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OZET

KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN KARBAPENEM DIiRENCLI
KLEBSIELLA PNEUMONIAE SUSLARINDA ANTIBiYOTIiK
KOMBINASYONLARININ iN VITRO ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Hastanemizden izole edilen karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda
seftazidim-avibaktam ve fosfomisine diren¢ oranlarinin belirlenmesi, karbapenem direng
genlerinin varliginin incelenmesi ve seftazidim-avibaktama direngli izolatlarda seftazidim-
avibaktamin fosfomisin ve meropenem ile kombinasyonlarinin sinerjik etkisinin

arastirilmast amaglanmustir.

Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yal¢in Sehir Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilen 01.10.2019-31.07.2023 tarihleri arasinda cesitli klinik
orneklerden izole edilen ve VITEK 2 otomatize sistemi ile karbapeneme direncli bulunan
100 K. pneumoniae izolati galismaya dahil edildi. izolatlarin karbapenem direng genleri
(blakrc, blanowm, blaoxa-as,blaviv, blamme, blaoxa-si, blaoxa-23/0xa-ss) multipleks polimeraz
zincir reaksiyonu ile arastirildi. Fosfomisin duyarliliginin belirlenmesi i¢in agar diliisyon
yontemi, meropenem ve seftazidim-avibaktam duyarliliginin belirlenmesi igin ise sivi
mikrodillisyon yontemi kullanildi. Seftazidim-avibaktam direncli 15 karbapenem direngli K.
pneumoniae susunda seftazidim-avibaktam ile meropenem ve seftazidim-avibaktam ile
fosfomisin kombinasyonlar1 dama tahtasi yontemi ile calisildi. Hesaplanan fraksiyonel
inhibitér konsantrasyon indeksi (XFIK) sonucuna gore kombinasyonlarin in vitro sinerjik

etkisi analiz edildi.

Karbapenem direngli 100 K. pneumoniae izolatinin %15°1 seftazidim-avibaktama
direncli, %38’1 fosfomisine direncli bulunmustur. Calismamiza dahil edilen karbapenem
direngli K. pneumoniae izolatlarin 85’inde karbapenem direng genlerinden en az biri
saptanmugstir. Calisilan izolatlarin %39’unun OXA-48, %10’ unun KPC, %2’sinin NDM ve
%1’inin OXA-51 olmak iizere 52 izolatin diren¢ genlerinden sadece birini tasidiklari,
%17’sinin OXA-48+KPC, %9’unun OXA-48+NDM, %?3’tinliin OXA-48+NDM-+KPC,
%2’sinin OXA-48+OXA-51, %1’inin OXA-48+0XA-23/58, %]1’inin OXA-48+0OXA-

Xiii



51+KPC tasidigi tespit edilmistir. Izolatlarin hi¢birinde IMP ve VIM enzimi saptanmamustir.
Onbes seftazidim-avibaktam direncli izolatin dama tahtasi1 yontemiyle yapilan seftazidim-
avibaktam ile meropenem kombinasyonunda %100 kismi sinerjistik etki bulunurken,
seftazidim-avibaktam ile fosfomisin kombinasyonunda 933 kismi sinerjistik etki
bulunmustur.

Hastanemizde karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlarinda OXA-48 geni
yaygin olup, %33 oraninda birden fazla diren¢ genine sahip izolat saptandi. Seftazidim-
avibaktam direngli olan ve kombinasyon testine tabi tutulan suslarin 14’4 NDM geni
tasimaktaydi. Sadece bir tane direncli susun direng paterni tespit edilemedi. Seftazidim-
avibaktam direngli suglarin tamaminda meropenemli kombinasyonda kismi sinerjik etki
saptanirken fosfomisinli kombinasyonda suslarin besinde (%33) kismi sinerjik etki saptandi.
Seftazidim-avibaktamin fosfomisin ile kombinasyonundan ziyade meropenem ile
kombinasyonu ciddi karbapenem direncli K. pneumoniae enfeksiyonlarinda bir tedavi
secenegi olarak dnerilebilir. In vitro ¢alismayla elde ettigimiz sonuglarimiz, in vivo ve klinik

calismalar ile de desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: K. pneumoniae, karbapenem direnci, seftazidim-avibaktam,

meropenem, fosfomisin, dama tahtasi yontemi
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IN VITRO EFFECTIVENESS OF
ANTIBIOTIC COMBINATIONS ON CARBAPENEM-RESISTANT
KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS ISOLATED FROM
CLINICAL SAMPLES

It was aimed to determine the resistance rates to ceftazidime-avibactam and fosfomycin in
carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates isolated from our hospital, to examine the
presence of carbapenem resistance genes, and to investigate the synergistic effect of
combinations of ceftazidime-avibactam with fosfomycin and meropenem in ceftazidime-

avibactam -resistant isolates.

Between 01.10.2019 and 31.07.2023, 100 K. pneumoniae isolates isolated from various
clinical specimens at Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin City Hospital Medical
Microbiology Laboratory and found carbapenem-resistant by VITEK 2 automated system
were included in the study. Carbapenem resistance genes of the isolates (blakpc, blanpm,
blaoxa-s, blavim, blamme, blaoxa-s1, blaoxa-23/58) were investigated by multiplex polymerase
chain reaction. The agar dilution method was used to determine fosfomycin sensitivity, and
the broth microdilution method was used to determine meropenem and ceftazidime
avibactam sensitivity. Combinations of ceftazidime-avibactam with meropenem and
ceftazidime-avibactam with fosfomycin were studied using the checkerboard method in 15
ceftazidime-avibactam-resistant carbapenem-resistant K. pneumoniae strains. The in vitro
synergistic effect of the combinations was analysed according to the calculated fractional

inhibitory concentration index (ZFIC).

Of 100 carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates, 15% were resistant to ceftazidime-
avibactam and 38% were resistant to fosfomycin. At least one of the carbapenem resistance
genes was detected in 85 of the carbapenem resistant K. pneumoniae isolates included in our
study. Of the 52 isolates, 39% carried OXA-48, 10% carried KPC, 2% carried NDM and 1%
carried OXA-51. It was determined that 17% carried OXA-48+KPC, 9% carried OXA-
48+NDM, 3% carried OXA-48+NDM+KPC, 2% carried OXA-48+0OXA-51, 1% carried
OXA-48+0XA-23/58, 1% carried OXA-48+OXA-51+KPC. IMP and VIM enzymes were
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not detected in any of the isolates. While a 100% partial synergistic effect was found in the
combination of ceftazidime-avibactam and meropenem made by the checkerboard method
on fifteen ceftazidime-avibactam resistant isolates, a 33% partial synergistic effect was

found in the combination of ceftazidime-avibactam and fosfomycin.

The OXA-48 gene is common in carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates in our
hospital, and 33% of isolates with more than one resistance gene were detected. 14 of the
isolates resistant to ceftazidime-avibactam and subjected to combination testing carried the
NDM gene. The resistance pattern of only one resistant strain could not be detected. While
a partial synergistic effect was detected in the combination with meropenem in all
ceftazidime-avibactam-resistant strains, a partial synergistic effect was detected in five
(33%) of the strains in the combination with fosfomycin. The combination of ceftazidime-
avibactam with meropenem rather than with fosfomycin may be recommended as a
treatment option for severe carbapenem-resistant K. pneumoniae infections. Our results

obtained by in vitro study should be supported by in vivo and clinical studies.

Keywords: K. pneumoniae, carbapenem resistance, ceftazidime avibactam, meropenem,

fosfomycin, checkerboard method
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1. GIRIS ve AMAC

K. pneumoniae, Enterobacteriaceae ailesine ait Gram negatif bir bakteridir. Bu
mikroorganizma, saglikli mikrobiyatanin bir parcasidir ve viicudun bir¢ok yerinde kolonize
olur. Ancak kritik hastalarda, yenidoganlarda, bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde ciddi
enfeksiyonlara neden olabilir. Karbapenemler, 6zellikle genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) iireticisi Enterobacterales min neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak karbapenemlerin yaygin ve yanlis kullanimi1 karbapenemlere
direncli izolatlarin ortaya c¢ikmasma neden olmustur. Karbapenem direngli Klebsiella
pneumoniae (KDKp) suslari, hastane ortamlarinda artan prevalanslart ve antibiyotik direnci
nedeniyle ciddi tehdit olusturmaktadir. Kiiresel olarak artan KDKp enfeksiyonlari, lim
oranlarinin artmasina ve saglik sistemleri i¢in 6nemli maliyetlerin olusmasina neden olmustur
(1).

Karbapenem direnci, esasen Gram negatif patojenler arasinda goriilmektedir.
Aktarilabilir karbapenemaz kodlayan genlerin aracilik ettigi durumlarda hizla yayilmakta, ciddi
salginlara yol agmakta ve tedavi segeneklerini 6nemli dl¢iide sinirlamaktadir. Karbapenemlere
kars1 enzim aracili direng, karbapenemleri diger beta-laktam antibiyotiklerle birlikte inaktive
edebilen ve bu nedenle karbapenemaz olarak adlandirilan beta-laktamazlarin {iretiminden
kaynaklanmaktadir. Karbapenem direnci, beta-laktamlarin neredeyse tamamini hidrolize eder.
Yiiksek seviyelerde karbapenem minimum inhibitdr konsantrasyonuna (MIK) yol agan bu
enzimler, plazmidler veya transpozonlar tarafindan yatay olarak aktarilabilen genler tarafindan
kodlanir ve genellikle diger direng belirleyicilerini kodlayan genlerle iligkilidir. Karbapenem
hidrolizi ve cografi yayilim agisindan baglica karbapenemazlar; KPC (Klebsiella pneumoniae
karbapenemaz), VIM (Verona integron kodlu metallo-beta-laktamaz), IMP (imipenemaz),
NDM (New Delhi metallo-beta-laktamaz) ve OXA-48(okzasilinaz) tipleridir. Karbapenem
direnci tespit edildiginde siki enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin uygulanmasi ve karbapenemaz
kodlayan genlerin varliginin taranmasi biiylik 6nem tagimaktadir (2).

Karbapenem diren¢li K. pneumoniae’nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
seftazidim-avibaktam, polimiksin, tigesiklin ve fosfomisin gibi ajanlar kullanilmaktadir. Ancak
karbapenemaz {ireticileri arasinda bu ajanlarin zorunlu olarak kullanilmasindan dolayi, bu
ilaglara da diren¢ gelisebilmektedir. KDKp’nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisindeki

zorluklardan dolay1 antibiyotikler, kombinasyon halinde es zamanl tedavide kullanilmaktadir.



Calismamizda Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin Sehir Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda 01.10.2019-31.07.2023 tarihleri arasinda ¢esitli klinik numunelerden izole
edilen KDKp izolatlarinda referans yontemler ile seftazidim-avibaktam ve fosfomisine direng
oranlarii belirlemeyi, karbapenem direncinin molekiiler paternini, seftazidim-avibaktam
direngli izolatlarda seftazidim-avibaktamin fosfomisin ve meropenem ile kombinasyonlarinin

sinerjistik etkisinin dama tahtas1 yontemi ile arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KLEBSIELLA PNEUMONIAE

2.1.1.Taksonomi ve Tarihce

K. pneumoniae tiirli, taksonomik simiflandirmada prokaryot canlilar igerisinde,
bakteriler = aleminde, Proteobacteria  subesinde, = Gammaproteobacteria  simifinda,
Enterobacterales takiminda, Enterobactericeae ailesinde, Klebsiella cinsinde bulunur.
Enterobacterales takimi filogenomik analizlerle yedi aileye (Enterobacteriaceae, Erwiniaceae,
Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae ve Budviciaceae) ayrilmigtir
(3).

Klebsiella cinsi, baslangicta tibbi 6nemi olan ve sebep oldugu hastaliklara karsilik gelen
K. pneumoniae, K. ozaenae ve K. rhinoscleromatis olmak iizere {ig tiire bolinmiistiir (4). 1882
yilinda Carl Friedlander, K. pneumoniae bakterisini pndmoniden dlenlerin akcigerlerinden izole
etmis ve kapsiillenmis bir basil olarak tanimlamistir. Baslangicta Friedlander basili olarak
adlandirilmistir (5). Klebsiella cinsi, Enterobacteriaceae ailesinde yer alip 1885 yilinda
Trevisan tarafindan bakteriyi ilk izole eden kisi olan Alman mikrobiyolog Edwin Klebs (1834-
1913) onuruna isimlendirilmistir. Trevisan tarafindan tanimlanan ilk Klebsiella tiiri
rinoskleromlu hastalardan elde edilen kapsiillii bir basil olan Klebsiella rhinoscleromatis’tir (6).

K. pneumoniae, Gram negatif, kapsiillli, hareketsiz bir bakteridir. Bu bakteri, insanda
orofarenks ve gastrointestinal kanalin mukozal yiizeylerini kolonize eder. Diabetes mellitus ve
alkol kullanim bozuklugu olan kisilerde pnomoni ile iligkilidir (6).

K. pneumoniae, oldukg¢a viriilan ve antibiyotiklere direngli klinik patojenler olarak
bilinen ESKAPE mikroorganizmalarindan (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K.

peumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter tiirleri) biridir

(7).

2.1.2. Mikrobiyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

K. pneumoniae, boyutlan yaklasik genisligi 0,3-1,0 pm, uzunlugu 0,6-6,0 pm olan
basillerdir. Mikroskopta kisa, dolgun basiller seklinde goriiniir. Mikroskopta tek basina, ciftler
halinde veya kisa zincirler halinde ve bazen de kiimeler halinde goriilebilir. Oksidaz negatif,
sporsuz, hareketsiz, kapsiillii, Gram negatif boyanan bir bakteridir. Laboratuvarlarda bir¢ok
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siradan besiyerinde 12°C ile 43°C arasindaki sicakliklarda (optimum 37°C), ph 7 olan
ortamlarda, aerobik veya fakiiltatif anaerobik sartlarda elverisli tirerler. K. pneumoniae kanl
agarda mukoid, hemolitik olmayan koloniler olusturken, MacConkey agarda mukoid, pembe
renkli koloniler olustururlar (8).

K. pneumoniae, katalaz testi pozitif, oksidaz testi negatiftir. Nitrat1 nitrite indirgerler.
Hidrojen siilfiir (H2S) iiretimi yoktur. Uglii Seker Demir (TSI) agarda asit/asit reaksiyon
gosterirler. Indol testi negatif, metil kirmizis1 testi negatif, Voges-Proskauer testi pozitif, sitrat
testi pozitiftir. Ureyi hidrolize ederler. Karbonhidratlar1 (glikoz, laktoz, siikroz, mannitol)

fermantasyon yoluyla metabolize ederek asit ve gaz iiretirler.

2.1.3. Viriilans Faktorleri

K. pneumoniae'min baslica viriilans faktorleri, polisakkarit kapsiil, lipopolisakkarit

(LPS), fimbriumlar ve sideroforlardir.

2.1.3.1. Kapsiil: Polisakkarit kapsiil, K. pneumoniae'nin ana viriilans faktoriidiir. K.
pneumoniae'de K antijenine gore 80'den fazla kapsiiler serotip tanimlanmustir (9). In vitro
calismalar, kapsiiliin fagositoza ve opsonizasyona karsi korumaya aracilik ettigini gostermistir
(10). Son yillarda K1 ve K2 kapsiiler serotipleri, Asya lilkelerinde karaciger apseleriyle
iliskilendirilmektedir (11).

2.1.3.2. Lipopolisakkarit: LPS’ler, O-antijen, c¢ekirdek oligosakkarit ve lipit A'dan
olusan bakteriyel dis membranin bilesenleridir. K. pneumoniae enfeksiyonlari sirasinda, LPS
O-antijenleri, kompleman bileseni C3b'yi baglayabilir ve kompleman aracili 6ldiirmeyi bozar
ve bakterinin hayatta kalmasini1 saglar. Farkli serotipler, O-antijen molekiiler yapilarina gore
tanimlanir ve su anda 10 serotip vardir. Ol-antijeni, K. pneumoniae klinik izolatlarinda daha
baskin olmasina ragmen O2-antijeninin c¢ok ilaca direngli (CID) suslarda, ézellikle de insan

serumunda daha iyi sagkalim saglayan O2afg alt tipinde yaygin oldugu gézlemlenmistir (12).

2.1.3.3. Sideroforlar: Sideroforlar, pekcok mikroorganizma tarafindan salgilanan ve
bircok Gram negatif bakteride viriilans i¢in kritik olan kiiciik, yiiksek afiniteli demir selatlayict
molekiillerdir (13). Hiperviriilan K. pneumoniae’nin, klasik K. pneumoniae’dan daha fazla
miktarda siderofor salgiladig1 gosterilmistir. Yiiksek siderofor liretim seviyelerinin fare sepsis

modelli deneylerde agir hastalik veya oliimle iligkili oldugu bildirilmistir (14).

2.1.3.4. Fimbriumlar: Bakterilerin konak mukozal yiizeylerine yapigmasi, genellikle
enfeksiyon gelisiminde onemli bir adimdir. Gram negatif bakterilerde yapigsma, genellikle
bakteri hiicresinin ylizeyinde eksprese edilen filament6z yapilar olan fimbriumlar araciligiyla

gerceklesir. Cogu klinik K. pneumoniae izolati, iki fimbrial adezin olan tip 1 fimbrium ve tip 3



fimbrium iiretebilmektedir. Tip 1 fimbriumlar, konak hiicreler ve hiicre dis1 matriks lizerindeki
mannoz igeren yapilara yapismaya aracilik eder. Tip 3 fimbriumun, in vitro biyofilm

olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (15).

2.1.4. Klebsiella pneumoniae’nin Sebep Oldugu Enfeksiyonlar

K. pneumoniae, pnémoni, bakteriyemi, sepsis, idrar yolu enfeksiyonu, yara

enfeksiyonlari, menenjit, piyojenik karaciger apselerine yol acan firsat¢1 bir patojendir.

2.1.4.1. Pnémoni: K. pneumoniae, hem toplum hem de hastane kaynakli pnémonilere
neden olan bir bakteridir. Bakteriyemik pndmoni olgularinda yiiksek mortaliteye yol acar. K.
pneumoniae nin hiperviriilan suslar1 toplum kodkenli pnomonilerde, KDKp suslar1 ise hastane

kaynakli pndmonilerde daha yaygin saptanmaktadir (16).

2.1.4.2. Uriner Sistem Enfeksiyonlari: K. pneumoniae, iiriner sistem enfeksiyonlarinin
yaygin nedenlerindendir. Son yillarda antibiyotik direngli K. pneumoniae nin neden oldugu
idrar yolu enfeksiyonlari, 6zellikle hastanede yatan hastalarda goriilmekte olup toplumda da
siklig1 artmistir. Daha Once hastaneye yatis, antibiyotik kullanimi1 ve {iriner katater kullanimu,
bu durumun sebeplerindendir (17). KDKp izolatlarinin saglik hizmeti ortamlarindan topluma
yayilmasi, KDKp izolatlarinin hastalarin gastrointestinal sistemlerinde kolonize olmasina,

personelin elleri yoluyla cevreye yayilmasina baglanmaktadir (18).

