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1. Giris

Bu yonergeler kismen EUCAST kullanicilari tarafindan sik sorulan sorulara yanit olarak;
kismen de EARS-Net Mikrobiyoloji Rehberinin giincellenmesi sirasinda uzman goérisi
gerektigi icin, Avrupa Hastalik Onlenim ve Kontrol Merkezi (ECDC)’nin istegi ile,
hazirlanmistir.

EUCAST Alt Komitesi, klinik ve/veya epidemiyolojik 6nemi olan direng mekanizmalarini
saptanmasi i¢in pratik onerler gelistirmek amaci ile yola ¢ikmistir. Bu belgenin her
bolimiinde; 6zel bir direng mekanizmasinin tanimi, saptanmasinin klinik ve/veya halk
sagligi acisindan énemi, onerilen yontemlerin genel 6zeti ve ayrintili ydontem 6nerisinin
kaynaklari yer almaktadir.

Burada bulunan oneriler, sistematik literatlr taramalari ile gelistirilmis ve cok merkezli
calismalar veya tek merkezde yapilan ¢ok sayida ¢alisma sonucuna gore dogrulanmis
yontemlerdir. Halen gelistirimekte olan veya ¢alisma sonuglari henliz tamamlanmamis
olan bir¢ok yontem, bu rehberde yer almamaktadir.

Rehber halen goriis alinma asamasindadir.

Onerilerde yer alan kimyasallar ve diger malzeme i¢cin miimkiin oldugunca jenerik adlar
kullantimistir. Ticari Grin adlardan kaginilmaya c¢alisilmis, ancak bazi durumlarda s6z
edilmistir.

Yine bazi mekanizmalarin her zaman klinik dirence yol agmamsina ragmen,
saptanmalarinin enfeksiyon kontrolii ve halk sagligi agisindan énemli oldugu akilda
tutulmahdir. Bunun sonucunda 6zellikle gram negatif basillerdeki genisletilmis
spektrumlu B-laktamazlar (GSBL) ve karbapenemazlar agisindan; mekanizma
saptanmasina ragmen, bakteri her zaman “direncli” kategorisinde yer almayabilir.

Christian G Giske Rafael Canton
Alt Komite Baskani EUCAST Baskani



2. Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae

Diren¢ mekanizmasi saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarhhginin siniflandiriimasi igin gereklidir Hayir
Enfeksiyon kontroli igin Evet
Halk saghigi igin Evet
2.1 Tanim

Karbapenemazlar; penisilinleri, cogu zaman sefalosporinleri ve degisen derecelerde olmak lzere
karbapenemleri ve monobaktamlari hidrolize eden beta-laktamazlardir. Monobaktamlar, metallo-beta-
laktamazlar tarafindan pargalanmazlar.

2.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik onemi

Avrupa’da karbapenemazlarin yayilma problemi, bircok Akdeniz tlkesinde 1990’larin ikinci
yarisinda baslamis ve temel olarak Pseudomonas aeruginosa’da gozlenmistir (1). 2000’li yillarin
basinda, Yunanistan’da Klebsiella pneumoniae izolatlarinda bir Verona integron aracili metallo-
B-laktamazi (VIM) salgini ortaya ¢ikmis (2), bunu bir K.pneumoniae Karbapenemazi (KPC) salgini
izlemistir (1). Ginimiizde OXA-48 grubu karbapenemazlar, Avrupa ulkelerinde en hizl artis
gosteren karbapenemazdir (3). Hali hazirda invazif K.pneumoniae izolatlarinin Yunanistan igin
yaklasik %62’si, italya icin yaklasik %33’{i, karbapenemlere duyarli degildir (4). 2013 yilinda 38
Avrupa Ulkesinin altisinda (6/38) bolgesel ve/veya epidemik olarak karbapenemaz lreten
Enterobacteriaceae (KUE) yayilimi bildirilmisken, 2015 yilinda bu oran 13/38’e yiikselmistir.
Sadece ii¢ llke hi¢ KUE olgusu tanimlanmadigini bildirmistir (3). Diger Avrupa ilkelerinde de
salginlar gézlenmesine ragmen, invazif izolatlardaki problem bu denli yaygin degildir (1).
Problem yaratan diger karbapenemazlar, 6zellikle Hindistan ve Ortadogu llkelerinde prevalansi
yiksek olan ve Avrupa ulkelerine tasinan Yeni Delhi (New Delhi metallo-B-lactamase ; NDM)
metallo beta-laktamazlaridir. Bu enzimlerin, bazi Glkelerde boélgesel yayihm gosterdigine iliskin
ornekler bulunmaktadir (5). IMP karbapenemazlari da diinyadaki bazi tlkelerde sik
gorulmektedir (6).

Karbapenemazlar, tim beta-laktamlara dirence yol agmalari ve kolayca yayilabilmelerinedeniyle
bir endise kaynagi olusturmaktadir. Ayrica, karbapenemaz lireten suslar genellikle diger direng
mekanizmalarini da tasidiklari icin coklu direnclidirler ve karbapenemaz lreten
Enterobacteriaceae enfeksiyonlari yliksek mortalite hizlari ile iliskilidir (7-9).



2.3 Diren¢ mekanizmasi

Karbapenemazlarin ¢ogu, plazmidler lzerindeki transpoze olabilen elemanlarca kodlanan,
kazanilmis enzimlerdir. Karbapenemazlar gesitli diizeylerde eksprese edilebilir. Ayrica gerek
biyokimyasal 6zellikleri gerekse etkiledikleri beta-laktam spektrumu acisindan birbirlerinden
farklidirlar. Ekspresyon duzeyi, B-laktamazin 6zellikleri, diger direng mekanizmalarinin varligi
(diger B-laktamazlar, aktif pompa, gegirgenlik degisimleri), karbapenemaz-ireten izolatlarda
gozlenen farkh direng fenotiplerine yol agmaktadir (10,11). Enterobacteriaceae lyelerinde,
GSBL veya AmpC enzim Uretimi, porin (veya olasilikla PBP) degisimleri veya kaybi ile birlikteyse
de, karbapenem duyarliiginda azalma gorulebilmektedir (12,13).

Karbapenemaz Ureten izolatlarin cogu genislemis spektrumlu (oksimino) sefalosporinlere (yani
sefotaksim, seftazidim, seftriakson ve/veya sefepim) de direnglidir (14). Bazi enzimlerin
varliginda (6r OXA-48 benzeri enzimler), bakteri sefalosporinlere duyarli da olabilir. Ancak, bu
izolatlarin cogu ayni zamanda CTX-Mler gibi bir sefalosporin-hidrolze eden bir enzim de
Urettiginden, siklikla sefalosporin direnci izlenir. Karbapenemazlarin, 6zellikle de
karbapenemlerden (imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem) birine duyarlikta
azalmaya neden olmussa, bir baska deyisle MiK degerleri EUCAST tarafindan tanimlanan
epidemiyolojik sinir degerlerin (ECOFF) Uizerinde ise, epidemiyolojik agidan yiksek 6nem tasidig
kabul edilir (15).

2.4 Enterobacteriaeceae iiyelerinde karbapenemaz iiretiminin saptanmasi igin
onerilen yontemler

2.4.1 Karbapenemaz liretiminin taranacagi fenotipler

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae liyelerinde karbapenem MiK degerleri klinik sinir
degerlerin altinda olabilir (14-16). Ancak, EUCAST tarafindan belirlenen ECOFF degerleri
karbapenemaz lreticilerinin saptanmasi icin kullanilabilir. Meropenem, karbapenemaz
Ureticilerinin saptanmasinda duyarlilik ve 6zgillik dengesi agisindan en iyi ajandir (14,17).
Ertapenem duyarlilik agcisindan milkkemmel olmakla birlikte, 6zgulliiga dasuktir. Bu antibiyotik,
porin mutasyonlari varliginda GSBL ve AmpC tipi enzimlere goreceli olarak duyarh oldugu icin,
bu durum 6zellikle Enterobacter spp’de belirgindir (14). Karbapenemaz taranmasi i¢in uygun
esik degerler Tablo 1’de gésterilmistir. Ozgulliigu arttirmak icin, meropenem ve ertapenem esik
degerleri, ECOFF’larindan bir diliisyon yliksektir.



Tablo-1 Karbapenemaz lireten Enterobacteriaceae igin kinik sinir degerler ve tarama esik
degerleri (EUCAST onerileri kullanildiginda)

Karbapenem MiK (mg/L) Disk diflizyon zonlari (mm) (10 pg
diklerle)
S/I sinir degeri Tarama esik S/I sinir degeri Tarama esik
degeri degeri
Meropenem' <2 >0.12 >22 <28°
Ertapenem® <0.5 >0.12 >25 <25

1Duyarllllk ve 6zglllik dengesi en iyi olan

2Zon capi1 25-27 mm olan izolatlar ancak piperasilin tazobaktam ve/veya temosiline direncli ise
(temosilin 6zgullik agisindan daha iyidir) calisiimalidir. Meropenem zonu <25 mm ise
karbapenemazlar agisindan tarama mutlaka yapiimalidir.

3Yiiksek duyarhlik ancak disik 6zgulliktedir. Tarama icin kullanilabilir, ancak GSBL veya AmpC
Ureten izolatlar, karbapenemazlari olmasa da direngli olabilir.

Rutin duyarlilik testlerinde karbapenem duyarliliginda azalma saptandiktan sonra,
karbapenemaz varligini géstermek icin fenotipik testler uygulanmalhdir. Bu yontemler, temel
olarak; kombinasyon disk testleri, karbapenem hidrolizini gésteren kolorimetrik yontemler,
karbapenem hidrolizini gosteren diger yontemler ve en son olarak da lateral akim yontemleri
seklinde siniflandirilabilir. Bu testler asagidaaciklanmistir

2.4.2 Kombinasyon Disk Testi

Kombinasyon disk yontemi, cesitli calismalarla valide edilmis olmasi ve ticari olarak
bulunabilmesi ( Mast, ROSCO) gibi avantajlara sahiptir (18-20). Diskler veya tabletler
meropenem yani sira, ¢esitli inhibitorler icerirler. Kisaca, boronik asit sinif A karbapenemazlari
inhibe ederken (KPC disindaki grup Gyeleri ile ilgili deneyim kisithdir), dipikolinik asit ve
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), sinif B karbapenemazlari inhibe eder. Bunun yani sira, OXA-
48 avibaktam ile inhibe olmaktadir, ancak bu inhibitor halen ticari fenotipik panellere
eklenmemistir (21,22). Kloksasilin testlere asirt AmpC Uretimi ve porin kaybi birlikteligi ile ortaya
cikan karbapenem direnci ile karbapenemaz iretiminin ayrilmasi amaciyla eklenir.
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inhibitér testlerinin yorumlanmasi ile ilgili akis semasi Sekil-1 ve Tablo 2’de gériilmektedir. Bu

yontemlerle ilgili temel dezavantaj, yapilmasi icin 18 saat (pratikte bir gecelik inkiibasyon)

gerekmesidir. Bu nedenle de yeni hizli yéntemler kullanima girmistir.

Sekil 1

Tim Enterobacteriaceae igin Disk

difiizyonda meropenem <28 mm veya MiK

>0.12 pg/ml

ise baska teste gerek yoktur

Meropenem 25-27 mm ve pip/taz I/S

Sadece boronik
asit ile sinerji

KPC (veya diger
Sinif A
karbapenemaz)

Boronik a. VE
Kloksasilin ile
sinerji

Sadece
dipikolinik asit
ile sineriji

AmpC
(kromozomal
veya plazmidik)

Metallo-beta-
laktamaz (MBL)

Sinerji Yok

B

TemoR TemoS
OXA-482 GSBL/porin

kavbi

ICesitli karbapenemazlarin birlikteligi de sinerji gérillmemesine neden olur (6r. MBL ve KPC birlikteligi).

Genel olarak bu olgularda molekiiler yontemler kullanilir. ?Yiiksek diizey temosilin direnci (MIC > 128 mg/L

veya temosilin diski ile <11 mm zon, OXA-48 igin fenotipik belirleyicidir.

