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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
gorisi 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 igin pratik dnerler gelistirmek amaci ile yola ¢ikmistir. Bu
belgenin her bolimiinde; 6zel bir direng mekanizmasinin tanimi, saptanmasinin klinik
ve/veya halk sagligi agisindan énemi, 6nerilen yontemlerin genel 6zeti ve ayrintili
yontem Onerisinin kaynaklari yer almaktadir.

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

Rehber halen goéris alinma asamasindadir.

Onerilerde yer alan kimyasallar ve diger malzeme i¢in miimkiin oldugunca jenerik
adlar kullanilmustir. Ticari Griin adlardan kacinilmaya calisiimis, ancak bazi durumlarda
s6z edilmistir.

Yine bazi mekanizmalarin her zaman klinik dirence yol agmamsina ragmen,
saptanmalarinin enfeksiyon kontroli ve halk saghgi agisindan 6nemli oldugu akilda
tutulmahidir. Bunun sonucunda 6zellikle gram negatif basillerdeki genisletilmis
spektrumlu B-laktamazlar (GSBL) ve karbapenemazlar agisindan; mekanizma
saptanmasina ragmen, bakteri her zaman “direngli” kategorisinde yer almayabilir.
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2. Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae

Diren¢ mekanizmasi saptanmasinin 6nemi

Antimikrobiyal duyarhlik saptanmasi igin gereklidir Hayir
Enfeksiyon kontroli Evet
Halk sagligi Evet
2.1 Tanim

Karbapenemazlar; penisilinleri, cogu zaman sefalosporinleri ve degisen derecelerde olmak
Uzere karbapeemleri 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 tilkesinde 1990’larin ikinci
yarisinda baslamis ve temel olarak Pseudomonas aeruginosa’da gozlenmistir (1). Daha
sonralari, Yunanistan’da Klebsiella pneumoniae izolatlarinda bir Verona integron aracih
metallo-B-laktamazi (VIM) salgini ortaya ¢ikmis (2), bunu bir K.pneumoniae Karbapenemazi
(KPC) salgini izlemistir. Ginlimizde KPC, Avrupa Ulkelerinde Enterobacteriaceae lyelerinde
en sik bulunan karbapenemazdir (1). invazif K.pneumoniae izolatlarinin Yunanistan igin
yaklasik %601, italya icin yaklasik %15’i, karbapenemlere duyarli bulunmamaktadir (3). Diger
Avrupa Ulkelerinde de salginlar gézlenmesine ragmen, invazif izolatlardaki problem bu denli
yaygin degildir (1). Problem yaratan diger karbapenemazlar, 6zellikle Hindistan ve Ortadogu
Ulkelerinde prevalansi yiiksek olan ve Avrupa llkelerine tasinan Yeni Delhi metallo beta-
laktamazi (new Delhi metallo-B-lactamase ; NDM) ve Tirkiye’den kdken almis olan OXA-48-
benzeri B-laktamazlardir. OXA-48- benzeri enzimler, gesitli Avrupa tlkeleride salginlar
yapmistir, simdi de hizla yayilmaktadir (1).

Karbapenemazlar, tim beta-laktamlara dirence yol agmalari nedeniyle bir endise kaynagi
olusturmaktadir, ¢linkli karbapenemaz Ureten suslar genellikle diger direng mekanizmalarini
da tasidiklari icin coklu direnclidirler ve karbapenemaz lreten Enterobacteriaceae
enfeksiyonlari yiksek mortalite hizlari ile iliskilidir (4-6).

2.3 Diren¢ mekanizmasi

Karbapenemazlarin ¢ogu, plazmidler lizerindeki transpoze olabilen elemanlarca kodlanan,

kazanilmis enzimlerdir. Karbapenemazlar cesitli diizeylerde eksprese edilebilir. Ayrica gerek
biyokimyasal 6zellikleri gerekse etkiledikleri beta-laktam spektrumu acisindan birbirlerinden
farkhdirlar. Ekspresyon duzeyi, B-laktamazin 6zellikleri, diger direng mekanizmalarinin varhigi




(diger B-laktamazlar, aktif pompa, gecirgenlik degisimleri), karbapenemaz-ireten izolatlarda
gozlenen farkh direng fenotiplerine yol agmaktadir (7,8). Enterobacteriaceae lyelerinde
karbapenem duyarliiginda azalma, GSBL veya AmpC enzim Uretimi ve porin degisimleri veya
kaybi ile birlikteyse de gorilebilmektedir (9)

Karbapenemaz Ureten izolatlarin ¢cogu genislemis spektrumlu (oksimino) sefalosporinlere de
direncglidir (10). Bazi enzimlerin varliginda (6r OXa-48 benzeri enzimler), bakteri
sefalosporinlere duyarli da olabilir. Ancak, bu izolatlarin ¢ogu 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, epidemiyolojik acidan yliksek 6nem
tasidig1 kabul edilir (11).

2.4 Enterobacteriaeceae liyelerinde karbapenemaz iiretiminin saptanmasi igin
onerilen yontemler

2.4.1 Karbapenemaz liretiminin taranacagi fenotipler

Karbapenemaz lireten Enterobacteriaceae iiyelerinde karbapenem MiK’leri klinik sinir
degerlerin altinda olabilir (10,11,13). Ancak,EUCAST tarafindan belirlenen ECOFF degerleri
karbapenemaz lreticilerinin saptanmasi icin kullanilabilir. Meropenem, karbapenemaz
Ureticilerinin saptanmasinda duyarhlik ve 6zgulliik dengesi agisindan en iyi ajandir (10,14).
Ertapenem duyarlilik agisindan miikemmel olmakla birlikte, 6zgulligu diistktir. Bu
antibiyotik, porin mutasyonlari varliginda GSBL ve AmpC tipi enzimlere goreceli olarak
duyarli oldugu icin, bu durum 6zellikle Enterobacter spp’de belirgindir (10). Karbapenemaz
taranmasi icin uygun esik degerler Tablo 1’de gésterilmistir. Ozgulliigu arttirmak icin,
imipenem 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 ug
diklerle)
S/I sinir degeri Tarama esik S/I sinir degeri Tarama esik
degeri degeri
Meropenem® <2 >0.12 >22 <25°
imipenem? <2 >1 >22 <23
Ertapenem4 <0.5 >0.12 >25 <25

'Duyarlilik ve dzgilliik dengesi en iyi olan

’Bazi durumlarda OXA-48 iireten izolatlar icin zon capi 26 mm’ye kadar ulasabilmektedir. Bu

nedenle, OXA-48 lireten Enterobacteriaceae salginlarinda, 6zgulliikte diisis géze alinarak

<27 mm tarama esik degeri olarak kullanilabilir.




3imipenem ile sokak tipi (Wild type;WT) ve karbapenemaz treticileri arasindaki ayirim
goreceli olarak zayiftir. Bu nedenle imipenemin tek tarama bilesigi olarak kullaniimasi,
onerilmemektedir.

