir'®. Yapilan calismalarda K.pneumoniae ve E.coli suslarinda
OXA-48 uretimine eslik eden dis membran proteininde defekt oldugunda in vitro test-
lerde imipenem MIK diizeyinin yiikselerek diren¢ sinirini astigi bildirilmistir''. OXA-48
benzeri karbapenemazlar halen Avrupa kitasi, Akdeniz havzasi ve Ortadogu Ulkelerinde
endemik olarak bulunmakta ve lilkemiz OXA-48'in epidemiyolojik merkezi olarak kabul
edilmektedir'2.

New Delhi metallo-beta-laktamazlar (NDM), B grubu metallo-beta-laktamazlar arasin-
da siniflandirimakta olup EDTA ile inhibisyon gosterir. NDM, tim penisilinleri ve karba-
penemleri yiiksek diizeyde hidrolize etme potansiyeline sahiptir. ilk kez saptanmasindan
gliniimize kadar gecen siirede bu enzimin toplam 17 farkli varyanti tanimlanmis olup
bunlardan NDM-2 ve NDM-14 digindaki tiirler giiniimiize kadar yalniz K.pneumoniae ve
E.col'de bildirilmistir. NDM-1, farkli plazmid ve kromozoma entegre olarak aktariimakla
birlikte Enterobacteriaceae icindeki neredeyse tim yayilimindan Tn3000 transpozonlari-
nin sorumlu oldugu saptanmustir' >, NDM tiirii beta-laktamazlar, son yillarda 6zellikle G-
ney Asya, Ortadogu ve Avrupa kitasi (OXA-48'den sonra ikinci en sik) tlkelerinde bulunan
Enterobacteriaceae tiirlerine yayilim gostermis ve tilkemizde de orta diizeyde sik rastlanan
bir karbapenem diren¢ mekanizmasi haline gelmistir'2.
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Son yillarda Enterobacteriaceae tirlerinde OXA-48 ve NDM-1 karbapenemazlarin
birlikteligi ile ilgili calismalarda artis olmasi dikkat cekicidir. ilk bildirimler, 2013 yilin-
da K.pneumoniae iiremesi olan iki ayri olgu sunumunda Fas ve Tunus’ta yapilmistir'#15,
Dérdiincii olgu ise 2015 yilinda iilkemizden bildirilmistir. Kilic ve Baysallar'® tarafindan
gerceklestirilen bu calismada, Sanliurfa’da hastanede yatmakta olan bir hastadan izole
edilen K.pneumoniae susunda OXA-48 ve NDM-1 karbapenemazlarin birlikte bulundugu
bildirilmistir. Bundan bir yil sonra, tGlkemizin dogusunda bulunan bir tiniversite hastane-
sinin yogun bakim biriminde OXA-48 ve NDM-1 birlikte Ureten ve ayni zamanda ulusla-
rarasi hiperviriilan ST258 klonunun tek lokus varyanti olan ST11 tipine ait K.pneumoniae
susunun neden oldugu salgin ortaya ¢cikmis ve bu epidemik susun kolistin de dahil olmak
Uzere tum antibiyotiklere direng gosterdigi belirlenmistir. Sepsis ve pnémoni tanisi ile
takip edilen beg hastada salgin susuna bagl gelisen enfeksiyon tedavi edilemeyerek 6li-
me neden olmustur'’. Calismamizin gerceklestigi merkezde 2016 yilinda tamamlanan
bir uzmanlik tezinde hastanemizde 2012-2014 yillar arasinda izole edilen karbapeneme
direncli K.pneumoniae suslarinin direng genleri arastiriimis ve calismaya alinan toplam 70
izolatin dérdiinde OXA-48 ve NDM-1 birlikteligi saptanmistir'®. Dolayisiyla bu direncin
tilkemizdeki boyutunun tahmin edilenden daha biiyiik oldugu diistiniiimektedir. Ulke-
mizde karbapeneme direncli Enterobacteriaceae izolatlarinda bu iki genin birlikteliginin
oncelikli olarak arastiriimasinin sorunun gercek boyutunu ortaya koymada faydali veriler
saglayacagi ongorilmektedir. Glinimize kadar OXA-48 ve NDM-1 birlikteligi cogunluk-
la K.pneumoniae’da saptanmis olmakla birlikte, E.coli'de'® ve Citrobacter freundii'de?° de
bildirilmistir.

