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KISALTMALAR ve SIMGELER

ABC : ATP binding cassette

ACC : Hafnia alvei grubu AmpC enzimleri

AK : Amikasin

AMC : Amoksisilin-klavulanik asit

AMR : Antimikrobiyal direng

ANI : Ortalama niikleotid benzerligi

ATM : Aztreonam

AXP : AMPure XP manyetik boncuklari

AZA : Aztreonam-avibaktam

BAL : Bronkoalveoler Lavaj

BOS : Beyin Omurilik S1vist

BPPL : Bakteriyel Oncelikli Patojenler Listesi

CA : Kategorik Uyum

CARB : Carbenicillinase (Karbenisilinaz) enzimleri

CAZ : Seftazidim

CC : Klonal kompleks (6rnegin CC258)

CFU : Colony Forming Unit (Koloni Olusturan Birim)

cgMLST : Cekirdek genom MLST (Coklu Lokus Dizi Tiplemesi)

CIP : Siprofloksasin

CIT : Citrobacter freundii grubu AmpC enzimleri

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute (Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii)

CRE : Karbapenem Direngli Enterobacterales

CRO : Seftriakson

CTC : Sefotaksim-klavulanik asit

CTX : Sefotaksim

CTX-M : Cefotaximase-Munich (Sefotaksime karsi hidrolitik aktivite

gosteren, Miinih kaynakli enzim)
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CZA : Seftazidim-avibaktam

CzC : Seftazidim-klavulanik asit

CDST : Cift Disk Sinerji Testi

CiD : Coklu ilag direnci

dDDH : Dijital DNA-DNA Hibridizasyonu

DDH : DNA-DNA Hibridizasyonu

DHA : Morganella morganii grubu AmpC enzimleri

dH20 : Distile su (Niikleaz icermeyen steril distile su)

DHP-1 : Renal dehidropeptidaz-1

dsDNA : Cift sarmalli DNA

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EB : Eliiasyon Tamponu

EBC : Enterobacter grubu AmpC enzimleri (MIR ve ACT aileleri)
ECC : Enterobacter cloacae kompleksi

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

EMB : Eozin Metilen Blue (Besiyeri)

ERT : Ertapenem

ESAC : Genislemis spektrumlu AmpC sefalosporinazlar

ESCPM : Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Providencia, Morganella
ESKAPE : Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
ve Enterobacter tiirleri

ETA : Endotrakeal Aspirat

EUCAST : The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FCF : Flow Cell Flush

FCT : Flow Cell Tether

FDA : Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration)
FDC : Sefiderekol

FEC : Sefepim-klavulanik asit

FEP : Sefepim
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FOX : Sefoksitin

FOX /MOX : Aeromonas grubu AmpC enzimleri

gDNA : Genomik DNA

GES : Yeni Gine Genislemis Spektrumlu  Laktamaz Enzimleri
GN : Gentamisin

GSBL : Genislemis spektrumlu B laktamaz

GTDB : Genome Taxonomy Database

IDSA : Amerikan Bulagic1 Hastaliklar Dernegi

IMI-1 : Imipenem hidrolize eden B laktamaz enzimleri-1

IMP : Imipenem hidrolize eden metallo-beta-laktamaz ailesi
IMR : Imipenem-relebaktam

IRT : Inhibitér direngli TEM B laktamazlar

IS : Insersiyon sekanslar1 (Plazmidik mobil genetik elementler)
IYE : Idrar yolu enfeksiyonlari

KA-MHB : Katyon ayarli Mueller-Hinton s1v1 besiyeri

KDT : Kombinasyon Disk Testi

KPC : Klebsiella pneumoniae Karbapenemaz

LIB : Yikleme Boncuklari

LPSN : List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature

MALDI-TOF MS : Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass

Spectrometry
MATE : Multidrug and toxic compound extrusion siiper ailesi
MBL : Metalo-B-laktamazlar
mcer : Mobilize kolistin diren¢ geni (6rnegin mcr-10)
ME : Biiyiik hata (Major Error)
MEM : Meropenem
MEV : Meropenem-vaborbaktam
MFS : Major facilitator siiper ailesi
MHA : Mueller-Hinton Agar
MHB : Mueller-Hinton Broth



MIK : Minimal Inhibitér Konsantrasyonu

MLSA : Multilokus dizi analizi

MLST : Coklu Lokus Dizi Tiplemesi

MRSA : Metisiline direngli Staphylococcus aureus

MSS : Merkezi sinir sistemi

MSSA : Metisilin duyarli Staphylococcus aureus

NA : Natif Adaptor

NDM : Yeni Delhi Metallo-f laktamaz

NMC-A : Non metallo-karbapenemaz-A

NTA : Nazotrakeal Aspirat

OMP : D1 membran proteinleri

OXA : Oksasilinaz (Oxacillinase - Oksasilin, kloksasilin gibi
antibiyotikleri hidrolize eden enzimler)

PACE : Proteobacterial antimicrobial compound efflux ailesi

pAmpC : Plazmid kokenli AmpC B laktamazlar

PBP : Penisilin baglayan proteinler

PBS : Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate Buffered Saline)

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PEG : Perkiitan Endoskopik Gastrostomi

PER : Pseudomonas extended resistance (Pseudomonas izolatlarinda
saptanan GSBL tipi)

PMQR : Plazmid aracili kinolon direng

POCP : Korunmus proteinlerin yiizdesi

PSE : Pseudomonas specific enzyme

QRDR : Kinolon direnci belirleyici bolgeler

RND : Resistance-nodulation-cell-division siiper ailesi

rRNA : Ribozomal RNA (6rnegin 16S rRNA)

SB : Dizileme Tamponu

SBL : Serin B-laktamazlar

SF : Serum Fizyolojik
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SFB : Kisa Par¢a Tamponu

SHV : Siilfidril degisken (Sulthydryl variable) beta-laktamaz

SME : Serratia marcescens enzymes

SMR : Small multidrug resistance stiper ailesi

Spp- : Tiirler (Species)

ST : Sekans tipi / Dizi tipi

subsp. . Alt tiir (Subspecies)

TBA : Teknik belirsizlik alant

TBE : Tris-Borik Asit-EDTA Tamponu

TEM : Temoniera (ilk izole edildigi hastanin adindan gelen beta-
laktamaz ailesi)

TZP : Piperasilin-tazobaktam

VEB : Vietnam extended-spectrum beta-lactamase

VIM : Verona Integron-encoded Metallo-beta-lactamase

VISA : Vankomisin intermediated Staphylococcus aureus

VME : Cok biiylik hata (Very Major Error)

WGS : Tim genom dizileme

YBU : Yogun bakim tnitesi

3GC : Ugiincii nesil sefalosporinler (Third-generation cephalosporins)
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KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDIiLEN NADIiR GORULEN
ENTEROBACTERALES TURLERINDE BETA LAKTAM ANTIBIYOTIK
DIRENCININ FENOTIPiK VE GENOTIPIK KARAKTERIZASYONU

OZET

Amag¢: Bu calismada; klinik 6nemi giderek artan ve gelisen antimikrobiyal direng
nedeniyle ciddi bir halk saglig1 tehdidi olusturan nadir Enterobacterales tiirlerinin, beta-
laktam grubu antibiyotiklere kars1 direng profillerinin saptanmasi ve tespit edilen direng

fenotiplerinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmas: amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Nisan 2023-Eyliil 2025 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji Birimine
gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen toplam 448 adet Enterobacter spp., Citrobacter
spp., Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp. ve Hafnia spp. tirlerini igeren
ESCPM grubu bakteriler dahil edilmistir. Izolatlar MALDI -TOF-MS (Vitek -MS Prime,
bioM¢érieux, Fransa) kullanilarak tanimlanmistir. Otomatize sistem (Vitek 2, bioMérieux,
Fransa) ile 3. kusak sefalosporin direnci saptanan 154 izolat fenotipik ve genotipik testler
icin se¢ilmistir. Kokenlerin antibiyotik duyarliliklar: disk difiizyon testi ile belirlenmistir.
Disk difiizyon testi ile ertapenem direngli olan izolatlarin sivi mikrodiliisyon testi ile
ertapenem, meropenem, seftazidim avibaktam ve aztreonam-avibaktam duyarliliklari
belirlenmistir. Direncli kokenlerde GSBL genlerinden blaCTX-M Grup-1, blaTEM,
blaSHV, AmpC beta laktamaz genlerinden blaACT, blaCMY-2, blaCIT, blaACC, blaDHA,
blaEBC, karbapenemaz genlerinden blaNDM, blaOXA-48, blaKPC, blaIMP, blaVIM
genleri PCR ile amplifiye edilmistir. Direngli izolatlar i¢erisinden segilen 8 izolat igin tiim

genom sekanslama yapilmigtir.

Bulgular: Calismaya kapsaminda incelenen kokenlerin c¢ogu idrar Orneklerinden
(%32,3), erkek (%61,6) ve 18 yas lizeri (%84,9) hastalardan izole edilmistir. MALDI-
TOF MS ile izolatlarin ¢ogunlugu (%42,41) Enterobacter cloacae complex (ECC) olarak
tanimlanmistir. Vitek 2 sonuglarina gore 3.kusak sefalosporin direngli saptanan 154
izolata yapilan disk diflizyon testinde sefepim %353, ertapenem %41, meropenem %21,
seftazidim-avibaktam (CZA) %?25,4, imipenem-relebaktam (IMR) %28,5, meropenem-
vaborbaktam (MEV) %12,5, sefiderekol (FDC) %22,06 direngli bulunmustur. Test edilen

izolatlarda aztreonam-avibaktam (AZA) direnci saptanmamistir. Otomatize sistem ile
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disk difiizyon testi arasindaki uyum degerlendirildiginde (n=154); seftriakson (CRO),
seftazidim (CAZ), sefepim (FEP), ertapenem (ERT) ve meropenem (MEM) i¢in saptanan
cok biiyiik hata (VME) oranlarinin kabul edilebilir sinirlarin disinda kaldigi gortilmiistiir
(%7.37- %23,80). Benzer sekilde, disk difilizyon testi ile sivi mikrodiliisyon testi
arasindaki uyum incelendiginde de (n=63) MEM ve seftazidim-avibaktam (CZA) igin
belirlenen VME oranlar1 kabul edilebilir limitleri agmistir (%8.33- %14.81).GSBL
saptamada kullanilan testler degerlendirildiginde yapilan analizde, kombinasyon disk
testi (KDT) ve ¢ift disk sinerji testi (CDTS) yontemlerinin GSBL saptama performanslari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0,001). KDT ile 80 izolat
(%51,9) GSBL pozitif saptanmigsken CDTS ile 41 izolat (%26,6) pozitif saptanmistir.
Molekiiler yontemlerle GSBL genlerinden en sik blaCTX-M-Grup 1 (%44,8), AmpC beta
laktamaz genlerinden blaCIT (%55,8) ve blaCMY-2 (%46,8), karbapenemaz genlerinden
blaNDM (%14,9) ve blaOXA-48 (%6,5) tespit edilmistir. WGS sonuglara gore E.
hormaechei, S. marcescens ve ozellikle P. rettgeri suslari; karbapenemaz, GSBL ve hatta
kolistin diren¢ geni (mcr-10) barindiran epidemik bir karakterdedir. C. koseri herhangi
bir kazanilmis direng¢ geni tasimayarak tamamen duyarli ve stabil bir profil sergilemistir.
Yogun olarak saptanan insersiyon sekanslari, bu diren¢ genlerinin diger patojenlere hizla

aktarilabilecegini gostermektedir.

Sonug¢: Sonug olarak; Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morganella, Providencia ve
Hafnia tirlerinin sahip oldugu karmagsik direng mekanizmalar1 nedeniyle, bu izolatlarin
dogru tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinde referans testler yontemlerin
kullanilmast biiylik 6nem tagimaktadir. Epidemiyolojik olarak hizla artis gdsteren bu
tirlerin direng profillerinin bolgesel ve ulusal diizeyde yakindan takibi; akilci tedavi
protokollerinin olusturulmasinda ve direng yayiliminin 6nlenmesine yonelik politikalarin

gelistirilmesinde kritik rol oynayacaktir.
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PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF BETA-
LACTAM ANTIBIOTIC RESISTANCE IN RARELY ENCOUNTERED
ENTEROBACTERALES SPECIES ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES

ABSTRACT

Objective: This study aims to investigate the resistance profiles against beta-lactam
antibiotics in rare Enterobacterales species, which pose a severe public health threat
driven by emerging antimicrobial resistance, and to characterize the molecular

mechanisms of the detected resistance phenotypes

Materials and Methods: A total of 448 ESCPM group bacteria, including Enterobacter
spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Morganella spp., Providencia spp., and Hafnia spp.,
isolated from clinical samples sent to the Erciyes University Faculty of Medicine Hospital
Central Laboratory, Bacteriology Unit, between April 2023 and September 2025, were
included in the study. Isolates were identified using MALDI-TOF-MS (Vitek-MS Prime,
bioM¢érieux, France). A total of 154 isolates were identified as having third-generation
cephalosporin resistance by an automated system (Vitek 2, bioMérieux, France) and were
selected for phenotypic and genotypic testing. The antibiotic susceptibilities of the strains
were determined by the disk diffusion test. For isolates found to be ertapenem-resistant
by the disk diffusion test, susceptibilities to ertapenem, meropenem, ceftazidime-
avibactam, and aztreonam-avibactam were determined using the broth microdilution test.
In resistant strains, the ESBL genes blaCTX-MGroup-1, blaTEM, blaSHV, AmpC beta-
lactamase genes blaACT, blaCMY-2, blaCIT, blaACC, blaDHA, blaEBC, and
carbapenemase genes blaNDM, blaOXA-48, blaKPC, blaIMP, blaVIM were amplified by

PCR. Whole-genome sequencing (WGS) was performed on 8 selected resistant isolates.

Results: Most of the strains examined in this study were isolated from urine samples
(32.3%), male patients (61.6%), and patients over 18 years of age (84.9%). The majority
of the isolates (42.41%) were identified as Enterobacter cloacae complex (ECC) by
MALDI-TOF MS. In the disk diffusion test performed on the 154 isolates found to be
third-generation cephalosporin-resistant according to Vitek 2 results, resistance rates
were found as follows: cefepime 53%, ertapenem 41%, meropenem 21%, ceftazidime-
avibactam (CZA) 25.4%, imipenem-relebactam (IMR) 28.5%, meropenem-vaborbactam

(MEV) 12.5%, and cefiderocol (FDC) 22.06%. No aztreonam-avibactam (AZA)
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resistance was detected in the tested isolates. When the categorical agreement between
the automated system and the disk diffusion test was evaluated (n=154), the very major
error (VME) rates detected for ceftriaxone (CRO), ceftazidime (CAZ), cefepime (FEP),
ertapenem (ERT), and meropenem (MEM) remained outside the acceptable limits
(7.37%- 23.80%). Similarly, when the agreement between the disk diffusion test and the
broth microdilution test was analyzed (n=63), VME rates for MEM and CZA also
exceeded the acceptable limits (8.33%-14.81%). Regarding the tests used for ESBL
detection, the analysis revealed a statistically significant difference in ESBL detection
performance between the combination disk test (CDT) and the double-disk synergy test
(DDST) (p <0.001). While 80 isolates (51.9%) were found ESBL-positive by CDT, 41
isolates (26.6%) were detected as positive by DDST. Using molecular methods, the most
frequently detected genes were blaCTX-M Group-1 (44.8%) among ESBL genes; blaCIT
(55.8%) and blaCMY-2 (46.8%) among AmpC beta-lactamase genes; and blaNDM
(14.9%) and blaOXA-48 (6.5%) among carbapenemase genes. According to WGS results,
E. hormaechei, S. marcescens, and particularly P. rettgeri strains exhibited an epidemic
character, harboring carbapenemase, ESBL, and even colistin resistance genes (mcr-10).
Conversely, C. koseri displayed a completely susceptible and stable profile, carrying no
acquired resistance genes. The high detection of insertion sequences indicates that these

resistance genes can be rapidly transferred to other pathogens.

Conclusion: Due to the complex resistance mechanisms of Enterobacter, Citrobacter,
Serratia, Morganella, Providencia, and Hafnia species, accurate identification of these
isolates and the use of reference methods in antibiotic susceptibility testing are of
paramount importance. Close monitoring of the resistance profiles of these rapidly
increasing species at both regional and national levels will play a critical role in
establishing rational treatment protocols and developing policies to prevent the spread of

resistance.

Keywords: AmpC beta-lactamase, ESCPM, ESBL, FEnterobacter, carbapenemase,
antimicrobial resistance, antibiotic, PB-lactam, new generation B-lactam [-lactamase

inhibitors
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1. GIRIS VE AMAC

Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Citrobacter freundii, Providencia
stuartii ve Morganella morganii birlikte ESCPM grubu mikroorganizmalar olarak
adlandirilir. Bu tiirler, idrar yolu enfeksiyonu, gastrointestinal sistem , deri ve yumusak
doku , solunum yolu , kemik , eklem ve merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 gibi ¢ok

cesitli toplum ve saglik hizmetleri kaynakli enfeksiyonlarda rol oynamaktadir.

Gram-negatif bakterilerde B laktam halkasini hidrolize eden ve bdylece ilaci etkisiz hale

getiren fB-laktamazlarin tiretimi, B laktamlara karsi direncin baslica nedenidir [1].

ESCPM grubuna dahil olan tiirlerin tamami, yapilarinda kromozomal olarak kodlanan
AmpC beta-laktamaz enzimini igerir [2]. Diisiikk diizey ekspresyonda, AmpC J-
laktamazlar benzilpenisilin, amoksisilin, ampisilin ve birinci nesil sefalosporinleri
hidrolize eder ancak diger P-laktamlari etkilemez. Bununla birlikte, asir1 iiretim
durumunda, ticlincii nesil sefalosporinler (3GC'ler) de hidrolize edilebilir ve bu da son

care antibiyotiklerin kullanimina yol agabilir[3].

AmpC beta laktamazlara ek olarak bu tiirlerde beta laktam direncine GSBL ve
karbapenemaz iiretimi de neden olmaktadir. Giincel klinik aragtirmalar en ¢cok GSBL ve
karbapenemaz iireten Enterobacterales kaynakli enfeksiyonlara odaklanmaktadir; ¢ilinkii
bu enfeksiyonlar yiiksek 6liim oranlari, geciken etkili tedavi siirecleri, uzayan hastanede

kalis siireleri ve artan saglik maliyetleriyle dogrudan iligkilidir[4, 5]



Calismamizda cesitli enfeksiyonlarla karsimiza ¢ikan ve artan antibiyotik direngleri
nedeniyle toplum sagligini tehdit eden bu tiirlerinin beta-laktam grubu antibiyotiklere
kars1 direng profillerinin saptanmasi ve bu diren¢ fenotiplerinin molekiiler diizeyde
karakterize edilmesi amaglanmistir. Bu sonuglarin, tedavi protokollerinin ve direng
yaytlimii Onlemeye yonelik politikalarin olusturulmasinda 6nemli rol oynayacagi

diistintilmustiir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Enterobacterales Grubu Mikroorganizmalar ve Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae familyasi, bakteri alemine, Gammaproteobacteria smifina ve
Enterobacterales takimima aittir. Enterobacterales takimi, gram negatif, spor
olusturmayan, fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Glikozu fermente ederler, nitrati nitrite

indirgerler, katalaz tiretirler ancak oksidaz liretmezler.

Enterobacteriaceae familyas1 60'tan fazla cins ve 250'den fazla tiir barindirir; bu da onu
giiniimiizde tanimlanmis en taksonomik ¢esitlilige sahip bakteri gruplarindan biri haline
getirir.[6] Klinik Orneklerden en sik izole edilen bakteriyel izolatlardir. Dogada ¢ok
yaygin olan bu organizmalar toprak ve sularda, bitkilerde, insan ve hayvanlarin intestinal

sistemlerinde bulunmaktadirlar[7].

Enterobacterales i¢in baslica rezervuar alt gastrointestinal sistem olmakla birlikte, bu
bakteriler cevrede de yaygin olarak bulunur. Enterobacterales, hemen hemen her organ
sistemde hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli enfeksiyonlara yol agabilir. Bu
organizmalar; sepsis, pndmoni, iiriner sistem ve intraabdominal enfeksiyonlar gibi ¢esitli
klinik tablolara yol acan patojenik bakterilerin yani sira, gida kaynakli pek cok hastaligin
etiyolojisinde yer alan ve tibbi acidan kritik oneme sahip tiirleri kapsamaktadir[8].
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen en yaygin gram negatif patojenlerdir ve
gelismis molekiiler dizileme tekniklerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, klinik izolatlar i¢in

tiir diizeyinde tanimlamanin dogrulugu 6nemli dlgiide artmustir.



2.2.Enterobacterales Grubu Mikroorganizmalarin Simiflandirmasi

1980’li yillarin bagindan 1990’11 yillarin ortalarina kadar bakteriyel taksonomide temel
yaklasim; fenotipik (kiiltiirel, biyokimyasal, serolojik, hiicresel yag asitleri) ve genetik
(DNA-DNA hibridizasyonu, G+C mol%) verilerin kombinasyonundan olusan polifazik
yaklasimdir. 1990’Ii yillarda 16S rRNA dizi analizinin kullanilmaya baslanmasi,
bakteriyel sistematikte bir doniim noktasi teskil etmistir[9]. Ancak, 16S rRNA’nin tiir
diizeyindeki diisiik ayirt edici giicii, ek tekniklerin kullanilmasin1 zorunlu kilmustr.
Giiniimiizde; MALDI-TOF MS, multilokus dizi analizi (MLSA), ortalama niikleotid
benzerligi (ANI), korunmus proteinlerin yiizdesi (POCP), dijital DNA-DNA
Hibridizasyonu (d(DDH) (dDDH) ve tiim genom dizileme (WGS) gibi ileri yontemlerin
gelismesi, ozellikle Enterobacteriaceae tiyelerinin taksonomik siniflandirmasinda sikca

giincellemeler yapilmasina neden olmaktadir [9].

Bakteriyel sistematikteki giincel diizenlemeler kapsaminda Adeolu ve ark. (2016); genom
genelindeki 1548 ¢ekirdek protein, 53 ribozomal protein ve MLSA temelli verileri analiz
ederek Enterobacterales takimi igin yeni bir taksonomik ¢erceve ¢izmislerdir. Bu ¢alisma
sonucunda, takimin ismi Enterobacterales olarak degistirilmis ve filogenetik olarak
ayrisan yedi ana familya tanimlanmistir: Enterobacteriaceae, Erwiniaceae,
Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae ve Budviciaceae .[10]
Taksonomik revizyonlar devam etmekte olup, 2024 yilinda Gallaecimonadaceae

familyasinin eklenmesiyle bu taksonun kapsami daha da genislemistir[11].

Gilinlimiizde prokaryotlar i¢in dinamik ve giincel taksonomik verilere, dijital referans
kaynaklar1 olan List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) ve
Genome Taxonomy Database (GTDB) aracilifiyla erisim saglanmaktadir. Ozellikle
Enterobacterales takimi gibi sik yenilenen gruplarin taksonomik durumlari, bu veri
tabanlar1 lizerinden gercek zamanli olarak izlenebilmektedir. Enterobacterales takimi

igerisinde yer alan klinik 6neme sahip bakteriler Tablo 1.’de sunulmustur.



Tablo 1. Enterobacterales takiminda yer alan klinik 6neme sahip bakteriler (Mahon &

Lehman, 2022)

Familya

Tiir

Cins

Enterobacteriaceae

Citrobacter

. freundii complex
koseri
. amalonaticus

Cronobacter

. sakazakii
malonaticus
farmeri

Enterobacter

. cloacae complex

Escherichia

coli
albertii
fergusonii

Klebsiella

. pneumoniae subsp. pneumoniae

. pneumoniae subsp. ozanenae
pneumoniae subsp. rhinoscleromatis
. aerogenes

variicola

Raoultella

. ornithinolytica

Salmonella

enterica
bongori

Shigella

. dysenteriae
flexneri
boydii
sonnei

Erwiniaceae

Pantoea

O QPOOPODDRAARANMMMMOOOIOOO

. agglomerans

Hafniaceae

Hafnia

Edwardsiella

H. alvei
E. tarda
E. hoshina

Morganellaceae

Morganella

M. morganii

Proteus

. mirabilis

. vulgaris

. penneri

. alcalifaciens

Providencia

. stuartii
. rettgeri

Yersiniaceae

Serratia

. marcescens
. liquefaciens
. rubidaea

. fonticola

. odorifera

. plymuthica
. pestis

Yersinia

<I<OVWLLWLWWTVTTUTUVTTUTTUVTTO

. enterocolitica

Y. pseudotuberculosis
Y. frederiksenii

Y. kristensenii

Y. intermedia




2.3. Nadir Goriilen Enterobacterales Tiirleri
2.3.1.Enterobacter Tiirleri

Enterobacteriaceae tfamilyasinin bir iiyesi olan Enterobacter cinsi; yaklasik 2 pm
uzunlugunda, peritris kamgilara (flagella) sahip, hareketli, fakiiltatif anaerob ve gram-
negatif basil morfolojisindeki bakterileri igermektedir[12]. Enterobacter cinsi, toprak ve
su dahil olmak tizere oldukga genis bir ¢cevresel dagilim sergileyen mikroorganizmalardan
olusmaktadir. Insan ve hayvan bagirsak mikrobiyotasinin dogal komensal iiyeleri
olmalarina karsin, cins igerisindeki belirli tiir ve alt gruplar, giinlimiizde hastane kaynakli
enfeksiyonlar ve salginlarla iliskilendirilen 6nemli firsat¢i patojenler haline gelmistir[13].
Enterobacter tiirleri, direngli hastane enfeksiyonlarinin baslica nedeni olarak tanimlanan
ESKAPE grubunun (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri)
birer iiyesidir[14]. Enterobacter cinsi ilk olarak 1960 yilinda Hormaeche ve Edwards
tarafindan tanimlanmistir [7]. ve son 50 yilda Onemli taksonomik degisikliklere
ugramistir. Giinlimiize kadar Enterobacter cinsi igerisinde 22 tiir tanimlanmistir: E.
aerogenes, E. amnigenus, E. arachidis, E. asburiae, E. cancerogenus, E. cloacae, E.
cowanii, E. dissolvans, E. gergoviae, E. helveticus, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii,
E. mori, E. nimipressuralis, E. oryzae, E. pulveris, E. pyrinus, E. radicincitans, E. soli,
E. taylorae ve E. turicensis. Bu taksonlar arasinda; E. cloacae, E. asburiae, E.
hormaechei, E. kobei, E. ludwigii, E. mori ve E. nimipressuralis olmak iizere yedi tiir,
"Enterobacter cloacae complex" (ECC) altinda gruplandirilmaktadir. S6z konusu
siniflandirma, tam genom DNA-DNA hibridizasyonu (DDH) sonucunda saptanan
fenotipik ve 6zellikle genotipik benzerliklere dayanmaktadir. Bu baglamda E. cloacae,
grubun diger alti {yesiyle genomik diizeyde en az %60 oraninda benzerlik
sergilemektedir[15]. Enterobacter cloacae, diinya c¢apinda saglik kurumlarinda ciddi
tehdit olusturan bir nazokomiyal patojen olarak 6ne ¢ikmaktadir. E. cloacae; hastane
kaynakli sepsis ve pndmoni vakalarinin %5’inden, idrar yolu enfeksiyonlarinin %4’iinden
ve cerrahi sonrasi gelisen peritonit olgularinin %10’undan sorumlu tutulmaktadir [16]. E.
aerogenes, E. cloacae ve E. hormaechei , antimikrobiyal ajanlara direncleri ve firsatg1
ozellikleri nedeniyle, 6zellikle yogun bakim iinitelerindeki bagisiklik sistemi baskilanmig

hastalarda klinik enfeksiyonlarda en sik bulunan ve tanimlanan tiirlerdir [17].



Hastane ortamina adaptasyon yetenekleri ve mobil genetik elemanlar araciligiyla
direng/viriilans genlerini edinebilme kapasiteleri, bu patojenlerin ¢oklu ilaca direng (CID)
fenotipiyle sikca iliskilendirilmesine neden olmaktadir. Ozellikle konstitiitif AmpC B
laktamaz ekspresyonu; ampisilin, amoksisilin, birinci kusak sefalosporinler ve sefoksitine
kars1 dogal bir direng mekanizmasi teskil etmektedir. Bu direng profiline eklenen GSBL
tiretimi, tedavi siirecinde karsilasilan zorluklarin temel kaynagini olusturmaktadir
[18].Enterobacter tiirleri yapisal AmpC [ laktamaz iiretimine bagli olarak
aminopenisilinlere, amoksisilin-klavulonata, birinci kusak sefalosporinler ve sefoksitine
direclidir. Bu bakterilerde genislemis spektrumlu B laktamaz (GSBL) iiretimi de rapor
edilmekte ve tedavi basarisizigima neden olmaktadir [19]. Ugiincii kusak
sefalosporinlerin ve monobaktamlarin kullanimi AmpC [ laktamazlarin in-vivo tiretimini
tetikleyerek tedavide kullanilan pek cok B laktam antibiyotige karsi direng gelisimine
neden olabilir. Cogunlukla 3.kusak sefalosporinler, penisilinler ve kinolonlara karsi
direng gozlenen Enterobacter tiirleri DSO’niin yeni antimikrobiyallere ihtiya¢ duyulan
oncelikli patojenler listesinde yer almaktadir[20]. Enterobacter spp. izolatlarinda 2000°1i
yillarin baslarindan beri karbapenem direnci de 6nemli bir sorun haline gelmektedir.
Karbapenem direncinin gelismesinde en sik goriilen mekanizma karbapenemaz

uretimidir.

AmpC [ laktamaz iireten suglarda sefepim ve sefpirom gibi 4. Kusak sefalosporinlerin
etkili oldugu goriilmektedir. Enterobacter spp. ’ye bagl kan dolagimi enfeksiyonlarinda
piperasilin-tazobaktam kombinasyonunun etkili bir se¢enek oldugu gozlemlenmistir[12].
Karbapenem direncli Enterobacter enfeksiyonlarinda kullanilabilecek sinirli sayida ajan
bulunmaktadir. Kolistin bu ilaglar arasinda yer almaktadir. Yeni siderofor sefalosporin
olan sefiderekol bu bakterilere kars1 iyi sonuglar sergilemektedir[21]. Yeni nesil  laktam-
B laktamaz kombinasyonlarindan olan sefepim-zidebaktam, sefepim-tazobaktam,
seftalozan-tazobaktam, seftazidim-avibaktam da bu tiirlere kars1 yiiksek antibakteriyel
etki gostermektedir.[12, 21]. Ancak antimikrobiyal diren¢ gelisimini 6nlemek ic¢in bu

ilaglarin ilk segenek olarak kullanilmamasi 6nerilmektedir.[12].



2.3.2.Citrobacter Tiirleri

Citrobacter tiirleri Enterobacterales takiminda yer alan gram negatif spor olusturmayan
fakiiltatif anaerobik basillerdir. Anaerobik ortamda gliserolii trimetilen glikole metabolize
edebilen suslar ilk olarak Braak (1928) tarafindan tanimlanmis ve gliserol
fermantasyonunun bu yan {irliniinii 1881'de kesfeden Freund'a atfen "Bacterium freundii"
seklinde isimlendirilmigtir. S0z konusu suslarin  glinlimiizdeki taksonomik
siniflandirmasinin temelini olusturan Citrobacter cinsi ise 1932 yilinda Werkman ve
Gillen tarafindan literatiire kazandirilmistir[22, 23].Bu tiirler adindan da anlasildig gibi
sitrat1 karbon kaynagi olarak kullanmakta ve karbonhidratlarin fermantasyonunda asit ve
gaz olusturmaktadirlar. Citrobacter tiirleri; toprak, kanalizasyon camuru ve gidalarin yani
sira insan ile hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinda yaygin olarak bulunmaktadir[24].
Bu cins, ozellikle idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), kan dolasimi enfeksiyonlari,
intraabdominal sepsis, beyin apseleri, pndmoni ve menenjit ile yenidogan sepsisi, eklem
enfeksiyonlari veya yaygin bakteriyemi gibi diger neonatal enfeksiyonlarla siklikla
iligkilendirilen, firsat¢1 bir nazokomiyal patojen olarak kabul edilmektedir[25]. DNA
homolojisine dayal1 olarak giiniimiize dek toplam 19 Citrobacter genom tiiriiniin varlig

rapor edilmistir (Tablo 2).[23, 26].

Tablo 2.Citrobacter Tiirleri

SAYI TUR

1 C. amalonaticus
2 C. arsenatis

3 C. bitternis

4 C. braakii

5 C. cronae

6 C. europaeus

7 C. farmeri

8 C. freundii

9 C. gillenii

10 C. koseri

11 C. murliniae

12 C. pasteurii

13 C. portucalensis
14 C.sedlakii

15 C.rodentium

16 C.telavivensis
17 C.tructae

18 C.wermanii

19 C.younga




Citrobacter tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu C.koseri ve C.freundii tiirleri
ile iliskilidir. C. freundii ve C. koseri, ¢ogunlukla idrar yolu enfeksiyonlarinin yani sira
cerrahi yaralar, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve gastrointestinal enfeksiyonlardan siklikla
izole edilmektedir[27]. C. koseri, yasamin ilk iki ayinda MSS'ye 6nemli bir egilim
gosterirken, siklikla menenjit ve beyin apseleri, beyin yapisikliklari, ensefalit ve
pnomosefalite de neden olmaktadir[28]. Citrobacter spp. kaynakli bakteriyemi, hastane
kaynakli veya toplum kokenli olabilir. Ayrica, Citrobacter spp. kaynakli enfeksiyonlar
genellikle polimikrobiyal bakteriyemi ile iliskilidir[29]. Citrobacter enfeksiyonlarinin
tedavisinde  sefalosporinler, monobaktamlar, aminoglikozidler, siilfonamidler,
nitrofurantoin,  kloramfenikol, kinolonlar, karbapenemler ve kolistin  gibi
antimikrobiyaller kullanilabilmektedir. [30]. Son yillarda Citrobacter tiirleri, dzellikle de
Citrobacter freundii, farkl1 klinik tablolara yol agmanin yani sira ¢esitli antimikrobiyal
ajanlara kars1 artan oranlarda direng gelistirmektedir[31]. C. freundii; basta amoksisilin,
amoksisilin-klavulanat, ampisilin ile birinci ve ikinci kusak sefalosporinler olmak iizere
birgok B-laktam antibiyotige kars1 Citrobacter koseri'ye kiyasla dogal veya edinsel olarak
daha direngli bir profili sergilemektedir. Bu dogrultuda, ¢coklu direng gosteren Citrobacter
izolatlarinin ~ klinik  Orneklerdeki saptanma sikligi diinya genelinde giderek
yiikselmektedir[32]. Bir¢ok uluslararas1 siirveyans programinda CID Citrobacter
tiirlerinin AmpC B laktamaz, GSBL ve karbapenemaz {irettigi rapor edilmistir.[30].
Literatiirde, farkli kaynaklardan ve cografi bolgelerden izole edilen Citrobacter
tiirlerinde, 6zellikle de C. freundii suslarinda, kinolon direnci belirleyici bdlgelerde
(QRDR) mutasyonlar oldugunu bildiren bir¢ok calisma mevcuttur.[33, 34]. Coklu ilag
direnci gosteren Citrobacter suslari, ampirik antibiyotik seceneklerini ciddi sekilde
sinirlandirmaktadir. Son yillarda yapilan cesitli ¢alismalarda, Citrobacter tiirlerinin
meropenem, imipenem, kolistin, tigesiklin, piperasilin-tazobaktam ve sefoperazon-
sulbaktama kargs1 yiiksek duyarhilik gosterdigi saptanmistir[35, 36]. Bu dogrultuda s6z
konusu ajanlar, Citrobacter enfeksiyonlariin tedavisinde oncelikli segenekler arasinda
degerlendirilebilir. Alternatif tedavi arayislari kapsaminda yiiriitiilen in vitro ¢aligmalar,
giimiis nanopartikiillerinin de Citrobacter enfeksiyonlarina kars1 terapotik bir potansiyel
tasidigin1 ortaya koymustur[37]. Benzer sekilde, yakin tarihli bir arastirmada, C.

amalonaticus suslarma karst uygulanan faj-antibiyotik kombinasyonunda, subletal



konsantrasyondaki fajlarin  etkili birer adjuvan olarak gbrev yapabilecegi

gosterilmistir[38].
2.3.3.Serratia Tiirleri

Serratia cinsi, Enterobacterales takimina ait, fakiiltatif anaerobik Gram-negatif basil
tiiriidiir. Su ana kadar bu cins i¢inde 23 tiir tanimlanmistir; bunlardan altisi, S. marcescens,
S. plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea, S. odorifera ve S. fonticola insan
enfeksiyonlariyla iliskilendirilmistir. Bunlar arasinda S. marcescens en sik izole edilen
tirdiir. Serratia marcescens; mercanlar, bocekler, nematodlar ve bitkilerden memelilere
kadar uzanan genislikte bir konak¢1 spektrumunu enfekte edebilme yetenegiyle cok
yonlii ve yiiksek adaptasyon kapasitesine sahip bir patojen olarak dne ¢ikmaktadir[39].
Bartolomeo Bizio tarafindan 1819 yilinda tanimlanan ve uzun siire nonpatojen
mikroorganizma olarak degerlendirilen Serratia marcescens'in zamanla firsatci
enfeksiyonlara yol agtig1 ortaya konulmustur[40]. S. marcescens, S. Plymuthica ve S.
rubidaea 'min birgok 6rnegi kirmizi pigmentlidir (Sekil 1). Serratia marcescens'in kirmizi
pigmenti en sik ¢evresel izolatlarda goriiliir. Hastanelerden izole edilen suslar genellikle
kirmiz1 pigmentli degildir. 35-37°C’de iyi lrerler. Serratia tiirleri idrar yolu, solunum
sistemi, kan dolagimi sistemi ayni zamanda saglik hizmeti iligkili enfeksiyonlara neden
olabilen patojenlerdir[41]. Bu bakteri grubunun intravendz, intraperitoneal ve iiriner
kateterler ile bazi antiseptik soliisyonlarinda kolonizasyonu sonucu gelisen hastane
enfeksiyonlari tipiktir. Yapilan ¢aligmalarda hastane personeli tarafindan elden ele yatay
bulas sonucu salginlar goriilebilecegi bildirilmistir[42, 43]. Serratia tiirleri agirlikli olarak
cesitli glikolipidler ve lipopeptidler iiretir. Bu bilesiklerin antibakteriyel, antifungal ve
antiprotozoal etkinlik gosterdigi bildirilmistir [44].Ayrica, Serratia tiirleri tarafindan
tiretilen glikolipidler, bakteri ve mantar suslarina kars1 biyofilm bozucu ve antiadhezyonel
aktivite gosterir[45]. Bu nedenle Serratia tiirleri tarafindan iiretilen glikolipidler ve

lipopeptitler, potansiyel biyomedikal ve terapotik uygulamalar: nedeniyle ilgi ¢ekicidir.
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Serratia tiirleri %5 koyun kanli agar, mac conkey agar, c¢ikolata agar gibi standart
besiyerlerinde kolaylikla tirerler.30-37°C’de bir gecelik inkiibasyon sonras1 2mm ¢apinda
koloniler olustururlar. Glukozu fermente ederler, oksidaz testleri negatiftir. Genellikle
nitrati nitrite indirgerler ve Voges-Proskauer testi pozitiftir.[40]. Kiiltlir disinda 16S rRNA
sekanslamasi gibi molekiiler yontemler, otomatize bakteriyel sistemler ve MALDI-TOF

[le de Serratia tiirleri tanimlanabilmektedir.

