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1. Giriş

Bu yönergeler kısmen EUCAST kullanıcıları tarafından sık sorulan sorulara yanıt olarak; kısmen de EARS-Net Mikrobiyoloji Rehberinin güncellenmesi sırasında uzman görüşü gerektiği için, Avrupa Hastalık Önlenim ve Kontrol Merkezi (ECDC)’nin isteği ile, hazırlanmıştır.
EUCAST Alt Komitesi, klinik ve/veya epidemiyolojik önemi olan direnç mekanizmalarını saptanması için pratik önerler geliştirmek amacı ile yola çıkmıştır. Bu belgenin her bölümünde; özel bir direnç mekanizmasının tanımı, saptanmasının klinik ve/veya halk sağlığı açısından önemi, önerilen yöntemlerin genel özeti ve ayrıntılı yöntem önerisinin kaynakları yer almaktadır. 
Burada bulunan öneriler, sistematik literatür taramaları ile geliştirilmiş ve çok merkezli çalışmalar veya tek merkezde yapılan çok sayıda çalışma sonucuna göre doğrulanmış yöntemlerdir. Halen geliştirlmekte olan veya çalışma sonuçları henüz tamamlanmamış olan birçok yöntem, bu rehberde yer almamaktadır.
Rehber halen görüş alınma aşamasındadır.
Önerilerde yer alan kimyasallar ve diğer malzeme için mümkün olduğunca jenerik adlar kullanılmıştır. Ticari ürün adlardan kaçınılmaya çalışılmış, ancak bazı durumlarda söz edilmiştir. 
Yine bazı mekanizmaların her zaman klinik dirence yol açmamsına rağmen, saptanmalarının enfeksiyon kontrolü ve halk sağlığı açısından önemli olduğu akılda tutulmalıdır. Bunun sonucunda özellikle gram negatif basillerdeki genişletilmiş spektrumlu β-laktamazlar (GSBL) ve karbapenemazlar açısından; mekanizma saptanmasına rağmen, bakteri her zaman “dirençli” kategorisinde yer almayabilir.



Christian G Giske						Rafael Canton
Alt Komite Başkanı						EUCAST Başkanı




2. Karbapenemaz üreten Enterobacteriaceae
	Direnç mekanizması saptanmasının önemi

	Antimikrobiyal duyarlılık saptanması için gereklidir
	Hayır

	Enfeksiyon kontrolü
	Evet

	Halk sağlığı
	Evet



2.1 Tanım
Karbapenemazlar; penisilinleri, çoğu zaman sefalosporinleri ve değişen derecelerde olmak üzere karbapeemleri ve monobaktamları hidrolize eden beta-laktamazlardır. Monobaktamlar, metallo-beta-laktamazlar tarafından parçalanmazlar.

2.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik önemi
Avrupa’da karbapenemazların yayılma problemi, birçok Akdeniz ülkesinde 1990’ların ikinci yarısında başlamış ve temel olarak Pseudomonas aeruginosa’da gözlenmiştir (1). Daha sonraları, Yunanistan’da Klebsiella pneumoniae izolatlarında bir Verona integron aracılı metallo-β-laktamazı (VIM) salgını ortaya çıkmış (2), bunu bir K.pneumoniae Karbapenemazı (KPC) salgını izlemiştir. Günümüzde KPC, Avrupa ülkelerinde Enterobacteriaceae üyelerinde en sık bulunan karbapenemazdır (1). İnvazif K.pneumoniae izolatlarının Yunanistan için yaklaşık %60’ı, İtalya için yaklaşık %15’i, karbapenemlere duyarlı bulunmamaktadır (3). Diğer Avrupa ülkelerinde de salgınlar gözlenmesine rağmen, invazif izolatlardaki problem bu denli yaygın değildir (1). Problem yaratan diğer karbapenemazlar, özellikle Hindistan ve Ortadoğu ülkelerinde prevalansı yüksek olan ve Avrupa ülkelerine taşınan Yeni Delhi metallo beta-laktamazı (new Delhi metallo-β-lactamase ; NDM) ve Türkiye’den köken almış olan OXA-48- benzeri β-laktamazlardır. OXA-48- benzeri enzimler, çeşitli Avrupa ülkeleride salgınlar yapmıştır, şimdi de hızla yayılmaktadır (1).
Karbapenemazlar, tüm beta-laktamlara dirence yol açmaları nedeniyle bir endişe kaynağı oluşturmaktadır, çünkü karbapenemaz üreten suşlar genellikle diğer direnç mekanizmalarını da taşıdıkları için çoklu dirençlidirler ve karbapenemaz üreten Enterobacteriaceae enfeksiyonları yüksek mortalite hızları ile ilişkilidir (4-6).
2.3 Direnç mekanizması
Karbapenemazların çoğu, plazmidler üzerindeki transpoze olabilen elemanlarca kodlanan, kazanılmış enzimlerdir. Karbapenemazlar çeşitli düzeylerde eksprese edilebilir. Ayrıca gerek biyokimyasal özellikleri gerekse etkiledikleri beta-laktam spektrumu açısından birbirlerinden farklıdırlar. Ekspresyon düzeyi, β-laktamazın özellikleri, diğer direnç mekanizmalarının varlığı (diğer β-laktamazlar, aktif pompa, geçirgenlik değişimleri), karbapenemaz-üreten izolatlarda gözlenen farklı direnç fenotiplerine yol açmaktadır (7,8). Enterobacteriaceae üyelerinde karbapenem duyarlılığında azalma, GSBL veya AmpC enzim üretimi ve porin değişimleri veya kaybı ile birlikteyse de görülebilmektedir (9)
Karbapenemaz üreten izolatların çoğu genişlemiş spektrumlu (oksimino) sefalosporinlere de dirençlidir (10). Bazı enzimlerin varlığında (ör OXa-48 benzeri enzimler), bakteri sefalosporinlere duyarlı da olabilir. Ancak, bu izolatların çoğu aynı zamanda CTX-Mler gibi bir sefalosporin-hidrolze eden bir enzim de ürettiğinden, sıklıkla sefalosporin direnci izlenir. Karbapenemazların, özellikle de karbapenemlerden (imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem) birine duyarlıkta azalmaya neden olmuşsa, epidemiyolojik açıdan yüksek önem taşıdığı kabul edilir (11). 
2.4 Enterobacteriaeceae üyelerinde karbapenemaz üretiminin saptanması için önerilen yöntemler
2.4.1 Karbapenemaz üretiminin taranacağı fenotipler
Karbapenemaz üreten Enterobacteriaceae üyelerinde karbapenem MİK’leri klinik sınır değerlerin altında olabilir (10,11,13). Ancak,EUCAST tarafından belirlenen ECOFF değerleri karbapenemaz üreticilerinin saptanması için kullanılabilir. Meropenem, karbapenemaz üreticilerinin saptanmasında duyarlılık ve özgüllük dengesi açısından en iyi ajandır (10,14). Ertapenem duyarlılık açısından mükemmel olmakla birlikte, özgüllüğü düşüktür. Bu antibiyotik, porin mutasyonları varlığında GSBL ve AmpC tipi enzimlere göreceli olarak duyarlı olduğu için, bu durum özellikle Enterobacter spp’de belirgindir (10). Karbapenemaz taranması için uygun eşik değerler Tablo 1’de gösterilmiştir. Özgüllüğü arttırmak için, imipenem ve ertapenem eşik değerleri, ECOFF’larından bir dilüsyon yüksektir.
Tablo-1 Karbapenemaz üreten Enterobacteriaceae için kinik sınır değerler ve tarama eşik değerleri (EUCAST önerileri kullanıldığında)

	Karbapenem
	MİK (mg/L)
	Disk difüzyon zonları (mm) (10 µg diklerle)

	
	S/I sınır değeri
	Tarama eşik değeri
	S/I sınır değeri
	Tarama eşik değeri

	Meropenem1
	< 2
	> 0.12
	> 22
	<252

	İmipenem3
	< 2
	>1
	> 22
	<23

	Ertapenem4
	< 0.5
	> 0.12
	> 25
	<25


1Duyarlılık ve özgüllük dengesi en iyi olan
2Bazı durumlarda OXA-48 üreten izolatlar için zon çapı 26 mm’ye kadar ulaşabilmektedir. Bu nedenle, OXA-48 üreten Enterobacteriaceae salgınlarında, özgüllükte düşüş göze alınarak <27 mm tarama eşik değeri olarak kullanılabilir.
3İmipenem ile sokak tipi (Wild type;WT) ve karbapenemaz üreticileri arasındaki ayırım göreceli olarak zayıftır. Bu nedenle imipenemin tek tarama bileşiği olarak kullanılması, önerilmemektedir.
4Yüksek duyarlılık ancak düşük özgüllük, bu nedenle rutin tanımlama için önerilmemektedir.
2.4.2 Karbapenemaz üretiminin doğrulanma yöntemleri
Rutin duyarlılık testlerinde, karbapenemlereduyarlılıkta azalma saptandığında, karbapenemazların saptanması için fenotipik yöntemler uygulanmalıdır. Kombinasyon disk yöntemi, çeşitli çalışmalarla valide edilmiş olması ve ticari olarak bulunabilmesi ( Mast, ROSCO) gibi avantajlara sahiptir. Diskler veya tabletler meropenem yanı sıra, 2.4.3 bölümünde belirtilen çeşitli inhibitörleri içerirler. Kısaca, boronik asit sınıf A karbapenemazları inhibe ederken, dipikolinik asit sınıf B karbapenemazları inhibe eder. Sınıf D karbapenemazlar için kullanılan bir inhibitör bulunmamaktadır. Kloksasilin testlere aşırı AmpC üretimi ve porin kaybı birlikteliği ile ortaya çıkan karbapenem direnci ile karbapenemaz üretiminin ayrılması amacıyla eklenir.
İnhibitör testlerinin yorumlanması ile ilgili akış şeması Şekil-1’de görülmektedir. Bu yöntemlerle ilgili temel dezavantaj, yapılması için 18 saat (pratikte bir gecelik inkübasyon) gerekmesidir. Bu nedenle de yeni hızlı yöntem arayışları sürmektedir.
Şekil 1
 (
Tüm Enterobacteriaceae için Disk difüzyonda meropenem <25 mm veya MİK > 0.12 µg/ml
)