*Yiiksek duyarlilik ancak diisiik 6zgullik, bu nedenle rutin tanimlama igin 6nerilmemektedir.
2.4.2 Karbapenemaz iiretiminin dogrulanma yéntemleri

Rutin duyarlilik testlerinde, karbapenemlereduyarlilikta azalma saptandiginda,
karbapenemazlarin saptanmasi i¢in fenotipik yontemler uygulanmalhdir. Kombinasyon disk
yontemi, cesitli calismalarla valide edilmis olmasi ve ticari olarak bulunabilmesi ( Mast,
ROSCO) gibi avantajlara sahiptir. Diskler veya tabletler meropenem yani sira, 2.4.3
boéliminde belirtilen gesitli inhibitorleri icerirler. Kisaca, boronik asit sinif A
karbapenemazlari inhibe ederken, dipikolinik asit sinif B karbapenemazlari inhibe eder. Sinif
D karbapenemazlar igin kullanilan bir inhibitér bulunmamaktadir. Kloksasilin testlere asiri
AmpC Uretimi ve porin kaybi birlikteligi ile ortaya ¢ikan karbapenem direnci ile
karbapenemaz uretiminin ayrilmasi amaciyla eklenir.

inhibitér testlerinin yorumlanmasi ile ilgili akis semasi Sekil-1’de gériilmektedir. Bu
yontemlerle ilgili temel dezavantaj, yapilmasi icin 18 saat (pratikte bir gecelik inklibasyon)
gerekmesidir. Bu nedenle de yeni hizli ydntem arayislari sirmektedir.

Sekil 1

Tim Enterobacteriaceae igin Disk

difiizyonda meropenem <25 mm veya MiK

>0.12 pg/ml

I I I |

Sadece APBA/PBA VE Sadece DPA ile Sinerji Yok*
APBA/PBA ile Kloksasilin ile sinerji
sinerji sinerji
KPC (veya diger AmpC Metallo-beta- GSBL arti porin
Simif A (kromozomal laktamaz (MBL) kaybi VE/VEYA
karbapenemaz) veya plazmidik) OXA-48°

Kisaltmalar: APBA=Aminofenil boronik asit, PBA= fenil boronik asit, DPA= Dipikolinik asist (timi
kombinasyon diski testlerinde, meropenem iceren disk veya tabletlere eklenen B-laktamaz inhibitorleridir)

'KPC ve MBL birlikteligi de sinerji gérilmemsine neden olur. Normal olarak bu izolatlarin
karbapenemlereyiiksek diizeyde direnglidir. En kolay molekiler yontemlerle saptanirlar. ?Yiiksek diizey
temosilin direnci (MIC > 32 mg/L (12,18) veya temosilin diski (30ug) ile <10 mm zon (17), OXA-48 icin
fenotipik belirleyicidir.



Tanimlama da kullanilan PZR tabanl genotipik yontemler de bildirilmistir (22). Ancak
bu yontemlerin yeni B-laktamazlari tanimlayamama veya rutin icin pahali olma gibi
dezavantajlari bulunmaktadir (10). Gelistirilmekte olan ticari DNA mikroarray yontemleri bu
tip testlerin kullanici dostu olma 6zelligini arttirabilirse de genotipik yontemlerin genel
kisithliklari bunlar igin de gecerlidir (23). Slirveyans i¢in mutlak gerekli olmamakla birlikte, en
azindan referans laboratuarlarinin genotipik dogrulama yontemlerini uygulayabilir olmasi,
Onerilir.

2.4.3 Fenotipik saptama yéntemlerinin yorumlanmasi

Tablo 2’de belirtilen akis semasinda metallo-beta-laktamazlar, sinif A karbapenemazlar, sinif
D karbapenemazlar ve karbapenemaz disi mekanizmalar ayirt edilmektedir. Testler, glic
ureyenler digindaki bakteriler igcin EUCAST disk diflizyon yontemi kullanilarak yapilablir. Bu
amagla kullanilabilecek diskler (Mast, Birlesik Krallik) ve tabletler (Rosco, Danimarka) ticari
olarak bulunmaktadir (15-17). Testler Uretici 6nerilerine uyularak uygulanmalidir.

GUnumizde OXA-48 benzeri enzimler igin herhangi bir inhibitér bulunmamaktadir.
Temosiline yiiksek diizey direng (MiK>32 mg/L) OXA-48 iireten suslar icin bir fenotipik
belirleyici olarak énerilmistir (12, 17, 18). Buna karsin, diger diren¢ mekanizmalari da benzer
fenotipe yol adgabildigi icin, temosilin direnci OXA-48 —tipi karbapenemazlara 6zgul degildir.
Bu nedenle de OXA-48 varhgi genotipik yontemlerle dogrulanmalidir.

Modifiye Hodge Testi (Yonca yapragi testi), hem sonuclarin yorumunun zor olmasi hem de
duyarlilik ve 6zgllligliniin disik olmasi nedeniyle, dnerilmemektedir (10). Bu test igin de
bazi yeni degisiklikler 6nerilmisse de, bunlarin rutinde uygulanmasi zor ve zaman alicidir;
ayrica duyarllik ve 6zgulliik ile ilgili tim problemler de ¢oziilmemektedir.

Tablo-2 Disk veya tabletlerle uygulanan fenotipik testlerin yorumu (karbapenemazlar koyu
font ile yazilmistir)

B-laktamaz Meropenem (10ug) disk/tableti ile zon ¢capinda artis Temosilin
DPA/EDTA | APBA/PBA DPA+APBA CLX MiK>32mg/L

MBL 25 - - - Uygulanmaz1

KPC - 24 - - Uygulanmaz1

MBL+KPC? >5 Uygulanmaz'

OXA-48-benzeri - - - - Evet

AmpC+porin - >4 - >5 Uygulanmaz®

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 lretimi ile GSBL+porin kaybinin ayirt
edilmesinde énerilir. *iki inhibitéri (DPA veya EDTA +APBA/PBA) bir arada iceren tabletlerin kulanildigi sadece




bir yayin bulunmaktadir., ancak halen ¢ok merkezli calismalar veya tek merkezde yapilmis ¢cok sayida ¢alisma
sonuglari eksiktir.Bu fenotip Yunanistan disinda nadirdir ve karbapenemlere yiiksek diizey dirence yol agar.

2.4.4 Carba NP testi

Bu testin galisma prensibi, karbapenem hidrolizinin pH degisimine yol agmasi ve bunun
sonucunda fenol kirmizisi sollisyonunun renk degistirmesidir ( test pozitifse kirmizidan sariya
doner) (20,21). Carba NP testinin yontem onayi (validasyon basamagi) Mueller Hinton agar,
kanl agar, triptikaz soya agar ve karbapenemaz tarama besiyerlerinin cogunda Uretilmis
koloniler ile yapiimistir. Carba NP testi, Drigalski ve McConkey agar plaklarinda uretilmis
kolonilerde uygulanamaz. Tekrarlanabilir sonuglar alinabilmesi igin, yontem basamaklari ile
ilgili detaylar dikkatle izlenmeli ve uygulanmalidir.

2.4.5 Kontrol suslari

Tablo 3. Karbapenemaz testi icin 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.coliNCTC 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

Antimikrobiyal duyarhlik saptanmasi igin gereklidir Hayir
Enfeksiyon kontroli Evet
Halk sagligi Evet
3.1 Tanim

GSBL’ler oksimino-B-laktamlar (sefuroksim, 3. Ve 4. Kusak sefalosporinler ve aztreonam) da

dahil olmak tizere penisilinler ve sefalosporinlerin gogunu hidrolize eden, ancak sefamisinler
ve karbapenemleri etkilemeyen enzimlerdir. GSBLlerin gogu Ambler Sinif A’da yer alir ve -

laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam)ile inhibe olur.

3.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik 6nem

GSBL (ireten suslar, 1983’de ilk kez saptanmalarindan itibaren gecen siirede tim diinyada
gozlenir olmuslardir. Bu yayilim, klonal ¢ogalma, GSBL genlerinin plazmidler tizerinde
aktarilmalari ve nadiren de yeni enzimlerin ortaya ¢ikmasinin bir sonucudur. GSBL'ler
icerisinde en 6nemli grup CTX-M enzimleridir. Bu grubu, SHV ve TEM-tlrevi GSBL'ler
izlemektedir (2-5). Sinif A B-laktamaz inhibitorlerinden A grubuna gore disiik diizeyde
etkilenseler de, bazi sinif D OXA-tiirevi enzimler de GSB grubu iginde yer almaktadir.