Sekil 1.S. marcescens’in kirmiz1 pigmentli lireyen koloni goriiniimii

Serratia tiirleri B laktam antibiyotiklere kars1 dirence neden olan 3 laktamaz iiretebilir.
Karbapenem direnci de gosterebilirler. Bu mekanizmadan asirt AmpC f laktamaz tiretimi,
KPC, SME, IMP, VIM gibi karbapenemaz tiretimi sorumlu tutulmaktadir. Aminoglikozid
direnci, metil transferazlar tarafindan saglanan 16S rRNA'nin transkripsiyon sonrasi

metilasyonu ile iligkilidir.[46].

S.marcescens enfeksiyonlarimin klinik yonetimi ampisilin, birinci ve ikinci kusak
sefalosporinler, makrolidler, kolistin ve katyonik antimikrobiyal peptitler gibi farkli sinif
antibiyotiklere karst olan dogal direnci nedeniyle zorluk yaratmaktadir.[39].
S.marcescens enfeksiyonlar1 genellikle sefepim, tigesiklin, kolistin veya karbapenemlerle
tedavi edilir. Dordiincti kusak sefalosporinler, tigiincii kusak sefalosporinlere direncin

belirgin oldugu durumlarda iyi tedavi seg¢enekleridir AmpC kromozomal b-laktamaz
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ireten suslara karsi aktiftirler ve ESBL pozitif izolatlarin tedavisinde de etkilidirler[47].
Ek olarak aminoglikozidler de tedavide kullanilmaktadir. Trimetoprim-siilfametoksazol
(kotrimoksazol), 6zellikle idrar yolu enfeksiyonlar1 i¢in en etkili olanidir. Literatiire gore,

amikasin gentamisine direngli S. marcescens'e karsi etkilidir.[48].
2.3.4.Morganella Tiirleri

Gram negatif fakiiltatif anaerobik basil olan Morganella, Enterobacteriaceae
familyasinin Proteeae grubunun Morganellaceace ailesine aittir. Morganella morganii
Morganella’nin tanimlanmis tek tiiriidiir ve morganii ve simonii olmak {lizere iki alt tiirii
vardir[49]. Laktoz ve maltoz fermentasyonu yapmayan, spor olusturmayan, iircaz ve
fenialalanin deaminaz enzimlerine sahip bir bakteri tiiriidiir. Triptofanaz enzimi ile
triptofandan in dol olusturur Kanli agar besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibasyondan
sonra.2-3mm c¢aplt gri renkli koloniler olusturur. Mac conkey ve Eozin Metilen
Blue(EMB) besiyerinde laktoz negatif koloniler meydana getirir[7]. Metil kirmizisi
reaksiyonu pozitif, Voges-Proskauer reaksiyonu ve sitrat testi negatiftir. U¢ sekerli
demirli besiyerinde dipte asidik, iist kisimda ise alkali reaksiyon olusturur. H-S tiretmez.

Proteus tiirlerinin aksine jelatini hidrolize etmez.[49, 50].

M. morganii, insanlarda, hayvanlarda ve ¢evrede yaygin olarak bulunur. Solunum yolu ,
idrar yolu ve yara enfeksiyonlarinda firsatci bir patojen olarak rol oynayan bu organizma;
Ozellikle yenidoganlar, cerrahi miidahale gecirmis bireyler ve diyabetik hastalar gibi
hassas popiilasyonlarda ciddi klinik tablolara yol agmasinin yani sira, yiiksek hastane
kaynakli insidanst ve kan dolasimi enfeksiyonlarindaki belirgin mortalite oranlar
nedeniyle kiiresel Olgekte yiiksek riskli bir halk sagligi tehdidi olusturmaktadir.[51].
Literatiirde deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, hepatobiliyer sistem enfesiyonlari,
iiriner sistem enfeksiyonlari, menenjit, septik artrit, otitis media, perikardit, nekrotizan

fasit gibi enfeksiyonlara da neden oldugu bildirilmistir.[49, 50, 52].

M. morganii kromozomal olarak kodlanmigs AmpC [ laktamaz genlerini iceren gruba
aittir. Enterobacterales (Morganella dahil) kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi siklikla -
laktamlar kullanir ve karbapenemler yaygin bir tercihtir. Bununla birlikte, 6zellikle NDM
benzeri ve KPC benzeri enzimler iireten karbapenem direngli Enterobacterales'in ortaya

cikmast onemli bir endise kaynagi haline gelmistir[53]. Yaymlanmis veriler, bu tiirde
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genis spektrumlu beta-laktamazlarin, karbapenemazlarin ve plazmit aracili kinolon
direncinin  artan varligim1 gostermistir ki bu da antibiyotik se¢imini daha da
karmasiklastirmaktadir[54]. M. morganii tarafindan tasinan saptanabilir antimikrobiyal
direng genlerine ornek olarak B-laktamazlar (bla DHA-1, blaNDM-1, blaOXA-48 ve
blaTEM-1), aminoglikozitler (aphA6, aadA2vermtB), makrolidler ERY ( ered2, mph(A)),
tetrasiklin (tet(4), tet(D)), trimetoprim (dfrA1, dfrA19) ve florokinolonlar (gyr4, gyrB,
parC) ornek verilebilir. [55-57]

M. morganii, ampisilin, amoksisilin, amoksisilin klavulonik asit, ampisilin siilbaktam,
sefazolin, sefalotin, sefadroksil, sefaleksin, tetrasiklinler, polimiksin B, kolistin ve
nitrofurantoine dogal olarak direnclidir.[58]. Patojenin birden fazla antimikrobiyal ajana
karsi i¢sel ve edinilmis direng gelistirme yetenegi nedeniyle tedavide kullanilacak uygun

antibiyotik se¢imi ¢ok dnemlidir[59].
2.3.5.Providencia Tiirleri

Providencia cinsi; fakiiltatif anaerobik, gram-negatif basil morfolojisine sahip bakterileri
icermektedir. Baglangicta Enterobacteriaceae ailesi iginde simiflandirilan bu cins,
Enterobacterales takimi diizeyinde yapilan giincel taksonomik diizenlemelerin ardindan
Morganellaceae ailesine dahil edilmistir. Providencia cinsi taksonomik olarak gecerli
kilinmis 15 tiirden olusmaktadir. Bu tiirler; P stuartii, P. manganoxydans, P.
burhodogranariea, P. sneebia, P. rettgeri, P. huaxiensis, P. vermicola, P. alcalifaciens, P.
heimbachae, P. rustigianii, P. huashanensis, P. thailandensis, P xianensis, P.
zhijiangensis ve P. hangzhouensis olarak siniflandirilmaktadir.[60]. Providencia cinsi
tiyeleri; su, toprak ve cesitli hayvan konaklar1 dahil olmak tizere dogada yaygin olarak
bulunan firsat¢1 patojenlerdir. Bu mikroorganizmalar insanlarda; diyare, gida kaynakl
hastaliklar, tiriner sistem enfeksiyonlar1 ve bakteriyemi/sepsis gibi genis bir klinik

yelpazedeki enfeksiyonlardan izole edilmektedir[61].

Providencia tirleri hareketli, gram negatif, kapsiilsiiz, spor olusturmayan, laktoz ve
maltozu fermente etmeyen basillerdir. Fenialanin deaminaz enzimi ile fenialanini fenil
piirivik aside doniistiiriirler. Lizin dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz ve arjinin

dihidrolaz testleri negatiftir. Mannoz ve inositolden gaz olustururlar. Sitrati tek karbon
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kaynagi olarak kullanirlar. Bu tiirler igerisinde P stuartii ve P. rettegeri iireaz

pozitiftir.[50, 62].

Providencia tirleri igerisinde enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen tiirler P. stuartii
ve Prettegeri’dir. Ozellikle uzun siireli idrar kateteri tasiyan yash bireylerde, kateterle
iligkili idrar yolu enfeksiyonlarinin gelisiminde P. rettgeri ve P. stuartii siklikla sorumlu
tutulmaktadir. Providencia tiirleri rutin olarak iiriner sistem enfeksiyonlarina veya kan
dolasim1 enfeksiyonlarina neden olmasa da altta yatan ciddi predispozan faktorleri olan
yash hastalarda, bu tiirlere bagl gelisen bakteriyemi olgularinin genel mortalite orani
yiiksek olabilmektedir.[63, 64]. Ureaz pozitif bir tiir olan P. stuartiinin bu enzimatik
aktivitesi, iirolitiyazis patogenezine katkida bulunan temel faktdrler arasindadir. Ozellikle
P stuartii ve Proteus mirabilis ko-enfeksiyonu siirecinde ortaya cikan sinerjik {ireaz
indiiksiyonu, klinik olarak hem firolitiyazis hem de bakteriyemi insidansinin artmasinda
patofizyolojik bir mekanizma olarak rol oynamaktadir.[64]. Kalict iiriner kateterizasyonu
olan olgularda kateter ve drenaj sisteminin mor renk almasi esasina dayanan mor idrar
torbas1 sendromunun etiyopatogenezinde, yiiksek siilfataz ve fosfataz aktiviteleri
nedeniyle P stuartii ve P. rettgeri suslari primer izolatlar olarak karsimiza
¢ikmaktadir.[65]. Su ve toprak gibi ¢cevresel kaynaklardan da izole edilebilen Providencia
rettgeri; Uriner sistem enfeksiyonlari, gastroenterit, yara enfeksiyonlart ve
sepsis/bakteriyemi tablolariyla iligkilendirilmistir. Bu tiir, 6zellikle immiin sistemi
baskilanmis bireylerde yliksek enfeksiyon riski tagimakta ve yanik hastalarinda sekonder

enfeksiyon etkeni olarak siklikla karsimiza ¢ikmaktadir.[66].

Providencia tirleri EMB ve Mac Conkey besiyerlerinde laktoz negatif koloniler
olustururlar. Hareket testi pozitiftir. IMVIC reaksiyonu ++-+ dir. Ug sekerli demirli
besiyerinde dip kisimda asit, yatik kisimda alkali reaksiyon olustururlar. H-S
olusturmazlar. Jelatini hidroliz etmezler. P. rettegeri adonitol ve arabitol fermantasyonu
yapmasiyla P. stuartii’ den ayrilir. P.stuartii trehalozu fermente eder, Prettegeri fermente

etmez.[50].

Providencia tiirleri ampisilin, amoksisilin kalavulonik asit, ampisilin siilbaktam, sefalotin
sefaleksin, sefazolin, sefadroksil, tetrasiklin, polimiksin B, kolistin, nitrofurantoine
intrinsik direnglidirler.[58]. Providencia suslari, birinci kusak ve genis spektrumlu

penisilinler ile sefalosporinleri hidrolize etme yetenegine sahip, kromozomal olarak
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indiiklenebilir beta laktamazlar tiretebilmektedir [67]. Bu direng potansiyeli nedeniyle,
klinik Providencia izolatlarimin antimikrobiyal duyarlilik profillerinin yakindan
izlenmesi ve fenotipik direnci ortaya koyacak spesifik dogrulama testlerinin uygulanmasi

bliyiik 6nem tagimaktadir.
2.3.6.Hafnia Tiirleri

Hafnia tiirleri, hareketli, fakiiltatif anaerob, oksidaz negatif, spor olusturmayan, gram
negatif basilleri icermektedir. Daha Onceleri Enterobacter hafnia olarak tanimlanan
Hafnia alvei, Hafnia igerisindeki tek tiirdiir. Gastrointestinal sistemlerde firsat¢i patojen
olarak bulunabilen Hafnia alvei’de O ve H antijenlerine gore 8 adet serovar saptanmistir
ve bakteriye has bakteriyofajlar bulunmustur. Hafnia, genellikle orofaringeal
orneklerden, gastrointestinal sistemden, daha az siklikla kandan ve doku, idrar ve
kateterler de dahil olmak iizere ¢esitli diger anatomik bolgelerden elde edilir [68]. Cesitli
klinik enfeksiyonlar ile iliskilendirilen H. alvei’nin neden oldugu sepsis, menenjit,
endokardit, pnomoni, endoftalmit, {riner sistem infeksiyonu, diyare, nekrotizan

enterokolit, postoperatif yara infeksiyonlar1 bildirilmistir[69].

Hafnia, %2 ila %5 NaCl iceren ortamlarda, 4,9 ila 8,25 pH araliginda ve 4°C ila 44°C
sicaklik araliginda iirer. Uremesi i¢in optimum sicakligin 35°C oldugu bildirilmistir.
Hafnia suslarinin neredeyse tamami1 MacConkey, Hektoen enterik, eozin-metilen mavisi
ve ksiloz-lizin-deoksikolat agarlarinda iirer. Tipik olarak 2 ila 3 mm ¢apinda, diizgiin
kenarli, bliyiik, piiriizsiiz, saydam koloniler olarak goriiniirler. Laktoz, siikroz ve H»S

negatif negatiftir.[ 70, 71].
2.4.p Laktam Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakterisidal veya bakteriyostatik 6zelliklere sahip, mikroorganizma tiirleri
tarafindan iiretilen kimyasal maddeler olarak tanimlanir. Beta laktam grubu antibiyotikler,
kimyasal yapisinda ortak beta-laktam halkas1 (Sekil 2) tasiyan, hiicre duvar1 sentezini

inhibe ederek antibakteriyel etki gdsteren genis bir antibiyotik grubudur.[72].
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Sekil 2. Beta Laktam Halka Yapisi

Beta laktam grubu antibiyotikler gliniimiizde en yaygin olarak kullanilan antibiyotik
sinifidir. Tk 1920’lerde Alexander Fleming tarafindan benzilpenisilinin bulunmasindan
bu yana bir¢ok yeni penisilin tiirevi, sefalosporinler, monobaktam ve karbapenemler
olmak {izere bircok beta laktam antibiyotik gruplart gelistirilmistir (sekil 3)[72].
Peptidodlikan, bakteri duvarinda mekanik stabiliteyi olusturan yapi olup hem gram
pozitif hem gram negatif bakteri duvarinin ana bilesenidir. Beta laktamlar peptidoglikan
sentezinin son basamaginda penisilin baglayan proteinlere(PBP) baglanarak capraz

peptidizasyonu inhibe ederek etki gosterirler [73].

Timeline of B-Lactam antibiotics
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Sekil 3. Beta Laktam Antibiyotiklerin Zaman Cizelgesi[72]

2.5. Beta Laktam Antibiyotik Gruplan

Beta laktamlarin siniflandirilmast  laktam halka grubuna eklenerek ek aktiviteyi
olusturan ¢esitli iinitelerin kimyasal yapisina gore yapilmaktadir. Buna gore; Beta-laktam
antibiyotikleri; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler olmak
tizere 4 grupta smiflandirilirlar.[73]. Bu smiflandirma, B-laktam farmakofor birimine
fiizyonlanmis ve diizlemsel olmayan bisiklik bir iskelet olusturan halkanin kimyasal

yapisina baglidir. Penisilin antibiyotiklerinde -laktam sistemi, bes tiyeli kiikiirt iceren bir
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halkaya baglanarak penam iskeletini olusturur. Sefalosporinlerde, alt1 tiyeli kiikiirt iceren
bir halka B-laktama baglanarak sefem iskeletini olusturur. Karbapenemlerde B-laktam
birimi sirasiyla bir siklopenten ve 2,3-dihidrotiofen halkalarina baglanir. Monobaktam

antibiyotiklerinde ise B-laktam sistemine higbir halka baglanmaz.[74]
2.5.1.Penisilinler

B-laktam antibiyotiklerin ilk prototipi, 1928 yilinda A. Fleming tarafindan kesfedilen
Penisilin G’dir. Penicillium chrysogenum kiiltiiriine fenoksiasetik asit eklenerek
benzilpenisilin elde edilmistir. Onun oksa-homologu ise Penisilin V ‘dir.[75]. B-
laktamazlar tarafindan kolayca hidrolize olurlar ve sulu asidik ortamdaki kimyasal

kararliliklarina gore farklilik gosterirler[76].

Penisilinler, beta-laktam halkasinin amino grubunun iizerinde bulunan yan zincirde
olusan degisikliklerle birbirlerinden ayrilirlar. Yan zincirde olusan bu degisiklikler ilacin
antibakteriyel 0Ozelliklerini degistirebilir .Penisilinler kendi igerisinde 7 tiire
ayrilirlar[77];dogal penisilinler, penisilinaza dayanikli penisilinler, aminopenisilinler,
antipseudomonal penisilinler, genis spektrumlu pseudomonaslara etkili penisilinler,

amdinopenisilinler, Beta-laktam inhibitorlii kombine penisilinler.

2.5.1.1.Dogal penisilinler: Prokain penisilin G, Penisilin G, Benzatin penisilin G,

Kristalize penisilin G, Penisilin V (Fenoksi metil penisilin).

Kliniklerde kullanimina baslatilan ilk ilag dogal penisilinlerdir. Penisiline duyarl
Streptococcus pneumoniae enfeksiyonlar1 ve menenjit, Streptokokal farenjit, endokardit,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, Neisseria meningitidis enfeksiyonlar ve frengi gibi

enfeksiyon etkeni olan gram negatif ve gram pozitif bakterilere etkilidir.[73].

2.5.1.2.Penisilinaza Dayamikh Penisilinler: Oksasilin, Metisilin, Dikloksasilin,

Nafsilin, Izaksazolil penisilin, Kloksasilin, Flukloksasilin.

Gram pozitif organizmalara kars1 etkinlige sahiptirler. Klinikte metisilin duyarli S. aureus
tedavisinde kullanilirlar.[78, 79]. PnG direngli S. aureus’ a kars1 etkili ilk semi sentetik
penisilin metisilindir. Neisseria spp. ve H. influenzae disindaki gram negatiflere

etkisizdir. S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes ve S. pneumoniae karsi etkilidir.
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PBP‘deki degisimlerden dolay1 baz1 S. aureus ve S. epidermidis suslarinda metisilin

direnci meydana gelmistir.[80].

2.5.1.3. Aminopenisilinler: Siklasilin, Ampisilin, Amoksisilin, Bakampisilin, Episilin,

Pivampisilin.

Bu antibiyotikler gram pozitif, gram negatiflere etkilidirler ve yaygin olarak beta

laktamaz inhibitorleri ile (amoxicillin/clavulanate, ampicillin-sulbactam) kullanilirlar.

Semi sentetik penisilin olan ampisilin (alfa-amino-benzilpenisilin) 1961 yilinda
kullanima girmistir. Primer amin gruplar1 ampisilinin hidrofilik 6zelliginin artmasini
saglamig ve bu durum gram nagatif dis membranindaki porinlerden diffiize olmasina izin
vermistir.[81, 82]. Ampisilin genis bir etki spektrumuna sahiptir. Beta laktamaz
tiretmeyen gram pozitiflere ve N. gonorrhoeae, N. meningitidis, H. influenzae, T.
pallidum, Leptospira spp., E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. ve Proteus mirabilis
gibi gram negatif bakterilere etkilidir.

Amoxisilin 1964 yilinda kullanima girmistir. Antimikrobiyal etki spektrumu ampisilinle

aynidir. Fakat Shigella spp. ‘ye kars1 daha az etkinligi vardir.[83].

2.5.1.4.Genislemis Spektrumlu Penisilinler: Genislemis spektrumlu semisentetik
penisilinler Klebsiella, Enterobacter spp. ve Pseudomonas aeruginosa gibi Gram negatif

patojenlere kars1 etkinligin artmasi i¢in tasarlanmstir. iki major siniftan olusur.:
Karboksipenisilinler: Tikarsilin ve karbenisilinin
Ureidopenisilinler: Mezlosilin, azlosilin ve piperasilin

Aminopenisilinlerden daha etkin olmalarina ragmen beta laktamaz enzimlerine karsi
duyarhdirlar. Aminopenisilinler gibi ilag etkinliini arttirmak icin beta laktamaz

inhibitorleri ile kullanilirlar.

2.5.1.5.Genis spektrumlu pseudomonaslara etkili penisilinler: Azlosilin, Mezlosilin,
Piperasilin. Genis spektrumlu penisilinlerin igerisinde olan ve karboksipenisilin grubunda
bulunan karbenisilin ve tikarsilin bulunduran preparatlar Pseudomonas aeruginosa

bakterisinin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Bu grubun igerisinde olan
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antibiyotikler beta laktamazlara karsi dayanikli degillerdir. Aminopenisilinler ile

karsilasildiginda Enterobacter tiirlerine daha ¢ok etkinlik gosterirler.
2.5.1.6.Amdinopenisilinler: Amdinosilin, Pivamdinosilin

2.5.1.7.Beta Laktamaz Inhibitorleri: Beta laktamaz inhibitorleri genis bakteriyel
aktiviteye sahiptirler ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde her yas hasta
grubunda giivenle kullanilan antibiyotiklerdir. Ilk PB-laktamaz inhibitérii, 1970'lerin
sonlarinda Beecham ve Glaxo laboratuvarlar tarafindan ayni anda kesfedilen klavulanik
asittir. Hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerin kromozomal ve plazmid aracil
B-laktamazlarinin ¢oguna karsi aktivitesi olan, genis spektrumlu bir p-laktamaz
inhibitoriidiir.[84]. 1980'lerin baslarinda, olumlu farmakokinetik ve farmakodinamik
profilleri nedeniyle, klavulanik asit ve amoksisilin kombinasyonunun, amoksisiline
direncli bakterilerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonunun tedavisinde etkili ve giivenli
oldugu gosterilmistir. Daha sonra ise tikarsilin ve klavulanik asit kombinasyonu piyasaya
striilmiistiir. Diger beta laktamaz inhibitorleri olan sulbaktam 1978 yilinda, tazobaktam
1980 yilinda gelistirilmistir. Bu ii¢ inhibitor Ambler siif A beta laktamazlar1 eksprese
eden bir¢ok duyarli mikroorganizmaya karsi etkili iken; B, C ve D beta-laktamazlara kars1
etkinlikleri daha azdir[85]. B-laktamaz inhibitorleri arasinda etkisi daha az olan
sulbaktamdir. Ampisilin ve sefoperazon ile intravendz kullanim i¢in ticarilestirilmistir.
Klavulanik aside benzer potansiyele sahip tazobaktam, piperasilin ve tikarsilin ile

kombine edilmektedir.

Beta-laktam inhibitorlii kombine penisilinler: Ampisilin/Sulbaktam, Amoksisilin/

Klavulonat, Tikarsilin/Klavulonat, Piperasilin/Tazobaktam.
2.5.2.Sefalosporinler

[k sefalosporin 1948 yilinda Cephalosporium acremonium Kiiltiiriinden Giuseppe

Brotzu‘un onciiliik ettigi calismada izole edilmistir.

Sefalosporinlerin kesfi, 1948 yilinda Giuseppe Brotzu’nun Cephalosporium acremonium
suslarindan elde ettigi ekstrelerin Salmonella typhi iizerindeki inhibitor etkisini

gostermesiyle baglamistir. Sinifin 6nciil bilesigi olan sefalosporin C, yapisindaki C7 d-a-
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aminoadipik asit yan zinciri vasitasiyla penisilin G'den farkli bir hidrofilik karakter

kazanarak penisiline direncli kiiltiirlere kars1 klinik bir alternatif sunmustur[72].

Sefem iskeletini olusturan dihidrotiazin halkasinin alt1 liyeli ve kiikiirt igerikli yapisi,
sefalosporinlerdeki [ laktam sisteminin penisilinlere oranla daha diisiik bir halka
gerilimine sahip olmasimi saglamaktadir. Bu yapisal avantaj, molekiiliin niikleofilik
saldirilara ve hidrolize kars1 reaktivitesini diisiirerek sefalosporinlerin § laktam halka
acilmasina  karst  penisilinlerden daha direngli bir profil sergilemesiyle
sonuglanmaktadir.[72]. Genel olarak invitro antibakteriyel aktivitelerine gore

sefalosporinler 5 sinifa ayrilirlar.

2.5.2.1.Birinci Kusak Sefalosporinler: Sefalotin, sefazolin, sefaloridin, sefaleksin,

sefapirin, sefradin, sefadroksil, sefasetril, seftezol.

Sefaleksin ve sefadroxil oral olarak; sefalotin, sefapirin ve sefazolin parenteral olarak
kullanilir. Genel olarak gram pozitif etkinlikleri fazladir ancak enterokoklar, Listeria,

metisilin direngli S.aureus (MRSA) ve penisilin direngli pndmokoklara etkinligi yoktur.

2.5.2.2.ikinci Kusak Sefalosporinler: sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid,

sefonarid, sefaklor, sefotiam, sefmetazol, sefotetan.

Sefaklor, sefuroksim,lorakarbef ve sefprozil oral olarak; sefamisin tiirevleri (sefoksitin,
sefotetan, sefmetazol) parenteral olarak kullanilir. Ikinci nesil sefalosporinlerin gram
negatiflere kars1 aktiviteleri arttirllmistir. Birinci, nesil ile kiyaslandiginda beta laktamaz
etkinlikleri gelistirilmistir. Genel olarak gram pozitif koklara etkili olup, antistafilokokal
etkinlikleri birinci kusaga gore dusiiktiir. 1. kusaga ilaveten Haemophilus influenzae,

Moraxella catarrhalis’e kars1 da etkilidirler.

2.5.2.3.Uciincii Kusak Sefalosporinler: Sefotaksim, seftizoksim, sefoperazon,

seftriakson, moksolaktam, seftazidim, sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid.

Ugiincii nesil sefalosporinlerin birinci ve ikinci nesillere gre beta laktamaz etkinlikleri
daha yiiksektir. Gram negatif enterik basillere ve P. aeruginosa’ya etkinligi vardir; fakat
metisilin duyarli S.aureus (MSSA) ‘a etkinligi azalmistir. Enterokok, Listeria, MRSA ile

Acinetobacter spp.’ye kars aktiviteleri yoktur.
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Alt grup A: Gram negatif basillere etkili ancak, P.auriginosa’ya daha az etkili gruptur:

sefotaksim ve seftriakson

Alt grup B:P.auriginosa dahil daha genis gram negatif aktivitesi olan gruptur: seftazidim,

sefpodoksim, seftibuten,sefdinir

Enterik gram negatif basillere karsi artan aktivite, idrar yolu enfeksiyonlarinin ve bir¢ok
nazokomiyal enfeksiyonun tedavisinde basar1 saglarken; kromozomal aracili
(indiiklenebilir) AmpC B-laktamaz tiretme kabiliyetine sahip olan Enterobacter, Serratia
ve Citrobacter spp.nin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde basarisiz olabilir.
Basarisizligin  sebebi enfeksiyon bolgesinde, [-laktamaz gen regiilasyonundaki
degisikliklere  dayali olarak bu enzimleri yapisal olarak asir1 ireten
mikroorganizmalardan ve bu mikroorganizmalarin ii¢lincii nesil ajanlara direng

kazanmasindan dolayidir[86].
2.5.2.4.Déordiincii Kusak Sefalosporinler: Sefepim, sefpirom

Dordiincii nesil sefalosporin antibiyotiklerin Gram negatif bakterilere etki spektrumlari
ticiincil nesil sefalosporinlerle aynmi iken; Gram pozitif mikroorganizmalara etkinlikleri
daha yiiksektir. Ugiincii nesil sefalosporinlere kiyasla p-laktamazlar tarafindan hidrolize
daha az duyarhidirlar ve MSSA, Streptococcus spp., P. aeruginosa ve enterik gram negatif
basillere kars1 etkinlikleri giicliidiir.[87]. Indiiklenebilir kromozomal AmpC
laktamazlara daha etkilidir. Dihidrotiazon halkasina pozitif yiiklii kuarterner amonyum
eklenmesi ile gelistirilmisti. Bu 0zelligi ile hem gram negatif bakterilerin dis
membranlarindan gegisi daha iyi olmakta hem de bazi kromozomal B laktamazlardan

daha az etkilenmektedir.
2.5.2.5.Besinci Kusak Sefalosporinler: Seftarolin, seftabiprol

Besinci nesil sefalosporinler anti-metisiline direngli S. aureus (MRSA) sefalosporinler
olarak bilinirler. Bu ajanlar, MRSA'da B-laktam direnci olusturan PBP2a'ya ve
pnomokok'ta direng saglayan PBP2x'e baglanmak ve inaktive etmek i¢in tasarlanmistir.
Invitro olarak aktivitesinin seftriaksona benzemesine karsin; PBP2a’ya baglanma
afinitesi yiiksek oldugu icin MRSA ve vankomisin intermediated S.aureus (VISA) ve
hetero-VISA dahil gram pozitif koklara da etkinligi vardir. Ek olarak penisilin ile
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seftriaksona yiiksek dozda duyarlt S.preumoniae grubuna da etkilidir. Bununla birlikte
Enterobacterales grubu ve AmpC [ laktamaz asirt ireticilere veya GSBL iireten

enterobakterilere, P. auriginosa, A.baumannii ve Bacteriodes fragilis’e etkisi yoktur.
2.5.2.6.Diger Sefelosporinler:Sefiderekol

Katekol tipi bir siderofor ile sefalosporin molekiiliiniin sentetik konjugasyonuyla
gelistirilen sefiderocol, aktif demir tasiyicilart araciligtyla periplazmik bosluga alinarak
penisilin baglayici protein 3 (PBP3) iizerinden hiicre duvar1 sentezini inhibe eder. Bu
Ozgiin giris mekanizmasi; porin kaybi, effluks pompa aktivasyonu ve karbapenemaz
kaynakli inaktivasyon gibi gram-negatif diren¢ mekanizmalarindan etkilenmeyen
gelismis bir etkinlik profili saglamaktadir[88]. Bu 0zelligi ile GSBL ve/veya

karbapenemaz iireten ¢ok ilaca direncli gram negatif bakterilere etkinlik gdsterir.
2.5.3.Monobaktamlar

Monobaktamlar tek bir beta laktam halkasina sahip ve Chromobacterium spp.'den izole
edilmis dogal olarak olusan bir antibiyotiktir. Penisilinler, sefalosporinler ve
karbapenemlerin aksine, monobaktamlar bitisik bir halkaya kaynasmaz. Bu siniftaki tek
ajan olan Aztreonam, yan zincirlerle kimyasal olarak modifiye edilmistir.
Monobaktamlarin  tek fizikokimyasal 0zelligi gram negatif bakterilerin dis
membranlarindan kolayca difiize olabilmesidir. Gram negatif bakterilerde PBP3’e
baglanip hiicre duvari sentezini engelleyen Aztreonam, gram pozitif bakterilerin PBP'sine
ise baglanamaz. Aztreonam P. aeruginosa dahil olmak iizere gram negatif aeroblara kars1
genis spektruma sahipken, gram pozitif bakterilere ve anaeroblara kars: etkinlige sahip

degildir.
2.5.4.Karbapenemler

Bilinen en genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerdirler. ~Karbapenem
antibiyotiklerde beta laktam halkasinin 1. pozisyonundaki karbon atomu yerine siilfiir
baglanmistir. Bes iiyeli halka yapisinin 2. ve 3. karbon atomlar1 arasinda doymamis bir
¢ift bag bulunur. Hidroksietil yan zincirinin varlig1 beta laktamaz stabilitesini saglar. Bu
yan zincir penisilin ve sefalosporinlerden farkli olarak trans konfiglirasyonundadir. Bu

ozellik karbapenemlerin beta laktamaz aktivitelerini gli¢lendirmistir. Karbapenemler
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Streptomyces cattleya’ dan izole edilen bir beta laktamaz inhibitorii olan tienamisinin

yapisal analogudur.

Antimikrobiyal bir ilag olarak ilk karbapenem, tienamisinin bir N-formimidoil tiirevi olan
imipenemdir. Tienamisine benzer sekilde, imipenemin renal dehidropeptidaz-1 (DHP-1)
tarafindan hizl bir sekilde metabolize edilmesi idrarda diisiik imipenem konsantrasyonu
ile sonuglanir. Bu durum klinik uygulamalarda zorluk yasatmaktadir.[89]. Bu sinirlamay1
asmak i¢in imipenem, inaktivasyonunu Onleyen ve imipenemin hidrolize metaboliti ile
iliskili nefrotoksisitesini 6nleyen, DHP-1'in geri doniisiimlii bir inhibit6rii olan silastatin

ile birlikte kullanilir[90].

Insan DHP-1 tarafindan hidrolize direngli ilk karbapenem meropenemdir ve 1996'da
onaylanmistir. Monoterapi olarak kullanildiginda imipenem/silastatinin birlesimi kadar
etkili olan, iyi tolere edilen genis spektrumlu bir antibakteriyel ajandir. Meropenemin
konsantre ¢ozeltilerdeki kimyasal stabilitesi sinirlidir ve 37 0C sicaklikta, 24 saatte
yaklasik %60 oraninda bozunmaktadir. Bu nedenle karbapenem antibiyotikler intravendz

veya parenteral uygulama ile kullanilir.

Doripenem ve ertapenem meropenemin yapisal analoglaridir ve daha yiiksek yar1 6mre
sahiptirler. Doripenem 2007 yilinda ertapenem 2001y1linda FDA tarafindan onaylanmig
parenteral antibiyotiklerdir. Ertapenemin lipofilisitesindeki ve iyonizasyon profilindeki
artis kapsamli bir protein baglanmasina sebep olur. Bu durum da imipenem ve
meropenemden daha yiiksek yarilanma Odmriine sahip olmasin1 ve giinde bir dozun yeterli

olmasini saglar[91, 92]
2.6. Beta Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Bakteri hiicre duvarini olusturan asil polimer peptidoglikan tabakasidir. Peptidoglikanin
temel yapisi N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit molekiillerinin siralanmasiyla
olusan bir zincir seklindedir. Bu zincirler peptit baglari ile ¢capraz baglanarak bakteriyi

sarar ve hiicre duvarina seklini verip ozmotik kuvvetlere kars1 koruma gorevi goriir.