 (
Kısaltmalar
: APBA=Aminofenil boronik asit, PBA= fenil boronik asit, DPA= Dipikolinik asist (
tümü  kombinasyon
 diski testlerinde, meropenem içeren disk veya tabletlere eklenen 
β
-laktamaz inhibitörleridir)
1
KPC ve MBL birlikteliği de 
sinerji
 görülmemsine neden olur. Normal olarak bu izolatların karbapenemlereyüksek düzeyde dirençlidir. En kolay moleküler yöntemlerle saptanırlar. 
2 
Yüksek düzey temosilin direnci 
(
MIC 
> 32 mg/L (12,18) veya temosilin diski (30µg) ile 
<
10 mm zon (17), OXA-48 için fenotipik belirleyicidir.
) (
GSBL artı porin kaybı VE/VEYA OXA-48
2
) (
Metallo-beta-laktamaz (MBL)
) (
AmpC (kromozomal veya plazmidik)
) (
KPC (veya diğer Sınıf A karbapenemaz)
) (
Sinerji Yok
1
) (
Sadece 
DPA  ile
 sinerji
) (
APBA/PBA VE Kloksasilin ile 
sinerji
) (
Sadece APBA/PBA ile 
sinerji
)																																																																																																																																																																																																
	Tanımlama da kullanılan PZR tabanlı genotipik yöntemler de bildirilmiştir (22). Ancak bu yöntemlerin yeni β-laktamazları tanımlayamama veya  rutin için pahalı olma gibi dezavantajları bulunmaktadır (10). 	Geliştirilmekte olan ticari DNA mikroarray yöntemleri bu tip testlerin kullanıcı dostu olma özelliğini arttırabilirse de genotipik yöntemlerin genel kısıtlılıkları bunlar için de geçerlidir (23). Sürveyans için mutlak gerekli olmamakla birlikte, en azından referans laboratuarlarının genotipik doğrulama yöntemlerini uygulayabilir olması, önerilir.
2.4.3 Fenotipik saptama yöntemlerinin yorumlanması					
Tablo 2’de belirtilen akış şemasında metallo-beta-laktamazlar, sınıf A karbapenemazlar, sınıf D karbapenemazlar ve karbapenemaz dışı mekanizmalar ayırt edilmektedir. Testler, güç üreyenler dışındaki bakteriler için EUCAST disk difüzyon yöntemi kullanılarak yapılablir. Bu amaçla kullanılabilecek diskler (Mast, Birleşik Krallık) ve tabletler (Rosco, Danimarka) ticari olarak bulunmaktadır (15-17). Testler üretici önerilerine uyularak uygulanmalıdır.
Günümüzde OXA-48 benzeri enzimler için herhangi bir inhibitör bulunmamaktadır. Temosiline yüksek düzey direnç (MİK>32 mg/L) OXA-48 üreten suşlar için bir fenotipik belirleyici olarak önerilmiştir (12, 17, 18). Buna karşın, diğer direnç mekanizmaları da benzer fenotipe yol aöçabildiği için, temosilin direnci OXA-48 –tipi karbapenemazlara özgül değildir. Bu nedenle de OXA-48 varlığı genotipik yöntemlerle doğrulanmalıdır. 
Modifiye Hodge Testi (Yonca yaprağı testi), hem sonuçların yorumunun zor olması hem de duyarlılık ve özgüllüğünün düşük olması nedeniyle, önerilmemektedir (10). Bu test için de bazı yeni değişiklikler önerilmişse de, bunların rutinde uygulanması zor ve zaman alıcıdır; ayrıca duyarlılık ve özgüllük ile ilgili tüm problemler de çözülmemektedir.
Tablo-2 Disk veya tabletlerle uygulanan fenotipik testlerin yorumu (karbapenemazlar koyu font ile yazılmıştır)
	Β-laktamaz
	Meropenem (10µg) disk/tableti ile zon çapında artış
	Temosilin MİK>32mg/L

	
	DPA/EDTA
	APBA/PBA
	DPA+APBA
	CLX
	

	MBL
	≥ 5
	-
	-
	-
	Uygulanmaz1

	KPC
	-
	≥4
	-
	-
	Uygulanmaz1

	MBL+KPC2
	
	
	≥5
	
	Uygulanmaz1

	OXA-48-benzeri
	-
	-
	-
	-
	Evet

	AmpC+porin kaybı
	-
	≥4
	-
	≥5
	Uygulanmaz1

	GSBL+porin kaybı
	-
	-
	-
	-
	Hayır


Kısaltmalar: MBL= Metallo-β-laktamaz, KPC= Klebsiella pneumoniae Carbapenemase, DPA= Dipikolinik asit, EDTA= Etilendiamintetraasetik asit, APBA= aminofenil boronik asit, PBA=fenil boronik asit, CLX= kloksasilin
1Temosilin sadece hiçbir sinerjinin gözlenmediği durumlarda OXA-48 üretimi ile GSBL+porin kaybının ayırt edilmesinde önerilir. 2İki inhibitörü (DPA veya EDTA +APBA/PBA) bir arada içeren tabletlerin kulanıldığı sadece bir yayın bulunmaktadır., ancak halen çok merkezli çalışmalar veya tek merkezde yapılmış çok sayıda çalışma sonuçları eksiktir.Bu fenotip Yunanistan dışında nadirdir ve karbapenemlere yüksek düzey dirence yol açar.
2.4.4 Carba NP testi
Bu testin çalışma prensibi, karbapenem hidrolizinin pH değişimine yol açması ve bunun sonucunda fenol kırmızısı solüsyonunun renk değiştirmesidir ( test pozitifse kırmızıdan sarıya döner) (20,21). Carba NP testinin yöntem onayı (validasyon basamağı) Mueller Hinton agar, kanlı agar, triptikaz soya agar ve karbapenemaz tarama besiyerlerinin çoğunda üretilmiş koloniler ile yapılmıştır. Carba NP testi, Drigalski ve McConkey agar plaklarında üretilmiş kolonilerde uygulanamaz. Tekrarlanabilir sonuçlar alınabilmesi için, yöntem basamakları ile ilgili detaylar dikkatle izlenmeli ve uygulanmalıdır.
2.4.5 Kontrol suşları
Tablo 3. Karbapenemaz testi için uygun kontrol suşları
	Suş
	Mekanizma

	Enterobacter cloacae CCUG 59627

	AmpC ve azalmış porin ekspresyonu

	Enterobacter cloacae CCUG 58547
Klebsiella pneumoniae NCTC 13440
	Metallo-β-laktamaz (VIM)

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

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

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

	Klebsiella pneumoniae NCTC 13442
	OXA-48 

	Klebsiella pneumoniae ATCC 25955
	Negatif kontrol
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3.Genişletilmiş-spektrumlu-β- laktamaz (GSBL) üreten Enterobacteriaceae
	Direnç mekanizması saptanmasının önemi

