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OZET

Son 10 yilda tiim diinyada karbapenem direncli Enterobacteriaceae izolatlarinda artis bildirilmektedir. Calismamizda
Ocak 2011 ve Temmuz 2012 tarihleri arasinda Sakarya Universitesi Hastanesi'nde saptanan karbapenem direngli Klebsiella
pneumoniae suglarmda OXA-48 ve KPC gen bolgelerinin arastirilmast amaglanmistur.

Calismaya toplam 273 K.pneumoniae izolat: dahil edilmistir. Tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri konvansiyo-
nel ve Vitek 2 otomatize sistemi ile gerceklestirilmigtir. Karbapeneme direngli saptanan iki izolat ii¢ farkli primer seti ile 23S
rRNA, OXA 48 ve KPC gen bolgeleri igin arastirilmigtir.

Laboratuvarimizda izole edilen karbapenem direncli K.pneumoniae suglarimn kiigiik M tipi koloni morfolojileri, EMB
agarda zayif laktoz pozitiflikleri ve iireyi ge¢ hidrolize etmeleri ile konvansiyonel ¢alismalarda farkli algilara neden olabilecegi
gozlenmistir. Otomatize sistemle K.pneumoniae olarak bildirilen izolatlarin tanimlamas: 23S rRNA gen bolgelerinin gosteril-
mesiyle molekiiler olarak dogrulanmgtir. Karbapenem direnciyle iliskili olarak her iki susunda OXA-48 gen bolgesine sahip
oldugu gozlenmigstir. KPC gen bolgesiyle iliskili pozitiflik saptanamamigtir.

Sonug olarak; mevcut veriler K.pneumoniae suglar: arasinda karbapenem direncinin simirli oldugunu gostermektedir.
Ancak karbapeneme direngli K.pneumoniae klinik onemi biitiin diinyada artan bir konudur. Sonuglarimiz K.pneumoniae
suglarmda direng diizeyi ve mekanizmalariin izlenmesi ihtiyacina isaret etmektedir.

Anahtar sozciikler: karbapenemaz, Klebsiella pneumoniae, KPC, OXA-48
SUMMARY
An Investigation on the Presence of OXA-48 and KPC in Carbapenem Resistant Klebsiella pneumoniae Strains

Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae isolates increasingly have been reported worldwide in the past 10 years. In this
study; we aimed to investigate OXA-48 and KPC gene regions of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae isolates at
Sakarya University Hospital, Sakarya between January 2011 and July 2012.

A total of 273 K.pneumoniae isolates were included in this study. Identification and antibiotic susceptibility tests were
performed with conventional and Vitek 2 automated system. Two carbapenem-resistant isolates screened using three different
primers set to detect 23S rRNA, OXA-48 and KPC gene region.

Carbapenem resistant K.pneumoniae isolates, isolated in our laboratory, have been observed that they could cause diffe-
rent perceptions during conventional studies due to their properties of having small M-type colony morphology, having weak
positivity of lactose and having late urea hydrolysis. By demonstrating the 23S rRNA gene region of K.pneumoniae isolates
where defined by automated system; it was accepted that the identification has been confirmed as molecular basis. It was obser-
ved that both isolates had OXA-48 gene region in relation to carbapenem resistance. KPC gene regions were not positive in our
isolates.

In conclusion; available data concerning carbapenem resistance among K.pneumoniae strains are limited but these
agents are a matter of increasing clinical concern worldwide. Our results highlighted the need to monitor resistance level and
mechanisms among K.pneumoniae isolates.
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GIRIS

Ozellikle son yillarda ciddi hastane infek-
siyonlarina siklikla neden olan Gram negatif
bakterilerin, yogun bakim {initelerinde (YBU)
gelisen infeksiyonlarin 6nemli bir kismindan
sorumlu oldugu bilinmektedir. Hastanelerde
kullanilan invaziv tani ve tedavi yontemlerinin
6zellikle Gram negatif bakteri infeksiyonlarma
yatkinlig artirdig1 ifade edilmektedir®. Gram
negatif bakterilerin hastane infeksiyonlarmdaki
sikliginin yanisira artan direng oranlari da énem-
li bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Hastanelerde yogun antibiyotik kullanimi ve
diren¢ genlerinin bakteriler arasinda kolayca
aktarimi direngli suslarin ortaya g¢ikmasina
neden olabilmektedir.