2.1.4.3. Bakteriyemi ve Sepsis: K. pneumoniae nin neden oldugu bakteriyemi ve
sepsis, ciddi oranda morbidite ve mortaliteye yol acar. Bulas, dogrudan kisiden kisiye temas ve
kontamine tibbi ekipman yoluyla meydana gelir (19). Cok ilaca direngli K. pneumoniae’a baglh
kan dolagimi enfeksiyonlari, klinik acidan ciddi risk olusturmaktadir. Cilinkii tedavi secenegi
olarak az sayida antimikrobiyal mevcuttur. Karbapenemlere olan bagimliligin artmasi,

karbapenem direncinin artmasina yol agmistir (20).

2.1.4.4. Menenjit: K. pneumoniae nadiren menenjite neden olur ve prognozu kotii
seyirlidir. K. pneumoniae menenjitinin klinik spektrumu, ti¢ farkl sekilde kategorize edilebilir:
birincisi, 6zellikle uzak karaciger apselerinden kaynaklanan metastatik menenyjit, ikincisi, beyin
lezyonlar1 veya kafa travmasi i¢in norosiriirji prosediirlerini takiben kraniyotomi sonrasi gelisen
menenjit ve li¢linciisii, genellikle yasli hastalar veya altta yatan bagisiklik sistemi baskilanmis

kosullar1 olanlar arasinda izlenen primer veya spontan menenjit (21).

2.1.4.5. Endojen Endoftalmit: Endojen endoftalmit, bir mikroorganizmanin enfektif
bir odaktan kan-okiiler bariyer boyunca hematojen yolla yayilmasi sonucu ciddi goz ici
enflamasyonu olusturmas1 sonucu gelisir. Etken mikroorganizmanin epidemiyolojisinde

bolgesel farkliliklar mevcuttur. Kuzey Amerika ve Avrupa'da genellikle Gram pozitif bakteriler
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ve mantarlar neden olmaktadir. Ancak Dogu Asya'da mikrobiyolojik spektruma Gram negatif
bakteriler, 6zellikle de K. pneumoniae hakimdir (22). K. pneumonaie karaciger apseleri, % 3 ila
11 oraninda endojen endoftalmit insidansi ile iliskilidir. Bu okiiler tutulum orani, diger sistemik
enfeksiyonlarin okiiler tutulumundan ¢ok daha ytiksektir. Ayrica, Klebsiella tirlerinin neden

oldugu endoftalmit, karaciger apsesi olan hastalarda artmis mortalite ile iliskilidir (23).

2.1.4.6. intraabdominal Enfeksiyonlar: Sik goriilen cerrahi durumlardan biridir ve
yiiksek oranda mortaliteye neden olurlar. intraabdominal enfeksiyonlar, esas olarak Gram
negatif bakterilerden 06zellikle de basta E. coli ve K. pneumoniae’dan kaynaklanir. Bu
enfeksiyonlara yol acan KDKp suslari, her gegen giin artmaktadir. Bu suslar, en yaygin oldugu
yogun bakim iinitelerinden diger hastane bdliimlerine yayilabilir. Bir hastanede yayildiktan

sonra, taburcu edilen hasta tasiyicilar tarafindan topluma bulasabilir (24).

2.1.5. Klebsiella pneumoniae’da Antimikrobiyal Diren¢

Firsat¢1 bir bakteriyel patojen olan K. pneumoniae, antimikrobiyal diren¢ genlerinin
yiiksek siklig1 ve gesitliligi ile bilinmektedir. Cok ilaca direngli K. pneumoniae suslarinin diinya
capinda artan prevelansi ciddi bir halk saglig1 sorunudur. Cok ilaca direngli ve viriilan suslar
ciddi enfeksiyonlardan ve artan morbidite ve mortaliteden sorumludur. K. pneumoniae, Diinya
Saglik Orgiitii (WHO), ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) ve Ingiltere Halk
Sagligi Kurumu (PHE) tarafindan insan saglig: igin acil bir tehdit olarak tanimlanan bu CID
organizmalardan biridir (25).

K. pneumoniae'nin antibiyotik direnci, baslica su bes yolla olusur: (1) antibiyotiklerin
enzimatik olarak inaktivasyonu ve modifikasyonu, (2) antibiyotiklerin hedef bdlgelerinin
degistirilmesi, (3) porin kayb1 ve mutasyonu, (4) efluks pompasi ekspresyonunun artmasi ve

(5) biyofilm olusumu (26).

2.1.5.1. Antibiyotiklerin Enzimatik Olarak Inaktivasyonu ve Modifikasyonu: Beta-
laktamaz tiretimi beta-laktam halkasini hidrolize eden 6nemli bir diren¢ mekanizmasidir. Beta-
laktamazlar; genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL'ler), sefalosporinazlar (AmpC) ve
karbapenemazlar olarak ayrilirlar. Bu enzimlerin K. pneumoniae'de ekspresyonu, onu

penisilinlere, sefalosporinlere ve karbapenemlere direngli hale getirir.

2.1.5.2. Antibiyotiklerin Hedef Bolgelerinin Degistirilmesi: K. pneumoniae, hedef
geni mutasyona ugratarak veya bazi bazlari metilleyerek, antimikrobiyal ajanlarin hedef
bolgeye baglanamamasi sebebiyle ilag direncine neden olur. K. pneumoniae'de polimiksine
kars1 diren¢ mekanizmasi, genellikle lipid A'nin modifikasyonunu igerirken fosfomisine karsi

diren¢ mekanizmasi, MurA'y1 hedef alan modifikasyonu igerir.
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2.1.5.3. Porin Kayb1 ve Mutasyonu: K. pneumoniae, dig membran por proteinini

azaltarak antimikrobiyal ajanlarin bakteri i¢ine girisini zorlagtirmasiyla direng gelistirir.

2.1.5.4. Efluks Pompasi Ekspresyonunun Artmasi: Efluks pompalari, antimikrobiyal
ajanlar1 hiicre disina atarak hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonlarini azaltan ve bdylece ¢oklu

antibiyotiklere kars1 duyarlilig1 azaltmada rol oynayan membran proteinleridir.

2.1.5.5. Biyofilm Olusumu: Biyofilmler, ozmotik bariyer 0Ozelligine sahiptir ve
antimikrobiyal ajanlara kars1 direnglidir. K. pneumoniae, biyofilm olusturmaya egilimlidir ve

kapstil ve pilus gibi yapilar, biyofilm olusumuna katk1 saglar (26).

2.2. KARBAPENEMAZLAR

Karbapenemazlar; penisilinleri, sefalosporinleri, monobaktamlar1 ve karbapenemleri
hidrolize etme yetenegine sahip beta-laktamazlardir. Bu beta-laktamazlar1 ireten bakteriler,
karbapenemaz aktivitesinin bircok beta-laktam antibiyotigi etkisiz hale getirdigi i¢in ciddi
enfeksiyonlara neden olabilir. Beta-laktamazlar, fonksiyonel ve molekiiler olmak iizere iki
ozellige gore siniflandirilmistir. Beta-laktamazlar; Ambler siniflandirmasina gére aminoasit ve
niikleotid sekans analizi temeline dayali1 A, B, C ve D olmak iizere dort farkli sinifa ayrilmastir.
Karbapenemazlar, molekiiler sinif A, B ve D beta-laktamazlarin iyeleridir. A, C ve D sinifi
beta-laktamazlar, beta-laktam ilacin inaktivasyonu icin katalitik olarak aktif bir serin kalintisi
kullanirken, B sinift enzimler katalitik aktiviteleri i¢in metal kofaktor olarak ¢inko gerektiren
metalloenzimlerdir (27).

Smmif A Karbapenemazlar: A sinifi karbapenemazlar, filogenetik olarak alt1 farkli
gruba ayrilabilir; bunlardan dort grubu GES (Guiana genisletilmis spektrum), KPC, SME
(Serratia marcescens enzimi), IMI/NMC-A (imipenemase / non-metallocarbapenemase-A)
enzimlerinin iyeleri olustururken SHV-38 (siilfidril reagent variabl) ve SFC -1 (Serratia
fonticola karbapenemaz)'in her biri ayr1 bir grup olusturur (28). KPC tipi plazmidler, iizerindeki
transpozonlar aracilifiyla aktarilir. KPC, K. pneumoniae'de yaygin olarak bildirilmistir.
Yirmiden fazla farkli KPC varyant1 tanimlanmis olsa da, KPC-2 ve KPC-3, en yaygin tipler
olmaya devam etmektedir (29). SME ve IMP/NMC-A, kromozomal olarak kodlanir (30).

Sinif B Karbapenemazlar: Sinif B karbapenemazlar, beta-laktamlarin etkin hidrolizi
icin ¢inkoya gereksinim duyarlar. Bu sayede iki degerli katyon selatorii olan EDTA tarafindan
inhibe edilirler. Bu enzim grubu; penisilinleri, sefalosporinleri ve karbapenem grubu
antibiyotikleri hidrolize ederken, aztreonam gibi monobaktamlar1 hidrolize edemezler.
Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam ve avibaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri

tarafindan inhibe edilemezler (27). Sinif B karbapenemazlar da B1, B2, B3 olarak alt siniflara
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ayrilirlar. En sik tanimlanan metallo-beta-laktamazlar olan VIM, IMP ve NDM BI alt sinifina
aittir (31).

Simif D Karbapenemazlar: Oksasilin ve kloksasilini klasik penisilinlerden, yani
benzilpenisilinden ¢ok daha hizli hidrolize ederler. OXA tipi enzimler veya oksasilinazlar
olarak da adlandirilirlar. D sinifi beta-laktamazlarin OXA olarak adlandirilmasi, tercih ettikleri
penisilin substratini ifade etmektedir (32). Klavulanik asit ve EDTA tarafindan zayif bir sekilde
inhibe edilirler. Gram negatif bakterilerde yaygin olarak bulunan 350'den fazla genetik

cesitlilige sahip enzimlerdir (33).

2.2.1. Karbapenemaz Tiplerinin Dagilimi

Karbapenem direngli bakteriler hizla yayilmakta ve her gecen giin sayilar1 artmaktadir.
Hem klonal yayilim hem de plazmid aracili bulagma, bu bakterilerin goriilme sikliginda devam
eden artisa katkida bulunmaktadir. Epidemiyolojik veriler, kontrol dnlemlerinin planmasinda
onemlidir. KPC, NDM, IMP, VIM ve OXA ailesi siklikla rastlanan ve karbapenem direncinden
baslica sorumlu enzimlerdir. Bu enzimleri iireten bakteriler, normalde sadece karbapenemlere
degil, ¢cogu zaman bu plazmidler iizerinde taginan ek direng¢ genleri nedeniyle neredeyse tiim
antibiyotiklere direnclidirler (34). KPC, IMP, VIM, OXA-48 ve NDM karbapenemazlarin
sirastyla Israil, Japonya, Yunanistan, Tiirkiye ve Hindistan'da endemik oldugu ve diinya
geneline yayildig bilinmektedir (35).

Ik olarak KPC geni Kuzey Carolina'daki bir izolattan tanimlanmis ve KPC-1 olarak
adlandirilmistir (36). Avrupa’da ise KPC iireten Enterobacterales insidansi, en fazla Akdeniz
iilkelerinde, ozellikle Italya ve Yunanistan'da bulunmaktadir. italya ve Yunanistan'da KPC,
karbapenem direncinin en yaygin etiyolojisi olarak bulunmaya devam etmektedir (34). KPC-2,
diinya capinda yaygin olarak goriilmektedir ve Amerika Birlesik Devletleri'nde, Avrupa
(6zellikle Yunanistan) ve Cin'de salginlara yol agmaktadir. KPC-3, ¢ogunlukla Amerika
Birlesik Devletleri, Latin Amerika ve Israil'de tespit edilmistir (36). KPC'lerin hizla
yayilmasina, plazmid kaynakli genler ve yaygin uluslararasi seyahatler katkida bulunmaktadir
(37).

Metallo-beta-laktamaz sinifindaki karbapenemazlar, 6zellikle Asya’da goriilmekte olup
diinya ¢apinda giderek yayginlagsmaktadir. blanpm-1, ilk olarak 2007 yilinda Hindistan'a seyahat
eden ve K. pneumoniae kaynakli idrar yolu enfeksiyonu geciren Isvecli bir hastada tespit
edilmistir. Daha sonraki ¢alismalar, NDM-1 aracili karbapenem direncinin, Hindistan, Pakistan
ve Banglades'te yaygm oldugunu gostermistir. Avrupa'da NDM, Romanya, Polonya ve
Danimarka'da yaygin olarak gériiliir. Ispanya, Italya ve Macaristan'da VIM, yaygin metallo-

beta-laktamazdir. Sirbistan ve Karadag'da ise NDM enzimleri daha yaygindir (38).



Rapor edilen ilk OXA-48 {ireten Enterobacterales, 2001 yilinda Tiirkiye'de izole edilen
bir K. pneumoniae susudur. OXA-48 benzeri iireten K. pneumoniae klonlari, Tiirkiye'de hastane
enfeksiyonlariin bir nedeni olarak varligini siirdiirmektedir. Tiirkiye, 2014-2015 yillarinda bu
suslarin en yliksek epidemiyolojik seviyesine (evre 5 "endemik durum") sahip iilke olarak rapor

edilmistir (34).

2.2.2. Karbapenemazlarin Tespiti icin Yapilan Tarama Testleri

Karbapeneme direncli Enterobacterales 'nin (CRE) neden oldugu enfeksiyonlarin sinirlt
tedavi secenekleri ve yiiksek mortaliteye neden olmalari nedeniyle, karbapenem varligini
saptama ve bu enfeksiyonlar1 6nleme son derece onemlidir. Siirveyans calismalari, sadece
salginlar sirasinda degil CRE i¢in rutin bir 6nlem olarak enfeksiyon kontrol programlarinda da
yapilmalidir. Asemptomatik kolonizasyonu belirlemek i¢in hastalarin taranmasi ve Onleyici
temas izolasyonu Onlemlerinin alinmasi, hastadan hastaya bulaslar1 ve kolonizasyonu
azaltmakta ve uygun antimikrobiyal tedavinin baglatilmasindaki gecikmeyi azaltarak hasta
mortalitesini azaltmaktadir. Israil'de, 2008 yilinda tiim tesislerin bir CRE tarama politikasi
uygulamasini gerektiren ulusal kilavuzlarin dagitilmasi, 2006 yilinda baslayan iilke ¢capindaki
salginin azaltilmasina yardimei olmustur (39). Karbapenemazlarin saptanmasi, epidemiyolojik

siirveyans ve hasta yonetiminde en etkili antimikrobiyal se¢imi i¢in gereklidir.

2.2.2.1. Disk Difiizyon Yontemi ve Gradient Testi: Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (CLSI)’ne gore bir izolatin CRE olarak tanimlanabilmesi i¢in disk difiizyon
yontemine gére veya Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) sinir degerlerinin belirlenmesi
yoluyla karbapenemlerden (imipenem, meropenem, doripenem veya ertapenem) herhangi
birine kars1 direng gostermesi veya fenotipik testlerle karbapenemaz enzimine sahip oldugunun
kanitlanmas1 gerekmektedir (40). CRE’ nin saptanmasi i¢in tarama Onerileri, CLSI ve EUCAST
tarafindan saglanmaktadir. Ancak optimum tarama sinir degerleri tartigma konusudur ve yerel

epidemiyolojiye baghdir (41).

Disk difiizyon testinde test edilecek 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri
siispansiyonu, agar plaklara inokiile edilir; agar yiizeyine karbapenem diskleri konulur ve
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda karbapenem disklerinin inhibisyon zon ¢api dlgiilerek zon
cap1 <22 mm olarak 6l¢iilenler, karbapenem direngli kabul edilir. Karbapenem direncinin tespiti
icin imipenem (10 mg), meropenem (10 mg) ve ertapenem (10 mg) ticari diskleri yaygin olarak
kullanilir. Meropenem, karbapenemaz iiretiminin saptanmasi amaciyla yapilan taramalarda
duyarhilik ve 6zgiillik olarak en iyi ajandir. Ertapenem duyarlilifi, daha yiiksek olmasina

ragmen, 0zgllligii diistiktiir.



Gradient test yonteminde ise test edilecek bakteri, 0.5 McFarland yogunluga getirilip
Mueller Hinton agar yiizeyine steril bir ekiivyonla yayilir. Agar yiizeyine, karbapenem grubu
antibiyotik i¢eren E-test seritleri yerlestirilir. Plaklar 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilip
MIK degeri belirlenir. Seritlerin etrafinda eliptik inhibisyon bdlgeleri belirir ve inhibisyon

bolgesi ile serit kenar1 arasindaki kesisme noktas1, MiK'i gdsterir.

2.2.2.2. Otomatize Sistemler: Otomatize sistemler, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlariin bakterileri hizli ve dogru bir sekilde tanimlamasini ve antibiyotik duyarlilik
testlerinin yapilmasini saglar. Otomatik tanimlama sistemleri ideal olarak referans yontemlere

kiyasla en az %90’lik bir dogruluk oranina ulagsmalidir (42).

2.2.3. Karbapenemazlarin Tespiti icin Dogrulama Yontemleri

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda karbapenemazlarin saptanmast zorlu bir
konudur. Antibiyotik testi sonuc¢larinin karbapenemlerin sinir degerleri ile karsilastirilmasi,
karbapenemaz tespitinin taranmasinda ilk adimdir. Karbapenemazlarin tespiti icin iilke
politikasina, mali destege, laboratuvar ekipmanina, is giicline vb. bagli olarak fenotipik ve

genotipik analiz amaciyla farkli testler kullanilmaktadir.

2.2.3.1. Fenotipik Testler: Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar1 tarafindan yaygin
olarak kullanilan pek ¢ok fenotipik test kullanilmaktadir.

Modifiye Hodge Testi (MHT), CIM (Karbapenem Inaktivasyon Metotu) bir
karbapenem antibiyotiginin varliginda organizmanin ¢ogalmasina dayali olarak karbapenem
direncini dl¢en ¢cogalmaya dayali testlerdir.

Carba NP testi ve MALDI-TOF MS (ugus kiitle spektrometresinin matris destekli lazer
desorpsiyonu-iyonizasyon siiresi), karbapenemaz enzimleri tarafindan katalize edilen hidroliz
iriiniinii tespit eden hidroliz yontemleridir.

Lateral flow immiinoassay testleri, spesifik antikorlarin kullanimi yoluyla
karbapenemaz enzimlerini tespit eden testlerdir.

Bu testler karbapenemaz iiretimini tanimlar, ancak geleneksel formlarinda tretilen

spesifik karbapenemaza iligkin rehberlikten yoksundur (43).
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2.2.3.2. Genotipik Testler: Karbapenemazlarin tespiti i¢in kullanilan molekiiler
yontemler, diger tekniklerden daha giivenilir ve dogrudur. PCR tabanli yontemler,
hibridizasyon tabanli teknikler ve tiim genom dizilemesi (WGS), karbapenemazlarin tespiti i¢in
kullanilan genotipik testlerdir. Bu testler ile bakteri izolatlarindan veya dogrudan hasta
orneklerinden karbapenemaz genleri belirlenmektedir. Karbapenemaz tespiti i¢in kullanilan
ticari panel testleri ise en yaygin enzimleri bulmak i¢in tiretildiginden tiim karbapenemazlar ve
varyantlar1 tespit edemeyebilir. Konvansiyonel PCR ve real time PCR, karbapenemazlari
tanimlamak icin niikleik asit amplifikasyonunun kullanildig1 en yaygin yontemlerdir ve klinik
ortamlarda rutin kullanim i¢in daha pratiktir.