	Antimikrobiyal duyarlılık saptanması için gereklidir
	Hayır

	Enfeksiyon kontrolü
	Evet

	Halk sağlığı
	Evet



3.1 Tanım
GSBL’ler oksimino-β-laktamlar (sefuroksim, 3. Ve 4. Kuşak sefalosporinler ve aztreonam) da dahil olmak üzere penisilinler ve sefalosporinlerin çoğunu hidrolize eden, ancak sefamisinler ve karbapenemleri etkilemeyen enzimlerdir. GSBL’lerin çoğu Ambler Sınıf A’da yer alır ve β-laktamaz inhibitörleri (klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam)ile inhibe olur. 
3.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik önem
GSBL üreten suşlar, 1983’de ilk kez saptanmalarından itibaren geçen sürede tüm dünyada gözlenir olmuşlardır. Bu yayılım, klonal çoğalma, GSBL genlerinin plazmidler üzerinde aktarılmaları ve nadiren de yeni enzimlerin ortaya çıkmasının bir sonucudur. GSBL’ler içerisinde en önemli grup CTX-M enzimleridir. Bu grubu, SHV ve TEM-türevi GSBL’ler izlemektedir (2-5). Sınıf A β-laktamaz inhibitörlerinden A grubuna göre düşük düzeyde etkilenseler de, bazı sınıf D OXA-türevi enzimler de GSB grubu içinde yer almaktadır.
GSBL üretimi en sık Enterobacteriaceae’de, önce hastane ortamında, sonralı bakım evlerinde ve 2000’li yıllardan itibaren de toplumda (poliklinik hastaları, sağlıklı taşıyıcılar, hasta ve sağlıklı hayvanlar, yiyecek ürünleri) izlenmektedir. GSBL üretiminin en sık saptandığı türler Escherichia coli  ve Klebsiella pneumoniae’dır Ancak klinik açıdan önemli diğer Enterobacteriaceae de GSBL üretmektedir. GSBL prevalansı; tür, coğrafi bölge, hastane/servis, hasta özellikleri, enfeksiyon tipi gibi birçok faktörden etkilendiği için, çalışmadan çalışmaya değişmektedir (2,3,6,7). 2011 EARS-Net verilerine göre, 3. Kuşak sefalosporinlere  duyarlı olmayan invazif K.pneumoniae hızları, Avrupa ülkelerinin çoğunda %10u geçmiştir ve bazı ülkelerde %50’den yüksektir. Bu izolatların çoğu yerel GSBL test sonuçlarına göre GSBL-pozitif olarak kabul edilmiştir (8).
3.3 Direnç mekanizması
GSBL’lerin çoğu akkiz (kazanılmış), plazmidlerce kodlanan enzimlerdir. Bu kazanılmış GSBL’ler hem değişik düzeylerde eksprese edilirler hem de spesifik β-laktam ajanlara (ör. Sefotaksim seftazidim, aztreonam) etki gibi biyokimyasal özellikleri açısından büyük farklar gösterirler. Bir enzimin ekspresyon düzeyi, yapısal ve hidroliz özellikleri ile birlikte bulunan diğer direnç mekanizmaları (diğer β-laktamazlar, aktif pompa sistemleri, geçirgenlik değişimleri) GSBL üreten izolatlarda çok çeşitli direnç fenotipleri görülmesine neden olmaktadır (1-4,9,10).
3.4. Enterobacteriaceae üyelerinde GSBL saptanması için önerilen yöntemler
Birçok bölgede, GSBL saptanması ve enzimlerin tanımlanması özellikle enfeksiyon kontrolü açısından önerilmektedir. Enterobacteriaceae üyelerinde GSBL saptanması açısından önerilen strateji, öncelikle oksimino- sefalosporinlere “duyarlı olmama”özelliğinin saptanması ile başlamakta, bunu takiben fenotipik (bazen genotipik) doğrulama testleri uygulanmaktadır (Tablo 1, Şekil 1).
Sefotaksim, seftriakson ve seftazdim için EUCAST ve CLSI rehberleriyle uyumlu olarak, tarama sınır değerinin MİK >1mg/L olması, önerilmektedir (Tablo 1) (11,12). Enterobacteriaceae için EUCAST’ın önerdiği klinik sınır değeri de S< 1mg/L’dir (11). Sefpodoksim GSBL üretimin saptanması için en duyarlı indikatör sefalosporindir ve bu nedenle taramada kullanılabilir. Ancak, bu β-laktam ajanla alınan sonuçların özgüllüğü, sefotaksim (veya seftriakson) ile seftazidim kombinasyonu ile alınan sonuçlara kıyasla daha düşüktür. Bu nedenle de doğrulama amacıyla son iki bileşik kullanılmaktadır. İndikatör sefalosporinler için inhibisyon zonu çapları Tablo 1‘de yer almaktadır.
Tablo 1	Enterobacteriaceae için GSBL tarama yöntemleri (12-16)
	Yöntem
	Antibiyotik
	GSBL testi uygulanması için sınır değeri

	Sıvı veya agar dilüsyon1
	Sefotaksim ve seftazidim
	MİK> 1mg/L

	
	Sefpodoksim
	MİK> 1mg/L

	Disk difüzyon1
	Sefotaksim     (5µg)
	İnhibisyon zonu  <21 mm

	
	Seftriakson     (30 µg)
	İnhibisyon zonu  <23 mm

	
	Seftazidim      (10 µg)
	İnhibisyon zonu  <22 mm

	
	Sefpodoksim  (10 µg)
	İnhibisyon zonu  <21 mm


1 Tüm yöntemlerle sefotaksim veya seftriakson VE seftazidim;  VEYA tek ajan olarak sefpodoksim test edilebilir.
3.4.1. Enterobacteriaceae üyelerinde GSBL saptama yöntemleri
A- Grup 1 Enterobacteriaceae (E.coli, Klebsiella spp, P. Mirabilis, Salmonella spp, Shigella spp)’de Tarama
Grup 1 Enterobacteriaceae’de GSBL tarama için önerilen yöntemler sıvı dilüsyon, agar dilüsyon, disk difüzyon veya bir otomatize sistem kullanımıdır (12,17,18). Sefotaksim (veya seftraikson) ve seftazidim MİK değerleri farklı GSBL pozitif izolatlarda çok fazla değişkenlik gösterebildiği için, indikatör sefalosporinler olarak sefotaksim (veya seftraikson) ile seftazidimin her ikisinin birden kullanılması gereklidir (13,19,20).
Tarama testlerinde pozitif bulunan Grup 1 Enterobacteriaceae için fenotipik GSBL doğrulama yöntemleri ve ilgili akış şeması Tablo 2 ve Şekil 1’de yer almaktadır.
Şekil 1  GSBL’lerin  fenotipik yöntemlerle saptanması için akış şeması
 (
GSBL YOK
) (
GSBL TARAMA
EUCAST sınır değerlerine göre sefotaksim ve seftazidimden birine veya her ikisine I/R olmak
)
 (
Hayır
)
 (
Evet
)
 (
Türe bağlı GSBL doğrulaması
)

 (
Grup 1
E.coli, Klebsiella spp, P.mirabilis, Salmonella spp, Shigella spp
) (
Grup 2
İndüklenebilir kromozomal AmpC bulunan Enterobacteriaceae
Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia stuartii, Serratia spp, Hafnia spp.
)


 (
GSBL doğrulaması
Sefepim +/- klavulanik asit
) (
GSBL doğrulaması
1
Seftazidim
 ve sefotaksim her ikisi birden +/- klavulanik asit
)



 (
Negatif: GSBL YOK
) (
Belirsiz
2
) (
 GSBL Pozitif
) (
 GSBL Pozitif
) (
Belirsiz
2
) (
Negatif: GSBL YOK
)



1Eğer sefoksitin MIC> 8 mg/L, sefepim +/-klavulanik asit doğrulama testi yapınız
2Pozitif veya negatif olarak değerlendirilemyen grup (ör. Kapsadığı MİK düzeylerinin üzerinde üreme olması nedeniyle, gradiyent striplerin okunamaması)



B- Grup 2 Enterobacteriaceae’de ( Enterobacter spp, Serratia spp, Citrobacter freundi, Morganella morganii, Providencia, Hafnia alvei) Tarama Testleri
Grup 2 Enterobacteriaceae için Grup 1 için belirtilen şekilde (Şekil 1 Tablo 3) tarama testleri yapılır (18). Ancak bu türlerde, dereprese kromozomal AmpC β-laktamaz üretimi sefalosporin direncine yol açan mekanizmalar arasında, çok sık görülmektedir.
3.4.2 Fenotipik doğrulama yöntemleri
GSBL aktivitesinin in vitro şartlarda klavulanik asit ile inhibisyonu temeline dayanan fenotipik yöntemlerden dördü GSBL doğrulaması için önerilmektedir. Bunlar; kombinasyon disk testi (KDT), çift disk sinerji testi (ÇDS), GSBL gradiyent strip testi ve sıvı mikrodilüsyon testidir (Tablo 2 ve 3) (17,18,21). . Bu testlerden KDT, çok merkezli bir çalışma sonucuna göre, GSBL gradiyent testiyle eşit duyarlılığa sahip, ancak bu teste kıyasla göre daha özgüldür (22). Otomatize sistem üreticileri, duyarlılık test panellerine, GSBL’lerin klavulanik asit ile inhibisyonunu gösterecek şekilde, saptama testleri eklemişlerdir. Sonuçlar, suş koleksiyonuna ve kullanılan sisteme göre değişmektedir (14-6).
A. Kombinasyon Disk Testi (KDT)
Her test için sadece sefalosporin (sefotaksim, seftazidime, sefepim) içeren diskler ile  aynı sefalosporinin klavulanik asit eklenmiş kombinasyon diskleri kullanılır. Her ikisinin inhibisyon zonları ölçülerek kıyaslanır. Eğer kombinasyon diski çevresindeki zon, tek başına sefalosporin içeren diskin inhibisyon zonunz kıyasla > 5 mm daha genişse, test pozitiftir (Tablo 3) (23,24).
B. Çift Disk Sinerji Testi (ÇDST) 
Sefalosporin (sefotaksim, seftazidime, sefepim) içeren diskler, plakta klavulanik asit içeren bir diskin (örneğin amoksisilin-klavulanik asit) yanına konur.  Sefalosporin disklerinden herhangi birinin zon çapı klavulanik asit diskine bakan yüzünde genişlerse, test pozitif olarak değerlendirilir. Diskler arasındaki uzaklık, ÇDS testi başarısında belirleyicidir ve sefalosporin 30µg diskleri için optimal uzaklık 20 mm (merkezden merkeze) olarak belirlenmiştir. Ancak, çok yüksek veya düşük direnç düzeyleri söz konusu ise,  bu uzaklık azaltılabilir (15 mm) veya arttırılabilir (30 mm) (17 ). Bu önerinin, EUCAST disk difüzyon yönteminde yer alan ve daha düşük ilaç konsantrasyonları içeren diskler için, tekrar gözden geçirilmesi gereklidir.