YBU’de en sik izole edilen etkenlerden biri
olan K.pneumoniae, saglikli bireylerin solunum
yollarinda ve digkida daha sinirli olarak % 5-10
oraninda bulunmakla birlikte hastanede yatarak
tedavi goren hastalarda kolonizasyon oranlari
artmaktadir. Hastanelerde siklikla tiriner sistem,
alt solunum yolu, safra kesesi ve cerrahi alanda
firsatct patojen olarak infeksiyona neden olabil-
mekte ve ozellikle ¢coklu direncli suslar karsimi-
za gikmaktadir®. Yogun bakim veya hastanede
uzun siire kalmanin, bagisik yanit yetersizligi-
nin, invaziv ara¢ kullaniminin ve ¢oklu antibi-
yotik kullanilmasimin direngli suslarin ortaya
¢ikmasimi kolaylastiran faktorler oldugu bilin-
mektedir® 18242,

Karbapenemleri hidroliz eden beta-
laktamazlar karbapenemlerin sik kullanilmasma
paralel olarak giderek artan oranlarda bildiril-
mektedir. Enterobacteriaceae’de karbapenemleri
hidroliz eden beta-laktamazlar ti¢ farkli (Ambler
smuft A, B ve D) sinifa ayrilirlar. Bunlardan sinif
B metallo beta-laktamazlar (MBL) en sik goriilen
siniftir. Plasmid aracili veya kromozomal olarak
yayilan smif A en yaygin goriilen KPC ailesi
enzimleridir. Smif D karbapenemazlar ise oksa-
silinaz (OXA) tipi beta-laktamazlardir®->.

K.pneumoniae suslarinda karbapenem
disinda diger beta-laktam antibiyotikleri de hid-
rolize edebilen ve Ambler Siif A’da yer alan
KPC ailesi enzimler son yillarda karbapenem
direnciyle iliskilendirilmis olup plazmid aracili
veya kromozomal olarak yayildiklar: ifade edil-
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mistir??). Karbapenemleri hidrolize edebilen,
iilkemizde de K.pneumoniae suslarinda oldukga
sik saptanan enzimlerden biri Sinif D igerisinde
yer alan serin karbapenemaz OXA-48’dir"52021,

Calismamizda, hastanemizde ilk kez kar-
silagilan karbapenem direncli iki K.pneumoniae
izolatinda fenotipik yontemlerle saptanan kar-
bapenem direncinin genotipik yansimasinin
molekiiler yontemlerle arastirilmas: amaglan-
mugtir.

GEREC VE YONTEM

K.pneumoniae suslarinin izolasyonu ve antibi-
yotik duyarlilik testleri

Galismada Ocak 2011 ve Temmuz 2012
tarihleri arasinda ¢esitli kliniklerden labora-
tuvarimiza gelen Orneklerden izole edilen 273
K.pneumoniae susu degerlendirilmistir. Nefroloji
ve dahiliye kliniklerinde takip edilen iki hasta-
dan ilk 5 giin iginde infeksiyon siiphesiyle gén-
derilen kan ve trakeal aspirat Orneklerinden
izole edilen karbapeneme direncli iki K.pneu-
moniae susu ¢alismaya dahil edilmistir. Kanli ve
“eosin-metylene-blue” (EMB) agara yapilan
ekimler 18-24 saat 37°C’de inkiibasyona birakil-
mustir. Tanimlama ve antibiyotik duyarlilik test
calismalar1 Vitek2 (BioMérieux, France) otomati-
ze sistemi ile yapilmistir. Her iki susun da EMB
agarda ilk 24 saatte laktoz negatif olmas1 (36
saatte pozitiflesmistir) dolayisiyla tanimlama ve
duyarlilik ¢calismalar: konvansiyonel yontemler-
le tekrarlanmistir. Suglarin karbapenem direnci
CLSI 6nerileri dogrultusunda minumum inhibi-
tor konsantrasyon (MIK) sonuglari ile dogrulan-
migtir®.