Tablo 2’deki algoritma metallo-beta-laktamazlar, sinif A karbapenemazlar, sinif D

karbapenemazlar ve karbapenemaz disi mekanizmalar (GSBL ve/veya AmpC ve porin kaybi)

arasinda ayirim yapilabilmesini saglamaktadir. Testler gli¢ tUreyenler disindaki bakteriler icin

EUCAST disk diflizyon yontemiyle uygulanabilir. Ticari testler, Uretici 6nerilerine gére

uygulanmahdir.

Gunlimizde OXA-48 benzeri enzimler icin herhangi bir inhibitér bulunmamaktadir. Temosiline

yiksek diizey direng (MiK>128 mg/L) OXA-48 (ireten suslar icin bir fenotipik belirleyici olarak

onerilmistir (23,24). Ancak, diger diren¢ mekanizmalari da benzer fenotipe yol agabildigi igin,
temosilin direnci OXA-48 —tipi karbapenemazlara 6zgul degildir. Bu nedenle de OXA-48 varligi
diger yontemlerle dogrulanmalidir.
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Modifiye Hodge Testi (Yonca yapragi testi), hem sonuglarin yorumunun zor olmasi hem de
duyarhhk ve 6zgulliginiin dusik olmasi nedeniyle, 6nerilmemektedir (12). Bu test i¢in de bazi
yeni degisiklikler 6nerilmisse de, bunlarin rutinde uygulanmasi zor ve zaman alicidir; ayrica
duyarhlik ve 6zgullik ile ilgili tim problemler de ¢ozlilememistir.

Tablo-2 Disk veya tabletlerle uygulanan fenotipik testlerin yorumu (karbapenemazlar koyu font
ile yazilmistir). Sinerji tanimlanmasi icin kesin degerler, ticari Griinlerin kullanim kilavuzlarinda
bulunmaktadir

B-laktamaz Meropenem (10ug) disk/tableti ile zon ¢apinda artis Temosilin
DPA/EDTA | APBA/PBA DPA+APBA CLX MiK>128mg/L

veya zon gapl
<11 mm

MBL + - - - Degisken®

KPC - + - - Degisken®

MBL+KPC? Degisken Degisken + Degisken®

OXA-48-benzeri - - - - Evet

AmpC+porin - + - + Deéisken1

kaybi

GSBL+porin - - - - Hayir

kaybi

Kisaltmalar: MBL= Metallo-B-laktamaz, KPC= Klebsiella pneumoniae Carbapenemase, DPA= Dipikolinik asit, EDTA=
Etilendiamintetraasetik asit, APBA= aminofenil boronik asit, PBA=fenil boronik asit, CLX= kloksasilin

Temosilin sadece hicbir sinerjinin gézlenmedigi durumlarda OXA-48 Uretimi ile GSBL+porin kaybinin ayirt
edilmesinde onerilir (23,24). Diger enzimlerin varliginda duyarlilik degisir ve bulunan beta-laktamazin tanimlanmasi
icin yol gosterici olmaz.

%iki inhibitori (DPA veya EDTA +APBA/PBA) bir arada iceren tabletlerin kulanilmasini destekleyen sadece bir yayin
bulunmaktadir., ancak halen ¢cok merkezli galismalar veya tek merkezde yapilmis ¢ok sayida ¢alisma sonuglari
eksiktir. Bu fenotip Yunanistan disinda nadirdir ve karbapenemlere yliksek diizey dirence yol agar.

2.4.3 Biyokimyasal (kolorimetrik) testler

CarbaNP testi, karbapenem hidrolizini gosteren hizli (< 2st) bir testtir. Testin calisma prensibi,
karbapenem hidrolizinin pH degisimine yol agmasi ve bunun sonucunda fenol kirmizisi
sollisyonunun kirmizidan sariya dénmesidir (26,27). Carba NP testinin yontem onayi (validasyon
basamagi) Mueller Hinton agar, kanli agar, triptikaz soya agar ve karbapenemaz tarama
besiyerlerinin cogunda Uretilmis koloniler ile yapiimistir. Carba NP testi, Drigalski ve McConkey
agar plaklarinda Uretilmis kolonilerde uygulanmamalidir. Tekrarlanabilir sonuglar alinabilmesi
icin, yontem basamaklari ile ilgili detaylar dikkatle izlenmeli ve uygulanmalidir. Bu testin yiiksek
duyarhhk ve 6zgillikte oldugunu bildiren birgok yayin bulunmaktadir (28). Ancak, bir yayinda
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mukoid koloniler ve OXA-48 iireticilerinde duyarliligin distigi goézlenmistir (29). Bu yontemden
gelistirlmis bir ticari test de genel olarak, Enterobacteriaceae tirlerindeki karbapenemazlarin
saptanmasinda, iyi bir performans gostermektedir (30,31). Ancak, CarbaNP’nin ticari versiyonu
da dahil olmak Gzere tiim kolorimetrik ticari testlerde, sonuglarin %3-5’i renk degisiminin
“stipheli” olmasi nedeniyle, yorumlanamamaktadir.

CarbaNP testinin bir tiirevi olan Blue-Carba testi (BCT) karbapenemaz lretimini gdsteren bir
baska hizli (<2 st) testtir (32,33). Bu test ise, 6nceden lizis yapilmadan dogrudan teste eklenen
bakteri kolonilerinin imipenemi hidrolize etmesini; pH degisikligi olusmasi ve bunun sonucunda
indikator olan brom timol mavisinin renginin, maviden yesil/sariya veya yesilden sariya
degismesi ile saptamaktadir. Pasteran ve arkadaslarinin genis kapsamli ancak tek bir merkezde
uygulanmis olan degerlendirmesinde, testin A ve B sinifi enzimler agisindan mikemmel
duyarhlik gosterdigi; buna karsin OXA-48 enzimlerinin saptanmasinda daha diisiik performans
sergiledigi bildirilmistir (34).

Uglinc ticari test olan B-CARBA testi™ de yine < 2saatte sonug verebilmektedir. Bu testte de 1-
3 koloni test reaktifleri ile karistirilmaktadir. Okumalar en fazla 30 dk inkiibasyon sonunda
yapilmalidir. Rengin saridan turuncu, kirmizi veya mora degismesi pozitif reaksiyonu
gostermekted.r. Bir calismada Uretici tarafindan onerilen 0.5 saatlik inklibasyon stiresinin OXA-
48 (ireten izolatlar icin ¢ok kisa oldugu bildirilmistir. Ancak degerlendirilen sus koleksiyonu ¢ok
kisitlidir ve testin performansinin diger biyokimyasal testlerle kiyaslanabilecegi daha genis bir
calisma énerilmistir (35). Bir baska ¢alismada ise testin KUE izolatlarinda ézellikle de OXA-48
Uretenlerde c¢ok iyi performans gosterdigi belirtilmistir. Ancak, bu testin A sinifi
karbapenemazlarini saptama performansinin tekrar degerlendirilmesi gerektigi ve K1 asiri
Uretimi gibi diger beta-laktamazlarin varliginda yanlhs pozitif sonug alinabildigi hatirlanmalidir.

2.4.4 Karbapenem Inaktivasyon Yéntemi (Carbapenem Inactivation Method; CIM)

Bu yontemin calisma prensibi ise, bir karbapenemin bakteri slispansiyonu ile inklibasyonu
sonucunda enzim araciligiyla parcalandigini géstermektir. CIM testi, substrat olarak antibiyotik
disklerini kullanmaktadir. Meropenem diski, bir 6ze dolusu bakteri ile iki saatlik inkiibe
edildikten sonra, E.coli ATCC 25922 (meropeneme duyarl sus) yayilmis Mueller- Hinton
besiyerine yerlestiriimektedir. Enzimatik inaktivasyon oldu ise disk etrafinda inhibisyon zonu
olusmamakta veya cok daralmaktadir. CIM testi farkh ¢alismalarda degisken performans
gostermistir (36-38). Negatif prediktif degeri acik olmamakla birlikte, diger testlere alternatif
olarak uygulanabilir. Bu yontemin temel dezavantaji, sonug alinabilmesi icin en az 18 saat
gerekmesidir.

2.4.5 Karbapenem hidrolizinin MALDI-TOF ile saptanmasi
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Buradaki prensip karbapenemlerin test bakterisi ile karsilastirilmasi sonrasinda, kiitle
spektrumunda karbapenemlere ait 6zgul piklerin kaybolmasinin veya yiksekligindeki azalmanin
bir MALDI-TOF analizori araciliglyla gosterilmesidir (39,40). Degisik ¢alismalarda, OXA-48
Ureten izolatlar haricinde, bu yontemin duyarllik ve 6zgllliGgu iyi bulunmustur. OXA-48 ile ilgili
problemin Ustesinden gelmek icin reaksiyona NH4;HCO; eklenmesi 6nerilmektedir (41). Ancak
bu 6neri heniiz gok merkezli bir galisma veya tek merkezli gok sayida galisma ile
degerlendirilmemistir. Bunun yanisira, MALDI-TOF ayarlarinin tiir saptama igin kullanilandan
farkh olmasi, bu yontemin pratikligini azaltmaktadir (41).

2.4.6 Lateral akim yéntemleri

Karbapenemaz saptanmasi igin son yillarda yeni bir immunokromatografik lateral akim testi
gelistirilmistir. Bu test, nitroseliiloz membrana sabitlenmis anti OXA-48 kapli kolloidal altin
nanopartikilleri ile OXA-48 epitoplarinin “yakalanmasi” prensibine dayanmaktadir. OXA-48
benzeri enzimlerin dogrudan tanimlanmasi icin anti-OXA-48 antikorlari 6zgil yakalama
reaktifleri olarak kullanilmaktadir(42). Test yaklasik 4 dakika sirmektedir. Hem koloniler ile hem
de kan kultar siselerindeki simiile 6rneklerle denenmistir (43-46). Yine yakin zamanda KPC igin
de benzer bir test gelistirilmis, ancak tekrarlanabilirligi henliz gok merkezli bir ¢alisma veya
birden ¢ok tek merkezli galisma ile degerlendirilmemistir (46).

2.4.7 Kontrol suslari

Asagida fenotipik ve genotipik deneyler icin kullanilabilecek bazi kontrol suslari listelenmistir.
Bu suslar icin MiK, zon ¢api, sonuc dagilimlari bulunmamaktadir. Ticari ydntem kullanicilari,
kontrol suslari acisindan uretici firma onerilerini incelemelidir

Tablo 3. Karbapenemaz testi igin uygun kontrol suslari

Sus Mekanizma

Enterobacter cloacae CCUG 59627 AmpC ve azalmis porin ekspresyonu
Enterobacter cloacae CCUG 58547 Metallo-B-laktamaz (VIM)

Klebsiella pneumoniae NCTC 13440

Klebsiella pneumoniae NCTC 13443 Metallo-B-laktamaz (NDM-1)

E.coli NCTC 13476 Metallo-B-laktamaz (IMP)

Klebsiella pneumoniae CCUG 56233 Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)
Klebsiella pneumoniae NCTC 13438

Klebsiella pneumoniae NCTC 13442 OXA-48

Klebsiella pneumoniae ATCC 25955 Negatif kontrol
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3.Genisletilmis-spektrumlu-f- laktamaz (GSBL) lireten Enterobacteriaceae

Diren¢ mekanizmasi saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarhhginin siniflandiriimasi igin gereklidir Hayir
Enfeksiyon kontroli igin Evet
Halk saghigi igin Evet
3.1 Tanim

GSBL’ler oksimino-B-laktamlar (sefuroksim, 3. ve 4. Kusak sefalosporinler ve aztreonam) da
dahil olmak (izere penisilinler ve sefalosporinlerin cogunu hidrolize eden, ancak sefamisinler ve
karbapenemleri etkilemeyen enzimlerdir. GSBL’lerin cogu Ambler Sinif A’da yer alir ve -
laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam)ve diazabisklooktanonlar
(avibaktam) ile inhibe olur (1).

