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Amag: Antibiyotiklere direngli bakteriler, halk sagligi icin 6nemli bir kiiresel tehdittir. Calismamiz, hastanemizde
izole edilen Escherichia coli, Enterobacter cloacae ve Proteus mirabilis bakteri tiirlerindeki karbapeneme direngli
suslardaki karbapenemaz enzim tiplerini ve klonal iliskiyi géstermeyi amaglamaktadir.

Yontem: 2015 ile 2022 yillari arasinda elde edilen karbapeneme direngli suslari ¢alismamiza aldik. Direng genleri
KPC, NDM, OXA-48, VIM ve IMP’yi arastirmak igin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yéntemi kullanilmigtir.
Klonal iliskileri bulmak igin “Enterobacterial repetitive intergenic consensus” (ERIC) PZR yapilmistir.

Bulgular: 31 karbapeneme direngli E. coli (KDEsc)susu, 43 karbapeneme direngli E. cloacae (KDEnt) susu ve 21
karbapeneme direngli P. mirabilis (KDPro) susu bulunmustur. KDEsc suslarin 16’s1 (%52), NDM genini, 5’i (%16)
OXA-48 genini, 3 (%10) KPC genini, 2’si (%6) hem NDM hem de OXA-48 genlerini ve birer sus IMP, VIM ve
NDM+KPC+OXA-48 direng genlerini tasiyordu. KDEnt suslari arasinda, 39°'u (%91) NDM genini, 2’si (%5) VIM
genini ve birer sus IMP ve VIM+OXA-48 direng genlerini tasiyordu. KDPro suslarinda, 17’si (%81) OXA-48 genini
tasiyordu ve 4’ (%19) NDM direng genlerini tasiyordu. KDEsc suslarinda, 31 susun 21 farkli klona ait oldugu, 43
KDEnt suslarinin yedi farkli klona ait oldugu ve 21 KDPro susu arasinda bes farkli klona ait oldugu ve bu suslarin
%71’ nin bir klona ait oldugu bulunmustur.

Sonug: Calismamiz, E. coli, E. cloacae ve P. mirabilis enterik bakterilerinde, karbapeneme direngli suslarin artan
prevalansini vurgulamaktadir. Bu suslarin izlenmesi, tedavilerin belirlenmesi ve epidemiyolojik verilerin elde
edilmesi agisindan hayati Gneme sahiptir.

Anahtar kelimeler: Enterobacterales, karbapenemaz, Karbapenem-direngli Escherichia coli, Karbapenem-
direngli Enterobacter cloacae, Karbapenem-direngli Proteus mirabilis

ABSTRACT

Objective: Antibiotic-resistant bacteria are major global threats to public health. Our study aims to demonstrate
the carbapenemase enzymes responsible for the resistance and the clonal relationship among carbapenem-
resistant strains of Escherichia coli, Enterobacter cloacae, and Proteus mirabilis isolated in our hospital.
Methods: We included carbapenem-resistant strains that were obtained between 2015 and 2022. The
polymerase chain reaction (PCR) method was used to investigate resistance genes KPC, NDM, OXA-48, VIM, and
IMP. “Enterobacterial repetitive intergenic consensus” (ERIC) PCR was performed to find clonal relationships.
Results: We identified 31 strains of carbapenem-resistant E. coli (CREsc), 43 strains of carbapenem-resistant
E. cloacae (CREnt), and 21 strains of carbapenem-resistant P. mirabilis (CRPro). Of these strains, 16 of the
CREsc strains (52%) carried the NDM gene, 5 (16%) carried the OXA-48 gene, 3 (10%) carried the KPC gene, 2
(6%) carried both NDM and OXA-48 genes, and one strain each carried the IMP, VIM, and NDM+KPC+OXA-48
resistance genes. Among CREnt strains, 39 (91%) carried the NDM gene, 2 (5%) carried the VIM gene, and one
strain each carried the IMP and VIM+OXA-48 resistance genes. In CRPro strains, 17 (81%) carried the OXA-48
gene, and 4 (19%) carried the NDM resistance genes. We found 21 different clones among 31 CREsc strains,
seven different clones in 43 CREnt strains, and five different clones in 21 CRPro strains.