23S rRNA, OXA-48, KPC genlerinin arastirilmasi

Molekiiler ¢alismalar icin DNA izolasyo-
nu hiicre zar1 pargalayici tampon (% 1 Triton X
100, 10 mM Tris HCI, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA) ilavesini takiben kaynatilarak gercekles-
tirilmistir. Molekiiler tanimlama igin K.pneumo-
niae 23S rRNA (GenBank No: X87284.1) gen
bolgesine 6zgiil primerler kullanilarak gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR)
uygulanmuistir. Antibiyotik direncinin molekiiler
profili OXA-48 (GenBank No:AFXH01000001.1)
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ve KPC (GenBank No:AF297554) gen bolgeleri-
ne spesifik primerlerle qPCR aracilig ile belir-
lenmistir. Gergeklestirilen ti¢ PCR igin kullanilan
primerler Primer 3 Plus programi kullanilarak
Gene Bank referans numaralar: verilen gen bol-
geleri i¢in F ve R primerler dizayn edilmistir.
Elde edilen primer dizileri i¢in ayn1 BLAST ana-
lizleri yapilmistir. Calismada kullanilan primer-
ler Tablo 1’de verilmistir. Tiim qPCR ¢alismalar1
Fluorion (iontek, Tiirkiye) cihazinda Maxima
SYBR Green/ROX qPCR (Fermantas, USA) kar1-
simi1 kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR reak-
siyonu, 95°C’de 5 dak, 35 dongti 95°C’de 30 s,
54°C’de 30 s, 72°C’de 10 s ve final reaksiyonu
i¢in 72°C’de 3 dakika seklinde gerceklestirilmis-

Tablo 1. Kullamilan primerler.

Gene Bank
Referans no

Gen bolgesi  Primerler

23SrRNA  F-5" CACCGGGGTTGCGGACAGTG 3’
R-5" CCCCCTCAATTCTCCAGCGCC 3" X87284.1

KPC F-5" CGGAACCATTCGCTAAACTC 3’
R-5" GGCGGCGTTATCACTGTATT 3°  AF297554
OXA-48 F-5" TTGGTGGCATCGATTATCGG 3’
R-5" GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 3°  AFXH01000001.1

tir. Negatif kontrol olarak K.pneumoniae ATCC
9590 kullanilmistir. OXA-48 ve KPC pozitif
kontrolleri i¢in laboratuvar arsivinde bulunan
ve daha 6nceden pozitif oldugu bilinen suslara
ait DNA'lar kullanilmisgtir.

BULGULAR

Hastanemizde farkli zamanlarda, farkl
kliniklerde tedavi gormekte olan iki hastadan
izole edilen karbapenem direngli K.pneumoniae
suglar1 degerlendirilmistir. Laboratuvarimizda
izole edilen ve otomatize sistem tarafindan kar-
bapenem direncli K.pneumoniae olarak tanimla-
nan (Vitek2 ile detay raporuna gore % 95 ve
% 97 miitkemmel tanimlama elde edilmistir) iki
susun kii¢iik M tipi koloni morfolojileri dikkat
cekici bulunmus, konvansiyonel yontemlerle
tekrarlanan testlerde tanimlama ve antibiyog-
ram sonuglari teyit edilmistir. GSBL (genislemis
spektrumlu beta-laktamaz) pozitif olan her iki
susa ait veriler Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Molekiiler analizlerde her iki susta da
K.pneumoniae’ya 6zgiil primerlerle 23S rRNA

Tablo 2. K.pneumoniae suslarmin molekiiler, tanimlama ve antibiyotik duyarlilik test sonuclart.