Beta laktam antibiyotikler peptidoglikan onciillerinin terminal D-alanil-D-alanin kismina
benzerlikleriyle, peptidoglikan zincirleri arasinda ¢apraz baglarin olusumunu saglayan ve

penisilin baglayan proteinler (PBP) ad1 verilen transpeptidaz enzimlerinin aktif bolgesine
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baglanirlar. B laktam halkas1 PBP’nin aktif bolgesinde bulunan serin kalintisiyla kovalent
bir agil kompleksi olusturur. Bu da enzimi geri doniisiimsiiz bir sekilde inhibe ederek,
bakteri hiicre duvarmin temel yapisi olan peptidoglikan sentezini engeller. Sonug olarak

bakteri hiicre duvar biitiinliigii bozulur, bakteri ozmotik lizise ugrar ve oliir.
2.7. Beta Laktamlara Diren¢ Mekanizmasi

Beta-laktamlara bakteriyel direng, ¢ogunlukla beta-laktamaz {iretimi yoluyla ifade edilse

de birgok mekanizma rol oynamaktadir. Diren¢ mekanizmalar1 sunlardir:

1.Penisilin Baglayan Proteinlerde olusan degisiklikler ile antibiyotigin hedefine

baglanmasinin engellenmesi

2.D1s membran proteinlerinin (OMP) ifadesinde azalma veya atim pompalar ile ilacin

hiicre i¢ine girisinin 6nlenmesi
3.p laktamaz enzimleri ile antibiyotigin inaktive edilmesi

Gram negatif bakterilerde diren¢ her {ic mekanizma ile de olusabilirken, gram pozitif
bakterilerde dig membran olmadigindan direng sadece enzim ve PBP’lerdeki degisimlere

bagli olabilmektedir.
2.7.1. Beta Laktamazlar

Beta laktam antibiyotiklere karsi klinikte en sik gozlenen direng, bakterilerin bu
antibiyotikleri hidroliz eden 3 laktamaz enzimlerini sentezlemesi ile olusmaktadir[93]. B-
laktamazlar, klinik acidan 6zel bir 6neme sahiptir ve Gram-negatif bakterilerde en 6nemli

diren¢ mekanizmasini olusturur.
2.7.1.1.Beta Laktamazlarin Simiflandirilmasi

Bu enzimler, B-laktam halkasinin hidrolitik a¢ilmasii katalize ederek antibiyotigin
PBP'leri hedef almasim1 engeller. B-Laktamazlar, bu katalizi gerc¢eklestirdikleri
mekanizmaya gore genel olarak serin -laktamazlar (SBL'ler) ve metalo-f-laktamazlar

(MBL'ler) olarak siniflandirilir. MBL katalizi bir veya daha fazla cinko iyonuna
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bagliyken, SBL'ler PBP'lerle benzer bir sekilde B-laktamlarla etkilesime girerek

antibiyotik ile bir serin kalintis1 arasinda kovalent bir kompleks olusturur. [94].

Molekiil biiytikliigli ve aminoasit dizilerine gore bu enzimler 1980 yilinda Ambler
tarafindan A,B,C ve D olarak 4 grupta toplanmistir.[95]. A, C ve D simflari, aktif
bolgelerindeki serin araciligiyla substratlarini hidrolize eden enzimleri igerirken, B sinifi
B-laktamazlar, B-laktam hidrolizini kolaylastirmak i¢in en az bir aktif bolge ¢inko iyonu
kullanan metaloenzimleri igerir. Daha sonra Philippon tarafindan A grubuna iki alt grup

eklenmistir.[95].

Diger bir siniflandirma  laktamazlarin substrat profilleri, hidroliz hizlar1 ve inhibitorler
ile etkilesimlerini temel alan fonksiyonel bir smiflandirmadir. 1995 yilinda Bush
biyokimyasal ve yapisal ozelliklerine gore bir siniflandirma yapmis bu siiflandirma
2010’ da Bush ve Jakoby siniflandirmasi olarak giincellenmistir.[96]. Baz1 iglevsel isimler
birkag¢ grubu veya smifi kapsayabilir. Ornegin; karbapenemaz tiiriindeki p laktamazlar
A.B veya D gruplarinda bulunabilir veya islevsel grup 2d,2f veya grup 3’te yer alablir.
GSBL’ler A, C veya D grubunda ya da le, 2be, 2de, 2e gruplarinda yer alabilir. (Tablo
3).
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Tablo 3 .Klinikte Onemli Beta Laktamazlar[96]

Molekiiler | Islevsel Isim Onemli Substrat profili Inhibitor
Grup/alt grup/alt enzimler ozelligi
grup grup
A 2a Penisilinaz PCl/blaz Dar spektrumlu Klavulanik
penisilinler asit,
tazobaktam
A 2b Penisilinaz TEM-1, Dar spektrumlu Klavulanik
SHV-1 penisilinler, i1k asit,
sefalosporinler tazobaktam
A 2be GSBL TEM-10, Dar spektrumlu Klavulanik
SHV-2, penisilinler, ik asit,
CTX-M-15 sefalosporinler, tazobaktam,
genislemis spektrumlu avibaktam
sefalosporinler,
monobaktamlar
A 2br IRT TEM- Penisilinler, 11k Tazobaktam,
30(IRT-2) sefalosporinler avibaktam
A 2e GSBL CepA Genislemis Klavulanik asit
Sefalosporinaz spektrumlu
sefalosporinler
A 2f Karbapenemaz KPC FDA onayl tiim 3 Avibaktam,
laktamlar relebaktam,
vaborbaktam
A 2f Karbapenemaz SME Tiim penisilinler, ilk Klavulanik
sefalosporinler, asit,
karbapenemler avibaktam,
vaborbaktam
B1,B2 3b3a MBL IMP, NDM, Monobaktamlar EDTA, klinik
Karbapenemaz VIM, SPM diginda tiim onayli
penisilinler, inhibitor yok
sefalosporinler,
karbapenemler
B2 3b MBL L1, CphA Karbapenemi tercih EDTA, Klinik
Karbapenemaz eder onayl
inhibitor yok
C 1 Sefalosporinaz AmpC Sefalosporinler Aztreonam,
avibaktam,
vaborbaktam
D 2d Oksasilinaz OXA-1 Penisilinler 6zellikle Degisken
oksasilin/kloksasilin
D 2df Karbapenemaz OXA-23, Penisilinler 6zellikle Avibaktam
OXA-48, oksasilin/kloksasilin, (OXA-48)
OXA-181, karbapenemler
OXA-232
GSBL:Genislemis spektrumlu beta laktamaz, IRT:inhibitére direncli TEM MBL:Metallo beta
laktamaz

Enzimleri substrat profillerine gore siniflandirmada yani islevsel siniflandirmada
proteindeki bir nokta mutasyonu ile enzimin substrat ve inhibitr 6zgiilliigiiniin degisme
olasilig1 varken aminoasit dizilerinin belirlenmesine dayanan molekiiler siniflandirma

sabittir ve mutasyonlardan etkilenmemektedir.[97].

26



Gram negatif bakterilerde B laktamazlar digs membran ile sitoplazmik membran arasindaki
periplazmik boslukta bulunmaktadir. Gram negatif bakterilerde B laktamaz enzimlerini
kodlayan genler kromozom veya hareketli hareketli gen elemanlarinda yer almaktadir.

Bir¢ok B laktamaz geni integronlar i¢cindeki gen kasetlerinde bulunur.[96].
2.7.1.2.Beta Laktamazlarin Tarihcesi

Beta laktamazlar, terapotik antibiyotiklerin baskisi olmasa bile var olan eski enzimlerdir.
Modern filogenetik arastirmalara gore serin beta laktamazlarin 2 milyar yildir var oldugu,
plazmid ile kodlanan beta laktamazlarin ise milyonlarca yildir gorildiigi One
striilmiistiir. Son gelismelere gore Meksika‘daki Lechuguilla Magaras1 gibi lokal
bolgelerde fonksiyonel beta laktamaz benzeri aktivitelerin 4 milyon yildan fazla zamandir
stiregeldigi bildirilmistir. Magaradan 6rnekleme yapildiginda 93 bakteriyal susun izole
edildigi ve bunlarin %62 sinin beta laktamaz {irettii goriilmiis ancak bilinen laktamaz

dizilerinin higbir ile uyumlu sekans tanimlanmamistir.[98].

Klinikte gram pozitif bakterilerde ilk B laktamaz 1946’da Ingiltere’den S.aureus’ta
bildirilmistir. Gram negatiflerde ise ilk bildirilen enzim E. coli’de 1940 yilinda bulunan
grup C B laktamazdir. Gram negatif bakterilerde bildirilen plazmid kaynakli ilk enzim
blaTEM-1’dir. Bu enzim 1960 yilinda Yunanistan’da Temoniera isimli bir ¢ocuk hastanin
kanindan izole edilen FE.coli’de saptanmis, ismi de hastanin bas harflerinden
olusturulmustur.[99].  Karbapenemazlar  Stenotrophomonas  maltophilia  klinik
izolatlarinda ve insanlarda gastrointestinal sistem disinda nadiren enfeksiyonlara sebep
olan Bacillus spp.‘deki izolatlardan (B. anthracis disinda) ¢inko iceren beta laktamazlar
olarak ortaya ¢cikmustir[ 100]. Serratia marcescens tiiriindeki tiire 6zgii kromozomal SME
(Serratia marcescens enzymes) enzimleri gibi sinif A karbapenemazlar 198011 yillarda
Avrupa ve Amerika ‘da tanimlanmaya baslamistir. Plazmid kodlu MBL‘lardan IMP
enzim ailesi 1990°‘da Japonya ‘da VIM (Verona Integron-encoded Metallo- beta-
lactamase) beta laktamaz enzimi 1997‘de Italya ‘da ortaya ¢ikmis olsa da IMP ve VIM
MBL ailesi 2000 yilindan sonra yayilim gostermistir.[90, 101].

Iki binli yillarmn basinda plazmid kodlu KPC (K. pneumoniae carbapenemase) serin
karbapenemazlarin tanimlanmasindan hemen sonra diinyanin bir¢ok bdlgesinden

karbapenemaz iireten Enterobactericeae spp.‘in sebep oldugu epidemiler bildirilmistir.
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En yaygin olanlar1 K. pneumoniae klonal kompleksi 258‘de (CC258) sikca rastlanan
blaKPC-2 ve blaKPC-3 enzimleridir. KPC {ireten mikroorganizmalar kolistin direngli K.
pneumoniae suglarmin yol actig1 enfeksiyonlarda %351 gibi yiiksek bir oranda mortalite

ile iliskilidir.

MBL NDM-1 (New Delhi metallo-beta-lactamase) karbapenemlerden sonra daha ciddi
tehdit olusturmus beta laktamaz olup ilk olarak Hindistan Yeni Delhi ‘de 2009 yilinda
tanimlanmistir. Diger MBL‘larin aksine blaNDM-1 diinya genelinde ¢abuk yayilim
gostermis olup Hindistan yarimadasinda baskin karbapenemaz haline gelmis ve Balkanlar

‘da ve Orta Dogu ‘da da biiyiik salginlara sebep olmustur[101, 102]

OXA-48 coklu ilag direnci olan Enterobactericeae tiirlerinde goriilen karbapenemleri ve
genisletilmis spektrumlu sefalosporinleri yavasca hidrolize eder ve birgok beta laktamaz
inhibitorii (avibaktam hari¢) ile ¢ok az inaktive olur. Akdeniz ve Giiney Avrupa
bolgesinde prevalans: yiiksektir. Fransa ve Ispanya ‘da bu enzimle iliskili salginlar
bildirilmis olup yakin zamanda E. coli suslarindaki karbapenemazlarin %74 {iniin,
Citrobacter suglarindaki karbapenemazlarin ise %32‘sinin  blaOXA-48 oldugu

bildirilmistir.[101, 103]

Antibiyotik kullanimu ile olusan segici baski sonucu aminoasit dizilerindeki mutasyonlar
ile yeni enzimlerin ortaya ¢ikmasi ve plazmid, transpozon, gen kasetleri gibi hareketli

elemanlar iizerinde bulunmasi sonucu kisa siirede yayilmalar1 kaginilmaz olmustur.

2.7.1.3.Ulkemizdeki p Laktamazlar

Ulkemizde antibiyotik direncine iliskin ¢alismalar 1960’11 yillarda baslamistir.1980°li
yillarda genis ve genislemis spektrumlu B laktamlarin kullanima girmesiyle birlikte
ozellikle gram negatif bakterilerdeki f laktamazlar iilkemizde merak konusu olmustur.
Genislemis spektrumlu  laktamazlar ilk kez 1992 yilinda Giir ve arkadaglar tarafindan
bildirilmistir.[104].GSBL’lerin ~ Pauriginosa’ da saptanan OXA tiirevleri blaOXA4-
11,14,15,16,17 dinyada ilk kez Tiirkiye’de Hacettepe hastahanesinden
bildirilmistir.[ 105, 106]. Ulkemizde diinyada ilk kez bildirimi yapilan diger B laktamazlar,

K.pneumoniae’da bulunan, Karbapenemaz aktivitesine sahip blaOXA-48, P.

28



auriginosa’da saptanan blaVIM-5, Pmirabilis’te bildirilen grup D OXA-320
laktamazdir.[107, 108].

2.7.1.4.Grup A Beta Laktamazlar
2.7.1.4.1Grup 2a  Laktamazlar

Grup 2 beta laktamazlar, klavulanik asit ve tazobaktam ile inhibe olan Penisilinaz ve
sefalosporinazlar1 kapsar. Molekiiler siniflandirmada A sinifinda yer alirlar. Bu grupta iki

alt grup vardir:2a ve 2b

Grup 2a P laktamazlar sadece dar spektrumlu penisilinazlar1 igerirken grup 2b f
laktamazlar penisilin ve sefalosporinleri ayni oranda inaktive ederler. Grup 2a
laktamazlar1 temsil eden enzim PC1 olarak adlandirilir ve dar spektrumlu hidrolitik
aktiviteye sahiptir. Bu enzimler esas olarak benzillpenisilin ve penisilin tiirevlerini
parcalarken sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlara etkileri benzilpenisilin
veya ampisilin ile kiyaslandiginda bunlarin sadece %10’u kadardir. Nitrosefinin alt grup
2a enzimleri tarafindan kolay hidrolize edilmesi bir istisnadir. Bu sefalosporin de rutinde
B laktamaz saptamak i¢in test olarak kullanilmaktadir.[95]. 2a penisilinazlar kii¢iik bir
grup beta laktamazlar1 olusturur ve stafilokoklar ve bazen enterokoklar dahil olmak tizere
gram pozitif koklarda baskin beta laktamazlardir[96]. S.aureus izolatlarinda penisilin
direncine yol agan iki mekanizma vardir. Birincisi blaZ geni ile kodlanan B laktam
halkasini1 pargalayan Penisilinaz {iretimi, ikincisi mecA ile kodlanan farkli bir penisilin

baglayan protein (PBP2a) iiretimidir.

S.aureus izolatlarinda en az 4 tip Penisilinaz (A-D) tanimlanmus olup hepsi Ambler sinif

A’da yer almaktadir. Tip A, C ve D genellikle plazmid kaynakl iken tip B kromozomaldir.
2.7.1.4.2. Grup 2b/2be p Laktamazlar

2b grubunda bulunan B laktamazlar klinik kullanim i¢in onaylanan ilk penisilinleri ve
sefalosporinleri hidrolize ettikleri i¢in genis spektrumlu [ laktamazlar olarak
tanimlanmistir. 2be tanimi ise bu grupta yer alan enzimlerin grup 2 B laktamazlardan
tiredigini gostermektedir. 2be’nin e’si genislemis (extended) bir spektruma sahip

oldugunu belirtir.
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2.7.1.4.2.1.Grup 2b

Alt grup 2b beta laktamazlar penisilinler ve sefaloridin ve sefalotin gibi ilk nesil
sefalosproinleri hidrolize edebilirken klavulanik asit ve tazobaktam ile giiclii bir sekilde
inhibe edilirler. Bu grup beta laktamazlar 1970'lerde ve 1980'lerin basinda tanimlanan en
yaygin plazmid aracili beta laktamazlar olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimlerini
icerirler[109]. 1995 tarihli B-laktamaz derlemesinden bu yana, genellikle direng gosteren
klinik izolatlardaki diger B-laktamazlarin karakterizasyonu sirasinda, en az 9 TEM ve 29
SHYV 2b enzimi tanimlanmistir.[96]. Gram negatif bakteriler arasinda 1960°larda goriilen
ampisilin direncindeki artis plazmid kaynakli bir f laktamaz olan TEM-1 enziminin
ortaya ¢ikmasina baglanmistir. TEM f laktamaz ailesi; Enterobactericeacea tiyeleri basta
olmak {lizere P. auriginosa, H. influenzae ve N. gonerrhoeae gibi c¢esitli bakteriler
araciliglyla diinya c¢apinda yayilmistir. Benzer sekilde molekiiler yapist TEM
enzimleriyle iliskili olan SHV tipi B laktamazlar da E. coli, K. pneumoniae izolatlari

arasinda yaygin gortilmeye baglanmigtir.[110, 111].
2.7.1.4.2.2.Grup 2be

Grup 2be’de yer alan bazi1 GSBL’ler grup 2b’de yer alan blaTEM-1, blaTEM-2 veya
blaSHV-1 tiirevleri olup, Onciillerinden yalnizca bir veya iki aminoasitlik kiigiik
farkliliklarla ayrilmaktadir. Bununla birlikte bu kiicilik farklar bile GSBL’lerin enzimatik
aktivitesinde bliylik degisikliklere neden olur ve bu 6zellikleri ile artik {i¢lincii kusak

sefalosporinleri veya aztreonami hidrolize edebilirler.[112, 113].

Alt grup 2be GSBL‘leri igerir. Bu genis spekturumlu enzimler sefotaksim, sefazidim ve
aztreonam gibi bir veya daha fazla oksimino beta laktamlarin hidrolizine ek olarak 2b alt
grubunda yer alan beta laktamazlarin hidrolize ettikleri penisilinleri ve sefalosproinlerine
kars1 da aktivite gostermektedir. Bu grupta blaTEM, blaSHV ve blaCTX-M tiirevleri gibi
GSBL’ler yer almaktadir. Biiylik ¢ogunlugu sefoksitin gibi sefamisinleri, karbapenemleri
ve temolisilini hidroliz edemezken; GES varyantlar1 gibi bazilar1 sefamisinleri ve
karbapenemleri hidrolize edebilmektedir.[110, 114]. blaCTX-M enzimlerinin ¢ogu
sefotaksimi, seftazidimden daha kolay hidrolize ederken; bircogu sefepimi de hidrolize
edebilmektedir. TEM ve SHV GSBL‘lerden farkli olarak CTX-M enzimleri klavulanik

asit ile karsilagtirildiginda tazobaktam ile inaktive edilebilir.
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2.7.1.4.2.2.1GSBL Tipleri

GSBL tipleri hakkinda ¢ok sayida derlemeler yayinlanmistir, ancak bu enzimlerin ¢ok
hizli gelismesi bu konudaki bilgilerin diizenli olarak gozden gecirilmesini

gerektirmektedir.[115].
2.7.1.4.2.2.1.1.TEM GSBL’ler

TEM tipi GSBL’ler TEM-1 ve TEM-2'nin tiirevleridir. TEM-1 tasiyan E. coli’lerin
yaklasik %90’1inda ampisilin, penisilin ve birinci kusak sefalosporinlere karsi direng
goriliirken, oksimino-sefalosporinlere karsi direng goriilmez.[110]. TEM-2 TEM-1’den
39. Pozisyondaki bir aminoasit degisikligiyle farklilik gdstermektedir. Direng profilleri
benzer olmakla birlikte, TEM-2 TEM-1’e gore daha yiiksek bir enzimatik aktivite
gostermektedir[116]. TEM ailesinin GSBL fenotipi gosteren ilk enzimi olan TEM-3,
1987 yilinda Fransa’da K. pneumoniae izolatinda tespit edilmistir. TEM-3 TEM-2 ile
iligkili olup ana enzimden 2 aminoasit farkiyla ayrilmaktadir. Daha sonra TEM-1"den iiv
ve dort aminoasit farkli olan TEM-4 ve TEM-5 bildirilmistir. Tiim diinyadan yeni
varyantlar bildirilmesi ile TEM ailesindeki ¢esitlilik artmaktadir. Mart 2025 tarihine
kadar cogunlugu grup 2be’ de olmak iizere 250’den fazla TEM varyanti
tanimlanmustir.[117, 118].

2.7.1.4.2.2.1.2.SHV GSBL’ler

SHV adi siilfidril degiskenden gelmektedir. SHV tipi enzimler, cogunlukla K.
pneumoniae basta olmak {lizere Klebsiella tiirlerinde bulunur ve siklikla plazmid

kaynaklidir. Ancak birgok tiiriin kromozomunda SHV geni tasidig1 gosterilmistir[115].

Ik bla suv-1 geni 1970’lerde E. coli’de tanimlanmistir.SHV-1 amino asit dizisi olarak
TEM’e %68 oraninda benzerlik gdstermektedir. Penisilinlere, birinci ve ikinci kusak
sefalosporinlere karsi etkilidir. 1983 yilinda Almanya’da K.ozaneae’da sefotaksimi ve
daha az oranda seftazidimi hidroliz eden SHV-2 tanimlanmistir. SHV-1’den tek farki 238.
pozisyondaki aminoasit dizilimidir[115]. Sonra birka¢ yil i¢inde klinik K.penumoniae
izolatlarinda SHV-1 ve SHV-2 ile %50-90 aras1 benzerlik gésteren SHV-2a, SHV-3, SHV-

4, SHV-5 olmak iizere 4 farkli GSBL varyant1 tanimlanmistir. Zamanla da yeni varyantlar
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ortaya c¢ikmisti. Mart 2025 tarihine kadar 240’tan fazla SHV varyanti

tanimlanmastir.[118].

Diinya genelinde SHV-5 ve SHV-12 Enterobacterales iiyelerinde en fazla bulunan GSBL
varyantlaridir. En sik  K.pneumoniae izolatlarinda saptanmakla beraber diger

Enterobacterales ve P.auriginosa’da da bulunabilirler.[119].
2.7.1.4.2.2.1.3.CTX-M GSBL’ler

CTX-M tanimi1 bu enzimlerin sefotaksime kars1 giiglii hidrolitik aktivitesinden ve ilk kez
Miinih’te tanimlanmasindan kaynaklanmaktadir.[115]. SHV ve TEM tipi GSBL’lerin
cogunun seftazidimaz aktivitesi gostermesinin aksine, CTX-M tipi enzimler ¢ogunlukla
sefotaksimaz aktivitesi gostermektedir.[120]. Ek olarak bazi CTX-M tipi enzimler
seftazidim ve sefepimi yiiksek etkinlikle hidroliz etmektedirler. CTX-M-15, CTX-M-16,
CTX-M-27 buna 6rnek verilebilir. CTX-M-19 da sefotaksime kiyasla seftazidimi karsi
daha ¢ok etkilidir.

CTX-M-1’in 1989 yilinda Almanya’da klinik bir E. coli izolatindan saptanmasindan
sonra diger iilkelerden de bildirim yapilmistir. ik bildirimlerin ardindan bircok iilkede
salginlara yol agmistir. CTM-M tasiyan izolatlarin diinya ¢apinda yayilmasi daha sonra
“CTM-M pandemisi” olarak adlandirilmistir. Enterobacterales iiyelerinde, P. auriginosa

ve Acinetobacter spp.”de CTM-M varyantlar bildirilmistir.

CTX-M tipi enzimler TEM ve SHV tipi GSBL’lerin aksine mevcut enzimlerin degisime

ugramasi sonucu olusmamistir. K/luyvera spp.’den gen transferi yoluyla edinilmistir.

CTX-M, 291 amino asidi kodlayan bir enzimdir ve bunlardan herhangi birinde meydana
gelen degisiklik, yeni bir CTX-M varyantinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Amino asit
dizisi benzerligi kullanilarak, CTX-M [-laktamazlarinin filogeni agaci olusturulmustur.
Bunlar, CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 ve CTX-M KLUC
olmak iizere alt1 kiimeye ayrilmistir [115, 121]. Su ana kadar, 172 farkli CTX-M varyanti
icin mevcut veri tabani, farkli amino asit dizileri ve fonksiyonel 6zelliklere sahip farkl
varyantlar1 gdstermektedir. Insanlarda CTX-M-15 ve CTX-M-14 daha yaygin goriiliirken
CTX-M-1 hayvanlarda daha baskindir.
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Tablo 4. CTX-M enzimleri alt gruplari[110, 121]

CTX-M gen grubu 1 | CTX-M-1/3/10-12/15/22/23/28-30/32-34/36/37/42/52-55/57/58/60-
62/66/68/69/71/72/79/80/82/88/96/101/107-109/114/116/117/133/
CTX-M gen grubu 2 | CTX-M-2/4-7/20/31/43/44/56/59/74/75/92/97/124/131
CTX-M-5/76/77/95/124/KLUA-1-6-7/8-12

CTX-M gen grubu 8 | CTX-M-8/40/63, KLUG-1

CTX-M gen grubu 9 | CTX-M-9/13/14/16-19/21/24/27/38/46-
51/65/67/81/83/87/90/93/98/99/102/104-106/110-
113/121/122/126/134/KLUY-1-4

CTX-M gen grubu CTX-M-25/26/39/41/78/89/91/94/100

25
CTX-M gen grubu KLUC-1, KLUC2-4
KLUC

2.7.1.4.2.2.1.4.GES GSBL’ler

Nadir gériilen GSBL’ler arasinda en sik karsilasilan GES tipi GSBL’lerdir. Ilk olarak
Enterobacterales tiirlerinde bildirilmis olmasina ragmen yaygin olarak P. auriginosa ve
Acinetobacter baumannii izolatlarinda bulunmaktadir. GES-1 ilk olarak 1998 yilinda
Fransa’da K.pneumoniae izolatinda tanimlanmigtir.[119]. GES-1 klasik klavulonat ile
inhibe olan Ambler smif A GSBL’lere benzer bir hidroliz profiline sahiptir. GES-1
aztreonami hidrolize etmez. GES-2 karbapenemleri de hidroliz edebilir ve B laktamaz
inhibitorlerine kars1 daha az duyarhidir. GES-9 ise karbapenemleri hidroliz edemezken,

monobaktamlara kars1 etkilidir.[117, 118]
2.7.1.4.2.2.1.5.PER GSBL’ler

PER-1 ilk olarak 1993 yilinda Fransa’da hastaneye yatirilan bir Tiirk hastanin P,
auriginosa 1izolatinda saptanmistir. Bu enzim penisilinler,sefotaksim,seftazidim ve
aztreonama diren¢ kazandirirken, sefamisin ve karbapenemleri etkilemez. PER-1 {ireten
suslarda seftalozan-tazobaktam ve seftazidim-avibaktam direnci bildirilmektedir.[122].
PER-1 ve PER-2 bu ailenin en yaygm iiyeleridir Bu enzimler ek olrak
A.baumannii,Aeromonas  spp. ve ¢esitli  Enterobacterales  iiyelerinde de
goriilmektedir.[119]. PER-1 gibi PER benzeri enzimlerin sefiderekol direnci ile iliskili
oldugu bildirilmistir. PER enzimleri en sik Tiirkiye ve Akdeniz iilkelerinde

goriilmektedir.[119].
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2.7.1.4.2.2.1.6.VEB GSBL’ler

VEB-1 ilk olarak 1996 yilinda Vietnamli bir bebegin E. coli izolatinda bildirilmistir. Tipik
bir GSBL fenotipine sahiptir. VEB varyantlar1 Enterobacterales iiyeleri, Vibrio spp.,

Achromobacter xylosoxidans, P.auriginosa ve A.baumannii gibi g¢esitli gram negatif

bakterilerde bildirilmistir.[119]
2.7.1.4.2.2.1.7.Grup 2be’de yer alan diger GSBL’ler

Grup 2be’de yer alan ve klinik agidan 6nemli diger GSBL tipleri BES, BEL, SFO ve TLA
gibi enzimlerdir. Bazilar1 nadiren tanimlanmakta veya ¢ok sinirli yayilim gostermektedir.
Bazilar1 ise yerel olarak yayilmakta ve kiiresel ¢apta giderek daha sik izole

edilmektedir.[114].
2.7.1.4.3.Grup 2br,2f ve 2¢ p Laktamazlar
2.7.1.4.3.1. Grup 2br

2br’deki r harfi klavulanik asit ve sulbaktama azalmig(reduced) baglanmayi ifade
etmektedir. TEM-1 ve TEM-2 enzimlerinin bir-iki aminoasit degisikligi ile ortaya
¢ikmiglardir ve inhibitor direngli TEM [ laktamazlar (IRT) olarak isimlendirilmislerdir.
Bu gruptaki enzimler 2b kategorisinde ele alinmakla beraber GSBL aktivitesine sahip
degillerdir. TEM ve SHV tiirevi olduklar1 i¢in bu grupta yer almaktadirlar.[123]. IRT
ureten izolatlar penisilinleri hidrolize ederler. Dar spektrumlu sefalosporinlere karsi
etkinlikleri klasik TEM enzimlerine gore daha azdir. Genis spektrumlu sefalosporinleri
inhibe etmezler. Sefalosporinlere, sefamisinlere ve karbapenemlere duyarlidirlar.
Ampisilin-siilbaktama direngli ve amoksisilin-klavulonat’a orta derecede duyarli veya
direncli olup ¢ogu zaman piperasilin tazobaktam ve avibaktam gibi yeni inhibitorlere
duyarh kalmaktadir.[123]. Baslangigta E.coli’de bulunan IRT enzimleri Klebsiella spp.,
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii ve Shigella sonnei’de de

bildirilmistir.[123].
2.7.1.4.3.2. Grup 2¢

2c igerisindeki ¢ harfi karbenisilini inaktive ettigi ifade etmektedir. Bu B laktamazlar,

karbenisilin veya tikarsilini benzilpenisilinden en az %60 daha hizli hidrolize
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edebilmektedir. Genellikle klavulanik asit veya tazobaktam tarafindan kolayca inhibe
edilirler. PSE-1. PSE-3, PSE-4 8 laktamazlar1 Aeromonas hydrophilia’nin AER-1 enzimi
Moraxella catarrhalis’in, BRO-1 ve BRO-2 enzimleri Vibrio cholera’ ya aittir. SAR-1
enzimi de bu gruptadir.[124].

2¢’nin bir alt sinifi 2ce yakin zamanda genislemis spektrumlu bir karbenisilinaz olarak
tanimlanan ve karbenisilin, sefepim ve sefpiromu hidrolize eden bir RGT-4(CARB-10)
enzimini igerir. Genislemis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize eder ve klavulanik asit
veya tazobaktam tarafindan inhibe edilir, ancak aztreonam tarafindan inhibe

edilmez[109].
2.7.1.4.3.3. Grup 2f

Bu simiftaki B laktamazlar Karbapenemaz aktivitesi gostermektedir. Sinif A
karbapenemazlar, serin temelli bir hidrolitik mekanizmaya sahip olup, penisilinleri,
sefalosporinleri, monobaktamlari ve karbapenemleri hidrolize etme yetenegine
sahiptirler. Tazobaktam tarafindan daha iyi inhibe edilirler. Bu grup i¢inde kromozomal
olarak kodlanan SME-NMC-A, IMI, SFC-1, BIC-1, PenA, FPH-1, SHV-38, plazmid
aracilt kodlanan KPC, GES, FRI-1 veya her ikisiyle kodlanan IMI enzimleri

bulunmaktadir.
2.7.1.4.4.Plazmid Kaynakh Kazamilmis Simif A Karbapenemazlar
2.7.1.4.4.1.Klebsiella pneumoniae Karbapenemaz (KPC)

KPC enzimleri A grubu serin karbapenemazlarin yaygin ve en énemli tipidir. Ilk olarak
1996 yilinda Kuzey Amerika’nin Kuzey Carolina eyaletinde bir hastadan izole edilen
K.pneumoniae susunda tammmlanmistir[125]. Kisa siire i¢cinde diinyanin birgok bolgesine
yayilmis ve kiiresel olarak saptanan en yaygin Karbapenemaz haline gelmis,
karbapenemaz iireten Enterobacterales iiyelerinin neden oldugu biiyiik salginlara yol

acmuistir.

KPC B laktamazlarin en sik goriilen iki varyantt KPC-2 ve KPC-3’tiir. KPC’nin yayilmasi
ve salginlarinda sekans tipi 258 (ST258) susu biiyiik rol oynamistir. Kiiresel yayilim
biiyiikk o6l¢iide blaKPC genlerinin Tn3 tipi transpozon Tn4401’deki konumu ile
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aciklanmaktadir.[95, 126, 127]. ilk bildiriminden bu yana basta K. pneumoniae olmak
tizere E. coli, C.freundii, Serratia marcescens, Enterobacter spp., Salmonella spp. Gibi
Enterobacterales ailesi liyelerinde olmak {izere ¢esitli nonfermantatif bakterilerde de
saptanmustir.[95, 126, 127]. Genellikle KPC enzimi iireten suglar birgok GSBL tiirli
(TEM, SHYV, CTX-M) dahil olmak iizere diger B laktamazlar1 da {iretir. Bu nedenle hem
penisilinlere hem de sefalosporinlere kars1 yliksek diren¢ gosterirken, karbapenemlere
kars1 sadece diisiik ila orta diizeyde direng gosterebilir. Klavulanik asit ve tazobaktam
gibi B laktamaz inhibitorlerinin bu enzimlere karsi inhibitor etkisi diger A sinifi enzimlere
gore daha diistiktiir. Avibaktam, relebaktam ve vaborbaktam gibi yeni [ laktamaz

inhibitdrleri tarafindan iyi bir sekilde inhibe edilirler.
2.7.1.4.4.2.Yeni Gine Genislemis Spektrumlu  Laktamaz Enzimleri(GES)

[lk olarak 2000 yilinda Fransiz Gine’sinde bir K. pneumoniae klinik izolatinda saptanmis
daha sonra P. auriginosa, A.baumannii, E. coli, E.cloacae gibi diger gram negatif bakteri
izolatlarinda bildirilmistir[125, 128]. Tk bulunan GES-1 tipi enzimler penisilinleri ve
genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edip karbapenemleri etmez ve klavulanik asit
ile inhibe olurlar. Genislemis spektrumlu sefalosporin olan sefotaksime karsi diistik
aktiviteye sahiptir ve monobaktamlari hidroliz etmezler.[129]. Zaman i¢inde baz1 GES
enzimleri mutasyona ugrayip karbapenemaz 06zelligi kazanmistir. GES-2.4,5 ve 6

karbapenemaz aktivitesine sahip oldugu belirlenen GES enzimleridir.
2.7.1.4.4.3.Dogal ve Kromozomal Olarak Kodlanan A sinifi Karbapenemazlar

Bu grupta Serratia marcescens enzim (SME), Non metallo-karbapenemaz-A(NMC-A),
Imipenem hidrolize eden B laktamaz enzimleri-1 (IMI-1) yer alir. Penisilinler, baz
sefalosporinler, aztreonam ve karbapenemler dahil olmak {izere genis bir substrat profilini
hidroliz ederler. Karbapenem direnci belirgindir ancak genellikle genislemis spektrumlu

sefalosporinlere duyarhdir. Klavulanik asit ile inhibe olurlar.[ 124, 130].
2.7.1.5.Grup B B Laktamazlar: Metallo § Laktamazlar

Ambler siniflamasinda A, C ve D’ye ait enzimler aktif bolgesinde bir serin igerirken, sinif
B enzimleri bir veya iki ¢inko iyonu igerir bu nedenle metallo B laktamaz (MBL) olarak
adlandirilirlar. Bush-Jakoby smiflandirmasinda ise 3. Smifta yer alirlar. Penisilinleri,

sefalosporinleri ve karbapenemleri; klavulanik asit, siilbaktam, tazobaktam, gibi f
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laktamaz inhibitdrlerini hidrolize ederler. Hidrolizden sadece monobaktamlar etkilenmez.
MBL’ler kendi iglerinde aminoasit dizilimi ve substrat profillerine gore ii¢ alt sinifa

(B1,B2,B3) ayrilirlar.[96].
2.7.1.5.1.B1 Alt Simifi

Alt siif B1 plazmid kodlu MBL’lerin ¢ogunu igerir. Bunlar arasinda diinya ¢apinda en
sik izole edilen MBL’ler plazmid iligkili f laktamazlarin NDM, VIM ve IMP ailelerine

aittir.

Ik transfer edilebilir MBL olan IMP-1 1988°de Japonya’da P auriginosa klinik
izolatinda tanimlanmis olup, 1991°de literatiire bildirilmistir. Enzim daha sonra Serratia

marcescens ve diger Enterobacterales izolatlarinda da tespit edilmistir.

VIM-1 1999 yilinda Italya Verona’dan P. auriginosa 'nin klinik izolatinda tanimlanmustir.
En sik karsilasilanlar1 VIM-1 ve VIM-2’dir. VIM-1 yaygin olarak Enterobacterales’te

bulunurken VIM-2 Pseudomanas auriginosa izolatlarinda bulunur.