Bu calismada, hastanemizin yanik Unitesinde yedi ay ara ile yatan iki hastadan en-
feksiyon etkeni olarak elde edilen Prettgeri izolatlarinda saptanan OXA-48 ve NDM-1
birlikteligi sunulmustur. Laboratuvar kayitlanimiza bakildiginda, hastanemizin Prettgeri
izolasyon sikhginin oldukca az olmasi (8 izolat/2017 yil)) ve ayni zamanda bu izolatlarin
hastanemizde saptanan ilk karbapenem direncli Prettgeri susu olmasi nedeniyle yapilan
arastirmada bu susun ilk izole edildigi hastanin uzun yillardir ilimizde ikamet eden bir va-
tandas oldugu ve son aylarda 6nemli bir yolculuk hikayesinin olmadigi saptanmistir. Ay-
rica, hastanin bulundugu yanik lnitesinde gé¢cmen hasta yatiginin sik olmasina ragmen
daha 6nce bu birimde bdylesi bir izolasyonun olmamasinin sugun hastanemize digsaridan
gelmis olabilme olasiliyini zayiflattigr distintlmdastir. Bu veriler 1s1§inda, ilk hastada izole
edilen Prettgeri'nin, hastanemiz florasinda yillardir bulundugunu bildigimiz OXA-48- ve
NDM-1-pozitif gram-negatif enterik bakterilerden bu genleri kazanarak karbapenem di-
rencli hale evrilmis olma olasiigi mevcuttur.

Diger taraftan, ayni birimde Kasim 2017 tarihinde izole edilen ilk susun, Nisan 2017
tarihinde saptanan sus ile cok yakin klonal iliskili olmasi ise bu ikinci olgunun, birinci olgu
ile iligkili olarak etkenin devam eden bir yayilim siirecinin sonucu oldugu distinilmustdr.
Bu durum, bu calisma kapsaminda aciklanmasi gereken ikinci hususu olusturmustur.
Bu amacla, hastane enfeksiyonu kontrol komitesinin yanik tnitesinde bu siire zarfinda
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yapmis oldugu cevre siirveyans kiiltiri sonuglar incelenmis, ancak cevre kiilturlerinde
bir Prettgeri'nin saptanmadigi gortlmustir. Bununla birlikte, bu siirveyans kilturi
calismalarinda Unite icindeki fiziksel ortamin her alanindan ¢ok sayida 6rnek toplanmasina
karsin, sinirli sayidaki personel ve yatan hastadan viicut kilttirl alinmis olmasi, bu patojenin
Unite icindeki olasi yayihm dinamigini dogru bir sekilde aciklayabilmemizi engellemistir.
Bu durum, bu calismanin bildirmemiz gereken en 6nemli sinirlihi@ini olusturmustur. Ancak
yine de, enfeksiyon kontrol komitesi birim icindeki kontrol dnlemlerini giiclendirme karari
almis ve son izolasyondan itibaren gecen li¢ ay boyunca hastanemizde bu sus bir daha
izole edilmemistir.

Bu calismada, OXA-48 ve NDM-1 birlikteliginin bu gline kadar bildirilmis Enterobacte-
riaceae tirleri disinda P.rettgeri susunda ilk kez goriilmustur. Ayrica bu calismada, goreceli
olarak nadir saptanan Prettgeri'nin olasi direng gelisimi ve yayihm dinamikleri agiklanma-
ya caligilmistir. OXA-48 ve NDM-1 birlikteligi ve bu direncin yayiiminda gorilen artigta
etkili olan dinamiklerin molekiler diizeyde ve detayli olarak arastirlmasina gereksinim
vardr.
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