I. sus 1L sus ATCC 9590
-
;% 5 23SrRNA Pozitif Pozitif Pozitif
ﬁ % KPC Negatif Negatif Negatif
2 < OXA-48 Pozitif Pozitif Negatif
Kon® Oto® Kon Oto Kon Oto
e Koloni Kigtiik M - Kigtik M - M -
&  Laktoz Geg pozitif Pozitif Geg pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
Ure Geg pozitif Pozitif Geg pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
ADT ¢ MIK (ug/ml) ADT MIK (ug/ml) ADT MIK (ug/ml)
Sefazolin Die > 64 Di > 64 Du <8
Sefoksitin Di > 64 Di > 64 Du <8
Sefepim Di > 64 Di > 64 Du <8
Ertapenem Di 28 Di 28 Du <05
5 Meropenem Di 8 Di 8 Du <1
=~ Imipenem Di 4 @) 2 Du <1
5  Gentamisin Duf <1 Du <1 Du <4
2 Amikasin 0# <2 Di > 64 Du <16
E Netilmisin (@] 4 Di >32 Du <8
< Tigesiklin Du 1 Du 1 Du <2
Seftazidim Di > 64 Di > 64 Du <8
Seftriakson Di > 64 Di > 64 Du <8
Siprofloksasin Di >4 Di >4 Du <1
Levofloksasin Di 28 Di 28 Du <2

"Kon: Konvansiyonel sistem, "Oto: Otomatize sistem, “Tanimlama testleri, “Antibiyotik duyarhilik test sonuglari, °Di: Direngli,

'Du: Duyarli, $O: Orta duyarli
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pozitif bulunarak tanimlama molekiiler olarak
dogrulanmustir. KPC igin yapilan molekiiler
¢alismalarda sadece kontrol susunda pozitiflik
saptanmis, hastalardan izole edilen suslarda
KPC pozitifligine rastlanmamistir. OXA-48 icin
yapilan molekiiler calismalarda hem kontrol
susunun hem de hastalardan izole edilen iki
susun pozitif oldugu gozlenmistir.

TARTISMA

Antibiyotiklere direngli hastane infeksi-
yon etkeni Enterobacteriaceae iiyeleri arasinda
K.pneumoniae’'nin artan saptanma oranlari tiim
diinyada oldugu gibi tilkemizde de dikkat ¢eki-
ci boyutlara ulasmistir. Bu suslarla olusan infek-
siyonlarda karbapenemler, genis spektrumlari
ve beta-laktamazlarin bir¢oguna oldukg¢a daya-
nikli olmalari nedeniyle genellikle ilk secenek
ajanlardir. Ancak etkili antibiyotikler olarak bil-
dirilen ve tedavi amagh kullanilan meropenem
ve imipenemin kontrolsiiz kullanimi direng
sorununu da beraberinde getirmistir@$2.

Karbapenem direngli K.pneumoniae ilk kez
1997’de Amerika, 2001 yilinda da iilkemizden
izole edilen bir sustan bildirilmistir®??. Ardin-
dan degisik tarihlerde karbapenem direncli
K.pneumoniae hastane epidemilerinin bildirimle-
ri yapilmistir®™. Baglangicta yurtdisindan yapi-
lan bildirimlere kiyasla karbapenem direngli
etkenlerin neden oldugu infeksiyonlarin {ilke-
mizde daha sik meydana geldigi ifade edilmek-
tedir. Ulkemizde 2000-2003 yillar1 arasi yapilan
¢ok merkezli MYSTIC ¢alismasinda Gram nega-
tif bakterilerin meropeneme % 99.3, imipeneme
% 97.6 duyarli oldugu belirlenmistir®. Yine
2007 yilinda yapilan ¢ok merkezli HITIT calis-
masinda K.pneumoniae suglarinda imipenem
direnci % 3.2 olarak bildirilmistir®. Karbapene-
me direngli K.pneumoniae oran1 CDC National
Healthcare Safety Network 2008 verilerine gore
AB.D.de % 3.6-10.8 olarak bildirilirken®,
EARRS verilerinde Avrupa’da % 0.6 olarak bil-
dirilmistir®.