Conclusion: Our study highlights the increasing prevalence of carbapenem-resistant strains in other enteric
bacteria. Monitoring these strains is crucial for determining treatments and obtaining epidemiological data.

Keywords: Enterobacterales, carbapenemase, carbapenem-resistant Escherichia coli, carbapenem-resistant
Enterobacter cloacae, carbapenem-resistant Proteus mirabilis
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GIRIS

Antibiyotiklere direncli bakteriler, halk saghgi icin
dnemli bir kiiresel tehdittir. Diinya Saglik Orgiti
(DSO), antimikrobiyal direncten  kaynaklanan
olimlerin, bu egilim devam ederse kalp hastaligi,
kanser ve diyabet gibi diger hastaliklardan
kaynaklanan éliimleri asacagini dngérmektedir. DSO,
karbapenem-direncli Enterobacterales’leri (KDE)
yeni antibiyotikler gelistirmek icin kritik 6ncelik
grubu olarak belirlemistir. Bu bakteriler, kan dolagimi
enfeksiyonlari, pnémoni, idrar yolu enfeksiyonlari
ve karin ici enfeksiyonlar da dahil olmak Uzere ciddi
ve hayati tehlike olusturabilen enfeksiyonlara neden
olabilirler®,

Enterobacterales’ler iginde karbapenemlere direng
en sik Klebsiella pneumoniae’de goérilmektedir
ancak direng orani (lkeler arasinda farklihk
gostermektedir. Daha az siklikla, Escherichia coli ve
diger Enterobacterales tirlerinde de (Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii
ve Serratia marcescens gibi) gorilmektedir?®),
Daha once hastanemizde yapilan bir calismada,
K. pneumoniae suslarinda karbapenemlere direng
oraninin 2012 ile 2020 yillari arasinda %7.5 oldugu
bulunmustur®,

Enterobacterales’lerde karbapenem direncine (g
temel mekanizma yol agmaktadir: beta-laktamaz
enzim Uretimi, porin kaybi ve efflux pompasi
mekanizmasidir. Karbapenem direncine en yaygin
neden olan mekanizma, beta-laktamaz enzimleri
Uretimidir. Ambler siniflandirmasina gore, bu
enzimler dért gruba ayrilmis olup, A, B ve D gruplari
ana enzimleri icermektedir. Bu enzimler arasinda,
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), New
Delhi metallo-beta-lactamase (NDM), OXA-48,
Verona integron-encoded Metallo-Beta-Lactamase
(VIM) ve Imipenemase-type Metallo-Beta-Lactamase
(IMP) karbapenemazlar yaygindir, ancak dinya
capinda yayginliklari degisebilir®,

Calismamizin amaci, hastanemizde izole edilen,
karbapeneme direngli E. coli, E. cloacae ve P. mirabilis
suslarinda, karbapenem direncinden sorumlu olan
KPC, NDM, OXA-48, VIM ve IMP karbapenemaz
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enzimlerinin oranini ve direngli suslar arasindaki
klonal iliskiyi gostermektir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz Aydin Adnan Menderes Universitesi
Tip Fakiltesi Dekanhgl, Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 2024/59-08 sayi
ile onaylanmistir.

Bakteri Segimi: Arastirmamiza, 2015 ve 2022 yillari
arasinda hastanemizin Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Bakteriyoloji laboratuvarina gonderilen klinik
orneklerden elde edilen, karbapeneme direngli E. coli,
E. cloacae ve P. mirabilis suglar dahil edilmistir. Her
hasta icin yalnizca ilk ve tek izolat dikkate alinmistir. ilk
izolasyon sonrasi suslar -202C sicaklikta saklanmistir.
Suslarin tanimlanmasi icin geleneksel biyokimyasal
yontemler ve tam otomatik bir bakteriyel tani sistemi
(Phoenix, BD, ABD) kullaniimistir.

