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1. OZETLER

Klebsiella pneumoniae izolatlarinda Karbapenem ve Kolistin Direnc
Mekanizmalarimin Molekiiler Olarak Arastirilmasi

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi: Neslihan GENISEL
Danismant: Prof. Dr. Kadri GUL
Anabilim Dali: Tibbi Mikrobiyoloji

1.1. Ozet

Amag: Karbapenem Direngli Klebsiella pneumoniae (KDKp) enfeksiyonlari azalan
tedavi seceneklerinden dolayr endise verici saglik sorunudur. Klinik izolatlarda
karbapenem direncine en sik enzim aracili mekanizmalar neden olur. Kolistin,
KDKp'nin neden oldugu enfeksiyonlara karsi son c¢are tedavilerinden biri olarak
kabul edilir. Bu ¢aligmanin amaci, kan orneklerindeki KDKp’lerin karbapenemaz
(OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51, OXA-55, OXA-58, KPC, NDM-1, VIM,

IMP) genlerini degerlendirmek ve mcr-1 geninin varligini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Subat 2020-Haziran 2020 tarihleri arasinda, Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastaneleri YBU’nden bakteriyoloji laboratuvarina génderilen kan
orneklerinden izole edilen 33 adet KDKp izolat1 calisma kapsamina alindi. izolatlarin
antibiyotik duyarlilik testleri BD Phoenix 100 (BD, ABD) tarafindan yapildi.
[zolatlarin karbapenem direnci Disk Difiizyon Test (DDT), kolistin duyarliliklar1 Stvi
Mikrodiliisyon (SMD) yontemi ile fenotipik olarak tespit edildi. Tiim izolatlarda
plazmid-aracili mcr-1 geni ve multiplex Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile

karbapenemaz genleri aragtirildi.

Bulgular: DDT ile calisilan KDKp izolatlarinin hepsi (%100) ertapeneme direngli
(R) ; 9’u (%27,27) imipenem R, 23’1 (%69,7) meropeneme R olarak tespit edildi.
SMD yontemine gore izolatlarin 20’si (%60,61) kolistine direngliydi. PZR yontemi
ile izolatlarin %75,76 (n = 25)’sinda blaOXA-48, %6.06 (n = 2) sinda blaNDM-1 ve
%3,03 (n = 1)iinde hlaOXA-24 saptand1. ki (%6,06) izolatta hem blaOXA-48 hem
de blaNDM-1 genleri; 16 (%48,48) izolatta ise mcr-1 geni saptandi.

Sonug: Kolistin direncinden sorumlu oldugu bilinen plazmid aracili mcr-1 genlerini

tasiyan izolatlarin ¢ok yiiksek oranda bulunmasi kolistin direncinin molekiiler
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epidemiyolojik yoOntemlerle takibe alinmasimi gerektirmektedir. Sonug¢ olarak,
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan KDKp’in karbapenem ve kolistin direng
mekanizmalar arastirilmali, molekiiler epidemiyolojik yontemlerle izlenmelidir. Her
hastane otomatize sistem ve SMD yontemini kiyaslayarak kendi kolistin duyarlilik

sonugclari i¢in yanlis duyarlilik oranlarini belirlemelidir.

Anahtar Sozciikler: Klebsiella pneumoniae, karbapenemaz, blaOXA-48, mcr-1,

multipleks PZR, s1vi mikrodiliisyon.
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1.2. Abstract

Aim: Carbapenem Resistant Klebsiella pneumoniae (CRKp) infections are worrying
health problems due to decreasing treatment options. Enzyme-mediated mechanisms
are most frequently caused by carbapenem resistance in clinical isolates. Colistin is
considered one of the last resort treatments for infections caused by CRKp. The aim
of this study is to investigate the carbapenemase (OXA-23, OXA-24, OXA-48,
OXA-51, OXA-55, OXA-58, KPC, NDM-1, VIM, IMP) and mcr-1 genes of the
CRKps isolates.