K.pneumoniae susglarinda karbapenemleri
de iceren beta-laktam antibiyotiklere kars1 diren-
cin ana mekanizmasi, kromozom veya plazmid
tarafindan kodlanan beta-laktamaz tiretimidir.
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K.pneumoniae’nin tirettigi plazmid kokenli kar-
bapenemazlar olan KPC beta-laktamazlar sade-
ce karbapenemlere degil, ayrica piperasilin-
tazobaktam, tictincii ve dérdiincii kusak sefalos-
porinlere, florokinolonlara ve aminoglikozidlere
kars1 ¢oklu antibiyotik direng gelisiminden
sorumlu tutulmaktadir. KPC ilk kez ABD’de
tanimlanmis ve KPC ile olusan salgmn baslica
merkezi New York olmak iizere ABD’de bildiril-
mistir®?. Yaptigimiz literatiir taramalarinda
tilkemizde KPC iireten K.pneumoniae susu varli-
gina dair bir bildirime rastlanmamistir. Calisma-
mizda da KPC pozitifligi saptanamamaistir.

K.pneumoniae suslarinda OXA-48 ilk ola-
rak 2001 yilinda Tiirkiye’den izole edilen bir
susta gosterilmis, ardindan artan siklikla yapi-
lan bildirim s6z konusu olmustur. Ulkemizde
Gllmez ve ark.®® Ankara ve Elazig’da iki farkl
merkezde imipenem tedavisi almis iki hastadan
izole edilen karbapenem direngli iki K.pneu-
monige susu rapor etmislerdir. Carrer ve ark.®
Istanbul’da bir iiniversite hastanesinde OXA-48
iireten karbapenem direngli K.pneumoniae susu
ile olusan hastane kaynakl salgin bildirmisler-
dir. Aktas ve ark.V 2004-2005 yillar1 arasinda bes
aylik dénemde izole edilen 162 K.pneumoniae
susu i¢inde meropenem tedavisi almis, uzun
siire hastanede yatis dykiisii olan iki ¢ocuk has-
taya ait suslarda OXA-48 pozitifligi saptamiglar-
dir. Us ve ark.® 2004-2007 yillar1 arasinda izole
edilen suslarda yaptiklari ¢alismada % 26.9
(7/26), Asik ve ark.® 2012 yilinda yaptiklar bir
calismada % 18.6 (22/118) oranini, Bigmen ve
ark.® 2012 yilinda yaptiklar yaklasik dort yillik
bir analizde 238 OXA-48 pozitif K.pneumoniae
susu gozlediklerini bildirmislerdir. Yurtdisinda
yapilan ¢caligmalarda da farkl: cografik bolgeler-
den OXA-48 tireten K.pneumoniae suslari bildiril-
mi§tir(4,5,10,11,18)'

Bizim ¢alismamizda hastanemizden izole
edilen karbapenem direngli K.pneumoniae sugun-
da Onceki galismalarla uyumlu olarak OXA-48
pozitifligi saptanmis, KPC pozitifligi gosterile-
memistir. Iki susun farkli zamanlarda ve farkl
kliniklerden izole edilmis olmas: dolayis: ile
salgin diistintilmemistir.

Sonug olarak; karbapenem direncli OXA-
48 pozitif K.pneumoniae suslarinin kiiciik M tipi
koloni morfolojileri, zayif laktoz pozitiflikleri ve
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treyi geg¢ hidrolize etmeleri ile konvansiyonel
calismalarda farkli algilara neden olabilecegi
akilda tutulmali, otomatize sistem ile alinan
OXA-48 ya da KPC pozitif sonuglarin olumlu
olmakla birlikte dogrulanmasi geregi unutulma-
malidar.

Verilerimiz bizim hastanemiz igin K.pneu-
monige suglar1 arasinda karbapenem direncinin
smurli oldugunu gostermektedir. Ancak karba-
penem direngli K.pneumoniae klinik nemi diinya
capinda artan bir konudur ve sonuglarimiz K.
pneumoniae suglart arasinda direng diizeyi ve
mekanizmalarinin izlenmesi ihtiyacina isaret
etmektedir.
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