GSBL uretimi en sik Enterobacteriaceae’de, 6nce hastane ortaminda, sonrali bakim evlerinde
ve 2000’li yillardan itibaren de toplumda (poliklinik hastalari, saglikli tasiyicilar, hasta ve
saglikh hayvanlar, yiyecek Grunleri) izlenmektedir. GSBL (iretiminin en sik saptandigi tirler
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’dir Ancak klinik agidan 6nemli diger
Enterobacteriaceae de GSBL liretmektedir. GSBL prevalansi; tiir, cografi bolge,
hastane/servis, hasta 6zellikleri, enfeksiyon tipi gibi bircok faktérden etkilendigi icin,
calismadan calismaya degismektedir (2,3,6,7). 2011 EARS-Net verilerine gore, 3. Kusak
sefalosporinlere duyarli olmayan invazif K.pneumoniae hizlari, Avrupa Ulkelerinin cogunda
%10u gecmistir ve bazi tlkelerde %50’den yiksektir. Bu izolatlarin ¢cogu yerel GSBL test
sonuglarina 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 bliyik farklar gosterirler.
Bir enzimin ekspresyon dlizeyi, yapisal ve hidroliz 6zellikleri ile birlikte bulunan diger direng
mekanizmalari (diger B-laktamazlar, aktif pompa sistemleri, gecirgenlik degisimleri) GSBL
Ureten izolatlarda ¢ok cesitli direng fenotipleri gérilmesine neden olmaktadir (1-4,9,10).




3.4. Enterobacteriaceae liyelerinde GSBL saptanmasi igin onerilen yontemler

Bircok bolgede, GSBL saptanmasi ve enzimlerin tanimlanmasi 6zellikle enfeksiyon kontroli
acisindan énerilmektedir. Enterobacteriaceae Uyelerinde GSBL saptanmasi agisindan
Onerilen strateji, 6ncelikle oksimino- sefalosporinlere “duyarli olmama”dzelliginin
saptanmasi ile baslamakta, bunu takiben fenotipik (bazen genotipik) dogrulama testleri
uygulanmaktadir (Tablo 1, Sekil 1).

Sefotaksim, seftriakson ve seftazdim igin EUCAST ve CLSI rehberleriyle uyumlu olarak, tarama
sinir degerinin MiK >1mg/L olmasi, dnerilmektedir (Tablo 1) (11,12). Enterobacteriaceae icin
EUCAST’in 6nerdigi klinik sinir degeri de S< 1mg/L’dir (11). Sefpodoksim GSBL tretimin
saptanmasi i¢in en duyarl indikator sefalosporindir ve bu nedenle taramada kullanilabilir.
Ancak, bu B-laktam ajanla alinan sonuglarin 6zgulligu, sefotaksim (veya seftriakson) ile
seftazidim kombinasyonu ile alinan sonuglara kiyasla daha dustiktir. Bu nedenle de
dogrulama amaciyla son iki bilesik kullanilmaktadir. indikatér sefalosporinler icin inhibisyon
zonu caplari Tablo 1‘de yer almaktadir.

Tablo 1 Enterobacteriaceae igin GSBL tarama yontemleri (12-16)
Yontem Antibiyotik GSBL testi uygulanmasi igin sinir
degeri

Sivi veya agar diltsyon® Sefotaksim ve MiK> 1mg/L
seftazidim
Sefpodoksim MiK> 1mg/L

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

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

3.4.1. Enterobacteriaceae liyelerinde GSBL saptama yontemleri

A- Grup 1 Enterobacteriaceae (E.coli, Klebsiella spp, P. Mirabilis, Salmonella spp, Shigella

spp)’de Tarama

Grup 1 Enterobacteriaceae’de GSBL tarama icin 6nerilen yontemler sivi dillisyon, agar
dilisyon, disk difiizyon veya bir otomatize sistem kullanimidir (12,17,18). Sefotaksim (veya
seftraikson) ve seftazidim MiK degerleri farkli GSBL pozitif izolatlarda cok fazla degiskenlik
gosterebildigi icin, indikator sefalosporinler olarak sefotaksim (veya seftraikson) ile
seftazidimin her ikisinin birden kullanilmasi gereklidir (13,19,20).

Tarama testlerinde pozitif bulunan Grup 1 Enterobacteriaceae icin fenotipik GSBL dogrulama
yontemleri ve ilgili akis semasi Tablo 2 ve Sekil 1’de yer almaktadir.




Sekil 1 GSBL'lerin fenotipik ydontemlerle saptanmasi i¢in akis semasi

GSBL TARAMA
EUCAST sinir degerlerine gore sefotaksim ve seftazidimden »| GSBLYOK
birine veya her ikisine I/R olmak Hayir
l Evet
Tlre bagh GSBL dogrulamasi
A 4 A 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 dogrulamam1
Seftazidim ve sefotaksim her ikisi birden +/-

GSBL dogrulamasi
Sefepim +/- klavulanik asit

klavulanik asit

A4 v l

Negatif: GSBL YOK Belirsiz> GSBL Pozitif

A 4 A 4

Negatif: GSBL YOK Belirsiz’ GSBL Pozitif

1Eger sefoksitin MIC> 8 mg/L, sefepim +/-klavulanik asit dogrulama testi yapiniz

’pozitif veya negatif olarak degerlendirilemyen grup (6r. Kapsadigi MiK diizeylerinin tizerinde

dreme olmasli nedeniyle, gradiyent striplerin okunamamasi)



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

Grup 2 Enterobacteriaceae icin Grup 1 icin belirtilen sekilde (Sekil 1 Tablo 3) tarama testleri
yapilir (18). Ancak bu tirlerde, dereprese kromozomal AmpC B-laktamaz liretimi sefalosporin
direncine yol agan mekanizmalar arasinda, ¢ok sik gorilmektedir.

3.4.2 Fenotipik dogrulama yontemleri

GSBL aktivitesinin in vitro sartlarda klavulanik asit ile inhibisyonu temeline dayanan fenotipik
yontemlerden doérdi GSBL dogrulamasi igin 6nerilmektedir. Bunlar; kombinasyon disk testi
(KDT), cift disk sinerji testi (CDS), GSBL gradiyent strip testi ve sivi mikrodilisyon testidir
(Tablo 2 ve 3) (17,18,21). . Bu testlerden KDT, ¢cok merkezli bir ¢calisma sonucuna gore, GSBL
gradiyent testiyle esit duyarliliga sahip, ancak bu teste kiyasla gore daha 6zgildiir (22).
Otomatize sistem Ureticileri, duyarlilik test panellerine, GSBL'lerin klavulanik asit ile
inhibisyonunu gosterecek sekilde, saptama testleri eklemislerdir. Sonuglar, sus
koleksiyonuna ve kullanilan sisteme gore degismektedir (14-6).

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 6lgllerek kiyaslanir. Eger kombinasyon diski ¢evresindeki
zon, tek basina sefalosporin iceren diskin inhibisyon zonunz kiyasla > 5 mm daha
genisse, test pozitiftir (Tablo 3) (23,24).

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, test pozitif olarak degerlendirilir. Diskler arasindaki uzakhk, CDS testi
basarisinda belirleyicidir ve sefalosporin 30ug diskleri i¢cin optimal uzaklik 20 mm
(merkezden merkeze) olarak belirlenmistir. Ancak, cok yiksek veya distik direng
diizeyleri s6z konusu ise, bu uzaklik azaltilabilir (15 mm) veya arttirilabilir (30 mm)
(17 ). Bu 6nerinin, EUCAST disk diflizyon yonteminde yer alan ve daha dusik ilag
konsantrasyonlari iceren diskler icin, tekrar gbzden gecirilmesi gereklidir.