Material and Method: A total of 33 CRKp isolates isolated from patient blood
samples from the Dicle University Medical Faculty Hospital, ICUs between February
2020 and June 2020, were included in the study. Antibiotic susceptibility tests were
performed by BD Phoenix 100 (BD, U.S.A.). Carbapenem resistance of isolates was
determined phenotypically by Disk Diffusion Test (DDT), colistin susceptibility by
Broth Microdilution (BMD) method. The presence of carbapenemase encoding genes
including all CRKp isolates, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-48, blaOXA-51,
blaOXA-55, blaOXA-58, blaKPC, blaNDM-1, blaVIM, blaIMP were investigated
by multiplex PCR. CRKp isolates were tested for mcr-1 gene by PCR.

Results: All CRKp isolates studied with DDT (100%) were resistant to ertapenem; 9
(27.27%) resistant to imipenem and 23 (69.70%) were resistant to meropenem. 20
(60.61%) of the isolates were found resistant to colistin. blaOXA-48 was found in
75.76% (n = 25) of isolates, blaNDM-1 in 6.06% (n = 2) and blaOXA-24 in 3.03%
(n = 1). Both blaOXA-48 and blaNDM-1 genes were detected in two (6.06%)

isolates and mcr-1 gene in 16 (48.48%) isolates.

Conclusion: The very high rate of isolates carrying mcr-I genes necessitates

monitoring of colistin resistance by molecular epidemiological methods. The
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resistance mechanisms of CRKp should be investigated, monitored by molecular
epidemiological methods. Each hospital should compare the automated system and
the BMD method and determine the false susceptibility rates for their colistin

susceptibility results.

Key Words: Klebsiella pneumoniae, carbapenemase, blaOXA-48, mcr-1, multiplex

PCR, broth microdilution.



2. GIRIS ve AMAC

Son zamanlarda Gram-negatif bakterilerde antibiyotik direnci halk saglig1 i¢in
kayg1 verici boyuta gelmistir. Coklu Ilaca Direncli (CID) bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar1 olan hastalar, etkili oral ilaglar olmadigindan hastane i¢i intravenoz
tedaviye tabi tutulmak durumunda kalmaktadirlar. Ampirik antibiyotik tedavisindeki
direng; artan mortalite oranlari, uzamis hastanede kalis siiresi, tedavide giiclik ve

daha yiiksek maliyetlerle sonuglanmaktadir.

Edwin Klebs tarafindan 1875'te tarif edilen K. pneumoniae, Enterobacteriaceae
familyasina ait Gram negatif bir bakteridir. Bu mikroorganizma, bireylerin saglikli
mikrobiyomunun bir pargasidir ve viicudun birgok bolimiiniinde kolonizedir.
Mikrobiyomun saglikli bir bileseni olmasina ragmen, kritik hastalarda,
yenidoganlarda, bagisikligi baskilanmis kisilerde veya hastane ortamlarinda risk
faktorii olanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. Toplum ve hastane kaynakli

pnomoni, kan dolagimi ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olabilen bir patojendir.

Cesitli  beta-laktam antibiyotiklere diren¢ ilk olarak 1983 yilinda K.
pneumoniae'de bulunmustur ve bu direncin patojen tarafindan iiretilen genisletilmis
spektrumlu B-laktamazlardan (GSBL) kaynaklandig1 gosterilmistir (1). GSBL {ireten
K. pneumoniae prevalanst o zamandan bu yana biiyilkk oranda artmis ve GSBL
tiretimi, enfeksiyonun etkin tedavisini engellemistir (2). GSBL {ireten K.
pneumoniae'nin siklikla kinolonlar da dahil olmak iizere c¢esitli antibiyotiklere
direngli oldugu bildirilmistir. (3). Bu nedenle, karbapenemler GSBL'nin neden

oldugu enfeksiyonlar i¢in kullanilmaya baglanmustir.