Antimikrobiyal duyarlihk testleri: ilk izolasyon
surecinde, antibiyotik duyarhihigini belirlemek igin disk
difizyon yontemi veya tam otomatik bir antibiyotik
duyarhhk sistemi (Phoenix, BD, ABD) kullaniimistir.
Bir veya daha fazla karbapeneme direncli bir sus
bulunursa, imipenem ve meropenem igin minimal
inhibitér konsantrasyonlari (MiK), gradient difiizyon
yontemiyle  belirlenmistir.  Duyarhhk sonuglari
daha sonra giincel EUCAST kilavuzlarina gore
yorumlanmigtir®,

Direncin _Genlerinin _Belirlenmesi: Karbapeneme
direngli suslardaki KPC, NDM, OXA-48, VIM ve IMP
direng genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemiyle arastirilmistir®*3), PZR icin gerekli bakteri
DNA’siI kaynatma yontemi kullanilarak elde edilmistir.
Direng genlerinin arastirilmasi icin kullanilan primer
dizileri Tablo 1’de verilmistir.

Klonal iliskinin Arastiriimasi: Tiirler icinde klonal
iliskileri bulmak igin “Enterobacterial repetitive
intergenic consensus” (ERIC) PZR yapilmistir®, PZR
icin kullanilan primerler Tablo 1’de verilmistir. E. coli
icin tek bir primer (ERIC-2) kullanilmistir®), Suslar
arasindaki klonal iliski, Tenover kriterlerine gore
gorsel olarak degerlendirilmistir®,
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Tablo 1. Calismada kullanilan primer dizileri

Primer Primer dizi bp Referans

IMP-F 5'-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3' 188 10
IMP-R 5'-CCAAACYACTASGTTATCT-3'

VIM-F 5'-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3' 390 10
VIM-R 5'-CGAATGCGCAGCACCAG-3'

NDM-F 5'-CCAATATTATGCACCCGGTCG-3' 812 11
NDM-R  5'-ATGCGGGCCGTATGAGTGATTG-3'

KPC-F 5'-TGTCACTGTATCGCCGTC-3' 900 12
KPC-R 5'-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3'

OXA-48 F  5'-TTGGTGGCATCGATTATCGG-3' 743 13
OXA-48 R 5'-GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-3'

Eric-1 5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3'  gesitli 14

Eric-2 5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’

BULGULAR

Arastirmamizda, 2015 ile 2022 yillari arasinda izole
edilen toplam 31 karbapenem- direngli E. coli (KDEsc)
susu, 2018 ile 2022 vyillar arasinda izole edilen
toplam 43 karbapenem-direngli E. cloacae (KDEnt)
susu ve 2019 ile 2022 vyillari arasinda izole edilen
toplam 21 karbapenem-direngli P. mirabilis (KDPro)
susu bulunmustur.

Escherichia coli suglarinin, dokuzu (%30) poliklinik
hastalarindan ve 22’si (%70) hastanede vyatan
hastalardan izole edilmistir. E. cloacae suslarinin, 11'i
(%26) poliklinik hastalarindan ve 32'si (%74) yatan
hastalardan izole edilmistir. P mirabilis suslarinin,
biri (%1) poliklinik hastalarindan ve 20'si (%95) izole
yatan hastalardan edilmistir.

Escherichia coli suslarinin, 17’si (%55) idrar, 11’i (%35)
kan, biri (%3) solunum, ikisi (%7) yara érneklerinden,
E. cloacae suslarinin, 26’si (%61) idrar, yedisi (%16)
kan, ¢l (%7) solunum, Ggl (%7) vyara, ikisi (%5)
plevral, ikisi (%5) kateter drneklerinden, P. mirabilis
suslarinin ise yedisi (%33) solunum, altisi (%29) kan,
besi (%24) idrar, ikisi (%10) yara, biri (%10) kateter
orneklerinden izole edilmistir.

KDEscsuslarinin,31’inden 28’i (%90) imipeneme, 27’si
(%84) meropeneme direncli bulunmustur. imipenem

icin Misz90 degerleri >32/>32 mg/L ve meropenem
icin >32/>32 mg/L olarak belirlenmistir. KDEnt
izolatlarinin, 43’tinden 41’i (%95) imipeneme, 29’'u
(%67) meropeneme direngli bulunmustur. imipenem
icin MiKSU/90 degerleri >32/>32 mg/L ve meropenem
icin >32/>32 mg/L olarak belirlenmistir. KDPro
suslarinin 21’inden tamami (%100) imipeneme, altisi
(%29) meropeneme direngli bulunmustur. imipenem
icin MiKSU/90 degerleri >32/>32 mg/L ve meropenem
icin 0.5/>32 mg/L olarak belirlenmistir (Tablo 2).