Yeni Delhi Metallo-f laktamaz (NDM) 2009 yilinda bakteriyel enfeksiyonlar nedeniyle
Hindistan’da ¢ok sayida hastaneye yatis yaptiktan sonra evine yollanan Isvecli bir
hastadan iiretilen K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda tanimlanmistir. Bu enzimi iireten
klinik izolatlarin cogu Enterobacterales, P. auriginosa ve A. baumannii’dir. NDM gram
negatif bakterilerde dis zara tutunan bir lipoproteindir. Diger tiim MBL’ler ¢oziiniir
periplazmik proteinlerdir. Zara tutunmasi enfeksiyon bolgesinde biiyiik miktarda
selatlayic1 protein kalprotektin salinmasma bu da ¢inkonun azalmasina ve NDM’nin
stabilitesinin artmasina neden olur. Bu durum enzimin dis membran vezikiillerinde
salgilanmasimi kolaylastiri. NDM igeren dis membran vezikiilleri komsu bakteri
popiilasyonlarin1 B laktamlarin etkisinden koruyabilir. Bu da hastanelerde NDM pozitif
suslarin hastanede yayilmasina katkida bulunabilir. blanpm tasiyan en yaygin plazmid

tiirtinlin IncX3’tlir ve bu da sadece Enterobacterales’te saptanmustir.
2.7.1.5.2.B2 Alt Sinifi

Bir metal iyonunun Zn"? (DCH) bolgesine baglanmasiyla aktif olan karbapenemazlardir
ve ylksek baglanma afinitesine sahiptirler. Tiimii kromozomal olarak kodlanir ve

cevresel bakterilerdir. Klinik agidan su an i¢in 6nemsizdirler.
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2.7.1.5.3.B3 Alt Sinifi

L1, GOB, BJP, FEZ-1, CAU-1, Mlblb, THIN-B, POM, CAR-1, SPR-1, PEDO-1 ve
PEDO-2, EAM-1, ECM-1, EFM-1, ELM-1, EVM-1 enzimlerinden olusur. B1 MBL’lere
benzer sekilde genis substrat spektrumuna sahiptir ve penisilinleri, sefalosporinleri ve
karbapenemleri parcalayabilir. Bazi istisnalar soyledir; CAR-1 sefalosporinleri ve
penisilinleri parcalar ancak karbapenemleri parcalayamaz LRA-8 penisilinleri ve
karbapenemleri parcalar sefuroksim ve sefalotini pargalayamaz, SPR-1 ise yalnizca

penisilinleri parcalar.
2.7.1.6.Grup C B Laktamazlar/AmpC p Laktamazlar

AmpC B laktamazlar basta Enterobacterales iiyeleri olmak iizere gesitli gram negatif
bakteri tiirleri tarafindan iiretilen ve klinik tedavi agisindan 6nemli olan enzimlerdir.[86,
131]. Sefalotin, sefazolin, sefoksitinin yanisira penisilinlerin ¢oguna ve B laktam-f
laktamaz inhibitorii kombinasyonlarinda dirence yol agabilen bu enzimler genellikle
kromozomal kodlanir. Kromozomal AmpC [ laktamazlar indiiklenebilir 6zelliktedir
ancak mutasyonlar nedeniyle siirekli yliksek diizeyde de iiretimleri s6z konusu olabilir.
Bu asin1 iiretim sefotaksim, seftriakson ve seftazidim gibi genislemis spektrumlu

sefalosporinlere kars1 dirence neden olur.[116, 132].

Ambler siniflamasinda sinif C’de Bush-Jakoby-Mederios fonksiyonel siniflandirmasinda
ise Grup 1 i¢inde smiflandirilirlar.[86]. Hidroliz 6zelliklerine gore sefamisinler dahil
sefalosporinleri penisilin G’ye kiyasla daha yiiksek oranda parcaladiklart icin
sefalosporinazlar olarak da bilinmektedirler. Ayrica bu grup klavulanik asit, siilbaktam,
tazobaktam gibi B laktamaz inhibitorlerine dayaniklidir. Yeni inhibitorler olan avibaktami
relebaktam ve boronik asit tiirevleri bu enzimleri inhibe etmektedir. [132].
Laboratuvarlarda boronik asit, kloksasilin ve oksasilin de AmpC inhibitorleri olarak
kullanilmaktadir.[131, 133]. Dordiincii kusak sefalosporinlerin (sefepim gibi) hidrolizi
genellikle diistiktiir.

AmpC f laktamaz aracili direng 3 sekilde ortaya ¢ikabilir;

1.p laktam varliginda ortaya ¢ikabilen indiiklenebilir direng
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2.AmpC diizenleyici genlerdeki mutasyonlara bagli stirekli yiiksek salinim (stabil

derepresyon) sonucu goriilen direng
3.Plazmid kokenli AmpC genlerinin varligr ile iliskili direng

Bunlar arasinda en énemlileri: kromozomal AmpC saliniminin uyarilmasina bagli olarak
izolatin tedavi baslanirken duyarli oldugu P laktama direngli hale gelmesi ve yayilabilir
ozellikte oldugu i¢in de plazmid kdkenli AmpC enzimlerinin neden oldugu kazanilmis

direnctir.

Hem kromozomal hem de plazmid kokenli AmpC enzimlerde aminoasit insersiyon,
delesyon ve degisimleri, seftazidim ve diger oksimino [ laktamlara karsi katalitik
etkinligi  artturmisti.  Bu enzim varyantlar1  genislemis spektrumlu  AmpC

sefalosporinazlar (ESAC) olarak adlandirilmaktadir.[131, 134].

AmpC etkisi antibiyotiklerin dis membrandan ge¢isini azaltan porin mutasyonlari
varliginda artmaktadir. Bu durumda bazt AmpC enzimlerinin karbapenemlerdeki zayif
etkisi artarak azalmig duyarlilik ve dirence neden olur. Bu etki en fazla ertapenemde
goriilmektedir.[134, 135]. Bu bilgilere géore AmpC enzimleri GSBL’lerden su 6zellikleri
ile ayrilirlar: B laktam yapili inhibit6rlerden etkilenmemeleri, sefepime yliksek derecede

duyarli olmalar1, sefamisin direnci.

Kromozomal AmpC genleri E. cloacae, K. aerogenes, C.freundii, Serratia marcescens,
Providencia stuartii, P. auriginosa, Hafnia alvei, M. morganii, Acinetobacter ve

Aeromonas turlerinde bulunur.

Yapilan c¢alismalarda ozellikle Enterobacter enfeksiyonlarinda tek basina 3.kusak
sefalosporin kullanim ile kisa siirede izolatlarin yaklasik %20’sinin bu antibiyotiklere
diren¢ kazandigi gosterilmistir. Komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlar1 disinda
Enterobacter enfeksiyonlarinda genislemis spektrumlu sefalosporinlerle tedavi

Onerilmektedir.[ 136, 137].

Plazmid kokenli AmpC B laktamazlar(pAmpC) gram negatif bakterilerin kromozomal
AmpC genlerinden kdken almaktadirlar. Bunlar arasinda en yaygin olan CMY-2benzeri

enzimler olmakla birlikte indiiklenebilir nitelikte olan DHA enzimleri de 6zellikle Avrupa
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iilkelerinde yaygindir. Plazmid kokenli AmpC enzimleri 5 filogenetik gruba
ayrilmaktadir[86, 138].

1.Enterobacter grubu (EBC enzimleri): MIR ve ACT aileleri

2.Citrobacter freundii grubu (CIT enzimleri): CMY-2 benzeri, BIL-1, LAT, CFE aileleri
3.Morganella morganii grubu: DHA [ laktamazlari

4.Hafnia alvei grubu: ACC enzimleri

5.Aeromonas grubu: CMY-1 benzeri, FOX, MOX enzimleri

DHA enzimleri iiretildiginde sefoksitin direnci oldugu halde 3. Kusak sefalosporinlere

diren¢ gozlenmeyebilirCMY-13 ve ACT-1 i¢in de benzer 6zellik bildirilmistir.[138].
ACC-1 enzimi varliginda ise istisna olarak sefoksitin direnci goriilmez.[116, 133].
2.7.1.7.Grup D p Laktamazlar

D sinifinda yer alan B laktamazlar A ve C sinifinda yer alanlar gibi serin hidrolazlardir.
Az sayidaki istisna disinda tazobaktam, klavulanik asit, siilbaktam gibi inhibitorlerden
etkilenmezler. Avibaktam ve vaborbaktam gibi yeni inhibitorlere duyarhidirlar.[94, 96,
139]. D grubu B laktamazlar hem gram negatif hem gram pozitif bakteriler tarafindan
dretilir. Klinitk onemi olan D smifi enzimler gram negatif bakteriler, ozellikle
Acinetobacter baumannii tarafindan tretilen ve plazmid aracili kodlanan OXA ailesi f

laktamazlardan koken alirlar.
2.7.1.7.1.0XA B Laktamazlar
OXA B laktamazlar islevlerine gore de siniflandirilirlar;

1.Dar Spektrumlu OXA B Laktamazlar: Islevsel siniflandirmada 2d grubunda yer alirlar.
Kloksasilin ve oksasilini hidrolize ederler. Klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktamla
inhibe olmazlar. OXA-1 benzeri (OXA1,4,47,796), OXA-2 benzeri (OXA-2,3,21), OXA-
10 benzeri (OXA-10,7,13,56,101), digerleri (OXA-5,9,12,20,22,42,46, 50 vb.)’ni igerir.

2.Genis Spektrumlu OXA B Laktamazlar: islevsel simmiflandirmada 2de grubunda yer
alirlar. Oksasilin, kloksasilin, karbenisilin, genis spektrumlu sefalosporin ve aztreonam

hidrolizi yaparlar. Ik kez 1991°de Tiirkiye’de seftazidime direngli P.auriginosa izolatinda
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OXA-11 olarak saptanmugtir[ 105]. OXA-10 benzeri (OXA-
11,13,14,16,17,19,28,35,142,145,147,183,240,836...), OXA-2  benzeri  (OXA-
15,32,34,36,53,141,161,210,226), digerleri (OXA-18,45,163) ’ni igerir.

3.Karbapenem Hidrolize Eden OXA P Laktamazlar: Islevsel siniflandirmada 2df
grubunda yer alirlar. Oksasilin, kloksasilin, karbenisilin ve karbapenem hidrolizi yaparlar.
Genis spektrumlu sefalosporinleri zayif hidroliz ederler veya hi¢ hidroliz edemezler.
OXA-23 Acinetobacter baumannii’de karbapenem direncine yol agtig1 gosterilen ilk
OXA karbapenemazdir. OXA-23,24,51 ve 58 A.baumannii’de karbapenem direnci ile
iliskili  karbapenemazlardir. Global olarak en yaygmi OXA-23’tiir.[139-141].
0XA23,40,51,58,48 vb. ’i igerir.

4.0XA-48 ve benzeri P Laktamazlar: Islevsel smiflandirmada 2def grubunda yer alirlar.
Enterobacterales’te yaygin olarak bulunurlar. Oksasilin, kloksasilin, karbenisilin ve
karbapenem ve 3.kusak sefalosporin hidrolizi yaparlar. OXA-48 iireten K. pneumoniae
izolat1 ilk kez 2001°de Tiirkiye’de izole edilmis olup halen ililkemizde K.pneumoniae’ de

en sik rastlanan karbapenemazdir.[ 142, 143]. OXA-48 benzeri, OXA-163,247yi igerir.
2.7.2.p Laktamlara p Laktamaz Dis1 Diren¢ Mekanizmalari

o Penisilin Baglayan Proteinler: PBP’lere bagli diren¢ daha c¢ok gram pozitif
bakterilerde goriilmektedir. Klinik olarak az goriilse ve 6nemi daha az olsa da bazi
caligmalar gram negatif bakterilerde PBP degisimlerinin  laktam direncine katkida

bulundugunu gdstermistir.

o Permeabiliteye Bagli Direng: Gram negatif bakterilerde bulunan dis membran 3
laktamlara karsi gecirgen degildir ve bunlar hiicreye porin adi verilen protein
kanallarindan girebilirler. Porin kayb1 veya gegirgenlik yolunu degistiren mutasyonlar 3
laktam antibiyotiklerin hiicre i¢ine girisini azaltarak diren¢ gelisimine sebep olur. Aktif
atim pompalar1 da ¢esitli bilesenleri disar1 atma yetenekleri nedeniyle bir bakteriyi birgok
antibiyotige direncli hale getirmede onemli rol oynar[144].B laktamlar, tetrasiklinler,
kloramfenikol, florokinolonlar gram negatif bakterilerde hiicreye giriste dis membranda
bulunan porin kanallarindan gecerler. Gram negatif bakterilerde aktivitelerine ve islevsel
yapilarina gore birgok porin tanimlanmistir. Bu zamana kadar en iyi bilinen porinler

E.coli izolatlarinda tanimlanan OmpF ve OmpC ‘dir. Porin ifadesindeki degisiklikler
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genellikle diisiik diizey dirence neden olmaktadir. Bununla birlikte buna ek olarak aktif
atim pompalar1 veya enzimatik inaktivasyon gibi diger mekanizmalar eslik ettiginde
yiiksek diizey direng gelisebilir.[145-147]. Karbapenemlere direngli E.coli izolatlarinda
OmpC’nin transkripsiyonu ve protein ifadesinin azaldigi saptanmistir.[148]. OmpF’de
meydana gelen mutasyonlar da porin kanal boyutunu daraltarak beta laktam

duyarliliginda azalmaya neden olmaktadir.[149].

. Aktif Attim Pompalarima Bagli  Laktam Direnci: Aktif atim pompalari
antibiyotikler de dahil olmak iizere bir¢ok molekiiliin hiicre disina atilmasinda rol
oynayan bakteriyel transport proteinleridir. Antibiyotik direncine ek olarak viriilans ve
biyofilm olusumu gibi patojenitede de 6nemli rol oynarlar. Tek bir substrata yada genis
substrat 6zgilliigline sahip olabilirler. Kromozomal veya plazmid, taranspozon kdkenli
kodlanabilirler. Aktif atim pompalarin1 diizenleyen genlerdeki mutasyonlar bu
pompalarin agir1 ifadesine neden olup direng gelisimine katki saglar.[ 150, 151]. 6 tiir aktif

atim pompa ailesi tanimlanmigtir:[152].

-ATP binding cassette(ABC),-Major facilitator siiper ailesi(MFS),-Multidrug and toxic
compaund extrusion siiper ailesi(MATE),-Resistance-nodulation-cell-division siliper
ailesi(RND), Small multidrug resistance siiper ailesi(SMR), Proteobacterial antimicrobial

compaund efflux(PACE) ailesi
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Sekil 4. Aktif Atim Pompa Aileleri
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Gram negatif bakterilerde atim pompalar1 ¢ift katmanli hiicre membrani nedeniyle {i¢
bilesenli sistemler seklindedir. I¢ membran proteini, dis membran proteini ve membran
flizyon proteininden olusurlar. Bunlar genis bir substrat profiline sahiptir ve yiiksek diizey
direng¢ olusturmada daha etkilidirler. Gram negatif bakterilerde en yaygin goriilen tiirti
RND ailesine (acrAB-TolC,MexAB-Oprm) aittir. acrAB-TolC B laktam ve kinolonlar
basta olmak {izere bir¢ok sinif antibiyotige direncten sorumludur. Yapilan ¢aligmalarda
CID K. pneumoniae izolatlarinda. acrAB-TolC’nin karbapenemler dahil B laktam

direncinde 6nemli rol oynadigi 6sterilmistir.[ 153].
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3. MATERYAL ve METOD

3.1.Bakteri Izolatlarinin Sec¢imi, Izolatlarin Saklanmasi, Canlandirilmasi ve

Tanimlanmasi

Calismaya Nisan 2023-Eyliil 2025 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvarindan klinik orneklerden izole edilen
Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morganella, Providencia ve Hafnia tiirleri dahil
edilmistir. Tekrarlarin 6nlenmesi i¢in her hastaya ait bir izolat ¢alismaya alinmistir.
Izolatlar tekrar galisilincaya dek, stok besiyeri (%10 gliserol igeren Skim milk besiyeri)
icerisinde -80°C’de saklanmistir. Canlandirma islemi, stoklar acilip oda sicakliginda
coziildiikten sonra, 50 pl bakteri siispansiyonu tek koloni ekim yontemiyle %5 koyun
kanli agar (RTA, Tiirkiye) /Mac conkey agara (Oxoid, Birlesik Krallik) ekilerek ve 35-37
°C’de etiivde 24 saat inkiibasyona birakilarak yapilmistir. Ureyen mikroorganizma
kolonilerinden MALDI-TOF MS (bioMérieux, Fransa) ile bakteri tanimlamalari

dogrulanmistir.
3.2.Antibiyotik Duyarhhk Testleri
3.2.1. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Testi

Calismaya dahil edilen izolatlarin otomatize sistemlerle elde edilen antibiyotik duyarlilik
sonuglarint dogrulamak ve yeni nesil antibiyotiklere kars1 duyarlilik profillerini

belirlemek amaciyla, asagida belirtilen antibiyotik diskleri kullanilarak Mueller-Hinton
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Agar (MHA; Oxoid, Birlesik Krallik) besiyerinde disk difiizyon testi uygulanmigtir. Test
prosediirii ve sonuclarin yorumlanmasi, "The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing' (EUCAST) Clinical Breakpoints- Bacteria (Versiyon 16.0)
kilavuzu oOnerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Kalite kontrol susu olarak

Escherichia coli ATCC 25922 kullanilmistir. Test Edilen Antibiyotikler Tablo 5’te

verilmigtir.

Tablo 5. Disk Diflizyon Yo6ntemi ile Test Edilen Antibiyotikler
Antibiyotik Ad1 Kisaltma |Miktar (ng) |Uretici / Mensei
Amoksisilin-klavulanik
asit AMC 30|Oxoid, Birlesik Krallik
Seftriakson CRO 30|Oxoid, Birlesik Krallik
Sefotaksim CTX 5|0xoid, Birlesik Krallik
Seftazidim CAZ 30| Oxoid, Birlesik Krallik
Sefepim FEP 30|Oxoid, Birlesik Krallik
Sefoksitin FOX 30|Oxoid, Birlesik Krallik
Piperasilin-tazobaktam TZP 110(100/10) |Oxoid, Birlesik Krallik
Ertapenem ERT 10|Oxoid, Birlesik Krallik
Meropenem MEM 10|Oxoid, Birlesik Krallik
Amikasin AK 30|Oxoid, Birlesik Krallik
Gentamisin GN 10|Oxoid, Birlesik Krallik
Siprofloksasin CIP 5|0xoid, Birlesik Krallik
Aztreonam ATM 30|Oxoid, Birlesik Krallik
Sefiderekol FDC 30|0Oxoid, Birlesik Krallik
Imipenem-relebaktam IMR 35(10/25) | MastDiscs, Birlesik Krallik
Meropenem-vaborbaktam [MEV 30(20/10)|Oxoid, Birlesik Krallik
Aztreonam-avibaktam AZA 50(30/20) |Liofilchem, Italya
Seftazidim-avibaktam CZA 10/4|0xoid, Birlesik Krallik
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Sekil 5. Disk Difiizyon Testi

3.2.2.51v1 Mikrodiliisyon Testi

3.2.2.1.Sarf Malzemeler ve Antibiyotik Tozlar1

Serf malzeme listesi tablo 6’da antibiyotik tozlar1 tablo 7°de verilmistir.

Tablo 6. Stvi Mikrodiliisyon Testinde Kullanilan Sarf Malzemeleri ve Cihazlar

Kullanilan Malzeme

Ozellik

Steril distile su veya Serum Fizyolojik (SF)

Cam veya plastik tiip igerisinde

Toz Antimikrobiyal

Malzeme bilgi formu/prospektiis bilgisi ile
birlikte

Katyon Ayarli Mueller-Hinton Sivi Besiyeri
(KA-MHB)

0,5 Mcfarland Standardi Veya Dansitometre

Bakteri slispansiyonu bulaniklik ayar1 i¢in

Ekiivyon

Steril, tek kullanimlik

Mikroplak

Steril, 96 kuyucuklu, U tabanli

Mikropipet Ve Steril Pipet Uglar1

10-200 pl hacim araliginda

Mikropipet Ve Steril Pipet Uclar1

200-1000 pl hacim araliginda

Cok Kanalli Mikropipet ve Steril Pipet Uclari

10-200 ul hacim araliginda (Opsiyonel)

Inkiibator

3541 °C caligsma sicakliginda
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Tablo 7. Stv1 Mikrodiliisyon Testinde Kullanilan Antibiyotik Tozlar1

Antibiyotik Ad1 Miktar (mg) Uretici Firma ve Mensei
Ertapenem sodyum 10Sigma-Aldrich, ABD
Meropenem 300|USP, italya

Seftazidim 500{Sigma-Aldrich, ABD
Avibaktam 50|Adooq Bioscience, Kanada
Aztreonam 200]Adooq Bioscience, Kanada

Sivi mikrodiliisyon testi, EUCAST kilavuzu o6nerileri dogrultusunda, katyon ayarh
Mueller-Hinton sivi besiyeri (KA-MHB) kullanilarak antibiyotiklerin iki katli seri
dilisyonlarinin hazirlanmasiyla gerceklestirilmistir. Bakteri siispansiyonlar1, son
inokulum konsantrasyonu 5 x 10° CFU/ml olacak sekilde inokiile edilmistir.
Mikroplaklarin 35+1 °C'de 1842 saat inkiibe edilmesinin ardindan, gozle goriiliir bakteri
{iremesini tamamen inhibe eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu, Minimal inhibitér

Konsantrasyonu (MIiK) olarak belirlenmistir.
3.2.2.2.Mueller Hinton Broth (MHB) Hazirlanmasa:

Calismada kullanilacak sivi besiyerinin hazirlanmasi icin 1 litre distile suya 21 gram

Mueller-Hinton Broth (MHB) tozu ilave edilmistir.

Homojen bir dagilim elde etmek ve tozun tamamen ¢dziinmesini saglamak amaciyla
soliisyon hafifce 1sitilarak karistirilmistir. Ardindan, hazirlanan besiyeri otoklavda 121
°C'de 15 dakika siireyle sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi tamamlanan besiyerleri,

deney asamasina kadar +4 °C'de saklanmistir.
3.2.2.3.Antibiyotik Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi:
o Kullanilan antibiyotik tozlar1 ve potensleri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 8. Antibiyotik Tozlar1 ve Potensleri

Antibiyotikler Potens (ng/mg)
Ertapenem (Sigma-Aldrich, ABD) 900
Meropenem (Usp,italya) 867
Seftazidim (Sigma-Aldrich, ABD) 862
Aztreonam (Adooq Biosience, Kanada) 980
Avibaktam (Adooq Biosience, Kanada) 980
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e Antibiyotiklerin stok soliisyonlar1 asagidaki formiile goére hazirlanmistir.

Agirlik (mg) X Potens (pg/mg)

Hacim(ml) =
acim(ml) Konsantrasyon (ug/mL)

e Antibiyotiklerin stok soliisyonunun hazirlanmasinda ve diliisyonunda kullanilan
¢Oziicli ve sulandiricilar Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Antibiyotik Tozlarinin Coziicii ve Sulandiricilar

Antibiyotikler Coziicii Sulandirici
Ertapenem Steril distile su MHB
Meropenem Steril distile su MHB
Seftazidim Steril distile su MHB

Aztreonam Steril distile su MHB

Avibaktam Steril distile su MHB

e Antibiyotik stok soliisyonlari; ertapenem 1280 pg/ml, meropenem 5120 pg/ml,
seftazidim 2560 pg/ml, aztreonam 2560 pg/ml ve avibaktam 80 pg/ml
konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan bu soliisyonlar, sonraki
kullanimlar i¢in steril falkon tiiplerine paylastirilarak -20 °C'de dondurulmustur.
Saklanan antibiyotik c¢ozeltileri, deney oncesinde oda sicakliginda ¢oziilmesinin

ardindan kullanilmistir.

e (Calisma agamasinda stok soliisyonlar, Mueller-Hinton Broth (MHB) besiyeri ile 1/10
oraninda seyreltilmistir. Bu islem sonucunda antibiyotiklerin konsantrasyonlari;
ertapenem i¢in 128 pg/ml, meropenem i¢in 512 pg/ml, seftazidim i¢in 256 pg/ml,
aztreonam ic¢in 256 pg/ml ve avibaktam icin 8 pg/ml olarak elde edilmistir.
Mikrodiliisyon plaklarinda antibiyotiklerin nihai konsantrasyonlar1 ertapenem igin
32 pg/ml, meropenem icin 128 pg/ml, seftazidim igin 64 pg/ml, aztreonam igin 64
pg/ml ve avibaktam i¢in 4 pg/ml olarak elde edilmistir.

3.2.2.4.Bakteri inokulumu Hazirlanmasi:

e 24 saatlik inkiibasyonun ardindan Kanli agar/Mac Conkey agarda {ireyen taze
koloniler kullanilarak 0,5 McFarland standart bulanikligina sahip (2 x 10* CFU/ml)

bakteri siispansiyonu hazirlanmistir.
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Hazirlanan bu bakteri stispansiyonundan 100 uL alinarak 9,9 ml Serum Fizyolojik

(SF) igerisine ilave edilmis ve ara siispansiyon (2 x 10® CFU/ml) elde edilmistir.

Son asamada, elde edilen ara siispansiyondan 0,5 ml alinarak 4,5 ml Mueller-Hinton
Broth (MHB) igerisine eklenmis ve bdylece test i¢in nihai inokulum yogunlugu (2 x

10° CFU/ml) saglanmstir.

3.2.2.5. Testin Yapihis1

Caligmada steril, U tabanl steril polistiren 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmigtir.

Baglangi¢ asamasinda tiim kuyucuklara 100 pL Mueller-Hinton Broth (MHB)
besiyeri ilave edilmistir. Aztreonam-avibaktam ve seftazidim-avibaktam MIK
degerlendirmesi yapilacak serilerde ise MHB yerine, tim kuyucuklara sabit

konsantrasyonda (8 pg/mL) avibaktam igeren ¢ozelti eklenmistir.
Mikroplaklarin ilk kuyucuklarina 100 pL antibiyotik stok soliisyonu ilave edilmistir.

Birinci kuyucuktan on birinci kuyucuga kadar antibiyotiklerin iki katli seri diliisyonu

gerceklestirilmistir.

Hazirlanan bakteri inokulumundan, 12. kuyucuk hari¢ olmak {izere mikroplaktaki

tiim kuyucuklara 100 pl dagitilmastir.

Her bir izolat testinde 12. kuyucuk inokulum kontrolii (iireme kontrolii) olarak

ayrimistir.

EUCAST kalite kontrol 6nerileri dogrultusunda,

Calismada tiim antibiyotikler i¢in kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922
kullanilmistir. Bu i1zolat i¢cin mikroplakta iki satirdan olusan 24 kuyucukluk alan

ayrimistir.

Seftazidim-avibaktam ve aztreonam-avibaktam kombinasyonlarinin test edildigi

panellerde ise E. coli ATCC 25922 ‘ye ek olarak beta laktam beta laktamaz
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kombinasyonlarinin kalite kontrol susu olarak Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

kullantlmistir.

e FE. coli ATCC 25922 igin 22, 23 ve 24. kuyucuklar besiyeri sterilite kontrolii i¢in
ayrimistir.

e Hazirlanan mikroplaklar 35+1 °C'de 'de 16-20 saat inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon siiresi sonunda, makroskobik iiremenin gozlenmedigi en diisiik
antibiyotik konsantrasyonu, ilgili antibiyotik i¢in Minimal Inhibitér Konsantrasyon

(MIK) degeri olarak kaydedilmistir (Sekil 6).

e Antibiyotik duyarlilik testlerinin degerlendirilmesinde, kalite kontrol sinirlari ve
klinik smir degerleri i¢in sirasiyla "EUCAST QC Tables v.16.0" ve "EUCAST

Clinical Breakpoints v.16.0" kilavuzlar referans alinmistir [154].

Kalite kontrol
kuyucuklar

Sekil 6. Sivi Mikrodiliisyon Testi
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3.3. Fenotipik Yontemler Ile Diren¢ Mekanizmalariin Arastiriimasi

3.3.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) Varhginin Fenotipik Olarak

Dogrulanmasi
3.3.1.1.Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Cift Disk Sinerji Testi (CDST), standart disk difiizyon yontemi kurallarina uygun olarak
Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid, Birlesik Krallik) iizerinde gerceklestirilmistir.
Calismada; sefalosporin grubuna ait (sefotaksim, seftazidim, sefepim) antibiyotik
diskleri, klavulanik asit i¢eren diskin (amoksisilin-klavulanik asit, AMC) ¢evresine
yerlestirilmistir. Testin giivenilirligi ve basarist acisindan diskler arasi mesafe kritik
oneme sahip oldugundan, 30 pg'lik sefalosporin diskleri ile merkezdeki AMC diski
arasindaki optimal uzaklik, merkezden merkeze 20 mm olacak sekilde standardize
edilmistir. Hatali disk yerlesiminin yalanci negatif veya belirsiz sonuglara yol acabilecegi

g0z onilinde bulundurularak mesafenin korunmasina dikkat edilmistir.

Inokiile edilen plaklar 35+1 °C'de 18-20 saat inkiibe edildikten sonra inhibisyon zonlari
degerlendirilmistir. Sefalosporin disklerinden herhangi birinin etrafinda olusan
inhibisyon zonunun, klavulanik asit diskine bakan yoniinde sinerjistik etkiyle genislemesi
veya iki disk arasinda makroskobik liremenin olmadigi karakteristik “anahtar deligi”
(keyhole) goriiniimiiniin olusmast durumunda CDST ‘pozitif' olarak degerlendirilmistir
(Sekil 7). Buna karsin; sefalosporinler ile AMC diski arasinda herhangi bir sinerjistik
etkinin gozlenmedigi, her bir diskin olusturdugu dairesel inhibisyon zon ¢apinin
digerinden net bir sekilde ayrilamadig1 veya inhibisyon zonlarimin birbiri i¢ine gegmesi
sebebiyle iliskinin net olarak belirlenemedigi durumlar test sonucu agisindan 'negatif’

olarak kabul edilmistir."
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Sekil 7. CDST pozitifligi

3.3.1.2.GSBL Kombinasyon Disk Testi (KDT)

Calismada uygulanan dogrulama testinde, tek basina sefalosporin igeren diskler ve bu
sefalosporinlerin klavulanik asitli kombinasyon diskleri kullanilmistir (Tablo 10).
Plaklarda olusan inhibisyon zon ¢aplart olgiilerek kiyaslanmis olup; klavulanik asit
kombinasyonlu diskin etrafindaki inhibisyon zon ¢apinin, yalniz sefalosporin igeren
diskin zon ¢apindan >5 mm daha biiyiik 6l¢iilmesi fenotipik olarak pozitif sonug¢ kabul

edilmistir (Sekil 8).

Tablo 10. Kombine Disk Testinde Kullanilan Inhibitérlii Antibiyotik Kombinasyonlar

Kombinasyon Diski (Kisaltma) Miktar (pg) Uretici / Mensei

Sefotaksim-klavulanik asit (CTC) 30/10|Bioanalyse, Tiirkiye
Seftazidim-klavulanik asit (CZC) 30/10|Bioanalyse, Tiirkiye
Sefepim-klavulanik asit (FEC) 30/10|Bioanalyse, Tiirkiye
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~ Sefepim:10mm

Sefepim-klavulanik
asit:24mm

Sekil 8. Kombinasyon Disk Testi

3.3.2.AmpC Beta Laktamaz Varhgimin Fenotipik Olarak Dogrulanmasi
3.3.2.1. AmpC Saptama Kiti

Calismada fenotipik dogrulama amaciyla; igerisinde A, B ve C olmak iizere ii¢ farkli disk
kartusu barindiran ticari kombinasyon kiti (MASTDISCS Combi, Birlesik Krallik)
kullanilmistir. Kartus igerikleri su sekildedir:

Kartus A: Sefpodoksim (10 pg) + AmpC indiikleyicisi,
Kartus B: Sefpodoksim (10 pg) + AmpC indiikleyicisi + ESBL inhibitor,

Kartus C: Sefpodoksim (10 pg) + AmpC indiikleyicisi + ESBL inhibitori + AmpC
inhibitorleri.
Test sonuglarinin degerlendirilmesinde disklerin olusturdugu inhibisyon zon ¢aplari 6l¢lilmiis

ve asagidaki kriterlere gére yorumlanmustir.

o AmpC Negatif: Kartus A diskinin olusturdugu inhibisyon zon ¢api, Kartus B ve C
disklerinin zon ¢aplar ile karsilastirllmigtir. Tiim disklerin etrafindaki zon caplari
arasindaki farkin 3mm'den daha az olmasi (<3 mm) durumu, mikroorganizmanin

AmpC iiretimi agisindan 'negatif' oldugunu gostermistir.
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o AmpC Pozitif: Kartuslar arasindaki zon ¢ap1 farklar1 hesaplanirken; C diskinden A
diski (C-A), C diskinden B diski (C-B) ve B diskinden A diski (B-A) zon ¢ap1 degerleri
cikartlmistir. Hesaplama sonucunda hem C-A hem de C-B farkinin> 5 mm olarak
bulunmasi, ilgili izolatin AmpC iretimi acisindan ‘pozitif oldugu seklinde

degerlendirilmistir.

Sekil 9. AmpC Uretimi Pozitif Saptanan Test

3.3.3. Molekiiler Yontemler ile Diren¢ Genlerinin Arastiriimasi

Fenotipik testlerle 3.kusak sefalosporin direnci bulunan suslarda beta laktam grubu

antibiyotiklere kars1 direng mekanizmalar1 molekiiler olarak arastirilmistir.
3.3.3.1.DNA izolasyonu

Caligsmada, -80 °C'de %10 gliserollii skim milk besiyerinde muhafaza edilen bakteri
stoklari, Mac Conkey Agar ve Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerlerine ekilerek
canlandirilmistir. Elde edilen saf kiiltiirlerden Monarch® Spin gDNA Extraction Kit
(New England Biolabs, ABD) kullanilarak, iiretici firmanin protokolii dogrultusunda
genomik DNA (gDNA) izolasyonu gerceklestirilmistir. Izolasyon basamaklar1 asagida
belirtildigi sekilde uygulanmistir:
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10.

Ureyen taze kolonilerden %0,85'lik serum fizyolojik (SF) icerisinde yaklasik 6,6
McFarland bulanikliginda (2X10° bakteri hiicresi/ml) bakteri siispansiyonu

hazirlanmustir.

Hazirlanan silispansiyondan 1 ml alinarak mikrosantriflij tiipiine aktarilmis ve

12.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi uzaklagtirilmastur.

Elde edilen pellet, 100 pL Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS; Phosphate Buffered

Saline) icerisinde tekrar slispanse edilmistir.

Karisima 10 pL Proteinaz K ilave edilerek kisa bir siire vortekslenmis; ardindan

100 pl Doku Lizis Tamponu eklenerek homojen bir sekilde vortekslenmistir.

Ornekler, belirli araliklarla vortekslenmek suretiyle 56 °C'de 2 saat boyunca inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonras tiiplere 3 pL RNase A eklenmis, kisa bir siire vortekslendikten

sonra 56 °C'de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Karigima 400 pL gDNA Baglayict Tampon ilave edilmis ve 1 dakika boyunca kisa

araliklarla (puls) vortekslenerek iyice karigmasi saglanmistir.

Elde edilen lizat/baglayici tampon karigimi (~ 600 pL), iist kolon ylizeyine temas
ettirilmeden, toplama tiipiine yerlestirilmis olan gDNA Saflagtirma Kolonuna

aktarilmistir.

gDNA'nin membrana baglanmasini saglamak amaciyla 6nce 1.000g 'de 3 dakika,
ardindan membranin temizlenmesi i¢cin maksimum hizda (> 12.000 g) 1 dakika

santrifiij islemi uygulanmistir.

Altta toplanan sivi ve toplama tiipii uzaklastirilmistir. Saflagtirma kolonu yeni bir
toplama tiipline aktarilarak tizerine 500 pL. gDNA Yikama Tamponu eklenmistir.
Yikama tamponunun kapak kismina ulagmasini saglamak amacuyla tiip birka¢ kez

altiist edilmis, ardindan 12.000 g'de 1 dakika santrifiij edilerek siiziintii atilmistir.
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11. Kolon, toplama tiipiine tekrar yerlestirilmis; tizerine yeniden 500 pL gDNA Yikama
Tamponu ilave edilerek 12.000 g'de 1 dakika santrifiij edilmistir. Islem sonunda

toplama tiipli uzaklastirilmistir.

12. gDNA Saflastirma Kolonu, DNase icermeyen 1,5 ml’lik steril bir mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirilmistir. Kolon tizerine 60 °C'ye kadar dnceden 1sitilmis olan 35—
100 pL gDNA Eliisyon Tamponu eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe

edilmistir.

13. Son asamada, gDNA'y1 eliiat olarak elde etmek i¢in tiipler 12.000 g'de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen saflastirilmis gDNA o6rnekleri, sonraki analizlerde

kullanilmak tizere -20 °C'de muhafaza edilmistir.
3.3.3.2.Beta Laktamaz Genlerinin Tespiti icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile arastirilacak hedef gen bdélgelerine 6zgii liyofilize
haldeki primerler (BiOligo, Tiirkiye), kullanim 6ncesinde niikleaz icermeyen steril distile

su (dH20) ile ¢oziilerek uygun stok konsantrasyonlarina getirilmistir.

Calismada kullanilan primer dizileri ve amplikon boyutlar1 o6zellikleri Tablo 11°de

sunulmustur.