3.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik onem

GSBL lreten suslar, 1983’de ilk kez saptanmalarindan itibaren gecen siirede tim diinyada
gozlenir olmuslardir. Bu yayilim, klonal cogalma, GSBL genlerinin plazmidler lizerinde
aktarilmalari ve nadiren de yeni enzimlerin ortaya ¢ikmasinin bir sonucudur. GSBL’ler icerisinde
en 6nemli grup, 2000li yillarin basinda ortaya gikan CTX-M enzimleridir. Bu grubu, SHV ve TEM-
turevi GSBL'ler izlemektedir (2-5).

GSBL Uretimi en sik Enterobacteriaceae’de, dnce hastane ortaminda, sonrali bakim evlerinde ve
2000’li yillardan itibaren de toplumda (poliklinik hastalari, saglikh tastyicilar, hasta ve saglikh
hayvanlar, yiyecek Urtnleri) izlenmektedir. GSBL Uretiminin en sik saptandigi tirler Escherichia
coli ve Klebsiella pneumoniae’dir Ancak klinik agidan 6nemli diger Enterobacteriaceae de GSBL
uretmektedir. GSBL prevalansi; tiir, cografi bolge, hastane/servis, hasta 6zellikleri, enfeksiyon
tipi gibi bircok faktorden etkilendigi icin, calismadan calismaya degismektedir (2,3,6,7). 2011
EARS-Net verilerine gore, 3. Kusak sefalosporinlere duyarli olmayan invazif K.pneumoniae
hizlar, Avrupa Ulkelerinin gogunda %25’den, hatta bir cogunda %50’den ylksektir. KPC-tipi
karbapenemaz lireten izolatlarin yiiksek oranda oldugu italya ve Yunanistan haric, bu izolatlarin
cogu yerel GSBL test sonuclarina gore GSBL-pozitif olarak kabul edilmistir (8).

3.3 Diren¢ mekanizmasi

GSBL'lerin ¢cogu akkiz (kazanilmis), plazmidlerce kodlanan enzimlerdir. Bu kazanilmis GSBL'ler
hem degisik diizeylerde eksprese edilirler hem de spesifik B-laktam ajanlara (6r. Sefotaksim
seftazidim, aztreonam) etki gibi biyokimyasal 6zellikleri agisindan btk farklar gésterirler. Bir

19



enzimin ekspresyon diizeyi, yapisal ve hidroliz 6zellikleri ile birlikte bulunan diger direng
mekanizmalari (diger B-laktamazlar, aktif pompa sistemleri, gegirgenlik degisimleri) GSBL Ureten
izolatlarda ¢ok gesitli direng fenotipleri goriilmesine neden olmaktadir (1-4,9-11).

3.4. Enterobacteriaceae liyelerinde GSBL saptanmasi igin dnerilen yontemler

Bircok bolgede, GSBL saptanmasi ve enzimlerin tanimlanmasi 6zellikle enfeksiyon kontroli
acgisindan dnerilmektedir. Enterobacteriaceae liyelerinde GSBL saptanmasi agisindan 6nerilen
strateji, oncelikle oksimino- sefalosporinlere “duyarli olmama”6zelliginin saptanmasi ile
baslamakta, bunu takiben fenotipik (bazen genotipik) dogrulama testleri uygulanmaktadir
(Tablo 1, Sekil 1).

Sefotaksim, seftriakson, seftazdim ve sefpodoksim icin EUCAST ve CLSI rehberleriyle uyumlu
olarak, tarama sinir degerinin MiK >1mg/L olmasi, 6nerilmektedir (Tablo 1) (12,13).
Enterobacteriaceae i¢in EUCAST in 6nerdigi klinik sinir degeri de S< 1mg/L’dir (12). Sefpodoksim
GSBL Uretimin saptanmasi igin en duyarh indikatér sefalosporindir ve bu nedenle taramada
kullanilabilir. Ancak, bu B-laktam ajanla alinan sonuglarin 6zgullugu, sefotaksim (veya
seftriakson) ile seftazidim kombinasyonu ile alinan sonuclara kiyasla daha dusiktiir. Bu nedenle
de dogrulama amaciyla son iki bilesik kullanilmaktadir. indikatodr sefalosporinler icin inhibisyon
zonu ¢aplari Tablo 1‘de yer almaktadir.

Tablo 1 Enterobacteriaceae icin GSBL tarama yontemleri (13-19)
Yéntem Antibiyotik GSBL testi uygulanmasi icin sinir
degeri

Sivi veya agar diIi]syon1 Sefotaksim/seftriakson | MiK> 1mg/L
VE seftazidim
Sefpodoksim MiK> 1mg/L

Disk diftizyon® Sefotaksim (5ug) VEYA | inhibisyon zonu <21 mm
Seftriakson (30 ug) inhibisyon zonu <23 mm
VE Seftazidim (10 pg) | inhibisyon zonu <22 mm
Sefpodoksim (10 pg) inhibisyon zonu <21 mm

L Tum yontemlerle i) sefotaksim veya seftriakson VE seftazidim; VEYA tek ajan olarak
sefpodoksim test edilebilir.

3.4.1. Enterobacteriaceae liyelerinde GSBL tarama yéntemleri

A- Grup 1 Enterobacteriaceae (E.coli, Klebsiella spp, Raoultella spp, P. mirabilis, Salmonella spp,
Shigella spp)’de Tarama

Grup 1 Enterobacteriaceae’de GSBL tarama i¢in 6nerilen yontemler sivi diliisyon, agar dilGisyon,
disk diflizyon veya bir otomatize sistem kullanimidir (13,20, 21). Sefotaksim (veya seftraikson)
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ve seftazidim MiK degerleri farkli GSBL pozitif izolatlarda ¢ok fazla degiskenlik gosterebildigi
icin, indikator sefalosporinler olarak sefotaksim (veya seftraikson) ile seftazidimin her ikisinin

birden kullaniimasi gereklidir (14,22,23).

Tarama testlerinde pozitif bulunan Grup 1 Enterobacteriaceae igin fenotipik GSBL dogrulama

yontemleri ve ilgili akis semasi Tablo 2 ve Sekil 1’de yer almaktadir.

Sekil 1 GSBL'lerin fenotipik yontemlerle saptanmasi igin akis semasi

GSBL TARAMA
EUCAST sinir degerlerine gore sefotaksim ve seftazidimden »| GSBLYOK
birine veya her ikisine I/R (veya sefpodoksim R)olmak Hayir
l Evet
Tlre bagh GSBL dogrulamasi
\ 4 4
Grup 1 Grup 2

E.coli, Klebsiella spp, P.mirabilis, Salmonella spp,
Shigella spp

indiiklenebilir kromozomal AmpC bulunan Enterobacteriaceae

Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Morganella morganii,

Providencia stuartii, Serratia spp, Hafnia spp.

!

!

GSBL do{;rulama5|1
Seftazidim ve sefotaksim +/- klavulanik asit

GSBL dogrulamasi
Sefepim +/- klavulanik asit

A 4 v l

Negatif: GSBL YOK Belirsiz’ GSBL Pozitif

A 4

A 4

Negatif: GSBL YOK Belirsiz®

GSBL Pozitif

'Eger sefoksitin MIC> 8 mg/L ise, sefepim +/-klavulanik asit dogrulama testi yapiniz

%pozitif veya negatif olarak degerlendirilemeyen grup (6r. Kapsadigi MiK diizeylerinin Gzerinde
Ureme olmasi nedeniyle, gradiyent striplerin okunamamasi veya kombinasyon testleri ve CDS
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ile acikga sinerji gorialmemesi), sefepim +/- klavulanik asit ile konfirmasyon testi sonucu da
belirsiz ise, genotipik test gerekir.

B- Grup 2 Enterobacteriaceae’de ( Enterobacter spp, Serratia spp, Citrobacter freundi,
Morganella morganii, Providencia, Hafnia alvei) Tarama

Grup 2 Enterobacteriaceae icin Grup 1 icin belirtilen sekilde (Sekil 1 Tablo 3) tarama testleri
yapilir (19). Ancak bu tirlerde, dereprese kromozomal AmpC B-laktamaz liretimi sefalosporin
direncine yol agan mekanizmalar arasinda, ¢ok sik gériilmektedir.

3.4.2 Fenotipik dogrulama yéntemleri

GSBL aktivitesinin in vitro sartlarda klavulanik asit ile inhibisyonu temeline dayanan fenotipik
yontemlerden dordi GSBL dogrulamasi icin dnerilmektedir. Bunlar; kombinasyon disk testi
(KDT), cift disk sinerji testi (CDS), GSBL gradiyent strip testi ve sivi mikrodillisyon testidir (Tablo
2 ve 3) (20,21,24). Bu testlerden KDT, cok merkezli bir calisma sonucuna gore, GSBL gradiyent
testiyle esit duyarliiga sahip, ancak bu teste kiyasla gore daha 6zgildir (25). Otomatize sistem
Ureticileri, duyarhlik test panellerine, GSBL'lerin klavulanik asit ile inhibisyonunu gdsterecek
sekilde, saptama testleri eklemislerdir. Sonuglar, sus koleksiyonuna ve kullanilan sisteme gore
degismektedir (17-19).

A. Kombinasyon Disk Testi (KDT)
Her test icin sadece sefalosporin (sefotaksim, seftazidime, sefepim) iceren diskler ile

ayni sefalosporinin klavulanik asit eklenmis kombinasyon diskleri kullanilir. Her ikisinin
inhibisyon zonlari 6lcllerek kiyaslanir. Eger kombinasyon diski ¢evresindeki zon, tek
basina sefalosporin iceren diskin inhibisyon zonuna kiyasla > 5 mm daha genisse, test
pozitiftir (Tablo 3) (26,27).

B. Cift Disk Sinerji Testi (CDST)
Sefalosporin (sefotaksim, seftazidime, sefepim) iceren diskler, plakta klavulanik asit
iceren bir diskin (6rnegin amoksisilin-klavulanik asit) yanina konur. Sefalosporin

disklerinden herhangi birinin zon ¢api klavulanik asit diskine bakan yizinde genislerse,
veya arada liremenin olmadigi bir “anahtar deligi” gorilirse, test pozitif olarak
degerlendirilir. Diskler arasindaki uzaklik, CDS testi basarisinda belirleyicidir ve
sefalosporin 30ug diskleri icin optimal uzaklik 20 mm (merkezden merkeze) olarak
belirlenmistir. Ancak, cok yliksek veya dlsik direng dizeyleri s6z konusu ise, bu uzakhk
azaltilabilir (15 mm) veya arttirilabilir (30 mm) (20). Bu 6nerinin, EUCAST disk diflizyon
yonteminde yer alan ve daha disuk ilagc konsantrasyonlari iceren diskler icin, tekrar
gozden gecirilmesi gereklidir.

22



C. Gradiyent test (serit) yontemi
Gradiyent seritleri, Uretici 6nerilerine gore hazirlanir, degerlendirilir ve yorumlanir.

Klavulanik asit ile kombine edildiginde sefalosporin MiK degerinde > 8 kat diisiis
gozleniyorsa veya bir “ hayalet zon” (“phantom zone”) ya da elips seklinde bir bozulma
varsa (litfen Uretici 6nerilerindeki resimleri inceleyiniz), test pozitiftir (Tablo 3). MiK’in
stripteki en yiiksek degerden daha fazla olmasi nedeniyle MiK belirlenemiyor ve oran
degerlendirilemiyorsa, test sonucu belirsizdir (“Indeterminate”). Diger butiin
durumlarda, test negatiftir. GSBL gradiyent seritleri sadece GSBL dogrulamasi igin
kullanimalidir; MiK saptanmasi icin giivenilir degildir.

