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OZET

Bagta karbapenem direnci olmak iizere ¢oklu ilag direnci hem hastane hem de toplum kaynakli salginlara neden olmak-
ta, direncli bakteri tiirlerinin cesitliligini artirmakta ve tiim diinyada alarm diizeyinde hizla yayilmaktadur. Infekte hastalar ve
kolonize tagiyicilarin erken ve etkin sekilde saptanmast, ¢oklu ila¢ direncininin yayilmasinin onlenmesi ve infeksiyon kontro-
liinde zorunlu adimdir. Giincel EUCAST rehberi karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae’nin belirlenmesinde, direncin
maksimum duyarlilikta saptanmasini garantilemek icin pozitif orneklerde diisiik klinik sinr degerlerinin kullanilmasini oner-
mektedir. Giinliik is akist icinde direng paterni ve tiiriinii saptamak icin oncelikle bir tarama yontemi gereklidir, ardindan bunu
fenotipik ve/veya genotipik olarak bir dogrulama testi takip edebilir.

Burada kullanilabilecek fenotipik testler; Modifiye Hodge Testi (MHT), inhibitor bazli yontemler (cift disk sinerji testi,
kombine disk testleri, E test-MBL vb.), kromojenik besiyerleri, biyokimyasal yontemler (Carba NP, Blue carba), MALDI-TOF
MS ve immiinokromotojenik yontemler iken baglica genotipik metotlar ise PZR cesitleri, oligoniikleotid hibridizasyonu, PFGE
ve MLST seklindedir. Karmagik direng paternli patojenleri saptamak ve yayilimi kontrol etmek icin hem optimize fenotipik
testler hem de genotipik analizler klinik laboratuvarlarinin rutin tansal testleri olarak dnerilmektedir.

Anahtar sozciikler: fenotipik testler, genotipik metotlar, karbapenemazlar, karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae
SUMMARY

Phenotypic and Genotypic Methods for Determination of Carbapenemase Producing Enterobacteriaceae
Isolates

Multidrug resistance, particularly, carbapenem resistance is spreading worldwide at an alarming rate, comprehending
a variety of bacterial species and causing both nosocomial and community acquired outbreaks. Early and efficient detection of
infected patients or colonized carriers is the mandatory step in infection control and prevention of multidrug resistance spread.
The latest EUCAST guidelines for detection of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae have proposed using low clinical
breakpoints to ensure the maximum detection sensitivity of positive samples. Current workflows involve an initial screening
step for species and resistance pattern detection, followed by phenotypic and/or genotypic confirmation.

Phenotypic tests for determination of the carbapenemase-producing Enterobacteriaceae were Modified Hodge Test
(MHT), inhibitor-based methods (double-disk synergy test, combined disk test, E Test-MBL), chromogenic culture media,
biochemical methods (Carba NP, Blue carba etc.), MALDI-TOF MS, immunochromotogenic methods; the genotypic methods
were PCR, oligonucleotide hybridization, PFGE ve MLST. To detect and to control the spread of pathogens with complicated
resistance patterns, both optimized phenotypic analysis and genotypic assays are recommended in the routine diagnostic of
clinical laboratories.
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GIRIS

Enterobacteriaceae, insan ve hayvanlarin
intestinal florasinda bulunan heterojen bir bak-
teri ailesidir ve klinik 6rneklerden patojen ola-
rak sikca izole edilmektedir. Toplum kaynakl
basit infeksiyonlardan tibbi bakimla iliskili
komplike, tedavisi zor infeksiyonlara kadar
genis bir klinik tablo olusturabilirler.

Ozellikle tibbi bakimla iligkili infeksi-
yonlarda artan antimikrobiyal ilag direnci,
morbidite ve mortalitenin artmasina neden
olmaktadir ve global yayilimla biiyiik bir halk
saglig1 problemi haline gelmistir®*®. Son yil-
larda sikligi artan toplum kaynakli ve tibbi
bakimla iligkili (cerrahi islemler, cihaz kullani-
mi1, yogun bakimda uzun siire kalma, immiin
supresyon) genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) tireten suslar, karbapenem
disindaki sefalosporinler de dahil olmak tizere
beta-laktam antibiyotikleri hidrolize edebil-
mektedir. Hayat1 tehdit eden bu infeksiyonla-
rin tedavisinde mecburen ve nihai olarak bas-
vurulan antibiyotikler karbapenemler olmak-
tadir (imipenem, meropenem, ertapenem,
doripenem). Karbapenemaz lireten
Enterobacteriaceae suslar1 ise karbapenemlerin
etkilerinin zayif oldugu, mortalitesi yiiksek,
yogun ve cesitli kombine antibiyoterapiyle
tedavi edilmeye calisilan infeksiyonlara neden
olmaktadirlar®4V. Cesitli salginlar ve kiiresel
sporadik vakalarla karbapenem direncli susla-

rin yayilimi, diren¢ mekanizmalarinin arasti-
rilmasi ve direngli suslarla kolonize hastalarin
izolasyonu gibi c¢alismalar1 beraberinde
getirmistir#?. Diren¢ mekanizmalarinin aras-
tirilmasi, antibiyotik duyarlilik raporu igin
gerekli goriilmese de halk saglig1 ve infeksi-
yonlarin kontrolii agisindan énem kazanmis-
tir.

Diren¢ mekanizmalar1 (Karbapenemazlar)

Enterobacteriaceae spp. suslarinda karba-
penem direnci ¢ogunlukla karbapenamaz 6zel-
ligi olan beta-laktamaz tiretimi ile gelismekte-
dir. Karbapenemazlar, karbapenemlerin hidro-
lizine ve bunun sonucunda karbapenem mini-
mum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerle-
rinde yilikselmeye neden olan beta-
laktamazlardir. Karbapenem direncinde, kar-
bapenemazlara gore daha kisitli olan diger
mekanizmalar, efluks, impermeabilite ve buna
eslik eden AmpC veya GSBL {iretimidir®?.
Karbapenem direncinin baslica sorumlusu olan
karbapenemazlarin fonksiyonel ve yapisal ola-
rak cesitli siniflandirmalar1 olsa da siklikla
kullanilan siniflama molekiiler Ambler sinifla-
masidir. Karbapenemazlar, Ambler siniflama-
sinda A, B ve D simif1 beta-laktamazlar: iceren
genis bir gruptur®. A ve D smifi beta-
laktamazlar aktif bolgesinde serin igerirken B
sinifi beta-laktamazlar aktif bolgesinde ¢inko
(Zn) igerir ve metallo-beta-laktamaz (MBL) ola-
rak adlandirilirlar (Tablo 1).