C. Gradiyent test yöntemi
Gradiyent testleri, üretici önerilerine göre hazırlanır, değerlendirilir ve yorumlanır. Klavulanik asit ile kombine edildiğinde sefalosporin MİK değerinde > 8 kat düşüş gözleniyorsa veya bir “ hayalet zon” (“phantom zone”) ya da elips şeklinde bozulma varsa (lütfen üretici önerilerindeki resimleri inceleyiniz), test pozitiftir (Tablo 3). MİK’in stripteki en yüksek değerden daha fazla olması nedeniyle MİK belirlenemiyor ve oran değerlendirilemiyorsa, test sonucu belirsizdir (“Indeterminate”). Diğer bütün durumlarda, test negatiftir. GSBL gradiyent testi sadece GSBL doğrulaması için kullanımalıdır; MİK saptanması için güvenilir değildir.

D. Sıvı mikrodilüsyon
Sıvı mikrodilüsyon; sefotaksim, seftazidim ve sefepimin 0.125-512 mg/L arasındaki  seri iki katlı dilüsyonlarını tek başlarına veya sabit konsantrasyonda (4mg/L) klavulanik asit ile birlikte içeren Mueller–Hinton sıvı besiyeri kullanılarak uygulanır. Klavulanik asit ile kombine edilen sefalosporin MİK değeri, sefalosporin tek başına olduğunda ölçülen MİK değerinden >8 kat daha düşükse test pozitiftir. Diğer durumlarda test negatiftir. 
E. Yorumlama sırasında dikkate alınacak hususlar
Sefotaksimin indikatör sefalosporin olarak kullanıldığı GSBL doğrulama testlerinde, kromozomal K1 veya OXY- benzeri β-laktamazları aşırı üreten Klebsiella oxytoca izolatları yalancı pozitif sonuç verebilir (25). Yine klavulanik asit ile inhibe olan kromozomal β-laktamazlar üreten Proteus vulgaris, Citrobacter koseri, Kluyvera spp ve C.sedlakii, C. farmeri ve C.amaloniticus gibi C.koseri  ile ilişkili bazı türlerde de  benzer bir fenotip ile kaşılaşılabilir (26,27). Yalancı pozitifliğin olası nedenlerinden bir başkası da SHV-1, TEM-1 veya OXA-1-benzeri geniş spektrumlu β-laktamazlarının aşırı üretimi ile beraber geçirgenliğin bozulduğu durumlardır (15).

Tablo 2. GSBL tarama testinde pozitif olan Enterobacteriaceae (Tablo 1’e bakınız) için GSBL doğrulama yöntemleri. Grup 1 Enterobacteriaceae  (Şekil 1’e bakınız)
	Yöntem
	Antimikrobiyal  ajan (disk içeriği)
	GSBL doğrulama kriteri

	Etest GSBL stripleri
	Sefotaksim +/-klavulanik asit
	MİK oranı > 8 veya elips şeklinde bozulma varsa

	
	Seftazidim +/-klavulanik asit
	MİK oranı > 8 veya elips şeklinde bozulma varsa

	Kombinasyon disk difüzyon testi (KDT)
	Sefotaksim (30 µg) +/- klavulanik asit (10 µg) 
	İnhibisyon zonunda≥ 5 mm artış

	
	Seftazidim (30 µg) +/- klavulanik asit (10 µg)
	İnhibisyon zonunda≥ 5 mm artış

	Sıvı mikrodilüsyon
	Sefotaksim +/-klavulanik asit (4mg/L)
	MİK oranı ≥ 8

	
	Seftazidim +/-klavulanik asit (4mg/L)
	MİK oranı ≥ 8

	
	Sefepim +/-klavulanik asit (4mg/L)
	MİK oranı ≥ 8

	Çift disk sinerji testi (ÇDS)
	Sefotaksim, seftazim, sefepim
	İndikatör sefalosporin zonunun amoksisilin-klavulanik asit diskine doğru genişlemesi


Tablo 3. GSBL tarama testinde pozitif olan Enterobacteriaceae (Tablo 1’e bakınız) için GSBL doğrulama yöntemleri. Grup 2 Enterobacteriaceae  (Şekil 1’e bakınız)
	Yöntem
	Antibiyotik
	GSBL doğrulama kriteri

	ETest GSBL stripleri
	Sefepim +/- klavulanik asit
	MİK oranı > 8 veya elips şeklinde bozulma varsa

	Kombinasyon disk difüzyon testi (KDT)
	Sefepim (30 µg) +/- klavulanik asit (10 µg)
	İnhibisyon zonunda≥ 5 mm artış

	Sıvı mikrodilüsyon
	Sefepim +/-klavulanik asit (4mg/L)
	MİK oranı ≥ 8

	Çift disk sinerji testi (ÇDS)
	Sefotaksim, seftazim, sefepim
	İndikatör sefalosporin zonunun amoksisilin-klavulanik asit diskine doğru genişlemesi



3.4.3 Sinerjiyi maskeleyen diğer β-laktamazlar varlığında GSBL enzimlerinin fenotipik olarak saptanması
GSBL varlığını maskeleyen yüksek düzey AmpC üretimi olduğunda belirsiz (Etest) veya yalancı negatif  (KDT, ÇDS, Etest ve mikrodilüsyon) test sonuçları alınabilir (17,28,29). Yüksek düzey AmpC üreten izolatlar, genellikle 3. Kuşak sefalosporinlere dirençlidir. Ayrıca sefamisin direnci (sefoksitin MİK> 8 mg/L) de AmpC β-laktamazların yüksek düzey ekspresyonu için bir göstergedir (28). Sadece ACC  β-laktamaz varlığında sefamisin direnci görülmeyebilir (30).
Yüksek düzey Amp C varlığında GSBL saptanması için, AmpC tarafından genellikle parçalanmayan sefepimin indikatör sefalosporin olarak kullanıldığı, ek bir doğrulama testi yapılması önerilmektedir. Sefepim, KDT, ÇDS, Etest ve sıvı dilüsyon testlerinin tümünde kullanılabilir (25,31-33). Diğer yaklaşımlar arasında iyi bir AmpC inhibitörü olan kloksasilin kullanımı yer almaktadır. Bu amaçla, hem kloksasilin, hem de klavulanik asit eklenmiş indikatör sefalosporin (sefotaksim VE seftazidim) diskleri ile KDT uygulanır. Ayrıca agar içerisine kloksasilin eklenerek (200-250 mg/L) ÇDS veya standart KDT yapılabilir (17). Bunlar yanı sıra, klavulanik asit ve kloksasilin içeren diskler ticari olarak da bulunmaktadır, ancak henüz bunlarla çok merkezli değerlendirme çalışmaları yapılmamıştır.
GSBL’ler ayrıca MBL veya KPC ve/veya geçirgenlik ile ilgili defektlerin varlığında da maskelenebilir (34,35). OXA-48 ise normalde sefalosporinleri etkilemediği için, bu duruma yol açmaz. Bu durumda GSBL’lerin epidemiyolojik önemi sorgulanabilr çünkü karbapenemaz varlığı, halk sağlığı açısından daha önemlidir. Ancak yine de saptanmaları isteniyorsa moleküler yöntemler uygulanması önerilir. Sınıf D grubundan (OXA-tipi) GSBLlerin klavulanik asit ile inhibe olmadığı, bu nedenle de yukarıda yer alan yöntemlerle saptanamayacağı da hatırda tutulmalıdır (4,17). Bu enzimler günümüzde Enterobacteriaceae üyelerinde nadir olarak bulunmaktadır.