D. Sivi mikrodilisyon

Sivi mikrodillisyon; sefotaksim, seftazidim ve sefepimin 0.125-512 mg/L arasindaki seri iki
katli dilisyonlarini tek baslarina veya sabit konsantrasyonda (4mg/L) klavulanik asit ile
birlikte iceren Mueller—Hinton sivi besiyeri kullanilarak uygulanir. Klavulanik asit ile kombine
edilen sefalosporin MiK degeri, sefalosporin tek basina oldugunda élciilen MiK degerinden
>8 kat daha disikse test pozitiftir. Diger durumlarda test negatiftir (43).

E. Biyokimyasal (kolorimetrik) yontemler

ilk kez 2012 yilinda tarif edilen GSBL NDP testinde, sefotaksim indikatér antimikrobiyal,
tazobaktam ise inhibitor olarak kullaniimaktadir (28). Test 96- kuyucuklu mikroplaklarda
veya tlplerde uygulanabilir. Kirmizidan sariya renk degisimi sonucun pozitif oldugunu
gosterir. Test ayrica dogrudan hasta drneklerinde de uygulanmaktadir (29). Duyarlilik ve
0zgulligliniin milkemmel oldugu belirtilse de heniliz gok merkezli ¢galismalarla
degerlendirilmemistir.

B-LACTA testi, kromojenik bir sefalosporinin (HMRZ-86) substrat olarak kullanildigi, gerek
kolonilerde, gerekse dogrudan klinik 6rneklerde uygulanabilen kolorimetrik bir testtir (30).
Belcika ve Fransadaki br prospektif cok merkezli calisma ile degerlendirilmis ve E.coli ile
K.pneumoniae’de duyarhlk ve 6zgilligl mikemmel bulunmustur (sirasi ile %96 ve %100).
Buna karsin indiiklenebilir AmpCsi olan tlirlerde duyarlilik daha dusliktir (%67). E.coli ve
K.pneumoniae i¢in negatif prediktif degerin yiiksek olmasi (3. Kusak sefalosporin direng
prevalansinin %10-30 oldugu bolgelerde %99), bu basit testi, 6zellikle de GSBL {ireten
suslarin 3. Kusak sefalosporin direncini 6ngérmede son derece etkin bir test haline
getirmektedir.

F. Yorumlama sirasinda dikkate alinmasi gereken hususlar

Sefotaksimin indikator sefalosporin olarak kullanildigi GSBL dogrulama testlerinde,
kromozomal K1 veya OXY- benzeri B-laktamazlari asiri lireten Klebsiella oxytoca izolatlari
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yalanci pozitif sonug verebilir (31). Yine klavulanik asit ile inhibe olan kromozomal -
laktamazlar treten Proteus vulgaris, Citrobacter koseri, Kluyvera spp ve C.sedlakii, C. farmeri
ve C.amaloniticus gibi C.koseri ile iliskili bazi tiirlerde de benzer bir fenotip ile kasilasilabilir
(32,33). Yalanci pozitifligin olasi nedenlerinden bir baskasi da SHV-1, TEM-1 veya OXA-1-
benzeri genis spektrumlu B-laktamazlarinin asiri Gretimi ile beraber gecirgenligin bozuldugu
durumlardir (18). Sadece sefepimin kullanildigi dogrulama testleri uygulandiginda, K1
Ureten K.oxytoca ile de yalanci pozitif sonug gorilebilir (34)

Tablo 2. GSBL tarama testinde pozitif olan Enterobacteriaceae (Tablo 1’e bakiniz) igin
GSBL dogrulama yontemleri. Grup 1 Enterobacteriaceae (Sekil 1’e bakiniz)

Yontem

Antimikrobiyal ajan (disk
icerigi)

GSBL dogrulama kriteri

GSBL gradiyent serit
(strip)testi

Sefotaksim +/-klavulanik
asit

MiK orani > 8 veya elips
seklinde bozulma varsa

Seftazidim +/-klavulanik
asit

MiK orani > 8 veya elips
seklinde bozulma varsa

Kombinasyon disk
diflizyon testi (KDT)

Sefotaksim (30 pg) +/-
klavulanik asit (10 pg)

inhibisyon zonunda> 5 mm
artis

Seftazidim (30 pg) +/-

inhibisyon zonunda> 5 mm

klavulanik asit (10 ug) artis

Sivi mikrodillisyon Sefotaksim +/-klavulanik MiK orani > 8
asit (4mg/L)
Seftazidim +/-klavulanik MiK orani > 8
asit (4mg/L)
Sefepim +/-klavulanik asit MiK orani > 8

(4mg/L)

Cift disk sinerji testi (CDS)

Sefotaksim, seftazim,
sefepim

indikatér sefalosporin
zonunun amoksisilin-
klavulanik asit diskine
dogru genislemesi
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Tablo 3. GSBL tarama testinde pozitif olan Enterobacteriaceae (Tablo 1’e bakiniz) igin GSBL
dogrulama yontemleri. Grup 2 Enterobacteriaceae (Sekil 1’e bakiniz)

Yontem Antibiyotik GSBL dogrulama kriteri
GSBL gradiyent serit Sefepim +/- klavulanik asit MiK orani > 8 veya elips
(strip)testi seklinde bozulma varsa
Kombinasyon disk diflizyon Sefepim (30 pg) +/- inhibisyon zonunda> 5 mm
testi (KDT) klavulanik asit (10 pg) artis
Sivi mikrodillisyon Sefepim +/-klavulanik asit MiK orani > 8
(4mg/L)
Cift disk sinerji testi (CDS) Sefotaksim, seftazim, indikator sefalosporin
sefepim zonunun amoksisilin-
klavulanik asit diskine dogru
genislemesi

3.4.3 Sinerjiyi maskeleyen diger p-laktamazlarin varhiginda GSBL enzimlerinin
fenotipik olarak saptanmasi

GSBL varligini maskeleyen yliksek diizey AmpC liretimi oldugunda belirsiz (gradiyent serit) veya
yalanci negatif (KDT, CDS, gradiyent serit ve mikrodillisyon) test sonuglari alinabilir (20,34,35).
Yiiksek diizey AmpC Ureten izolatlar, genellikle 3. Kusak sefalosporinlere direncglidir. Ayrica
sefamisin direnci (sefoksitin MiK> 8 mg/L) de AmpC B-laktamazlarin yiiksek diizey ekspresyonu
igin bir gostergedir (34). Sadece ACC B-laktamaz varliginda sefamisin direnci gériilmeyebilir
(36).

Yiksek diizey Amp C varliginda GSBL saptanmasi igin, AmpC tarafindan genellikle
parcalanmayan sefepimin indikator sefalosporin olarak kullanildigl, ek bir dogrulama testi
yapilmasi, 6nerilmektedir. Sefepim, KDT, CDS, gradiyent serit ve sivi dillisyon testlerinin
tiimunde kullanilabilir (27,37-39). Diger yaklasimlar arasinda iyi bir AmpC inhibitori olan
kloksasilin kullanimi yer almaktadir. Bu amacgla, hem kloksasilin, hem de klavulanik asit eklenmis
indikator sefalosporin (sefotaksim VE seftazidim) diskleri ile KDT uygulanir. Ayrica agar icerisine
kloksasilin eklenerek (200-250 mg/L) CDS veya standart KDT yapilabilir (19). Bunlar yani sira,
klavulanik asit ve kloksasilin iceren diskler ticari olarak da bulunmaktadir, ancak heniiz bunlarla
cok merkezli degerlendirme calismalari yapilmamistir.

GSBL'ler ayrica MBL veya KPC ve/veya gecirgenlik ile ilgili defektlerin varliginda da
maskelenebilir (40,41). OXA-48 ise normalde sefalosporinleri etkilemedigi icin, bu duruma yol
acmaz. Bu durumda GSBL'lerin epidemiyolojik 6nemi sorgulanabilr ¢linkl karbapenemaz varligi,
halk sagligi agisindan daha énemlidir. Ancak yine de saptanmalari isteniyorsa molekdler
yontemler uygulanmasi onerilir.
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3.4.4 Genotipik dogrulama

GSBL genlerinin genotipik olarak tanimlanmasi PZR ve GSBL gen dizi analizinden tim genom

analizine kadar farkh segenekler bulunmaktadir (3). Bunlar yani sira, bir DNA mikroarray —

temelli yontem de kullanilabilir. Hem ticari, hem de ev-yapimi yontemler bulunmasina karsin,

yeterli ve sistematik olarak denenmedikleri icin bu dokiimanda yer almayacaktir. Bir baska

EUCAST dokiimaninda ise tim genom analizi yaklasimlari tarif edilmistir (42).

3.4.5 Kalite Kontrolii

GSBL saptama testlerinin kalite kontrol( icin uygun izolatlar Tablo-4’te gosterilmistir.

Tablo 4. GSBL saptama yontemlerinin kalite kontrolii amaciyla kullanilan uygun suslar

Sus Mekanizma

K.pneumoniae ATCC 700603 SHV 18 GSBL

E.coli CCUG 62975 CTX-M-1 grubu GSBL ve plazmid kdkenli CMY
Amp C

E.coli ATCC 25922 GSBL-negatif
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4.Kazanilmis AmpC B-laktamaz- lireten Enterobacteriacae

Diren¢ mekanizmasi saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarhliginin siniflandiriimasi igin gerekli Hayir
Enfeksiyon kontroli igin Evet
Halk saghigi igin Evet
4.1 Tanim

Amp C-tipi sefalosporinazlar, Ambler sinif C'de yer alan, penisilinleri, sefalosporinleri ve
monobaktamlari hidrolize eden B-laktamazlardir. Bu B-laktamazlar, 3. kusak sefalosporinleri
parcalarken, 4. Kusak sefalosporinleri genellikle etkilemezler. Genel olarak, AmpC- tipi enzimler,
klavulanik asit basta olmak tzere klasik GSBL inhibitorleri ile inhibe olmazlar (1).

4.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik onemi

Kazanilmis (= plazmid kokenli) AmpC treten ilk izolatlar 1980’lerin sonlarinda saptanmistir. O
tarihten bu yana da, gerek klonal yayilim gerekse AmpC genlerinin aktarimi ile tim dinyada
gozlenir olmustur. Hareketli AmpC genleri, dogada kromozomal olarak bulunduklari tirler gbz
onine alinarak, aileler seklinde siniflandiriimaktadir. Buna gére Enterobacter grubu (MIR, ACT),
C. freundii grubu (CMY-2-benzeri, LAT, CFE), M.morganii grubu (DHA), Hafnia alvei grubu (ACC),
Aeromonas grubu (CMY-1 benzeri, FOX, MOX) ve Acinetobacter baumannii grubu (ADC), olarak
adlandirilirlar. indiklenebilir DHA-benzeri B-laktamazlar ve baskalarinin da ileri derecede
yayilmis olmasina ragmen, bu enzimler arasinda en sik gorilen ve en yaygin olani CMY-2-
benzeri enzimlerdir (1).

Kazanilmis AmpC (reten baslica tirler, E.coli, K.pneumoniae, K.oxytoca, Salmonella enterica ve
P.mirabilis’dir. Bu enzimleri tasiyan izolatlar, hem hastanede yatan hem de toplumdan gelen
hastalarda Uretilmistir. Ayrica bu enzimler, ciftlik hayvanlari ve yiyecek Grlinlerinde (E.coli ve
Salmonella enterica’da) de klasik GSBL'lerden daha 6nce bulunmustur. Kazanilmis AmpcC tipi
enzimler yayillmalarina ve enterobakteri tlrlerin 3.kusak sefalosporin direncini inceleyen ¢ok
merkezli calismalarda gosterilmelerine ragmen, genel sikliklari GSBL’lere kiyasla ¢ok distktiir.
Ancak, yerel olarak veya bazi 6zel epidemiyolojik alanlarda, bu enzimleri lireten
mikroorganizmalarin epidemiyolojik 6nemi artabilir (1-5).