C. Gradiyent test yontemi

Gradiyent testleri, Uretici 6nerilerine gére hazirlanir, degerlendirilir ve yorumlanir.
Klavulanik asit ile kombine edildiginde sefalosporin MiK degerinde > 8 kat diisus
gozleniyorsa veya bir “ hayalet zon” (“phantom zone”) ya da elips seklinde 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 bitiin

durumlarda, test negatiftir. GSBL gradiyent testi sadece GSBL dogrulamasi igin

kullanimalidir; MiK saptanmasi icin giivenilir degildir.

. Sivi mikrodilGisyon

E. Yorumlama sirasinda dikkate alinacak hususlar

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 élgiilen MiK
degerinden >8 kat daha diislikse test pozitiftir. Diger durumlarda test negatiftir.

Sefotaksimin indikator sefalosporin olarak kullanildigi GSBL dogrulama testlerinde,

kromozomal K1 veya OXY- benzeri B-laktamazlari asiri Greten Klebsiella oxytoca

izolatlari yalanci pozitif sonug verebilir (25). Yine klavulanik asit ile inhibe olan

kromozomal B-laktamazlar Greten Proteus vulgaris, Citrobacter koseri, Kluyvera spp

ve C.sedlakii, C. farmeri ve C.amaloniticus gibi C.koseri ile iliskili bazi tirlerde de

benzer bir fenotip ile kasilasilabilir (26,27). Yalanci pozitifligin olasi nedenlerinden bir

baskasi da SHV-1, TEM-1 veya OXA-1-benzeri genis spektrumlu B-laktamazlarinin asiri

Uretimi ile beraber gecirgenligin bozuldugu durumlardir (15).

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

Etest GSBL stripleri

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 ug)

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 sineriji testi (CDS)

Sefotaksim, seftazim,
sefepim

indikator sefalosporin
zonunun amoksisilin-
klavulanik asit diskine
dogru genislemesi




Tablo 3. GSBL tarama testinde pozitif olan Enterobacteriaceae (Tablo 1’e bakiniz) icin GSBL
dogrulama yontemleri. Grup 2 Enterobacteriaceae (Sekil 1’e bakiniz)

Yontem Antibiyotik GSBL dogrulama kriteri
ETest GSBL stripleri Sefepim +/- klavulanik asit MiK orani > 8 veya elips
seklinde bozulma varsa
Kombinasyon disk difiizyon 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 sineriji testi (CDS) Sefotaksim, seftazim, indikator sefalosporin
sefepim zonunun amoksisilin-
klavulanik asit diskine dogru
genislemesi

3.4.3 Sinerjiyi maskeleyen diger -laktamazlar varliginda GSBL enzimlerinin
fenotipik olarak saptanmasi

GSBL varligini maskeleyen yiiksek diizey AmpC uretimi oldugunda belirsiz (Etest) veya yalanci
negatif (KDT, CDS, Etest ve mikrodillisyon) test sonuglari alinabilir (17,28,29). Yiksek diizey
AmpC lreten izolatlar, genellikle 3. Kusak sefalosporinlere direnclidir. Ayrica sefamisin
direnci (sefoksitin MiK> 8 mg/L) de AmpC B-laktamazlarin yiiksek diizey ekspresyonu icin bir
gostergedir (28). Sadece ACC B-laktamaz varliginda sefamisin direnci gorilmeyebilir (30).

Yiiksek diizey Amp C varliginda GSBL saptanmasi icin, AmpC tarafindan genellikle
parcalanmayan sefepimin indikator sefalosporin olarak kullanildigl, ek bir dogrulama testi
yapilmasi 6nerilmektedir. Sefepim, KDT, CDS, Etest ve sivi dilisyon testlerinin tiiminde
kullanilabilir (25,31-33). Diger yaklasimlar arasinda iyi bir AmpC inhibitori olan kloksasilin
kullanimi yer almaktadir. Bu amagla, 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 (17). Bunlar
yani sira, klavulanik asit ve kloksasilin iceren diskler ticari olarak da bulunmaktadir, ancak
henliz bunlarla cok merkezli degerlendirme calismalari yapilmamistir.

GSBL’ler ayrica MBL veya KPC ve/veya gegcirgenlik ile ilgili defektlerin varliginda da
maskelenebilir (34,35). OXA-48 ise normalde sefalosporinleri etkilemedigi icin, bu duruma
yol agmaz. Bu durumda GSBL'lerin epidemiyolojik dnemi sorgulanabilr ¢linkl karbapenemaz
varhgi, halk sagligi agisindan daha 6nemlidir. Ancak yine de saptanmalari isteniyorsa
molekiler yontemler uygulanmasi 6nerilir. Sinif D grubundan (OXA-tipi) GSBLlerin klavulanik
asit ile inhibe olmadigi, bu nedenle de yukarida yer alan yontemlerle saptanamayacagi da
hatirda tutulmalidir (4,17). Bu enzimler glinimiizde Enterobacteriaceae Uyelerinde nadir
olarak bulunmaktadir.




3.4.4 Genotipik dogrulama

GSBL genlerinin genotipik olarak tanimlanmasi PZR ve GSBL gen dizi analizi basamaklarini

icermektedir (3). Bunlar yani sira, bir DNA mikroarray —temelli yontem de kullanilabilir.
Check-KPC GSBL mikroarray (Check-Points, Wageningen, Hollanda) ve bilinen GSBLIerin
cogunu kapsayan bir sus koleksiyonu ile yapilan yakin zamanl degerlendirme ¢alismalarinda

yontemin performansi basarili bulunmustur (36-40). Bu yontem ile test sonuglari genellikle

24 saat icinde tamamlanmaktadir. Ancak, sporadik gruptan bazi GSBL'ler ile yeni GSBL’lerin

bu yontem ile saptanmayacagi hatirda tutulmalidir.

3.4.5 Kalite Kontrolii

Tablo 4. GSBL saptama yontemlerinin kalite kontroli 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. Kazanilmig AmpC B-laktamaz- lireten Enterobacteriacae

Diren¢ mekanizmasi saptanmasinin 6nemi

Antimikrobiyal duyarhlik saptanmasi igin gereklidir Hayir
Enfeksiyon kontroli Evet
Halk sagligi Evet
4.1 Tanim

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

4.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik 6nemi

Kazanilmis (= plazmid kokenli) AmpC Ureten ilk izolatlar 1980’lerin sonlarinda saptanmistir. O
tarihten bu yana da, gerek klonal yayilim gerekse AmpC genlerinin aktarimi ile tiim diinyada
gozlenir olmustur. Hareketli AmpC genleri, dogada kromozomal olarak bulunduklari tiirler
gbz online alinarak, aileler seklinde siniflandiriimaktadir. Buna goére 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 (ABA), olarak adlandirilirlar. indiiklenebilir 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 lreten 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 trinlerinde
(E.coli ve Salmonella enterica’da) de klasik GSBL’lerden daha énce bulunmustur. Kazaniimis
AmpC tipi enzimler yayilmalarina ve enterobakteri tirlerin 3.kusak sefalosporin direncini
inceleyen ¢cok merkezli calismalarda gosterilmelerine ragmen, genel sikliklari GSBL’lere
kiyasla cok dusuktiir. Ancak, yerel olarak veya bazi 6zel epidemiyolojik alanlarda, bu
enzimleri Greten mikroorganizmalarin epidemiyolojik 6nemi artabilir (1-5).