Tablo 11. Caligmada Kullanilan Primer Dizileri ve Amplikon Boyutlari

PRIMER GRUPLARI
ESBL
GEN PRIMER BAZ DiZiSi AMPLIKO | Referan
5.3 N BOYUTU s
(BP)
blaTEM F:CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800bp [155]
R: GTTCATCCATAGTTGCCTGAC
blaSHV-1 F: GCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713bp [156]
R:ATCCCGCAGATAAATCACCAC
blaCTX-M 15 | F: CACCAATGATATTGCGGTGA 77bp [157]
R: GTTGCGGCTGGGTAAAATA
blaCTX-M F: AAAAATCACTGCGCCAGT TC 415bp [158]
GROUP 1 R: AGCTTATTCATCGCCACG TT
AMPC
blaEBC F:CTGGACCATACCTGGATTAAC 409bp [159]
(blaMIR,blaACT | G
) R: TCGAGCCTGTTTTATGGACCC
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blaCIT F:-TGGCCAGAACTGACAGGCAA 462bp [160]
A
R: TTCTCCTGAACGTGGCTGGC
blaDHA F:AACTTTCACAGGTGTGCTGGG 405bp [161]
T
R: CCGTACGCATACTGGCTTTGC
blaCMY-2 | F: TGG CCA GAA CTG ACA GGC 461bp [162]
AAA
R: TTT CTC CTG AAC GTG GCT
GGC
blaACC F: ACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 346bp [156]
R: TCGCCGCAATCATCCCTAGC
KARBAPENEMAZ
blaKPC F: CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 798bp [155]
R: CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
blaVIM F: GATGGTGTTTGGTCGCATA 390bp [155]
R: CGAATGCGCAGCACCAG
blaNDM F: GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621bp [155]
R: CGGAATGGCTCATCACGATC
blaOXA-48 | F: TTGGTGGCATCGATTATCGG 743bp [155]
R: AGCACTTCTTTTGTGATGGC
blaIMP F: GCCAAAGTCCGCCAAATTAT 92bp [163]
R: TCAAGAGTGATGCGTCTCCA
blaSMEI-3 | F: ACTTTGATGGGAGGATTGGC 551bp [163]
R: ACGAATTCGAGCATCACCAG
EFFLUKS POMPASI
acrA F: CTCAGGCAGCTTAGCCCTAA 107bp [164]
R:CAGAGGTTCAGTTTTGACTGT
T
acrB F:-TGAAGACCAGGGCGTGTTCCT 145bp [165]
R: TTTTTGCGTACGTTCTTG
10lC F: AAGCGGAAAACCGCAACCT 100bp [164]
R:CAGAGTTGGCAGGTGACCATC

PCR analizlerinde pozitif kontrol olarak; TEM, SHV, NDM, KPC ve OXA-48 gen
bolgeleri icin Aybike Baser’in 'Tiirkiye ve Irak Hasta Orneklerinden Izole Edilen
Karbapenem Direngli Klebsiella pneumoniae izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu'
baslikli tez ¢galismasinda dogrulanmis olan izolatlar kullanilmistir[166].VIM, IMP, CTX-
M, SME, ACC, CMY-2, EBC ve DHA direng genleri i¢in ise Inonii Universitesi Tip

Fakiiltesi'nden Dr. Ogr. Uyesi Elif Seren Tanriverdi tarafindan sekans analizi ile
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dogrulanmis suslar referans alinmistir. Reaksiyonlarin negatif kontrolii olarak ise niikleaz

icermeyen steril distile su (dH20) kullanilmistir.
3.3.3.4.PCR Karisim ve Amplifikasyon Kosullari

PCR asamasi, OneTaq Hot Start 2X Master Mix with GC Buffer (New England Biolabs,
ABD) kullanilarak Labcycler (SensoQuest, Almanya) ve T100 Thermal Cycler (Bio-Rad,
ABD) cihazlarinda yapilmistir. Tiim reaksiyon karisimlart PCR ¢aligma kabini icerisinde
hazirlanmistir. PCR kosullari, hedeflenen her bir gen bolgesi i¢in tek ve 6zgiil bant elde
edilecek sekilde optimize edilmistir. Ozgiil olmayan veya zayif bant veren bazi
primerlerin baglanma sicakliklarinin optimizasyonu i¢in gradiyent PCR ydntemi
kullanilmustir. 1lgili direng genleri, Tablo 12’de detaylar1 verilen PCR karisimi

kullanilarak arastirilmistir.

Tablo 12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Karisimi

Materyal Miktar
OneTaq Hot Start 2X Master Mix with GC Buffer 25 uL
Primer-F 1 ulL
Primer-R 1 pL
OneTaq High GC Enhancer 5 uL
DNA 5uL
Niikleaz i¢ermeyen steril dH20 8 uL
Total reaksiyon hacmi 50 pL

Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 13’te tarif edilen kosullarda amplifiye edilmistir.

Tablo 13. Diren¢ Genlerinin Amplifikasyonu igin Uygulanan PCR Protokolii

BASAMAK SICAKLIK SURE DONGU SAYISI
O

Baslangi¢ denatilirasyonu 94 1 dk 1
Denatilirasyon 94 30sn
Baglanma Sicakligi Tm* 30sn 35
Uzama 68 1 dk
Son Uzama 68 7 dk 1
Bekleme 4 o0 1

*Tm degerleri gen bazinda degiskenlik gostermektedir. blaIMP 50 °C, blaCIT 51°C,

blaCTX-M Grup-1 52°C, blaCMY-2, blaACC, blaDHA 53 °C, blaKPC, blaVIM,
blaOXA-48 54°C, blaNDM 55°C,
blaSHV 56°C, blaTEM ve blaEBC 58 °C
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3.3.3.5.Agaroz Jel Elektroforezi

. PCR iirlinlerinin yiiriitiilmesi amaciyla %1,5 ve %2’lik agaroz jeller hazirlanmistir.
Bu dogrultuda, 100 ml 1x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) tamponu (89 mM Tris, 89
mM borik asit, 2 mM EDTA, pH 8.3) icerisine sirasiyla 1,5 ve 2 g agaroz (Sigma,

ABD) eklenerek 1sitilmak suretiyle tamamen ¢ozdiirtilmiistiir.

o Agaroz ¢ozeltisi 55°C’ye kadar sogutulduktan sonra, DNA bantlarinin goriiniir
kilinmasi amaciyla igerisine 10 puLL SafeView™ Classic (abmgood, Kanada) jel
boyasi ilave edilerek homojen bir sekilde karismasi saglanmistir. Akigskan haldeki
sicak jel, uygun kuyucuk taraklari yerlestirilmis elektroforez tepsisine dokiilerek

oda sicakliginda katilagmaya birakilmaistir.

. Katilagma siirecinin ardindan taraklar jelden dikkatlice ¢ikarilmis ve jel, tepsiyle

birlikte yatay elektroforez tankina (Bio-Rad, ABD) yerlestirilmistir.

o Tank igerisine jelin lizerini tamamen kaplayacak sekilde 1x TBE tamponu ilave

edilmistir.

o Molekiiler agirlik belirleyicisi olarak ilk kuyucuga 10 uL Quick-Load Purple 50 bp
DNA Ladder (New England Biolabs, ABD) yiiklenmis; takip eden kuyucuklara ise
PCR iiriinlerinden 25 pL aktarilmistir.

o Yiikleme isleminin ardindan elektroforez sistemi gii¢ kaynagina baglanarak 90-100

V lineer elektrik akiminda 60 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir.

o Siire sonunda jel, ChemiDoc MP (Bio-Rad, ABD) jel goriintiileme sisteminde

incelenerek bant profilleri degerlendirilmistir.
3.3.4. Tiim Genom Sekanslama (WGS)
3.3.4.1.Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA (gDNA) izolasyonu, saf kiiltiirlerden Monarch Spin gDNA Extraction
Kiti (New England Biolabs, ABD) kullanilarak, iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda

gergeklestirilmistir.
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3.3.4.2.DNA Kantifikasyonu ve Kalite Kontrolii

Izole edilen bakteri 6rneklerinin ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) konsantrasyonlari, iiretici
talimatlarina uygun olarak Qubit™ 4 Florometre (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit araciligiyla kantitatif olarak oOlciilmiistiir. Elde edilen
gDNA orneklerinin saflik diizeyleri ve kalitesi ise NanoDrop One spektrofotometresi

(Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
3.3.4.3.Kiitiiphane Hazirhgi ve Dizileme

Dizileme kiitiiphaneleri, Oxford Nanopore Technologies Native Barcoding Kit 96 V14
(SQK-NBD114.96) kullanilarak hazirlanmigtir.  Kiitliphane hazirligit  tamamlanan
orneklerin dizileme islemleri, Oxford Nanopore Technologies P2 Solo (PRO-SEQ002)

platformunda gerceklestirilmistir.
3.3.4.4. Islak Laboratuvar Yontemleri
3.3.4.4.1.DNA Kantifikasyonu

Izole edilen her bakteri 6rneginin genomik ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) konsantrasyonu,
iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda Qubit™ 4 Florometre tizerinde Qubit™ dsDNA

HS Assay Kit kullanilarak kantitatif olarak belirlenmistir.

3.3.4.4.2.U¢ Hazirhik Reaksiyonu

Kiitiiphane hazirlig siireci, “Ligation sequencing gDNA — Native Barcoding Kit 96 V14
(SQK-NBD114.96)” protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Bu amacla, her bir
ornek i¢in 400 ng DNA 0,2 mI’lik PCR tiiplerine aktarilmis ve niikleaz igermeyen su ile
son hacimleri 11 pL'ye tamamlanmistir. Ardindan reaksiyon karigimina ug¢ hazirlama
reaktifleri olarak; 1 puL seyreltilmis DCS, 0,875 pL NEBNext FFPE DNA Onarim
Tamponu, 0,5 pL NEBNext FFPE DNA Onarim Karisimi, 0,875 pL Ultra II Ug
Hazirlama Reaksiyon Tamponu ve 0,75 pL Ultra II U¢ Hazirlama Enzim Karisimi ilave
edilmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi, termal dongiileyicide oncelikli olarak 20°C'de

5 dakika ve ardindan 65°C'de 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir.

3.3.4.4.3Natif Barkod Ligasyonu ve Saflastirma
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Ug hazirlik islemlerinin tamamlanmasini takiben, elde edilen DNA'nin 0,75 pL'si; 2 uL
niikleaz icermeyen su, 1,25 uL Natif Barkod (NB01-96) ve 5 uL Blunt/TA Ligaz Master
Karisimu ile birlestirilerek natif barkod baglanma reaksiyonu yiirtitiilmiistiir. Karigim, kisa

siireli vorteks isleminin ardindan oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Barkodlama reaksiyonlar1 EDTA ilavesiyle sonlandirildiktan sonra, tiim barkodlu
ornekler tek bir tiipte bir araya getirilmis ve saflagtirma islemi %0,4'liik (0,4x) AMPure
XP (AXP) manyetik boncuklar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Manyetik boncuk-DNA
karisimi1 37°C'de 10 dakika inkiibe edildikten sonra manyetik standa yerlestirilmis ve
siipernatant uzaklastirilmistir. Bagli durumdaki DNA, 37 pL niikleaz igermeyen su ile
eliiasyon islemine tabi tutulmadan hemen once, 125 pL Kisa Parca Tamponu (SFB) ile

iki kez yikama igleminden gecirilmistir.
3.3.4.4.4.Adaptor Ligasyonu ve Dizileme

Adaptor ligasyonu islemi; 35 pL havuzlanmis barkodlu DNA'nin 5 pL Natif Adaptor
(NA), 50 pL 2x Rapid Buffer ve 10 pL. T4 DNA Ligaz (Rapid) ile birlestirilmesiyle
gerceklestirilmistir. Elde edilen karigim, 30°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan kiitiiphanenin saflastirilmas1 amaciyla karisima 40 pL AMPure
XP (AXP) manyetik boncugu ilave edilmis ve 37°C'de 10 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Manyetik stand yardimiyla siipernatant uzaklastirildiktan sonra boncuklar 125
uL Kisa Par¢a Tamponu (SFB) ile yikanmis ve adapte edilen nihai kiitiiphane, 25 pL
Eltiasyon Tamponu (EB) kullanilarak eliie edilmistir. Elde edilen son kiitiiphane

konsantrasyonu, florometrik kantifikasyon yontemiyle 6l¢iilmiistiir.
3.3.4.4.5.Dizileme Reaksiyonu ve Biyoinformatik Analiz

Dizileme asamasinda oncelikle; 1170 pL Flow Cell Flush (FCF) ile 30 pL Flow Cell
Tether (FCT) bir araya getirilerek primer karisimi hazirlanmistir. Akis hiicresi (R10.4.1
kimyasz1), giris portundan 200 pL hava c¢ekilmesini takiben 500 pL 6n hazirlik karigimi

eklenerek dizilemeye hazir hale getirilmistir.

Bes dakikalik inkiibasyon siiresinin ardindan, hazirlanan kiitiiphaneden 100 fmol alinarak
100 pL Dizileme Tamponu (SB) ve 68 uL Yiikleme Boncuklar1 (LIB) ile birlestirilmis;
hazirlanan bu son karisimin 200 pL'si girig portu araciligiyla akis hiicresine yiiklenmistir.

Dizileme islemi, PromethION 2 Solo veya GridION (Oxford Nanopore Technologies,
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Ingiltere) platformu iizerinde gerceklestirilmis ve tiim siireg MinKNOW yazilimi
kullanilarak kontrol edilmistir. Dizileme sonrasinda elde edilen verilerin baz ¢agrimi
(base calling) ve demultipleksleme (Orneklerin ayristirilmasi) islemleri, Dorado

yaziliminin yiiksek dogruluk modeli (super accuracy model) kullanilarak tamamlanmastir.
3.3.4.5. Biyoinformatik Analiz
3.3.4.5.1. Okuma Kalite Kontrolii

Ham Oxford Nanopore dizileme okumalari, kalite kontrolii ve adaptor kirpma islemlerine
tabi tutulmustur. Okumalarin hem 5' hem de 3' u¢larinda yer alan adaptor dizileri otomatik
olarak tespit edilerek uzaklastirilmistir. Kalite filtreleme asamasinda; ortalama kalite
skoru Q10’un altinda kalan veya uzunlugu 400 bp’den kisa olan okumalar analiz dis1
birakilmigtir. Ayrica, sistematik baz ¢cagrimi hatalarini en aza indirmek amactyla 15 bp’yi
asan homopolimer (polyX) kuyruklari kirpilmistir. S6z konusu filtreleme kriterleri,
yalnizca yiiksek kaliteli ve bilgilendirici okumalarin sonraki genom birlestirme

(assembly) ve analiz basamaklarinda kullanilmasini saglamak amaciyla uygulanmastir.
3.3.4.5.2. Kontaminasyon Taramasi

Kalite filtreleme islemlerinden gegen okumalarin taksonomik profillemesi, potansiyel
tiirler aras1 kontaminasyonun belirlenmesi amaciyla Standart-8 referans veri tabani ve
Kraken2 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Hedef dis1 taksonlara ait oldugu
siiflandirilan okumalar, genom birlestirme isleminden 6nce bir kalite kontrol basamagi

olusturmak {izere inceleme amaciyla isaretlenmistir.

3.3.4.5.3. Genom Birlestirme (Assembly)

De novo genom birlestirme islemi, Autocycler konsensiis birlestirme c¢ergevesi
(framework) kullanilarak gerceklestirilmistir. Filtrelenmis okumalar; yedi farkli uzun
okuma birlestirici yazilim (Flye, Raven, Minipolish/Myloasm, Canu, Necat, MetaMDBG
ve Hifiasm) vasitasiyla bagimsiz okuma kiimelerine alt drnekleme tabi tutulmustur. Elde
edilen birlestirmeler kiimelenmis, kirpilmis ve her bir yazilimin giiglii yonlerinden
yararlanilarak birlestirme hatalarin1 en aza indiren tek bir yiiksek kaliteli konsensiis
genom birlestirmesi elde edilmistir. Olusturulan konsensiis birlestirme, sistematik baz

cagrimi hatalarin1 diizeltmek ve baz basina dogrulugu artirmak (polishing) amaciyla
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r1041 e82 400bps hac v5.2.0 yapay sinir ag1 modeli temel alinarak Medaka yazilimi

ile iyilestirilmistir.
3.3.4.5.4. Birlestirme (Assembly) Kalitesi Degerlendirmesi

Elde edilen genom birlestirmelerinin kalitesi; tek kopyali koruyucu isaretleyici (marker)
gen analizleri lizerinden genom biitiinliglinii ve kontaminasyon oranini makine
o6grenmesi modelleriyle tahmin eden CheckM2 yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.
Gen igeriginin biitiinliigii; korunan ortologlarin varligini, duplikasyonunu ve par¢alanma
durumunu belirlemek amaciyla hem genel (bacteria_odb12) hem de soy hattina (lineage)
0zgl isaretleyici setlerine karst BUSCO yazilimi aracilifiyla ayrica analiz edilmistir.
Tanimlanan kromozomal kontigler, standart bir genom gosterimi saglamak amaciyla
DNAAPLER yazilimi kullanilarak dnaA geni baslangic alinacak sekilde yeniden

yonlendirilmis ve orijin hizalamasi tamamlanmaistir.
3.3.4.5.5. Taksonomik Simiflandirma

izole edilen suslarin taksonomik smiflandirmasi; hizli ve yiiksek dogrulukta tiir
tanimlamas1 yapabilmek amaciyla GTDB R220 veri tabani temel alinarak, MinHash
tabanli  k-mer profillemesi  yontemiyle  Sourmash  yazilimi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Plazmid dizilerinin tanimlanmasi1 ve kromozomal kontiglerden
ayristirilmasi islemi; relaksaz tiplemesi, konjugatif transfer (mate-pair) sistemi tiplemesi
ve replikasyon baslatic1 protein analizlerine dayanarak replikonlar1 siniflandiran MOB-

suite araci kullanilarak tamamlanmustir.
3.3.4.5.6. Molekiiler Tipleme

Molekiiler epidemiyolojik tipleme c¢aligmalari, farkli ¢oziintirlik seviyelerinde
yiirtitiilmustiir. Coklu Lokus Dizi Tiplemesi (MLST) analizi, PubMLST veri tabanindan
derlenen alel profillerine kars1 mlst yazilimi kullanilarak gerceklestirilmis ve yedi temel
housekeeping gen lokusundaki tam alel eslesmelerine dayali olarak suslarin dizi tipleri
(ST) belirlenmistir. Cekirdek genom MLST (cgMLST) analizi ise cgMLST.org veya
PubMLST veri tabanlarindan otomatik olarak saglanan alel semalar1 dogrultusunda
MentaLiST yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu sayede, salgin incelemeleri ve

bulas hatlarinin takibi i¢in uygun olan ytiksek ¢oziiniirliiklii sug ayrimi saglanmaistir.
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3.3.4.5.7. Antimikrobiyal Diren¢ Profili Analizi

In silico antimikrobiyal direng (AMR) belirleyicilerinin tahmini, analiz hassasiyetini ve
Ozgiilliigiinii en Ust diizeye cikarmak amaciyla ¢ift aracli (dual-tool) bir yaklasim
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda AMRFinderPlus yazilimi; BLASTx ve
HMM tabanli tespit yoOntemlerinin kombinasyonuyla NCBI AMR Referans Gen
Katalogu'na kars1 kazanilmis direng genlerini, stres yanit genlerini ve direncle iliskili

nokta mutasyonlarini tanimlamak amaciyla kullanilmistir.

Stirece bagimsiz bir dogrulama saglamak adina; kazanilmis direng genlerinin tespiti i¢in
ResFinder yazilimi (minimum %60 kapsam ve %80 benzerlik kriterleri ile), tiire 6zgii
kromozomal nokta mutasyonlarinin belirlenmesi i¢in PointFinder yazilimi ve
biyosit/dezenfektan diren¢ genlerinin tanimlanmasi i¢in DisinFinder yazilimi
kullanilmistir. Ilag diizeyindeki fenotipik direng tahminleri ise ResFinder fenotip tablosu

referans alinarak elde edilmistir.

Her iki analiz aracindan elde edilen ham veriler; gen isimlendirmelerinin
normallestirilmesi, miikerrer tespitlerin elenmesi, c¢akisan nokta mutasyonlarinin
birlestirilmesi ve MOB-suite kontig smiflandirmas1 referans alinarak direng
belirleyicilerinin genomik konumlarinin (kromozom veya plazmit) belirlenmesi amaciyla

entegre bir veri havuzunda uyumlu hale getirilmistir.
3.3.5. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 22.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. (IBM Corp., Armonk, NY, ABD).
Tanimlayic1  istatistiklerde — siirekli  degiskenler dagilim  ozelliklerine  gore
ortalamatstandart sapma veya medyan-ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade
edilmistir. Kategorik degiskenler ise frekans (n) ve yilizde (%) olarak sunulmustur.
Verilerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogramlar ve olasilik grafikleri) ve
analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri) incelenmistir.
Normal dagilim gostermeyen siirekli degiskenlerin (MIK degerleri vb.) iki bagimsiz grup
aras1 karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi kullanilmigtir. Kategorik verilerin

karsilagtirilmasinda beklenen frekans degerlerine gore Pearson Ki-kare veya Fisher'in
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Kesin (Exact) testleri uygulanmistir. Otomatize sistemler, disk diflizyon ve sivi
mikrodillisyon gibi iki farkli tan1 testinin birbiriyle olan uyumunun degerlendirilmesinde
Cohen's Kappa analizi kullanilmistir. Bagimli gruplarda (ayni izolat lizerinde) uygulanan
iki farkli fenotipik testin (KDT ve CDST) performans farkliliklarinin istatistiksel

anlamlilig1 ise McNemar testi ile analiz edilmistir.

Ormneklem Yeterliligi ve Istatistiksel Gii¢ (Power) Analizi: Calismada segilim 6nyargisini
Oonlemek amaciyla ardigik tam sayim (consecutive sampling) yontemi benimsenmis ve
caligma kriterlerini karsilayan 154 izolatin tamami analize dahil edilmistir. %95 Giliven
Aralig1 ve maksimum varyans varsayimi altinda, 154 izolatlik 6rneklemin prevalans
tahminindeki hata payr (Margin of Error) %7,8 olarak hesaplanmis olup, bu deger
epidemiyolojik bir g¢alisma i¢in Ongodriilen <%10 smirinin altinda kalarak 1yi bir
giivenilirlik sinirinda yer almistir. Bagimli gruplarda (CDST vs. KDT) McNemar testi ile
yapilan karsilastirmalarda saptanan yiiksek uyumsuz ¢ift sayisi (n=53) ve fenotipik-
genotipik analizlerin kiyaslandig1 MiK karsilastirmalarinda kullanilan 63 izolatlik 'zorlu
panel' verileri dikkate alindiginda; yiiksek etki biiyiikliikleri nedeniyle a=0.05 anlamlilik
diizeyinde ilgili testlerin istatistiksel giicli (Power,1B) %90'1n tizerinde saptanmistir. Tiim
istatistiksel analizlerde iki yonlii p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler ve Ornek Dagilim

Calismaya Nisan 2023-Eyliil 2025 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji Birimine klinik 6rneklerden izole edilen
toplam 448 adet Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Morganella spp.,
Providencia spp. ve Hafnia spp. tiiri dahil edilmistir. Calisma kapsaminda incelenen
Enterobacterales izolatlar1 arasinda en sik saptanan tiir %42,4 ile Enterobacter spp.
olmustur. Bunu sirastyla Morganella spp. , Citrobacter spp., Serratia spp., Providencia
spp. ve Hafnia spp. izlemistir. Izolatlarin Tiir Diizeyinde Dagilimi Sekil 10’da

verilmistir.

%4.91 %5.13
%357 %714

Bakteri Tarleri (Species)
mplex (ECC) (%42.41 | n=190)

%1384

%4241 AL

Sekil 10. Izolatlarin Tiir Diizeyinde Dagilimi (n=448)

Orneklerin %32,3’iinii (n=145) idrar érnekleri olustururken; %18,9’unu (%n=85) yara ve
%17,4’1inii (n=78) kan 6rnekleri olusturmaktadir (Tablo 14).
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Tablo 14. Ornek Tiirii ve Bakteri Tiirii Dagilim Tablosu

ECC M. Citrobacter | Serratia | Providenca | Hafnia | TOPLAM
morganii spp. spp- spp-. spp. (%)

Ornek Tiirii
idrar 67 23 34 8 12 1 145(%32.3)
Yara 25 32 12 10 6 85(%18.9)
Kan 41 11 3 17 6 78(%17.4)
Solunum 24 4 7 25 8 1 69(%15.4)
Ornekleri*
Steril Viicut 5 1 - 2 2 - 10(%2.3)
Swvilarr**
Apse 8 6 6 1 1 - 22(%4.9)
Safra 9 - 3 - - - 12(%2.7)
Doku 5 2 - 1 - 8(%1.8)
Katater 4 1 1 2 - - 8(%1.8)
Nefrostomi 1 1 2 1 1 - 6(%1.3)
Diger*** 1 1 1 1 1 - 5(%1.2)
ECC: Enterobacter cloacae complex, *Solunum yolu 6rnekleri: ETA, Bal, Balgam, NTA
**Steril viicut sivilari: plevra sivisi, periton sivisi, BOS 6rnekleri,
*#*¥Diger: PEG gevresi, Axilla siiriintiisii, Dren yeri 6rnekleri, YBU: yogun bakim iinitesi

Orneklerin gonderildigi klinik birim kategorileri degerlendirildiginde; izolatlarin en
biiyiik kisminin %40,9 (n=183) ile yatakli servislerden geldigi goriilmiis olup, bunu
%34,6 (n=155) ile ayaktan basvuru yapilan poliklinikler ve %24,5 (n=110) ile yogun

bakim tiniteleri takip etmistir.

Calismaya dahil edilen toplam 448 izolatin elde edildigi hastalarin yas ortalamasi ve
standart sapmas1 52,88+25,53 (min-maks: 0-101) olup, ortanca yas degeri 62 olarak
saptanmistir. Hastalarin cinsiyet dagilimi incelendiginde; %61,6'sinin (n=276) erkek,
%38,4"linlin (n=172) ise kadin oldugu belirlenmistir. Hastalar ii¢ temel yas grubuna
ayrilarak degerlendirildiginde; izolatlarin %42,9'unun (n=192) 18-64 yas arasi eriskin,
%42,0'mm (n=188) 65 yas ve tlizeri geriatrik, %15,1'inin (n=68) i1se 0-17 yas arasi
pediatrik hasta grubundan elde edildigi goriilmiistiir (Tablo 15).
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Tablo 15.Takip Edilen Klinik, Yas ve Cinsiyet Dagilim Tablosu

ECC M. Citrobacter | Serratia | Providenca | Hafnia | TOPLAM
morganii Spp- spp- spp- spp. %)

Takip Edilen Klinik
Poliklinik | 71 30 32 16 6 - 155(%34.6)
Servis 78 39 26 26 12 2 183(40.9)
YBU 41 13 11 25 20 - 110(%24.5)
Yas Grubu
0-17 28 8 11 18 3 - 68(%15.1)
18-64 86 37 33 25 17 1 192(%42.9)
>=65 76 37 25 24 18 1 188(%42)
Cinsiyet
Kadin 71 35 27 26 13 - 172(%38.4)
Erkek 119 47 42 41 25 2 276(%61.6)
ECC: Enterobacter cloacae complex, YBU: yogun bakim iinitesi

4.1.1.0rnek Tiirlerine Gore Dagihm ve Tiir Spesifik Bulgular

En sik izole edilen drnek tiirleri, bu 6rnek tiirlerinin takip edildigi klinik ve drneklerin

elde edildigi hastalarin yaslar1 degerlendirilmistir. (Tablo 16).
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Tablo 16. En Sik Izole Edilen Ornek Tiirlerinde Bakteri Tiirii, Klinik ve Yas Dagilim

Tablosu
Ornek Bakteri )
Tiirit Tiirii Poliklinik |Servis YBU 0-18 Yas |[19-64 Yas |65+ Yas |Toplam (n)
44 13 10 20 23 24 67
ECC (9665,7) | (%19,4) | (%14,9) | (%29,9) | (%34,3) | (%35,8) (%100)
20 12 2 9 18 7 34
Citrobacter | (%58,8) | (%35,3) (%5,9) | (%265) | (%52,9) | (%20,6) (%100)
10 11 2 6 5 12 23
{DRAR Morganella | (%435) | (%47,8) | (%87) | (%26,1) | (%217) | (%52,2) (%100)
2 5 5 3 3 6 12
Providencia | (%16,7) | (9641,7) | (%41,7) | (%250) | (%250) | (950,0) | (%100)
6 2 0 2 3 3 8
Serratia (%75,0) | (%250) | (%0,0) | (%250) | (%37,5) | (%37,5) (%100)
1 1 1
Hafnia - (9%100,0) - - (%100,0) - (9%100)
40
Toplam |82 (%56,6) | 44 (%30,3) |19 (%13,1)| (%27,6) |53 (%36,6) |52 (%35,9) | 145 (%100)
9 20 3 2 17 13 32
Morganella (%28,1) | (%62,5) (%9,4) (9%6,2) (%53,1) | (%40,6) (%100)
13 2 14 25
ECC 10 (%40,0)| (%52,0) (%8,0) -) 11 (%44,0) | (%656,0) (%100)
YARA 6 5 1 2 6 4 12
Citrobacter | (%50,0) | (%41,7) | (%8,3) | (%16,7) | (%50,0) | (%33,3) (%100)
3 7 2 3 5 10
Serratia (%30,0) (%70,0) - (%20,0) (9%30,0) | (%50,0) (9%100)
2 3 1 1 5 6
Providencia | (%33,3) | (%50,0) | (%16,7) - (%16,7) | (%83,3) (%100)
Toplam 30 (%35,3) |48 (%56,5) | 7 (%8,2) | 6(%7,1) |38 (%44,7)|41 (%48,2)|85 (%100)
6 22 13 6 22 13 41
ECC (%14,6) | (9%53,7) | (%31,7) | (%14,6) | (%537) | (%317) | (%100)
3 4 10 6 9 2 17
Serratia (%17,6) | (%235) | (%588) | (%353) | (%52,9) | (%11,8) (%6100)
KAN 2 3 6 3 8 11
Morganella (9018,2) (%27,3) | (%54,5) - (%27,3) | (%72,7) (%100)
1 5 4 2 6
Providencia (9%016,7) - (9083,3) - (%66,7) | (%33,3) (9%6100)
1 2 1 2 3
Citrobacter | (%33,3) - (%66,7) - (%33,3) | (%66,7) (%100)
12
Toplam 13 (%16,7) | 29 (%37,2) | 36 (%46,2)| (%15,4) |39 (%50,0) |27 (%34,6)| 78 (%100)

Idrar 6rneklerinden en sik Enterobacter spp. (n=67) tiirii izole edilmis olup, bu

orneklerin %65,7'si (n=44) poliklinik hastalarindan elde edilmistir.

Yara Ornekleri degerlendirildiginde; enfeksiyonlarin %92,9'unun (79/85) eriskin ve

geriatrik popiilasyonda gelistigi, yara 6rneklerinden en sik Morganella spp. (n=32) ve

Enterobacter spp. (n=25) iiredigi belirlenmistir. Bu izolatlar agirlikli olarak servislerde

yatan hastalardan (sirasiyla %62,5 ve %52,0) elde edilmistir.
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Invaziv enfeksiyonlarin gdstergesi olan kan Kiiltiirlerinden de en sik Enterobacter spp.
(n=41) izole edilmistir. Kan Kkiiltiirlerinden izole edilen Serratia spp. suslarinin (n=17)
%358,8'inin yogun bakim iinitelerinden, %35,3"liniin ise pediatrik yas grubundan elde

edildigi tespit edilmistir.

Genel dagilimda diisiik oranda (%8,5) saptanan Providencia spp. izolatlarinin ise belirli
hasta gruplarinda yogunlastigi saptanmistir. Yara suslarinin %83,3'i (n=5) ve idrar
suslarinin %50'si (n=6) 65 yas ve lizeri geriatrik popiilasyondan izole edilmistir. Ayrica
tim Providencia spp. izolatlarinin %52,6’s1 (n=20) yogun bakim {initesinde yatmakta

olan hastalardan izole edilmistir.
4.2.Antibiyotik Duyarhhk Test Sonuclari
4.2.1.0tomatize Sistem Duyarhlik Sonuclar1 (n=448)

Otomatize sistemlerce (Vitek 2, BioMérieux, Fransa) calisilan panele gore verilen
antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore. Providencia spp. izolatlarinin %64,87’sinin 3.
ve 4. kusak sefalosporinlere (Seftriakson, Seftazidim, Sefepim) kars1 yiiksek direng
sergiledigi belirlenmistir. Ertapenem direnci %27 iken meropenem direnci %19,4 olarak
saptanmistir. Morganella spp. izolatlarinda seftazidimde diren¢ orani1 %62,3 iken,
seftriaksonda direng¢ oran1 %39,4 , 4. kusak olan Sefepimde ise direncin %11,2 oldugu
gorilmistiir. Citrobacter spp. izolatlarinda seftriakson direnci %51,6, seftazidim direnci
%23 sefepim direnci ise %30 olarak bulunmustur. Serratia spp. izolatlarinda seftriakson
ve sefepim direnci %23,8, seftazidim direnci % 22,7 , ertapenem ve meropenem direnci
%16,4 olarak saptanmistir.  En biiylik hasta grubunu olusturan Enterobacter spp.
izolatlarinda, seftriakson direnci %41, seftazidim direnci %39,4, sefepim direnci %20,7,

Ertapenem direnci %24,2, Meropenem direnci ise %13,75 olarak saptanmistir.
4.3.Calisma izolatlarinin Secimi

Nisan 2023-Eyliil 2025 tarihleri arasinda laboratuvarimizda otomatize sistemlerce test
edilen 448 izolat igerisinden 3. kusak sefalosporin direnci tespit edilen 154 6rnek
calismamizin ana konusu olan beta laktam antibiyotik direncinin fenotipik ve genotipik

karakterizasyonunun yapilmasi amaciyla secilmistir.
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Canlandirilan 6rneklerin tiir diizeyinde tekrardan tanimlanmast MALDI-TOF-MS
(VITEK MS PRIME-BioMeérieux, Fransa) sistemi ile yapilmustir.

154 izolatin tiir diizeyinde dagilimlar1 Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. Direngli Secilen Orneklerin Cins ve Tiir Diizeyinde Dagilim1 (n=154)

Cins Tiir (Species) Say1 (n) | Yiizde (%)
Enterobacter spp. Enterobacter cloacae complex 0
(n=78 %50.6) (ECC)* 78 | %50.6
Morganella spp. .. 0
(n=21 %13.6) Morganella morganii 21 | %13.6
Serratia spp. . 0
(n=16%610.4) Serratia marcescens 16 | %10.4
Citrobacter koseri 51| %3.2
Citrobacter Citrobacter freundii 7| %4.5
(n=15%9.7) Citrobacter braakii 1| %0.7
Citrobacter youngae 2| %14
Providencia Providencia rettgeri 10 | %6.5
(n=23 %14.9) Providencia stuartii 13 | %85
Hafnia . . 0
(n=1%0.6) Hafnia alvei 1 | %0.6
TOPLAM 154 | %100.00
*VITEK MS PRIME ile Enterobacter cloacae complex igerisinde yer alan bakterilerin tiir
bazinda ayrimi yapilamamaktadir.

4.3.1.Secilen izolatlarin Demografik verileri ve Ornek Dagilimlari

Secilen 154 izolatin elde edildigi hastalarin demografik verileri incelenmistir. Hastalarin
%63,6'sim1 (n=98) erkek hastalar, %36,4'liinli (n=56) ise kadin hastalar olusturmaktadir.
Bununla birlikte hastalarin yarisindan fazlasi (%50,6, n=78) eriskin yas grubunda yer
almaktadir. Calisma grubunu olusturan hastalarin yas ortalamasi ve standart sapmasi

50.46+25.30 (min-maks: 0-90) olup, ortanca yas degeri 59 olarak saptanmuistir.

Hastanede yatan hastalar (Servis ve YBU) toplam izolatlarm %78'ini (120/154)
olusturmaktadir. Bu grup incelendiginde S. marcescens (16) izolatlarimin tamami
yogun bakim iinitelerinden izole edildigi goriilmektedir. P stuartii suslarinin da
bliylik ¢ogunlugu (%92) yine yogun bakim {initelerinden gelmektedir. Poliklinik
hastalarinda en sik goriilen etkenler sirasiyla Enterobacter Cloacea Complex (ECC) ve

M. morganii'dir (Tablo 18).
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Pediatrik grupta (23 izolat) enfeksiyonlara agirlikli olarak ECC ve S. marcescens neden

olmustur. M. morganii, P. stuartii ve P. rettgeri izolatlarinin higbiri pediatrik gruptan izole

edilmemistir; tamamen eriskin ve geriatrik popiilasyonda goriilmektedir.

Tablo 18. Direncli Secilen Gruptaki Izolatlarin Demografik Verileri

ECC M. B Citrobacter | Serratia | Providenca | Hafnia TOPLAM
morganii Spp. Spp. Spp. Spp.
(n=78) (n§21) (n£11’5) (n£11,6) (n£1273) (xf’=p1 ()
Takip Edilen Klinik

Poliklinik 21 8 5 34(%22)

Servis 36 9 9 - 5 1 60(%39)

YBU 21 4 1 16 18 - 60(%39)

Yas Grubu

0-17 yas 12 - 3 8 - - 23(%14.9)

18-64yas 31 15 9 7 15 1 77(%50)
>64yas 35 6 3 1 8 - 54(%35.1)

Cinsiyet

Kadin 26 11 4 7 8 - 56(%36.4)
Erkek 52 10 11 9 15 1 98(%63.6)

Klinik 6rneklerin dagilimi incelendiginde; izolatlarin 58’i (%37,6) idrar 6rneginden,
29’u (%18,9) kandan, 27’s1 (%17,6) solunum yolu 6rneklerinden, 15’1 (%9,7) yaradan,
9’u (%5.,9) apseden, 7’si(%4,5) safradan, 6’s1(%3,9) steril viicut sivilarindan elde
edilmistir (Tablo 19).