4.2 Diren¢ mekanizmasi

Bir¢cok Enterobacteriaceae ve diger Gram negatif basiller dogal AmpC’ler Gretmektedir. Bu
Uretim, her zaman disuk dizeyde (6r. E.coli, Shigella spp.) veya indiiklenebilir 6zellikte
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(6r.Enterobacter spp., C.freundii, M.morganii, P.aeruginosa) olabilmektedir. Dogal AmpC'lerin
derepresyonu ya da asiri Gretimi, cesitli genetik degisimlere baglidir ve sefalosporinler ile
penisilin/B-laktamaz inhibitorlerine karsi yiiksek diizey direng gelismesine neden olur. Sinif C
sefalosporinazlarda 6zellikle Enterobacteriaceae lyelerinde, plazmid kdkenli kazaniimis
enzimler olarak karsimiza c¢ikabilir. Az sayidaki bazi indiklenebilir tip (6r. DHA) disinda,
kazanilmis AmpC slirekli olarak yliksek miktarlarda yapilir ve bunun sonucunda dereprese veya
asiri Uretim yapan mutantlardaki ile ayni direng profiline yol agar. Direnc diizeyleri eksprese
edilen enzim miktarlari yani sira, birlikte diger direng mekanizmalarinin bulunmasina baghdir.
GSBL’lere benzer sekilde, kazanilmis AmpC’ler genellikle plazmidlerle tasinan genler tarafindan
kodlanir (1-3).

4.3 Enterobacteriaceae tiirlerinde kazanilmis AmpC’lerin saptanmasi igin onerilen yontemler

Sefoksitin MiK degerinin > 8 mg/L olmasi (zon ¢api <19 mm)ve bununla birlikte, seftazidim
ve/veya sefotaksim MiK degerinin de > 1 mg/L olmasi (veya zon ¢apinin direncli sinirda
bulunmasi), AmpC lretiminin arastirilmasi igin bir fenotipik kriter olarak kullanilabilir. Ancak bu
yontem ile, sefoksitini pargcalamayan bir plazmid kékenli B-laktamaz olan ACC-1, saptanmaz (6).
Bunun yani sira, porin kaybinin da sefoksitin direncine yol agabilecegi unutulmamalhdir (1).

Fenotipik AmpC dogrulama testleri, genel olarak AmpC tipi enzimlerin kloksasilin veya boronik
asit turevleri ile ihibisyonuna dayanmaktadir. Ancak boronik asit tirevleri ayni zamanda sinif A
karbapenemazlari ve K.oxytoca’daki K1 gibi bazi grup A penisilinazlari da inhibe etmektedir. Bu
yontemleri inceleyen ¢alismalar az sayida olmakla birlikte, oldukc¢a dogru tanimlama yapan
yontemler bildirilmistir ( 8-10). Bunlardan baska, Mast AmpC Detection Disc Set (duyarhlik %96-
100, 6zgillik % 98-100) (11, 12), AmpC gradiyent strip test ( (bioMerieux )icin duyarhlik %84-
93, 6zglilluk %70-100) (12,13)ve sefotaksim/kloksasilin ile seftazidim/kloksasilin iceren Rosco
tabletleri (duyarlihk %96, 6zgilliik %92) gibi ticari testler de bulunmaktadir (7,14). AmpC
dogrulama testleriile, E.coli ‘de kazanilmis AmpC ve kromozomal AmpC’nin strekli olarak asiri
yapimi ayirt edilemez.

Kazanilmis AmpC varligi ayrica PZR tabanli testlerle (15,16) veya bir mikroarray testi ile (17)
dogrulanabilir.

Asagida genotipik ve fenotipik deneylerdeolasi kontrol susu olarak kullanilabilecek bazi suslar
listelenmistir. Ticari yontem kullanicilar, firma 6nerilerini dikkate almalidir.
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Tablo 1. AmpC saptanmasi icin kullanilabilecek Kalite Kontrol susu 6rnekleri

Sus Mekanizma

E.coli CCUG 58543 Kazanilmis CMY-2 AmpC

E.coli CCUG 62975 Kazanilmis CMY AmpC ve CTX-M-1
K.pneumoniae CCUG58545 Kazanilmis DHA

E.coli ATCC 25922 AmpC ve GSBL negatif

Sekil 1. AmpC saptanmasi igin akis semasi

E.coli, K.pneumoniae, P.mirabilis, Salmonella
spp. Shigella spp. de

Sefotaksim R veya seftazidim R VE sefoksitin R'

Kloksasilin ile Kloksasilin ile
sinerji saptandi sinerji

saptanmadi

E.coli ve Shigella spp,
plazmid koenli ve akkiz
AmpC ayirimi igin PZR
gerekir

K.pneumoniae,
P.mirabilis, Salmonella
spp (kromozomal
AmpC yoktur) plazmid-

Diger mekanizmalar 6r
porin kaybi

aracilikh AmpC

saptanir

!Sefoksitin —R- burada sokak susu (Wild type ) olmayan (MiK>8 mg/L veya zon ¢api <19
mm) izolat seklinde tanimlanmaktadir. Sefoksitine direngli izolatlaryerine, sefotaksim ve
seftazidime duyarl olmayan izolatlarin arastiriimasi, duyarhihgi yliksek ancak 6zgillGgu duslik
bir yaklasimdir (7). Sefoksitini test etmeyen laboratuvarlarda sefotaksim ve/veya seftazidime
direnc, sefepime duyarlilik ile birlestiginde, cok 6zgil olmamakla birlikte Amp C icin bir baska
belirteg olarak kullanilabilir.
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5. Gram-negatif basillerde polimiksin direnci

Diren¢ mekanizmasi saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarhhginin siniflandiriimasi igin gereklidir Evet
Enfeksiyon kontroli igin Evet
Halk saghigi igin Evet

Enterobacteriaceae lyelerinde kazanilmis polimiksin direnci son yillarda tiim dinyada
gorulmektedir. Hayvanlar, hayvansal gidalar ve insanlarda plazmid-aracilikli direncin ortaya
¢ikmasi, yayilim potansiyeli nedeniyle 6zellikle endise vericidir.

Daha 6nceleri polimiksin direncinin sadece kromozomal oldugu ve genellikle lipid A
biyosentezini (ve dolayisiyla da LPS elektriksel yikini) diizenleyen gesitli genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklandigi bildirilmis (1,2)olmasina ragmen, 2015 yilinda, Lipid A’ya
fosfoetanolamin grubu ekleyen ve plazmid tarafindan kodlanan fosfoetanolamin transferaz
enzimine bagh plazmid kokenli kolistin direnci ilk kez bildirilmistir (1). Fosfoetanolamin
eklenmesi, LPSnin net negatif yikiinde azalmaya ve dolayisiyla da pozitif yikli polimiksinlerle
baglanma kapasitesinde diismeye yol agmaktadir. Bu yeni diren¢ mekanizmasi MCR-1 olarak
adlandinilmisti(3)r. ilk bildirimi takiben bu yeni diren¢ mekanizmasinin tiim kitalarda bulundugu
gosterilmistir. 1980’lerde izole edilmis bir izolatta da bulunmasina ragmen bu mekanizma
ozellikle son 5 yil icinde tiim dlinyaya yayilmis gibi gozikmektedir (4). 2016 yili icerisinde de bu
enzimin, MCR1.2 ve MCR-2 olarak adlandirilan iki yeni varyanti bildirilmistir (5,6) (Cevirmenin
notu: Bu belge Tiirkgceye gevrilirken, MCR sayisi bese, MCR-1 enziminin varyant sayisi ise 8’e
(MCR-1.2-1.8) ulasmusti).

Avrupa’da invazif K.pneumoniae izolatlarinin %8.6’sI kolistine direngli iken. karbapenem direngli
izolatlar arasinda bu oran %29’a ulasmaktadir (7). Ulkeler arasinda bu agidan biiyiik farklar
bulunabildigi ve yontem ile ilgili sorunlarin da bu sayilari etkiledigi gbz onlinde tutulmalidir.
Direncin ¢cogunun kromozomal mekanizmalardan kaynaklandigi distinlilmekle beraber,
karbapenemaz lireten Enterobacteriaceae’de MCR-1 varligi ile ilgili de bircok ayin
bulunmaktadir (4)

Guniimiizde sivi mikrodiliisyon ile belirlenen MiK disinda, direncin gosterilebildgi baska bir
denenmis ve glivenilir fenotipik yontem bulunmamaktadir (gradiyent serit ve disk diflizyon bu
antibiyotik sinifi icin givenilir degildir). Yakin zamanda MCR enzimlerinin hidroliz icin ¢inkoya
bagimli oldugu saptanmistir (8). Dolayisiyla, bu enzimler de diger MBL’lerde oldugu gibi ¢inko
iyonlarinin selatérlerle baglanmasi ile inhibe olabilecekleri igin, EDTA ve dipikolinik asit temelli
inhibisyon testlerinin gelistirilmesi beklenmektedir. Ancak giiniimuzde arastirmalarin odak
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noktasi, polimiksin direncinin mekanizmaya bagli olmaksizin dogru olarak saptanmasidir.

Laboratuvarlarin kolistin duyarlihigina bakmak igin her zaman mikrodillisyon testi ve yine her
zaman kolistin siilfat kullanmasi dnerilmektedir. (9). Ozellikle disk difiizyon ve gradiyent serit
yontemleri, cok bliylk ve blyilik hatalara yol actiklari igin kullaniimamalidir (10) . Son olarak,

kolorimetrik bir yéntem de gelistirilmistir, ancak tekrarlanabilirlik agisindan birden fazla

merkezde degerlendirilmemistir (11). Eger diren¢ mekanizmasi lizerinde galisilacaksa, molekiiler

yontemler kullaniimalidir. GliniimUizde bu yontemlerin sadece kolistin direncli izolatlarda

uygulanmasi 6nerilmektedir.

Kalite kontroli hem kolistin duyarli (E.coli ATCC 25922 veya Pseudomonas aeruginosa 27853)
hem de kolistin direncli E.coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) suslari kullanilarak yapilmalidir. E.coli
NCTC 13846 icin kolitsinin hedef MiK degeri 4 mg/L olup nadiren 2 veya 8 mg/L bulunmalidir
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6. Karbapenemaz lireten P.aeruginosa ve Acinetobacter

Diren¢ mekanizmasi saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarlilik siniflamasi igin gereklidir Hayir
Enfeksiyon kontroli igin Evet
Halk saghig igin Evet

Karbapenemaz Ureten P.aeruginosa ve Acinetobacter baumannii grubu bakteriler, Avrupa’nin
bircok bolgesinde sik olarak goérilmektedir (1). P.aeruginosa’da VIM 6zellikle VIM-2 Avrupa’da
en sik Uretilen enzimdir. Ancak Gliney Amerika Ulkelerinde KPC Ureten izolatlar da bildirilmistir
(2). Acinetobacter’de ise, basta OXA-23, OXA 24/40-, OXA-58-, OXA-143-OXA-25- benzeri

enzimler olmak lizere, OXA karbapenemazlar en sik saptanmaktadir (3).

Halen sinif D OXA-karbapenemazlar igin spesifik bir inhibitor veya bu enzimleri Acinetobacter
tirlerinde saptama/tanimlama acgisindan tatmin edici sonu¢ veren fenotipik bir test
bulunmamaktadir. Kolorimetrik yontemler denenmis, ancak genel olarak bu cinste yeterli
dogrulukta bulunmamistir (4). Acinetobacter, ayrica, metallo-beta laktamaz (MBL) sinifindan
karbapenemaz lretebilir ve gliniimiizdeki yontemler bu enzim grubunu daha basarili bir sekilde

saptayabilir.

P.aeruginosa icin MBL Etest yanisira disk tabanli testler, uzun yillardir kullanilmakta olmalarina
ragmen, oOzgllliklerinin dusiik olmasi kullanimlarini kisitlamaktadir (5-7). Bircok arastirmaci,
saptama icin kombinasyon disk yonteminin ( imipenem veya meropenem ve sinif B inhibitorleri
EDTA, DPA gibi)cesitli modifikasyonlarini 6nermisse de, bunlar genellikle tek merkezde
gelistirilmis ve valide edilmis olup, baska merkezlerde tekrarlanabilirlikleri kesin degildir (8,9).
Kolorimetrik yontemler, Acinetobacter’e kiyasla P.aeruginosa’da daha iyi calismaktadir. Bu
testler olasilikla glinimiizde 6zgilligli en iyi olan testlerdir. Ancak, molekiiler dogrulama

olmadan hicbir test tek basina kullanilabilecek kadar 6zgtl degildir.