Tablo 1. Karbapenemazlarin simiflamas: ve baglica ozelliklerin karsilagtirilmasi.

Ambler simiflamasi Sinif A Sinuf B Sinif D
Epidemiyolojik bolge ABD, ingiltere Japonya,Hindistan Tiirkiye, Ortadogu
Plazmid kaynakl KPC,GES NDM -
Kromozal NmcA, SME VIM-2,IMP-1, IMP-2 OXA-23, OXA-48, OXA-181
Enzim aktif bolgesi Serin Zn Serin

Genel inhibitorleri Boronik asit.

Klavulanat ile zayif inhibisyon

Beta-laktamlar tizerine etkileri

etkisi zayif

Modifiye Hodge Testi Pozitif

Monobaktamlar da dahil tiim
beta-laktamlara (sefamisinler harig)
etkili. GES, monobaktamlara etkili
degil ve karbapenemler tizerinde

Dipikolinik asit, EDTA -

Aztreonam diginda tim
beta-laktamlara etkili.

Karbapenemler tizerinde
zayif hidrolitik aktivite.
Aztreonama etkili degil.
Oksasilin ve kloksasilin
tizerinde etkili.

Degisken Pozitif
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Sinif A karbapenemazlar

Beta-laktamlar {izerinde genis hidrolitik
aktiviteye sahip olan siif A karbapenemazlar,
serin karbapenemazlar grubuna aittirler vekar-
bapenemlere ek olarak aztreonami, penisilinleri
ve sefalosporinleri hidrolize edebilirler.
Klavulanik asit ve tazobaktam ile kismen inhibe
olabilirler®. Bu sinifta plazmidle kodlanan KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) ve kro-
mozomal kodlanan NMC/IMI (not metalloen-
zyme carbapenemase/Imipenem hydrolyzing
B-lactamase) ile SME (Serratia marcescens enz-
yme) olmak tizere i{i¢ major enzim grubu
tanimlanmistir®®®. KPC {ireten suslar, bu gru-
bun c¢ogunlugunu olusturmaktadirlar®?. KPC
(KPC-2) ilk olarak 1996’da Amerika’da (North
Carolina) bir K.pneumoniae susunda tespit
edilmistir®®. Takip eden yillarda kiigtik salginlar
ve sporadik vakalarla New York ve tilke gene-
linde yayilim gozlenmistir®®. Amerika’dan
sonra Israil’ de (Tel Aviv) ve Avrupa’da (italya
ve Yunanistan) KPC iireten suslarin neden oldu-
gu hastane salginlar1 bildirilmistir®>>%. Giiney
Amerika ve Cin’de rapor edilen olgularla KPC
global bir problem haline gelmistir®. Klonal
analizlerde diinya genelinde sik rastlanan ST258
sekans tipi olmakla beraber global yayilimla
iligskilendirilen riskli klonlar bildirilmistir®”.

Siuf B karbapenemazlar: Metallo-beta-laktamazlar

MBL olarak bilinen bu grup, beta-laktam
halkasindaki amid baglarini serin beta-
laktamazdan farkli bir mekanizma ile hidrolize
eder. Enzimin sabit aktif bolgesinde aktivitesini
diizenleyen ¢inko (Zn++) iyonlart vardir®. Bu
nedenle metal selator olan etilendiamin tetraa-
setik asit (EDTA) ile inhibe olur. Aktif bolgesinin
esnek oluklari, genis spektrumlu bir beta-
laktamaz aktivitesi saglar. Buna ragmen MBL
enzimlerinin hidrolize edemedigi aztreonam,
terépatik olarak kullanilma potansiyeli
gostermektedir®. Metal iyon bagimli beta-
laktamazlar 1960’1 yillardan beri bilinen ve
calisilan bir grup olmakla beraber yakin zamana
kadar Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophi-
lia, Aeromonas spp. ve Chryseobacterium spp. gibi
infeksiyon etkeni olarak sik karsilasilmayan
bakterilerde gosterilmistir®®. Enterobacteriaceae
ailesinde nadiren goriliirken MBL iireten
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Pseudomonas suslariyla salginlar bildirilmistir®?.
Maalesef  giliniimiizde = MBL  {ireten
Enterobacteriaceae suslarryla bildirilen epidemik
ve sporadik vakalar ciddi bir saglik problemi
haline gelmistir. Enterobacteriaceae suslarinda
yaygin goriilen MBL’ler, Verona integron-
encoded MBL (VIM), Imipenemase (IMP) ve
New Delhi MBL-1 (NDM-1) tip enzimlerdir®?.
IMP ve VIM Yunanistan, Japonya ve Tayvan’'da
endemik olarak rapor edilmektedir. Yine birgok
iilkede salgin ve sporadik vakalar bildirilmek-
tedir®. NDM-1 enzimi ilk olarak 2007 yilinda
Isve¢’te, Hindistan’a sik¢a seyahatlerde bulunan
bir hastada rapor edilmistir NDM-1 olarak
adlandirilan bu diren¢ geninin orjininin
Hindistan oldugu belirtilmistir.Vakalarin c¢ogu
Hindistan orjinli olmak iizere Pakistan, Birlesik
Krallik, Ttalya ve Umman’da ¢ok sayida sus
rapor edilmistir®®. IMP tipi karbapenemazlar
sporodik olarak tilkemizden rapor edilmektedir.
Ancak durum NDM-1 tipi karbapenemazlar igin
daha dikkat gekicidir. Tiirkiye NDM-1 icin bol-
gesel yayilimin rapor edildigi bir {ilke olarak
Diizey 3 endimisitede bir tilke olarak tanimlan-
mustir (Tablo 2). Ancak NDM-1 i¢in bu endemi-
site diizeyinin oniimiizdeki dénemlerde daha
da artacag ongoriilebilir. Enzimlerin yapisinda-
ki aminoasitlerin dizilimindeki farkliliklar, bu
enzimlerin varyantlarini olusturmaktadir®?.
Cesitli integron yapilarinda lokalize olan bu
genler, plazmid ya da transpozonla iliskili oldu-
gunda bakteriler arasinda transferi kolaylas-
maktadir®. Yapilan ¢alismalarda halen birgok
yeni MBL varyant: tespit edilmektedir. MBL'lerin
global dagilimini inceleyen ¢ok merkezli bir
¢alismada, VIM (VIM-2, VIM-42, VIM-43, VIM-
44, VIM-45), IMP (IMP-48, IMP-49), NDM-16
gibi giincel varyantlar bildirilmistir®. Bu grup-
tabulunan diger metalloenzimler arasinda German
Imipenemase (GIM), Seoul Imipenemase (SIM) ve
Sao Paulo MBL (SPM) bulunmaktadir®?.