3.4.4 Genotipik doğrulama
GSBL genlerinin genotipik olarak tanımlanması PZR ve GSBL gen dizi analizi basamaklarını içermektedir (3). Bunlar yanı sıra, bir DNA mikroarray –temelli yöntem de kullanılabilir. Check-KPC GSBL mikroarray (Check-Points, Wageningen, Hollanda) ve bilinen GSBLlerin çoğunu kapsayan bir suş koleksiyonu ile yapılan yakın zamanlı değerlendirme çalışmalarında yöntemin performansı başarılı bulunmuştur (36-40). Bu yöntem ile test sonuçları genellikle 24 saat içinde tamamlanmaktadır. Ancak, sporadik gruptan bazı GSBL’ler ile yeni GSBL’lerin bu yöntem ile saptanmayacağı hatırda tutulmalıdır.
3.4.5 Kalite Kontrolü
Tablo 4. GSBL saptama yöntemlerinin kalite kontrolü amacıyla kullanılan uygun suşlar
	Suş
	Mekanizma

	K.pneumoniae ATCC 700603
	SHV 18 GSBL

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

	E.coli ATCC 25922
	GSBL-negatif
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4. Kazanılmış AmpC β-laktamaz- üreten Enterobacteriacae
	Direnç mekanizması saptanmasının önemi

	Antimikrobiyal duyarlılık saptanması için gereklidir
	Hayır

	Enfeksiyon kontrolü
	Evet

	Halk sağlığı
	Evet



4.1 Tanım
Amp C-tipi sefalosporinazlar, Ambler sınıf C’de yer alan β-laktamazlardır. Penisilinler ve sefalosporinleri  ve monobaktamları hidrolize ederler. Bu β-laktamazlar, 3. kuşak sefalosporinleri parçalarken, 4. Kuşak sefalosporinleri genellikle etkilemezler. Genel olarak, AmpC- tipi enzimler, klavulanik asit başta olmak üzere klasik GSBL inhibitörleri ile inhibe olmazlar (1).
4.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik önemi
Kazanılmış (= plazmid kökenli) AmpC üreten ilk izolatlar 1980’lerin sonlarında saptanmıştır. O tarihten bu yana da, gerek klonal yayılım gerekse AmpC genlerinin aktarımı ile tüm dünyada gözlenir olmuştur. Hareketli AmpC genleri, doğada kromozomal olarak bulundukları türler göz önüne alınarak, aileler şeklinde sınıflandırılmaktadır. Buna göre 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 adlandırılırlar. İndüklenebilir DHA-benzeri β-laktamazlar ve başkalarının da ileri derecede yayılmış olmasına rağmen, bu enzimler arasında en sık görülen ve en yaygın olanı CMY-2- benzeri enzimlerdir (1). 
Kazanılmış AmpC üreten başlıca türler, E.coli, K.pneumoniae, K.oxytoca, Salmonella enterica ve P.mirabilis’dir. Bu enzimleri taşıyan izolatlar, hem hastanede yatan hem de toplumdan gelen hastalarda üretilmiştir. Ayrıca bu enzimler, çiftlik hayvanları ve yiyecek ürünlerinde (E.coli ve Salmonella enterica’da) de klasik GSBL’lerden daha önce bulunmuştur. Kazanılmış AmpC tipi enzimler yayılmalarına ve enterobakteri türlerin 3.kuşak sefalosporin direncini inceleyen çok merkezli çalışmalarda gösterilmelerine rağmen, genel sıklıkları GSBL’lere kıyasla çok düşüktür. Ancak, yerel olarak veya bazı özel epidemiyolojik alanlarda, bu enzimleri üreten mikroorganizmaların epidemiyolojik önemi artabilir (1-5).
4.3 Direnç mekanizması
Birçok Enterobacteriaceae ve diğer Gram negatif basiller doğal AmpC’ler üretmektedir. Bu üretim, her zaman düşük düzeyde (ör. E.coli, Acinetobacter baumannii) veya indüklenebilir özellikte (ör.Enterobacter spp., C.freundii, M.morganii, P.aeruginosa) olabilmektedir. Doğal AmpC’lerin derepresyonu ya da aşırı üretimi, çeşitli genetik değişimlere bağlıdır ve sefalosporinler ile penisilin/β-laktamaz inhibitörlerine karşı yüksek düzey direnç gelişmesine neden olur. Sınıf C sefalosporinazlarda özellikle Enterobacteriaceae üyelerinde, plazmid kökenli kazanılmış enzimler olarak karşımıza çıkabilir. Az sayıdaki bazı indüklenebilir tip (ör. DHA) dışında, kazanılmış AmpC sürekli olarak yüksek miktarlarda yapılır ve bunun sonucunda dereprese veya aşırı üretim yapan mutantlardaki ile aynı direnç profiline yol açar. GSBL’lere benzer şekilde, kazanılmış AmpC’ler genellikle plazmidlerle taşınan genler tarafından kodlanır (1-3).
4.4 Enterobacteriaceae türlerinde kazanılmış AmpC’lerin saptanması için önerilen yöntemler
Sefoksitin MİK değerinin > 8 mg/L olması ve bununla birlikte, seftazidim ve/veya sefotaksim MİK değerinin de > 1 mg/L olması, AmpC üretiminin araştırılması için bir fenotipik kriter olarak kullanılabilir. Ancak bu yöntem ile, sefoksitini parçalamayan bir plazmid kökenli β-laktamaz olan ACC-1, saptanmaz (6). Bunun yanı sıra, porin kaybının da sefoksitin direncine yol açabileceği unutulmamalıdır (1).
Fenotipik AmpC doğrulama testleri, genel olarak AmpC tipi enzimlerin kloksasilin veya boronik asit türevleri ile ihibisyonuna dayanmaktadır. Ancak boronik asit türevleri aynı zamanda sınıf A karbapenemazları da inhibe etmektedir. Bu yöntemleri inceleyen çalışmalar az sayıda olmakla birlikte, oldukça doğru tanımlama yapan yöntemler bildirilmiştir ( 7-9). Bunlardan başka, Mast AmpC Detection Disc Set (duyarlılık %96-100, özgüllük % 98-100) (10,11), AmpC gradiyent strip test (Etest için duyarlılık %84-93, özgüllük %70-100) ve sefotaksim/kloksasilin ile seftazidim/kloksasilin içeren Rosco tabletleri  (duyarlılık %96, özgüllük %92) gibi ticari testler de bulunmaktadır (13,14). AmpC doğrulama testleri ile, E.coli ‘de kazanılmış AmpC ve kromozomal AmpC’nın sürekli olarak aşırı yapımı ayırt edilemez. 
Kazanılmış AmpC varlığı ayrıca PZR tabanlı testlerle (15,16) veya bir mikroarray testi ile (Check –Points)  (17)  doğrulanabilir.




Şekil 1. AmpC taranması için uygun kriterleri gösteren akış şeması
 (
E.coli, K.pneumoniae, P.mirabilis, Salmonella spp. Shigella spp. 
de
Sefotaksim R veya seftazidim R 
VE
 sefoksitin R
)
 (
Kloksasilin ile 
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 saptanmadı
) (
Kloksasilin  ile
 sinerji saptandı
)

 (
Diğer 
mekanizmalar ör porin kabı
) (
K.pneumoniae, P.mirabilis, Salmonella spp (
kromozomal AmpC yoktur) plazmid-aracılıklı AmpC saptanır
) (
E.
coli 
 ve
 Shigella spp, plazmid köenli ve akkiz AmpC ayırımı için PZR gerekir
)																																																																																																																																																																									1AmpC ayrıca GSBL üreten izolatlarda da bulunabilir (klavulanik asitle sinerji). Bu nedenle de GSBL-testinin sonucundan bağımsız olarak test yapılması önerilir.

Tablo 1.  AmpC saptanması için uygun Kalite Kontrol suşları
	Suş
	Mekanizma

	E.coli  CCUG 58543
	Kazanılmış CMY-2 AmpC

	E.coli  CCUG 62975
	Kazanılmış CMY AmpC ve CTX-M-1

	E.coli  ATCC  25922
	AmpC negatif
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5. Metisilin dirençli Staphylococcus aureus (MRSA)
	Direnç saptanmasının önemi
	

	Antimikrobiyal duyarlılık kategorisinin belirlenmesi için gereklidir
	Evet

	Enfeksiyon kontrol
	Evet

	Halk sağlığı
	Evet



5.1 Tanım
Anti-MRSA aktivitesine sahip özel sefalosporinler dışındaki β-laktam ajanların düşük afinite gösterdiği ek bir penisilin-bağlayan proteine (PBP2a veya yeni keşfedilen PBP2c) sahip                     S. aureus izolatları

5.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik önem
Metisilin-dirençli S. aureus tüm dünyada morbidite ve mortalitenin başlıca nedenleri arasındadır (1,2). Metisilin duyarlı suşların neden olduğu kan dolaşımı enfeksiyonlarıyla karşılaştırıldığında MRSA’nın etken olduğu benzer enfeksiyonlarda tedavide gecikme ve yetersiz alternatif tedavi rejimleri nedeniyle mortalite iki katına çıkmaktadır (1,2). MRSA enfeksiyonları dünyanın her tarafında hem hastane hem de toplumda endemiktir. 

5.3 Direnç mekanizmaları
Başlıca direnç mekanizması anti-MRSA aktivitesine sahip özel sefalosporinler dışındaki β-laktam ajanların düşük afinite gösterdiği ek bir penisilin-bağlayan protein, PBP2a veya yeni keşfedilen PBP2c, üretimidir.  Anti-MRSA aktivitesine sahip sefalosporinler PBP2a ve olasılıkla PBP2c’ye yeterli ölçüde yüksek afiniteye sahip olup MRSA suşlarına karşı etkindirler (3). PBP2a ve PBP2c, sırasıyla, mecA geni veya yeni tanımlanan mecC (daha önceden mecALGA251 olarak bilinen) geni tarafından kodlanırlar (4). Mec elemanı S. aureus’a yabancıdır ve metisilin duyarlı S. aureus’da bulunmaz. mecA gen ekspresyonu belirgin ölçüde heterojen olan ve düşük oksasilin MİK’ine sahip olan suşlar duyarlılık testlerinin doğruluğunu etkilerler (5). Ayrıca bazı izolatlar oksasiline düşük düzey direnç gösterirler ancak mecA ve mecC negatiftirler ve farklı PBPler üretmezler (sınır duyarlı “borderline” S. aureus (BORSA)). Bu suşlar nadir görülürler ve direnç mekanizmaları tam tanımlanmamakla birlikte β-laktamazların aşırı üretimi veya varolan PBP’lerde değişiklik gelişmesi ile ilgili olabilir (5).