Real time PCR, floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi amplifikasyon esnasinda
tiip icerisinde olusan floresani tespit eden bir yontemdir. PCR islemi, normalde {i¢ dongiiden
olusur. Ik asama olan DNA zincirinin a¢ilmasi (denatiirasyon)’da kalip DNA (template DNA)
yaklagik 95°C 1-2 dakika tutularak, ¢ift sarmal yapidaki DNA iplik¢ikleri birbirlerinden
ayrilmaktadir. Tkinci asama olan primerlerin agilan DNA zincirlerine yapismasin (baglanma)’da
reaksiyon sicakliginin, 37-65°C’ye diisiiriilerek primerlerin agilan DNA zincirlerinin kendi baz
dizilerine karsilik gelen bdlgeye yapismasi islemidir. Ugiincii asama olan primer uzamasi
(primer ekstansiyon) 72°C’de DNA zincirleri iizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz
enzimi (Taq DNA polimeraz) araciliiyla uzatilmasidir.

Bakterilerin tiim genomunu analiz ederek karbapenemaz genlerini tanimlayabilen baska
bir genotipik yontem olan Tiim Genom Dizileme (WGS) yontemi ile siirveyans ve salgin

arastirmalar1 yapilmaktadir (44).

2.3. KARBAPENEMAZ URETEN KLEBSIELLA PNEUMONIAE’DA
TEDAVi SECENEKLERI

Karbapenemazlar, karbapenem grubu antibiyotikleri hidrolize ederek direng kazandiran
enzimlerdir. KDKp nedeniyle meydana gelen enfeksiyonlarda kullanilacak antibiyotik
secenekleri sinirlidir (45).

Aminoglikozidler: Karbapenem direncli Klebsiella pnemoniae’ya karsi en etkili
aminoglikozid gentamisindir. Antibiyotik se¢imi antibiyotik duyarlilik testleri sonucuna
dayanarak oOnerilmektedir. Kolistin ve KDKp enfeksiyonlarinda gentamisin ile yapilan
kombinasyon tedavileri sagkalimi artirmistir. Ancak yiiksek renal toksisite riski nedeniyle
kolistin ile kombinasyon tedavisinden kaginilmalidir (45).

Karbapenemler: Gram negatif, Gram pozitif ve anaerobik bakterilerilere etkili beta-
laktam antibiyotiklerdir. Gram negatif hiicre membranini ¢ok hizli gegerek penisilin baglayan

proteinlere (PBP) yiiksek afinite ile baglanarak onlar1 inaktif hale getirir ve hiicre duvarmin
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sentezinini inhibe ederler. Cesitli ¢alismalar karbapenem iceren kombinasyon tedavilerinin
KDKp enfeksiyonlarinda etkili oldugunu gostermistir. Ornegin 105 KPC enfeksiyonu vakasinin
incelendigi bir derlemede, karbapenem bazli kombinasyon tedavisinde karbapenem
monoterapisine gore tedavi basarist daha yliksek bulunmustur (%60'a kars1 %26) (46). Ayrica
cesitli hayvan enfeksiyon modeli ¢alismalarina dayanarak, karbapenemlerin yiiksek dozda,
uzun siireli infiizyonunun, 8 mg/L'ye kadar MiK 'lere sahip KPC iireten K. pneumoniae izolatlari
ile enfekte olmus immiin sistemi saglam hayvanlarda bakterisidal etkiler saglayabilecegi one
stiriilmiistiir (47).

Kolistin: Karbapenem direncli Klebsiella pnemoniae enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in
cok az tedavi segenegi mevcuttur ve polimiksin grubu antibiyotik olan kolistin, genellikle son
basamak tedavidir. Siddetli KDKp enfeksiyonlarinda kolistin genellikle tigesiklin, meropenem,
gentamisin veya fosfomisin gibi diger antibiyotiklerle birlikte kullanilir (48).

Fosfomisin: Fosfomisin, peptidoglikan sentezindeki ilk adimlardan birini inhibe ederek
bakterisidal aktivite sergileyen bir fosfoenolpiruvat analogudur. Yapisal olarak diger
antibiyotiklerle etkilesime girmeyip ¢apraz dirence yol agmaz ve diisiik molekiiler agirligina
sahiptir. Metisiline direncli Staphylococcus aureus, enterokoklar dahil Gram pozitifler ve CRE
dahil bircok Gram negatif bakterilere etkili genis bir etki spektrumuna sahiptir. Fosfomisine
kars1 in vitro duyarliligt belirlemek i¢in agar diliisyon, sivi mikrodiliisyon, disk difiizyon ve
gradient test gibi yontemler bulunmaktadir. Hem CLSI hem EUCAST a gore fosfomisin icin
referans yontem olarak 25 mg/L glukoz-6-fosfat ilave edilmis agar diliisyonudur. Komplike
olmayan idrar yolu enfeksiyonlarinda oral tedavide kullanilan eski bir antibiyotik olmasina
ragmen hem Gram pozitif hem de Gram negatif patojenler arasinda artan antibiyotik direng
oranlar1 nedeniyle kullanim1 yeniden degerlendirilmistir. Cok ilaca direngli K. pneumoniae
enfeksiyonlarinda fosfomisin tek basina veya kombinasyon tedavilerinde kullanima,
klinisyenler tarafindan gézden gecirilmektedir. Karbapenem direncli K. pneumoniae 'ye karsi,
direncin tam mekanizmasi belirtilmeden, karbapenemlerle (%70), kolistinle (%36), tigesiklinle
(%30) ve netilmisin (%42) ile sinerji oldugu rapor edilmistir (49).

Tigesiklin: Tigesiklin, KDKp’ye kars1 in vitro ve in vivo etkinlige sahiptir. Tigesiklinin
serum konsantrasyonlar diisiiktiir. Prospektif ¢caligmalardan elde edilen veriler, monoterapinin
ciddi enfeksiyonlar1 kontrol altina almak i¢in yeterli olmayabilecegini ve muhtemelen yalnizca
hafif komplike intraabdominal enfeksiyonlar1 olan secilmis hastalarda ve diger birkag yeterli
alternatif segenegi olan komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda bir tedavi secenegi
olabilecegini gdstermistir (50).

Seftazidim-avibaktam: Uciincii kusak sefalosporin olan seftazidim ile beta-laktam

olmayan beta-laktamaz inhibitérii avibaktamin intravendz olarak wuygulanan bir
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kombinasyonudur. Seftazidim, diger beta-laktam antibiyotikler gibi, PBP'lere baglanir, boylece
hiicre duvart sentezinde peptidoglikan c¢apraz baglanmasini inhibe ederek bakteriyel hiicre
lizisine ve &liimiine yol acar ve antibakteriyel etki gosterir. Onemli antimikrobiyal aktivitesi
olmayan avibaktam, seftazidimi c¢esitli serin beta-laktamazlardan koruyarak seftazidim-
avibaktamin’nin aktivitesine katkida bulunur. Ambler sinif A (GSBL'ler, KPC), sinif C (AmpC)
ve bazi sinif D ( OXA-48) enzimlerine karsi aktivitesi ile klasik beta-laktamaz inhibitorlerinden
daha genis bir etki spektrumuna sahiptir. Sinif B enzimlerine (metallo-beta-laktamazlar) karsi
etkili degildir. Komplike intraabdominal enfeksiyonlarda, ventilatorle iliskili pndmoniler dahil
hastane kaynakli pnomonilerde, yetiskinlerde akut piyelonefrit dahil komplike idrar yolu
enfeksiyonlarinda ve sinirli tedavi secenekleri mevcut hastalarda aerobik Gram negatif
bakterilere bagli enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilir (51).

Seftazidim-avibaktam yeni bir antibiyotik olmasina ragmen direng oranlar1 artmaktadir.
Klinik olarak 6nemli Gram negatif patojenler antibiyotiklerin inaktivasyonuna neden olan
enzimatik direng, antibiyotik hedefinin kimyasal modifikasyonu veya alternatif bir hedefin
ekspresyonu ve hiicre gecirgenliginde veya efluks pompalarinin ekspresyonunda degisiklikler
gibi mekanizmalarla seftazidim-avibaktama kars1 direng gelistirebilir (52).

Meropenem-Vaborbaktam: Meropenem-vaborbaktam, bir karbapenem ile tek bagina
antibakteriyel etkisi olmayan bor bazli beta-laktamaz inhibitérii olan vaborbaktamin
kombinasyonudur. A ve C sinifi karbapenemazlara sahip Enterobacterales'e oldukga etkili iken,
OXA-48 veya metallo-beta-laktamazlara kars1 etkili degildir (53).

Aztreonam-avibaktam: Metallo-beta-laktamazlar, aztreonam hari¢ tiim beta-
laktamlar1 hidrolize edebilmektedir. Bu spesifik 6zellik, aztreonamin metallo-beta-laktamaz
ureten suslara karsi yeniden klinik kullanimini giindeme getirmistir. Ancak metallo-beta-
laktamaz tireten suslarda A sinifi beta-laktamazlarin veya AmpC tipi determinantlarin siklikla
birlikte iretilmesi nedeniyle aztreonam suslarin yalnizca ligte birinde etkili olmaktadir.
Avibaktam, A siifi beta-laktamazlara ve AmpC tipi determinantlara kars1 giiclii bir aktiviteye
sahip beta-laktam olmayan beta-laktamaz inhibitoriidiir. Klinisyenler aztreonami inhibisyondan
korumak ve aztreonam-avibaktam tek bir {iriin olarak bulunmadig i¢in seftazidim-avibaktam
ve aztreonam kombinasyon tedavisini uygulamiglardir (54).

Sefiderokol: Sefiderokol, Ekim 2019'da idrar yolu enfeksiyonlarinin ve Eyliil 2020°de
hastane kaynakli pndmoni ve ventilatorle iliskili bakteriyel pndmoni tedavisi icin ABD Gida ve
[lag Dairesi (FDA) onay1 almistir. Sefiderokol, bir sefalosporin kismi ve katekol tipi bir
siderofordan olusan, demire baglanan ve aktif demir tasiyicilar1 kullanarak bakteriyel hiicre
girisini kolaylastiran sentetik bir konjugattir. Periplazmik bosluga girdiginde demirden ayrigir

ve sefalosporin kismi Oncelikle PBP-3'e baglanarak bakteriyel hiicre duvari sentezini inhibe
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eder. Sefiderokoliin kimyasal yapisi ve hiicre giris mekanizmasi, porin kanallarinin kaybina,
efluks pompalarinin asir1 ekspresyonuna ve karbapenemazlarin inaktivasyonuna karsi gelismis
koruma saglayabilir. Sefiderokol, serin karbapenemaz veya metollo-beta-laktamazlar iireten K.
pneumoniae tedavisinde etkindir (55).

Eravasiklin: Eravasiklin, karbapeneme diren¢li Gram negatif bakteriler de dahil olmak
lizere genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip ciddi enfeksiyonlarin tedavisi igin
gelistirilen sentetik bir florosiklindir (56).

Plazomisin: Plazomisin, sisomisinden sekiz asamali bir sentezle olusturulan yari
sentetik bir aminoglikoziddir. Yakin bir zamanda CID Enterobacterales’in neden oldugu
komplike idrar yolu enfeksiyonlari ve piyelonefrit tedavisi i¢in onaylanmistir. Plazomisin
direnci, NDM igeren karbapenemaz suslari ile iliskilendirilmistir (57).

Imipenem-Relebaktam: Imipenem-relebaktam, karbapeneme direncli Gram negatif
bakteri enfeksiyonlarini tedavi etmek icin yeni bir beta-laktam ve beta-laktamaz inhibitori
kombinasyonudur. FDA tarafindan 2019 yilinda onaylanan imipenem-relebaktam

kombinasyonu, metallo-karbapenemaz iireticileri hari¢, CRE’ye kars1 etkinlige sahiptir (58).

2.4. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

2.4.1. Disk Difiizyon (Kirby-Bauer) Testi

Disk difiizyon testi 1940'ta gelistirilmis olup, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
rutin antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in kullanilan resmi bir yontemdir. Bu yontemde agar
plaklari, test mikroorganizmasinin standartlastirilmig bir inokulumu ile inokiile edilir. Belli
dozlarda antibiyotik emdirilmis yaklasik 6 mm ¢apinda diskler agar yiizeyine yerlestirilir. Petri
kaplar1, uygun kosullar altinda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda antimikrobiyal ajan agara
difiize olur ve disk etrafinda olusan zon cap1 Olciilerek antibiyotige duyarlilik ya da direng
durumu belirlenir. Bakterileri duyarli, orta duyarli ve direngli olarak kategorize ederek kalitatif
sonuclar saglar. Bakteriyel iireme inhibisyonu, bakteriyel 6lim anlamima gelmediginden, bu
yontem bakterisidal ve bakteriyostatik etkileri ayirt edemez. Disk difiizyon testinin basit
uygulanabilirligi, diisiik maliyeti, ¢ok sayida antimikrobiyal ajani test etmesi, sonuglari

yorumlama kolaylig1 gibi diger yontemlere gore pekcok avantaji bulunmaktadir (59).
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2.4.2. Gradient Test

Antimikrobiyal gradient yontemi, MIK degerini belirlemek icin diliisyon ve difiizyon
yontemlerinin prensibini birlestirir. Etest (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France), bu teknigin
ticari bir adidir. Antimikrobiyal ajanin bir ucgtan digerine artan bir konsantrasyon gradienti ile
emdirilmis bir serit, test mikroorganizmasinin standartlastirilmis bir inokulumu bulunan agar
ylizeyine yerlestirilir. Bakteriyel {ireme sonucunda inkiibasyondan sonra serit boyunca
ortalanmis simetrik bir inhibisyon elipsi gériiliir. MIK degeri, elips kenarmin seritle kesistigi

yerde pg/mL cinsinden skaladan okunur (59).

2.4.3. Agar Diliisyon Testi

Bu yontemde test edilecek antibiyotik diliie edilerek bir dizi konsantrasyon elde edilir.
Bu konsantrasyonlar agar ile birlestirilir. Daha sonra standart bir konsantrasyonda hazirlanan
bakteriler, her bir plaga nokta basina 10 cfu/mL olacak sekilde eklenir. inkiibasyondan sonra,
inokiile edilen noktalarda bakteri iiremesi olup olmadigini belirlemek icin plaklar incelenir.
Bakteri tiremesini engelleyen en diistik antibiyotik konsantrasyonu, o antibiyotigin o bakteriye
karst MIK degeri olarak kabul edilir. Test edilen mikroorganizmanin MiK degerini belirlemek
icin farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceren agar plaklarinin kullanilmasi gerekir. Bu
yontem, antibiyotik direncini degerlendirmek i¢in altin standart olarak kabul edilir. Ancak

zahmetli ve zaman alic1 bir yontemdir (60).

2.4.4. Siv1 (Broth) Diliisyon Testleri

Sivi makrodiliisyon ve mikrodiliisyon, en temel antimikrobiyal duyarlilik test
yontemleridir. Antimikrobiyal ajanin minimum 2 mL hacimli cam tiiplere (makrodiliisyon)
veya 96 kuyucuklu mikroplak (mikrodiliisyon) kullanilarak daha kii¢lik hacimlere dagitilan s1v1
bir tireme ortaminda seri diliisyonunu igerir. Ardindan, her tiip veya kuyucuk 0,5 McFarland
ayarlanmis standart mikrobiyal silispansiyonun seyreltilmesinden sonra ayni besiyerinde
hazirlanan mikrobiyal inokulum ile inokiile edilir. Iyice karistirildiktan sonra, inokiile edilen
tiipler veya 96 kuyucuklu mikroplak test mikroorganizmasina bagl olarak uygun kosullar
altinda inkiibe edilir. Minimum inhibitér konsantrasyon, ¢iplak goézle tespit edildigi lizere
tiiplerde veya mikrodiliisyon kuyucuklarinda organizmanin bilylimesini tamamen engelleyen
en diisik antimikrobiyal ajan konsantrasyonudur. lyi standardize edilmis giivenilir

yontemlerdir; fakat zahmetlidir (59).
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2.4.5. Otomatize Sistemler

Otomatize antibiyotik duyarlilik sistemleri, MiK panellerinin otomatik inokiilasyonu ve
inkiibasyonu ardindan manuel miidahale gerektirmeyen bilgisayar destekli okuma, yorumlama
ve raporlamadan olusur. Otomatize sistemler, test siiresini onemli Ol¢ilide azaltarak tedavi
kararlarini hizlandirir. Insan hatasimni en aza indirerek tutarli ve giivenilir sonuglar saglar. Cok

sayida numuneyi ayni anda c¢alisabilir (61).

2.5. ANTIBIiYOTIK KOMBINASYON TESTLERI

Antibiyotik kombinasyon tedavileri, genellikle ciddi Gram negatif enfeksiyonlar1 tedavi
etmek icin kullanilir. Monoterapiyle karsilastirildiginda kombinasyonlarla elde edilen
potansiyel basarilar arasinda; daha genis bir antibakteriyel spektrum, sinerjistik etkiler ve tedavi
sirasinda diren¢ ortaya c¢ikma riskinin azalmasi yer alir. Fakat artan toksisite riski,
siiperenfeksiyonlar, direngli suslarin ortaya c¢ikist ve yiikksek maliyetlerlerden dolay1
kombinasyonlarin agir1 kullanimindan kaginilmalidir (62). Antibiyotik kombinasyonlarinin in
vitro etkilesimini degerlendirmek i¢in sinerji testi yontemleri kullanilmaktadir. Bu testler
arasinda dama tahtasi (checkerboard) yontemi, zamana bagl 6ldiirme (time-kill) yontemi, disk
difiizyon yontemi, gradient test yontemi bulunmaktadir (63).

Iki veya daha fazla ila¢c aym anda birlikte test edildiginde sinerjik etki, additif etki,
indiferans etki ve antagonistik etki olarak farkli fenotipik etkiler verebilir.

Sinerjik etki, kombinasyonu olusturan antibiyotiklerin birlikte etkisi, her bir
antibiyotigin tek bagina kullanimi ile olusan etkisinden anlamli miktarda artmasidir. Ornegin; 1
(llag A)+ 1 (Ilag B)= >3

Additif etki, birlikte kullanilan antibiyotiklerin etkisi ayr1 ayri etkilerinin toplami olarak
belirtilir. Kismi sinerjiyi gosterir. Ornegin;1 (Ilag A)+ 1 (Ilag B)= 2.

Indiferans etkide ise ilaglarin kombinasyondaki etkisi, daha etkili olan digerinin tek
basina yaptig1 etki kadardir. Antibiyotikler birbiriyle etkilesmezler.

Antagonistik etki, iki ila¢ bir arada kullanildiginda biri digerinin etkisini zayiflatiyorsa
ve etki toplami her birinin tek basina yaptigindan diisiikse aralarinda antagonsitik etkilesmeden
bahsedilir.