Sinif D karbapenemazlar: Oksasilinazlar

Bir diger serin beta-laktamaz olan oksasili-
nazlar, fonksiyonel olarak oksasilin ve kloksasi-
lini hidrolize edebilen penisilinazlar olarak
tanimlanmaktadir. Bu enzim grubunda karba-
penemaz aktivitesi ilk olarak 1993 yilinda
Acinetobacter baumannii sugsunda tamimlan-
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Tablo 2. Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae, Avrupa iilkele-
rinde karbapenemaz tiplerine gore epidemiyolojik durum: 2014-
2015 @,

Ulkeler KPC OXA-48 VIM NDM

g
S

Almanya
Arnavutluk
Avusturya
Belgika
Birlesik Krallik
Bosna-Hersek
Bulgaristan
Cek Cumhuriyeti
Danimarka
Estonya
Finlandiya
Fransa
Hirvatistan
Hollanda
irlanda
ispanya
Israil

Isvec

Italya
izlanda
Karadag
Kibris
Kosova
Letonya
Litvanya
Macaristan
Makedonya
Norveg
Polonya
Portekiz
Romanya
Sirbistan
Slovakya
Slovenya
Tiirkiye
Yunanistan

OO 0O OO ORORRMEERPLODODODODDODOOO O -

0
Bilinmiyor
1
Bilinmiyor
0
Bilinmiyor
0

O R kP, ENWRE R, P, OO0, O0CUFRE EWWNRNNNNNORFR,NNOE®EERERNEDN
U NONERLRRPRP P, ONROOR, OO WNNEWNWERERRRL,RPR,RPR,ONERROW
GNP, R ONRFRFNR,ROPROFROODOOHRRREAERNNNRFEOONRONWNOR
WWNRPRNENRRPORPRPOOORORREPNNNRFRFNWRRL,ERERRLRNONWRON

0
0
1
0

0 (Diizey 0): Rapor edilen vaka yok,

1 (Diizey 1): Sporadik vakalar rapor edilmis,

2 (Diizey 2): Hastane salgint ya da salginlart rapor edilmis,
3 (Diizey 3): Bolgesel yayilim rapor edilmis,

4 (Diizey 4): Bolgeler arast yayilim rapor edilmis,

5 (Diizey 5): Endemik durum

mistir®.  Acinetobacter Resistant to Imipenem
(ARI-1) olarak adlandirilmig olsa da daha sonra
sekans ¢aligmalar: ile OXA grubuna ait oldugu
tespit edilip OXA-23 olarak tekrar smiflan-
dirilmistir®™. OXA grubunda nonfermenter
Gram negatif bakterilerde goriilen bircok var-
yant enzim mevcuttur®. Enterobacteriaceae aile-
sinde karbapenemaz aktivitesi 6n planda olan
baslica OXA tipi enzim ise OXA-48 enzimidir.
OXA-48 geninin nokta mutasyonu ile olugan ve
benzer aktiviteye sahip diger bir enzim OXA-
181 enzimidir®. Karbapenem hidroliz aktivitele-
ri zayiftir. EDTA ve klavulanik asit ile zayif
inhibisyon gosterirler. OXA-48 tipi karbapene-
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maz, ilk olarak 2001 yilinda Tiirkiye’de bir has-
tanin klinik izolatindan elde edilen K.pneumoniae
susunda rapor edilmistir®. Fransa, Almanya,
ispanya, Hollanda, ingiltere gibi Avrupa iilkele-
rinde ve tilkemizden de hastane salginlari ve
endemik bolgelerin sayisinda artis séz konusu-
dur (Tablo 2). ik kez iilkemizde saptanmasi,
Avrupa’da Italya ve Tiirkiye'nin epidemiyolojik
durumunun 6zellikle OXA-48 tipi karbapene-
maz direnci icin diizey 5 olarak belirlenmis
olmas1 OXA-48 tipi karbapenemaz direncinin
6nemini artirmaktadir.

KARBAPENEMAZ URETEN
ENTEROBACTERIACEAE SAPTAMA
YONTEMLERI

Enterobacteriaceae spp. izolatlarinda karba-
penemaz tiiretiminin saptanmast ve tanimlan-
mast, karbapenem tedavisine yanit alinamayan
ciddi infeksiyonlarin tedavisinde yol gosterici
olabilmektedir. Yine bu suslarla kolonize hasta-
larin tespiti ve izolasyonu gibi dnlemler, olusa-
bilecek hastane infeksiyonlarinin 6niine gegil-
mesi agisindan 6nemlidir. Infeksiyon ve salgin
analizleri i¢in uygulanan molekiiler yontemler
ise direng yayilim mekanizmalari ve epidemiyo-
lojisi hakkinda dnemli bilgiler saglamaktadar.

Karbapenemaz saptanmasinda kullanilan
baglica yontemlere Tablo 3'te yer verilmistir.
Burada yontemler fenotipik ve genotipik yon-
temler olarak baslica iki gruba ayrilmaktadir.

Tablo 3. Karbapenemaz saptanmasinda kullanilan baglica yon-
temler.

Fenotipik yontemler Genotipik yontemler

Kromojenik besiyerleri PZR

Modifiye Hodge Testi Klonlama ve
sekanslama

Inhibitér bazli yontemler (gift disk ~ Oligoniikleotid

sinerji, kombine disk testleri, hibridizasyonu

kombine gradiyentli stripler, vs.)

Biyokimyasal y&ntemler PGFE

MALDI-TOF MS MLST

Immiinokromatografik yontemler

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu; PGFE: Darbeli alan jel elektro-
forezi;

MALDI-TOF MS: Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/
iyonizasyon ugug zamant kiitle spektrometresi; MLST: Coklu bolge
sekans tiplendirme
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Tablo 4. EUCAST onerilerine gore karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae icin kinik sinir degerler ve tarama esik degerleri™.