Genel olarak karbapenemaz yapan P.aeruginosa ve Acinetobacter tanimlanmasiicin genotipik
yaklasimlar gerekliyse de, Ozellikle P.aeruginosa icin yukarida bahsedilen fenotipik testlerin

bazilari ilk degerlendirme igin yararli olabilir.
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P.aeruginosa’da karbapenem direnci degisik kromozomal mekanizmalara da bagl
olabildiginden (aktifpompa, porin degisimi veya kaybi) yapilan karbapenemaz testleri klinik
acidan bu tirde daha yararlidir. Buna karsin Acinetobacter’ de karbapenem direnci hemen

daima OXA-karbapenemaz tretimine baglidir.

Onerilen bazi kontrol suslari P.aeruginosa NCTC 13437 (VIM-10 ireticisi), ve A.baumannii NCTC
13301 (OXA-23 ureticisi)’dir. Ancak bu suslar icin duyarlilk siniflari/hedefleri bulunmamaktadir.
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7. Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)

Direncin saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarhliginin siniflandiriimasi igin gerekli Evet
Enfeksiyon kontroli agisindan Evet
Halk sagligi acisindan Evet
7.1 Tanim

R-laktam antibiyotiklerin disilk afinite gosterdigi yardimci penisilin baglayan proteinleri (mecA veya
mecC genlerinin kodladigi PBP2a/PBP2c) olan S.aureus izolatlari. Sadece anti MRSA aktivitesi olan

sefalosporinler (seftarolin ve seftobiprol) etkilenmez.
7.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik onemi

Metisiline direngli S.aureus, tim diinyada 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (1,2). MRSA
dolasim yolu enfeksiyonlarinin mortalitesi, gecikmis tedavi veya yetersiz alternatif tedavi uygulanan,
metisiline duyarl izolatlar ile olusan benzer enfeksiyonlardakinin iki katidir (3). MRSA enfeksiyonlari

diinyanin bir ¢cok yerinde hem hastane hem de toplumda endemiktir.
7.3 Diren¢ mekanizmalan

Direncin esas mekanizmasi yardimci bir penisilin baglayan protein olan PBP2a/PBP2c¢’ nin
sentezlenmesidir. Bu protein, izolatin “anti MRSA sefalosporinler” olarak tanimlanan yeni grup
sefalosporinler disinda tim R-laktamlara direng kazanmasini saglar. Bu grup antibiyotiklerin MRSA’ya
karsi etkili olabilmesi i¢in PBP2a’ya ve biiyiik olasilikla mecC'nin kodladigi PBP’ye yiiksek afinitesi
vardir (4). Yardimci PBP’ler mecA geni veya yakin zamanda tanimlanan mecC geni tarafindan
kodlanmaktadir (5). mec elementi S.aureus’a yabancidir ve metisiline duyarh S.aureus’da bulunmaz.
mecA genini heterojen olarak ifade eden ve oksasilin MiK’inin ¢ogunlukla diisiik oldugu izolatlar
duyarlilik testlerinin dogrulugunu etkilemektedir (5). Bazi izolatlar oksasiline disik diizeyde direng
gosterir ancak mecA veya mecC negatiftir ve alternatif PBP Uretmemektedir[ (borderline duyarli
S.aureus (BORSA) ]. Bu izolatlar olduk¢a enderdir ve diren¢ mekanizmasi ¢ok iyi tanimlanmamustir;

buna karsin B-laktamazlarin asiri Urtetimi veya var olan PBP’lerde degisiklik olmasina bagli olabilir (6).

Dinyanin farkl bolgelerinde mecA’nin inaktivasyonuna bagh olarak sefoksitin ve oksasiline duyarli

olan mecA potzitif S.aureus izolatlari (OS-MRSA) tanimlanmistir. Bu suslar oksasiline duyarh olup
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sefoksitine direncli olan heterojen direncgli MRSA’lardan degisiktir (7, 8). Konvansiyonel fenotipik
sonuglar ve mecA igin pozitif olan PCR sonuglarina gore boyle izolatlarin sikliginin yaklasik %3 oldugu
tahmin edilmektedir. Bir olguda uzamis tedavi sirasinda metisiline duyarliliktan direngli hale gegis
gosterilmistir (9), ancak baska olgularda da olabilecegi diisinilmektedir ve donlsebilen tipteki bu
direncin sikligi heniiz bilinmemektedir. Bu izolatlar sadece molekiiler testler ile saptanabilir.
Belirtilmelidir ki bu, tiim suslarda molekiler analiz yapilmasini gerekli kilmaz, sadece tedavide basari
saglanamayan durumlarda bu fenomen o6nemli olabilir. Eger rastgele teslerde veya tedavide
basarisizlik nedeniyle yapilan tarama testi sonucu mecA geni saptandiysa izolat her zaman direncli

olarak bildirilmelidir.
7.4 S.aureus’ da metisilin direncini saptamada onerilen yontemler

Metisilin/oksasilin direnci MiK belirlenerek ve disk difiizyonla saptanabilir. Agliitinasyon PBP2a ‘yi
saptamada kullanilabilir ancak PBP2c’ yi dogru olarak saptamayabilir. PCR ile genetik saptama

glvenilir bir ydontemdir.
7.4.1 MiK veya disk difiizyon ile saptama

Direncin heterojen ifadesi 6zellikle oksasilin MiK’lerini etkileyerek duyarl gériinmesine neden olabilir.
Sefoksitin heterojen direng de dahil, mecA/mecCye bagh metisilin direncinin ¢ok duyarh ve 6zgil bir
gostergesidir ve secilmesi gereken ilagtir. Oksasilin ile disk diflizyon 6nerilmemektedir ve mecA
varligiyla iyi korelasyon gostermedigi icin EUCAST sinir deger tablosunda zon ¢api yorumlama sinirlari

artik yer almamaktadir.

A. Sivi mikrodillisyon

Standart yéntem (ISO 20776-1) kullanilir ve sefoksitin MiK’leri >4mg/L olan suglar metisiline direngli

olarak bildirilir.

B. Disk diflizyon

EUCAST disk diftizyon yontemi kullanilir. Sefoksitin (30 pg disk) zon ¢api <22mm olan suslar metisiline

direncli olarak bildirilir.
7.4.2 Genotipik ve latex agliitinasyon yéntemleri ile saptama

mecA ve mecC genlerinin PCR ile genotipik olarak (10, 11), PBP2a proteininin latex aglitinasyon kiti
ile saptanmasi ticari veya ev yapimi testler ile olanaklidir. PBP2c ticari testlerin ¢ogunda

saptanamamaktadir.
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7.4.3 Kontrol suslari

Asagida fenotipik ve genotipik testler icin bazi kontrol suslari verilmektedir. Bu suslar igin kalite
kontrol araliklari bulunmamaktadir. Ticari yontem kullanicilari hangi kontrol suslarinin kullanilacagina

iliskin paket icindeki agiklamayi okumalidir.

Tablo 1. MRSA testleri icin bazi kontrol sus 6rnekleri

Sus Mekanizma

S.aureus ATCC 29213 Metisiline duyarli
S.aureus NCTC 12493 Metisiline direncli (mecA)
S.aureus NCTC 13552 Metisiline direngli (mecC)
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8. Vankomisine direngli Staphylococcus aureus

Direncin saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarhliginin siniflandiriimasi icin gerekli Evet
Enfeksiyon kontrolil agisindan Evet
Halk sagligi agisindan Evet
8.1 Tanim

S.aureus’da vankomisine direng icin EUCAST MIK sinir degeri >2mg/L’ dir. Son vyillarda vankomisin
sinir degerleri dislirilmis ve “orta” grubu kaldirilmistir. Buna karsin, Van-A kokenli yiksek dizeyde
vankomisin direncli S.aureus (VRSA) ile VanA icermeyen dislik dizey direncli izolatlar arasinda
onemli degisiklikler vardir. Bu nedenle, vankomisine diislik diizeyde direng gdsterip non-Van A olan
izolatlar icin vankomisin intermediate (orta) direngli S.aureus (VISA) ve heterodirengli vankomisin
orta direngli S.aureus (hVISA) tanimlari kalmigtir. Agir bir S.aureus enfeksiyonu gegirmekte olan
hastada vankomisin tedavisi uygulandiginda mutlaka MiK belirlenmelidir. Belirli olgularda, érnegin,
tedavi basarisizhgi stiphesinde hVISA icin test yapilmasi 6nerilir. hVISA’nin dogrulanmasi karmasik bir

islem oldugundan antibiyotik slirveyansi VISA ve VRSA saptanmasina odaklidir.

VRSA: Vankomisine direncli S.aureus

Vankomisine yiiksek diizeyde (MiK >8mg/L) direng gdsteren S.aureus izolatlar

VISA: Vankomisine orta direncli S.aqureus

Vankomisine diisiik diizeyde (MiK 4-8mg/L) direnc gdsteren S.aureus izolatlari

hVISA: Vankomisine heterojen distik-diizeyde direncli S.aureus

Vankomisine duyarli olan (MiK <2mg/L) S.aureus toplumunda az sayida (10° hiicrede 1) vankomisin

MiK’i >2mg/L olan izolat bulunmasi; popiilasyon analizi profili (PAP) arastirmasi ile saptanir.

Bu terimlerin olmasina karsin yukaridaki tim kategorilerin klinik olarak direngli kabul edilmesi

gerekir.
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8.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik onemi

Avrupa’da glikopeptidlere azalmis duyarlilik gosteren izolatlarin sikligina iliskin son yillarda yapilmis
arastirma yoktur. Tek merkezlerden alinan bildirimlere gére Avrupa’da MRSA icinde hVISA'nin
sikhginin £ %2 oldugu, VISA'nin %0.1’ in altinda oldugu tahmin edilmektedir (1). Avrupa’da heniz
VRSA bildirilmemistir (1) ve diinyada da ¢ok nadirdir (2). hVISA'nin sikhgl bolgesel olarak yiiksek
olabilir (1) ve cogunlukla belirli klonal tiplerin yayilhimiyla iliskilidir (2). MiK’leri yiikselmis (VISA) veya
direncli alt poptlasyon iceren (hVISA) lerin cogu MRSA’dir.

hVISA'nin klinik 6neminin saptanmasi gugtir ¢lnki iyi kontrollii prospektif ¢alisma yapilmamistir.
Buna karsin, en az iki agir enfeksiyonda hVISA varliginin tedavi basarisini azalttigi distindlmustir (2,
3). Bu nedenle, tedaviye yanit vermeyen kan dolasimi enfeksiyonlarinda hVISA varliginin
arastirilmasi uygun olur. Son zamanlarda sokak tipi araligin ist bolimiinde (MiK >1mg/L) MiK’lere
sahip izolatlarin tedavide basarisizlikla iliskili oldugu ve en azindan kan dolasimi enfeksiyonlarinda
mortalitenin artmasina yol acabileceklerine iliskin kanitlar artmistir (3-8). Bu goézlemlerin olasi nedeni
kesin olmamakla beraber vankomisinin tedavi dozlarinin yetersiz olmasiyla ilgili olabilir (9, 10). Ayrica,
bu bulgularin yorumu farkli test ydntemleri uygulanarak belirlenen MiK’lerin farkli olmasi nedeniyle

giclesmektedir (8, 9).

hVISA’nin mekanizmasi karmasiktir ve saptanmasi PAP analizi ile yapilabilir (11). Bu da son derece
kiilfetli bir is olup, 6zel ekipmana ve yiiksek diizeyde teknik deneyime gereksinme gosterir. hVISA'nin
saptanmasi icin yontemler 6zetlenecektir, ancak slirveyans amaciyla bildirimler VISA ve VRSA'ya

yonelikltir; her ikisi de MiK >2mg/L olan izolatlar olarak tanimlanir.
8.3 Diren¢ mekanizmasi

VRSA’da direnc enterokoklardan ekzojen olarak alinan vanA genine baglhdir. VISA ve hVISA’da direng
endojendir (yani, kormozomal mutasyonlar) ve mekanizmasi olduk¢a karmasiktir; tek bir gen sorumlu
degildir. VISA/hVISA fenotipinde glikopeptid baglanma hedeflerinin artisina bagli olarak bakteri hiicre
duvarinda kalinlasma vardir. hVISA fenotipi laboratuvarda ¢ogunlukla degiskendir, bununla birlikte

hVISA in vivo olarak VISA’ya donisebilir (2).