In vitro bulgularm klinik énemi belirsizdir. Bu yiizden in vitro modeller, hayvan
caligmalarinda ve ileriye doniikk klinik c¢alismalarda daha fazla arastirilacak sinerjik
kombinasyonlar i¢in genis 6l¢ekli bir tarama yapmak i¢in kullanilabilir. Ayrica, kanita dayali
tedavi seceneklerinin bulunmadig1 durumlarda, in vitro veriler, CID Gram negatif bakterilerin

neden oldugu ciddi enfeksiyonlar i¢in terapotik kararlar1 desteklemek icin yararl olabilir.
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2.5.1. Dama tahtasi (Checkerboard) Yontemi

Dama tahtast (checkerboard) yontemi, kolay anlagilabilir bir mantig1 ve sonuglari
yorumlamak icin kullanilan matematiksel hesaplamalarin zor olmamas1 sebebiyle antibiyotik
kombinasyonlarinin in vitro etkisini 6lgmede sik olarak kullanilmaktadir. Bu yontem icin 96
kuyucuklu U tabanl1 steril mikroplaklar kullanilir. Her bakteri susu ve denenecek kombinasyon
icin bir mikroplaka kullanilir. Antibiyotiklerin stok soliisyonlar1 hazirlanir ve ayr tiiplerde ¢ift
kat seri diltisyonlar yapilir. Tliplerde bulunan konsantrasyonlar, kombinasyonda denenecek her
kuyucuk i¢in son konsantrasyonun iki kati1 olmalidir. Ciinkii ayn1 kuyucukta her iki antibiyotik
esit miktarlarda bulunup birbirini bir kat diliie edecektir. Her mikroplak i¢in bir yatay sira ve
bir dikey siitun kuyucuklari, antibiyotiklerin MiK’lerinin belirlenmesi i¢in kullanilir. Yine her
deneyde bir kuyucuk antibiyotiksiz birakilarak iireme kontrolii olarak ve bir kuyucuk da sadece
besiyeri eklenip besiyeri sterilite kontrolii olarak kullanilir. Diger kuyucuklara antibiyotiklerin
kombinasyonlar1 eklenir. Kombinasyondaki her antibiyotigin test edilecek mikroorganizma i¢in
bilinen veya beklenen MIK degerinin en az ii¢-dort diliisyon asags1 ile iki, sekiz katina kadarki
diliisyonlar1 kullanilmalidir.

Deneyde kullanilacak suslarin kanli agar gibi seg¢ici olmayan bir besiyerindeki bir
gecelik taze kiiltiirii kullanilir. Ureyen saf kolonilerden bakteri siispansiyonu hazirlanip her
kuyucuk igin son bakteri konsantrasyonu 5x10° cfu/mL olacak sekilde inokiile edilir. Uygun
ATCC suslartyla ayni antibiyotik stok soliisyonlar1 ve sulandirimlarla testin kalite kontrolii
yapilir. Dama tahtasi deneyi tamamlandiktan sonra mikroplagin kapagi kapatilir ve 16-20 saat
35+2°C’de inkiibe edilir. Kalite kontrol suslarmin MIiK degerleri uygunsa ve iireme ve
besiyerleri kontrolii yapilip mikroplakalar degerlendirilir. Her mikroplaka i¢in kombinasyonda
kullanilan antibiyotiklerin tek basmna MIK degerleri okunur ve kaydedilir. Daha sonra
kombinasyon testinde iireme olan kuyucuklar, pozitif kabul edilir ve lireme olmayanlar, bos
birakilip kayit formuna isaretlenir.

Sonuglar yorumlanirken 6nce her iki antibiyotigin iireme olmayan kuyucuklarda ayr
ayr fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonu (FIK) degerleri hesaplanir. FIK degeri, her ilacin
kombinasyon halinde kullanildiginda MIK degerinin, tek basina kullanildiginda MIK degerine
boliinmesiyle belirlenir. FIK indeks toplam1 (ZFiK) ise kombinasyonda test edilen her ilacin
FiK degerlerinin toplamidir. TFIK, test edilen ilaglar arasindaki etkilesimi kategorize etmek

i¢in kullanilir.

TFIK < 0.5 ise sinerjik etki (0,5’ esit veya diisiik ise)
0,5> XFIK < 1 ise additif etki (kismi sinerjik etki)
1< XFIK < 4 indiferans etki
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YFiK >4 antagonisitk etki seklinde yorumlanr.

2.5.2. Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontemde antibiyotik diskleri, bakteri inokiile edilen plaklara birbirinden her iki
inhibisyon zon capinin toplami mesafeye yerlestirilmektedir. 16-20 saatlik inkiibasyondan
sonra iki antibiyotik arasinda sinerjik etki mevcutsa, disklerin inhibisyon zon c¢aplarinin
birbirine bakan taraflarinda genisleme olusmakta, antagonistik etki mevcut ise inhibisyon zon

cap1 diizlesmekte, etkilesim yoksa inhibisyon zonlar1 degismemektedir (64).

2.5.3. Gradient Test Yontemi

Bu yontemde bakteri inokiile edilen plaklara iki ilagtan birine ait gradient strip
yerlestirilir ve 1 saat 37°C’de inkiibe edilir. Daha sonra bu strip kaldirilarak diger ilaca ait strip
konsantrasyon ¢izgileri tam ¢akisacak sekilde yerlestirilip 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonunda gradient stripin etrafinda olusan duyarlilik zonunun kesistigi yer kaydedilir. Ayn1 islem
diger ila¢ once olacak sekilde tekrarlanir. Farkli sekilde uygulanan gradient strip sinerji
yontemleri bulunmaktadir. Bu ydntemi degerlendirirken FIK indeksi kullanilabilir. Ya da
ilaglarm kombine edildiginde MIK degeri tek basina ¢alisildiginda daha aktif olan ilacin MiK
degerinden en az iki diliisyon diisiik ise sinerji, en az iki dillisyon yiiksek ise antagonizma, bu

ikisinin arasinda ise additif etki seklinde yorumlanir (65).

2.5.4. Zamana Bagh Oldiirme (Time Kill) Yontemi

Bu yontemde sinerji arastirmasi yapilacak ilaglarin tek tek ve kombine oldugu tiiplere
ekim yapilir. 24 saatlik inkiibasyon esnasinda belli araliklarla kat1 besiyerine pasajlanir. 24
saatlik inkiibasyon sonunda plaklarda bakteri kolonileri sayilarak cfu/mL degerleri
semilogaritmik kagitlarda isaretlenir. Test edilen antibiyotiklerin sinerjik etkisini tespit etmek
i¢cin 6nce kombinasyondaki daha aktif antibiyotigin koloni sayilar1 kaydedilir. Bu degere oranla
kombinasyonda 24 saatlik koloni sayilarinda >100 kat (2 logio) diisiis sinerjistik etkiyi, >100
kat (2 logio) artis antagonistik etkiyi, < 10 kat artis ve azalig ise additif veya indiferans etkiyi
gosterir. Uzun ve zahmetli bir yontem oldugu icin az sayida kombinasyon ve sus denenebilir

(66).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calisma, Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi
Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan 11.10.2023 tarihi 2023/0677 karar no ile
onaylanmistir (Bkz. EK 1).

3.1. KLINIK iZOLATLARIN SECIMI

Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin Sehir Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
01.10.2019-31.07.2023 tarihleri arasinda gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen ve
enfeksiyon etkeni olarak kabul edilen, MALDI-TOF MS (bioMerieux, Fransa) ile tanimlanmus,
antibiyotik duyarliliklart otomatize sivi mikrodiliisyon sistemi (VITEK2, bioMerieux, Fransa)
ile calisilmis olan ve karbapenem grubu antibiyotiklerden (meropenem, ertapenem, imipenem)
en az birine direngli olan 100 adet K. pneumoniae susu dahil edildi. Tim suslar, ¢calismanin
yapilacag tarihe kadar -20°C’de %15°lik gliserin igeren stok besiyerlerinde saklandi. Kalite
kontrol susuolarak E coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603 kullanild1.

3.2. BAKTERILERIN TANIMLANMASI

Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina kabulii yapilan klinik 6rnekler, laboratuvar tani
algoritmasina uygun olarak %35 koyun kanli agar (KKA), ¢ikolatamsi1 agar ve kromojenik agar
besiyerlerine ekildi. Ornek tiiriine uygun olarak besiyerleri 35+2°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi besiyerlerinde saf koloni halinde iireyen bakterilerin

tanimlanmast MALDI-TOF MS (bioMerieux, Fransa) otomatize sistemi kullanilarak yapildi.

3.3. ANTIBIYOTIiK DUYARLILIK TESTLERI

K. pneumoniae suslarinin antibiyotik duyarlilik testleri, VITEK 2 (bioMerieux, Fransa)
otomatize sistemi ile caligildi. Otomatize sistem ile karbapenemlerden en az birine direng
saptandiginda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ya da gradient test yontemi ile dogrulama
yapildi. Seftazidim-avibaktam duyarliliginin belirlenmesi i¢in disk difiizyon yontemi ve sivi

mikrodiliisyon yontemi kullanildi.
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3.3.1. Disk Difiizyon Y 6ntemi

Bu yontem igin taze kiiltiirde bulunan saf bakteri kolonilerinden birkag tanesi, steril

pamuklu ekiivyon cubuga alinarak 3 cc fizyolojik tuzlu su icinde densitometre cihazi

(DensiCHEK  plus, Biomerieux, Fransa) kullanilarak 0.5 McFarland (1,5){108 cfu/mL)
bulanikliginda 6Slgiilen bakteri siispansiyonu hazirlandi. Steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu, bu
stispansiyonun igerisine daldirip pamuktaki fazla su tiiplin duvarlarina bastirilarak fazla sivi
atild1 ve pamuktaki inokiilum Mueller Hilton agar (MHA)’ 1n her tarafina esit olacak sekilde
yayildi. Meropenem (10 pg), imipenem (10 pg), ertapenem (10 pg) (Bioanalyse, Tiirkiye)
diskleri ve seftazidim-avibaktam (10/4) pg (Bioanalyse,Tiirkiye) diski, siispansiyonun
inokiilasyonundan sonra Mueller Hilton agara yerlestirildi. Diskler yerlestirildikten sonra
besiyerleri, 35£2°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda bakterilerin
inhibisyon zon caplar1 lciildii. Inhibisyon zon ¢aplari, EUCAST v.13.0’a gore karbapenemaz
tireten Enterobacterales igin klinik sinir degerler ve tarama esik degerleri tablosuna gore
degerlendirildi. EUCAST 1n Enterobacterales i¢in onerdigi inhibisyon zon c¢aplari, Tablo
3.1°de gosterilmistir (67).

Tablo 3.1. EUCAST n Enterobacterales i¢in 6nerdigi inhibisyon zon caplari.

Antibiyotikler = Inhibisyon zon ¢ap1 (mm) —
Ertapenem (10 ug) 25 25
Meropenem (10 ug) (menenjit disinda) 22 16
Imipenem (10 ug) 22 19
Seftazidim-avibaktam (10-4 ug) 13 13

3.3.2. Gradient Test Yontemi

Bu yontem taze kiiltiirdeki saf bakteri kolonilerinden birkag tanesi steril pamuklu

ekiivyon ¢ubuga alinip 3 cc fizyolojik tuzlu su igerisinde densitometre cihazi (DensiCHEK

plus, Biomerieux, Fransa) ile 0.5 McFarland (1,5x108 cfu/ml) bulanikliginda siispansiyon
hazirlandi. Bu siispansiyondan steril pamuk uglu ekiivyon yardimiyla Mueller Hilton agara
esit bir sekilde inokiile edildi. Inokiilasyondan sonra 15 dakika igerisinde 0,002-32 pg/ml
araliginda ertapenem, meropenem, imipenem igeren gradient test seritleri (Biomeriux, Fransa)
yerlestirildi. Gradient test yerlestirildikten sonra besiyerleri 35+2°C etiive kaldirilip 18-24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda elips seklindeki inhibisyon zonunun gradient test seridi ile
kesistigi bolgedeki deger minimum inhibitor konsantrasyon degeri olarak kabul edildi.
Minimum inhibitor konsantrasyon degerleri, EUCAST v.13.0 e gore karbapenemaz iireten

Enterobacterales icin klinik smir degerler ve tarama esik degerleri tablosuna gore
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degerlendirildi. EUCAST 1n Enterobacterales igin dnerdigi MIK sinir degerleri Tablo 3.2°de
gosterilmistir (67).

Tablo 3.2. EUCAST 1 Enterobacterales i¢in dnerdigi MIK sinir degerleri.

MIK simr degerleri
Karbapenem
<S >R
Ertapenem 0,5 0,5
Meropenem(menenjit dig1) 2 8
Imipenem 2 4

3.4. ANTIBIYOTIK STOK VE CALISMA SOLUSYONLARI

In vitro ¢alismalarda kullanacagimiz Ceftazidime hidrat powder (CAS Number:
120618-65-7, Sigma-Aldrich, ABD), Avibaktam sodium powder (CAS number:1192491-61-4,
RayBiotech, ABD), Fosfomisin sodium (CAS number: 26016-99-9, Sigma Aldrich, ABD),
Meropenem trihidrat powder (CAS number: 119478-56-7, Sigma-Aldrich, ABD) potens
degerleri gbz zoniinde bulundurularak hedeflenen stok soliisyon i¢in gerekli hacim asagidaki
formiile gére hesaplandi (68).

Hacim(ml) = Agirlik(mg) % Potens(pg/mg) / Konsantrasyon (pg/ml)

Calismalarda test edilecek antibiyotiklerin baslangi¢ konsantrasyonlarinin 10 kati
olacak sekilde, Tablo 3.3’te verilen ¢oziicii ve sulandiricilar kullanilarak, stok soliisyon
hazirland1 ve steril ependorflara boliinerek -80 °C’ de saklandi. Hazirlanan stok soliisyonlar
antibiyotik duyarlilik ¢aligmalar1 yapilacagi zaman yine kilavuzda onerilen sulandiricilar ile

sulandirilip uygun konsantrasyonda ¢aligma soliisyonlart hazirlandi (68).

Seftazidim stok sollisyonu hazirlarken seftazidimin %10’u kadar sodyum karbonat
kullanildi. Sodyum karbonat hesaplanan distile suyun bir kismi igerisinde ¢ozelti haline

getirildi. Seftazidim 6nce bu ¢ozeltide ¢ozdiiriiliip sonra gerekli hacime kadar distile su eklendi.

Tablo 3.3. Antimikrobiyal ilag soliisyonlar1 hazirlarken kullanilan ¢6ziicii ve sulandiricilar.

Antibiyotik Coziicii Sulandirici
Seftazidim Sodyum Karbonat+Distile Su Distile Su
Avibaktam Distile Su Distile Su
Meropenem Distile Su Distile Su
Fosfomisin Distile Su Distile Su
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3.5. KATYON AYARLI MUELLER HINTON BROTH

S1vi mikrodiliisyon ve dama tahtas1 sinerji testleri i¢in gerekli katyon ayarli Mueller-
Hinton broth (KAMHB) sivi besiyeri hazirlamak i¢in ticari olarak temin edilmis olan toz
haldeki Mueller Hinton Broth (Cat. Num: 70192; Sigma-Aldrich, ABD) besiyerinin 23 gr’1 1 L
distile su igerisinde ¢oziildii. Otoklavda (Niive Steamart, Ankara, Tiirkiye) 121°C’de 15 dk
sterize edilip oda sicakligina gelene kadar sogutuldu ve bir gece 2-8°C’de bekletildi. Katyon
ayarlart i¢in kalsiyum kloriir (CAS number: 10043-52-4, Merck, Germany) ve magnezyum
kloriir (CAS number: 7786-30-3 Sigma-Aldrich, ABD) kullanildi.

Kalsiyum kloriir stok ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 100 ml deiyonize suda 3,68 gr kalsiyum
kloriir ¢ozdiiriildli, magnezyum kloriir stok ¢cozeltesi hazirlamak i¢in ise 100 ml deiyonize suda
8,36 gr magnezyum kloriir ¢ozdiiriildi. CLSI’nin besiyeri i¢in onerdigi katyon oranlarini
(kalsiyum 20-25 mg/L, magnezyum 10-12,5 mg/L) saglayacak sekilde, hazirlanmis olan stok
¢ozeltileri membran filtreden (220 nm, Sartorius, Almanya) gegirilerek besiyerine eklendi.
Fosfomisin i¢in antibiyotik duyarlilik testi ve dama tahtasi testi calisilacaginda, bir litre besiyeri
icin 25 mg glukoz-6-fosfat (G-6-P) tartilip 20 ml MHB igerisinde ¢ozdiiriildii ve membran
filtreden gegirilerek besiyerine konuldu. Hazirlanan besiyeri en fazla 1 hafta siireyle +4°C’de

saklandi.

3.6. AGAR DILUSYON YONTEMI

EUCAST fosfomisin icin antibiyotik duyarlilig1 belirlemede referans yontem olarak
agar dilisyonu onermektedir. Dama tahtas1 yontemi ile sinerji ¢aligmasi yapilmadan once K.
pneumoniae suslarmin fosfomisin MIK degerleri agar diliisyon yontemi ile calisildi. Agar
diliisyon yontemi, EUCAST tanimlayict dokiiman 3.1 kilavuzu 6nerileri ile yapildi (69). 14 cm
capindaki steril petrilerin yiizeyi kalem ile ¢alisilacak koken sayisina boliindii. Her bir petrinin
lizerine igeridigi anbiyotik adi ve antibiyotik konsantrasyonu yazildi. Mueller Hinton agar
(MHA) (Oxoid, United Kingdom), iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda tartildi. Ardindan 1
atm basingta 121°C’de 15 dakika otoklavda (Niive Steamart, Ankara, Tiirkiye) sterilize edildi.
Sterilize edildikten sonra 45°C-50°C’ye kadar sogutulup fosfomisinin etkinliginin artirmay1
saglayan G-6-P (25pg/ml) eklendi. Ardindan seri sulandirimlar1 yapilmis antibiyotiklerin
bulundugu petrilere 4 mm kalinlikta, antibiyotik soliisyonu /besiyeri oran1 1/10 olacak sekilde
hazirlanan besiyeri eklendi. Antibiyotiklerin besiyerinde homojen dagilmasi i¢in petriler
cevrilerek karistirildi ve diiz bir zeminde sogumaya birakildi. Bodylece her biri farkl
konsantrasyonda antibiyotik igeren (0,25pg/mL, 0,5ug/mL, 1pug/mL, 2 pg/mL,4 pg/mL, 8
pg/Ml, 16 pg/mL, 32 pg/mL, 64pg/mL, 128 ng/mL) kat1 besiyerleri elde edildi.
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Agar dillisyon testi i¢in Oncelikle bakteri siispansiyonu 0,5 MacFarland olacak sekilde
ayarlandi. Ardindan 1:10 oraninda sulandirilarak 107 cfu/mL bakteri yogunlugu elde edildi.
Hazirlanan siispansiyondan 2ul alinarak ekim yapildi. Bu sekilde agar plagindaki son bakteri
konsantrasyonunun 10* cfu/mL olmas1 sagland1. Bakteri ekimleri diisiik antibiyotik konsantrasyonu
iceren plaktan baslanarak daha yiiksek antibiyotik konsantrasyon i¢eren petrilere dogru yapildi. Son
olarak antibiyotik icermeyen bir besiyerine iireme kontrolii amaciyla suslarin ekimi yapild1 (Sekil
3.1). Oda sicakliginda inokiilum alanlar1 kuruduktan sonra petriler ters g¢evrilerek 3542 °C olan
etlivde 18+2 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra sonuglarin degerlendirilmesinde agar plakta ekim noktalarinda gézle
goriiliir iiremeler degerlendirildi. Uremenin olmadig: ilk plak konsantrasyonu o izolat igin
fosfomisin MIK degeri olarak belirlendi. MIK sonuglart EUCAST V.13.0 kriterlerine gore
degerlendirilerek MiK <32 mg/L olan degerler duyarli, >32 mg/L olan degerler ise direncli olarak

yorumlandi.