4.3 Diren¢ mekanizmasi

Bircok Enterobacteriaceae ve diger Gram negatif basiller dogal AmpC'ler tiretmektedir. Bu
Uretim, her zaman disik diizeyde (6r. E.coli, Acinetobacter baumannii) veya indiklenebilir
Ozellikte (6r.Enterobacter spp., C.freundii, M.morganii, P.aeruginosa) olabilmektedir. Dogal
AmpC'lerin derepresyonu ya da asiri iretimi, cesitli genetik degisimlere baglidir ve
sefalosporinler ile penisilin/B-laktamaz inhibitorlerine karsi yiuksek diizey direng gelismesine




neden olur. Sinif C sefalosporinazlarda 6zellikle Enterobacteriaceae tyelerinde, plazmid
kdkenli kazanilmis enzimler olarak karsimiza ¢ikabilir. Az sayidaki bazi indlklenebilir tip (or.
DHA) disinda, kazanilmis AmpC sirekli olarak yliksek miktarlarda yapilir ve bunun sonucunda
dereprese veya asiri Uretim yapan mutantlardaki ile ayni direng profiline yol agar. GSBL'lere
benzer sekilde, kazanilmis AmpC’ler genellikle plazmidlerle tasinan genler tarafindan
kodlanir (1-3).

4.4 Enterobacteriaceae tiirlerinde kazanilmis AmpC’lerin saptanmasi igin
onerilen yontemler

Sefoksitin MiK degerinin > 8 mg/L olmasi ve bununla birlikte, seftazidim ve/veya sefotaksim
MiK degerinin de > 1 mg/L olmasi, AmpC iiretiminin 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 unutulmamalidir (1).

Fenotipik AmpC dogrulama testleri, genel olarak AmpC tipi enzimlerin kloksasilin veya
boronik asit tlrevleri ile ihibisyonuna dayanmaktadir. Ancak boronik asit tlirevleri ayni
zamanda sinif A karbapenemazlari da inhibe etmektedir. Bu ydontemleri inceleyen galismalar
az sayida olmakla birlikte, oldukga dogru tanimlama yapan yontemler bildirilmigtir ( 7-9).
Bunlardan baska, Mast AmpC Detection Disc Set (duyarlihik %96-100, 6zgulliik % 98-100)
(10,11), AmpC gradiyent strip test (Etest i¢in duyarhlik %84-93, 6zgullik %70-100) ve
sefotaksim/kloksasilin ile seftazidim/kloksasilin iceren Rosco tabletleri (duyarlilhk %96,
ozgllliik %92) gibi ticari testler de bulunmaktadir (13,14). AmpC dogrulama testleri ile, E.coli
‘de kazanilmig AmpC ve kromozomal AmpC’nin sirekli olarak asiri yapimi ayirt edilemez.

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



Sekil 1. AmpC taranmasi igin uygun kriterleri gésteren 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, K.pneumoniae,
plazmid koenli ve akkiz P.mirabilis, Salmonella Diger mekanizmalar &r
AmpC ayirimi igin PZR spp (kromozomal porin kabi
gerekir AmpC yoktur) plazmid-
aracilikhh AmpC
saptanir

1AmpC ayrica GSBL ireten izolatlarda da bulunabilir (klavulanik asitle siner;ji). Bu
nedenle de GSBL-testinin sonucundan bagimsiz olarak test yapilmasi onerilir.

Tablo 1. AmpC saptanmasi i¢in uygun Kalite Kontrol suslari

Sus Mekanizma

E.coli CCUG 58543 Kazanilmis CMY-2 AmpC

E.coli CCUG 62975 Kazanilmis CMY AmpC ve CTX-M-1
E.coli ATCC 25922 AmpC negatif
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5. Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA)

Diren¢ saptanmasinin 6nemi

Antimikrobiyal duyarhlik kategorisinin belirlenmesi icin gereklidir | Evet

Enfeksiyon kontrol Evet
Halk sagligi Evet
5.1 Tanim

Anti-MRSA aktivitesine sahip 6zel sefalosporinler disindaki B-laktam ajanlarin distk afinite
gosterdigi ek bir penisilin-baglayan proteine (PBP2a veya yeni kesfedilen PBP2c) sahip
S. aureus izolatlan

5.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik onem

Metisilin-direncli S. aureus tim diinyada morbidite ve mortalitenin baslica nedenleri
arasindadir (1,2). Metisilin duyarl suslarin neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonlariyla
karsilastirildiginda MRSA’nin etken oldugu benzer enfeksiyonlarda tedavide gecikme ve
yetersiz alternatif tedavi rejimleri nedeniyle mortalite iki katina ¢ikmaktadir (1,2). MRSA
enfeksiyonlari diinyanin her tarafinda hem hastane hem de toplumda endemiktir.

5.3 Diren¢ mekanizmalar

Baglica direng mekanizmasi anti-MRSA aktivitesine sahip 6zel sefalosporinler disindaki B-
laktam ajanlarin disik afinite gosterdigi ek bir penisilin-baglayan protein, PBP2a veya yeni
kesfedilen PBP2c, Uretimidir. Anti-MRSA aktivitesine sahip sefalosporinler PBP2a ve olasilikla
PBP2c’ye yeterli dlclide yiksek afiniteye sahip olup MRSA suslarina karsi etkindirler (3).
PBP2a ve PBP2c, siraslyla, mecA geni veya yeni tanimlanan mecC (daha énceden mecA cazs1
olarak bilinen) geni tarafindan kodlanirlar (4). Mec elemani S. aureus’a yabancidir ve
metisilin duyarh S. aureus’da bulunmaz. mecA gen ekspresyonu belirgin 6lclide heterojen
olan ve diisiik oksasilin MiK’ine sahip olan suslar duyarlilik testlerinin dogrulugunu etkilerler
(5). Ayrica bazi izolatlar oksasiline diisik diizey direng gosterirler ancak mecA ve mecC
negatiftirler ve farkli PBPler Uretmezler (sinir duyarh “borderline” S. aureus (BORSA)). Bu
suslar nadir gorilurler ve direng mekanizmalari tam tanimlanmamakla birlikte (-
laktamazlarin asiri tiretimi veya varolan PBP’lerde degisiklik gelismesi ile ilgili olabilir (5).

5.4 S. aureus’da metisilin direnci saptanmasi igin 6nerilen yontemler
Metisilin/oksasilin direnci hem fenotipik olarak MiK belirlenmesi, disk difiizyon testi veya
PBP2a lateks agliitinasyon testi ile hem de genotipik olarak PCR ile saptanabilir.

5.4.1 MIK belirlenmesi veya disk difiizyonla saptama
Direncin heterojen ifadesi 6zellikle oksasilin MiK’lerini etkiler. Sefoksitin mecA/mecC
tarafindan kodlanan metisilin direncinin ¢ok duyarli ve 6zgiil bir gostergesidir ve disk



difizyon icin tercih edilen secenektir. Oksasilin disk difizyon yontemi artik 6nerilmemektedir
ve yorumlayici zon c¢aplari EUCAST sinir deger tablosunda yer almamaktadir. Artmis oksasilin
MiK’i (MiK>2 mg/L) olan ancak halen sefoksitine duyarl (zon ¢api > 22 mm, MiK < 4 mg/L)
olan suslar nadirdir. Eger oksasilin duyarlihg bakiliyorsa ve sefoksitinden farkl bir sonug
aliniyorsa, yorum asagida verildigi sekilde yapilmalidir. Bu tir suslarin mecA veya mecC
acisindan fenotipik veya genotipik olarak incelenmesi 6nerilmektedir.

Tablo 1. Oksasilin ve sefoksitin sonu¢ uyumsuzlugu durumunda yorumlama.