8.4 Vankomisine duyarli olmayan S.aureus’ un saptanmasi i¢in Onerilen

yontemler

Disk diflizyon hVISA veya VISA’yl saptamada kullanilamaz ancak destekleyecek calismanin sinirli

olmasina karsin VRSA icin kullanilabilir (12).
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8.4.1 MIK belirlenmesi

EUCAST (ISO 20776-1) tarafindan 6nerilen sivi mikrodillisyon testi altin standarttir. Gradiyent serit
yontemleri ile alinan sonuglarin sivi mikrodilisyon ile alinan sonuglardan 0.5-1 kat daha yiksek
oldugu akilda tutulmalidir (8, 9). S.aureus’ da vankomisine direnc igin EUCAST sinir degeri MiK
>2mg/L’dir. MiK’in >2mg/L oldugu (sivi mikrodiliisyon ile) kesinlesen izolatlarin referans laboratuvara

gdnderilmesi gerekir. MiK belirlenerek hVISA saptanamamaktadir.
8.4.2 VRSA, VISA ve hVISA saptanan testler

hVISA’nin saptanmasi glictlir, bu nedenle saptama, tarama ve dogrulama olarak ayrilmistir. Tarama
icin birkac 6zgll test gelistirilmistir. Dogrulama, izolatin degisik vankomisin konsantrasyonu iceren bir
dizi agar plaginda popilasyon profili analizini yaparak (PAP-AUC) saglanir (11). Bu yontem vyeterli
deneyim olmadikca teknik olarak glictiir ve ¢ogunlukla referans laboratuvarlarinda yapilmaktadir.
Vankomisin ve kazein tarama agarinda (13) uygulanan yontemde yiksek duyarlilik ve o6zgilluk
bulunmakla birlikte sadece bir calismada degerlendirilmistir ve heniliz dnerilmesi olanakh degildir.
Siradaki yontemlerin timinde VRSA ve VISA saptanabilmektedir ve c¢ok merkezli calismalarda

degerlendiilmislerdir (14, 15).

A. Makro gradiyvent test

Bu test azalmis vankomisin duyarlihigini gosterir ancak okunan sonuglarin MiK degeri olmadig
bilinmelidir. Ayrica, bu test hVISA, VISA ve VRSA’yi ayirdetmemektedir. Testin yapilisi Greticinin
onerileri dogrultusundadir. Ayrica inokilumun (2.0 McFarland) standart gradiyent testlerden daha
ylksek oldugu ve Mueller Hinton agar yerine Brain heart Infusion (BHI) da yapildigi bilinmelidir.
Bundan baska, test 48 saat sonra okunmaktadir. Vankomisin ve teikoplanin icin MiK > 8mg/L VEYA

sadece teikoplanin icin = 12mg/L, pozitif sonug olarak kabul edilir.

Her iki kriterde teikoplanin bulundugu icin vankomisinin test edilmesi teikoplanin sonucuna

dayanmaktadir. Algoritma su sekilde olmalidir:

e Teikoplanin sonucu = 12mg/L; VRSA, VISA veya hVISA
e Teikoplanin sonucu 8mg/L; vankomisini test et. Eger vankomisin sonucu =8 mg/L ise, o0 zaman
VRSA, VISA veya hVISA.

e Teikoplanin sonucu <8mg/L; VRSA, VISA veya hVISA degil
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B. Glikopeptid direncinin saptanmasi icin gradient test (G-test)

Test, Ureticinin Onerileri dogrultusunda yapilir. Eger G-test sonucu vankomisin veya teikoplanin igin

>8 mg/L ise test sonucu pozitiftir.

C. Teikoplanin tarama agari

5mg/L teikoplanin iceren Mueller Hinton agari kullanilr (14). 2.0 McFarland standardina esdeger
bulaniklik elde etmek icin bakteri %0.9 serum fizyolojik icinde siispanse edilir. Agar yiizeyine 10uL
inokllum damlatilir ve plak 24-48 saat 35 °C’da inkiibe edilir. 48 saatte tireme olmasi glikopeptidlere

azalmis duyarliliga isaret eder.

D. hVISA/VISA icin dogrulama testleri

Tarama testinde azalmis duyarlihk gdsteren ve MiK testinde VRSA veya VISA olarak tanimlanmayan

her izolat hVISA olabilir ve referans bir merkezde PAP-AUC testi ile arastirilmahdir (9).

8.4.3 Kontrol suslar

Asagida fenotipik testler icin bazi kontrol suslari verilmektedir. Bu suslar icin kalite kontrol aralklar
bulunmamaktadir. Ticari yontem kullanicilari hangi kontrol suslarinin kullanilacagina iliskin paket

icindeki agiklamayi okumalidir.

Tablo 1. S.aureus’da vankomisin direncini test etmek icin bazi kontrol sus 6rnekleri

Sus Mekanizma
S.aureus ATCC 29213 Glikopeptide duyarli
S.aureus NCTC 700698 hVISA (Mu3)
S.aureus NCTC 700699 VISA (mU50)
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9. Vankomisine direngli Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis

Direncin saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarhliginin siniflandiriimasi igin gerekli Evet
Enfeksiyon kontrolil agisindan Evet
Halk sagligi agisindan Evet
9.1 Tanim

Vankomisine direncli olan (MiK >4mg/L) Enterococcus faecium veya Enterococcus faecalis (VRE)
9.2 Klinik ve /veya epidemiyolojik onemi

Enterokoklar, 6zellikle E.faecium, genellikle klinikte kullanimda olan birgok antibiyotige direnclidir. Bu
nedenle vankomisine direngli enterokoklara (VRE) bagli enfeksiyonlarin tedavisi giictir ve tedavi
secenekleri kisithdir. VRE’ler hastane ortaminda ¢ok cabuk yayilir ve kalir. Bircok kiside kolonize olur,
bunlardan ¢ok az boliminde enterokok enfeksiyonu c¢ikar (1,2). VanB iceren izolatlar genellikle
fenotipik olarak teikoplanine duyarhdir. Enterokoklarda vanB icerip tedavi sirasinda teikoplanin
direnci ¢tkmis olan iki olgu (3, 4) ve yakinlarda tedavide basarisizlik gozlenen doért olgu bildirilmistir
(5). Bu da, teikoplaninin VanB iceren enterokoklarda dikkatli kullanilmasi gerektigini gostermektedir.

Klinik olarak dnemli olan Van enzimleri icin tipik MiK degerleri Tablo 1’de gdsterilmistir.

Tablo 1. VanA veya VanB ifadesi olan enterokoklarda gilikopeptidlerin MiK degerleri

MiK (mg/L)
Glikopeptid VanA VanB
Vankomisin 64-1024 4-1024
Teikoplanin 8-512 0.06-1

9.3 Diren¢ mekanizmasi

Klinikte 6nemli olan mekanizma ¢ogunlukla plazmid kaynakli VanA ve VanB ligazlara baghdir. Bunlar
peptidoglikanin ucundaki D-Ala(nin)’ i D-Lac(tat) ile degistirmektedir. Bu degisiklik glikopeptidlerin

hedefe baglanmasini azaltir. VanA lreten suslar hem vankomisin hem de teikoplanine direng
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olustururken, VanB Ureten suslar diren¢ operonunda indiiksiyon olmamasi nedeniyle teikoplanine
duyarhdir. Daha az siklikta gorilen diger Van enzimleri; VanD, VanE, VanG, VanL, VanM ve VanN’dir

(6-9). Bununla birlikte vanM’nin Cin’de E.faecium’da 6nemli bir artis gosterdigi bildirilmistir (10).

Diger enterokok tiirlerinde de (E.raffinosus, E. gallinarum, ve E. casseliflavus gibi) vanA, vanB veya
yukarida s6z edilen enzimleri icerebilir, buna karsin bu suslar oldukca enderdir. E. gallinarum ve E.
casseliflavus’ da kromozomal VanC enzimleri bulunur. VanC disiik diizeyde vankomisin direncine (

MiK 4-16mg/L) yol acar ancak enfeksiyon kontrolii agisindan dnemli kabul edilmez (11).

Van genlerinin ifadesinin genetik olarak sessiz oldugu ve glikopeptidlerin secici baskisi altinda
donusebilen VRE igin “Vankomisin degisken enterokok” (VVE) terimi kullanilir (12, 13). Ayrica, “disik-
MIK ‘li VRE”, vankomisin ile indiiksiyonun disiik olmasi nedeniyle basta vanB genlerinin ifadesinin
diisiik oldugu ve sinir degerlerin altinda MiK degerleri veren vanB izolatlari icin kullanilan bir terimdir.
Bu diisiik-MiK VRE’lar vankomisinle uzun temas sonrasinda MiK’lerini sinir degerin {izerine gikarabilir
(14). Hem VVE, hem de diisiik-MiK VRE suslari sadece molekiiler analiz ile saptanabilir. Su anda

degisik cografi bolgelerdeki sikliklari bilinmemektedir.

9.4 E. faecium ve E. faecalis’de glikopeptidlere direncin saptanmasi icin

onerilen yontemler

Vankomisin direnci, MiK saptanmasi, disk difiizyon ve agarda sinir deger yéntemi ile belirlenebilir.
Her ¢ yontemde de indiklenebilen direnci olan izolatlarin saptanabilmesi icin plaklarin tam 24 saat

inkiibe edilmesi 6nemlidir.

Her (¢ yontemde vanA’ya baglh direng belirlenebilir. vanB’ye bagl direncin saptanmasi daha glictiir.
Agar veya buyyonda MIK saptanmasi vanB igin her zaman giivenilir degildir (15-17). Daha eski
bildirimlerde vanB’ ye bagl direncin otomatize yontemlerde sorunlu oldugu gézlenmektedir (18). O
zamandan beri otomatize sistemlerde glincellemeler yapilmis olmakla birlikte bu yéntemlerin
performanslarinin vanB’ye bagli direncin saptanmasinda ne kadar arttigini 6lgen arastirmalar
yapilmamistir. 5ug’hk vankomisin diski ile yapilan disk difiizyon testi gili¢c olabilir ancak sonuglarin
degerlendirilmesinde EUCAST'In belirledigi adimlara kesin uyulmasi kosuluyla iyi sonu¢ vermektedir

(19).

MiK veya disk diflizyon test sonuglari yorumlanirken izolatin E. gallinarum veya E. casseliflavus
olmadigindan emin olunmalidir; arabinoz testinin pozitif olmasi nedeniyle E. faecium ile karisabilirler.

Enterokoklarda tiir ayrimi icin MALDI-TOF mass spektrometre testi cok kullanislidir (20). MALDI-TOF
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olmayan yerlerde MGP (metil-alfa-D-glukopironidaz) testi veya hareket testi

E.gallinarum/E.casseliflavus’ u E.faecium’ dan (MGP negatif, hareketsiz) ayirmak icin kullanilabilir.
9.4.1 MiK saptanmasi

MIiK’ ler agar diliisyon, sivi mikrodiliisyon veya Gradiyent MiK ydntemleri ile saptanabilir.

Sivi mikrodiltisyon EUCAST’in 6nerdigi gibi ISO 20776-1 standardina gore yapilr.