Agar dillisyon testi, elde edilen sonuclar1 dogrulamak i¢in iki kez ¢alisildi. Agar diliisyon
testinin kalite kontrolii amaciyla Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Pseudomonas aeruginosa 27853 suslar1 kullanildi.

Sekil 3.1. Ureme kontrol ekimi yapilan besiyeri.

3.7. SIVI MIKRODILUSYON YONTEMI

Calismaya dahil edilen 100 adet KDKp izolatinin seftazidim-avibaktam minumum
inhibitor konsantrasyon duyarliligit EUCAST V.13.0 klavuzuna goére standart yontem olan sivi
mikrodillisyon yontemi ile test edildi. Stvi mikrodiliisyon yontemi ile seftazidim-avibaktam
direngli bulunan 15 izolata dama tahtas1 yontemi ile sinerji testi ¢alisilacagi i¢in fosfomisin ve

meropenem MIK degerleri sivi mikrodiisyon yontemi ile test edildi.
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S1vi mikrodiliisyon yontemi i¢in 96 kuyucuklu her kuyucugun hacmi 0,2 ml olan steril
U tabanli mikroplakalar kullanildi. Antibiyotik seri diliisyonunda kullanmak amactyla
Mueller-Hinton Broth (MHB) iiretici firma Onerileri dogrultusunda hazirlanip otoklavlandi.

Meropenem sivi mikrodiliisyon testi i¢in mikroplaktaki tiim kuyucuklara 100
mikrolitre KAMHB konuldu. Meropenem i¢in baslangi¢ konsantrasyonu 128 ug/ml olarak
belirlendi. Baslangi¢ konsantrasyonunun iki kati olacak sekilde (256 pg/ml) hazirlanan
cozeltiden 100 pl alinarak pleytin her satirinin ilk kuyucuguna eklendi. Cok kanall1 pipet
yardimiyla seri sulandirim yapildi. 10.kuyucuktan sonra 100 pl’lik miktar disar1 atildi.
Boylece her bir kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu yariya diisiiriiliip 128 ug/ml, 64
pg/ml, 32 pg/ml, 16 pg/ml, 8 pg/ml, 4 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,25 pg/ml
konstrasyonlari elde edildi. Satirlarin 11. kuyucugu iireme kontrolii, 12. kuyucugu ise besiyeri
kontrolii olarak belirlendi ve bu kuyucuklara antibiyotik eklenmedi.

Fosfomisin sivi mikrodiliisyon testi i¢in mikroplaktaki tiim kuyucuklara 100 pL
KAMHB (G-6-P igeren) konuldu. Fosfomisin i¢in baslangi¢ konsantrasyonu 128 pg/ml olarak
belirlendi. Baslangi¢ konsantrasyonunun iki kati olacak sekilde (256 pg/ml) hazirlanan
cozeltiden 100 pl hacminde satirlarin ilk kuyucuguna eklendi. Cok kanalli pipet yardimiyla
seri sulandirim yapildi. 10.kuyucuktan sonra 100 pl’lik miktar disar1 atildi. Bdylece
kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlar1 yar1 yartya dusiiriiliip 128 pg/ml, 64 pg/ml, 32
pg/ml, 16 pg/ml, 8 pg/ml, 4 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 png/ml, 0,25 pg/ml konstrasyonlari
elde edildi. Satirlarin 11. kuyucugu tireme kontrolii, 12. kuyucugu ise besiyeri kontrolii olarak
belirlendi ve bu kuyucuklara antibiyotik eklenmedi.

Seftazidim-avibaktam sivi mikrodiliisyon testi i¢in seftazidim ve avibaktam igin ayri
ayrt stok ¢ozeltileri hazirlandi. Mikroplaktaki tiim kuyucuklara 100 ul KAMHB eklendi.
Seftazidim i¢in baslangic konsantrasyonu 128 upg/ml olarak belirlendi. Baglangic
konsantrasyonunun iki kat1 olacak sekilde (256 pg/ml) hazirlanan ¢ozeltiden 100pul alinarak
pleytin her satirmin ilk kuyucuguna eklendi. Cok kanalli pipet yardimiyla seri sulandirim
yapildi. 10. kuyucuktan sonra 100 ul’lik miktar disar1 atildi. Stok olarak hazirlanan 400 pg/ml
konsantrasyonundaki avibaktam ¢ozeltisinden 0,5 ml alinip 1,5 ml distile su ile sulandirildi.
100 pg/ml konsantrasyonunda 2 ml hacminde antibiyotik ¢ozeltisi elde edildi. Seftazidim
igeren tiim kuyucuklara son konsantrasyon (4mg/L) olacak sekilde 4uL avibaktam dagitildi.
Boylece kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlar1 128/4 ng/ml, 64/4pg/ml, 32/4 pg/ml,
16/4 pg/ml, 8/4 ng/ml, 4/4 png/ml, 2/4 pg/ml, 1/4 pg/ml, 0,5/4 pg/ml, 0,25/4 png/ml olarak elde
edildi. Satirlarin 11. kuyucugu iireme kontrolii, 12. kuyucugu ise besiyeri kontrolii olarak
belirlendi ve bu kuyucuklara antibiyotik eklenmedi. Sekil 3.2°de seftazidim-avibaktam sivi

mikrodiliisyon testi yapilmis bir mikroplak gdsterilmektedir.
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Sekil 3.2. Seftazidim-avibaktam sivi mikrodiliisyon testi (6rnek mikroplak).

S1vi mikrodiliisyon testi yapilacak olan ve -20 C’de saklanan suslar %5°1ik koyun kanl
agara pasajlanip 35+2°C 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra ikinci kez pasajlanip

iireyen saf bakteri kolonilerinden 0,5 McFarland bulanikliginda (IXIO8 cfu/ml) bakteri

stispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon 1:10 oraninda diliie edilip mikroplakta besiyeri

kontrol kuyucugu digindaki tiim kuyucuklara son bakteri konsantrasyonu 5x10° cfu/ml olacak
sekilde 5ul eklendi. Mikroplaklarin kapagi kapatilip 354+2°C 18-24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda bakteri iiremesinin tamamen inhibe oldugu en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu MIK olarak degerlendirildi. MiK sonuglart EUCAST V.13.0 kilavuzuna gore
yorumlandi (Tablo 3.4).

Calismada meropenem ve fosfomisin icin kalite kontrolii icin E.coli ATCC 25922,
seftazidim-avibaktam kalite kontrolii i¢cin K. pneumoniae ATCC 700603 standart susu
kullanilda.

Tablo 3.4. EUCAST V.13.0 a gore Enterobacterales igin MiK degerleri.

Antibiyotik S< R>
Meropenem 2 8
Fosfomisin 32 32
Seftazidim-avibaktam 8 8
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3.8. DAMA TAHTASI (CHECKERBOARD) SINERJI TESTI

Seftazidim-avibaktam direncli bulunan bakteriler i¢in seftazidim-
avibaktam+meropenem ve seftazidim-avibaktam+fosfomisin antibiyotik kombinasyonlarinin
sinerjistik etkinligini belirlemek i¢cin dama tahtasi sinerji testi ¢alisildi (70).

Bu test her bir kuyucuk hacmi 0,2 ml olan 96 (8x12) kuyucuklu U tabanl steril
mikroplaklar kullanilarak ¢alisildi. Her izolat i¢in bir mikroplak kullanildi. A12 kuyucugu
besiyeri kontrolii, H12 kuyucugu iireme kontrolii olarak belirlendi ve bu kuyucuklara 100 pl
KAMHB eklendi. Mikroplak ¢alisma diizeninde H satir1 seftazidim-avibaktam igin MIK
degerini, 11.siitun ise meropenem ve fosfomisin MIK degerini belirlemede kullanilds.

Seftazidim-avibaktam+meropenem kombinasyonu dama tahtasi testi i¢cin H1 ile H10
satirinda bulunan kuyucuklara seftazidim-avibaktam MIK degerini saptamak igin seftazidim
0,5ug/ml ile 256 pg/ml arasindaki konstrasyonlarda 100 pl konuldu. Bu kuyucuklarin
hepsinde avibaktam son konsantrasyonu 4 mg/L’de sabit tutuldu. 50 pnL. KAMHB 1-9 siituna
ilk 7 satirdaki tiim kuyucuklara eklendi. 100 pL. hacminde 512 pg/ml konsantrasyonunda
seftazidim 10.siitundaki tiim kuyucuklara konulup cok kanalli pipet ile 1.siituna kadar her
kuyucukta 3-5 kez pipetaj yapilarak 50 pL aktarilip seri diliisyon yapildi. 1.siitundan 50 pL
disart atildi. Stok ¢ozeltilerden son sulandirilmast KAMHB ile yapilmis meropenem ¢aligma
solisyonlarindan 256 pg/ml konsantrasyonu mikroplagin A satirina, 128 pg/ml
konsantrasyonu B satirina, 64 pg/ml konsantrasyonu C satirina, 32 pg/ml konsantrasyonu D
satirina, 16 pg/ml konsantrasyonu E satirina, 8 pg/ml konsantrasyonu F satirina, 4 pg/ml

konsantrasyonu G satirina 50 pl hacminde dagitildi.

Tablo 3.5. Seftazidim-avibaktam ve meropenem kombinasyonu mikroplak diizeni. I Meropenem

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
128 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 128
A | 05/4 14 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 128 BK
64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
B | 05/4 1/4 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 64
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
C| 05/4 14 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 32
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
D| 05/4 1/4 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 16

8 8 | 8 | 8 | 8 | 8 8 8 8 8
E| 054 | 14 | 2/4 | 44 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 8
4 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 4 4
F| 054 | 14 | 2/4 | 44 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 4
2 2 | 2 | 2 | 2 | 2 2 2 2 2

G| 05/4 14 | 214 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 2
0,5/4 14 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4

«—Seftazidim-Avibaktam

UK
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Seftazdim-avibaktam+fosfomisin kombinasyonu dama tahtasi testi i¢in H1 ile H10
satirda bulunan kuyucuklara seftazidim-avibaktam MIK degerini saptamak igin 0,5 pg/ml ile
256 pg/ml arasindaki konstrasyonlarda 100 pl konuldu. Bu kuyucuklarin hepsinde avibaktam
son konsantrasyonu 4 mg/L’de sabit tutuldu. 50 pL G-6-P igeren KAMHB 1-9 siituna ilk 7
satirdaki tiim kuyucuklara eklendi. 100 uL hacminde 512 pg/ml konsantrasyonunda seftazidim
10. stitundaki tiim kuyucuklara konulup ¢ok kanalli pipet ile 1. siituna kadar her kuyucukta 3-5
kez pipetaj yapilarak 50 pL aktarilip seri diliisyon yapildi. 1. siitundan 50 pL disar1 atildi. Stok
cozeltilerden son sulandirilmasi G-6-P iceren KAMHB ile yapilmis fosfomisin g¢alisma
soliisyonlarindan 128 pg/ml konsantrasyonu mikroplagin A satirina, 64 pg/ml konsantrasyonu
B satirina, 32 pg/ml konsantrasyonu C satirina, 16 pg/ml konsantrasyonu D satirina, 8 png/ml
konsantrasyonu E satirina, 4 pg/ml konsantrasyonu F satirina, 2 pg/ml konsantrasyonu G

satirina 50 pl hacminde eklendi.

Tablo 3.6. Seftazidim-avibaktam ve fosfomisin kombinasyonu mikroplak diizeni. |Fosfomisin
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 BK
A | 05/4 | 14 | 214 | 44 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 64
32
05/4 32 32 32 32 32 32 32 32 32
B ' 1/4 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 32
01534 16 16 16 16 16 16 16 16 16
C ' 1/4 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 | 16
0 2 M 8 8 8 8 8 8 8 8 8
D ' 1/4 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 8
0 g m 4 4 4 4 4 4 4 4 4
E ' 1/4 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 4
0 g 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2
F ' 1/4 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 2
0 é 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
G ' 1/4 | 2/4 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 1
H 05/4 | 14 | 2/14 | 4/4 | 8/4 | 16/4 | 32/4 | 64/4 | 128/4 | 256/4 UK

«—Seftazidim-Avibaktam

Dama tahtasi ¢calismak i¢in ayrilan suslar -20°C’den ¢ikarilip oda 1sisina getirildi. %5
koyun kanli agara pasaj alinarak 18-24 saat 35+2°C’de aerop etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonunda iireyen koloniler tekrar pasajlandu. Ikinci kez iireyen saf bakteri kolonilerinden steril

0ze ile alarak %0,45°1ik fizyolojik tuzlu su kanstirilip 0,5 McFarland (1x108 cfu/ml)
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yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Ardindan 1:10 diliie edildi (1)(107 cfu/ml) ve

5 uL hacminde alimip ilk 11 siitundaki tim kuyucuklara ve iireme kontrolii olan H12

kuyucuguna dagitildi. Béylece kuyucuklardaki son bakteri konsantrasyonu 5x10° cfu/ml oldu.
Mikroplaklarin kapagi kapatilip 18-24 saat 35+2°C de ve aerop ortamda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda mikroplaklar hem gozle degerlendirildi hem de
spektrofotometrede (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, ABD) 490 nm’de optik
yogunluklar dlgiilerek kaydedildi.

Her mikroplagin ilk olarak besiyeri kontrol ve tireme kontrol kuyucuklan degerlendirildi.
Pleytlerdeki seftazidim-avibaktam ve kombine edilen antibiyotiklerin MIK degeri belirlendi ve
sonuglar kaydedildi. Mikroplaklarda iireme olmayan tiim kuyucuklar incelenip kaydedildi.

Ureme olmayan kuyucuklarda kombinasyondaki ilaglarin etkilesimini incelemek igin
Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon (FIK) ve Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon Indeksi
(FiKI) hesaplandi. Mikroplak incelemesinde en diisiik FIKI hesaplanarak, antibiyotiklerin
birbiri ile sinerjik etkilesimi belirlendi (70).

FiK Seftazidim-avibaktam = Kombinasyonda Seftazidim-avibaktam’m MIK sonucu /
Seftazidim-avibaktam’in tek basina MIK sonucu

FIK x= Kombinasyondaki diger ilacin MiK sonucu / Diger ilacin tek basina MIK
sonucu

YFIK (Fraksiyonel Inhibisyon Konsantrasyonu Indeksi) = FIK Seftazidim-avibaktam
+FIK x

YFIK < 0,5 ise sinerjistik etki

0,5 < FIK < 1 ise additif etki (kismi sinerji)

1 < ZFIK < 4 ise indiferans (tanimlanamayan etki)
YFIK > 4 ise antagonistik etki

3.9. MOLEKULER TESTLER

Karbapenem direngli saptanan K. pneumoniae izolatlarinin direng profillerinin ortaya
cikarilmasi amaciyla real time PCR testi kullanildi. Bunun i¢in Bioksen manyetik boncuk
bazli niikleik asit izolasyon kiti (Kat. No: BS-NA-ISOIR, Bioeksen, Tiirkiye) ile saf sekilde
ekstrakte edilen bakteri DNA’lar1 Karbapenem Direnci qPCR kiti (Kat. No: BS-AR-CR-100,

Bioeksen, Tiirkiye) kullanilarak karbapenem direng genleri arastirildi.
3.9.1. Bakteri DNA’simin izolasyonu

%35 koyun kanli agara ekilerek bir gece inkiibe edilen saf bakteri kolonilerinden DNA
izolasyonu, ticari olarak saglanan izolasyon Kkiti ile iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda

caligilarak gerceklestirildi.
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Lizis protokolii: Her bir izolat igin stok besiyerinden %5 koyun kanli agara taze pasaji
yapilip 35+2°C etiive kaldirilip 18-24 saat inkiibe edildi. 50 pL ““5min NA’’ (lizis) ve 1000
uL ““LB’’ (lizis) lizis soliisyonlar1 vida kapakl: tiipe aktarildi. Hazirlanan taze kiiltiirden steril
0ze ile koloni biiytikliigline gore 1-3 adet koloni tiipe aktarip ve 10 saniye maksimum hizda
vortekslendi. Tiip 4 dakika 70°C’de 1s1tic1 blokta inkiibe edilip 6rnek saflagtirmaya hazir hale
getirildi.

Saflastirma Protokolii: Lizisin gerceklestirildigi tiipe 25 pL Bio-Speedy Manyetik
boncuk aktarilarak 30 saniye maksimum hizda vortekslendi ve 30 saniye Bio-Speedy
Manyetik Standa maruz birakildi. 30 saniye sonunda manyetik boncuklar yan yiizeyde
toplandi ve tiipteki tiim sivi mikropipet yardimiyla atildi. Tipe 1500 pL WB (Yikama
soliisyonu) aktarilarak 15 saniye maksimum hizda vortekslendi ve 30 saniye Bio-Speedy
Manyetik Standa maruz birakildi. 30 saniye sonunda manyetik boncuklar yan yiizeyde
topland1 ve tiipteki tiim s1vi mikropipet yardimiyla atildi. Tiipe 100 pL EB (Elution buffer-
niikleaz icermeyen su) aktarilarak 15 saniye maksimum hizda vortekslendi ve 30 saniye Bio-
Speedy Manyetik Standa maruz birakildi. 30 saniye sonunda manyetik boncuklar yan yiizeyde
toplandi. Tapteki tiim sivi mikropipet yardimiyla niikleaz igermeyen bir mikrosantrifiij tiipiine
alinarak niikleik asit kullanima hazir hale geldi. Mikrosantrifijj tlipii igerisinde saf sekilde elde
edilen bakteri DNAs1, 24 saat i¢inde yapilacak olan multipleks PCR testinde kullanilmak tizere
+4 °C’de bekletildi. Daha sonra ise -20°C’de saklandi.