Tablo 19.Direncli Secilen Gruptaki izolatlarin Ornek ve Tiir Dagilimi(n=154)

ECC moi:{;mﬁ Citr;)pf;lcter Sesr;;tia Pro:lt;tll)enca H;z;i:ia TOPLAM
(0=78) | " n=21) (n=15) (n=16) (n=23) (n=1) ()
Ornek Tiirii
. 58
Idrar 35 8 7 - 7 1 (%37.6)
29
Kan 12 2 - 10 5 - (%18.8)
Solunum 27
ornekleri 1 2 i 6 8 ) (%17.5)
Yara 6 6 2 - 1 - 15(%9.7)
Safra 5 - 2 - - - 7(%4.5)
Apse 4 3 - - - 9(%5.9)
Steril
viicut 4 - - - 2 - 6(%3.9)
sivilari
Doku 1 - - - - - 1(%0.7)
Diger* - 1 1 - - - 2(%1.3)
*Diger: Dren yeri,Peg cevresi
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4.3.2. Izolatlarin Disk Difiizyon Testi Duyarhiliklar

Tiir bazinda disk diflizyon testine gore antibiyotik duyarlilik oranlar1t EUCAST V.16.0’a

gore degerlendirilmistir.

EUCAST klinik smir deger tablolarinda teknik belirsizlik alaninda kalan izolatlarin disk
diflizyon testi tekrar1 yapilmistir.

Disk diflizyon yontemi sonucunda, teknik belirsizlik alaninda (TBA) kalan ve/veya
EUCAST klinik siir degerlerine gore duyarli ya da direngli olarak kategorize edilemeyen
izolatlar degerlendirme dis1 tutulmustur. Bu dogrultuda; TBA kapsaminda yer alan FEC
icin 9, MEV i¢in 10, AZA i¢in 1, CIP i¢in 10, TZP igin 3 izolat, duyarli/direngli
kategorizasyonu yapilamayan CRO i¢in 17 izolat, CAZ 8 i¢in izolat, CTX i¢in 4 izolat,
FEP i¢in 20 izolat, Meropenem i¢in 6 izolat, Aztreonam icin 18 izolat duyarlilik oranlar

hesaplanirken kategorize edilmemistir.

EUCAST kilavuzlarinda IMR klinik sinir degerleri, Morganellaceae (Morganella spp.,
Providencia spp.) disindaki Enterobacterales iiyeleri i¢in tanimlanmistir. Bu nedenle,
IMR duyarlhilik analizlerine bu izolatlar dahil edilmemis; degerlendirmeler geriye kalan

105 izolat lizerinden gergeklestirilmistir.

Tim tilirler i¢in en iyl duyarhilik profili AZA’da saptanmisken bunu amikasin,
meropenem-vaborbaktam, meropenem ve sefiderekol takip etmistir. Enterobacter
tirlerindeki %41°e varan sefiderekol direnci (tekrarl sonuglara ragmen) dikkat cekicidir.
Tiim antibiyotikler bir arada degerlendirildiginde genel olarak Morganella tiirlerinde
diger ESPCM f{iyelerine gore belirgin duyarlilik saptanmistir. Buna karsin ECC ve

Providencia tiirlerinde de belirgin direngli profili gézlemlenmistir. (Tablo 20).
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Tablo 20.Tiir Bazinda Antibiyotik Diren¢ Oranlari

Antibiyotik Serratia | Citrobacter

Providencia
n=23

Morganella
n=21
%39
(0=7)
%35.71

(n=5) (n=0)

(n=10) (n=0)
%S5 %44.4 %0
(n=1) (n=4) (n=0)

%0

%9.5
(n=2) (n=0)

Hafnia | Toplam

CAZ

CRO

CTX

FEP

TZP

AK %9.6 %0 %0 %12.5 %0 %0 %5.9
(n=7) (n=0) (n=0) (n=2) (n=0) (0=0) | (n=9)
GN %15.4 %47.7 %0 %0 | %30.6

(n=10)

CZA %35.9 %47.9 %0 %0 %0 %0 %25.4
(n=28) (n=11) (n=0) (n=0) (n=0) (m=0) | (n=39)
IMR %29.33 - - %46.6 %6.2 %0 %28.5
(n=22) (n=7) (n=1) (n=0) | (n=30)
MEV %16.94 %4.3 %0 %46.6 %0 %0 %12.5
(n=10) (n=1) (n=0) (n=7) (n=0) (n=0) | (n=18)
FDC %40.84 %4.8 %0 %0 %15.3 %0 %22.06
(n=29) (n=1) (n=0) (n=0) (n=2) (n=0) | (n=32)
AZA %0 %0 %0 %0 %0 %0 %0
(n=0) (n=0) (n=0) (n=0) (n=0) 0=0) | (n=0)

CAZ:Seftazidim,CRO:Seftriakson, CTX:Sefotaksim, FEP:Sefepim, TZP:Piperasilin/Tazobaktam,
ERT:Ertapenem, = MEM:Meropenem,  AK:Amikasin, = CN:Gentamisin,  CIP:Siprofloksasin,
ATM:Aztreonam,FDC:Sefiderekol, IMR: Imipenem-Relebaktam, MEV:Meropenem-Vaborbaktam,
AZA:Aztreonam-Avibaktam,CZA:Seftazidim-Avibaktam

Direng orani:%0-30=yesil, ] %30-50=sar1, ] %50-80=turuncu, [ >%80 kirmiz1 [l

4.3.2.1. Disk Difiizyon Testi ve Otomatize Sistem Sonuclari Arasindaki Uyumlar

Calismada, Vitek 2 (bioM¢érieux, Fransa) otomatize sisteminin disk difiizyon testine
kiyasla performansini degerlendirmek amaciyla kategorik uyum, ¢ok biiylik hata ve

biiyiilk hata oranlar1 parametre olarak kullanilmistir. Sistemin performansinin kabul
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edilebilir bulunmasi igin kategorik uyumun>%90, ¢ok biiyiik hata oraninin <%]1,5 ve
biiyiik hata oraninin <%3 olmasi kriterleri benimsenmistir (Tablo 21). Elde edilen uyum

oranlariin hesaplanmasinda Cohen'in kappa analizinden yararlanilmistir.

Kappa Degeri(k):

0.01 - 0.20: Onemsiz diizeyde uyum
0.21 - 0.40: Zay1if diizeyde uyum

0.41 - 0.60: Orta diizeyde uyum

0.61 - 0.80: iyi (Onemli) diizeyde uyum
0.81 - 1.00: Miikemmel diizeyde uyum

Tablo 21.0tomatize Sistem ve Disk Diflizyon Testi Sonuglar1 Arasindaki Kategorik
Uyum, Cok Biiyiik Hata ve Biiyiik Hata Oranlar1

. Cok Biiyiik - Kappa

s e Kategorik Bityiik Hata < .

Antibiyotik Uyum (%) Hata( 0(/:7) ME) (ME) ng(;zrl
Seftriakson 80.95 90 0.026
Seftazidim 82.75 69.56 0.263
Sefepim 76.66 33.89 0.523
Ertapenem 81.16 15.38 0.610
Meropenem 91.27 8.62 0.765

4.3.3. Siv1 Mikrodiliisyon Testi Duyarhliklar:

Calismamiz kapsaminda degerlendirilen tiirler indiiklenebilir kromozomal AmpC
tireticisi olduklar1 i¢in bu kokenlerde ertapenem duyarliliginin GSBL, AmpC ve
karbapenemazlar ve diger yan mekanizmalardan en ¢ok etkilenen antibiyotik oldugu
literatiirce bildirilmektedir [167]. Bu kapsamda disk difiizyon test sonuglarina gore
ertapenem direnci olan 63 izolatin ertapenem, meropenem, seftazidim-avibaktam ve
aztreonam-avibaktam duyarliliklari sivi mikrodiliisyon yontemi ile c¢aligilmigtir. Sivi
mikrodilisyon duyarlilik sonuglar1t EUCAST V.16.0’a gore degerlendirilmistir. ECC
tiirlerinde ertapenem direnci %71,4, meropenem direnci %39,1, CZA’da %42,9 olarak

saptanmigstir. Tiim tiirlerde sivi mikrodiliisyon testi ile aztreonam-avibaktam %100
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duyarhilik gdstermistir (Tablo 22). (Sivi mikrodiliisyon ile ¢alisilan izolatlarin MIK
degerleri Ek 4°te verilmistir.)

Tablo 22.S1v1 Mikrodiliisyon Testi Diren¢ Oranlari

Antibiyotik ECC Providencia | Serratia | Citrobacter Toplam
n=49 n=2 n=9 n=3 n=63
Ertapenem %71,4 %66,6 %76,2
(n=35) (n=2) (n=48)
Meropenem* %39,1 %350 %48,3
(n=18) (n=1) (n=28)
CZA %44,9 %33,3 %42,9
(n=22) (n=1) (n=27)
AZA - - -

CZA:Seftazidim-Avibaktam, AZA:Aztreonam-Avibaktam,
*Meropenem i¢in duyarli ve direngli kategorizasyonu yapilamayan izolatlar toplam
izolat sayisindan diisiiliip oranlar o sekilde hesaplanmistir. (n=57)

Sivi mikrodiliisyon testi ile ¢alisilan antibiyotiklerin MIK50-MIK90 degerleri ve MIK

degerleri tablo 23’te gosterilmistir.

Tablo 23.MIK50 ve MiK90 Degerleri

ANTIBIYOTIK MIK50 MIK90 MIiK ARALIGI
Ertapenem 8 >32 >32-0.06
Meropenem 8 64 <0.125->128
Seftazidim-avibaktam 1 >64 <0.06->64
Aztreonam-avibaktam 0.5 2 <0.06-4

4.3.3.1. Sivi1 Mikrodiliisyon ve Disk Difiizyon Test Sonu¢lar1 Uyumu

Sivi mikrodiliisyon testi calisilan 4 antibiyotige ait olan MIK sonuglari ile disk difiizyon
sonuglar1 kategorik uyum, biliylik hata ve ¢ok biiylik hata oranlarina gore
degerlendirilmistir (Tablo 24).

Disk diflizyon testinde meropenem zon ¢apr 16-22mm arasinda kalan ve duyarlilik
kategorizasyonu yapilamayan 5 izolat, meropenem sivi1 mikrodiliisyon testinde 3 izolat
direncli, 1 izolat duyarli olarak kategorize edilebilirken, 1 izolatin (MiK=8) duyarlilik

kategorizasyonu yapilamamustir.

Meropenem igin sivi mikrodiliisyon testinde 2-8 MIK araliginda olan, duyarlilik
kategorizasyonu yapilamayan 6 izolatin hepsi disk difiizyon testinde direngli olarak

bulunmustur.
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Aztreonam-avibaktam icin degerlendirmeye alinan 63 izolattan 1 tanesi disk difiizyon

yontemi ile teknik belirsizlik alaninda kalmaistir.

Tablo 23’teki uyum ve hata oranlar1 hesaplarinda yer alan degerlerde yukarda bahsedilen
duyarlilik kategorizasyonu yapilamayan ve teknik belirsizlik alaninda kalan 10 izolat

degerlendirme dis1 birakilmistir.

Yapilan degerlendirmelerde MIiK ve disk difiizyon testinde AZA’da %100 uyum
saptanmistir, buna karsin degerlendirilen diger antibiyotiklerin kategorik uyum cok
biiyiik hata ve biiylik hata oranlar1 dikkate alindiginda iki yontem arasinda uyumsuzluklar
tespit edilmistir. Karbapenem grubu antibiyotikler i¢in MIK ve disk uyumsuzluk
sonuclarinin tamami ECC tiirlerinden kaynaklanmistir. CZA’da saptanan 9 hatali

sonucun 6’s1 ECC, 2’si Serratia, 1’1 Citrobacter tiirline ait bulunmustur.

Tablo 24. Disk Diflizyon ve Sivi Mikrodiliisyon Uyum ve Hata Oranlar1 (n=63)

Kategorik Uyum | Cok Biiyiik Hata | Biiyiik Hata
Antibiyotik (CA) (VME) (ME) Kappa
(%) (%) (%)

Ertapenem 90.47 * %100 (n=6) **

Meropenem? 88.7 %8.33(n=2) %13.7 (n=4) 0.77
CZA (Seftazidim- 0 _ 0 _

Avibaktam) 85.71 %14.81 (n=4) %13.8 (n=5) 0.71
AZA (Aztreonam- . ) 2 o

Avibaktam) Al

Disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon ile duyarlilik kategorizasyonu yapilamayan 10 izolat
degerlendirmeye alinmamistir. Meropenem igin (n=53)

Disk difiizyon testinde Teknik belirsizlik alaninda kalan 1 izolat degerlendirmeye alinmamustir. (n=62)
*Disk difiizyon testinde ertapenem direnci saptanan izolatlar1 sivi mikrodiliisyon testi yapildigi igin
hesaplanamamustir.

**Disk diflizyon testi ile tiim izolatlar direngli oldugu i¢in hesaplanamamustir.

***Tlim izolatlar duyarli oldugu i¢in hesaplanmamistir.

4.3.3.2 Sivi Mikrodiliisyon ve Otomatize Sistem Test Sonuclar1 Uyumu

S1vi mikrodiliisyon testi ¢alisilan 2 antibiyotige ait olan MIK sonuglari ile otomatize
sistem (Vitek 2, bioMérieux, Fransa) sonuglari kategorik uyum, biiyiik hata ve ¢ok biiyiik
hata oranlarma gore degerlendirilmistir (Tablo 25). Her iki antibiyotik i¢in otomatize

sistem gerek kategorik uyumsuzlugu gerekse de ¢ok biiylik hata ve biiyiik hata oranlarinin
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yiiksekligi ile dikkat ¢ekmektedir. Ayrica bu uyumsuz sonuglarin %92,2’si (n=12) ECC

tiirlerinden kaynaklanmaktadir.

Tablo 25. Sivi Mikrodiliisyon Testi ve Otomatize Sistem Arasindaki Uyum ve Hata

Oranlari
Kategorik Uyum | Cok Biiyiik Hata | Biiyiik Hata
Antibiyotik (CA) (VME) (ME) Kappa
(%) (%) (%)
Ertapenem 88.8 12.28(n=7) - 0.57
Meropenem? 89.4 3.7(n=1) 16.6 (n=5) 0.79

1S1v1 mikrodiliisyon ile duyarlilik kategorizasyonu yapilamayan 6 izolat degerlendirmeye
almmamigtir. Meropenem igin (n=57)

4.4. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalarinin Belirlenmesi
4.4.1. Fenotipik Testler
4.4.1.1. Cift Disk Sinerji Testi (CDTS)

Cift disk sinerji testi sonuglarina gore 154 izolatin 41°1 (%26,62) GSBL {iretimi pozitif
olarak degerlendirilmistir. Pozitif izolatlarin %34,1’ini Providencia tiirleri, %29,2’sini
Enterobacter tiirleri olusturmaktadir. CDTS yapilan antibiyotik tiirlerinden en fazla
sefepim ile (%82,9/n=34) sinerji oldugu goriilmiistiir. (Tablo 24). (CDTS c¢alisilan pozitif

izolatlarin sonuglar1 ve sinerji verdigi antibiyotik tiirleri Ek 2°de verilmistir).
4.4.1.2. Kombinasyon Disk Testi (KDT)

Kombinasyon disk testi sonuglarina gore 154 izolatin 80’1 GSBL iiretimi pozitif olarak
degerlendirilmistir. Providencia tiirlerinin tamaminda pozitiflik saptanirken Enterobacter
tiirlerinde pozitiflik saptanma orani %26.9(n=21) bulunmustur (Sekil 11). KDT ile pozitif
sonucu en fazla veren antibiyotik sefotaksim (%70/n=56) olmustur. KDT sonugclari tablo
26 ’da verilmistir. (KDT calisilan pozitif izolatlarin sonuglar1 ve pozitiflik verdigi

antibiyotik tiirleri Ek 3’te verilmistir).
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Turlere Gore GSBL Pozitiflik Oranlarn (KDT Bazh)

%100.0
100

%87.5

Providencia Serratia Citrobacter Morganella Enterobacter Hafnia
Bakteri Turu

80

%66.7

l %57-1

Pozitiflik Orani (%)

%26.9

- %0.0

0o

Sekil 11. Tiirlerde KDT Pozitif Saptanma Oran

Tablo 26. Cift Disk Sinerji Testi ve Kombinasyon Disk Testi Sonuglari

Bakteri Cinsi | Toplam Izolat CDST Porzitif izolat KDT Pozitif izolat

Sayisi(n) Sayisi(n)

Enterobacter spp. 8 12 21

Citrobacter spp. 15 7 10

Providencia spp. 23 14 23

Serratia spp. 16 7 14

Morganella spp. 21 1 12

Hafnia spp. 1 0 0

Toplam 153 41(%26.6) 80(%51.9)

Bu izolatlar kromozomal AmpC beta laktamaz tireticisi oldugu i¢in KDT testi referans
test olarak kabul edilip istatiksel analiz yapilmigtir. Calismaya dahil edilen toplam 154
Enterobacterales izolatinda GSBL varligini saptamak amaciyla uygulanan CDST ve KDT
sonuclar1 karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Yapilan degerlendirmede, her iki testin

sonuglar1 arasindaki dagilim Tablo 27'te sunulmustur.

Iki ydntemin birbiriyle olan uyumunu belirlemek amaciyla yapilan Cohen’s Kappa analizi
sonucunda, Kappa katsayisi 0,324 olarak hesaplanmistir. Bu deger, CDST ve KDT

yontemleri arasinda "'orta-zayif diizeyde" bir uyum oldugunu gostermektedir.
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Yontemlerin GSBL saptama performanslart arasindaki farkin istatistiksel anlamlilig
McNemar testi lie incelenmistir. Analiz sonucunda iki test arasindaki fark ileri diizeyde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,001). KDT, CDST yontemine gore GSBL

pozitifligini saptamada belirgin derecede daha yiiksek bir bagar1 gostermistir.

KDT ile GSBL pozitifligi saptandigr halde, CDST ile "yalanci negatif" sonug alinan izolat
say1s1 46 (%29,9) olarak belirlenmistir. Bu uyumsuz izolatlarin tiir diizeyindeki dagilim1
incelendiginde; en fazla tiirlin Enterobacter spp. (n=14) oldugu, bunu sirasiyla
Morganella spp. (n=11), Providencia spp. (n=9), Serratia spp. (n=7) ve Citrobacter spp.

(n=5) izolatlarinin takip ettigi saptanmustir.

Tablo 27. CDST ve KDT Sonug¢ Dagilim Tablosu

KDT Negatif (n) KDT Pozitif (n) Toplam (n)
CDST Negatif 67 46 113
CDST Pozitif 7 34 41(%26.6)
Toplam 74 80(%51.9) 154

4.4.1.3. AmpC Beta Laktamaz Saptama Kiti

Calismamiza dahi edilen kokenler kromozomlarinda dogal indiiklenebilir AmpC geni
tasidiklar1 icin fenotipte sefoksitin direnci saptanan 132 izolata AmpC saptama kiti ile
dogrulama yapilmamistir. Kalan sefoksitin duyarli saptanan 20 izolatta ise AmpC beta
laktamaz {retimini dogrulamak amaciyla MastDiscKombi (Birlesik Krallik) Kkiti
kullanilarak dogrulama testi yapilmistir.20 (%12,98) Sefoksitin duyarl saptanan toplam
20 izolatin %60'1inda (n=12) AmpC beta-laktamaz iiretimi pozitif bulunurken, %40'1inda
(n=8) AmpC iiretimi negatif olarak saptanmustir. (Tablo 28.) AmpC kiti ile pozitif
saptanan (n=12) tiirlerin biiyiik ¢ogunlugunun Morganella tiirline(n=9) ait oldugu
saptanmistir. Buna karsilik Enterobacter, Citrobacter ve Hafnia tiirlerinde pozitiflik

saptanmamuistir.
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Tablo 28. Sefoksitin Duyarli Izolatlarin Bakteri Tiiriine Gére AmpC Saptama Kiti

Sonuglari
Bakteri Cinsi / Tiirii | Toplam izolat (n)|AmpC Pozitif n (%) |AmpC Negatif n (%)
Morganella spp. 10 9 (%90) 1 (%10)
Providencia spp. 3 1 (%33.3) 2 (%66.7)
Serratia spp. 2 2 (%100) 0 (%0)
Citrobacter spp. 2 0 (%0) 2 (%100)
Enterobacter spp. 2 0 (%0) 2 (%100)
Hafnia spp. 1 0 (%0) 1 (%100)
Toplam 20 12 (%60) 8 (%40)

4.3.2. Molekiiler Testler

Segilen 154 izolatin timiine AmpC beta laktamaz, GSBL ve Karbapenemaz genleri
belirtilen primerler ile ¢ogaltilip PCR reaksiyonu gerceklestirildikten sonra agaroz jel
elektroforezde yiiriitiilmiistiir. AmpC genlerinden MOX ve FOX, GSBL genlerinden
CTX-M-15, effluks pompalarinda acrA, acrB, tolC, karbapenemaz genlerinden SME’nin
PCR optimizasyonu saglanamadig i¢in bu genlerin sonuglart verilememistir. Calisilan
bazi genlere ait goriintiiler asagida verilmistir. (Tiim izolatlarin ¢alisilan gen sonuglari

tezin Ek 1°de verilmistir.)

NC PC E60 E61E63 E64 E65 E69 E79 ES0 E83 ES84E119 E123 E124E125 E129 E131E107 E112 E113 E115 E117 E148 E160 E163 E175

Sekil 12. PCR ile CTX-M Grup 1 geni pozitif saptanan izolatlara ait jel goriintiisii
PC:Pozitif kontrol/NC:Negatif kontrol
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— R .- .

NC PC E1 E7 ES8 E17 E22 E27 E29 E30 E32 E35 E36 E37 E38 E39 E40 E41 E42

Sekil 13. PCR ile TEM geni pozitif saptanan izolatlara ait jel goriintiisii

NC PC E107 E112 E113 E115 E117 E119 E123 E124 E125 E128 E129 E131 E135 E137 E148 E150 E152 E159 E160 E163 E 175 E176 E177 E179 E180

" " 11

Sekil 14. PCR ile SHV geni pozitif saptanan izolatlara ait jel goriintiisii

C3 €4 C12C13 C14 C27 C31 €37 €47 €48 €52 €57 €61 €63 €73 H1 M21 NC PC

Sekil 15. PCR ile CMY-2 geni pozitif saptanan izolatlara ait jel goriintiisii
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C3 C4 C12 C13C14 C27 C31 C37 C47 C48 C52 C57 €61 C63 C73 H1 M21 NC PC

Sekil 16. PCR ile ACC geni pozitif saptanan izolatlara ait jel goriintiisii

E7 E8 E17 E27 E30 E32 E35 E36 E37 E38 E39 E40E41 E42 E43 E44 E47 E53 E56 E57 ES8 ES9 E60 E61 E64 NC PC

Sekil 17. PCR ile NDM geni pozitif saptanan izolatlara ait jel goriintiisti

Molekiiler analizler neticesinde, incelenen izolatlarda en yiiksek oranda tespit edilen
direng¢ genleri; GSBL i¢in CTX-M Grup 1(%44,8; n=69), AmpC beta-laktamaz i¢in CIT
(%55.8,n=86) ve karbapenemaz i¢in ise NDM (%14,9; n=23) olarak belirlenmistir (Tablo
29).

e Genisletilmis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) Genleri: Izolatlar arasinda en
yiiksek prevelansa sahip GSBL geni blaCTX-M Grup 1 (%44,8) olarak belirlenmistir.
Bu genin 6zellikle Serratia (%87,5) ve Providencia (%82,6) suslarinda baskin oldugu
saptanmistir. Diger direng genlerinden blaTEM %16,2 oraninda saptanirken, blaSHV

%S3,2 ile en diisiik oranda saptanan gen olmustur.
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e Karbapenemaz Genleri: Calisma kapsaminda yalmizca blaNDM (%14,9) ve blaOXA-
48 (%6,5) karbapenemaz genleri tespit edilmistir. Bu genlerin biiyiik bir cogunlugunun
Enterobacter spp. izolatlarinda (blaNDM n=20; blaOXA-48 n=8) oldugu saptanmis
olup, bu tiir karbapenem direnci yoniinden 6ne ¢ikmustir. Providencia tiirlerinde
blaNDM, Citrobacter tiirlerinde ise blaOXA-48 geni baskin gen olarak tespit
edilmistir. Buna karsin, incelenen izolatlarin hi¢birinde blaIMP, blaVIM ve blaKPC

gen varyantlarina rastlanmamistir.

e AmpC Beta-Laktamaz Genleri: Sefalosporin direnciyle iligkili AmpC genlerinden
blaCIT %55,8, blaCMY-2 ise %46,8 oraninda yiiksek pozitiflik gdstermistir. incelenen
Providencia izolatlarinin tamaminda hem b/aCIT hem de blaCMY-2 gen birlikteligi
saptanmigtir. Toplamda 40 izolatta saptanan EBC geninin tamaminin ise yalnizca
Enterobacter spp. (%51,3) suslarinda bulunmasi tiire 6zgii bir dagilim olarak
kaydedilmistir. AmpC direng gen cesitligi en ¢ok Citrobacter tiirlerinde goriilmiistiir
(blaCIT, blaCMY-2, blaACC ve blaDHA)

84



Tablo 29.Molekiiler Testler ile Tespit Edilen Gen Gruplari

ECC C S M P H
n=78 n=15 n=16 n=21 n=23 n=1 Toplam
Diren¢ Grubu | Gen (% 50.64) | (%09.74) | ( %10.38) |(%013.63)| (%614.93) | (%60.64) n=154
bla CTX-
M GRUP 30 3 3 19 69
GSBL 1 (9%38.5) (9%20.0) |14 (%87.5)| (%14.3) | (%82.6) - (%44.8)
11 1 1 12 25
blaTEM| (%14.1) - (%6.2) (%4.8) | (%52.2) - (9%16.2)
4 1 2 1 8
bla SHV (%5.1) (%6.7) - (%9.5) (%4.3) - (%5.2)
20 1 2 23
Karbapenemaz |bla NDM| (%25.6) (%6.7) - - (%8.7) - (%14.9)
bla OXA- 8 2 10
48 (9%10.3) (9%13.3) - - - - (%6.5)
bla IMP - - - - - - -
bla VIM - - - - - - -
bla KPC - - - - - - -
26 14 12 23 1 86
AmpC bla CIT (9%33.3) (9%93.3) |10 (%62.5)| (%57.1) | (%100.0) | (%2100.0) (9%55.8)
bla CMY 10 14 12 23 1 72
2 (%12.8) (9%93.3) |12 (%75.0)| (%57.1) | (%100.0) | (%100.0) (9%46.8)
5 11 6 20 49
bla DHA (%6.4) (%73.3) | 7 (%43.8) | (%28.6) | (%87.0) - (%31.8)
40 40
blaEBC | (%51.3) - - - - - (9%26.0)
3 12 8 5 1 29
bla ACC (%3.8) (%80.0) | (%50.0) | (%23.8) - (%100.0) (9%18.8)

E:Enterobacter spp C: Citrobacter spp. S :Serratia spp. M: Morganella morganii P :Providencia spp.

H :Hafnia alver

4.3.2.1.Diren¢ Genleri ile Antibiyotik MiK’leri Arasi Degerlendirme

NDM geni pozitif olan 23 izolatin ertapenem MIK50 diizeyi 64 p/ml, MIK90 ise >64

pg/ml hesaplanmistir. Meropenem i¢in MIK50 diizeyi 32 p/ml, MIK90 ise 64 p/ml olarak
hesaplanmistir. CZA igin MIK50-MIK90 ise >64 pg/ml olarak hesaplanmistir. AZA igin
MIK50 0.25 pg/ml, MIK90 degeri ise 2 pg/ml olarak hesaplanmistir.

OXA-48 geni pozitif olan 10 izolatin ertapenem MIK50 diizeyi 4 u/ml, MIiK90 ise 64

ng/Ml hesaplanmistir. Meropenem icin MIK 50 diizeyi 1 u/ml, MIK90 ise 16 p/ml olarak
hesaplanmistir. CZA i¢in MIK50 0.5 p/ml  MiK90 64 p/ml olarak hesaplanmistir. AZA

i¢in MIK50 0.25 pg/ml, MIK90 degeri ise 1 pg/ml olarak hesaplanmustir.

85




Karbapenemaz geni pozitif olan izolatlarin Mann-Whitney U testi sonuglarina gore
Ertapenem, Meropenem ve CZA MIK degerleri, geni negatif olan izolatlara kiyasla

istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha ytliksek bulunmustur (p < 0.001).

OXA-48 ve NDM geninin birlikte oldugu 4 izolat irdelendiginde ertapenem
meropenem ve CZA MIK lerinin>=16 pg/ml’nin iizerinde oldugu tespit edilmistir.

Karbapenemaz gen birlikteliginin oldugu 1 izolatta ise biitliin antibiyotikler duyarl

kategoride kalmistir. (MIK’ler 0.25-2 pg/ml)

4.3.2.2 CDTS VE KDT Sonuclar1 Ile Direnc Genleri Arasindaki Iliskinin

Degerlendirilmesi

CDST ile pozitif olarak saptanan toplam 41 izolatin genetik profiline bakildiginda, CTX-
M Grup 1 geni en yaygin direng mekanizmasi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Izolatlarn
%63.,4’iinde (n=26) CTX-M Grup 1, %34,14’linde (n=14) TEM, %7,3’linde (n=3) SHV

geni saptanmistir.

CDST'de pozitiflik vermesine ragmen, 9 izolatta test edilen ti¢ gen (CTX-M- grup 1,
TEM, SHV) de negatif bulunmustur.

KDT ile GSBL pozitifligi saptanan 80 izolatin genetik profiline bakildiginda, CTX-M
Grup 1 geni en yaygin diren¢ mekanizmasi olarak ne ¢ikmaktadir. Izolatlarin 56.25’inde

(n=45) CTX-M Grup 1, %20’sinde (n=16) TEM, %7,5’inde (n=6) SHV geni saptanmistir.

KDT ile yakalanan 12 Morganella izolatinin 7'sinde hic¢bir gen bulunmamistir. KDT ile

pozitif bulunan 10 Citrobacter izolatinin 6'sinda gen saptanmamustir.
4.3.3 Tiim Genom Sekanslama (WGS)

GSBL, AmpC Beta Laktamaz ve Karbapenemaz genleri caligilan 154 izolat icerisinden
fenotip-genotip uyumsuzlugu olan 8 izolatin (4 ECC, 1 Citrobacter,2 Serratia,l
Providencia kokeni) tim genom analizi “Massive Bioinformatics ARGE Teknolojileri

A.S” tarafindan yapilmistir.

Ileri molekiiler karakterizasyon amaciyla secilen 4 Enterobacter izolatna uygulanan

Tiim Genom Sekanslama (WGS) analizi sonucunda, suslarin tamaminin Enterobacter
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hormaechei tiirii oldugu belirlenmistir. Izolatlarin sekans tipleri (ST), barindirdiklar1 beta-
laktamaz ve diger antibiyotik diren¢ genleri ile mobil genetik elementlerden plazmidik

insersiyon sekanslarinin (IS) dagilimi1 Tablo 30°da ayrintili olarak gosterilmistir.

Tim genom sekanslamasi yapilan dort Enterobacter hormaechei izolatinin farkli sekans
tiplerine (ST1753, ST182, ST279 ve ST728) sahip poliklonal bir yap1 sergiledigi
belirlenmistir. Beta-laktamaz profilleri degerlendirildiginde, tiirin intrensek AmpC geni
olan blaACT varyantlarinin tiim izolatlarda korundugu goriilmiistiir. Direng
determinantlar1 incelendiginde; E37 izolatinin MBL blaNDM-6 ve yiiksek diizey
aminoglikozid direnci saglayan rmtC genini tagidig1 saptanirken, E57 izolatinin blaOXA-
48, blaCTX-M-15 ve blaACT-16 genlerini bir arada barindiran yiiksek riskli bir ortak
tiretici (co-producer) oldugu goriilmiistiir. GSBL iiretimi acisindan incelendiginde E41
izolatinda blaCTX-M-15 ve blaTEM-1/1B genleri 6ne ¢ikarken, E58 izolatinda herhangi
bir GSBL veya karbapenemaz saptanmamasina ragmen mobilize kolistin diren¢ geni olan

mcr-10 tespit edilmesi klinik agidan kritik bir bulgudur.

Karbapenemaz ve GSBL genlerinin yani sira, E. hormaechei izolatlarinin olduk¢a genis
bir coklu diren¢ profiline sahip oldugu gozlenmistir. Beta-laktamazlara ek olarak,
izolatlarda yaygin sekilde saptanan kinolon direng genleri (aac(6°)-1b-cr, 0gxA/B, qnrB1),
fosfomisin diren¢ geni (fos4) gibi genler suslarin coklu ilag direngli karakterini
desteklemektedir. Izolatlarin plazmidik insersiyon sekanslari acisindan oldukca zengin
bir mobiloma sahip olmasi, bu diren¢ determinantlarinin yatay gen transferi ile kazanilmig

olma ihtimalini ve klinikte yayilim riski tasidigin1 giiclendirmektedir (Tablo 30).
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Tablo 30. Enterobacter hormaechei izolatlarma Ait WGS Bulgular

Bakteri tiirii | Enterobacter Enterobacter Enterobacter Enterobacter
hormaechei(E37) hormaechei(E41) | hormaechei(E57) | hormaechei(ES5S)
Direncg blaACT blaACT-16, blaACT-16, blaACTI141
Genleri blaNDM-6 bla CTX-M-15 bla CTX-M-15
(Beta blaTEM-1 blaTEM-1
laktamaz) blaTEM-1B blaTEM-1B
blaOXA-48
Diger Diren¢ | aph(37)-1b aph(3”)-1b aph(3”)-1b oqxB,ogxA
Genleri aph(6)-1d aph(6)-1d aph(6)-1d fosA
rmtc aac(6’)-1b-cr aac(3)-1le mcer-10
fosA oqxB,oqxA aadAl
ogxB tet(A),tet(D) aac(3)-1la
sull fosA aac(6’)-1b-cr
ble dfrA14 0gxB, ogxA
catB3 catB3, catAl
aac(6’)-1b-crd fosA
sul2 qnrBl
aac(6’)-1b-cr5
sul2
Sekans ST1753 ST182 ST279 ST728
tipleri
Insersiyon IS1, 1S3, IS5, IS6, | IS1, IS3, IS4, ISS, | IS1, 1S3, IS4, 1S6, | IS5, 1S6,IS110,
Sekanslar IS91 IS6, 1S91, IS110, | IS21, IS66, IS110, | ISNCY
(plazmidik) ISNCY ISNCY

Analiz edilen iki S. marcescens izolatinin her ikisinin de ayni sekans tipine (ST439) ait
oldugu tespit edilmis olup, benzer bir genetik arka plami paylastiklar1 gériilmiistiir. Her
iki izolatta da GSBL geni olarak blaCTX-M-15 ve dar spektrumlu blaOXA-1 tespit
edilirken, kromozomal AmpC geni olan b/aSRT saptanmustir. S45 izolati, bu profile ek
olarak plazmid aracili bir AmpC enzimi olan blaCMY-6'y1 ve aminoglikozit direncine
neden olan rmtc genini de tasimaktadir. Beta-laktam dis1 antibiyotikler
degerlendirildiginde, her iki izolatta da plazmid aracili kinolon diren¢ (PMQR)
genlerinden gnrB1 ve gnrS1 ile aac(6°)-1b-cr saptanmis, ayn1 zamanda tetrasiklin (zet(4)),
trimetoprim (dfrA14) ve kloramfenikol (catB3) diren¢ determinantlar1 tespit edilmistir.
S32 ve S45 izolatlarinda ortak olarak IS1, IS3, IS4 ve IS6 gibi 6nemli mobil genetik

elementler saptanmustir.

ST1150 sekans tipine sahip C. koseri izolatinin genomunda yalnizca tiire 6zgii dar

spektrumlu blaMAL-2 ve blaCKO- 1 beta-laktamaz genleri saptanmistir. Bu izolatta, diger
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tiirlerde gozlemlenen kazanilmis bir beta-laktam veya beta-laktam dis1 direng genine
(aminoglikozid, florokinolon vb.) rastlanmamistir. Mobilom profilinin de sadece IS3 ve

ISNCY ile smirli oldugu gozlenmistir (Tablo 31).