KDKp ilk olarak 1993 yilinda ortaya c¢ikmis ve KDKp prevalans: yillar
icerisinde kiiresel olarak artmaya devam etmektedir. KDKp neden oldugu
enfeksiyonlar insan saglig1 icin ciddi bir tehdit haline gelip ve mevcut smirli tedavi
secenekleri nedeniyle mortalite oran1 oldukga yliksektir. Tiim diinyada hastanelerde
KDKp salginlarinin artmasi nedeniyle direng mekanizmalarinin agia kavusmasi igin
birgok ¢alisma yapilmaktadir. Karbapenem direncine iki temel mekanizma aracilik

etmektedir. ilki, KDKpler hiicre duvarinda azalmis membran gecirgenligi ile birlikte
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AmpC sefalosporinaz gibi sefalosporinleri hidrolize etme yetenegine sahip -
laktamazlar iiretebilir (4). Ikinci mekanizma ise, karbapenemler dahil cogu beta-
laktam antibiyotiklerini hidrolize edebilen bir beta-laktamaz iiretimi aracilik eder.
Ambler siniflandirmasina gore A siifi (K. pneumoniae karbapenemaz, KPC), B
smifi veya metallo-p-laktamazlar (MBL) (New Delhi metallo-B-laktamazlar, NDM)
ve D smifi oksasilinazlar (OXA-48 benzeri karbapenemazlardir (5). Bu kosullar

altinda kolistin, KDKp enfeksiyonlari i¢in son ¢are antibiyotikler haline gelmistir (6).

Kolistin (polimiksin E) bir polipeptit bakterisidal ajandir ve klinik olarak mevcut
olan polimiksin ajanlarinin iki formundan (polimiksin B ve polimiksin E) biridir (7).
Kolistin uzun stiredir ciddi nefrotoksisite ve ndrotoksisite sorunlar1 nedeniyle yedek
ajan olarak tutulmustur ve daha az toksik antibiyotikler tercih edilmistir (8).
Florokinolonlar, aminoglikozitler ve ayrica karbapenemler, monobaktam,
sefalosporinler ve genis spektrumlu penisilinler de dahil olmak iizere tim -
laktamlara direngli Gram negatif patojenlerin prevalansindaki hizli artis, kritik
hastalarda kolistinin gegerli bir terapotik segenek olarak yeniden degerlendirilmesini
saglamistir. KDKp enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kolistin kullanimindaki mevcut

artisla birlikte, diinya ¢apinda kolistin direngleri rapor edilmektedir (9).

Onceleri kolistin direncinin kromozal nedenlerden kaynaklandigi bilinmekteydi.
Ancak son yillarda kolistin direncinden sorumlu mekanizmalardan birinin plazmid-
aracilt mobilize kolistin direnci (mcr) geni olan mcr-I ve varyantlart oldugu
gosterilmistir. mcr-1 geni, Gram-negatif enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin son gare
antibiyotiklerden biri olan kolistine plazmid aracili diren¢ kazandirmaktadir. Orijinal
varyant olan mcr-1, bakteriyel bir tiiriin farkli suslar1 arasinda yatay gecisler
yapabilme kabiliyetine sahiptir. Ayrica, son zamanlarda mcr genleri yoluyla plazmid
aracilt kolistin direncinin kesfedilmesi ve plazmid aracili direng belirleyicilerinin
suslar arasinda hizla yayilma potansiyeli, kolistinin son ¢are antibiyotik olarak
gelecekteki kullanimina iliskin endiselere yol agmaktadir. Ozellikle yogun bakim
linitelerinde yatan hastalarda CID izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlara siklikla
rastlanmaktadir. Bu izolatlarin kolistine de diren¢ kazanmasi halinde yogun bakim
hastalarinda goriilen bakteriyemi gibi ciddi enfeksiyonlarin tedavisi gili¢clesmekte,

hastanede salginlar kontrol altina tutulamakta ve mortalite artmaktadir (10).
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Bu ¢alismada amacimiz Dicle Universitesi Hastanelerinde KDKp izolatlarinda
karbapenem direncinden sorumlu karbapenemazlarin ve kolistin direncine neden
olan plazmid aracili mcr-1 geninin PCR molekiiler yontemi ile arastirilmasi;
fenotipik olarak SMD yontemi ile kolistin MIK degerilerinin tespiti saglanarak
otomatize sistemle kiyaslamak, uygun antimikrobiyal tedavisinin se¢ilmesini saglamak

klinisyenlere etkin antimikrobiyal tedavi se¢iminlerinde yardimci olmak hedeflenmistir.



3. GENEL BiLGILER

3.1. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae, Gram negatif, hareketsiz, kapsiilli, laktoz fermenter, fakiiltatif
anaerobik, cubuk seklinde bir bakteridir. Mac Conkey agarinda genis yayvan

mukoidal, pembe-mor renkli laktoz pozitif koloni goriiniimiine sahiptirler.