“

Manyetik standa WB (Yikama EB (Elution buffer- Ekstraksiyon sonrasi
maruziyet soltisyonu) tillkleazigerinieyeh elde edilen iiriin
eklendikten sonra su) eklendikten
manyetik stand sonra manyetik
asamasindan sonraki stand asamasindan
gorintimii sonraki gériintimii

Sekil 3.3. Bakteri DNA'sI elde etme asamalari.
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3.9.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Multipleks PCR testinde her bir bakteri izolati igin toplam reaksiyon hacmi 10 pl
olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakta ikiser kuyucuk kullamldi. ilk kuyucuga ayrintilar:
Tablo 3.3’te gosterilen qPCR testi i¢in optimize edilmis kullanima hazir mix karisimindan
olusan 2xqPCR miksinden 5 pl, ilk kuyucugun hedef oligo miksi olan KPC, NDM, VIM, IMP
karbapenem direnci oligo miksinden 2,5 pl ve elde ettigimiz kalip niikleik asitten 2,5 pl ilave
edildi. Tkinci kuyucuga ilkinden farkli olarak hedef oligo miks i¢in OXA-51, OXA-23/58,
OXA-48 karbapenem direnci oligo miksi ilave edilirken diger reaktifler birinci kuyucukla ayn1
olacak sekilde eklendi. Her calismada negatif konrol NTC (Niikleaz icermeyen su) ve her iki
oligo miks i¢in pozitif kontrol (PC- CRE, PC-OXA) kullanildu.

Tablo 3.7. Reaktiflerin mikroplak kuyucuklarina dagitimi.

Icerik Kullanim Amaci Birim Reak.SIyon
Hacmi
2% qPCR MIX EPCR t'estl icin optimize edilmis kullanima
azir mix SuL
Spesifik niikleik asit amplifikasyonu ve tespiti:
FAM: KPC
CRE Oligo Mix HEX: NDM
ROX: VIM 2,51k
CYP: IMP
FAM: OXA-51
. . HEX: Insan (IC-Dahili Kontrol)
OXA Oligo Mix ROX: OXA-23, OXA -58 2,51k
CY5: OXA-48
Kalip Niikleik Asit 2,5uL
Toplam Reaksiyon Hacmi 10uL

Reaktifler belirtilen sira ve miktarlarda mikroplaga eklendikten sonra spin santrifiij edildi.
Ardindan CFX96 Real-Time PCR cihazi (Bio-Rad Laboratories, ABD) kullanilarak Tablo 3.4’te verilen
gPCR dongii protokoliine uygun sekilde amplifikasyon asamasi gerceklestirildi.

Tablo 3.8. PCR Dongii Protokolii.

Dongii Sayist Sicaklik Siire

1 Dongii 52°C 3 dakika

1 Dongii 95°C 10 saniye

12 Touchdown Dongiisii: Dongii 95°C 1 saniye

basina baglanma sicakliginda 1°C

azalma 67°C- 56°C 15 saniye

30 dongii 95°C 1 saniye
55°C 15 saniye

FAM/HEX/ROX/CY5 okuma
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3.9.3 Sonuglarin Degerlendirilmesi

Real time PCR cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra sonuglarin yorumlanmasi
asamasinda Ct degeri ve olusan egrilerin sigmoidal olup olmadig1 degerlendirildi (Sekil 3.3).
Test analizi iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda yapildi. Ornekteki pozitiflik ya da
negatiflik durumu dongii esik degeri “cycle threshold (Ct)” dikkat alinarak degerlendirildi.
NDM ig¢in 2500 rfu taban esik degeri (Baseline threshold) ve dongii esik degeri (Ct) 26, KPC,
VIM, IMP, OXA-23/58, OXA-48 gen hedefleri i¢in 750 rfu taban esik degeri (Baseline
threshold) ve dongii esik degeri (Ct) 26, OXA-51 i¢in 750 rfu taban esik degeri (Baseline
threshold) ve herhangi bir Ct degeri pozitif olarak kabul edildi.

Sonuglar ayrica iiretici firma tarafindan saglanan ‘‘Sigmoida’’ yazilimi1 kullanilarak da
otomatik olarak yorumlandi. Her bir bakteri izolatinin ¢alisilan karbapenem diren¢ genlerini
(blakpc, blanpm, blavim, blayvp, blaoxasi, blaoxazsss, blaoxa-as) tastyip tasimadig kayit

altina alind1. Herhangi bir kanaat olusturulamayan suslarda deney tekrar edildi. Her ¢alismada

pozitif ve negatif kontrol kullanildi.

RFU

RFU

Sekil 3.4. PCR ile pozitif olarak degerlendirilen sigmoidal egriler (A) HEX kanaliyla saptanan pozitif
NDM egrisi, (B) Cy5 kanaliyla saptanan pozitif OXA-48 egrisi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 100 klinik izolatin 33’1 kadin, 67’si erkek hastadan izole
edilmistir. Hastalarin yas ortalamasi 61,07+25,23 (y1l) olarak hesaplanmistir. Klinik izolatlarin
%A49’u yogun bakim tinitesinden izole edilmistir. K. pneumoniae izolatlarinin kliniklere gore

dagilim1 Sekil 4.1 de gosterilmistir.

Cerrahi Bilimler

%17
Yogun Bakim Unitesi @Yogun Bakim Unitesi
%49 EDahili Bilimler
BlCerrahi Bilimler
Bl Acil Servis
Dahili Bilimler
%31

Sekil 4.1. K. pneumoniae izolatlarinin gonderildigi kliniklere gore dagilima.

K. pneumoniae suslarmin 27 tanesi kan kiiltlirtinden, 25 tanesi trakeal aspirat kiiltiirii ve

22 tanesi idrar kiiltlirlinden izole edilmistir. Tiim suslarin numunelere gore dagilimi Sekil 4.2°de

gosterilmistir.

30 27

25

25 22

20

15

10 8

5 4 ;
5 2 2
1 1
0 - e -

Ornek Tipi

B Kan M Trakeal Aspirat ®idrar = Balgam ® Katater ® Doku M Yara B Plevral Sivi B Aspirat B Eklem H BAL

Sekil 4.2. K. pneumoniae izolatlarin 6rnek tiirlerine gore dagilimi (%).
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4.1. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK SONUCLARI VE DIRENC
PATERNLERI

Calismaya dahil edilen suslarin c¢esitli antibiyotiklere duyarlilik testleri Vitek 2
otomatize sistemlerinde (BioMerieux, Fransa) ¢alisilmistir. Ampisilin, amoksisilin klavulanik
asit, sefuroksim, sefuroksim aksetil, sefazolin, seftazidim, sefepim, seftriakson, piperasilin
tazobaktam, ertapenem, meropenem ve aztreonama %100 direng, siprofloksasine %97,
imipeneme %93, trimetoprim siilfametaksazole %80, gentamisine %79, amikasine %62

oraninda direng tespit edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. KDKp izolatlarinin otomatize sistemden elde edilen antibiyotik direng oranlari.

Antibiyotik Calislan Sus Sayisi (n) Direngli Sug(%)
Ampisilin 100 100
Amoksisilin klavulanik asit 100 100
Sefuroksim 100 100
Sefuroksim aksetil 100 100
Sefazolin 38 100
Seftriakson 100 100
Seftazidim 100 100
Sefepim 100 100
Piperasilin Tazobaktam 100 100
Ertapenem 100 100
Meropenem 100 100
Imipenem 100 93
Aztreonam 38 100
Trimetoprim siilfametaksazol 100 80
Gentamisin 100 79
Amikasin 100 62
Siprofloksasin 100 97

Calismaya dahil edilen KDKp suslari hem disk difiizyon yontemi ile hem de sivi
mikrodiliisyon yontemi ile seftazidim-avibaktam duyarlilik testi ¢calisilmis ve %15 oraninda direng
tespit edilmistir. Her iki yontemle direngli bulunan izolatlarin ayni oldugu belirlenmistir.
Fosfomisin duyarlilik testi, agar diliisyon yontemi ile ¢alisilmis ve %38 oraninda direng tespit
edilmistir.

Real time PCR yontemi ile karbapenem direncinden sorumlu olan direng genlerinin
arastirilmasi sonucu suglarin %39’unda blaoxa-s, %10’unda blakec, %2’sinde blanom, %1’inde
blaoxa-s: tespit edilmistir. Suslarin %17’sinde blaoxa-s+kpc, %9’unda blaoxa-ss+nom, % 2’sinde
blaoxa-4s+oxas1, % 1’inde blaoxa-ss+oxa 2358, % 1’inde blaoxa-ss+oxa-s1+kpc %3’linde blaoxa-
sg+NDM+kpc olmak {izere birden fazla karbapenemaz geni saptanmistir. Calismaya dahil edilen
suslerin hi¢ birinde blay Ve blayp tespit edilememistir. Yine suslarin %15’{inde arastirilan

genlerin higbirisi saptanamamistir. Suslarin seftazidim-avibaktam ve fosfomisin duyarlilik
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sonuclar1 karbapenem direng paternleri ile birlikte Tablo 4.2°’de verilmistir. Tablo 4.3’te de K.

pneumoniae izolatlarinin karbapenem direng genlerinin dagilimi gosterilmistir.

Tablo 4.2. KDKp suslarimin seftazidim-avibaktam (CZA) ve fosfomisin (FOS) duyarlilik ve direng paterni sonuglart

CZA CZA SMD CZA Disk CZA Disk FOS Agar ' FOS Agar Direng paterni
SMD Yorum Capt Yorum Diliisyon Diliisyon Yorum
KDKP-1 2 S 18 S 32 S OXA-48
KDKP-2 >128 R 10 R 16 S NDM
KDKP-3 1 S 21 S >128 R OXA-48
KDKP-4 1 S 26 S 64 R OXA-48
KDKP-5 1 S 21 S >128 R OXA-48
KDKP-6 1 S 21 S 32 S
KDKP-7 0.5 S 20 S >128 R OXA-48
KDKP-8 >128 R 12 R 16 S OXA-48+NDM
KDKP-9 >128 R 6 R 8 S OXA-48+NDM
KDKP-10 2 S 21 S >128 R OXA-48
KDKP-11 1 S 21 S 32 S OXA-48
KDKP-12 0.5 S 25 S >128 R OXA-48
KDKP-13 8 S 16 S 32 S OXA-51
KDKP-14 1 S 25 S 64 R OXA-48
KDKP-15 8 S 17 S 8 S
KDKP-16 0,5 S 22 S 8 S 0XA-48
KDKP-17 1 S 20 S >128 R OXA-48
KDKP-18 4 S 15 S 32 S KPC
KDKP-19 2 S 20 S 32 S
KDKP-20 4 S 16 S 8 R KPC
KDKP-21 1 S 20 S 32 S
KDKP-22 >128 R 10 R 32 S OXA-48+ NDM+KPC+
KDKP-23 4 S 18 S 64 R KPC
KDKP-24 8 S 23 S >128 R OXA-48
KDKP-25 4 S 20 S 64 R OXA-48
KDKP-26 1 S 22 S 64 R OXA-48+0XA 23/58
KDKP-27 1 S 24 S 16 S OXA-48
KDKP-28 8 S 17 S 16 S
KDKP-29 8 S 17 S 64 R
KDKP-30 1 S 20 S 128 R OXA48+KPC
KDKP-31 4 S 20 S 32 S OXA-48
KDKP-32 8 S 17 S 64 R KPC
KDKP-33 >128 R 10 R 4 S OXA48+NDM
KDKP-34 2 S 20 S 4 S OXA48
KDKP-35 >128 R 11 R 32 S OXA48+NDM
KDKP-36 2 S 22 S 16 S OXA-48
KDKP-37 4 S 19 S 32 S KPC
KDKP-38 >128 R 12 R 16 S OXA-48+NDM
KDKP-39 4 S 19 S 32 S OXA-48+0XA-51
KDKP-40 4 S 20 S 64 R OXA-48
KDKP-41 4 S 22 S 32 S
KDKP-42 2 S 22 S 128 R OXA-48
KDKP-43 0,5 S 25 S >128 R OXA-48
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Tablo 4.2 devam. KDKp suslarinin seftazidim-avibaktam (CZA) ve fosfomisin (FOS) duyarlilik ve direng paterni sonuglari.

CZA CZA SMD CZA Disk CZA Disk FOS Agar _ FOS Agar Direng paterni

SMD Yorum Capt Yorum Diliisyon Diliisyon Yorum
KDKP-44 2 S 21 S 32 S OXA-48
KDKP-45 >128 R 11 R 2 S OXA-48+NDM
KDKP-46 4 S 21 S 128 R OXA-48
KDKP-47 1 S 21 S 128 R OXA-48
KDKP-48 2 S 22 S 64 R OXA48+KPC
KDKP-49 8 S 20 S 32 S OXA48+KPC
KDKP-50 4 S 18 S 64 R OXA48+KPC
KDKP-51 4 S 20 S >128 R OXA48+KPC
KDKP-52 1 S 19 S 64 R OXA48+KPC
KDKP-53 4 S 22 S 32 S OXA-48
KDKP-54 4 S 20 S >128 R OXA-48
KDKP-55 8 S 20 S 16 S OXA-48+KPC
KDKP-56 2 S 21 S 16 S OXA-48
KDKP-57 8 S 17 S 32 S OXA-48+KPC
KDKP-58 8 S 16 S 8 S KPC
KDKP-59 4 S 20 S 32 S OXA-48+KPC
KDKP-60 2 S 21 S 32 S
KDKP-61 4 S 19 S 8 S OXA-48
KDKP-62 4 S 18 S 16 S OXA-48
KDKP-63 1 S 25 S 16 S
KDKP-64 4 S 18 S 32 S OXA-48
KDKP-65 4 S 18 S 32 S OXA-48+0XA-51
KDKP-66 2 S 18 S 16 S OXA-48
KDKP-67 4 S 21 S 32 S
KDKP-68 4 S 20 S 8 S
KDKP-69 4 S 20 S 8 S OXA-48
KDKP-70 2 S 20 S 128 R OXA-48+0XA-51+KPC
KDKP-71 >128 R 10 R 32 S OXA-48+NDM
KDKP-72 2 S 21 S 64 R OXA-48
KDKP-73 4 S 18 S 64 R KPC
KDKP-74 >128 R 13 R 16 S OXA-48+NDM+KPC
KDKP-75 2 S 20 S 16 S OXA-48
KDKP-76 2 S 20 S 32 S OXA-48
KDKP-77 2 S 21 S 64 R OXA-48
KDKP-78 4 S 19 S 2 S KPC
KDKP-79 4 S 20 S >128 R OXA-48+KPC
KDKP-80 4 S 19 S 4 S OXA-48+KPC
KDKP-81 2 S 19 S >128 R OXA-48
KDKP-82 4 S 18 S 16 S OXA-48+KPC
KDKP-83 4 S 19 S 32 S
KDKP-84 2 S 21 S 16 S OXA-48
KDKP-85 8 S 22 S 8 S OXA-48+KPC
KDKP-86 >128 R 12 R 8 S
KDKP-87 4 S 19 S 16 S OXA-48
KDKP-88 4 S 21 S >128 R
KDKP-89 >128 R 12 R 16 S OXA-48+NDM
KDKP-90 1 S 21 S >128 R OXA-48+KPC
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Tablo 4.2 devam. KDKp suslarinin seftazidim-avibaktam (CZA) ve fosfomisin (FOS) duyarlilik ve direng paterni sonuglari.

CZA CZA SMD CZA Disk CZA Disk FOS Agar . FOS Agar Direng paterni
SMD Yorum Capt Yorum Diliisyon Diliisyon Yorum
KDKP-91 8 S 17 S 64 R KPC
KDKP-92 4 S 25 S >128 R OXA-48+KPC
KDKP-93 8 S 19 S 64 R
KDKP-94 >128 R 10 R 8 S NDM
KDKP-95 8 S 16 S 16 S OXA-48+KPC
KDKP-96 8 S 18 S 8 S OXA-48+KPC
KDKP-97 2 S 20 S >128 R OXA-48
KDKP-98 2 S 18 S 32 S KPC
KDKP-99 >128 R 8 R 16 S OXA-48+NDM+KPC
KDKP-100 >128 R 12 R 32 S OXA-48+NDM
S: Duyarli R: Direngli ~ SMD: Stvi mikrodiliisyon

Tablo 4.3. K. pneumoniae izolatlarinin karbapenem direng genlerinin dagilimi.

Karbapanemaz geni n %
OXA-48 39 39
KPC 10 10
NDM 2 2
OXA-51 1 1
OXA-48+KPC 17 17
OXA-48+NDM 9 9
OXA-48+0XA-51 2 2
OXA-48+0XA-23/58 1 1
OXA-48+NDM+KPC 3 3
OXA-48+0OXA-51+KPC 1 1
Karbapenemaz geni saptanmayan 15 15

4.2. KOMBINASYONDAKiI  ANTIBIYOTIKLERIN MiK
DEGERLERI

Calismaya dahil edilen seftazidim-avibaktam direngli 15 izolatin meropenem ve
fosfomisine kars1 duyarliliklari sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak aragtirtlmistir. Ayrica
bu izolatlarin fosfomisin antibiyotik duyarlilik testi referans yontem olan agar diliisyon testi ile
de calisilmigtir. Calismaya dahil edilen 15 izolat ve kalite kontrol susu olan E.coli ATCC
25922 nin s1v1 mikrodiliisyon ile MIK sonuglar1 Tablo 4.4’te gdsterilmistir.
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Tablo 4.4. izolatlarin stvi mikrodiliisyon MiK degerleri.

Sus No Meropenem MIiK Fosfomisin MIK
KDKp-2 16 4
KDKp-8 32 16
KDKp-9 64 8
KDKp-22 64 32
KDKp-33 64 4
KDKp-35 32 4
KDKp-38 32 16
KDKp-45 64 2
KDKp-71 32 8
KDKp-74 64 8
KDKp-86 32 8
KDKp-89 32 32
KDKp-94 16 8
KDKp-99 32 8
KDKp-100 32 8
E.Coli ATCC 25922 0,0156 1

4.3. SEFTAZIDIM-AVIBAKTAM ILE FOSFOMISIN DAMA
TAHTASI TESTi SONUCLARI

Seftazidim-avibaktam direncli olan K. pneumoniae izolatlariin referans yontemler ile
elde edilen MIK sonuglarina gére dama tahtas1 yontemi ¢alisildi. Bu yontem ile kombine edilen
antibiyotiklerin MIK degerleri, elde edilen MiK degerlerine gore FIK degerleri ve FIK indeksi
degerleri hesaplandi. Kalite kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922 kullanilmistir. 71 nolu
KDKp susuna ait mikroplaka goriinlimii Sekil 4.3’te, dama tahtasi testinin degerlendirilmesi
Tablo 4.5te, seftazidim-avibaktam ve fosfomisine ait MIK(pg/ml), FiK, kombinasyonun ZFIK
sonuclar1 ve yorumu Tablo 4.6’da gosterilmistir. Tablo 4.7°de dama tahtasi testi yapilan tiim
suslarin seftazidim-avibaktam ve fosfomisin i¢in MiK, FIK, ZFiK sonuglar1 ve kombinasyonun

yorumu gosterilmistir.
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Sekil 4.3. KDKp 71 nolu izolatin seftazidim-avibaktam ile fosfomisin dama tahtasi testinin mikroplaka gériniimdi.