5.4 S. aureus’da metisilin direnci saptanması için önerilen yöntemler 
Metisilin/oksasilin direnci hem fenotipik olarak MİK belirlenmesi, disk difüzyon testi veya PBP2a lateks aglütinasyon testi ile hem de genotipik olarak PCR ile saptanabilir. 

5.4.1 MİK belirlenmesi veya disk difüzyonla saptama
Direncin heterojen ifadesi özellikle oksasilin MİK’lerini etkiler. Sefoksitin mecA/mecC tarafından kodlanan metisilin direncinin çok duyarlı ve özgül bir göstergesidir ve disk difüzyon için tercih edilen seçenektir. Oksasilin disk difüzyon yöntemi artık önerilmemektedir ve yorumlayıcı zon çapları EUCAST sınır değer tablosunda yer almamaktadır. Artmış oksasilin MİK’i (MİK>2 mg/L) olan ancak halen sefoksitine duyarlı (zon çapı ≥ 22 mm, MİK ≤ 4 mg/L) olan suşlar nadirdir. Eğer oksasilin duyarlılığı bakılıyorsa ve sefoksitinden farklı bir sonuç alınıyorsa, yorum aşağıda verildiği şekilde yapılmalıdır. Bu tür suşların mecA veya mecC açısından fenotipik veya genotipik olarak incelenmesi önerilmektedir.

Tablo 1. Oksasilin ve sefoksitin sonuç uyumsuzluğu durumunda yorumlama.

	
	
	Sefoksitin sonucu (MİK veya disk difüzyon)

	
	
	S
	R

	Oksasilin sonucu (MİK)
	S
	Oksasilin duyarlı olarak raporla
	Oksasilin dirençli olarak raporla

	
	R
	Oksasilin dirençli olarak raporla
	Oksasilin dirençli olarak raporla


   
A. Buyyon mikrodilüsyon:
Standart yöntem (ISO 20776-1) kullanılır ve MİK > 4 mg/L olan suşlar metisilin dirençli olarak rapor edilmelidir.   

B. Disk difüzyon: 
EUCAST disk difüzyon yöntemi kullanılır. Sefoksitin (30 µg) zon çapı < 22 mm olan suşlar metisilin dirençli olarak rapor edilmelidir. 

5.4.2 Genotipik yöntemler veya lateks aglütinasyon yöntemi ile saptama
mecA geninin ticari veya “in-house” PCR yöntemleri ile genotipik olarak ve PBP2a proteininin lateks aglütinasyon kitleri kullanılarak saptanması mümkündür. Ancak günümüzde mecC ve PBP2C genotipik veya fenotipik olarak ticari yöntemlerle saptanamamaktadır. mecC saptanması için kullanılan primerler ve yöntemler yayınlanmıştır (6,7). 

5.4.3 Kontrol suşları

Tablo 2. Metisilin duyarlılık testi için uygun olan kontrol suşları.

	Suş
	Mekanizma

	S. aureus ATCC 29213
	Metisilin duyarlı

	S. aureus NCTC 12493
	Metisilin dirençli (mecA)

	S. aureus NCTC 13552
	Metisilin dirençli (mecC)
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6. Glikopeptidlere duyarlılığı azalmış Staphylococcus aureus

	Direnç saptanmasının önemi

	Antimikrobiyal duyarlılık kategorisinin belirlenmesi için gereklidir
	Evet

	Enfeksiyon kontrol
	Evet

	Halk sağlığı
	Evet



6.1 Tanım
S.aureus’da vankomisin direnci için EUCAST klinik MİK sınır değeri > 2 mg/L’dir. Son yıllarda daha önceden tanımlanan “intermediate” (ortada) grup kaldırılarak, vankomisin sınır değerleri düşürülmüştür. Ancak VanA tarafından kodlanan yüksek düzey glikopeptid dirençli S. aureus (GRSA) izolatlarında ve VanA dışı kodlanan düşük düzey dirençli izolatlarda görülen direnç mekanizmaları arasında önemli farklar vardır. Bu nedenle glikopeptid “intermediate” S. aureus (GISA) ve heterodirençli glikopeptid “intermediate” S. aureus (hGISA) terimleri VanA dışı kodlanan düşük düzey vankomisin dirençli izolatlar için korunmuştur. Ağır S. aureus enfeksiyonu olan bir hastanın tedavisinde vankomisin kullanmak için MİK değeri mutlaka belirlenmelidir. Bazı olgularda, özellikle tedavi başarısızlığından şüphelenildiğinde hGISA da araştırılmalıdır. hGISA doğrulamasının  zorluğu nedeniyle antimikrobiyal sürveyans GISA ve GRSA saptanmasına odaklanmıştır. 

GRSA: Glikopeptid dirençli S. aureus
Yüksek düzey vankomisin (MİK > 8 mg/L) direnci olan S. aureus izolatları.
GISA: Glikopeptid “intermediate” S. aureus
Düşük düzey vankomisin (MİK 4-8 mg/L) direnci olan S. aureus izolatları.
hGISA: Heterojen glikopeptid “intermediate” S. aureus
Vankomisin duyarlı (MİK ≤ 2 mg/L) ancak popülasyon analizi profili ile çok küçük bir popülasyonda (1/106 hücre) vankomisin MİK’i > 2 mg/L olan hücrelerin gösterildiği S. aureus izolatları.

6.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik önem
Azalmış glikopeptid duyarlı izolatların Avrupa’daki prevalansı ile ilgili yeni araştırmalar bulunmamaktadır. Tekli merkezlerden kaynaklanan verilere göre Avrupa’da MRSA izolatları arasında hGISA prevalansı ≤ %2 olup GISA %0.1’den düşüktür (1). GRSA Avrupa’da henüz rapor edilmemiştir ve tüm dünyada da şimdilik çok nadirdir (1). hGISA prevalansı belli bir klonun yayılımına bağlı olarak lokal ölçüde yüksek olabilir (2). Yükselmiş MİK’i olan (GISA) veya dirençli alt popülasyonları (hGISA) olan hemen hemen tüm izolatlar MRSA’dır. 

İyi kontrol edilmiş prospektif çalışmaların olmaması nedeniyle hGISA’nın klinik öneminin belirlenmesi zordur. Ancak en azından ciddi enfeksiyonlarda hGISA fenotipinin daha kötü sonuçlara neden olduğu söylenebilir (1,2). Bu nedenle tedaviye yanıt vermeyen kan dolaşımı enfeksiyonlarında hGISA araştırılması akılcıdır.  Son zamanlarda duyarlılık üst sınırına yakın (MİK>1 mg/L) MİK’lere sahip olan izolatların kötü sonuçlara ve daha yüksek mortaliteye yol açtığına dair kanıtlar artmaktadır (2-7). Bu durumun dirençli alt popülasyonlardan mı kaynaklandığı konusu henüz kesinlik kazanmamıştır, çünkü bu tabloya bu suşlarda gözlenen hafif yükselmiş vankomisin MİK’leri de neden olabilir.

hGISA  mekanizması karışıktır ve laboratuvarda hGISA saptanması emek yoğun, özel ekipman ve yüksek teknik uzmanlık gerektiren popülasyon analizi metoduna dayanmaktadır (8). hGISA saptanması için kullanılan yöntem kabaca açıklanacaktır ancak sürveyans için raporlama GISA ile sınırlıdır ve bu da MİK>2 mg/L olan izolatları işaret etmektedir. 

6.3 Direnç mekanizması
GRSA’da direnç enterokoklardan ekzojen yolla kazanılan vanA geni aracılığıyla gelişmektedir. GISA ve hGISA izolatlarında direnç endojendir (kromozomal mutasyonlar) ve birden fazla genin sorumlu olduğu karışık bir mekanizmadır. GISA/hGISA fenotipi bakteri hücre duvarının kalınlaşması ve glikopeptid bağlanma hedeflerinin aşırı üretimi ile ilişkilidir. hGISA fenotipi laboratuvarda sıklıkla değişkendir, ancak hGISA in vivo koşullarda GISA’ya dönüşme kapasitesine sahiptir (1).

6.4 Glikopeptidlere duyarlı olmayan Staphylococcus aureus saptanması için önerilen yöntemler

Disk difüzyon hGISA veya GISA saptanması için kullanılamaz. 

6.4.1 MİK belirlenmesi
EUCAST (ISO 20776-1) tarafından önerilen buyyon mikrodilüsyon yöntemi altın standarttır, ancak MİKler gradyan şerit yöntemleri, agar dilüsyon veya otomatize sistemlerle de belirlenebilir. Gradyan şerit yöntemleri ile elde edilen sonuçların buyyon mikrodilüsyonla elde edilenlere göre 0.5 – 1 iki-kat dilüsyon basamağı daha yüksek olabileceği bilinmelidir (7). S. aureus’da vankomisin direnci için EUCAST sınır değeri MİK>2 mg/L’dir. Doğrulanmış MİK değeri ≥2 mg/L olan izolatlar bir referans merkeze yollanmalıdır. 