Klinik ortamlarda, Enterobacteriaceae'nin Klebsiella cinsinin en dnemli tiyesidir.
Agiz, deri ve bagirsaklarin normal florasinda bulunsa da aspire edilirse insan ve
hayvan akcigerlerinde, 6zellikle alveollerde, kanli, kahverengimsi veya sar1 renkli
balgam gibi yikict degisikliklere neden olabilmektedir. K. pneumoniae
immiinsiipresse hastalarda firsatg1 enfeksiyonlarla siklikla iligkili olan ve E. coli'den

sonra ikinci sirada Gram negatif nozokomiyal sepsise neden olan patojendir (11).

Klebsiella cinsi Alman mikrobiyolog Edwin Klebs (1834-1913) tarafindan
adlandirilmigtir. Ayrica, bu bakterinin o6zellikle kronik hastaliklari olan veya
immiinsiiprese bireylerde goriilen pndmoni i¢in etiyolojik faktor oldugunu 6ne siiren
Carl Friedldnder onuruna ‘Friedlander'in basili’ olarak da bilinir. K. pneumoniae'nin
neden oldugu toplum kaynakli pnomoni Friedlinder'in basili olarak da
adlandirilmaktadir (12). Son yillarda, Klebsiella tiirleri nozokomiyal enfeksiyonlarda

siklikla karsilagilan 6nemli patojenler haline gelmistir (13).

K. pneumoniae tarafindan en sik goriilen nozokomiyal enfeksiyonlar; idrar yolu
enfeksiyonlar1  (sistit, piyelonefrit, bobrek ve perirenal apse), pnomoni
(bronkopnoémoni, lober pnémoni, bronsit, ventilatére bagli pndmoni), cerrahi alan
enfeksiyonlart ve kan dolasimi enfeksiyonlaridir (14). Bunlarin yami sira, K.
pneumoniae diger pulmoner (kronik obstriiktif akciger hastaliginin akut alevlenmesi,
ampiyem), kalict tibbi cihaz ile iligkili (intravaskiiler kateter, lriner katater)
intraabdominal (karaciger apsesi, safra yolu enfeksiyonlari, peritonit) ve merkezi
sinir sistemi enfeksiyonlarinda (ndrosiriirji sonrast menenjit, beyin apsesi) da rol
oynayabilmektedir. Enfeksiyonlar sporadik vakalar veya bir salginin bir parcasi

olarak ortaya ¢ikabilir (15).



K. pneumoniae nin hastane ortaminda kolonizasyonunu kolaylastiran ve
enfeksiyonu tetikleyen risk faktorleri vardir. Viicutlarinda invaziv bir cihazi olan
hastalar i¢in cihazin kontaminasyonu bir risktir. Ozellikle yenidogan cihazlari,
solunum destek cihazlar1 ve idrar sondalar1 kullanan hastalar daha fazla risk
altindadirlar. Ayrica, antibiyotik kullanim ge¢cmisi de K. pneumoniae ile hastane

enfeksiyonu riskini artiran bir en 6enmli faktorlerden biridir (13).

Klebsiella bakterilerinin  hastane disindaki en yaygin tipik olarak
bronkopnémoni ve ayni zamanda bronsit seklinde olan pnomonidir. Bu hastalar
akciger apsesi, kavitasyon, ampiyem ve plevral adezyon gelistirme egilimindedir.
Antimikrobiyal tedavide bile 6liim oran1 yaklasik %50'dir. Klebsiella pndmonisi olan
bireyler ates, bulanti, tasikardi ve kusmaya sahip olmanin yam sira karakteristik bir
balgam Okslirme egilimindedir. Klebsiella pndmonisi, alkolizm gibi altta yatan

rahatsizliklari olan insanlar1 etkileme egilimindedir (16).