KDEsc suslarinin yillara gore dagilimi (2015-2022)
sirastyla %10, %3, %3, %13, %10, %0, %16 ve %45
olarak bulunmustur. 2015’ten ©nce hi¢ KDEsc
susu bulunmamistir. KDEnt suglarinin yillara gore
dagilimi (2018-2022) sirasiyla %5, %2, %11, %40 ve
%42 olarak bulunmustur. 2018’den 6nce hi¢ KDEnt
susu bulunmamistir. KDPro suslarinin yillara gore
dagilimi (2019-2022) sirasiyla %9, %5, %5 ve %81
olarak bulunmustur. 2019’dan 6nce hi¢ KDPro susu
bulunmamistir (Tablo 3).

Direng genleri incelendiginde, KDEsc suslarinin
16’sinda (%52) NDM geni, besinde (%16) OXA-48
geni, lglnde (%10) KPC geni, ikisinde (%6) hem
NDM hem de OXA-48 genleri ve birer susta IMP,
VIM ve NDM+KPC+OXA-48 direng genlerinin tasidigl
bulunmustur. iki susta test edilen diren¢ genleri
bulunmamistir. KDEnt suslarinin 39’unda (%91) NDM
geni, ikisinde (%5) VIM geni ve birer susta IMP ve
VIM+0OXA-48 direng genlerinin tasidig bulunmustur.
KDPro suslarinin 17’sinde (%81) OXA-48 geni,
dordiinde (%19) NDM direng genlerini tasidigi
bulunmustur (Tablo 4).

ERIC-PCR sonuglari analiz edildiginde, 31 KDEsc susu
arasinda 21 farkh klon bulundugu bulunmustur.

Tablo 2. Suslarin minimal inhibitér konsantrasyon (MiK)
dagilimi

Imipenem Meropenem
MiK MK, MK MIK
(mg/L) (mg/L)
Escherichia coli 1->32  >32/>32 0.25->32 >32/>32

Enterobacter cloacae  4->32  >32/>32 0.5->32 >32/>32

Proteus mirabilis 8->32  >32/>32 0.25->32 0.5/>32
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Tablo 3. Direngli suglarin yillara gére dagilimi
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Yil Escherichia coli (%) Enterobacter cloacae (%) Proteus mirabilis (%)

2015 10 0 0

2016 3 0 0

2017 3 0 0

2018 13 5 0

2019 10 2 9

2020 0 11 5

2021 16 40 5

2022 45 42 81

Tablo 4. incelenen kdkenelrde direng genlerinin dagilimi

Genler Escherichia coli Enterobacter cloacae Proteus mirabilis
n (%) n (%) n (%)

NDM 16 (52) 39 (91) 4(19)

OXA-48 5 (16) 0 17 (81)

KPC 3(10) 0 0

IMP 1(3) 1(2) 0

VIM 1(3) 2(5) 0

NDM+OXA-48 2 (6.5) 0 0

VIM+OXA-48 0 1(2) 0

NDM+0OXA-48+KPC 1(3) 0

Hig biri 2 (6.5) 0

Bu klonlardan 17’si tekil ve yalnizca bir susta (%55)
bulunmaktadir, bir klon alti susta (%19), baska
bir klon dort susta bulunmaktadir ve iki klon ise
ikiser susta bulunmaktadir. 43 KDEnt susunda yedi
farkli klon bulunmustur. Suslarin %78’i bir klonu
olustururken, bir klon doért susa, bir klon iki susa ve
dort farkli klon ise birer susa aittir. 21 KDPro susunda
bes farkli klon bulunmustur. Bu klonlardan 15’i (%71)
bir klon icindedir, Gg sus bir klon icindedir (%14) ve
diger Ug sus ise tekil klonlarda bulunmustur.