MIK (mg/L) Disk difiizyon zonlar1 (mm) (10 pg disklerle)
Karbapenem S/Ismur degeri Tarama esik degeri S/Ismur degeri Tarama esik degeri
Meropenem <2 >0.12 222 <25%
Imipenem <2 >1 222 <23
Ertapenem <0.5 >0.12 225 <25

*Bazi durumlarda OXA-48 iireten izolatlar icin zon capr 26 mm'ye kadar ulagabilmektedir.
Bu nedenle, OXA-48 iireten Enterobacteriaceae salgimlarinda, ozgiilliikte diisiis g0ze alinarak <27 mm tarama esik degeri olarak kullanilabilir.

Fenotipik Yontemler

Rutin mikrobiyolojik tan1 uygulamalarin-
da karbapenemaz tireten Enterobacteriaceae spp.
izolatlar1 duyarli, orta duyarli ya da direngli
olarak karsimiza cikabilmektedir. Karbapenemaz
iiretiminin saptanmasi igin ilk olarak karbape-
nemlere kars: azalmis duyarlilik fenotipi goste-
ren suslarin belirlenmesi gerekir. Dolayisiyla
duyarli olan suslarda da yiiksek MIK degeri,
disk diffiizyon yonteminde kiiciik inhibisyon
cap1 gibi azalmis duyarhilik fenotipi ile karsila-
sildiginda, karbapenemaz iiretiminin sorgulan-
mast gerekir. Bu durum beraberinde rutinin
disinda 6zel laboratuvar disiplini ve prosedtirii
gerektirmektedir. European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
19 ve Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI M100-524)® kilavuzunda da bu izolatlarla
ilgili esik degerlerine ve laboratuvar uygulama-
larina yer verilmistir (Tablo 4). Giincel EUCAST
versiyonu v.6.0'da uzman kurallar ve direng
mekanizmalari baslhig: yer almayip v.1.0’e yon-
lendirme mevcuttur.

Modifiye Hodge Testi

Modifiye Hodge testi (MHT) yoruma acik,
zaman bagimli bir test olmasina ragmen ulasila-
bilir ve laboratuvara fazla maliyet getirmeyen
bir test oldugundan sikca kullanilan bir yontem-
dir. Karbapenemaz iireten suslarin, testte kula-
nilan karbapenemi inhibe etmesi sonucunda
indikator sus olarak kullanilan duyarli Escherichia
coli susunun inhibisyon zonundaki degisikligi
yorumlamay1 esas alan bir testtir. Testin duyarli-
1ig1 ve 6zgtilligli bakterinin tirettigi karbapene-
maz cesidine gore farklilik gostermektedir.
Enzim genotipi igin ileri galismalari gerektir-
mektedir.

CLSI kilavuzunda® tarif edildigi gibi, test-
te Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri, mero-
penem 10 ug diski ya da ertapenem 10 ug diski
onerilmektedir. E.coli ATCC 25922 standart susu
indikator olarak kullanilir. Buyyon ya da serum
fizyolojik ile 0.5 McFarland bulanikliginda ayar-
lanan E.coli ATCC 25922 susu soliisyonu 1:10
oraninda diliie edilip normal disk diffiizyon
prosediiriine gore MHA besiyerine yayilir.
Biiyiik petride yapilan testlerde (150 mm c¢ap)
1-4 adet, kiiciik petride (100 mm ¢ap) 1 adet
meropenem 10 pg ya da ertapenem 10 ug diski
yerlestirilir. Test edilecek sug, kanh agar gibi
secici olmayan besiyerinde tiretilmis 24 saatlik
kolonilerden almmalidir. Yuvarlak 6ze ya da
ekiivyonla alinip diskin etrafindaki bir nokta-
dan baslayip uzaklasan 20-25 mm uzunlugunda
cizgi seklinde ekim yapilir (Sekil 1). Etiivde, 35+
2°C’de 16-24 saatlik inkiibasyondan sonra deger-
lendirme yapilir. Testin yapildigi her plakta

FOEEITIF
KA TR

3

NEGATIF
ORNEK

=)

PIREITIE
ORMNER

Sekil 1. Modifiye Hodge Testi (MHT).
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negatif ve pozitif kontrollerin ¢alisilmas: testin
giivenilirligi acisindan énemlidir. K.pneumoniae
ATCC® BAA-1705 pozitif kontrol, K.pneumoniae
ATCC® BAA-1706 negatif kontrol olarak neril-
mektedir. Baz1 test izolatlari, standart susun
tiremesi {izerine inhibitér etki yapabilir. Bu
durumda test yorumlanamaz ve bu suslar igin
MHT uygun bir yontem degildir. MHT, belirtil-
digi gibi yoruma agik ve zaman bagiml bir
testtir. Ayrica duyarliigi her karbapenemaz
tlirtinde ayni degildir. Yapilan ¢alismalarda KPC
enzimi {ireten suslarda testin duyarlilig1 % 100’e
yakin bulunmustur®. KPC treten suslarda
sonuglar basarili iken OXA-48 ve MBL {ireten
suglar1 saptamada duyarliligin nispeten diisiik
olup kullanilan disk ve besiyerine gore farklilik-
lar gosterdigi tespit edilmistir>*?). Duyarhiligin
diisiik olmas1 ve yanlis pozitiflikler bu testin
modifikasyonlarini da beraberinde getirmistir.
MBL tespitinde duyarlihg: artirmak amaciyla
MHA besiyerine Zn ilavesi, AmpC iiretimi ve
porin kaybi1 gibi diren¢ mekanizmalarina bagh
yanlis pozitiflik oranini engellemek icin de besi-
yerine kloksasilin ilavesi yapilan ve olumlu
sonuglar sunan ¢alismalar bulunmaktadir® 2.