Klebsiella enfeksiyonu bulasi i¢in direkt temas ile kisinin bakterilere maruz
kalmas1 gerekir. Ornegin, Klebsiella pndmonisi i¢in solunum yoluna veya kan
dolasim1 enfeksiyonuna neden olmak i¢in kana girmelidir. Bakterilerin kana girigini
takiben sepsis ve septik sok goriilebilir. Saglik hizmetleri ortamlarinda, Klebsiella
bakterileri kisiden kisiye temas yoluyla 6rnegin, hastadan hastaya saglik personelinin
veya diger kisilerin kontamine elleri yoluyla veya daha az yaygin olarak g¢evresel
kontaminasyon yoluyla yayilabilmektedir. Hastane ortamlarindaki hastalar
ventilatorlere bagli, intravendz kateterleri bulunan veya yaralari oldugunda
Klebsiella'ya maruz kalabilirler. Bu tibbi araglar ve kosullar Klebsiellanin viicuda

girmesine ve enfeksiyona neden olmasina izin verebilir. (17)
3.1.1. Viriilans Faktorleri ve Patogenezi
K. pneumoniae genellikle firsatgt bir patojen olarak kabul edilir. Bununla

birlikte, saglikli kisilerde ciddi hastaliga neden olabilir. Bu tiir suslar genellikle

hiperviriilan olarak adlandirilir.

Molekiiler Koch'un postiilatlarina gore K. pneumoniae'de birkag viriilans faktorii

belirlenmistir  (18). K. pneumoniae suslarinin ¢ogunlugu tarafindan iiretilen



polisakkarit kapsiil, bu tiiriin ana virlilans faktorlerinden biridir. Polimorfoniikleer
hiicreler tarafindan fagositoza miidahale eder ve serumun bakterisidal aktivitesine
direncte rol oynar (19, 20). Bugiine kadar en az 78 kapsiiler serotip (K-serotipi)
tanimlanmistir  (21). Farkli  K-serotipleri, viriilans derecesinde farklilik
gostermektedir. K1 ve K2 serotip izolatlarinin, K1 / K2 olmayan izolatlardan daha

viriilan oldugu gosterilmistir (22).

Hipermukoviskozite, Dogu Asya'dan gelen hiperviriilan suslarda siklikla
goriilmektedir. Kapsiiler polisakkaritten kaynaklanan ince lifler ag1 olan
ekzopolisakkarit agimin asir1 iiretimi ile iliskilidir (23). Hipermukoviskoz fenotipin

rmpA, magA ve cps gibi cesitli genlerle iligkili oldugu gosterilmistir (24).

LPS, Gram negatif bakterilerin 6nemli bir bilesenidir. Toll- benzeri reseptor 4'e
baglandiktan sonra ¢esitli proinflamatuar mediyatorlerin (sitokinler, kemokinler ve
major histokompatibilite kompleks reseptorleri) liretimini arttirir. Bugiline kadar K.
pneumoniae'de Ol'in klinik izolatlar arasinda en yaygin oldugu dokuz farkli O

serogrup tespit edilmistir (25).

Kompleman aracili dldiirmeye karst direng, sistemik bir enfeksiyonun
gelismesinde 6nemli rol oynabilmektedir. Serum direncinden kismen polisakkarit

kapstilii, LPS ve dis zar proteinleri (OMP'ler) soeumlu tutulmaktadir (26, 27) .

K. pneumoniae'de tanimlanan ana adezyon faktorleri tip 1 ve tip 3 fimbrialardir
(28, 29). Tip 1 fimbria, Enterobacteriaceae'nin farkl tiirleri arasinda yaygin olarak
dagilmistir ve fim geni tarafindan kodlanmistir. Konak¢1 hiicrelerde ve hiicre disi
matris bilesenlerinde mannoz igeren yapilara yapisma egilimi vardir. K. pneumoniae
tip 1 fimbria, E. coli'de tanimlananla ayni degildir, ancak yiiksek derecede yapisal
benzerlikler paylasirlar. Tip 1 fimbria faz varyasyonu gosterir: Ekspresyon idrar yolu
enfeksiyonu sirasinda acilir ve gastrointestinal sistemde ve akciger enfeksiyonu
sirasinda kapatilir. Tip 1 fimbria'nin murin idrar yolu enfeksiyon modelinde énemli
bir viriilans faktorii oldugu gosterilmistir. Tip 3 fimbria, mrk gen kiimesi tarafindan
kodlanir ve biyofilm olusumu ve solunum epiteline, endotele, idrar kesesi hiicrelerine
ve kollajen tip V'ye baglanmada rol oynamaktadir. Kateter iliskili idrar yolu

enfeksiyonlarinda 6nemli bir kolonizasyon faktorii olarak tanimlanmistir (30).