WGS analizi yapilan Providencia rettgeri (P32, ST157) izolat, klinik agidan yiiksek riskli
ve yaygin ila¢ direngli bir profil sergilemektedir. izolatta, karbapenem direncinden
sorumlu MBL blaNDM-1 geni ile, sefalosporin direncini destekleyen iki farkli plazmidik
AmpC geni (blaCMY-6, blaDHA-1) ve blaOXA- 10 oksasilinazi saptanmistir. Beta-laktam
dis1 antibiyotik gruplarina bakildiginda; izolatin aminoglikozid, siilfonamid,
kloramfenikol, tetrasiklin, makrolid ve rifampin gibi oldukca genis bir yelpazeye karsi
diren¢ genleri tasidigi goriilmektedir. Son olarak, genomda yogun olarak saptanan IS6,
IS5 ve IS91 gibi mobil genetik elementler (insersiyon sekanslari), bu gii¢lii direng

genlerinin hastane ortaminda diger bakterilere hizla aktarilma (yatay gen transferi)

riskinin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tablo 31.C. koseri, S. marcescens ve P. rettegeri 1zolatlarina Ait WGS Bulgular

Bakteri tiirii Citrobacter koseri Serratia Serratia Providencia
(C63) marcescens (S32) | marcescens (S45) | rettegeri(P32)
Diren¢ Genleri blaMAL-2 blaOXA-1 blaOXA-1 blaOXA4-10
(Beta laktamaz) | blaCKO-1 blaSRT blaSRT blaNDM-1
blaCTX-M-15 blaCTX-M-15 blaCMY-6
blaCMY-6 blaDHA-1
Diger Direng - aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b-cr aac(6’)-1b3
Genleri aac(6’) aac(6’) aadAl
aac(6’)-Ic aac(6’)-Ic ant(2”)-la
qnrB1, gnrS1 aac(6°)-1b3 catAl
tet(A) rmtc catB8
aac(6’)-1b-cr5 gqnrB1, gnrS1 sull
catB3 tet(A) tet(B)
dfrA14 aac(6’)-1b-cr5 tet(57)
catB3 ble
dfrAl4 dfrA14
sull arr-2
msr(E)
mpH(E)
Sekans tipleri ST1150 ST439 ST439 ST157
Insersiyon IS3,ISNCY IS1, 1S3, 1S4, IS6 | 1S3, IS4, IS5, 1S6, | ISNCY, IS110,
Sekanslari IS110, IS1380 IS5,
(plazmidik) 1S6,IS91,IS110

89




5. TARTISMA

Nadir goriilen Enterobacterales tiirlerine bagh enfeksiyonlar, 6zellikle son yillarda saglik
hizmeti iligkili enfeksiyonlar arasinda 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olarak dne
cikmaktadir. Sepsis, pndmoni, liriner sistem ve intraabdominal enfeksiyonlar gibi cesitli
klinik tablolarin yaninda, gida kaynakli pek ¢ok enfeksiyon hastalifina da neden

olabilmektedirler. Bu kdkenlerde antibiyotik direnci de yillar igerisinde artmaktadir[3].

Antimikrobiyal direng (AMR), modern tibbin karsi karsiya oldugu ve kiiresel halk
saghigini gok boyutlu olarak tehdit eden en biiyiik krizlerden biridir Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan 2024 yilinda giincellenen, antibakteriyel ilaglarmn ve diger halk saglig
miidahalelerinin arastirma ve gelistirilmesine rehberlik etmek amaciyla, uzman gortisleri
kullanilarak  Bakteriyel Oncelikli Patojenler Listesini (BPPL) yaymlanmistir.
Karbapenem direngli Enterobacterales ve {clinci nesil sefalosporin direngli

Enterobacterales bu listede “Kritik Oncelikli Patojenler” kategorisinde yer almigtir [168].

Antimikrobiyal direncin baska bir grubunu tanimlayan ESKAPE patojenlerindekii 'E'
harfi, genellikle Enterococcus faecium olarak degerlendirilmis olsa da giincel
epidemiyolojik veriler 1s18inda, Enterobacter tiirlerini ve iligkili diger minor
Enterobacterales tliyelerini de kapsayacak sekilde genisletilmistir. Geleneksel klinik
mikrobiyoloji pratiginde uzun siire 'mindr' etkenler olarak smiflandirilan ESCPM
(Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Providencia, Morganella) grubu; glinlimiizde sahip
olduklart intrensek diren¢ mekanizmalar1 ve genetik plastisite sayesinde biiylik bir

epidemiyolojik sorun haline gelmistir [169].
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ESCPM grubunun temel o&zelliklerinden biri, kromozomal olarak kodlanan veya
indiiklenebilen AmpC beta-laktamaz enzimi barindirmalaridir. Hastane ortaminda maruz
kaldiklar1 yogun yatay gen transferi, bu bakterilerin yalmizca kendi intrensek
mekanizmalariyla yetinmeyip, plazmid aracili GSBL’leri ve karbapenemazlar1 da
bilinyelerine katmalarina olanak tanimistir. Bu durum, ESCPM grubunun artik ikincil
patojen olmaktan ¢ikip, ¢oklu ilag direnci gdsteren ana nozokomiyal ve toplum kokenli

patojenler statiisiine ylikseldigini kanitlamaktadir[169].

Ulkemizde 6zellikle bu tiirlerle yapilmis kapsamli literatiir bulunmamakla birlikte diinya
genelinde ise sinirli sayida calisma bulunmaktadir. Caligmamiz kapsaminda klinik
orneklerden izole edilen 448 izolat degerlendirilmistir. Bu izolatlarin %42,41'ini ECC,
%18,30’unu Morganella, %15,40’m1 Citrobacter, %14,95’ini Serratia, %38,48’ini
Providencia ve %0.44’linii Hafnia tiirleri olusturmaktadir. Ayrica 3. kusak sefalosporin
direncli izolatlar arasindan secilerek tezin ana konusu olan direng karakterizasyonunun
yapildigi 154 izolatin dagilimi incelendiginde; bu grupta da en sik ECC (%50,6),
Morganella (%13,6) ve Serratia (%10,4) tiirleri tespit edilmistir. Calismamizdan elde
edilen izolatlarin tiir dagilimi, Avrupa genelindeki giincel epidemiyolojik verilerle
paralellik gostermektedir. Avrupa'daki 27 hastaneyi kapsayan ¢ok merkezli genis bir
kohort ¢alismasinda (EuESCPM) da en sik ECC ve S. marcescens tiirleri tespit edilmistir
[169].

Caligmamiza ESCPM iireyen toplam 145 adet idrar 6rnegi dahil edilmistir. Bu idrar
orneklerinden en sik ECC tiirleri(n=67) izole edilmis olup, izole edilen ECC suslarinin
%65,7'sinin poliklinik hastalarina ait oldugu belirlenmistir. Bu durum; nozokomiyal
karakteri ve CID potansiyeliyle bilinen bu etkenlerin, diren¢ genlerini topluma tasiyarak
toplum kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinda da dikkate deger bir epidemiyolojik tehdit
olusturmaya bagladigina isaret etmektedir. Benzer sekilde, genis kapsamli SMART
(2018-2019) siirveyans verilerinin analiz edildigi bir ¢alismada, orta gelirli iilkelerde
toplum ve hastane kaynakli Enterobacterales enfeksiyonlarinda benzer MIK
dagilimlarinin  gdsterilmis olmast direng profilinin yalnizca hastane ortaminda

kalmadigini desteklemektedir.[170].

Calismamiza dahil edilen 145 yara 6rneginin 32’sinde M. morganii izole edilmis olup,

bu mikroorganizma yara kiiltiirlerinden en sik izole edilen tiir olmustur. Ilgili 6rneklerin
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%62,5’1 yatakh servislerde yatan yetiskin ve 65 yas iizeri hastalardan izole edilmistir.
Enfeksiyonlariin epidemiyolojisi ve klinik 6zelliklerinin incelendigi ¢ok merkezli
retrospektif bir c¢alismada, bu patojenlerin 06zellikle ileri yas grubundaki ve ek
komplikasyonlar1 olan bireylerde anlamli diizeyde yiiksek prevalansa sahip oldugu
bildirilmistir[171]. Genellikle sekonder bir etken olarak degerlendirilen M.morganii’nin,
ozellikle cerrahi alan, dekiibit ve diyabetik ayak gibi yara bolgelerinde yiiksek oranlarda
izole edilmesi literatiirle uyumluluk gostermektedir [49]. Ancak bu lokalize doku
enfeksiyonlari, hastalarin klinik seyrini ve prognozunu olumsuz etkileyebilecek bir
potansiyele sahiptir. Literatiirde M. morganii sepsisine odaklanan c¢ok merkezli bir
calismada, enfeksiyon odagi yara ve yumusak doku olan hastalarin mortalite ve prognoz
acisindan ciddi risk altinda oldugu, ayrica intrensek diren¢ 6zelliklerinin de ampirik
tedavi basarisizliklarini tetikledigi bildirilmistir [172] Yara 6rneklerinde saptadigimiz M.
morganii suslarl, ampirik tedavi se¢iminde bu patojenin doku invazyonu ve sepsis

riskinin goz ardi edilmemesi gerektigini gostermektedir.

Calismamiz kapsaminda degerlendirdigimiz 67 Serratia tiiriiniin biiylik ¢ogunlugu
solunum yolu 6rnekleri(n=25) ve kan orneklerine(n=17) aittir. Kan érneklerinden izole
edilen Serratia tiirlerinin %35,3'i 0-17 yas aras1 pediatrik gruptan ve bunun da
cogunlugu yogun bakim iinitelerinden elde edilmistir. S. marcescens izolatlarinin yogun
bakim {initesinde yatan hastalardan elde edilmesi, bu patojenin neonatal dénemdeki
firsatg1 ve invaziv karakterini desteklemektedir. Literatiirde S. marcescens’ in antibiyotik
diren¢ mekanizmalarin1 ele alan yakin tarihli bir derlemede, bu mikroorganizmanin
hastane ortamindaki kaliciligina ve oOzellikle immiin sistemi heniliz gelisimini
tamamlamamis prematiire bebekler ile yenidoganlar icin tasidigi yiiksek enfeksiyon
riskine dikkat ¢ekilmistir [39]. Yogun bakim iinitesinde gozledigimiz bu prevalans,
etkenin hastane florasinda kolonize olarak hassas hasta gruplarinda ciddi nozokomiyal

salginlara yol agma potansiyelini dogrulamaktadir.

Calismamiz kapsaminda otomatize sistemlerce 3.kusak sefalosporin direnci saptanan 154
izolat fenotipik ve genotipik testler icin secilmistir. Bu gruptaki degerlendirdigimiz
Providencia tiirlerinin (n= 23) %78.2’si (n=18) yogun bakim iinitelerinden gelen
orneklerden izole edilmistir. Bu durum, mikroorganizmanin invaziv tibbi cihaz

kullanimina sekonder olarak firsat¢i bir enfeksiyon etkenine doniistiigiine isaret
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etmektedir. Girisimsel tibbi cihazlarin kullanimiyla iliskili olarak yiiksek biyofilm
olusturma kapasitesine sahip olan P. stuartii ve P. rettgeri, yogun bakim iinitelerinde
maruz kalmman agir antibiyotik baskisi nedeniyle direngli firsat¢1 etkenler haline
gelmektedir. Nitekim gilincel Avrupa siirveyans verilerinde de Providencia tiirlerinin
karbapenem direnci (%42,7) ve karbapenemaz iiretimi bakimindan en yiiksek oranlari
(%29,4) sergileyen bakteriler arasinda bildirilmesi, ¢alismamizda elde ettigimiz yerel

bulgularin kiiresel literatiirle olan uyumunu ortaya koymaktadir.[173].

Meropenem MIK degerlerine gére direngli olan izolatlarin elde edildigi hastalarin yas
ortalamast (medyan: 39 yas), meropenem duyarli gruba (Medyan: 63 yas) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede daha gen¢ bulunmustur (Mann-Whitney p=0.030).
Meropenem duyarli grupta idrar 6rnekleri baskinken; meropenem direngli grupta izolatlar
anlamli 6l¢tide Kan ve ETA/BAL gibi invaziv 6rneklere kaymistir (Ki-kare, p=0.014). Bu
durum; NDM veya OXA-48 gibi ger¢cek karbapenemaz iireten suslarin sadece yash
hastalarin tiriner florasinda kolonize olmadigini, dogrudan geng/erigkin hastalarin kan
dolagimina girerek yiiksek viriilansli, akut ve 6liimciil invaziv enfeksiyonlara yol agtigini

kanitlayan 6nemli bir epidemiyolojik bulgudur.

ESCPM grubu gibi Enterobacterales suslari, dogalar1 geregi kromozomal kaynakli
indiiklenebilir AmpC beta-laktamazlara sahiptir. S6z konusu enzimler, beta-laktam
antibiyotiklerin tetikleyici baskisi altinda veya regiilator sistemdeki islevsel defektlere
bagli olarak asir1 diizeyde iiretilebilmektedir. Bu yiiksek diizey ekspresyon durumu,
iciincli kusak sefalosporinlerin enzimatik inaktivasyonuna yol agarak ciddi direng
profillerinin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir. Uluslararas: kilavuzlar ve uzman
onerilerine dayanarak, 3GC'lerin ESCPM grubu organizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlar i¢in kesin tedavi olarak kullanilmasindan kaginilmasi gerektigi
onerilmektedir [3] . Calismamizda Providencia spp. izolatlarinin %64,87’sinin 3. kusak
sefalosporinlere (Seftriakson, Seftazidim) kars1 yiiksek direng sergiledigi belirlenmistir.
Morganella spp. izolatlarinda seftazidimde direng oran1 %62,3 iken, seftriaksonda direng
oraninin %39,4 oldugu goriilmiistiir. Citrobacter spp. izolatlarinda seftriakson direnci
%»351,6, seftazidim direnci %23 olarak bulunmustur. Serratia spp. izolatlarinda seftriakson
direnci %23,8, seftazidim direnci %22,7 olarak saptanmistir. En biiyiik hasta grubunu

olusturan Enterobacter spp. izolatlarinda, seftriakson direnci %41, seftazidim direnci
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%39,4, olarak saptanmistir.  Ulkemizde yiiriitiilen bdlgesel siirveyans verileri
incelendiginde; liglincli basamak bir hastanede izole edilen Enterobacter cloacae ve
Klebsiella aerogenes suslarmin bes yillik antimikrobiyal direng profillerinin
degerlendirildigi giincel bir ¢alismada, iiglincii kusak bir sefalosporin olan sefiksim
direncinin %60 gibi yiiksek bir diizeyde seyrettigi bildirilmistir[174]. Caligmamizdaki
448 Enterobacterales izolatinda saptanan yiiksek tgilincii kusak sefalosporin direnci,
Boattini ve arkadaslarinin 2024 Avrupa kohortu (EuESCPM) i¢in bildirdigi %15,7'lik
oranin oldukca tizerindedir[ 169]. Literatiirle aramizdaki bu belirgin fark; hem tilkemizin
yer aldigi Dogu Akdeniz havzasindaki yogun genis spektrumlu antibiyotik secilim
baskistyla hem de li¢iincii basamak bir referans hastanesi olmamizla agiklanabilir. Dig
merkezlerde basarisiz ampirik tedavi almis, uzun siireli hospitalizasyon dykiisii bulunan
komplike olgularin merkezimize kabul edilmesi lokal diren¢ oranlarimizi dogrudan
artirmaktadir. Elde ettigimiz bu yiiksek diren¢ hizlari, ampirik tedavi protokollerinin
bolgesel siirveyans verileri 1s18inda dinamik olarak giincellenmesinin hayati dnemini
ortaya koymaktadir. Kohlmann ve arkadaglarinin tiire 6zgli mutasyon oranlar1 iizerine
yaptiklar1 analizler, ampC derepresyon riskinin Enterobacter cloacae complex ve
Citrobacter freundii'de son derece yiiksek oldugunu kanitlamistir. Buna karsilik, 6zellikle
Morganella izolatlarinda stabil derepresyon mutasyonlarinin ortaya ¢ikma frekansi ¢ok
daha diistiktiir [175]. Daha eski bir prospektif kohortta ise, genis spektrumlu sefalosporin
tedavisi swrasinda diren¢ gelisimi Ozellikle Enterobacter spp.’de daha sik
goriilmiistiir[ 137]. Bu durum, Enterobacter enfeksiyonlarinda monoterapi olarak
kullanilan tiglincii kusak sefalosporinlerin klinik basarisizlik ve mortalite ile dogrudan
iliskili oldugunu acgiklarken, diger tiirlerdeki riskin de derecelendirilmesi gerektigine

isaret eder.

Calismamiz kapsaminda dordiincii kusak sefalosporin olan sefepime karsi direng orani
%353 (n=71) olarak bulunmustur. Tiir bazinda en yiiksek diren¢ oranlari Providencia
(%100) ve Serratia (%80,95) tiirlerinde saptanmistir. ECC tiirlerinde ise bu oran %51,5
olarak saptanmistir. Sefepim, zwitteriyonik yapisinin sagladigi hizli membran gegisi ve
AmpC enzimine kars1 yapisal stabilitesi nedeniyle, genel olarak AmpC {ireten
Enterobacterales enfeksiyonlarinda giivenilir bir ajan kabul edilmektedir. Buna karsin
calismamizda sefepim direncinin %353 gibi oldukga yliksek bir seviyede saptanmasi,

yerlesik farmakodinamik o©ngoriilerin, gilincel epidemiyolojik verilerle belirgin bir
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uyumsuzluk sergiledigini ortaya koymaktadir. Ozellikle bolgesel hastane floramizda
coklu diren¢ determinantlarinin (GSBL ve karbapenemazlar) hizla yayildigi géz oniine
alindiginda, ajanin tek basina AmpC stabilitesine gilivenilerek ampirik tedavide
konumlandirilmas1 riskli ve yetersiz bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir.
Calismamizda Morganella tirlerinde %S5 sefepim direnci saptanmisti. AmpC
derepresyonunun sefepim MIC degerlerini artirdigi bilinse de, duyarli kategoriden

direngli kategoriye gecisin Morganella gibi tiirlerde ¢ok nadir oldugu bildirilmistir [175].

Karbapenemler (imipenem, meropenem, ertapenem); GSBL ve yiiksek diizeyde AmpC
ireten suslara kars1 en etkin ve giivenilir tedavi secenekleri olarak kabul edilmektedir.
Amerikan Bulasic1 Hastaliklar Dernegi (IDSA) bu mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde GSBL enzimi iiretme riskinin yiliksek olmasi nedeniyle
sefepimin MIK degerleri 2 mg/L'den yiiksek oldugunda karbapenemlerin kullanilmasini
onermektedir[176]. Providencia spp., Proteus spp. ve Morganella morganii tiirlerinin
imipeneme kars1 dogal yollarla azalmis bir duyarlilik profili (yiiksek MIK degerleri)
sergilemesi ve bu durumun klinik pratikte zorunlu bir yiiksek doz kullanimina yol agmast
gerekcesiyle, imipenem duyarliliginin arastirilmast bu calismanin kapsami disinda
tutulmustur. Calismamiz kapsaminda disk difiizyon yontemi ile ertapenem direnci %41
meropenem direnci ise %21 olarak bulunmustur. Ertapeneme karsi en fazla direng ECC
(%64,2) ve Serratia (%56,3) tiirlerinde tespit edilmisken meropeneme karsi en fazla
diren¢ orani Serratia tiirlerinde (%50) saptanmistir. Calismamizda saptanan karbapenem
direng profilinin tiir bazindaki dagilimi, literatiirdeki ¢ok merkezli giincel Avrupa
verileriyle hem genel oranlar hem de baskin patojenler agisindan dikkat ¢ekici farkliliklar
gostermektedir. Avrupa genelinde 27 hastaneyi kapsayan genis 6lgekli EUESCPM kohort
calismasinda  kromozomal AmpC tasiyan Enterobacterales izolatlarinda genel
karbapenem diren¢ oran1 %9,5 olarak rapor edilmis ve bu direncin en yiiksek oranda
Providencia tiirlerinde kiimelendigi bildirilmistir[169].Buna karsin, bizim ¢alismamizda
karbapenem direncinin fenotipik olarak agirlikli olarak Enterobacter ve Serratia
tirlerinde yogunlasmasi, lokal floramizin molekiiler epidemiyolojik agidan Avrupa
kohortundan belirgin sekilde ayristigini ortaya koymaktadir. Ulkemizde ECC izolatlarina
0zgii yliriitiilen bir aragtirmada ertapenem direnci %18-26, meropenem direnci ise %8-10
olarak bildirilmistir[177]. Calismamizin ertapenem disk direncine gore secilen 64

izolatlik kisminda ertapenem ve meropenem icin yapilan sivi mikrodiliisyon testinde
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ertapenem ve meropenem direng orani sirastyla %76,2 ve %48,3’ tespit edilmistir. Bu
bulgulara gore hem disk difiizyon hem de s1vi mikrodiliisyon ile ertapenemde direng orani
meropeneme oranla daha fazla saptanmistir. Calismamiz kapsaminda ertapenem ve
meropenem icin MIK50/ MIK90 degerleri sirasiyla 8/>32 ug/ml ve 8/64mg/L
bulunmustur. Ayrica karbapenemaz gen varhigi ile Meropenem MIK degerleri arasinda
ileri diizeyde anlamli bir iliski (Pearson y? = 11.434 =11.434; p=0.001) bulunurken,
Ertapenem MIK degerleri ile karbapenemaz genleri arasinda higbir anlamli iliski
saptanmamustir (p=1.000). Ertapenem direncinin temel nedeni, molekiiliin biiyiik ve
negatif yiiklii yapisi sebebiyle dig membran porinlerinden (6zellikle OmpC ve OmpF)
gecisinin oldukca kisithh olmasidir. Bakterinin antibiyotik baskis1 altinda porin
ekspresyonunu azaltmasi (down-regiilasyon) ve hiicre i¢ine sizabilen sinirli miktardaki
ilacin mevcut GSBL veya AmpC enzimleri tarafindan hidrolize edilmesi, klinik diizeyde
yiikksek dirence yol agar. Bu sinerjik durum, ortamda gercek bir karbapenemaz geni
bulunmasa dahi bakterinin fenotipik olarak yiiksek ertapenem direnci gelistirebildigini
gostermektedir. Bu mekanizma sebebiyle, izole ertapenem direnci karbapenemaz
varhgmi 6ngérmede zayif bir gostergedir [178]. Calismamizda molekiiler analizler
neticesinde en fazla tespit edilen karbapenemaz genleri blaNDM (%14,9) ve blaOXA-48
(%6,5) olmustur. Ayrica bazi izolatlarda(n=4) iki genin birden varlig1 tespit edilmistir.
Literatiirde Akdeniz havzas1 karbapenemaz epidemiyolojisini inceleyen giincel yayinlar
da Tiirkiye'nin OXA-48 tipi enzimler i¢in endemik bir rezervuar oldugunu; son yillarda
uluslararas: klonal yayilimla tilkemize giris yapan NDM determinantlarinin da bu gen
profiline entegre olarak es zamanli tasiyicilik oranlarini belirgin 6l¢iide artirdigini
dogrulamaktadir[179]. Calismamizda saptanan karbapenemaz genlerinden blaNDM
(%14,9; n=20) ve blaOXA-48 (%6,5; n=8) genlerinin ¢ogunlugunun ECC izolatlarinda
kiimelendigi dikkati ¢ekmektedir. Bu durum ECC tiirlerinin bolgemizdeki mobil direng
genlerinin temel rezervuari olarak islev gordigiinii hiicresel ve molekiiler diizeyde
dogrular niteliktedir. Gerg¢eklestirdigimiz duyarlilik analizlerinde, bu iki genin es zamanl
varhigint barindiran izolatlarda ertapenem, meropenem ve CZA igin MIK degerlerinin
>16 ng/ml seviyelerine ¢ikmasi, s6z konusu enzimatik yiikiin in vitro duyarlilik iizerinde
yarattig1 yiiksek fenotipik direnci net bir bicimde ortaya koymaktadir. Bununla birlikte
calismamizda blaVIM, blaIMP ve blaKPC gibi diger major karbapenemaz genlerine hig

rastlanmamis olmasi, bolgemizin molekiiler epidemiyolojik profilini ve klonal
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dinamiklerini tanimlamak agisindan spesifik ve ayirt edici bir bulgudur. Bu durum
iilkemizin Avrupa'nin geri kalanindan (6zellikle Yunanistan ve Italya gibi KPC/VIM
endemik iilkelerden) ayristigmi gdstermektedir. Bu bulgu, Avrupa Hastalik Onleme ve
Kontrol Merkezi (ECDC) tarafindan ytiriitiillen EuSCAPE projesi verileriyle tam bir
uyum i¢indedir. S6z konusu raporda; KPC ve VIM genlerinin Giliney Avrupa'da
kiimelendigi, lilkemizin de i¢cinde bulundugu Dogu Akdeniz havzasinda ise OXA-48 ve
NDM tipi karbapenemazlarin hiperendemik olarak baskinlik kurdugu bildirilmistir[ 180].
Ayni sekilde, tilkemizin farkli bolgelerinden bildirilen lokal siirveyans raporlariyla da tam
bir uyum sergilemektedir. Nitekim iilkemiz merkezli yakin tarihli bir molekiiler
epidemiyoloji ¢aligmasinda da yogun bakim izolatlarinda KPC ve IMP genlerine hig
rastlanmadigy; direng profilinin tamamen NDM ve OXA-48 tasiyiciligi (6zellikle ikili ko-
ekspresyonlar) iizerinden sekillendigi bildirilmistir. Bu uyum, hastanemizin yer aldigi
bolgedeki direngli gen havuzunun ulusal karbapenemaz profilini bagarili bir sekilde

yansittigini kanitlamaktadir[181].

Direngli ESCPM izolatlarinda konvansiyonel antibiyotiklerin (li¢lincii ve dordiincii kusak
sefalosporinler, florokinolonlar, karbapenemler) klinik etkinligini kaybetmesiyle birlikte,
tedavi secenekleri yeni nesil beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii (BL/BLI)

kombinasyonlarina ve siderofor sefalosporinlere yonelmistir.

Seftazidim-avibaktam, c¢oklu ilaca direncli gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde birinci basamak ajan olarak kullanilmaktadir. Calismamiz kapsaminda
degerlendirilen 154 izolatin disk difiizyon sonuglarina gore CZA genel diren¢ orani
%25,4 olarak saptanmistir. Tiir bazinda Morganella, Serratia, Citrobacter ve Hafnia
tiirlerinde CZA’ya kars1 direng goriilmezken CZA’ya karst en fazla direng Providencia
(%47,9) ve ECC (%35.,9) tiirlerinde saptanmistir. Calismamizin ertapenem disk direncine
gore secilen 64 izolatlik kisminda yapilan sivi mikrodiliisyon testinde CZA direng
oran1%42,9 olarak tespit edilmistir. S1vi mikrodiliisyon testinde ise tiir bazinda en fazla
Providencia’da (%100) direng goriiliirtken bunu ECC (%44,9) takip etmistir. Sivi
mikrodiliisyon testinde CZA nin MIK50/MIK90 degerleri 1/>64 pg/ml tespit edilmistir
CZA duyarliligr i¢in yapilan disk difiizyon testi ve sivi mikrodiliisyon testi
karsilastirildiginda disk diifiizyon testinin %14,81 VME ve %13,8 ME oranlaria

ulagmasi, bu antibiyotik tiiriiniin referans test olan sivi mikrodiliisyonla caligiimasini
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gerekli  kilmaktadir.  Literatiir  degerlendirildiginde  genel  Enterobacterales
koleksiyonlarinda CZA disk difiizyonunun sivi mikrodiliisyon ile kategorik uyumu ¢ok
yiiksektir; 30/20 pg disk i¢in kategorik uyum genelde %99.4-99.8, VME 9%0.2-1.5
araligindadir[182]. Bununla birlikte, karbapenemaz iiretmeyen ancak karbapenem direnci
gosteren veya AmpC iliskili diren¢ mekanizmalarmma sahip Enterobacterales alt
gruplarinda seftazidim-avibaktam (CZA) disk difiizyon testinin tanisal performansinin
diisiik oldugu bildirilmistir. Nitekim literatiirdeki bir calismada, karbapenemaz negatif
direncli izolatlar icin CZA disk testinin kategorik uyum (CA) oran1 %80'de kalirken, ¢ok
biiyik hata (VME) oraninin %20 gibi yiikksek bir seviyeye ulastig
saptanmistir|[ 183].Avrupa genelinde 27 hastaneyi kapsayan EuESCPM (2020-2022)
calismasinda, ESCPM izolatlarina karsi en etkili ajanin %95,7 duyarlilik orani ile CZA
oldugu (MIK 50 /MIK 90 2-8 pg/ml) bildirilmistir. Calismamizda elde edilen verilerde
Morganella, Serratia, Citrobacter freundii ve Hafnia tiirlerinde CZA'ya kars1 direng
saptanmamasi, Avrupa genelindeki bu yiliksek etkinlikle giiglii bir paralellik
gostermektedir. Ancak ¢alismamizin genelinde saptanan %25,4'lik CZA direng orani
Avrupa verilerinden daha yiiksektir. Bu farkliligin temel nedeni, calismamizdaki
Providencia (%47,9) ve ECC (%35,9) izolatlarinda gézlenen belirgin direng yiliksekligidir
ve lokal epidemiyolojik farkliliklarin 6nemini vurgulamaktadir. Karbapenem direnci
gosteren izolatlar degerlendirildiginde, CZA etkinliginde her iki ¢alismada da belirgin bir
diisiis ivmesi gozlenmistir. EUESCPM kohortunda karbapenem direng fenotipi gosteren
ESCPM izolatlar1 arasinda CZA etkinligi %66'ya gerilerken; ¢aligmamizda ertapenem
direncine sahip izolatlarin sivi mikrodiliisyon sonuglarma goére CZA etkinligi %57,1
olarak saptanmustir. Ozellikle mikrodiliisyon testinde Providencia tiirlerinde gdzlenen
%100'lik CZA direnci dikkat gekicidir. Seftazidim-avibaktamin sinif B metalo-beta-
laktamazlara (MBL) karsi in vitro etkinliginin bulunmadigi bilinmektedir. Calismamizda
Providencia ve ECC 6zelinde Avrupa verilerine kiyasla daha yiiksek saptanan direng
oranlarinin, MBL (6rnegin NDM) iireten klonlarin yaygilhig: ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir [184]. Seftazidimin in vitro etkinligini geri kazandiran avibaktam; Sinif
A (GSBL, KPC), Simif C (AmpC) ve Sinif D (OXA-48) B-laktamazlar etkili bir sekilde
inhibe eder. Ancak aktif bolgesinde serin kalintis1 bulunmayan metalo-B-laktamazlara
(NDM, VIM, IMP) ve Acinetobacter tirlerindeki OXA tipi karbapenemazlara karsi
inaktiftir [185]. Calisgmamizda ayn1 zamanda NDM ve OXA-48 genlerini birlikte tagiyan
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ECC izolatlarinda(n=4); CZA MIK50 ve MIK90 degerlerinin 64 pg/ml bulunmasi
genotipik enzim yiikiiniin in vitro duyarlilik fenotipi tizerindeki dogrudan etkisini ortaya

koymaktadir.

Karbapenem direngli Enterobacterales'in neden oldugu enfeksiyonlarin tedavi
secenekleri smirlidir ve yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi acil bir gerekliliktir.
Imipenem/relebaktam, ¢oklu ilag direncli bakterilerle iliskili ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde yakin zamanda kullanilmaya baslanmistir. Calismamizda degerlendirilen
IMR genel duyarlilik oran1 %28,5 olarak saptanmistir. En fazla diren¢ orani %46,6 ile
Serratia tirlerinde, %29,33 ile de ECC tiirlerinde tespit edilmistir. SMART gozetim
programinin bir parcasi olarak kiiresel olgekte toplanan gram-negatif basillerin klinik
izolatlarina karst IMR'nin aktivitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada, IMR direnci
Serratia marcescens izolatlarinda %29,8 gibi yiiksek bir oranda saptanirken, Enterobacter
tiirlerinde bu oran yalnizca %3,3 olarak bildirilmistir. Bu durum IMR'ye kars1 direncin
Serratia marcescens'te KPC-3 ve SME-1 iiretimiyle iligkili oldugunu gostermistir[ 186].
Serratia’ya dzel klinik ve tiir diizeyinde MIK verileri halen smirlidir. Mevcut calismalar,
Serratia tiirleri i¢in dogrudan ayrintili kirilim vermese de Enterobacterales verileri IMR
ve Ozellikle MEV’in KPC/ESBL/AmpC aracili direncte yiiksek in vitro etkinlige sahip
oldugunu, metallo-p-laktamaz iireten Serratia suslarinda ise etkisiz kalacagini

distindiirmektedir. [187-189].

Meropenem-vaborbaktam KPC iireten Enterobacteriaceae'nin neredeyse %99'una karsi
in vitro aktivite gdsteren piyelonefrit dahil olmak iizere komplike idrar yolu enfeksiyonu
olan hastalarda kullanim i¢cin ABD'de onaylanan ilk karbapenem B-laktamaz inhibitorii
kombinasyonudur. Calismamiz kapsaminda disk difiizyon testi ile MEV genel direng
oran1%]12,5 olarak saptanmistir. Diren¢ orani tlir bazinda degerlendirildiginde en fazla
diren¢ orani Serratia tiirlerinde (%46,6) bulunmustur. Literatiir degerlendirildiginde bu
tiirlerin irdelendigi ¢alismaya rastlanmamustir. Yapilan ¢alismalar genel Enterobacterales
izolatlar1 iizerinden olmakla birlikte Ispanya’da ECC ve K.aerogenes iizerinde yeni
BI/BLI kombinasyonlarinin aktivitesinin degerlendirildigi SMART 20162022
calismasinda ECC i¢in MEV’in %95 {lizerinde duyarlilik gdsterdigi saptanmistir [190].

Providencia izolatlarinda CZA direnci, Serratia suslarinda ise hem MEV hem de IMR

diren¢ oranlarinin %46,6 gibi yliksek bir diizeyde saptanmasi, yeni nesil BL/BLI

99



kombinasyonlarinin direngli olgularin yonetiminde her zaman etkinlik gosteremedigini

kanitlamaktadir.

Sefiderokol, bakterinin demir tasima kanallarini (siderofor reseptorleri; cirA, fiu, piuA)
kullanarak dis membrani asan ve periplazmik arali§a giren, dolayisiyla porin kaybindan
veya efflux (atim) pompa direncinden etkilenmeyen bir ajandir. Tiim karbapenemaz
smiflarina (A, B, C, D) kars1 yiiksek stabilite gosterir. Calismamiz kapsaminda disk
difiizyon yontemi ile test edilen FDC’ye karst %22,06 oraninda genel bir direng
saptanmistir. Tiir bazinda degerlendirildiginde ise en fazla direng¢ ECC tiirlerinde
(%40,84) meydana gelmistir. Gozlemlenen bu %40,8'lik direng orani, bakterilerin demir
reseptorlerinde gelisen in vivo mutasyonlar1 yansitiyor olabilecegi gibi, daha giiglii bir
thtimal olarak ciddi bir tanisal metodolojik kisitlhiliga da isaret etmektedir. Sefiderokol'iin
in vitro duyarlilik testleri i¢in altin standart yontem, ortamdaki demir miktarinin
azaltildig1 katyon ayarli Mueller-Hinton s1vi besiyerinde yapilan sivi mikrodiliisyondur.
Rutin laboratuvar pratiginde FDC'nin standart disk difiizyon ile ¢alisilmis olmasi, zon
caplarindaki belirsizlikler, agar plaklarindaki markaya bagli demir konsantrasyonu
varyasyonlar1 ve zayif ireme nedeniyle ECC tiirlerinde yiiksek oranda yalanci direng
tiretebilir. FDC duyarhiliginin disk difiizyon ile degerlendirildigi calismalar, disk
difiizyonun FDC icin yliksek Cok Biiyilk Hata, diisiik kategorik uyum ve “teknik
belirsizlik alanlar1" (ATU) yarattigin1 dogrulamaktadir. [191, 192].

Aztreonam-avibaktam, MBL iireten bakteriler dahil olmak {izere ¢oklu ila¢ direngli gram-
negatif bakterilerle miicadele etmek i¢in iiretilmis umut vadeden yeni bir kombinasyon
tedavisidir. Monobaktam bir antibiyotik olan aztreonam, MBL'ler tarafindan hidrolize
kars1 direnglidir ancak diger B-laktamazlar tarafindan parcalanabilir. Yeni bir B-laktam
olmayan B-laktamaz inhibitorii olan avibaktam ise, genis spektrumlu B-laktamazlar
(ESBL) ve AmpC B-laktamazlar etkili bir sekilde notralize ederek aztreonamin direngli
patojenlere kars1 etkinligini geri kazandirir. Calismamiz kapsaminda hem disk diflizyon
testinde hem de s1vi mikrodiliisyon testinde tiim tiirlerde %100 duyarlilik gdstererek yeni
nesil BI/BLI kombinasyonlar1 arasinda en iyi performansi sergilemistir. NDM ve OXA-
48’in beraber bulundugu c¢ift karbapenemazli izolatlarin oldugu grupta dahi, AZA test
edilen tiim izolatlara kars1 %100 duyarlilik gostermis ve sivi mikrodiliisyon testinde

MIK90 degeri 2 pg/ml'yi asmamisti. Bu bulgular ¢ift karbapenemaz iireten
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Enterobacterales ¢alismalarinda bildirilen yiiksek aktivite ile uyumludur[193]. Metallo-
B-Laktamaz Ureten Enterobacteriaceae'ye Kars1 Sefiderokol ve Aztreonam-
Avibaktam'in in vitro aktiviteleri’nin degerlendirildigi bir calismada aztreonam-

avibaktamin %95,8 duyarlilik géstermesi de bu verimizi destekler niteliktedir[194].