Kombine disk metodu

Kombine disk metodu ulasilabilir, maliye-
ti fazla olmayan, mekanizmasi dolayis: ile test
edilen bakterinin genotipi hakkinda fikir verebi-
len disk kombinasyonlarindan olusan testtir.
Karbapenem ve karbapenemaz inhibitdrlerinin
sinerjisine dayali bir ydontemdir. MBL inhibit6rii
olarak dipikolinik asit (DPA) veya EDTA, KPC
inhibitorii olarak fenilboronik asit (PBA), AmpC
ve porin kayb1 birlikteligi ile gelisen karbape-
nem direncini ayirt etmek igin de kloksasilin
sinerjisi test edilir®®. Test edilecek olan susun
taze pasajindan 0.5 McFarland ayarlanip MHA
plagma disk difiizyon prosediiriine gore yayilir.
Meropenem 10 pg, meropenem 10 pg +DPA
(1000 pg), meropenem 10 pg +PBA (600 ng),
meropenem 10 ug+ kloksasilin (750 pg) iceren
diskler plaga yerlestirilir. Etiivde 16-24 saatlik
inkiibasyondan sonra disk zonlarmin gaplari
yorumlanir. DPA veya EDTA ile sinerji MBL iire-
timi, APBA ya da PBA ile sinerji KPC, kloksasi-
lin ile sinerji ise AmpC {tiretimi lehine yorumla-
nur (Sekil 2).

67

Sekil 2. NDM-1 iireten Klebsiella pneumoniae susunun
meropenem+DPA diski ile inhibisyonu.

1-Meropenem, 2-Temosilin, 3-Meropenem-+Kloksasilin-AmpC inhi-
bitorii, 4-Meropenem+Boronik  Asit-KPC  inhibitorii,
5-Meropenem+Dipikolinik Asit (Metallobeta-laktamaz inhibitorii)

Kombine disk sinerji yontemi, duyarlilig
ve dzgiilliigiiniin yiiksek olusu, ulasilabilir labo-
ratuvar pratigine sahip olmasi, maliyetinin
diisiik olmas: ve enzim smiflandirilmasini sag-
layan bir metot olmas1 nedeniyle yaygin olarak
kullanilma  potansiyeli  gostermektedir.
Duyarlilik ve ozgilliigii cesitli calismalarda
genel olarak % 95 ve f{izeri olarak cali-
silmigtir®>%). D sinifi beta-laktamazlarin (OXA-
48 vs.) benzer aminoasit dizilimli genis varyant-
lara sahip olmasi, spesifik inhibitér bulmay:
zorlastirmaktadir®. Bu nedenle OXA-48 tespi-
tinde, bu testin modifikasyonuna veya genoti-
pik testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yiiksek temo-
silin direnci, OXA-48 enziminin saptanmasinda
iyi bir belirte¢ olarak onerilmistir. Temosilin 30
pg diski, MHT gibi ilave protokoller yiiksek
duyarlilikta ve 6zgiilliikkte OXA-48 saptama ola-
nag1 saglamaktadir®>>7),

MBL igin inhitdr bazli diger bir test ise
gradiyentli serit testtir. Bu yontemde imipe-
nem ve imipenem+EDTA kombinasyonlu gra-
diyentli strip kullamilir®. Duyarlilig:
imipenem+EDTA diskine yakin olmakla bera-
ber rutin kullanimda disk metodu daha ulasi-



U. Kilic ve ark.

labilir, ucuz bir yontem olarak Oneril-
mektedir®3?.

Karbapenem Inaktivasyon Metodu

Yeni ve standardizasyon gerektiren fenoti-
pik metottur. Karbapenemaz iiretimi test edile-
cek susgla birlikte inkiibasyona birakilan karba-
penem diskinin, bakterinin enzimiyle inaktivas-
yonunun fenotipik olarak gosterilmesini baz
alanve temel laboratuvar pratiginde ulasilabilir,
maliyeti diisiik olan bir testtir®. Suda hazirla-
nan silipheli bakteri stispansiyonuna merope-
nem diski atilip iki saat inkiibasyona birakilir.
Iki saatin sonunda siispansiyon igindeki disk
alinir ve karbapenem duyarh standart susun
(E.coli ATCC 25922) yayildigt MHA agar plagina
konur. Alt1 saatlik inkiibasyon sonrasinda nor-
malde E.coli susunun etrafinda inhibisyon zonu
olusmasi beklenirken, test edilen bakteride kar-
bapenemaz varliginda inaktive olan meropenem
diski E.coli susunda inhibisyon zonu olustura-
maz. Boylece test edilen bakteride, karbapene-
maz tretiminden bahsedilir®. Basit, ucuz ve
kisa siirede sonug potansiyeline sahip olarak
degerlendirildigi icin iyi bir alternatif olarak
diger fenotipik yontemlerle kiyaslamalarin
yapildig1 calismalar mevcuttur® . Duyarlilig
Carba NP (bioMérieux, Fransa) ile benzerken,
ozgiilligi daha diisiik bulunmustur®. Carba
NP (bioMérieux, Fransa) ¢ok kisa stirede sonug
verebilirken (10 dk-2 saat), karbapenem inakti-
vasyon metodu (CIM) icin en az sekiz saatlik
inkiibasyon (bazen bir gece) gerekmektedir®'*?.
Karbapenem inaktivasyon metodunda alinan
bakteri miktari, inkiibasyon stireleri, disk icerigi,
inhibisyon zon ¢api gibi degiskenlerin standardi-
ze edilmeleri i¢in ¢alismalar gerekmektedir.

Biyokimyasal metotlar

Karbapenemaz iireten suslarin, daha kisa
siirede ve diisiik maliyetle saptanmas1 amaciyla
gelistirilen yontemlerden olan biyokimyasal
metotlar, karbapenem hidroliz reaksiyonunun
olusturdugu pH degisikliginin indikatér mad-
deler (fenol kirmizisi, brom-timol mavisi vb.)
kullanilarak renk degisimi ile gosterilmesi esasi-
na dayanan yontemlerdir. Ticarilesen bir tirtin
olan fenol kirmizis1 bazli Carba NP testi ve brom
timol bazli Blue-Carba testi bu prensiple ¢alisan
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testlerdir®*”. Bu testler iki saat ve daha kisa
siirede sonug verebilme, yeni bir enzim de olsa
herhangi bir karbapenemaz varhigimn tespit ede-
bilme potansiyeli gibi avantajlara sahiptirler.
Nordmann ve ark.“’nin Carba NP testinin
ozgillik ve duyarliligmmi % 100 bulmalarma
ragmen, gesitli fenotipik testlerin karsilagtirildi-
g1 diger bir calismada daha diisiik duyarhilik
gozlenmistir™. Yine Tijet ve ark.“”, Mitra ve
ark.®®'nin yaptiklar1 ¢alismalarda duyarlilik
% 80’in altinda bulunmustur. Bu farkliliklarin
¢gesitli nedenleri olmast muhtemeldir ve baslica
GES ve OXA-48 gibi, karbapenemler tizerindeki
hidroliz etkisi zayif olan karbapenemazlarda
duyarliigin daha diisiik oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur®©0,