6.4.2 hGISA için özel testler
hGISA saptanmasının zorluğu bilinmektedir ve bu nedenle saptama, tarama ve doğrulama olarak ikiye ayrılmıştır. Tarama için çeşitli özel yöntemler geliştirilmiştir. Doğrulama ise  izolatın farklı vankomisin konsantrasyonu içeren agar plaklarında popülasyon profilinin analizi (PAP-AUC) ile yapılmaktadır (8). Bu yöntem yeterli deneyim olmadığında teknik olarak zor olup daha çok referans laboratuvarlarda yapılmaktadır.  Vankomisin ve kazein tarama agarı (9) kullanımına dayanan bir yöntemin yüksek duyarlılık ve özgüllüğe sahip olduğu gösterilmekle beraber, bu yöntem şimdiye dek sadece bir çalışmada değerlendirilmiştir ve bu nedenle yöntemler arasına alınmamıştır. Aşağıda verilen yöntemler çok merkezli bir çalışmada değerlendirilmiştir (10).

A. Makro gradyan testi: 
Bu test azalmış vankomisin duyarlılığının bir göstergesidir ancak sonuçların MİK değeri olarak belirlenmediği bilinmelidir. Bunun yanı sıra bu test hGISA ve GISA ayrımını yapmamaktadır. Test üreticinin önerileri doğrultusunda gerçekleştirilir. Kullanılan inokulum standart gradyan testlere göre daha yüksektir (2,0 McFarland). Okumaların hem vankomisin hem de teikoplanin için ≥8 mg/L veya sadece teikoplanin için ≥12 mg/L olması pozitif sonuç olarak değerlendirilir. 

Her iki okuma kriteri de teikoplanini içerdiğinden vankomisinin test edilmesine teikoplanin test sonucuna göre karar verilebilir. Bu durumda izlenecek algoritma şu şekilde olacaktır: 
· Teikoplanin sonucu ≥12 mg/L: GISA veya HGISA
· Teikoplanin sonucu 8 mg/L: Vankomisini test edin. Eğer vankomisin sonucu ≥8 mg/L ise GISA veya hGISA’dır. 
· Teikoplanin sonucu <8 mg/L: GISA veya hGISA değildir.

B. Glikopeptid direnci saptanması (GRD) için gradyan testi: 
Test üreticinin önerileri doğrultusunda yapılır. GRD şerit testinde vankomisin veya teikoplanin sonucu  ≥8 mg/L ise pozitif olarak değerlendirilir. 

C. Teikoplanin tarama agar:
5 mg/L teikoplanin içeren Mueller Hinton plağı kullanılır. 2.0 McFarland standarda eşit inokulum elde etmek için birkaç koloni %0.9 serum fizyolojik içinde süspanse edilir. Bu inokulumdan 10 mikrolitre agar yüzeyine bir nokta şeklinde aktarılır ve plak normal atmosferde 35oC’de 24-48 saat inkübe edilir. 48 saat sonunda iki koloniden fazla üreme görülmesi azalmış glikopeptid duyarlılığı şüphesini uyandırır. 

D. hGISA/GISA için doğrulama testi:   
hGISA tarama testi sonucu pozitif çıkan her izolat bir referans laboratuvara başvurularak, eğri altındaki popülasyon profil analiz alanı (PAP-AUC) (8) yöntemi ile araştırılmalıdır. 

6.4.3 Kontrol suşları

Tablo 1. Glikopeptid duyarlılık testi için uygun olan kontrol suşları

	Suş
	Mekanizma

	S. aureus ATCC 29213
	Glikopeptid duyarlı

	S. aureus ATCC 700698
	hGISA (Mu3)

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

	Direnç saptanmasının önemi

	Antimikrobiyal duyarlılık kategorisinin belirlenmesi için gereklidir
	Evet

	Enfeksiyon kontrol/halk sağlığı
	Evet

	Halk sağlığı
	Evet



7.1 Tanım
Vankomisin dirençli (vankomisin MİK >4 mg/L) Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis. 

7.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik önem
Enterokoklar, özellikle E. faecium genellikle kullanımda olan antimikrobiyal ajanların çoğuna dirençlidirler. Bu nedenle vankomisin dirençli enterokok (VRE) enfeksiyonlarının tedavisi güç olup birkaç tedavi seçeneği bulunmaktadır. VRE kolaylıkla yayılır, hastane ortamında uzun süre kalır ve ancak çok azı enterokokkal enfeksiyon geliştirse de çok sayıda bireyi kolonize edebilir (6, 7). VanB geni taşıyan izolatlar fenotipik olarak teikoplanine duyarlıdırlar.  VanB taşıyan enterokların tedavisi sırasında teikoplanin direncinin seçilmesiyle ilgili iki olgu raporu bulunmaktadır (8, 9), ancak klinik başarısızlıkla ilgili raporlar yetersizdir ve halen geçerli olan EUCAST önerisi teikoplanin sonucunun bulunduğu gibi raporlanmasıdır. Klinik olarak en önemli olan Van enzimleri için tipik olan MİK değerleri Tablo 1’de verilmektedir.

Tablo 1. VanA ve VanB içeren izolatlar için tipik glikopeptid MİK değerleri.

	
Glikopeptid
	MİK (mg/L)

	
	VanA
	VanB

	Vankomisin
	64-1024
	4-1024

	Teikoplanin
	8-512
	0.06-1



7.3 Direnç mekanizması
Klinik olarak anlamlı direnç en sık olarak peptidoglikan zincirinde terminal D-Ala’yı D-Lac ile değiştiren ve plazmid tarafından kodlanan VanA ve VanB ligazlar aracılığıyla gelişir. Bu yer değiştirme glikopeptidlerin hedefe bağlanmasını azaltır. VanA suşları hem vankomisin hem teikoplanin dirençli iken VanB suşları direnç operonunun indüklenmemesi nedeniyle genellikle teikoplanin duyarlılıklarını korurlar.  Daha düşük prevalansa sahip olan diğer Van enzimleri ise VanD, VanE, VanG, VanL, VanM ve VanN’dir ()1-4). 

Ek enterokok türleri (örn. E. raffinosus, E. gallinarum ve E. casseliflavus) vanA, vanB veya yukarıda listelenen enzimleri kodlayan diğer van genlerini içerebilir ancak bu suşlar daha azdır. Kromozomal olarak kodlanan VanC enzimleri tüm E. gallinarum ve E. casseliflavus izolatlarında bulunur. VanC düşük düzey vankomisin direncine (MİK 4-16 mg/L) yol açar ancak genellikle enfeksiyon kontrol açısından önemli görülmemektedir (5).

7.4 E. faecium ve E. faecalis’de glikopeptid direncinin saptanması için önerilen yöntemler
Vankomisin direnci MİK belirlenmesi, disk difüzyon ve agar sınır değer yöntemleri ile saptanabilir. Her üç yöntem için de önemli olan indüklenebilir dirençli izolatların da saptanabilmesi için plakların tam 24 saat inkübe edilmesidir. 

Üç yöntem de vanA tarafından kodlanan direnci kolaylıkla saptar. vanB tarafından kodlanan direncin saptanması daha zordur.  Agar veya buyyon dilüsyon yöntemiyle MİK belirlenmesi doğru sonuç verir ancak rutin laboratuvarlarda nadiren kullanılır. Eski raporlar VanB tarafından kodlanan direncin otomatize yöntemlerle saptanmasının problemli olduğunu ileri sürmektedir (10, 11). İlerleyen dönemde otomatize yöntemlerde çeşitli güncellemeler yapılmakla birlikte halen VanB tarafından kodlanan direncin bu yöntemlerle saptanma performansının iyileştiğine dair çalışmalar yetersizdir. EUCAST tarafından belirtilen okuma kurallarına titizlikle uyulduğunda 5 µg vankomisin diski ile yapılan disk difüzyon yöntemi iyi performans göstermektedir. 

MİK veya disk difüzyon sonuçları yorumlanırken izolatın E. gallinarum veya E. casseliflavus olmadığından emin olmak gerekir. Bu izolatlar arabinoz pozitif olmaları nedeniyle yanlışlıkla E. faecium olarak tanımlanabilir. E. gallinarum / E. casseliflavus’u E. faecium’dan ayırt edebilmek için MGP (metil-alfa-D-glukopiranosid) testi veya hareket testi yapılabilir (E. faecium MGP negatif, hareketsiz). Enteroklarda tür düzeyinde tanımlama için MALDI-TOF kütle spektrometre yöntemi de kullanılabilir (13).

7.4.1 MİK belirlenmesi
MİK değerleri agar dilüsyon, buyyon dilüsyon veya gradyan MİK yöntemleri ile belirlenebilir. Buyyon mikrodilüsyon için EUCAST kuralları, gradyan testler için ise üretici firmanın önerileri izlenmelidir. 