Sefoksitin sonucu (MiK veya disk difiizyon)
S R
Oksasilin sonucu S | Oksasilin duyarli olarak raporla | Oksasilin direngli olarak
(MIiK) raporla
R | Oksasilin direngli olarak | Oksasilin direngli olarak
raporla raporla

A. Buyyon mikrodillsyon:
Standart yéntem (ISO 20776-1) kullanilir ve MiK > 4 mg/L olan suslar metisilin direngli olarak

rapor edilmelidir.

B. Disk diflizyon:
EUCAST disk difizyon yontemi kullanilir. Sefoksitin (30 pg) zon capi < 22 mm olan suslar

metisilin direngli olarak rapor edilmelidir.

5.4.2 Genotipik yontemler veya lateks agliitinasyon yontemi ile saptama

mecA geninin ticari veya “in-house” PCR yontemleri ile genotipik olarak ve PBP2a proteininin
lateks agliitinasyon kitleri kullanilarak saptanmasi mimkindir. Ancak giniimizde mecC ve
PBP2C genotipik veya fenotipik olarak ticari yontemlerle saptanamamaktadir. mecC
saptanmasi igin kullanilan primerler ve yontemler yayinlanmistir (6,7).

5.4.3 Kontrol suslari

Tablo 2. Metisilin duyarhlik testi icin uygun olan kontrol suslari.

Sus Mekanizma

S. aureus ATCC 29213 | Metisilin duyarli

S. aureus NCTC 12493 | Metisilin direncli (mecA)
S. aureus NCTC 13552 | Metisilin direncli (mecC)
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6. Glikopeptidlere duyarliigi azalmis Staphylococcus aureus

Diren¢ saptanmasinin 6nemi

Antimikrobiyal duyarhlik kategorisinin belirlenmesi icin gereklidir | Evet

Enfeksiyon kontrol Evet
Halk sagligi Evet
6.1 Tanim

S.aureus’da vankomisin direnci igin EUCAST klinik MiK sinir degeri > 2 mg/L’dir. Son yillarda
daha onceden tanimlanan “intermediate” (ortada) grup kaldirilarak, vankomisin sinir
degerleri duslrilmustir. Ancak VanA tarafindan kodlanan yiksek diizey glikopeptid direngli
S. aureus (GRSA) izolatlarinda ve VanA disi kodlanan dislik diizey direngli izolatlarda goriilen
direng mekanizmalari arasinda énemli farklar vardir. Bu nedenle glikopeptid “intermediate”
S. aureus (GISA) ve heterodirencli glikopeptid “intermediate” S. aureus (hGISA) terimleri
VanA disi kodlanan disiik diizey vankomisin direngli izolatlar icin korunmustur. Agir S. aureus
enfeksiyonu olan bir hastanin tedavisinde vankomisin kullanmak icin MiK degeri mutlaka
belirlenmelidir. Bazi olgularda, 6zellikle tedavi basarisizligindan sitiphelenildiginde hGISA da
arastirilmahidir. hGISA dogrulamasinin zorlugu nedeniyle antimikrobiyal siirveyans GISA ve
GRSA saptanmasina odaklanmistir.

GRSA: Glikopeptid direncli S. aureus

Yiiksek diizey vankomisin (MiK > 8 mg/L) direnci olan S. aureus izolatlar!.
GISA: Glikopeptid “intermediate” S. aureus

Diisiik diizey vankomisin (MIK 4-8 mg/L) direnci olan S. aureus izolatlar!.
hGISA: Heterojen glikopeptid “intermediate” S. aureus

Vankomisin duyarli (MIK < 2 mg/L) ancak popiilasyon analizi profili ile ¢ok kiigiik bir
popilasyonda (1/10° hiicre) vankomisin MiK’i > 2 mg/L olan hiicrelerin gésterildigi S. aureus
izolatlari.

6.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik 6nem

Azalmis glikopeptid duyarli izolatlarin Avrupa’daki prevalansi ile ilgili yeni arastirmalar
bulunmamaktadir. Tekli merkezlerden kaynaklanan verilere gére Avrupa’da MRSA izolatlar
arasinda hGISA prevalansi £ %2 olup GISA %0.1’den disliktir (1). GRSA Avrupa’da heniiz
rapor edilmemistir ve tim dinyada da simdilik ¢cok nadirdir (1). hGISA prevalansi belli bir
klonun yayilimina bagl olarak lokal élciide yiiksek olabilir (2). Yiikselmis MiK’i olan (GISA)
veya direncli alt popilasyonlari (hGISA) olan hemen hemen tiim izolatlar MRSA’dir.

iyi kontrol edilmis prospektif calismalarin olmamasi nedeniyle hGISA’nin klinik &neminin
belirlenmesi zordur. Ancak en azindan ciddi enfeksiyonlarda hGISA fenotipinin daha kot
sonuglara neden oldugu sdylenebilir (1,2). Bu nedenle tedaviye yanit vermeyen kan dolasimi
enfeksiyonlarinda hGISA arastirilmasi akilcidir. Son zamanlarda duyarlilik Gst sinirina yakin



(MiK>1 mg/L) MiK’lere sahip olan izolatlarin kétii sonuclara ve daha yiiksek mortaliteye yol
actigina dair kanitlar artmaktadir (2-7). Bu durumun direngli alt popilasyonlardan mi
kaynaklandigi konusu heniiz kesinlik kazanmamustir, clinkli bu tabloya bu suslarda gozlenen
hafif yiikselmis vankomisin MiK’leri de neden olabilir.

hGISA mekanizmasi karisiktir ve laboratuvarda hGISA saptanmasi emek yogun, 6zel ekipman
ve yliksek teknik uzmanlhk gerektiren popiilasyon analizi metoduna dayanmaktadir (8). hGISA
saptanmasi icin kullanilan yontem kabaca agiklanacaktir ancak siirveyans icin raporlama GISA
ile sinirhdir ve bu da MiK>2 mg/L olan izolatlari isaret etmektedir.

6.3 Diren¢ mekanizmasi

GRSA’da direng enterokoklardan ekzojen yolla kazanilan vanA geni araciliglyla gelismektedir.
GISA ve hGISA izolatlarinda diren¢ endojendir (kromozomal mutasyonlar) ve birden fazla
genin sorumlu oldugu karisik bir mekanizmadir. GISA/hGISA fenotipi bakteri hiicre duvarinin
kalinlasmasi ve glikopeptid baglanma hedeflerinin asiri tGretimi ile iligkilidir. hGISA fenotipi
laboratuvarda siklikla degiskendir, ancak hGISA in vivo kosullarda GISA’ya donlisme
kapasitesine sahiptir (1).

6.4 Glikopeptidlere duyarli olmayan Staphylococcus aureus saptanmasi igin
onerilen yontemler

Disk diflizyon hGISA veya GISA saptanmasi igin kullanilamaz.

6.4.1 MIK belirlenmesi

EUCAST (ISO 20776-1) tarafindan onerilen buyyon mikrodilisyon yontemi altin standarttir,
ancak MiKler gradyan serit ydntemleri, agar diliisyon veya otomatize sistemlerle de
belirlenebilir. Gradyan serit yontemleri ile elde edilen sonuglarin buyyon mikrodillisyonla
elde edilenlere gore 0.5 — 1 iki-kat dilisyon basamagi daha yiiksek olabilecegi bilinmelidir (7).
S. qureus’da vankomisin direnci icin EUCAST sinir degeri MiK>2 mg/L’dir. Dogrulanmis MiK
degeri 22 mg/L olan izolatlar bir referans merkeze yollanmaldir.