Bir diger biyokimyasal bazli test olan
Blue-Carba testinin 6zgiilliik ve duyarliliginin
da % 100’e yakin oldugunu bildiren ¢alismalar
mevcuttur®. In-house Carba NP ve Blue-Carba
testlerinin karsilastirldigr diger bir ¢alismada
her iki testin duyarlilig1 % 100 olarak tespit edil-
misken, 6zgiilliikleri sirasiyla % 98.9 ve % 91.7
olarak bildirilmistir®®. Sonug olarak biyokimya-
sal metoda dayali bu iki test diisiik maliyetle,
kisa siirede, yiiksek duyarhilk ve ozgiilliikte
sonu¢ vermektedir. Rutin laboratuvarlarda bu
ozellikleri ile kullanima uygun olarak degerlen-
dirilmektedir.

Kiiltiir bazl metotlar

Karbapenemaz {ireten Enterobacteriaceae
suslarinin neden oldugu infeksiyonlarin énlen-
mesinde, kontroliinde ve siirveyansinda rektal
taramalarla kolonize hastalarin hizli tespiti ve
izolasyonu 6nemli bir yer tutmaktadir®®®®. Bu
da ¢ok sayida servis hastasindan alian 6rnekle-
rin taranmasin gerektirdiginden kiiltiir ve sub-
kiiltiir asamasini hizlandiran, is yiikiinii azaltan
kiiltlir bazli metotlar ve prosediirler gelistiril-
mistir. Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) tarafindan tanimlanan triptik
soy buyyonlu yontem, kromojenik besiyerleri ve
gesitli tarama besiyerleri bu amagla kullanil-
maktadirlar®®.

CDC, rektal siiriintii 6rneklerinde sapta-
ma yontemi olarak triptik soy buyyonlu bir
prosediir tanimlamistir®. Bu yontemde 5 ml
triptik soy buyyon besiyerine 10 pg’lik karbape-
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nem diski konur. Test edilecek rektal siirtintii
ornegi de bu hazirlanan siviya konarak bir gece
ink{ibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda
vortekslenip 100 pl'lik 6ze ile MacConkey
agara ekim yapilir ve yine bir gece inkiibe
edilir. Laktoz pozitif morfoloji gosteren, oksi-
daz negatif koloniler MHT gibi ileri testlerle
karbapenemaz {iretimi yoniinden test edilir.
Diger bir kiiltiir bazli yéntem olan direkt kar-
bapenem disk yonteminde, klinik 6rneklerin
ekiminden sonra ekim sahalarina karbape-
nem diski konur. Inkiibasyon sonrasinda zon
icinde tireyen direngli koloniler degerlen-
dirilir®9,

Taramalarda kullanilan kromojenik besi-
yerleri ise Gram pozitif ve karbapenemaz
iretmeyen Gram negatif bakterilerin {iremesi-
ni inhibe eden spesifik ajanlar kullanilarak
hazirlanan ¢esitli besiyerleridir®. Klinik
orneklerde ve rektal taramalarda hedeflenen
kolonilerin rahatca secilmesini saglamakta,
boylece karbapenemaz iireten bakterilerin
saptanmasinda subkiiltiir ve pasajlamaya
minimal gereksinimle zaman ve islem basa-
maklarinin kisaltilmasini hedeflemektedir.

CDC metodu, chromID CARBA besiyeri
(bioMérieux, Fransa) ve imipenemli MacConkey
agar (MCI) yontemlerini degerlendiren bir ¢alis-
mada, chromID CARBA besiyeri (% 96.5) ve
CDC metodunun (% 98.8) duyarlilik degerleri-
nin birbirine yakin ve MCI yonteminden (% 89)
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu testler arasinda
en yiiksek 6zgiilliik, % 91.2 ile chromID CARBA
besiyerinde saptanmistir. CDC metodunun
ozgiilliigii % 80.2, MCI metodununki % 31.9
olarak bulunmustur. Yine ayni ¢alismada Gram
boyama ilavesiyle metotlarin 6zgiilliiklerinin
arttig1 gosterilmistir®. Girlich ve ark.’nin® yap-
tig1 karsilastirmali calismada SUPERCARBA,
Brilliance CRE, CHROMagar KPC olmak iizere
ti¢ kromojenik ticari besiyerinin, gesitli genotip-
te karbapenemaz tireten Enterobacteriaceae susla-
rini saptama performanslari degerlendirilmistir.
Caligma sonucunda duyarhliklar sirasiyla % 96,
% 76.3, % 43 iken; ozgtlltkleri % 60.7, % 57.1,
% 67.8 olarak belirtilmistir. SUPERCARBA besi-
yeri daha duyarli ve 0zgiil bulunmustur.
CHROMagar KPC besiyerinin NDM gibi B sini-
fi beta-laktamazlar1 saptama oranmin (% 11)
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genel duyarliligindan dikkat gekici sekilde
diistik oldugu gozlenmistir.

Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizas-
yon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF
MS)