Buyyon mikrodilüsyon ISO 20776-1 standartına göre uygulanır. Gradyan testlerle MİK belirlenmesi ise üretici firmanın önerileri doğrultusunda yapılır. MİK gradyan şeritleri bazen vankomisin direncini tarama amacıyla yüksek inokulumda (McFarland 2 standartı) zengin bir besiyerinde (Beyin Kalp İnfüzyon agarı) de kullanılmaktadır ancak bu yöntem MİK değeri saptamamaktadır.

7.4.2 Disk difüzyon testi
Disk difüzyon için EUCAST tarafından belirlenen kurallar titizlikle izlenmelidir. Arkadan gelen ışık yardımıyla belirsiz zon kenarları ve/veya zon içi mikrokoloniler araştırılır. Keskin zon kenarları izolatın duyarlı olduğuna işaret eder ve keskin kenarlı zonu olan ve zon çapı sınır değerin üzerinde olan izolatlar vankomisin duyarlı olarak rapor edilebilir. Belirsiz zon kenarları olan veya zon içi mikrokoloniler olan izolatlar dirençli olabilir ve bu izolatlar zon çapları ne olursa olsun, MİK ile doğrulanmadan “duyarlı” olarak rapor edilmemelidir (Şekil 1).
· Disk difüzyon EUCAST’ın kolay üreyen organizmalar için önerdiği disk difüzyon yöntemine göre yapılır. İndüklenebilir dirençli izolatları saptayabilmek için 24 saat inkübasyon gereklidir. 

Şekil 1. Enterococcus spp. ve vankomisin kombinasyonu için bazı okuma örnekleri. 

[image: ]
a)    Keskin zon kenarları ve zon çapı ≥12 mm. Duyarlı olarak raporlanır. 
b-d)  Belirsiz zon kenarları ve/veya zon içi koloniler. Zon çapına bakmaksızın dirençli 	     olarak raporlanır. 

7.4.3 Agar sınır değer testleri
6 mg/L vankomisin içeren Beyin Kalp İnfüzyon agar kullanılarak yapılan agar sınır değer testleri vanA –ve vanB-pozitif izolatları saptamada güvenilir yöntemlerdir. Agar sınır değer plakları ticari olarak elde edilebilir veya hazırlanabilir. Agar sınır değer testi 6 mg/L vankomisin içeren Beyin Kalp İnfüzyon agar üzerine 1x105 – 1x106 kob (0.5 McFarland süspansiyondan 10 µl) aktarılması ile gerçekleştirilir. İndüklenebilir dirençli izolatları saptayabilmek için 24 saat 35±1oC’de normal atmosferde inkübasyon gereklidir. Bir koloniden fazla üreme olması pozitif olarak değerlendirilir. 

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


7.4.5 Kalite kontrol

Tablo 2. Vankomisin duyarlılık testi için uygun olan kontrol suşları. 

	Suş
	Mekanizma

	E.faecalis ATCC 29212
	Vankomisin duyarlı

	E.faecalis ATCC 51299
	Vankomisin dirençli (vanB)

	E.faecium NCTC 12202
	Vankomisin dirençli (vanA)
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8. Penisilin duyarlı olmayan Streptococcus pneumoniae

	Direnç saptanmasının önemi

	Antimikrobiyal duyarlılık kategorisinin belirlenmesi için gereklidir
	Evet

	Enfeksiyon kontrol
	Hayır

	Halk sağlığı
	Evet



8.1 Tanım
β-laktamlara düşük afinitesi olan farklı penisilin bağlayan proteinlerin (PBP) varlığına bağlı olarak  penisiline azalmış duyarlılık (vahşi tip suşlardan daha yüksek MİK değerleri, >0.06 mg/L) gösteren S. pneumoniae izolatları.

8.2 Klinik ve/veya epidemiyolojik önem
Daha sonra eklenecektir.

8.3 Direnç mekanizması
S. pneumoniae altı adet PBP içerir ve bunlardan PBP2x penisilinin birincil hedefidir (1). Düşük afiniteli PBP’leri kodlayan “mozaik genler”in varlığı kommensal viridan streptokoklardan horizontal gen aktarımının sonucudur (1). β-laktam direnç düzeyi sadece izolatta bulunan düşük afiniteli mozaik PBP’lerin sayısına değil, S. pneumoniae için çok önemli olan her PBP’deki modifikasyona da bağlıdır (2). Benzilpenisilin MİKleri 0.12-2 mg/L arasında olan suşlar daha yüksek doz penisilin kullanıldığında menenjit dışı enfeksiyonlarda duyarlı olarak kabul edilmektedir. Menenjit durumunda ise bu tür suşlar mutlaka dirençli olarak raporlanmalıdır (3).

8.4 Penisilin duyarlı olmayan S. pneumoniae saptanması için önerilen yöntemler
Penisilin duyarlı olmayan S. pneumoniae fenotipik olarak MİK veya disk difüzyon yöntemleri ile saptanabilir.  

8.4.1 Disk difüzyon yöntemi
Penisilin duyarlı olmayan S. pneumoniae saptanması için 1 µg oksasilin diski ile yapılan disk difüzyon testi en etkin tarama yöntemidir (4, 5, 6). Bu yöntem çok duyarlıdır, ancak zon çapı ≤19 mm olan suşların benzilpenisilin duyarlılığı değişkenlik gösterebileceğinden yeterince yüksek özgüllükte değildir. Bu nedenle tarama yöntemi ile duyarsız bulunan tüm izolatların benzilpenisilin MİKleri belirlenmelidir (6). 

Benzilpenisilin dışındaki β-laktamların duyarlılığını kestirmek için Tablo 1’de verilen oksasilin zon çapları kullanılabilir. 

Tablo 1. S. pneumoniae’da β-laktam direncinin taranması.

	Oksasilin 
(1 µg) zon çapı (mm)
	Antimikrobiyal ajan
	İleri test ve/veya yorumlama

	≥ 20 mm
	Klinik sınır değerleri listelenmiş olan (“Not” uyarısı bulunanlar dahil) tüm β-laktam ajanlar
	Klinik endikasyona bakmaksızın duyarlı olarak raporla

	

< 20 mm
	Benzilpenisilin (menenjit) ve fenoksimetilpenisilin (tüm endikasyonlar)
	Dirençli olarak raporla

	
	
Ampisilin, amoksisilin ve piperasilin (β-laktamaz inhibitörlü veya inhibitörsüz), sefotaksim, seftriakson ve sefepim
	Oksasilin zon çapı ≥ 8 mm: Duyarlı olarak raporla

	
	
	Oksasilin zon çapı < 8 mm:
Klinik kullanımı düşünülen β-laktam ajanın MİK değerini belirle ancak ampisilin, amoksisilin ve piperasilin (β-laktamaz inhibitörlü veya inhibitörsüz) için duyarlılığı ampisilin MİK değerinden kestir  

	
	Diğer β-laktam ajanlar (menenjit dışı enfeksiyonlar için kullanılan benzilpenisilin dahil)
	Klinik kullanımı düşünülen ajanı bir MİK yöntemi ile test et ve sonuçları klinik sınır değerlere göre yorumla


*Oksasilin 1 µg < 20 mm: Her zaman benzilpenisilin MİK değerini belirle, ancak diğer β-laktamların yukarıda önerildiği şekilde raporlanmasını geciktirme.

8.4.2 Klinik sınır değerler
Penisilin sınır değerleri birincil olarak pnömokokkal menenjitte tedavi başarısını garanti etmek amacıyla planlanmıştı. Ancak klinik çalışmalar penisilin orta duyarlı suşlarla gelişen pnömokokkal pnömonilerde parenteral penisilin tedavisi sonucunun diğer ajanlarla tedavi edilen hastalarla farklılık göstermediğini ortaya koymuştur. Mikrobiyolojik, farmakokinetik ve farmakodinamik veriler dikkate alınarak menenjit dışı izolatlar için benzilpenisilin klinik sınır değerleri tekrar gözden geçirilmiş ve güncel EUCAST sınır değerleri Tablo 2’de listelenmiştir.

Tablo 2. Menenjit ve menenjit dışı durumlarda benzilpenisilin duyarlılığının raporlanması
	Endikasyonlar
	MİK sınır değer (mg/L)
	Notlar

	
	S ≤
	R >
	

	Benzilpenisilin 
(menenjit dışı)
	0.06
	2
	Pnömonide, 1.2 g x 4 doz uygulandığında, MİK ≤ 0.5 mg/L olan izolatlar benzilpenisilin duyarlı olarak değerlendirilmelidir. 
Pnömonide, 2.4 g x 4 veya 1.2 g x 6 doz uygulandığında, MİK ≤ 1 mg/L olan izolatlar benzilpenisilin duyarlı olarak değerlendirilmelidir. 
Pnömonide, 2.4 g x 6 doz uygulandığında, MİK ≤ 2 mg/L olan izolatlar benzilpenisilin duyarlı olarak değerlendirilmelidir. 

	Benzilpenisilin 
(menenjit)
	0.06
	0.06
	


Not: 1.2 g benzilpenisilin 2 MU (milyon ünite) benzilpenisiline eşittir. 

8.4.3 Kalite kontrol

Tablo 3. Benzilpenisilin duyarlılık testi için uygun olan kontrol suşları.

	Suş
	Mekanizma

	S. pneumoniae ATCC 49619
	PBP’de değişim, benzilpenisilin MİK 0.5 mg/L
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