6.4.2 hGISA icin ézel testler

hGISA saptanmasinin zorlugu bilinmektedir ve bu nedenle saptama, tarama ve dogrulama
olarak ikiye ayrilmistir. Tarama icin cesitli 6zel yontemler gelistirilmistir. Dogrulama ise
izolatin farkli vankomisin konsantrasyonu iceren agar plaklarinda popilasyon profilinin
analizi (PAP-AUC) ile yapilmaktadir (8). Bu yontem yeterli deneyim olmadiginda teknik olarak
zor olup daha c¢ok referans laboratuvarlarda yapilmaktadir. Vankomisin ve kazein tarama
agari (9) kullanimina dayanan bir yontemin yiksek duyarliik ve 6zgillige sahip oldugu
gosterilmekle beraber, bu yontem simdiye dek sadece bir calismada degerlendirilmistir ve bu



nedenle yodntemler arasina alinmamistir. Asagida verilen yontemler cok merkezli bir
calismada degerlendirilmistir (10).

A. Makro gradyan testi:

Bu test azalmis vankomisin duyarliliginin bir géstergesidir ancak sonuglarin MiK degeri olarak
belirlenmedigi bilinmelidir. Bunun yani sira bu test hGISA ve GISA ayrimini yapmamaktadir.
Test Ureticinin 6nerileri dogrultusunda gergeklestirilir. Kullanilan inokulum standart gradyan
testlere gore daha vyiksektir (2,0 McFarland). Okumalarin hem vankomisin hem de
teikoplanin igin 28 mg/L veya sadece teikoplanin igin 212 mg/L olmasi pozitif sonug olarak
degerlendirilir.

Her iki okuma kriteri de teikoplanini icerdiginden vankomisinin test edilmesine teikoplanin
test sonucuna gore karar verilebilir. Bu durumda izlenecek algoritma su sekilde olacaktir:
e Teikoplanin sonucu 212 mg/L: GISA veya HGISA
e Teikoplanin sonucu 8 mg/L: Vankomisini test edin. Eger vankomisin sonucu =8 mg/L
ise GISA veya hGISA’dir.
e Teikoplanin sonucu <8 mg/L: GISA veya hGISA degildir.

B. Glikopeptid direnci saptanmasi (GRD) icin gradyan testi:

Test Ureticinin 6nerileri dogrultusunda vyapilir. GRD serit testinde vankomisin veya
teikoplanin sonucu =8 mg/L ise pozitif olarak degerlendirilir.

C. Teikoplanin tarama agar:
5 mg/L teikoplanin iceren Mueller Hinton plagi kullanilir. 2.0 McFarland standarda esit
inokulum elde etmek igin birkag koloni %0.9 serum fizyolojik iginde sitispanse edilir. Bu

inokulumdan 10 mikrolitre agar ylzeyine bir nokta seklinde aktarilir ve plak normal
atmosferde 35°C’de 24-48 saat inkiibe edilir. 48 saat sonunda iki koloniden fazla tGreme
gorilmesi azalmis glikopeptid duyarhligi siiphesini uyandirir.

D. hGISA/GISA icin dogrulama testi:
hGISA tarama testi sonucu pozitif ¢cikan her izolat bir referans laboratuvara basvurularak, egri

altindaki poptlasyon profil analiz alani (PAP-AUC) (8) yontemi ile arastirilmahdir.

6.4.3 Kontrol suslari

Tablo 1. Glikopeptid duyarlilik testi icin uygun olan kontrol suslari

Sus Mekanizma

S. aureus ATCC 29213 | Glikopeptid duyarli
S. aureus ATCC 700698 | hGISA (Mu3)

S. aureus ATCC 700699 | GISA (Mu50)
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7. Vankomisin direngli Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis

Diren¢ saptanmasinin 6nemi

Antimikrobiyal duyarhlik kategorisinin belirlenmesi icin gereklidir | Evet

Enfeksiyon kontrol/halk sagligi Evet
Halk sagligi Evet
7.1 Tanim

Vankomisin direncli (vankomisin MiK >4 mg/L) Enterococcus faecium ve Enterococcus
faecalis.

7.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik 6nem

Enterokoklar, 6zellikle E. faecium genellikle kullanimda olan antimikrobiyal ajanlarin ¢oguna
direncglidirler. Bu nedenle vankomisin direncli enterokok (VRE) enfeksiyonlarinin tedavisi glic
olup birkag tedavi secenegi bulunmaktadir. VRE kolaylikla yayilir, hastane ortaminda uzun
sure kalir ve ancak ¢ok aziI enterokokkal enfeksiyon gelistirse de ¢ok sayida bireyi kolonize
edebilir (6, 7). VanB geni tasiyan izolatlar fenotipik olarak teikoplanine duyarlidirlar. VanB
taslyan enteroklarin tedavisi sirasinda teikoplanin direncinin segilmesiyle ilgili iki olgu raporu
bulunmaktadir (8, 9), ancak klinik basarisizlikla ilgili raporlar yetersizdir ve halen gecerli olan
EUCAST onerisi teikoplanin sonucunun bulundugu gibi raporlanmasidir. Klinik olarak en
dnemli olan Van enzimleri icin tipik olan MiK degerleri Tablo 1’de verilmektedir.

Tablo 1. VanA ve VanB iceren izolatlar iin tipik glikopeptid MiK degerleri.

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

7.3 Diren¢ mekanizmasi

Klinik olarak anlamli direng en sik olarak peptidoglikan zincirinde terminal D-Ala’y1 D-Lac ile
degistiren ve plazmid tarafindan kodlanan VanA ve VanB ligazlar araciligiyla gelisir. Bu yer
degistirme glikopeptidlerin hedefe baglanmasini azaltir. VanA suslari hem vankomisin hem
teikoplanin direngli iken VanB suslari direng operonunun indiklenmemesi nedeniyle
genellikle teikoplanin duyarhliklarini korurlar. Daha disik prevalansa sahip olan diger Van
enzimleri ise VanD, VanE, VanG, VanlL, VanM ve VanN’dir ()1-4).

Ek enterokok tiirleri (6rn. E. raffinosus, E. gallinarum ve E. casseliflavus) vanA, vanB veya
yukarida listelenen enzimleri kodlayan diger van genlerini icerebilir ancak bu suslar daha
azdir. Kromozomal olarak kodlanan VanC enzimleri tim E. gallinarum ve E. casseliflavus



izolatlarinda bulunur. VanC disiik diizey vankomisin direncine (MiK 4-16 mg/L) yol acar
ancak genellikle enfeksiyon kontrol agisindan énemli gorilmemektedir (5).

7.4 E. faecium ve E. faecalis’de glikopeptid direncinin saptanmasi icin énerilen
yontemler

Vankomisin direnci MiK belirlenmesi, disk difiizyon ve agar sinir deger yéntemleri ile
saptanabilir. Her (¢ yontem igin de o6nemli olan indiklenebilir direngli izolatlarin da
saptanabilmesi icin plaklarin tam 24 saat inkibe edilmesidir.

Ug ydntem de vanA tarafindan kodlanan direnci kolaylikla saptar. vanB tarafindan kodlanan
direncin saptanmasi daha zordur. Agar veya buyyon diliisyon yéntemiyle MiK belirlenmesi
dogru sonucg verir ancak rutin laboratuvarlarda nadiren kullanilir. Eski raporlar VanB
tarafindan kodlanan direncin otomatize yontemlerle saptanmasinin problemli oldugunu ileri
sirmektedir (10, 11). ilerleyen dénemde otomatize ydntemlerde cesitli giincellemeler
yapilmakla birlikte halen VanB tarafindan kodlanan direncin bu ydntemlerle saptanma
performansinin iyilestigine dair calismalar yetersizdir. EUCAST tarafindan belirtilen okuma
kurallarina titizlikle uyuldugunda 5 pg vankomisin diski ile yapilan disk diflizyon yontemi iyi
performans gostermektedir.