10



Endotrakeal tiipler, intravaskiiler ve idrar sondalar1 iizerinde biyofilm olusumu
bulasici bir odak gorevi gorebilmektedir (31). Ayrica gevresel ylizeylerdeki ve su
dagitim sistemlerinin i¢indeki biyofilmler, hastanelerde bakterilerin kaliciligina
katkida bulunabilmektedir (32). Biyofilm i¢inde konak¢1 savunma mekanizmalarinin,
antimikrobiyallerin ve dezenfektanlarin aktivitesi sinirlidir (33). Ek olarak, genetik
materyalin biyofilm i¢indeki farkli bakteri tiirleri arasinda degisimini de miimkiin
kilmaktadir. Onemli bir rol oynayan tip 3 fimbria'nin yani sira, K. pneumoniae'nin

biyofilm olusumunda bagka faktorlerin de oldugu distliniilmektedir (34-36).

Demirin kullanilabilirliginin  sinirli  oldugu kan dolasiminin ve konake1
dokusunun i¢inde, bakterilerin ferrik iyon almasi ¢ok onemlidir. K. pneumoniae
enfeksiyonlarinin patogenezinde ¢esitli demir alim sistemleri bulunmaktadir (20).
Enterobaktin, K. pneumoniae izolatlar1 arasinda en yaygin olarak kullanilan
siderefordur, ancak aktivitesi lipokalsin-2 ile bozulabilir (37). Salmokelin
(enterobaktin'in glikozile edilmis bir tiirevi) ve yersiniabaktin gibi diger demir
baglayict molekiiller, lipokalsin-2 ile baglanmaya direng gosterebilir (38).
Pnoémonide de 6nemli bir viriilans belirleyicisi oldugu dogrulanmistir (37) . Siderofor
aerobaktin, enterobaktin'den daha diisiik demir afinitesine sahiptir, ancak daha
stabildir ve daha iyi ¢oziiniirliige sahiptir (20). Murin intraperitoneal ve subkiitan
enfeksiyon modellerinde viriilans faktorii oldugu gosterilmistir. Hiperviriilan K.
pneumoniae 1zolatlari, hiperviriilan olmayan suslardan kantitatif olarak ¢ogunlukla
aerobaktin, daha fazla sidererofor iiretir (39). Ayrica hiperviriilan suslarda Klebsiella
Ferrik iyon Uptake sistemi (kfu) olarak adlandirilan yeni bir demir alim yolu

tanimlanmuastir (40).

Higbir viriilans belirleyici veya viriilans 6zelligi, yiiksek derecede viriilan veya
hiperviriilan bir sus olusturamaz, daha c¢ok farkli faktorlerin eszamanl ifadesi, bir

izolatin viriilans potansiyelini tanimlamaktadir (40).

3.1.2. Tedavi ve Diren¢ Sorunu

Klebsiella tedavisi kisinin saglik durumuna, tibbi ge¢misine ve hastaligin

siddetine bagli olarak aminoglikozidler ve sefalosporinler gibi antibiyotiklerle
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yapilmaktaydi. 1970’li yillarda bu ilaglara karsi direng gelisince genis spektrumlu

sefalosporinler tercih edilmeye basland1 (41).

Cesitli B-laktam antibiyotiklere direng ilk olarak 1983 yilinda K. pneumoniae'de
bulunmustur ve bu direncin patojen tarafindan GSBL {iretiminden kaynaklandigi
gosterilmistir (1). GSBL iireten K. pneumoniae prevalanst o zamandan bu yana
bliyiik 6l¢lide artmis ve GSBL iiretimi enfeksiyonun etkin yonetimini zorlagtirmistir
(2). GSBL iireten K. pneumoniae'nin siklikla kinolonlar da dahil olmak iizere ¢esitli
diger antibiyotiklere direngli oldugu bildirilince tedavilerde basarisizlikliklar ortaya
cikmistir (3).