Tablo 4.5. KDKp 71 nolu izolata ait dama tahtasi testinin degerlendirilmesi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A FOS | BK
64

B FOS
32

c FOS
16

D FOS

(Agiklama: Koyu olarak boyanmig kuyucuklar tireme olan kuyucuklari, boyanmamis kuyucuklar tireme olmayan kuyucuklari
gostermektedir. CZA: seftazidim-avibaktam FOS: osfomisin UK: iireme kontrol kuyucugu,BK: besiyeri kontrol kuyucugu,
ADD: additif, IND: Indiferans)
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Tablo 4.6. KDKp 71 nolu izolatin seftazidim-avibaktam (CZA) ve fosfomisin (FOS) MIK(ug/ml), FIK,
kombinasyonun LFIK sonuglar1 ve yorumu.

Kuyucuk CZAMIK CZATFIK FOS MiK FOS FiK TFiK YORUM

D1 >256 0,0019 8 1 1,0019 Indiferans

E2 >256 0,0039 4 0,5 0,5003 Kismi Sinerji
E3 >256 0,0078 4 0,5 0,5078 Kismi Sinerji
E4 >256 0,0156 4 0,5 0,5156 Kismi Sinerji
E5 >256 0,03125 4 0,5 0,53125 Kismi Sinerji
E6 >256 0,0625 4 0,5 0,5625 Kismi Sinerji
E7 >256 0,125 4 0,5 0,625 Kismi Sinerji

Tablo 4.7. Seftazidim avibaktam (CZA) ve fosfomisin (FOS) i¢in MIK, FIK, ZFiK sonuglar1 ve kombinasyonun
yorumu.

Sus no Diren¢ Geni Antibiyotikler MIK degerleri FiK Degerleri in vitro
sonu¢

CzZA CzZA Kombinasyon | FIK T FiK
FOS FOS

KDKp-2 NDM CZA 256 32 0,125 0,625 Kismi Sinerji
FOS 4 2 0,5

KDKp-8 OXA-48+NDM CZA 256 8 0,031 1,031 Indiferans
FOS 16 16 1

KDKp-9 OXA-48+NDM CZA 256 32 0,125 1,125 Indiferans
FOS 8 8 1

KDKp-22 OXA-48+NDM+KPC CZA 256 1 0,003 1,003 indiferans
FOS 32 32 1

KDKp-33 OXA-48+NDM CZA 256 8 0,031 1,031 Indiferans
FOS 4 4 1

KDKp-35 OXA-48+NDM CZA 256 32 0,125 1,125 Indiferans
FOS 4 4 1

KDKp-38 OXA-48+NDM CZA 256 16 0,0625 0,562 Kismi Sinerji
FOS 16 8 0,5

KDKp-45 OXA-483+NDM CZA 256 4 0,015 1,015 Indiferans
FOS 2 2 1

KDKp-71 OXA-48+NDM CZA 256 1 0,0039 0,5003 | Kismi Sinerji
FOS 8 4 0,5

KDKp-74 OXA-48+NDM+KPC CZA 256 8 0,125 1,125 Indiferans
FOS 8 8 1

KDKp-86 CZA 256 32 0,125 0,625 Kismi Sinerji
FOS 8 4 0,5

KDKp-89 OXA-48+NDM CZA 256 32 0,125 0,625 Kismi Sinerji
FOS 32 16 0,5

KDKp-94 NDM CZA 256 32 0,125 1,125 Indiferans
FOS 8 8 1

KDKp-99 OXA-48+NDM+KPC CZA 256 32 0,125 1,125 Indiferans
FOS 8 8 1

KDKp-100 OXA-48+NDM CZA 256 16 0,062 1,062 Indiferans
FOS 8 8 1

E.Coli ATCC CZA 0,25 0,031 0,124 0,186 Sinerji

25922 FOS 1 0,0625 0,0625

Seftazidim-avibaktam ile fosfomisinin sinerjistik aktivitesine baktigimizda suslarin
10’unda (%66) indiferans etki, besinde (%33) kismi sinerjistik etki bulunmustur. Suslarda

antagonistik etki saptanmamustir.
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4.4. SEFTAZIDIM-AVIBAKTAM IiILE MEROPENEM DAMA
TAHTASI TESTi SONUCLARI

Seftazidim-avibaktam direngli olarak bulunan suslarin seftazidim-avibaktam ile
meropenem arasindaki sinerjistik aktivitesi, referans yontemler ile elde edilen MIK sonuglar
g6z onilinde bulundurularak, dama tahtas1 yontemi ile ¢alisilmistir. Kalite kontrol susu olarak
E.coli ATCC 25922 kullanilmistir. 33 nolu KDKp susuna ait mikroplaka goriiniimii Sekil
4.4’te, dama tahtasi testinin degerlendirilmesi Tablo 4.8’de, seftazidim-avibaktam ve
meropeneme ait MIK (ug/ml), FIK, kombinasyonun XFIK sonuglari ve yorumu Tablo 4.9°da
gosterilmistir. Tablo 4.10°da dama tahtasi testi yapilan tiim suslarin seftazidim-avibaktam ve

meropenem igin MIK, FIK, ZFIK sonuglar ve kombinasyonun yorumu gosterilmistir.

Sekil 4.4. KDKp 33 nolu izolatin seftazidim-avibaktam ile meropenem dama tahtasi testinin mikroplaka
gorinimi.
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Tablo 4.8. KDKp 33 nolu izolata ait dama tahtasi testinin degerlendirilmesi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MEM BK
A 128
. . . . . MEM
B IND IND IND IND IND 64

gostermektedir. ~ CZA: Seftazidim-avibaktam MEM: Meropenem UK: iireme kontrol kuyucugu,BK: besiyeri kontrol
kuyucugu, ADD: additif, IND: Indiferans)

Tablo 4.9. KDKp 33 nolu izolatin seftazidim-avibaktam (CZA) ve meropenem (MEM) MK (ug/ml), FIK,
kombinasyonun XFIK sonuglari ve yorumu.

Kuyucuk CZA MiK CZA FiK MEM MiK MEM FiK LFiK SONUC
c6 >256 0,0625 64 0,5 0,562 Kismi Sinerji
C7 >256 0,125 64 0,5 0,625 Kismi Sinerji
Cs >256 0,25 64 0,5 0,75 Kismi Sinerji
C9 >256 <0,5 64 0,5 <1 Kismi Sinerji
B4 >256 0,0156 64 1 1,0156 Indiferans
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Tablo 4.10. Seftazidim-avibaktam (CZA) ve meropenem (MEM) igin MiK, FiK, EFiK sonuglar1 ve
kombinasyonun yorumu.

Sus no Diren¢ Geni Antibiyotikler MiK degerleri FiK Degerleri in vitro sonug

CZA CZA Kombinasyon | FiK X FIK
MEM MEM

KDKp-2 NDM CZA 256 16 0,0625 0,5625 | Kismi Sinerji
MEM 16 8 0,5

KDKp-8 OXA-48+NDM CZA 256 4 0,156 0,515 Kismi Sinerji
MEM 32 16 0,5

KDKp-9 OXA-48+NDM CZA 256 8 0,031 0,531 Kismi Sinerji
MEM 64 32 0,5

KDKp-22 OXA-48+NDM+KPC CZA 256 4 0,015 0,515 Kismi Sinerji
MEM 64 32 0,5

KDKp-33 OXA-48+NDM CZA 256 16 0,0625 0,562 Kismi Sinerji
MEM 64 32 0,5

KDKp-35 OXA-48+NDM CZA 256 16 0,0625 0,562 Kismi Sinerji
MEM 32 16 0,5

KDKp-38 OXA-48+NDM CZA 256 16 0,0625 0,562 Kismi Sinerji
MEM 32 16 0,5

KDKp-45 OXA-48+NDM CZA 256 2 0,007 0,507 Kismi Sinerji
MEM 64 32 0,5

KDKp-71 OXA-48+NDM CZA 256 16 0,0625 0,5625 | Kismi Sinerji
MEM 32 16 0,5

KDKp-74 OXA-48+NDM+KPC CZA 256 2 0,078 0,507 Kismi Sinerji
MEM 64 32 0,5

KDKp-86 CZA 256 2 0,078 0,507 Kismi Sinerji
MEM 64 32 0,5

KDKp-89 OXA-48+NDM CZA 256 32 0,125 0,625 Kismi Sinerji
MEM 32 16 0,5

KDKp-94 NDM CZA 256 32 0,125 0,625 Kismi Sinerji
MEM 16 8 0,5

KDKp-99 OXA-48+NDM+KPC CZA 256 8 0,031 0,531 Kismi Sinerji
MEM 32 16 0,5

KDKp-100 OXA-48+NDM CZA 256 64 0,25 0,75 Kismi Sinerji
MEM 32 16 0,5

E.Coli ATCC CZA 0,25 0,0625 0,25 0,75 Kismi Sinerji

25922 MEM 0,0156 0,0078 0,5

Seftazidim-avibaktam ile meropenemin sinerjistik aktivitesine baktigimizda suslarin

tamaminda (%100) kismi sinerjistik etki bulunmustur.
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5. TARTISMA

K. pneumoniae hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Karbapenemler, AmpC beta-laktamazlar ve genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar
(GSBL'ler) gibi CID Enterobacterales’in neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak son yillarda karbapenemlerin yaygin kullanimi K.
pneumoniae arasinda karbapenem direncinin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. K. pneumoniae'da
karbapenem direnci ilk kez 1996 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde rapor edilmis ve daha
sonra bir¢ok iilkede ortaya ¢ikmistir. K. pneumoniae karbapenemaz (KPC) olarak adlandirilan
karbapenemaz grubu bu enzim K. pneumoniae suslarina karbapenem direnci kazandirmakta ve
diinya capmmda hizla yayilmaktadir (71). Karbapenemaz iireten K. pneumoniae ciddi
enfeksiyonlara ve yiiksek mortaliteye neden olan nozokomiyal bir patojendir. Karbapenemazlar
genellikle plazmit veya transpozon gibi ¢ok ¢esitli direng genleri igeren aktarilabilir genetik
yapilar tarafindan eksprese edilir ve bakteriler arasinda serbestce aktarilip daha sonra tim
diinyaya yayilabilir. Bu nedenle, karbapenemaz kodlayan genler, K. pneumoniae'daki
antimikrobiyal direngte 6nemli bir rol oynamaktadir. Karbapenemaz iireten izolatlarda birgok
antibiyotigin minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MIK) yiikselmeye devam etmektedir ve
artan polimiksin direnci raporlanmaktadir. Artan diren¢ oranlar1 KDKp’nin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisini giderek zorlagtirmakta ve Klinisyenleri kombinasyon tedavisine
yonlendirmektedir. Birden fazla antibiyotigin es zamanli uygulanmasi, farmakodinamik
oldirme aktivitesini artirabilir, aktivite spektrumunu genisleterek ve farkli etki
mekanizmalarindan yararlanarak potansiyel olarak direncin ortaya ¢ikmasini engelleyebilir
veya geciktirebilir (72).

Molekiiler teknikler, karbapenemaz genlerinin hizli ve kesin bir sekilde tanimlanmasi
icin duyarli ve dogru bir yontem olarak kabul edilmektedir. Bu yontemler direngli suslarin
dogru bir sekilde tanimlanmasina olanak saglar. Bu suslarla enfekte olan hastalarin da en dogru
ve en uygun tedaviyi almasina, boylece akilct antibiyotik tedavi uygulamalarina hizmet ederek
diren¢ yayiliminin 6nlenmesine katki saglar. Bu amagla biz de hastanemizde izole etmis
oldugumuz KDKp suslarinin, antibiyotik duyarliliklarini, diren¢ paternlerini ve bunlarin
tedavisinde segenek olusturabilecek antibiyotik kombinasyonlarini belirlemeyi amagladik.

Calismamiza 100 adet KDKp izolat1 dahil edildi. Bu izolatlar en sik yogun bakim
tinitesinde yatan hastalardan (%49) izole edildi. K. pneumoniae suslarimin klinik 6rneklere
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dagilimi incelendiginde ise en sik kan (%27), trakeal aspirat (%25) ve idrar (%22)
numunelerinden izole edildigi belirlendi. Ulkemizde KDKp suslari ile yapilan calismalarda da
numuneler benzer sekilde en sik yogun bakim iinitelerinden gonderilmis, kan ve solunum yolu
orneklerinden izole edilmistir (73,74).

Seftazidim-avibaktam smif A (blakec, blacssL), siif C (blaampc), sinif D (blaoxa) beta-
laktamazlara sahip izolatlara kars1 in vitro ve in vivo aktivite gosteren ve CRE enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan bir ajandir. Seftazidim-avibaktam antibiyotik duyarlilik testi igin
referans yontem sivi mikrodiliisyon yontemi olup klinik laboratuvarlarda disk diflizyon ve
gradient testler daha sik kullanilmaktadir (75). 2015 yilinda FDA tarafindan klinik kullanim
icin onaylanan yeni bir antibiyotik olmasina ragmen seftazidim-avibaktam direng oranlari
artmaktadir. Calismamiza dahil ettigimiz izolatlariin disk diflizyon ve sivi mikrodiliisyon
yontemleri ile seftazidim-avibaktam duyarlilik testi yapilmis ve suslarin %15’inde seftazidim-
avibaktam direnci saptanmistir.

Ulkemizde yapilan bir calismada yogun bakimda yatan hastalardan izole edilen K.
pneumoniae suslarinda disk diflizyon yontemi ile seftazidim-avibaktam duyarliligi ¢alisilmis
ve 37 K. pneumoniae izolatinin %16,3’tinde (n= 6) direng saptanmustir (76). Yapilan bir diger
calismada ise ventilator iligkili pndmoni tanisi almis hastalardan izole edilen karbapenem
direngli K. pneumoniae ve P. aeruginosa izolatlarinda seftazidim-avibaktam duyarlilig
calistlmig, K. pneumoniae izolatlarinda %?22,2 oraninda seftazidim-avibaktam direnci
saptanmistir (77). Fransa’da 2018 ile 2019 yillarinda solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarin
numunelerinden elde edilen XDR (yaygin ilaca direngli) K. pneumoniae izolatlarinda yapilan
bir caligmada siv: mikrodiliisyon yontemi ile seftazidim-avibaktam direnci %19,6 tespit
edilmistir (78). Cin’de yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada 458 Enterobacterales klinik
izolatinin sivi mikrodiliisyon yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testinde suslarin
%17,2'sinde seftazidim-avibaktama direng raporlanmistir (79). Calismamizdan elde ettigimiz
veriler literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur.

Cok ilaca direngli Enterobacterales'deki artis ve bunlarin tedavisinde secenek
olusturabilecek antimikrobiyal ajanlarin yetersizli§i sonucunda, arastirmalar fosfomisin gibi
eski ajanlarin tek bagina kullanimi ve/veya kombinasyon tedavilerine dahil edilip edilmemesi
konusuna yogunlagmistir. Fosfomisin genis spektrumlu aktiviteye sahip bakterisidal bir ajandir.
Ayrica immiinomodiilator aktivitesi ve bakteriyel biyofilmlere kars1 aktivitesi de
bulunmaktadir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilan kilavuzlar (CLSI, EUCAST)
fosfomisin duyarliligi icin altin standart olarak agar diliisyon yOntemini Onermektedir.
Caligmaya dahil ettigimiz suglarin fosfomisin duyarlilik testleri agar diliisyon yontemi ile

calisilmis ve %38 oraninda (n=38) diren¢ bulunmustur.
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Zarakolu ve ark. 2022 yilinda nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlarindan izole
ettikleri 126 adet E. coli ve 220 adet K. pneumoniae izolatinda fosfomisinin in vitro aktivitesini
agar diliisyon ve gradient test ile degerlendirmisler ve fosfomisin duyarliligini karbapenem
duyarli K. pneumoniae’da %90,7 ve KDKp’da ise %69,4 olarak tespit etmislerdir (80).

Yapilan bir baska ¢alismada 147 CID veya yaygin ilaca direngli (XDR) CRE suslarinda
agar diliisyon yontemi ile fosfomisin direnci %67,35 olarak raporlanmistir (81). Yine bagka bir
calismada da 155 KDKp susunda fosfomisin duyarliligi agar diliisyon ile %65,1 ve fosfomisin
MiKso ve MiKgo degerleri ise sirasiyla 32 ve 256 mg/L raporlanmstir (82). Bizim fosfomisin
duyarlilik oranimiz (%62) literatiir verileriyle uyumludur.

Ampler siniflamasinda Sinif A, Smif C ve Sinif D beta-laktamazlar beta-laktam ilacin
inaktivasyonu i¢in katalitik olarak aktif bir serin icerirken, B sinifi enzimler katalitik aktiviteleri
i¢in metal kofaktdr olarak ¢inko igerirler (27). Avibaktam (beta-laktamaz inhibitorii), beta-
laktamazin aktif merkezinde bulunan serin ile kovalent bir bag olusturur ve enzim tarafindan
hidrolize olmayip aktivitesini inhibe eder. Ancak aktif bolge serin kalintisinin yoklugu
nedeniyle metallo-beta-laktamazlara (NDM, VIM, IMP) etkili degildir. NDM pozitif gene sahip
izolatlardaki seftazidim-avibaktam direnci bekledigimiz bir bulgudur ve bu izolatlarda
seftazidim-avibaktam i¢in MIK seviyeleri (> 128 pg/ml) yiiksektir. Karbapenem direncinin
saptandig1 suslarin molekiiler paterninin bilinmesi tedavinin dogru ve etkin yapilmasina katki
saglayacaktir.

Bizim ¢alismamiza dahil edilen KDKp izolatlarin %39’unun OXA-48, %10 unun KPC,
%2’sinin NDM ve %1’inin OXA-51 oldugu tespit edilmistir.

Ulkemizde ilk defa 2014 yilinda saptanan ve simif A da yer alan KPC direng geni ve
Sinif D’de yer alan ve ilk olarak iilkemizde 2001°de saptanan OXA-48 geni karbapenem
direncinden yaygin bir sekilde sorumlu tutulmaktadir. Yine iilkemizde ilk kez 2008 yilinda
saptanan ve Yeni Delhi metallo-beta-laktamaz-1 (NDM-1) olarak adlandirilan ve beta-laktamaz
inhibitorlerinin de hidrolizine neden olan karbapenemazlar tedavide basarisizliklara neden
olmaktadirlar. Bu enzimler bazi suslarda tek basina bulunurken bazi suslarde birden fazla genin
birlikte bulundugu gozlenmektedir.