Amikasin, bakterisidal aktiviteye sahip, dogal veya yar1 sentetik bilesiklerden olusan
aminoglikozid grubu antibiyotiklerin bir tiyesidir. Aminoglikozidler klinik sinir degerleri
bulunan Enterobacterales, Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp.min neden oldugu
ciddi veya komplike enfeksiyonlar i¢in tedavide kullanilmaktadirlar. Calismamiz
kapsaminda yeni nesil beta-laktam kombinasyonlarina direngli ESCPM izolatlarinda
amikasin genel direnci %35,9 gibi diisiik bir oranda bulunmustur. Ozellikle Providencia,
Morganella, Citrobacter ve Hafnia suslarinda direng saptanmamasi 6nemli bir klinik
bulgudur. Ancak bu sonu¢ genellenemez; CRE serilerinde amikasin direncinin %54.4’e
ulasabildigi ve 16S rRNA metilaz genlerinin yaygin oldugu ve ¢cogunlukla NDM veya
KPC tipi karbapenemazlarla ayni plazmid iizerinde tagindigi gosterilmistir[195]. Birlesik
Krallik/Irlanda verilerinde de pan-aminoglikozid direngli Enterobacteriaceae’nin
%94,5’inde 16S rRNA metilaz saptanmis, bunlarin ¢ogu ayn1 zamanda karbapenemaz
tasimistir[ 196]. Bolgemizde bu mobil diren¢ genlerinin heniiz yayginlasmamis olmasi

hastalarimiz agisindan bir tedavi avantaji sunmaktadir.

Uygun ve zamaninda uygulanan antimikrobiyal tedavi, hastalar i¢cin klinik sonuglari
onemli Olgilide iyilestirir. Bu nedenle, tlir tantmlama ve antimikrobiyal duyarlilik testi
sonuglarinin elde edilme siiresini kisaltmak, klinik mikrobiyologlar i¢in yiiksek oncelikli
bir konudur. Otomatize sistemler (Vitek 2, Phoenix M50 vb.) bu konuda rutin laboratuvar
ortamlarinda siklikla kullanilmaktadir. Ancak bu sistemler ESCPM izolatlarinda 6nemli
tanisal hatalara yol agabilmektedir. Otomasyon sistemlerinin hizli sonug iiretme odakli
algoritmalari ile s6z konusu bakteriyel direng mekanizmalarinin yavas ve indiiklenebilir

kinetigi arasinda ciddi bir uyumsuzluk (fenotipik-genotipik) mevcuttur.

Disk difiizyon testi referans alindiginda, otomatize sistemlerin ertapenem ic¢in %23,80 ve
sefepim i¢in %13,11 oraninda VME yaptig1 belirlenmistir. Test edilen diger antibiyotikler
de VME sinir1 olan %5’in iizerinde kalmistir. Ayrica CRO, CTX FEP ve ertapenem igin
bu iki test arasindaki kategorik uyum %90°1n altinda kalmis olup sadece meropenem igin

kabul edilebilir sinir olan %90 ’nin iizerine ¢ikabilmistir. ESCPM tiirleri i¢in dogrudan

101



VITEK 2 ve disk difiizyon testi karsilagtirmasi yapan, tiir bazinda ayrintili hata orani
veren spesifik bir ¢alisma bulunmamakla birlikte Endonezya’da bir c¢alismada, kan
dolasim1 enfeksiyonlarinda i¢cinde Enterobacter cloacae ve Serratia marcescens’in de
bulundugu manuel disk diflizyon testinin VITEK 2’ye gore genel uyumu %84,64
bulunmustur[197].Gergekte direngli olan patojenlerin laboratuvarda yalanci duyarh
olarak siniflandirilmast (VME) durumu, mikrobiyoloji pratigindeki en tehlikeli hata
kategorisini olusturur. Bu tanisal yanilgi, klinik siliregte hedef patojene karsi etkisiz
ampirik veya spesifik antibiyotik tedavisinin secilmesiyle sonuglanarak mortalite ve
morbidite riskini dogrudan artiran bir faktordiir. Bartoletti ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi ¢ok merkezli arastirmalar; otomatize sistem cihazlarinda antibiyotik
duyarlilik testinde saptanan VME ve Major ME kaynakli hatali ampirik veya hedefe
yonelik tedavi uygulamalarinin, hastalarin 30 giinliik mortalite oranlarini istatistiksel

olarak anlamli diizeyde artirdigini ortaya koymustur[ 198].

Calismamiz kapsaminda incelenen tiirlerde siklikla saptanan birlesik direng mekanizmasi
GSBL tiretimidir. Cift disk sinerji testi ve kombinasyon disk testi GSBL tespiti i¢in
yapilan fenotipik testler icerisinde yer almaktadir. Ancak bu tiirler kromozomal AmpC
beta laktamaz {iretici olduklarindan dolayr GSBL saptamada kullanilan testlerin
degerlendirilmesinde ve performansinda ciddi kisitliliklar olmaktadir. CDST'deki klasik
anahtar deligi gorlinlimii bu tiirlerde olusmamakta, ancak KDT'de sefalosporin ve
inhibitdr ayn1 diskte bulundugu i¢in inhibisyon zonu kolayca olgiilebilmektedir [199].
Hem CLSI hem de EUCAST tarafindan standart dogrulama testi olarak KDT Onerilir.
EUCAST kilavuzlart CDST'y1 de gecerli bir yontem olarak kabul eder. Calismamiz
kapsaminda CDTS ile 41 izolat GSBL pozitif saptanmisken KDT ile bu say1 80’¢cikmustir.
KDT ile GSBL pozitif bulunan direngli izolatlarin 46's1 (%29,9), CDST ydnteminde
negatif sonu¢ vermis ve tespit edilememistir. Literatiir tarandiginda bu tiirler bazinda
yapilan karsilastirmali calisma olmamakla birlikle tim Enterobacterales izolatlarinda
calismalar mevcuttur. i¢erisinde Providencia spp.’nin bulundugu 313 Enterobacteriaceae
izolat1 arasinda, test edilen 6rneklerden CDST 176 (%56,23) 6rnegi tespit ederken, KDT
200 ornegi (%63,89) tespit etmistir. Bu dogrultuda, mindr Enterobacterales liyelerinde
CDTS’nin giivenilir bir GSBL tarama yontemi olmadigi ve KDT nin rutin laboratuvar
kullanimina entegre edilmesi gerektigi goriilmektedir. Caligmamizda molekiiler

aragtirmalar sonucu GSBL genleri arasinda CTX-M Grup 1 (%44,8) en baskin gen olarak
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tespit edilmistir. Ozellikle Serratia (%87,5) ve Providencia (%82,6) suslarinda bu genin
yiiksek oranda bulunmasi, klasik beta-laktamlarin bu ajanlara karg1 ampirik tedavide
yerinin olmadigini gostermektedir. Giincel kiiresel siirveyans verileri, sefalosporin
direncinden sorumlu genotipik profillerin cografi bolgelere gore degiskenlik
gosterebilecegini, ancak CTX-M Grup 1 (6zellikle CTX-M-15) hakimiyetinin evrensel
bir hal aldigin1 gostermektedir. SENTRY Antimicrobial Surveillance Programi
kapsaminda yayinlanan genis 6l¢ekli raporda da incelenen ¢ok merkezli Enterobacterales
serilerinde blaCTX-M-15 genotipinin en yliksek prevalansa sahip mobil rezistom bileseni

oldugu bildirilmistir; bu veri lokal bulgularimizla tam bir uyum sergilemektedir [119].

Kromozomal AmpC beta laktamaz iireticisi oldugunu bildigimiz bu kdkenler fenotipik olarak
FOX ve 3GS direncli, 4. Kusak sefalosporinler ise duyarli olarak beklenir[86]. Ancak
calismamiz kapsaminda degerlendirdigimiz 154 izolatin 20 tanesinde FOX duyarh
saptanmistir. Duyarli bulunan izolatlara AmpC saptama kiti ile bakildiginda %60'inda
(cogunlugu Morganella tiirii olan) fenotipik AmpC pozitif sonug vermistir. Bu kapsamda
FOX diski tek basina, bakterinin indiiklenmemis halde tirettigi diisiik miktardaki AmpC'yi
tespit etmede yetersiz kalmaktadir. Boronik asit veya kloksasilin gibi spesifik inhibitorler ise
bu zayif enzimatik aktiviteyi durdurarak zon ¢apindaki genislemeyi goriiniir kilar. Bu durum,
fenotipik testlerde yalnizca tek ajanli disk okumalarina giivenilemeyecegini gostermektedir.
Yapilan arastirmalar da sefoksitin direncinin de tek basina AmpC varligina isaret etmedigini
ortaya koymaktadir [200]. Bu direng fenotipinde, ompK35 ve ompK36 mutasyonlarina bagl
gelisen porin kayiplarinin da sefoksitin duyarlilifindaki azalmaya potansiyel birer katki
saglayabilecegi dikkate alinmalidir[200]. Calismamizda yapilan molekiiler analiz sonuglarina
gore baskin AmpC beta laktamaz genleri blaCIT ve blaCMY-2 olmustur. blaCMY-2 plazmid
aracitlh AmpC (pAmpC) olan blaCIT grubunun bir varyantidir. Literatiirde pAmpC
epidemiyolojisini inceleyen kapsamli ¢alismalarda blaCMY-2 geninin, sahip oldugu yiiksek
transfer 6zellikli konjugatif plazmidler (6rn. IncA/C ve Incl1) sayesinde diinya genelinde en
yiiksek prevalansa ve en genis cografi dagilima sahip pAmpC oldugu kesin olarak ortaya
konmustur[86]. Tespit ettigimiz blaCIT/CMY-2 hakimiyeti, bolgemizdeki diren¢ gen

havuzunun uluslararas1 yayilimla tam bir paralellik gosterdigine isaret etmektedir.

Tim Genom Dizileme teknolojileri hem izole edilmis kiiltiirlerden hem de dogrudan klinik
orneklerden bakteri tiir, sus ve genotiplerinin tanimlanmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir. Ayrica bu yontem, antimikrobiyal diren¢ genlerinin ve spesifik nokta
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mutasyonlarinin  saptanmasma olanak tamiyarak antibiyotik diren¢ profillerinin
belirlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir[201]. Tiim genom sekanslama i¢in gonderilen 8
izolatin verileri incelendiginde PCR ile arasinda saptanan diren¢ genleri agisindan hem

tamamlayicit hem de uyumsuz sonuglar elde edilmistir.

Calismamizda PCR ile saptanan GSBL ve karbapenemaz gen gruplari, WGS analizi ile allel
diizeyinde spesifik olarak tiplendirilmistir. Ornegin, Providencia rettgeri ve Serratia
marcescens izolatlarinda PCR ile genel bir grup olarak saptanan blaCTX-M Grup 1 geni,
WGS analizinde epidemiyolojik agidan son derece 6nemli olan blaCTX-M-15 varyanti olarak
tanimlanmistir. Benzer sekilde Enterobacter hormaechei izolatinda PCR ile tespit edilen
blaNDM, WGS ile blaNDM-6 alleli olarak raporlanmistir. E. hormaechei izolatinda PCR
yalnizca blaOXA-48 genini yakalayabilmisken; WGS analizi bu izolatta blaACT-16, blaCTX-
M-15, blaTEM-1, blaTEM-1B ve blaOXA-48 genlerinin tamamini saptamistir. Bu durum,
PCR panellerinin kapsama alani disinda kalan minor varyantlarin veya hedef bolgedeki
mutasyonlarin PCR'da yalanci negatifliklere yol acabilecegini, WGS'in ise tiim resistomu
tarafsiz bir sekilde ortaya koydugunu gostermektedir. Literatiirde de siklikla vurgulandigi
tizere, PCR temelli yontemler hedeflenen primerlerin smirlart icinde kaldigindan,
antimikrobiyal direncin altinda yatan genetik karmasikligi ve hareketli genetik elemanlarin
dinamiklerini yakalamakta yetersiz kalabilmektedir[202]. Calismamizdaki bazi izolatlarda
PCR'n tespit ettigi genlerin WGS tarafindan raporlanamamasi, molekiiler analizlerin 6nemli
kisithligina isaret etmektedir. E. hormaechei izolatinda PCR; blaCTX-M GRUP 1, blaEBC,
blaCIT, blaACC, blaCMY-2, blaNDM ve blaOXA-48 gibi genis bir gen paneli pozitifligi
verirken, WGS yalnizca blaACT ve blaNDM-6 genlerini saptayabilmistir. Benzer sekilde bir
diger E. hormaechei izolatinda PCR'da goriilen blaCTX-M GRUP 1, blaTEM ve blaEBC
genleri WGS analizinde saptanamamisti. PCR ve WGS arasindaki bu tiir uyumsuzluklar
klinik mikrobiyoloji pratiginde iki ana nedene dayandirilir. Birincisi, fenotipik direng
gosteren ve PCR'da pozitif sonug veren izolatlarin laboratuvar ortaminda pasajlanmalari
sirasinda mobil genetik elementleri ve direng plazmidlerini kaybetmeleridir (plasmid curing).
Ikincisi ise, WGS biyoinformatik analiz siirecinde sekanslama derinliginin (read depth) diisiik
kalmasidir. WGS'nin kisa veya uzun okuma (short/long-read) teknolojilerinde, diisiik kopya
sayil1 veya ¢oklu direng kasetleri i¢eren plazmidlerin genom birlestirilmeleri sirasinda 6nemli
direng genleri gézden kacabilmektedir. Yapilan yakin zamanli ¢caligmalar, WGS'nin kapsama
ve duyarlilik limitasyonlar1 nedeniyle bazen karbapenemaz genlerini kagirabildigini, bu

nedenle PCR ve WGS'nin birbirine alternatif olmaktan ziyade birbirini tamamlayan
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yontemler olarak kullanilmasi  gerektigini  vurgulamaktadir[203]. Calismamizda
degerlendirilen Enterobacter hormaechei izolatinin tim genom dizileme analizinde,
plazmit aracili kolistin direng geni olan mcr-10 saptanmustir. Literatlirde ilk olarak klinik
bir Enterobacter roggenkampii izolatina ait IncFIA plazmidi iizerinde tanimlanan mcr-
10; kolistin direnci agisindan kiiresel bir tehdit olusturan mcr gen ailesinin (6zellikle mcr-
1 ve mcr-9) nispeten yeni bir varyantidir. Bu gen, spesifik olarak Enterobacter tiirlerinde
(basta E. roggenkampii ve E. hormaechei olmak {izere) lokalize olma egilimi
gostermektedir. S6z konusu genin kolistin direnci iizerindeki etkisi genellikle diisiik
diizeyli veya fenotipik olarak sessiz kalsa da mobil genetik elemanlar araciligiyla
yayilabilmesi ve diger diren¢ mekanizmalariyla birleserek ¢oklu ilaca direngli fenotipler
olusturabilmesi klinik acidan 6nemli bir risk teskil etmektedir [204]. Bununla birlikte,
calismamizin temel odak noktasi beta-laktam grubu antibiyotiklerin degerlendirilmesi
oldugu i¢in izolatta fenotipik kolistin duyarlilik testi gergeklestirilmemistir. Dolayisiyla,
genotipik diizeyde tespit edilen mer-10 ve potansiyel benzeri direng genlerinin fenotipik
yansimalarinin in vitro olarak dogrulanamamasi, mevcut calismamizin bir kisitliligi
olarak degerlendirilmektedir. Providencia rettgeri blaNDM-1 tasirken, E. hormaechei nadir
goriilen blaNDM-6 varyantin1 tagimaktadir. Ayrica diger bir E. hormaechei  izolatinda
blaNDM-6'ya, pan-aminoglikozid direnci saglayan 16S rRNA metilaz geni (rmtC) ve
bleomisin direng geni (ble) eslik etmektedir. Literatiirde NDM iireten izolatlarin, ayn1 genetik
kaset (cogunlukla ISAbal25 veya IS5 gibi elemanlar araciligiyla) iizerinde aminoglikozid
direng¢ genlerini beraber tagidig siklikla rapor edilir [205]. blaNDM-6 varyanti, blaNDM-1'e
kiyasla karbapenemleri daha yiiksek afinite ile hidrolize edebilme potansiyeli tasidig: i¢in
epidemiyolojik olarak ¢ok degerlidir[206]. Serratia izolatlarinin her ikisi de ST439 sekans
tipine sahiptir. Ikisi de blaCTX-M-15 ve blaOXA-1 GSBL genlerini tasimaktadir. Insersiyon
sekans profilleri (IS3, IS4, 1S6) de biiyiik oranda &rtiismektedir. Iki farkli hastadan izole
edilen bu Serratia suslariin ayni sekans tipine ve ¢ok benzer diren¢ adaciklarina sahip
olmasi, bir hastane i¢i klonal yayilima isaret eder. E.hormaechei izolatlarindan biri, hem bir
karbapenemaz olan blaOXA-48'1 hem GSBL olan blaCTX-M-15"1 hem de ¢oklu AmpC
varyantlarii (blaACT-16, blaACT-141) bir arada barindirmaktadir (ST279). Benzer bir profil
P32 izolatinda da (blaNDM- 1, blaCMY-6, blaDHA-1) goriilmektedir. blaOXA-48, tek basina
zay1f bir karbapenemaz aktivitesi gosterse de bu izolatlardaki gibi blaCTX-M-15 ve blaACT
gibi sefalosporinazlarla kombine oldugunda yiiksek diizeyde ertapenem ve meropenem

direnci yaratir[207]. WGS'nin 6nemi burada ortaya cikiyor; fenotipik testlerde bu {iglii
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kombinasyonu (ESBL + AmpC + OXA-48) birbirinden ayirmak neredeyse imkansizken,
dizileme ile tiim rezistom 6nemli bir sekilde haritalanmistir. WGS, C. koseri izolatinda tiire
0zgl intrinsik blaMAL-2 ve blaCKO-1 kromozomal genlerini tespit etmistir. Serratia
izolatlarinda ise yine tiire 6zgli blaSRT genleri haritalanmistir. Biyokimyasal yontemlerin tiir
ayrimini bazen net yapamadigr durumlarda WGS'nin intrinsik direng genleri {izerinden
sagladigi bu veri ¢ok kiymetlidir. Bu genler kazanilmig direngten ziyade, tiiriin dogal genetik

karakterini gostermektedir.[208].
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasinin literatiire ve klinik mikrobiyoloji pratigine sundugu énemli bulgular

su sekilde 6zetlenmistir.

Toplum Kaynakh Enfeksiyonlara Yonelim: Calismamizda incelenen poliklinik
idrar orneklerinde (n=448), geleneksel olarak nozokomiyal bir patojen olarak kabul
edilen ECC'nin %65,7 gibi yiiksek bir oranda izole edilmesi dikkat cekicidir. Bu
bulgu, hastane ortamu ile iligkilendirilen patojenlerin yalnizca yatan hastalarla sinirli
kalmayip toplum icine de yayilabildigine ve toplum kaynakli enfeksiyonlarda

giderek daha fazla rol oynadigina isaret etmektedir.

YBU Secilimi: Calismamizda direngli izolatlar grubu (n=154) ele alindiginda,
Providencia enfeksiyonlarmin %52,6 gibi yiiksek bir oranla dogrudan YBU’lerde
kiimelendigi goriilmiistiir. Bu bulgu, YBU'lerdeki yogun antibiyotik kullaniminin
yarattig1 segici baskinin, direngli suslarin bu birimlerde 6n plana ¢ikmasina zemin

hazirladigini diistindiirmektedir

M.morganii Yara Baskinh@i: Yara kiiltiirlerine ait suslar (n=32)
degerlendirildiginde, Morganella morganii'nin ECC baskinligini asarak primer etken
olarak one ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu mikroorganizmanin yatakli servislerde %62,5
oraninda izole edilmesi, etkenin yara yeri kolonizasyonuna olan yatkinligina igaret

etmektedir. Bu bulgu, yatakli birimlerdeki yara bakim protokolleri ve ampirik tedavi
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stratejileri belirlenirken M. morganii riskinin goz 6niinde bulundurulmasi gerektigini

gostermektedir.

Pediatrik iinitelerde Serratia: Kan dolasimi enfeksiyonlarina neden olan Serratia
izolatlarinin %35,3 oraninda pediatrik grupta kiimelenmesi, pediatri iinitelerinin bu
etken kaynakli bakteriyemi ve potansiyel salgin riski agisindan daha duyarh
olduguna isaret etmektedir. Bu bulgu, s6z konusu hasta gruplarinin izlendigi
birimlerde enfeksiyon kontrol Onlemlerinin ve aktif siirveyansin titizlikle

uygulanmasinin kritik nemini vurgulamaktadir.

Meropenem Direnci, Gen¢ Yas ve Invaziv Enfeksiyon Iliskisi: Calismamizda,
meropenem MIK degeri >8 pg/ml olan direncli izolatlarin istatistiksel olarak daha
geng yas grubuyla ve kan ile endotrakeal aspirat gibi invaziv klinik 6rneklerle iliskili
bulunmas1 dikkat ¢ekicidir. Bu durum, yiliksek karbapenem direncinin potansiyel
olarak artmig viriilans kapasitesiyle ve daha agir seyreden enfeksiyon tablolariyla

birlikte goriilebilecegini diisiindiirmektedir.

Sefepimin Ampirik Tedavideki Kisithhgi: Geleneksel olarak AmpC beta-laktamaz
ireten suglara kars1 stabil ve etkin kabul edilen dordiincii kusak bir sefalosporin olan
sefepimin; caligmamizdaki direngli grupta Serratia izolatlarina karst %100,
Providencia izolatlara kars1 ise %80,95 gibi yiiksek diren¢ oranlari sergilemesi
dikkat cekicidir. Bu bulgular, sefepimin 06zellikle bu tiirlerin etken oldugu
enfeksiyonlarin ampirik tedavisindeki gilivenilirliginin énemli dlglide azaldigina ve

tedavi segenekleri arasinda dikkatle degerlendirilmesi gerektigine isaret etmektedir

Direncli Izolatlara Kars1 Amikasin Duyarlih@i: Calismamizda, karbapenemler de
dahil olmak tizere genis spektrumlu bir¢ok antimikrobiyal ajana kars1 yiiksek oranda
direng saptanmasina karsin; amikasin direncinin %35,9 gibi olduk¢a diisiik bir oranda
kalmasi ve incelenen dort farkli tiirde tam duyarlilik (%100) sergilemesi dikkat
cekicidir. Bu bulgu, ¢oklu ilaca direngli patojenlerin neden oldugu zorlu
enfeksiyonlarin yonetiminde, amikasinin bdlgemiz i¢in halen giivenilir ve gii¢lii bir

rezerv ajan konumunda oldugunu gostermektedir.
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Otomatize Sistemlerin Giivenilirlik Smirlari: Calismamiz, Vitek 2 otomatize
sisteminin ertapenem (%23,80) ve sefepim (%13,11) duyarhilik testlerinde, klinik
tedavi basarisin1 olumsuz etkileyebilecek diizeyde Cok Biiyiik Hata (VME)
oranlarina sahip oldugunu gostermistir. Bu bulgu, o6zellikle agir seyirli ECC ve
Serratia enfeksiyonlarinin yonetiminde otomatize sistemlerden elde edilen verilerin
ampirik tedaviyi yonlendirmede yaniltici olabilecegini; dolayisiyla bu kritik ajanlar
icin duyarlilik sonuglarinin mutlaka referans yontemlerle dogrulanmasi gerektigini

vurgulamaktadir.

GSBL Saptanmasinda KDT'nin Tamisal Ustiinliigii: Calismamizda, kromozomal
AmpC iretimi nedeniyle klasik Cift Disk Sinerji Testi (CDST) yonteminde
baskilanarak yalanci negatif sonug veren 46 izolatin Kombine Disk Testi (KDT) ile
saptanabilmesi dikkat c¢ekicidir. Bu bulgu, AmpC ko-prodiiksiyonu olan karmasik
direncli izolatlarin GSBL taramasinda; KDT’ nin CDST’ye kiyasla daha yiiksek
tanisal duyarliliga sahip oldugunu ve tanisal akista daha giivenilir bir yontem olarak

one ciktigini gostermektedir.

Sefoksitin Testinin Tanisal Kisithhigi: Calismamizda sefoksitine duyarli goriinen
izolatlarin %60'mda (6zellikle Morganella tiirlerinde) AmpC dogrulama testleri
pozitif ¢ikmistir. Bu sonug, diisiik diizeyde AmpC {lireten bakterilerin tespitinde tek
basina sefoksitin diski kullanmanin kisith kaldigin1 ve direncin gozden kagmasina

(yalanci negatiflige) neden olabilecegini gostermektedir.

ESCPM Grubunda blaCTX-M Grup 1 Baskinhgi: ESCPM grubundaki GSBL
tireten suslar arasinda blaCTX-M Grup 1 geninin (%44,8) diger direng genlerine
kiyasla belirgin bir iistiinliik kurdugu ve bolgesel direng tablosunu sekillendiren ana

gen olarak one ¢iktig1 belirlenmistir.

ECC Tiirlerinde Karbapenemaz Genlerinin Yogunlagsmasi: Calismamizda
saptanan blaNDM (%14,9) ve blaOXA-48 (%6,5) karbapenemaz genlerinin
tamamiin ECC tiirlerinde yogunlagsmasi, arastirmanin en 6énemli epidemiyolojik
bulgularindan biridir. Bu durum, hastane ortamindaki hareketli plazmit aktariminin

temel kaynagi olarak ECC tiirlerinin 6ne ¢iktigin1 géstermektedir.
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Ertanepem Direngli izolatlarda CZA'min Tamsal Kisithhgi: Referans sivi
mikrodiliisyon yontemine kiyasla CZA disk difiizyon testinin kategorik uyumu
%85,71, cok biiyilk hata (VME) orani ise %14,81 olarak bulunmus olup, hatali
sonuclarin biliylik kismi Enferobacter tirlerinden kaynaklanmistir. Bu nedenle,
bilhassa ertapenem direngli ESCPM grubu izolatlarin CZA duyarhilik testlerinde
rutin disk diflizyon yerine referans yontem olan sivi mikrodiliisyon testinin

kullanilmasi 6nerilmektedir.

AZA'nin Yiiksek In Vitro Etkinligi: Yeni nesil beta-laktam/beta-laktamaz
inhibitorii (BL/BLI) kombinasyonlari arasinda en iyi performansi gosteren AZA hem
disk diflizyon hem de referans sivi mikrodiliisyon testlerinde incelenen tiim tiirlerde
%100 duyarlilik sergilemistir. NDM ve OXA-48 ko-prodiiksiyonu gosteren ¢ift
karbapenemazli izolatlar dahil olmak iizere test edilen tiim suslar AZA'ya duyarh
bulunmus olup, s1v1 mikrodiliisyon dl¢iimlerinde MIK90 degeri 2 pg/mL'nin altinda

kalmistir.

WGS ile Saptanan Mobilom Dinamikleri: WGS verilerimiz, pan-direng profili
olusturan ana genlerin c¢esitli insersiyon sekanslar1 (IS1, IS3, IS6) ile yayildigini
gostermekte olup; bu hareketli genetik yapinin hastane i¢indeki yatay gen transferi
(HGT) dongiisiinii hizlandirarak direngli izolatlarin yayilma tehdidini artirdigini

dogrulamaktadir.
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7. CALISMANIN KISITLILIKLARI

Antibiyotik Duyarhilik Testlerinde Kisithliklar: Calismamizin  temel
kisithiliklarindan biri, proje biitcesindeki siirlamalar nedeniyle bazi yeni nesil
ajanlar i¢in referans sivi mikrodiliisyon (BMD) yonteminin uygulanamamis
olmasidir. Sefiderokol duyarliliginin saptanmasinda altin standart olan test i¢in
gerekli demir kisitli katyon ayarli Mueller-Hinton sivi besiyerinin (ID-CAMHB)
yiiksek maliyeti sebebiyle FDC MIK degerleri belirlenememistir. Benzer sekilde,
imipenem-relebaktam ve meropenem-vaborbaktam duyarliliklar1 da yalnizca disk
difiizyon yontemiyle degerlendirilebilmis, bu ajanlara ait BMD c¢alismalari

gerceklestirilememistir

Molekiiler Analiz Kisithhiklari: Proje biitcesindeki sinirlamalar nedeniyle
molekiiler taramalar, literatiirde epidemiyolojik olarak en sik bildirilen GSBL, AmpC
ve karbapenemaz genleri ile sinirlandirilmistir. Ayni gerekgeyle, tim genom dizileme
analizi tiim direngli izolatlara uygulanamamis olup, se¢ilmis bir drneklem grubu
tizerinde gergeklestirilebilmistir. Ayrica, baslangicta calisma paneline dahil edilmesi
planlanan bazi genlerin (blaSME, acrA, acrB ve tolC) PCR optimizasyon
stireglerinde yasanan teknik giicliikler nedeniyle amplifikasyonlar1 saglanamamis ve

bu hedefler degerlendirme dis1 birakilmistir.
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9.EKLER

Ek 1: Molekiiler Testler ile Tespit Edilen Gen Gruplari

EK
NO
El

E7

ES8

E17
E21
E22
E27
E28
E29
E30
E32
E35
E36
E37
E38
E39
E40
E41
E42
E43
E44
E45
E47
ES3
E56
E57
E58
E59
E60
E61
E63
Eo64

E65
E69
E79
E80
ES83

KP | ORN

M | C

IM | VI
P

-48

Y-2

AC |CM | ND | OXA
M

C

T

A

C

SH | EB | DH | CI

\%

TE
M

CTX-M
GRUP 1
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E84
E86
E&9
E90
E91
E9%4
E99

E105
E107
El12

El13

El15

E117

E119

E123
E124
E125
E126
E128
E129
E131

E135

E 137
El146

E 148
E150

E152
E159

E160
El163
E165

E166
E173

E174
E175

E176
E177
E179
E180
E182
E183

C3

C4

N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
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Cl12
C13
Cl4
C27
C31

C37
Cc47
C48
Cs52
Cs57
C61
C63

C73
P3

P6

P9

P11

P12
P13
P14

P15
P16
P17
P18
P19
P20
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P29
P32
P36
P38
S 4

S12

S 14
S15
S17
S23
S32
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S44
S45
S46
S47
S58
S60
Se6l
S62
S63

MI12

M21

M31

M39
M40
M42
M43

M44
M43

M52

M353

M54

M55

M57

M60
M66
M67

M69

M75

M76

M 83

H2

N:Negatif, P:Pozitif E: Enterobacter, C.Citrobacter,P:Providencia,S:Serratia,M:Morganella, H:Hafnia
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Ek 2. CDTS ile Pozitif Saptanan izolatlar ve Sinerji Veren Antibiyotik Tiirleri

ORNEK NO | CDTS SONUCU | ORNEK NO CDTS SONUCU
El CAZ/CTX/+ P6 FEP/+

E17 CAZ/CTX/+ P9 FEP/+

E22 FEP/+ P11 FEP/+

E47 CTX/+ P12 FEP/+

E57 FEP/+ P14 CTX/+

E79 FEP/+ P15 FEP/+
E115 FEP/+ P16 FEP/+
E129 FEP/+ P17 FEP/+

E 148 FEP/+ P22 FEP/+
E150 FEP/+ P23 FEP/+
E152 FEP/+ P24 FEP/+
E180 FEP/+ P26 FEP/+

C3 CAZ/FEP+ P27 CAZ/FEP+
Cl13 FEP/+ S15 CAZ/+

Cl4 FEP/+ S44 CTX/FEP/+
C47 CAZ/FEP+ S58 FEP/+

C57 FEP/+ S60 CTX/FEP/+
C61 CTX/+ S61 CAZ/FEP+
C63 CTX/+ S62 FEP/+

P3 FEP/+ S63 CTX/CAZ/FEP/+
M67 FEP/+

*FEP:sefepim,CAZ:seftazidim,CTX:sefotaksim/ +:pozitif
E:Enterobacter, C:Citrobacter,P:Providencia,S:Serratia,
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Ek 3. KDT ile Pozitif Saptanan izolatlar ve Pozitiflik Veren Antibiyotik Tiirleri

ORNEK NO | KDT SONUCU ORNEK NO KDT SONUCU
El CAZ/CTX/+ P17 FEP/+

E22 CTX/+ P18 CTX/+

E43 FEP/+ P19 CTX/+

E47 CTX/+ P20 CTX/+

E57 FEP/+ P22 FEP/+

E61 CTX/+ P23 FEP/+

E63 CAZ/ICTX/+ P24 FEP/+

E65 CTX/+ P25 CTX/CAZ/+
E69 CTX/+ P26 FEP/+

E83 CTX/+ P27 CTX/CAZ/FEP/+
E84 CTX/+ P29 CTX/CAZ/+

E90 CTX/+ P32 CTX/+

E105 FEP/+ P36 CTX/FEP/+

E117 CTX/+ P38 CTX/+

E123 CAZ/CTX/+ S12 CAZ/FEP+

El124 CAZ/CTX/+ S 14 CTX/+

E 137 CAZ/+ S15 CAZ/FEP+

E 148 CAZ/CTX/FEP/+ S17 CTX/+

E152 CAZ/CTX/FEP/H+ S23 CAZ/FEP+

E175 CAZ/CTX/+ S32 CAZ/FEP+

E180 CTX/CAZ/+ S44 CTX/CAZ/FEP/+
C13 CTX/+ S46 CAZ/FEP+

Cl4 CTX/CAZ/FEP/+ S47 CAZ/FEP+

C27 CTX/+ S58 CTX/CAZ/FEP/+
C31 CTX/+ S60 CTX/CAZ/FEP/+
C37 CAZ/+ Sé1 CTX/CAZ/FEP/+
C47 CTX/CAZ/FEP/+ S62 CTX/CAZ/FEP/+
C48 CAZ/FEP+ S63 CTX/CAZ/FEP/+
Co1 CTX/CAZ/FEP/+ M21 CAZ/CTX/+

C63 CTX/CAZ/+ M31 CTX/+

C73 CTX/+ M40 CTX/CAZ/+

P3 FEP/+ M42 CTX/CAZ/+

P6 FEP/+ M43 CTX/CAZ/+

P9 FEP/+ M44 CTX/CAZ/+

P11 FEP/+ M60 CTX/+

P12 FEP/+ M66 CTX/CAZ/+

P13 CTX/+ M67 CTX/+

P14 CAZ/CTX/+ M69 CTX/+

P15 FEP/+ M76 CTX/+

P16 FEP/+ M 83 CTX/CAZ/+

E: Enterobacter, C: Citrobacter, P: Providencia, S: Serratia, M: Morganella,
FEP:sefepim,CAZ:seftazidim,CTX:sefotaksim/ +:pozitif
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Ek 4. S1v1 Mikrodiliisyon ile Tespit Edilen Mik Degerleri

ORNEK | ERTAPENEM | MEROPENEM SEFTAZIDIM- AZTREONAM-
NO MIK MIK AVIBAKTAM MIK AVIBAKTAM
MIK
E7 1 0.25 0.5 0.5
ES8 0.5 0.5 1 1
E17 1 <0.125 0.5 1
E27 1 <0.125 1 2
E30 2 <0.125 0.5 0.5
E32 16 16 >64 0.25
E35 16 16 64 0.125
E36 16 32 64 0.125
E37 16 16 32 0.25
E38 >32 64 >64 0.5
E39 >32 64 >64 2
E40 >32 64 >64 4
E41 1 <0.125 0.5 0.5
E42 32 16 32 0.25
E43 >32 32 >64 0.25
E44 0.5 <0.125 4 2
E47 2 1 64 0.5
E53 16 16 32 0.5
E56 1 <0.125 0.25 0.125
E57 1 0.25 0.25 0.5
E58 1 <0.125 1 2
E59 16 16 64 0.25
E60 >32 64 16 1
E61 >32 128 >64 0.25
E64 >32 64 >64 0.5
E65 1 1 0.5 1
E80 1 0.25 4 1
E83 0.06 <0.125 0.25 0.5
E86 16 8 64 2
E89 32 32 32 0.5
E91 32 32 >64 0.25
E99 8 0.5 1 2
E105 32 8 >64 0.25
E107 0.25 <0.125 0.5 2
E112 0.5 0.5 0.25 1
E113 0.125 0.5 0.5 1
E125 1 1 0.25 0.25
E128 0.5 <0.125 1 1
E129 0.5 0.25 1 2
E131 0.5 8 >64 0.5
E135 1 0.5 0.25 1
E150 1 <0.125 0.5 0.5
E159 >32 32 >64 0.125
E160 >32 64 <0.06 0.125
E163 32 16 >64 0.5
E175 0.5 <0.125 32 0.5
E176 0.5 <0.125 1 1
E179 0.5 <0.125 1 1
E180 0.125 <0.125 0.25 0.5
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