9.4.2 Disk difiizyon testi

Disk diflizyon i¢in EUCAST’In Onerdigi yontem titizlikle uygulanmalidir. Zonlar isiga karsi tutularak
belirsiz kenarlar ve/veya mikrokoloniler yoniinden incelenir. Belirgin zon kenarlari izolatin duyarl
oldugunu gosterir, ve keskin zonlara sahip olup zon caplari sinir degerlerin Ustlinde olan izolatlar
vankomisine duyarli olarak bildirilebilir. Zon kenarlari belirgin olmayan veya zon iginde lreme
gdzlenen izolatlar (Sekil 1) zon capi ne olursa olsun direncli olabilir ve MiK ile dogrulanmadikca
duyarh olarak bildiriimemelidir. Yeni yapilan ¢cok merkezli bir arastirmada, 6zellikle belirsiz zonlari
yorumlamada deneyimli olan laboratuvarlarda disk diflizyon yontemi, vanB ireten enterokoklarin
saptanmasinda VITEK2'den Ustin bulunmusur (19). Disk difizyon, kolay lreyen bakteriler icin
EUCAST disk difiizyon ydntemine gére uygulanmistir. indiiklenebilir direnci olan bazi izolatlar icin

direnci saptamada 24 saatlik inkiibasyon gereklidir.
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Sekil 1. Enterococcus spp. de vankomisin disk diflizyon testlerinin okunusu

a). Keskin zon kenarlari ve zon ¢api 2 12mm. “Duyarli” bildir.
b-d). Belirsiz zon kenarlari ve/veya zon iginde koloniler. Zon ¢api ne olursa olsun “direncli” bildir.
9.4.3 Sinir deger agari

Brain heart Infusion agarda 6mg/L vankomisin ile yapilan sinir deger agar testleri vanA ve vanB
pozitif izolatlarin saptanmasi igin givenilir testlerdir (19). Sinir deger agarlar ticari Greticiden
saglanabilir veya laboratuvarda hazirlanabilir. Sinir deger agar testi, 6mg/Lvankomisin iceren Brain
heart infusion agara 1X10°-1X10° cfu (10 pL 0.5 McFarland siispansiyonu) damlatilarak yapilir.
indiiklenebilir direnci olan bazi izolatlarin belirlenebilmesi icin inkiilbasyon 35° +1 C’ da 24 saat

olmalidir. Birden fazla koloni Gremesi pozitif test olarak kabul edilir.
9.4.4 Genotipik test

vanA ve vanB’ye yonelik PCR kullanimi ile vankomisin direncinin saptanmasi da laboratuvar veya

ticari yontemler ile yapilabilir (20-22).
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9.4.5 Kalite kontrol

Asagida fenotipik ve genotipik testler icin bazi kontrol suslari verilmektedir. Bu suslar icin kalite
kontrol araliklari bulunmamaktadir. Ticari yontem kullanicilari hangi kontrol suslarinin kullanilacagina

iliskin paket icindeki agiklamayi okumaldir.

Tablo 1. Enterokoklari test etmek icin bazi kontrol sus 6rnekleri

Sus Mekanizma

E.faecalis ATCC 29212 Vankomisine duyarli
E.faecalis ATCC 51299 Vankomisine direncli (vanB)
E.faecium ATCC 12202 Vankomisine direncli (vanA)
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10. Penisiline duyarli olmayan (sokak tipi disindaki) Streptococcus
pneumoniae

Direncin saptanmasinin 6nemi

Antibiyotik duyarhliginin siniflandiriimasi igin gerekli Evet

Enfeksiyon kontrolil agisindan Hayir
Halk sagligi agisindan Evet

10.1 Tanim

Degisiklige ugramis, B-laktamlara karsi afiniteleri azalmis penisilin baglayan proteinler (PBP’ler)
nedeniyle penisiline azalmis duyarlilik (sokak tipinin istiinde MiK’lere sahip; >0.06mg/L) gdsteren

S.pneumoniae izolatlari.

10.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik onemi

S.pneumoniae tim dinyada pndmoninin en yaygin etkenidir. Morbidite ve mortalitesi yliksektir ve
her yil yaklasik UGg¢ milyon kisinin pndmokokal enfeksiyonlardan 6ldiglu tahmin edilmektedir.
Penisiline disik diizeyde duyarli olmama durumu menejit benzilpenisilin ile tedavi edildiginde
mortalitenin artmasina neden olmaktadir (1). Diger enfeksiyonlarda ylksek dozlar verilirse diistik-
diizeyde dirence bagl bir mortalite artisi olmaz. Birgok lilkede cesitli pndmokok serotiplerine karsi
asilama programi yaratilmektedir ve bu da invazif izolatlarda gézlenen direng diizeylerini etkileyebilir
(2). Bununla birlikte, bu dokiimanda tanimlanan diger bircok patojenden farkh olarak saglik
kurumlarinda yayihm gostermemelerine karsin, duyarli-olmayan S.pneumoniae halk sagligi agisindan

onemli bir klinik sorun yaratmaya devam etmektedir.

10.3 Diren¢ mekanizmasi

S.pneumoniae’de alti PBP vardir ve PBP 2x penisilinin birincil hedefidir (3). Dislik afiniteli PBP’leri
kodlayan “mozayik genler” kommensal viridans streptokoklardan yatay olarak gen transferinin
sonucudur (3). B-laktam direncinin dizeyi izolatta bulunan dislk afiniteli mozayik PBP’lerin yaninda
S.pneumoniae igin esansiyel olan belirli PBP’lerin degisimine baglidir 84). Benzilpenisilin icin MiK
degerleri 0.12-2mg/L olanlar vyiksek dozda penisilin  kullanildiginda menenijit disindaki
enfeksiyonlarda duyarl kabul edilir; buna karsin menenijit etkeni olan suslar her zaman direngli olarak

bildirilmelidir (5).

54



10.4 Penisiline duyarhligi azalmis S.pneumoniae’larin saptanmasi icin 6nerilen yéntemler
Penisiline azalmis duyarllik fenotipik olarak MiK veya disk difiizyon yéntemleriyle saptanabilir.

10.4.1 Disk diftizyon yéntemi

1 ug oksasilin diskleri ile yapilan disk diflizyon yontemi penisiline azalmis duyarhgl olan izolatlarin
saptanmasi igin etkili bir tarama yontemidir (6-8). Yontem ¢ok duyarli olmakla birlikte 6zgllligu ¢ok
yuksek degildir ¢linkii zon ¢api €£19mm olan suglarin benzilpenisiline duyarhliklari degiskendir ve
tarama yontemi ile sokak tipi disinda bulunan tiim suslarda benzilpenisilin MiK’i saptanmalidir (8).
Benzil penisilin disindaki beta-laktamlara duyarliligin tahmin edilmesi igin, oksasilin zon ¢api Sekil-

1’de agiklandigi gibi kullanilabilir.
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Disk difizyon testi 1 oksasilin diski ile
[
| ]

Zon ¢apl 2 20 mm Zon ¢api <20 mm*

l

Klinik sinir degeri olanlar digindaki tim -
laktamlara, yaninda “not” olanlar dabhil,
duyarh bildir; Sadece sefaklor bildirilecek ise
orta direncli bidirilmelidir

' 1

Benzilpenisilin* Ipenisili -
(menenjit) ](39“21 p‘?_{;lSl n Ampisilin, amoksisilin ve piperasilin (B-laktamaz Diger R-laktam
menenjl oL e .
ve dl$lnda] tiim inhibitérli ve inhibitérsiiz), sefepim, sefotaksim, antibiyotikler
Fenoksimetilpenisilin enfeksiyonlar) seftarolin, seftobiprol ve seftriakson
(tim endikasyonlar)
|
Oksasilin zonu 28 mm Oksasilin zonu < 8 mm

MIK’i belirleyip klinik sinir degerlere v

Direncl bildir MK’ i belfrle ve Duyarl bildir
gore yorumla. Ampisilin, amoksisilin ve

klinik sinir

piperasilin igin (B-laktamaz inhibitorli
veya inhibitorsiiz) duyarlihg ampisilin
MiK’ine gére bildir.

degerlere gore
yorumla

Sekil 1. S.pneumoniae’ de f3-laktam direnci tarama (*Oksasilin 1 pug <20mm: Her zaman
benzilpenisilin MiK’ini belirleyin, ancak diger R-laktamlari yukaridaki énerilere gére bildirmeyi ve

menenjitte benzilpenisilin bildirimini ertelemeyin)
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Tablo 1. S. pneumoniae’da B-laktam direncinin taranmasi.

Oksasilin Antimikrobiyal ajan ileri test ve/veya yorumlama
(1 pg) zon capi
(mm)
220 mm Klinik sinir degerleri listelenmis | Klinik endikasyona bakmaksizin duyarli olarak
olan (“Not” uyarisi bulunanlar | raporla
dahil) tim B-laktam ajanlar
Benzilpenisilin (menenijit) ve | Direngli olarak raporla
fenoksimetilpenisilin (tim
<20 mm endikasyonlar)

Ampisilin, amoksisilin ve piperasilin
(B-laktamaz inhibitorli veya
inhibitorsiz), sefotaksim,
seftriakson ve sefepim

Oksasilin zon ¢api > 8 mm: Duyarh olarak raporla

Oksasilin zon ¢api < 8 mm:

Klinik kullamimi diisiinilen B-laktam ajanin MiK
degerini belirle ancak ampisilin, amoksisilin ve
piperasilin (B-laktamaz inhibitorli veya
inhibitérsiiz) icin  duyarhligi  ampisilin ~ MIK
degerinden kestir

Diger B-laktam ajanlar (menenjit
disi enfeksiyonlar icin kullanilan
benzilpenisilin dahil)

Klinik kullanimi disiiniilen ajani bir MiK yéntemi ile
test et ve sonuglar klinik sinir degerlere goére
yorumla

*QOksasilin 1 pg < 20 mm: Her zaman benzilpenisilin MiK degerini belirle, ancak diger B-laktamlarin
yukarida onerildigi sekilde raporlanmasini geciktirme.

8.4.2 Klinik sinir degerler

Penisilin sinir degerleri birincil olarak pndmokokkal menenjitte tedavi basarisini garanti

etmek amaciyla planlanmisti. Ancak klinik ¢alismalar penisilin orta duyarh suslarla gelisen

pnomokokkal pndmonilerde parenteral penisilin tedavisi sonucunun diger ajanlarla tedavi

edilen hastalarla farkllik gostermedigini ortaya koymustur. Mikrobiyolojik, farmakokinetik ve

farmakodinamik veriler dikkate alinarak menenjit disi izolatlar igin benzilpenisilin klinik sinir

degerleri tekrar gézden gecirilmis ve glincel EUCAST sinir degerleri Tablo 2’'de listelenmistir.

Tablo 2. Menenjit ve menenjit disi durumlarda benzilpenisilin duyarhliginin raporlanmasi

Endikasyonlar | MiK sinir | Notlar
deger (mg/L)
S< R>
Benzilpenisilin | 0.06 2 Pnomonide, 1.2 g x 4 doz uygulandiginda, MiK < 0.5 mg/L
(menenijit olan izolatlar benzilpenisilin duyarh olarak
disi) degerlendirilmelidir.
Pnémonide, 2.4 g x 4 veya 1.2 g x 6 doz uygulandiginda,
MiIK < 1 mg/L olan izolatlar benzilpenisilin duyarli olarak
degerlendirilmelidir.
Pnomonide, 2.4 g x 6 doz uygulandiginda, MiK < 2 mg/L
olan izolatlar benzilpenisilin duyarh olarak
degerlendirilmelidir.
Benzilpenisilin | 0.06 0.06
(menenijit)
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Not: 1.2 g benzilpenisilin 2 MU (milyon Unite) benzilpenisiline esittir.

8.4.3 Kalite kontrol

Tablo 3. Benzilpenisilin duyarlilik testi igin uygun olan kontrol suslari.

Sus

Mekanizma

S. pneumoniae ATCC 49619 | PBP’de degisim, benzilpenisilin MiK 0.5 mg/L
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