MALDI-TOF MS bakteri ve funguslarin
identifikasyonunda kullanilan, aragtirma labo-
ratuvarlarinda ve rutin diagnostik pratiginde
yayginlasan kullanima sahip analitik bir yon-
temdir. Lazer ile kiiciik kiitlelere ayrilan ve iyo-
nize olan molekiillerin ugus paterninin analizine
dayanan bu yontem, bakteride karbapenemaz
varhigr durumunda karbapenem kullanilarak
hidrolitik iirtinlerin analizi sayesinde kisa siire-
de karbapenemaz iiretimini saptayabilmek-
tedir®®. Ghebremedhin ve ark.nin® yaptig
calismada, direngli bakteriler kat1 besiyerindeki
koloniden direkt olarak ve kan kiiltiirt siseleri-
ne ekim yapilip bu siselerden 6rnek alarak ¢ali-
silmistir. Kat1 kiiltiirden aliman 6rneklerde kar-
bapenem  hidrolizini  saptama  oram
Enterobacteriaceae suslari i¢in % 100 bulunmus-
tur. Kan kdltirt siselerinden alinan 6rneklerde
ise duyarlilik % 96 olarak belirtilmistir. Testlerin
1-4 saat arasinda sonuglandigi belirtilmistir.
Yiiksek duyarlihk ve o6zgiilliik, test siiresinin
kisa olmasi, dolasim sistemi infeksiyonlar: gibi
hayati infeksiyonlarda kan kiiltiirii sisesinden
kisa stirede direng analizi yapabilme potansiyeli
gibi bir ¢ok avantaj: testi kullanish yapmaktadir.
Yine Carvalhaes ve ark.® inkiibasyon periyotla-
rin1 inceledikleri calismada 15 dk-4 saatlik inkii-
basyon araliginda basarili bir sekilde karbape-
nemaz aktivitesini tespit etmislerdir. MALDI-
TOF MS yonteminde bakteri hidrolizi ile enzi-
min ekstrakte olmasimi saglayan hidrolitik
soliisyonlar, testte kullanilacak karbapenem ve
inkiibasyon periyotlariileilgili calismalar devam
etmekle beraber MALDI-TOF MS ile 30 kadar
karbapenemaz {ireten bakteri tiirdi i¢in validas-
yonu yapilmistir. Optimizasyon ve validasyon
caligmalarmin artmasi ile daha yaygimn kullanim
alani bulabilecektir®.

Immiinokromatografi

Immiinolojik reaksiyon temelli bu yon-
temde, kromatografik kagitta sabitlenmis anti-
korla 6rnekte bulunan antijenin birlesmesi sonu-
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cu olusan immune kompleks, kagitta renk degi-
simi olusturmakta ve bdylece antijen ya da
antikor varhig test edilebilmektedir. Bu yontem,
karbapenemaz enzimlerine karsi gelistirilmis
monoklonal antikorlar sayesinde karbapenemaz
saptanmast gibi diren¢ mekanizmalarmin test
edilmesinde de kullanim alani bulmustur.
Glupczynski ve ark.® yaptiklar1 calismada
immiinokromatografik iki ticari lateral akiml
driinii degerlendirilmistir. Bu ¢alisma sonucun-
da OXA-48 K-SeT ve KPC-K-SeT (Coris
BioConcept) testlerinin duyarlilik ve 6zgtilltigii
% 100 olarak saptanmistir®. Notake ve ark.®
IMP enziminin hizli saptanmas1 amaciyla gelis-
tirilmis Quick Chaser IMP (Saga, Japan) ticari
kitini degerlendirdikleri caligsmada, IMP enzimi-
nin % 100 duyarhilik ve ozgiilliikte saptandigini
belirtmislerdir

Ozgiil immiinolojik reaksiyon temelli olan
bu yéntemde, belli bir enzimi yiiksek 6zgiilliik
ve duyarhlikta tespit edebilmek miimkiindiir.
Baz1 karbapenemaz tiplerinin endemik oldugu
bolgelerde o enzime yonelik immiinokromatog-
rafik testlerin kullanilmas1 verimli olabilmekte-
dir.

Genotipik metotlar
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Fenotipik metotlarin, ulasilabilir olmalar:
ve basit donanim gerektirmeleri avantaj olmasi-
na ragmen, sonuglarmin nihai olarak molekiiler
yontemle dogrulanmasi  gerekmektedir.
Duyarhilik ve dzgiilliigiin yiiksek oldugu, hizlh
ve fenotipi etkileyen faktorlerden korunmus
yontemler olan molekiiler yontemler artik daha
sik kullanilir olmustur. PZR cesitleri bu amacla
sik kullanilan yontemlerdendir. Karbapenemaz
tiplerinin primerleri bulunmas: halinde tek vaya
¢oklu olarak gercek zamanli PZR kullarularak
blaVIM, blaKPC, blaIMP, blaNDM, blaOXA-48
gibi yaygin goriilen karbapenemaz tipleri 40
dk-6 saat gibi kisa zamandayiiksek duyarlilik ve
ozgullikte tespit edilebilmektedirler®”3”-
Findlay ve ark.’nin®” eazyplex SuperBug comp-
lete A, Xpert Carba-R ve Check-Direct CPE
olmak tizere PZR bazhiig ticari kiti degerlendir-
dikleri calismada test siireleri sirasiyla ~20 dk,
~50 dk, ~2 saat verilen kitlerin ti¢lintin de KPC,
NDM, VIM, OXA-48 enzimlerini tireten suslar
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basartyla tespit ettikleri belirtilmistir. OXA-181
geninin eazyplex SuperBug complete A ve Xpert
Carba-R kitlerinde caligilmadigi, ama modifiye
kitlerinde mevcut oldugu, IMP geninin ise yal-
niz Xpert Carba-R kitinde ¢alisildig: belirtilmis-
tir. Ug testte de yanlis pozitiflik saptanmamistr.
KPC, NDM ve VIM, OXA-48 tipi genotiplerde
ti¢ testin duyarlilig1 % 100 olarak bulunmustur.
Sekans calismalar1 ile OXA-181 oldugu tespit
edilen OXA-48 benzeri genotipinde ise Check-
Direct CPE kitinin duyarliligs % 100 iken diger
iki kitin duyarlilig1 % 83 olarak belirtilmistir.

Diger bir PZR yontemi olan “Loop-
mediated isothermal amplification” (LAMP) 4-6
primer kullanilarakizotermalsartlarda (60-65°C),
60 dk gibi kisa siirede ¢ok biiyiik miktarda amp-
lifikasyon fiiriinii olusturan bir yontemdir.
Normal PZR’a gore daha hizli ve 6zgiil sonuglar
sundugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur. Qi
ve ark.®”’da LAMP ile NDM-1 genini % 100
duyarhlikta saptamislardir. Bu 6nemli avantajla-
rina ragmen molekiiler metotlarin maliyetleri-
nin yiiksek olmasi ve 6zel donanim/ deneyim
gerektirmeleri nedeniyle karbapenem direnci
gibi 6zel direng gruplarmin bu yontemlerle ¢ali-
silmast her laboratuvar i¢in miimkiin olmamak-
tadir. Bu yontemlerin diger bir dezavantaji ise
tanimlanmamuis yeni veya varyant genlerin tes-
pit edilememesidir. Bu nedenle karbapenem
direngli bir susta negatif bir molekiiler test sonu-
cu yalnizca primerleri kullanilan, bilinen genleri
dislayabilmekte; diren¢ mekanizmasimin tanim-
lanabilmesi i¢in susun referans laboratuvarlara
gonderilerek klonlama, sekanslama gibi ileri
genotipik teknikler uygulanmasi gerekmek-
tedir®®).