MiK veya disk difiizyon sonuclari yorumlanirken izolatin E. gallinarum veya E. casseliflavus
olmadigindan emin olmak gerekir. Bu izolatlar arabinoz pozitif olmalari nedeniyle yanhslikla
E. faecium olarak tanimlanabilir. E. gallinarum | E. casseliflavus’u E. faecium’dan ayirt
edebilmek icin MGP (metil-alfa-D-glukopiranosid) testi veya hareket testi yapilabilir (E.
faecium MGP negatif, hareketsiz). Enteroklarda tir dizeyinde tanimlama i¢in MALDI-TOF
kitle spektrometre yontemi de kullanilabilir (13).

7.4.1 MIK belirlenmesi

MiK degerleri agar diliisyon, buyyon diliisyon veya gradyan MiK yéntemleri ile belirlenebilir.
Buyyon mikrodiliisyon igin EUCAST kurallari, gradyan testler igin ise Uretici firmanin onerileri
izlenmelidir.

Buyyon mikrodiliisyon ISO 20776-1 standartina gore uygulanir. Gradyan testlerle MiK
belirlenmesi ise retici firmanin énerileri dogrultusunda yapilir. MiK gradyan seritleri bazen
vankomisin direncini tarama amaciyla yiiksek inokulumda (McFarland 2 standarti) zengin bir
besiyerinde (Beyin Kalp inflizyon agari) de kullanilmaktadir ancak bu yéntem MiK degeri
saptamamaktadir.

7.4.2 Disk diftizyon testi

Disk diflizyon icin EUCAST tarafindan belirlenen kurallar titizlikle izlenmelidir. Arkadan gelen
1stk yardimiyla belirsiz zon kenarlari ve/veya zon i¢ci mikrokoloniler arastirilir. Keskin zon
kenarlari izolatin duyarli olduguna isaret eder ve keskin kenarli zonu olan ve zon c¢api sinir



degerin Uzerinde olan izolatlar vankomisin duyarli olarak rapor edilebilir. Belirsiz zon
kenarlari olan veya zon ici mikrokoloniler olan izolatlar direncli olabilir ve bu izolatlar zon
caplari ne olursa olsun, MiK ile dogrulanmadan “duyarli” olarak rapor edilmemelidir (Sekil 1).
e Disk difizyon EUCAST’In kolay Ureyen organizmalar igin 6nerdigi disk diflizyon
yontemine gore yapilir. indiiklenebilir direngli izolatlari saptayabilmek igin 24 saat
inklibasyon gereklidir.

Sekil 1. Enterococcus spp. ve vankomisin kombinasyonu i¢in bazi okuma 6érnekleri.

a) Keskin zon kenarlari ve zon ¢api 212 mm. Duyarli olarak raporlanir.
b-d) Belirsiz zon kenarlari ve/veya zon ici koloniler. Zon c¢apina bakmaksizin direncli
olarak raporlanir.

7.4.3 Agar sinir deger testleri

6 mg/L vankomisin iceren Beyin Kalp inflizyon agar kullanilarak yapilan agar sinir deger
testleri vanA —ve vanB-pozitif izolatlari saptamada glivenilir yontemlerdir. Agar sinir deger
plaklari ticari olarak elde edilebilir veya hazirlanabilir. Agar sinir deger testi 6 mg/L
vankomisin iceren Beyin Kalp inflizyon agar lzerine 1x10° — 1x10° kob (0.5 McFarland
siispansiyondan 10 ul) aktarilmasi ile gerceklestirilir. indiiklenebilir direncli izolatlar
saptayabilmek icin 24 saat 35+1°C’de normal atmosferde inkiibasyon gereklidir. Bir
koloniden fazla tireme olmasi pozitif olarak degerlendirilir.

7.4.4 Genotipik testler
Vankomisin direnci vanA ve vanB genlerini hedefleyen ev-yapimi veya ticari PCR temelli
yontemlerle de saptanabilir (14-16).



7.4.5 Kalite kontrol

Tablo 2. Vankomisin duyarhlik testi icin uygun olan kontrol suslari.

Sus

Mekanizma

E.faecalis ATCC 29212 | Vankomisin duyarli

E.faecalis ATCC 51299 | Vankomisin direncli (vanB)

E.faecium NCTC 12202 | Vankomisin direncli (vanA)
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8. Penisilin duyarh olmayan Streptococcus pneumoniae

Diren¢ saptanmasinin 6nemi

Antimikrobiyal duyarhlik kategorisinin belirlenmesi icin gereklidir | Evet

Enfeksiyon kontrol Hayir
Halk sagligi Evet
8.1 Tanim

B-laktamlara disik afinitesi olan farkli penisilin baglayan proteinlerin (PBP) varligina bagl
olarak penisiline azalmis duyarhlik (vahsi tip suslardan daha yiiksek MiK degerleri, >0.06
mg/L) gbsteren S. pneumoniae izolatlari.

8.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik nem
Daha sonra eklenecektir.

8.3 Diren¢ mekanizmasi

S. pneumoniae alti adet PBP igerir ve bunlardan PBP2x penisilinin birincil hedefidir (1). Disuk
afiniteli PBP’leri kodlayan “mozaik genler”in varligi kommensal viridan streptokoklardan
horizontal gen aktariminin sonucudur (1). B-laktam direnc¢ diizeyi sadece izolatta bulunan
dusik afiniteli mozaik PBP’lerin sayisina degil, S. pneumoniae icin ¢ok 6nemli olan her
PBP’deki modifikasyona da baghdir (2). Benzilpenisilin MiKleri 0.12-2 mg/L arasinda olan
suslar daha yuksek doz penisilin kullanildiginda menenjit disi enfeksiyonlarda duyarh olarak
kabul edilmektedir. Menenjit durumunda ise bu tir suslar mutlaka direngli olarak
raporlanmahdir (3).

8.4 Penisilin duyarlh olmayan S. pneumoniae saptanmasi igin Onerilen

yontemler
Penisilin duyarl olmayan S. pneumoniae fenotipik olarak MiK veya disk difiizyon yéntemleri
ile saptanabilir.

8.4.1 Disk diftizyon yéntemi

Penisilin duyarl olmayan S. pneumoniae saptanmasi icin 1 pg oksasilin diski ile yapilan disk
diflizyon testi en etkin tarama yontemidir (4, 5, 6). Bu yontem ¢ok duyarlidir, ancak zon ¢api
<19 mm olan suslarin benzilpenisilin duyarhihg degiskenlik gosterebileceginden yeterince
ylksek 6zgullikte degildir. Bu nedenle tarama yontemi ile duyarsiz bulunan tiim izolatlarin
benzilpenisilin MiKleri belirlenmelidir (6).

Benzilpenisilin disindaki B-laktamlarin duyarlligini kestirmek icin Tablo 1’de verilen oksasilin
zon caplari kullanilabilir.



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
inhibitdrsiiz) icin  duyarliigi  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 menenijitte tedavi basarisini garanti

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

pnomokokkal pnomonilerde parenteral penisilin tedavisi sonucunun diger ajanlarla tedavi

edilen hastalarla farkhlik géstermedigini ortaya koymustur. Mikrobiyolojik, farmakokinetik ve

farmakodinamik veriler dikkate alinarak menenijit disi izolatlar icin benzilpenisilin klinik sinir

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

Tablo 2. Menenijit ve menenijit disi durumlarda benzilpenisilin duyarhiliginin raporlanmasi

Endikasyonlar | MiK sinir | Notlar
deger (mg/L)
S< R>
Benzilpenisilin | 0.06 2 Pnémonide, 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,
MIK < 1 mg/L olan izolatlar benzilpenisilin duyarl 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)

Not: 1.2 g benzilpenisilin 2 MU (milyon nite) 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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