TARTISMA

Bu calismanin amaci, hastanemizde ve dinya
genelinde en vyaygin  karbapenem direncli
Enterobacterales liyesi olan K. pneumoniae disindaki
bazi diger enterik bakterilerde, karbapeneme direngli
suglarin artan prevalansini ve yatay gen transferi
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yoluyla direncin yayilmasini vurgulamaktadir. Bu
calismaya, klinik orneklerden izole edilen suglar
dahil edilmis, kolonizasyon ile etken ajan ayrimi
yaptimamistir. Calismamiz igin hastalardan o6rnek
toplanmamis ve miidahalede bulunulmamustir.

Karbapenem direnci, ayni tir icinde ve farkli tirler
arasinda gen transferi yoluyla aktarilmaktadir®”,
Bu, farklh patojenite ve virlilansa sahip bakterilerde
direng gelismesine yol acar ve tedavide ciddi sorunlar
olusturur. Diinya ¢apinda direng oranlarinin izlenmesi
ve direng mekanizmalarinin belirlenmesi bu nedenle
hayati dneme sahiptir.

Cogu Ulkede KDEsc baskin olmasada, Avrupa’da
KDEsc suslarinin artan oranlari bildirilmistir. Avrupa
bolgesi bazi Ulkelerde K. pneumoniae’den daha
ylksek oranlarda (%25’e kadar) KDEsc bildirilmistir®.
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Afrika Ulkelerini iceren bir calismada, KDEsc, toplam
KDE sayisinda ikinci en yiksek sikhkta bildirilmis
ve bazi Afrika Ulkelerinde K. pneumoniae’den
daha yiksek oranlar goézlenmistir®. Japonya’dan
bildirilen bir ulusal ¢alismada, KDEsc’in KDE'nin
baskin turli oldugu rapor edilmistir®. Tirkiye'den
bildirilen bir calismada ise, KDEsc izolatlarinin KDE
Uyeleri arasinda ikinci siklikta oldugu belirtilmistir.
Bu calismada, KDEsc suslarinda en yaygin direng
enziminin  OXA-48  oldugu  bulunmustur®®,
Turkiye’den baska bir calismada ise Uglincl sikhkta
bildirilmistir®. Calismamizda, hastanemizde
2015’ten sonra KDEsc suslarinin gérilmeye basladigi
tespit edilmistir. KDEsc suslarinin tim dagihiminin
yillara gére analiz edildiginde, 2022’de diger yillara
kiyasla %45 artis oldugu gozlenmistir. KPC, NDM
ve OXA-48 enzim direng genleri KDEsc suslarinda
sikca gozlenmektedirV., Avrupa’da en yaygin
karbapenemazin NDM-5 oldugu bildirilmistir®®.
36 Ulkeyi iceren kiiresel bir galismada, en yaygin
enzim tipinin OXA-48 oldugu, onu NDM-5’in takip
ettigi rapor edilmistir. Tirkiye’den alinan suslar da
bu calismaya dahil edilmis ve en sik OXA-48 benzeri
enzimlerin bulundugu gortlmistir?. Calismamizda,
KDEsc suslarinda en sik NDM-1 direng geninin
bulundugu, bunu OXA-48'nin izledigi tespit edilmistir.
Cok nadir gorilen Ug¢ direng geninin birlikteligi
(NDM+KPC+0OXA-48) bir susta saptanmistir. 31 KDEsc
susunun klonal dagilimi analiz edildiginde, 21 farkh
klon bulundugu belirlenmistir. Ayrica, KDEsc suslari
arasindaki gen varyasyonlarinin diger KDE suslarina
kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Cogu susun
hastane ici hastalardan izole edilmesine ragmen, bu
bulgular, suslarin tek bir kaynaktan yayilmadigini
disindirmastar.