Oligoniikleotid Hibridizasyon Yontemi

DNA hibridizasyon yodntemi mikrogip
formatinda, bir 6rnekten kisa siirede 6nemli alt
tipleri ¢alisabilen, duyarli ve 6zgiil bir karba-
penemaz saptama yontemi olarak bir¢ok avan-
taja sahiptir®. Yontemin adimlari su sekilde-
dir: 1)Bakteriyel DNAmin izolasyonu, 2)
Biyotinle isaretli dUTP niikleotidleri eklenerek
PZR ile amplifikasyon, 3) Amplifiye olan genin
oligoniikleotidleri ile mikrogipteki primer
problarin hibridizasyonu, 4) Hibridizasyon
sonunda isaretlenmis niikleotidlerin floresan
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1simasmin okunmasi®. GSBL ve karbapene-
maz saptamada validasyona sahip ticari tirtin-
ler de mevcuttur’. Bu ¢alismalarda test stiresi
DNA ekstraksiyonu da dahil 4-7 saat olarak
verilmis olup, 6zgiillitk ve duyarlilik % 100
olarak saptanmistir. Mikro kuyucuklardan olu-
san mikrogiplerde ayni Ornekte KPC, OXA,
NDM, VIM, IMP gibi baslica enzimler; bunlarin
varyantlar1 ve GSBL enzimleri test edilebilmek-
tedir. Boylece alt gruplarin atlanmamas: sag-
lanmakta, GSBL ve karbapenemaz varligi ve
birlikteligi kisa siirede basariyla saptana-
bilmektedir®. Bu avantajlarina ragmen, pro-
sediiriin yetkin laboratuvar ve fazla maliyet
gerektirmesi ulasilabilirlik agisindan dezantaj
olarak degerlendirilebilmektedir. Rutin labora-
tuvarlarda kullaniminin yayginlasmasi zor gibi
goziikmekle beraber arastirma ve referans labo-
ratuvarlari i¢in uygundur.

Klonal iliskinin molekiiler analizi

Molekiiler yontemler, karbapenemaz gen-
lerinin tespiti disinda epidemiyolojik ¢alisma-
larda da kullanilmaktadir. Yiiksek riskli suslarin
analizlerinin yapilmasi, potansiyel salgin ve
yayihmlarin tespiti, klonal iligkilerin arastiril-
masi, salgin susu ve sporadik suslarin karsilasti-
rilmas: gibi siirveyans igin gerekli calismalarda
kullanilmaktadir™). “Pulsed field gel electropho-
resis” (PFGE) bu amagla sik kullanilan yontem-
lerdendir. Bu yontemde spesifik restriksiyon
enzimleri ile bakteriyel genom belirli yerlerin-
den kesilir. Periyodik elektriksel alan uygulama-
st ile olusan DNA fragmentlerinin olusturdugu
patern, belli kriterlere gore yorumlanip klonal
iliskiler ve yakinlik dereceleri incelenir®*).
Cubero ve ark.™) PFGE ile izogenik olduklarini
tespit ettikleri suslarm neden oldugu K.preumoniae
infeksiyonlar1 bildirmislerdir. Diger bir ¢alisma-
da Marsh ve ark.®® KPC pozitif suslarla gelisen
endoskop iligkili bir salginin genomik epidemi-
yolojisini PFGE ile incelemislerdir. Sekans analiz
yontemlerinden multilokus sekans tipleme
(MLST), molekiiler epidemiyolojide kullanimi
yayginlasan yontemlerdendir®. Bakteri yapisal
genlerinin internal parcalarmin DNA dizisinde-
ki allellerini tanimlamaya dayali bir yontemdir.
Her izolat icin lokustaki alleller, sekans tipini ve
allellik profilini belirler. Bu yontemle sekans
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tiplemesi yapilarak spesifik direng geni preva-
lansi, farkli cografyalardaki allellik profilleri,
suglarin bolgesel ya da global yayilimi
izlenebilmektedir®. MLST ile yapilan bir calis-
mada, Isvicre’deki NDM iireten suslarla
Hindistan ve Balkanlar’daki suglar arasinda ilis-
ki tespit edilmistir®. Yine yapilan sekans ¢alig-
malari sonucunda, ST258 tipinin KPC enziminin
global yayilimu ile iliskisi gosterilmistir®®.

SONUC

Karbapenemaz iireten Emnterobacteriaceae
suslarinin hizli ve dogru identifikasyonu, kisitl
tedavi seceneklerinin degerlendirilmesi, infeksi-
yonun kontrolii ve siirveyans analizleri igin
gereklidir.

Karbapenemazlarin genotipik ve fenotipik
gesitliligi, bu enzimlerin identifikasyonunda
zorluklar1 da beraberinde getirmektedir.
Enzimlerin aktif bolgelerinin farklilik gosterme-
si ve hidrolitik aktivitelerinin farkli olmasi,
gesitli testlerin gelistirilme gerekliligini ve bu
testlerin performaslarindaki farkliliklar: berabe-
rinde getirmistir.

Direncin fenotipik olarak saptanmasi,
fenotipik metotlarla baslayan ve genotipik
calismalara kadar giden bir algoritma baslat-
maktadir. Hizli, duyarl, 6zgiil ve fenotipik
kosullardan etkilenmeyen sonuglar sunduklar:
icin genotipik yontemlerin kullanimi yaygin-
lagmaktadir. Fenotipik yontemlerse ulasilmasi
ve pratigi daha basit yontemler olarak direncin
saptanmasi ve diren¢ mekanizmalarmin aydin-
latilmasinda ©nemli yere sahiptirler. Direng
mekanizmalar1 aydinlandik¢a mekanizmaya
0zgli, basarili ve ¢ogu laboratuvarin ulasabile-
cegi potansiyele sahip fenotipik yontemler
gelismektedir. Her ne kadar bu testlerin stan-
dardize edilip basit bir algoritma olusturulmas:
i¢in ek calismalara gereksinim olsa da, fenoti-
pik ve genotipik yontemlerin arasindan labora-
tuvarin sahip oldugu olanaklara uygun bir
algoritma segilerek duyarli ve 6zgiil sonuglar
almak miimkiindir.
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