2012-2020 yillar arasini kapsayan bir calismada 291 adet KDKp susunda karbapenem
direng genleri arastirilmis ve suslarin %38,8’inde OXA-48, %11’inde NDM-1, %2,4’tinde KPC
ve %]1,7°sinde VIM geninin saptandigi raporlanmistir (83). 2014 yilinda iilkemizden 18
merkezin katildig1 bir ¢calismada E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz tipleri,
VIM, IMP, NDM, KPC ve OXA-48 karbapenemaz genlerine 6zgiil primerler kullanilarak
multipleks-polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile arastirilmistir (84). 136 izolatta tek basina

OXA-48 geni suslarin %84,6’sinda, NDM geni suslarin %6,3’iinde, VIM geni suslarin
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%?2,8’inde ve IMP geni suslarin %1,4’linde tespit edilmistir. Kutlu ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada
2010-2014 yillar1 arasinda CRE izolatlarinda karbapenemaz genlerinin dagilimi arastirilmistir
(85). 112 adet izolatin %74,1’inin OXA-48, %1,8’inin NDM, %6,3’tinlin hem OXA-48 hem de
VIM, %8’inin de VIM tasidig1 raporlanmistir. Ugiincii basamak bir devlet hastanesinde 49 adet
KDKp klinik izolatta blakpc geni arastirilmistir ve bir izolatta pozitiflik saptanmistir (86).
Ulkemizde yapilan baska bir calismada 48 CRE izolatmin  %]14,7’sinde KPC geni
raporlanmistir (87). Ulkemizde iigiincii basamak bir hastanede yatan hastalarin enfeksiyon
bolgelerinden ve rektal siiriintiilerinden elde edilen K. pneumoniae izolatlarinda PCR ile
karbapenemaz kodlayan genler arastirilmistir. izolatlarn %90,3'tinde OXA-48, %6,5'inde
NDM-1 tespit edilmistir (88). Malezya’da tigiincii basamak bir hastanede 63 KDKp izolatinda
yapilan ¢aligmada baskin karbapenemaz geni olarak blaoxa-4s (%63,5) ve ardindan blanpm
(%36,5) tespit edilmistir (89). Misir’da bir hastanede 160 K. pneumoniae klinik izolatinda
multipleks PCR yéntemi ile karbapenem direng profili incelenmistir. Izolatlarin %15,5’inde
0OXA-48, %15’inde VIM, %7,5’inde IMP, %4’iinde KPC, %3,8’sinde NDM tespit edilmistir
(90).

Ulkemizde Budak S. ve ark.’nmn sundugu bir olguda yogun bakim iinitesinde yatan bir
hastanin trakeal aspirat kiiltiirinden OXA-51 geni tasiyan K. pneumoniae susu izole edildigi
raporlanmigtir (91). Calismamizda tilkemizdeki literatiir verileri ile uyumlu olarak Tiirkiye’de
halen en yaygin karbapenemaz direng geni olan OXA-48 en sik tespit edilmistir. Tek direng
geni bulunan izolatlarda ikinci siklikta KPC geni tespit edilmistir. Yine litaratiir verileri ile
uyumlu olarak NDM geni iilkemizde giderek yayginlagmakta ve OXA-23/58, OXA-51,VIM,
IMP geni goreceli olarak daha az saptanmaktadir. Bir iiniversite hastanesinde 2017-2019 yillar
arasinda klinik 6rneklerden izole edilen 93 adet karbapenem ve kolistin direngli K. pneumoniae
susunun karbapenem ve kolistin direncinin molekiiler karakterizasyonu arastirilmistir.
Izolatlarin tiimiinde OXA-48, ikisinde OXA-48 ve NDM tespit edilirken, IMP, VIM tespit
edilmemistir (92). Ulkemizde nadiren saptanan IMP ve VIM genleri ¢aligmamizda tespit
edilmemistir.

Calismaya dahil edilen KDKp izolatlarinin %17’sinin OXA-48+KPC, %9’unun OXA-
48+NDM, %3’iiniin OXA-48+NDM+KPC, %?2’sinin OXA-48+OXA-51, %1’inin OXA-
48+0XA-23/58, %1’inin OXA-48+0OXA-51+KPC olmak iizere 33’iinde birden fazla direng
geni tagidigi tespit edilmistir.

2012-2020 yillar1 arasin1 kapsayan bir ¢aligmada 291 adet KDKp susunda karbapenem
direng genleri aragtirllmistir. Suslarin 123’tinde OXA-48+NDM, ikisinde OXA-48+KPC,
ikisinde OXA-48+VIM, bir adet NDM+IMP olarak birden fazla diren¢ geni tespit etmislerdir
(83). 2014 yilinda iilkemizde yapilan cok merkezli bir calismada E. coli ve K. pneumoniae
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izolatlarinda multipleks-polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile karbapenemaz genleri
arastirilmustir. Izolatlarin %2,1’inde OXA-48 + NDM, %2,1’inde OXA-48+VIM, %0,7’sinde
VIM + NDM olarak toplam 7 izolatta iki gen birarada bulunmustur (84). Kutlu ve ark.’nin 112
adet CRE izolatinda karbapenemaz genlerinin arastirdigi bir ¢aligmada izolatlarin %6,3’tinde
OXA-48+VIM genleri birlikte tespit edilmistir (85). Tekintas ve ark. 2015-2016 yillar1 arasinda
izole edilen 54 adet KDKp izolatin 19’unda (%35,2) OXA-48+NDM genlerini birlikte
bulmuslardir (93). Ulkemizin Giineydogu Anadolu Bolgesinde yapilan bir ¢alismada 74 adet
K. pneumoniae ve 15 adet E. coli’de karbapenemaz genlerini arastirilmigtir. Alt1 izolatta (%6,7)
OXA-48 ile NDM, bir izolatta ise (%1,2) OXA-48, VIM ve IMP-1 gen birlikteligi tespit
edilmistir. Yazarlar K. pneumoniae’da OXA-48, VIM ve IMP-1 genlerinin birlikteligini
raporlayan ilk calisma oldugunu beyan etmislerdir. (94). Calisma verilerimize gore, literatiirle
uyumlu olarak, K. pneumoniae izolatlarinda saptamis oldugumuz birden fazla karbapenemaz
geni tasiyan suslarin oraninin fazla olmasi (%33) dikkat ¢ekicidir.

Calismamizda test ettigimiz KDKp suslarinin 15’inde test edilen direng genleri (KPC,
OXA-48, NDM-1, VIM, IMP, OXA-51, OXA-23/58) saptanamamistir. Bu suslardaki
karbapenem direnci, test edilmeyen direng genleri (SIM, GIM, SME, IMI vb.) veya porin kayb1
gibi farkli diren¢ mekanizmalarindan kaynaklaniyor olabilir.

Direngli K. pneumoniae'ya bagli enfeksiyonlarda fosfomisin, bazi aminoglikozidler,
rifampin ve karbapenemler kombinasyon tedavilerinin bir pargasi olarak kullanilmaktadir.
Meropenem ciddi bakteriyel enfeksiyonlarin ampirik tedavisi i¢in sik¢a kullanilan genis
spektrumlu karbapenem grubu antibakteriyel bir ajandir. Karbapeneme direngli suslarda
karbapenemaz varlifina ragmen, meropenemin yiiksek dozlarda ve uzun siire inflizyonla
verilmesi bakterisidal etki saglamaktadir.

Calismamizda seftazidim-avibaktama direngli olan 15 izolatin tamamina Kkarsi
seftazidim-avibaktam ve meropenem kombinasyonunun kismi sinerjistik etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Literatiirde in vitro ¢calismalar genellikle seftazidim-avibaktam duyarl izolatlar
ile yapilmis ve cogunlukla seftazidim-avibaktam ile meropenem ile yapilan ¢alismalarda
sinerjistik etki bulmuslardir.

Gaibani ve ark. seftazidim-avibaktam 'a duyarli (n= 11) ve direngli (n = 2) olmak {izere
13 KPC iireten K. pneumoniae izolatinda seftazidim-avibaktam ile alt1 antimikrobiyal ajanin
(ertapenem, imipenem, meropenem, gentamisin, tigesiklin ve siprofloksasin) in vitro
etkilesimlerini gradient test ile degerlendirmislerdir (95). Tim KPC-Kp izolatlarinda
seftazidim-avibaktam ile imipenem ve meropenem arasinda sinerjistik etki oldugu
bulunmustur. Ozellikle, seftazidim-avibaktamin meropenem ve imipenem igin MIK

degerlerinin tiim suslarda sinir degerlerinin altina diistiigli de raporlanmistir.

47



Ulkemizde Kéle ve ark. 42 KDKp izolatinda seftazidim-avibaktam, meropenem ve
kolistin antibiyotiklerinin in vitro etkilesimlerini dama tahtasi (checkerboard) ve zamana bagli
oldiirme (time-kill) yontemleri ile degerlendirmistir (96). Izolatlarin seftazidim-avibaktam ve
meropenem ile seftazidim-avibaktam ve kolistin kombinasyonlarinda %97,6’sinda sinerjik etki,
meropenem ile kolistin kombinasyonunda ise %50 sinerjik etki tespit etmislerdir. Nath ve ark.
4 adet KPC iireten K. pneumoniae izolatina karsi polimiksin B, seftazidim-avibaktam,
meropenem, rifampisin ve amikasinin tek basina ve kombinasyon halinde aktivitesini
incelemek icin Time Kill yontemi ve Galleria mellonella in vivo modeli kullanmislardir (97).
Seftazidim-avibaktam MIK degerleri sinir degerlere yakin izolatlarda seftazidim-avibaktamin
amikasin veya meropenem ile kombine edildiginde in vitro olarak sinerjik etki saptanmustir.

Calismamizda 15 susun 14 tanesi NDM geni tagiyordu. Ancak birinde herhangi bir gen
tespit edilememisti. Caligmamizda elde etmis oldugumuz veriler, NDM geni tasiyan suslarin
tamaminin seftazidim-avibaktam ve meropenem kombinasyonunda saptanan kismi sinerjistik
etkiden dolay1, ciddi KDKp enfeksiyonlarinda bir tedavi segcenegi olarak akilda tutulmasi
gerektigi kanaati olusturmustur.

Bakteriyel direncin diinya ¢apinda yayginliginin artmastyla birlikte, eski bir antibiyotik
olan fosfomisinin yeniden kullanimi giindeme gelmistir. Fosfomisin, fosfoenolpiruvatin bir
analogu gibi davranip hiicre duvari sentezini erken bir asamada geri doniisimsiiz olarak inhibe
eder. Bu etki mekanizmasi sayesinde diger antibiyotik siniflariyla capraz diren¢ daha az
meydana gelir. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi etkinlik saglar. Ayrica CID
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kombine tedavi segenekleri arasinda
biiyiik 6nem kazanmaktadir (98).

Calismamizda 15 seftazidim-avibaktam direngli KDKp izolatinin seftazidim-avibaktam
ve fosfomisin dama tahtasi testinde 10 (%66) izolatta indiferans etki ve bes (%33) izolatta kismi
sinerjistik etki bulundu. Calismada antagonistik etki tespit edilmedi.

Uzuner ve ark., KDKp izolatlarinda fosfomisin direncini ve fosfomisinin amikasin,
meropenem, imipenem ile sinerjistik etkisini agar diliisyon yontemi ile arastirmislardir.
Izolatlarin %97,2’sini fosfomisine, %69’ unu amikasine, %84,5’ini meropeneme ve %94,4’{inii
imipeneme direncli bulmuslardir. Antibiyotiklerin fosfomisin ile kombinasyonu yapildiginda
suslarin %45’inde fosfomisin-meropenem, %?25,4’iinde fosfomisin-amikasin, %21,1’inde
fosfomisin-imipenem arasinda sinerjik etki tespit etmislerdir (99).

Temogin ve ark.’1intravendz fosfomisinin (IV) klinik kullanimini arastirmislardir (100).
30 hasta (%83,3) iist iiriner sistem enfeksiyonu, ii¢ hasta (%8,3) alt solunum yolu enfeksiyonu,
iki hasta (%5,5) kemik-eklem enfeksiyonu ve bir hasta (%2,7) ise kan dolasimi enfeksiyonu

sebebiyle fosfomisin (IV) kullanmistir. Fosfomisin (IV) tedavisi alan hastalarda etken %75
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oraninda K. pneumoniae, %19,4 oraninda P.retgerii ve %5,6 oraninda E. coli saptanmistir.
Fosfomisin (IV) kullanan hastalarin %72,7’sinde mikrobiyolojik kiir saptanmistir. Bu hastalarin
yarisinda fosfomisin diger antibiyotiklerle kombine (meropenem, imipenem, amikasin ve
gentamisin ) olarak tedavide kullanilmistir. Fosfomisinin tek basina ve kombinasyon halinde
kullanimi arasinda mikrobiyolojik yanit, yan etki ve 14 giinliikk mortalite agisindan anlamli bir
fark tespit edilmemistir.

Onal ve ark. iigiincii basamak bir merkezde KDKp nin neden oldugu kan dolasimi
enfeksiyonu veya ventilator iligkili pndmoni enfeksiyonlarinda fosfomisin (IV) kombinasyon
tedavilerini retrospektif olarak degerlendirmislerdir (101). Calismada 62 hastada fosfomisinin
bir veya iki antibiyotik ile kombinasyon tedavilerinin 14 ve 30 giinliik mortalite agisindan
anlamli fark tespit edilemedigi raporlanmistur.

Ulkemizde Adaleti ve ark.’1 CID Gram negatif basillerde meropenem/fosfomisin
kombinasyonunun in vitro etkililiini agar dillisyon yontemi ile arastirmislardir. Bu
kombinasyonun sinerji ve parsiyel sinerjik etkisi E.coli’de %83.3 (5/6) ve K. pneumoniae’da
%100 (8/8), A.baumannii’de %100 (6/6) ve P.aeruginosa’da %25 (1/4) olarak raporlanmigtir
(102).

Romanelli ve ark. 10 adet KPC iireten K. pneumoniae klinik izolatinda seftazidim-
avibaktamin tek basina ve fosfomisin ve karbapenemlerle (imipenem, meropenem, ertapenem)
kombinasyonun in vitro etkilesimini gradient test yontemiyle degerlendirmisler ve seftazidim-
avibaktam ve karbapenemler arasinda sinerjistik etki (FIKI <0,5) saptanirken seftazidim-
avibaktam’in fosfomisin ile kombinasyonunda kismi sinerjistik etki (FIKI 0,58-1,17) tespit
etmislerdir (103).

Literatiirdeki cogu calismanin seftazidim-avibaktam duyarli olan izolatlarda yapildig:
goriilmektedir. Calismamizda seftazidim-avibaktam direngli izolatlar iizerine seftazidim-
avibaktam ile fosfomisin kombinasyonunun sinerjistik etkisi arastirtlmis olup %33 oraninda
kismi sinerjistik etki saptanmigtir. Bu sonu¢ KDKp izolatlarinin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarda fosfomisinin seftazidim-avibaktam ile kombine edilerek smirli tedavi

secenekleri arasinda tedavinin bir parcasi olarak kullanilabilecegi kanaati olusturmaktadir.

5.1. Tezin Kisithhiklar:

Calismamiza yaklasik dort yillik bir donemde 100 sus dahil edilebilmistir. Daha fazla
sus dahil edilmesi amagclanmis ancak, salgin (COVID) doéneminin de etkisiyle, hedefe
ulagilamamustir.

Calismaya dahil etmis oldugumuz suslarin birbirleriyle olan klonal iliskisi

arastirilamamustir.
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Calismaya dahil edilen hastalarin klinik durumlar ve risk faktorleri ile ilgili veri
saglanamamistir. Calismadan elde edilen verilerin bu parametreler ile birlikte tartisiimasi
miimkiin olamamustir.

Calismamizda seftazidim-avibaktam ve fosfomisin ile seftazidim-avibaktam ve
meropenem kombinasyonun etkinligi sadece dama tahtas1 yontemi kullanilarak ¢alistimistir. In
vitro sinerjinin degerlendirilmesi i¢in altin standart bir yontem olan Time kill yontemi ¢aligsma

biit¢esinin kisitliligi ile birlikte zaman alic1 ve emek yogun olmasi nedeniyle ¢alisilamamustir.
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6. SONUCLAR

Calisma doneminde 100 adet KDKp izolat1 toplanmastir.

Suslarin %49’u yogun bakim iinitesinden izole edilmistir.

Suslar en fazla kan, idrar ve trakeal aspirat numunelerinden izole edilmistir.

Bu izolatlarin %15°1 seftazidim-avibaktama, tamami meropeneme, %38’i fosfomisine
direncli bulunmustur.

Hastanemizde KDKp suslarinda en yaygin karbapenemaz tipinin OXA-48 (%39), ikinci
siklikta OXA-48+KPC (%17) oldugu bulunmustur.

Calismaya dahil edilen KDKp izolatlarmin %39’unda blaoxa4s, %10’unda blakec,
%?2’sinde blanowm, %1’inde blaoxa-s1 tespit edilmistir.

Suslarin %17’sinde blaoxa-as+kpc, %9 unda blaoxa-as+nom, % 2’sinde blaoxa-as+oxa-s1, %
1’inde blaoxa-4s+oxa 23558, %0 1’inde blaoxa-4s+oxa-s1+kpc %03 tinde blaoxa-sg+Npm+kpc 0lmak
iizere birden fazla karbapenemaz geni saptanmustir.

Calismaya dahil edilen suslerin hi¢ birinde blayim Ve blajvp tespit edilememistir.
Calismada seftazidim-avibaktam direngli izolatlarda seftazidim-avibaktam ile meropenem
kombinasyonunun sinerji testi dama tahtas1 yontemiyle ¢alisilmis ve %100 oraninda kismi
sinerjistik etki saptanmistir.

Calismada seftazidim-avibaktam direncli izolatlarda seftazidim-avibaktam ile fosfomisin
kombinasyonunun sinerji testi dama tahtas1 yontemiyle calisilmis ve %33 oraninda kismi
sinerjistik etki saptanmistir.

Calistigimiz kombinasyonlardan elde ettigimiz in vitro sonuglarimiz KDKp’y1 tedavi etmek
icin en uygun kombinasyon tedavisinin seftazidim-avibaktam ile meropenem olabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismamizin 6nemli bir kisithiligi ¢calismaya alinan bakterilerin izole edildigi hastalara ait
klinik veriler saglanamadigindan dolay1 tartismamiz sadece in vitro caligmalardan elde
edilen verilerle yapilabilmistir. Bundan sonraki ¢calismalarda hastalara ait risk faktorlerinin
de degerlendirmeye alinmasi daha efektif ve kullanilabilir sonuglarin saglanmasina katki
saglayacaktir.

Calismaya dahil etmis oldugumuz suslarin birbirleriyle olan klonal iligkisi
arastiritlamamigtir. Daha sonraki arastirmalarda bu iliskinin de belirlenmesi hastane

enfeksiyonlarmi kontrol altinda tutmaya ve bu tip hastalarin tedavisinin etkin bir sekilde
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yapilmasina olanak saglayacaktir.

14. Cok ilaca direngli K. pneumoniae enfeksiyonlarinda son tedavi secenekleri olan
antibiyotiklere bile diren¢ gelismektedir. Diren¢ gelisiminin Oniine ge¢mek i¢in akilct
antibiyotik kullanimina dikkat edilmeli ve enfeksiyon kontrol dnlemlerine siki bir sekilde

uyulmalidir.
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= llag ve Biyolojik Urtinlerin Klinik Aragtirmalan Hakkinda Ynetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/galismalar igin Tirkiye llag ve Tibbi Cihaz
Kurum'ndan izin alinmas: gerekmekiedir.
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KARAR FORMU
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Tarih: 11.10.2023

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Klinik Orneklerden izole Edilen Karbapenem Direngli
Klebsiella Pneumoniae Suglarinda Antibiyotik
Kombinasyonlarinin in Vitro Etkinliginin Aragtirilmasi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

ETIK KURULUN CALISMA ESASI

Tlag ve Biyolojik Urlnlerin Klinik Aragurmalan Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalan
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S.B. Istanbul Medeniyet
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