Son vyillarda, diinya genelinde KDEnt oranlarinda
artis bildirilmistir. Enzimler genellikle karbapenem
direncinden sorumludur ve direngten sorumlu enzim
tipleri cografi olarak degismektedir. Amerika’da KPC
daha yayginken, Avrupa’da VIM daha yaygindir. Asya
ve Avustralya’da IMP ve NDM daha sik rapor edilirken,
Orta Asya ve Kuzey Afrika’da OXA-48 daha yaygin
olarak bildirilmistir®Y. Cin’de yapilan cok merkezli bir
calismada, CREnt, Enterobacteriaceae’nin lgiinci en
yaygin Uyesi olarak bulunmus ve direngten sorumlu
en yaygin enzimin NDM oldugu belirlenmistirl??,
Amerika’dan  bildirilen bir calismada, KDEnt

suslarinin ikinci en sik bulunan tir oldugu ve en sik
tanimlanan enzimin KPC oldugu rapor edilmigtir),
Hollanda’da yapilan bir ¢calismada, KDEnt suslarinin
Enterobacterterales Uyeleri arasinda Gglnct en sik
bulunan tir oldugu belirtilmistir. Bu galisma, tim
KDE suslari arasinda en yaygin enzim tipinin OXA-48
oldugunu tespit etmistir®¥, Tirkiye’den bildirilen bir
¢alismada, KDEnt’in Enterobacterales liyeleriarasinda
Uglincl en sik gorilen tir oldugu belirtilmistir. Bu
suslarda direncten sorumlu en yaygin enzim OXA-48
olmustur®®®, Turkiye’den baska bir calismada ise, KDE
icinde ikinci siklikta karbapenem direngli tir olarak
rapor edilmistir®®. Calismamiza gore, 2018’den énce
direncli KDEnt suslarina rastlanmamistir. Yillara gore
direngli suslarin dagilimi incelendiginde, suslarin
¢ogunun 2021 ve 2022'de (%40 ve %42) bulundugu
goralmustir. En yaygin direngten sorumlu enzim
NDM bulunmustur. Klonal iliskilerin incelendiginde,
suglarin %78’inin bir klonda oldugu ve suslarin
cogunun (%74) hastanede yatmakta olan hastalardan
izole edildigi gorulmis, bu da, bu iki yilda klonal
yayillimin oldugunu dusiindtirmektedir.

Calismamiza gore, KDPro suslari hastanemizde
2019'dan sonra goérilmeye baslamistir.  Ancak,
direncli suslarin yillara gore dagilimina bakildiginda,
2022’de artis oldugu (%81) gorulmustir. Klonal
iliskilerin incelenmesi, %71’inin tek bir klon oldugunu
ve bu yilda bir salgin oldugunu gostermisdir. En
yaygin direncten sorumlu enzim OXA-48 olarak
bulunmustur. Fransa’da yapilan 2012-2014 vyillarini
kapsayan bir calismada, KDPro orani %0.1 olarak
rapor edilmistir®, 2016-2022 yillarini kapsayan bir
Japonya calismasinda ise KDPro orani %0.6 olarak
rapor edilmistir®. Turkiye’den bildirilen bir raporda
ise, KDPro orani%9.39 olarak belirtilmis ve bu suslarda
yalnizca OXA-48 direng geni tanimlanmigtir®),
Hollanda’dan bildirilen bir ulusal izleme calismasinda,
KDPro oraninin %2 oldugu belirtilmistir®”. Cin’de
yapilan pediatrik hasta grubunu iceren bir ¢calismada,
KDP orani %0.2 olarak bildirilmistir®,

Cahismamizin kisithhklar séyledir; ERIC-PZR, klonal
iliskiyi gostermek icin kabul edilebilir bir test
olmasina ragmen, daha ayrimci testlerin (Grnegin
dizi tiplemesi) uygulanamamis olmasi ve suslarda
kolonizasyon ile etken ajanin ayrilmamis olmasi
calismamizin sinirlamalari olarak kabul edilmistir.
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Sonug¢ olarak, karbapenem direncinin yayilmasi
Enterobacterales’ler icinde K. pneumoniae’de sik¢a
gbzlenmesine ragmen, calismamiz yatay gen transferi
yoluyla diger enterik bakterilerde karbapeneme
direngli suglarin artan prevalansini vurgulamaktadir.
Bu suslarin izlenmesi, tedavilerin belirlenmesi ve
epidemiyolojik verilerin elde edilmesi agisindan
hayati 6neme sahiptir.
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