Karbapenemler [B-laktam antibiyotik grubuna ait olduklart halde GSBL'nin
neden oldugu enfeksiyonlar i¢in kullanilmaya baslanmistir. Karbepenemler, AmpC
B-laktamazlara ve GSBL’lere karsi olaganiistli bir stabilite sagladiklar1 i¢in Gram
negatif bakteriyel enfeksiyonlarinda etkili bir tedavi tercihi olmustur. Ancak, diinya
genelinde karbapenem direncli bakteri sayisindaki artis nedeniyle, KDKp izolatlar
biiyiik bir problem haline gelmistir. Klinik izolatlarda, karbapenem direncinin en ¢ok
enzim aracili (karbapenemaz) mekanizmalardan kaynaklandigi gortilmiistiir.
Plazmidler veya transpozonlar gibi olarak yatay transfer edilebilir genler tarafindan
kodlanan karbapenemazlar, diger B-laktam antibiyotiklerle birlikte karbapenemleri

etkisiz hale getirmistir (42).

KDKp ilk olarak 1993 yilinda rapor edilmistir (43). KDKp prevelansi bu tarihten
itibaren kiiresel olarak artmaya devam etmistir. Mevcut sinirli tedavi segenekleri
nedeniyle yliksek mortalite orantylar KDKp kaynakli enfeksiyonlar insan sagligi i¢in
onemli bir tehdit haline gelmistir (6). Bu kosullar altinda, son ¢are antibiyotik olan
polimiksinler (kolistin) toksisitelerine ragmen kliniklerde ¢oklu ilag direngli (CID) K.

pneumoniae enfeksiyonlari i¢in tedavi secenegi haline gelmistir.

Kolistin (polimiksin E) bir polipeptit yapida, bakterisidal etkili antimikrobiyal
bir ajandir ve klinik olarak mevcut olan polimiksin ajanlarinin iki formundan
(polimiksin B ve polimiksin E) biridir. Kolistin siilfat ve kolistimetat sodyum ticari
olarak temin edilebilen formlardir. Kolistin siilfata hidrolize edilen bir 6n ila¢ olan,

parenteral yoldan uygulanabilen kolistimetat sodyum bakterinin dis zardaki
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lipopolisakkarit (LPS) molekiilleri ile etkileserek dis zarin bozulmasima yol agarak

bakterisit etkisini gosterir (7).

Kolistin, ciddi nefrotoksisite ve norotoksisite sorunlari nedeniyle uzun yillar
kliniklerde yedek ajan olarak tutulmus ve daha az toksik antibiyotik kullanimi tercih
edilmistir (8). Florokinolonlara, aminoglikozitlere ve ayrica karbapenemler,
monobaktam, sefalosporinler ve genis spektrumlu penisilinler dahil olmak iizere tiim
B-laktamlara direncli olan CID Gram-negatif patojenlerin prevalansindaki hizl artis,
kolistinin kritik hastaliklar i¢in gegerli bir terapotik secenek olarak yeniden
degerlendirilmesine neden olmustur (9). Fakat, 6zellikle bakteriyemi gibi CID Gram
negatif enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in kolistin kullanimindaki mevcut artisla birlikte,
diinya capinda kolistin direngli Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. ve
Enterobacteriaceae varligi rapor edilmistir. Klebsiella pneumonia ‘nin neden oldugu

enfeksiyonlarda kolistine intrinsik direngli suslarin da oldugu bildirilmistir (44).

K. pneumoniae'de kolistin direnci, Avrupa, Kuzey Amerika, Giiney Amerika,
Asya ve Giliney Afrika dahil olmak iizere birgok bdlgeden bildirilmistir. Klinik
olarak izole edilmis K. pneumoniae suslarinda en ytliksek toplam kolistin diren¢ oran
Yunanistan'da %10,5-20 arasinda, ardindan Giiney Kore (%6,8), Singapur (%6,3) ve
Kanada'da (% 2.9) bildirilmistir (44). Kuzey Amerika, Avrupa, Latin Amerika ve
Asya-Pasifik bolgesindeki farkli merkezleri iceren kiiresel SENTRY Antimikrobiyal
Stirveyans Programi'ndan (2006-09) elde edilen veriler, K. pneumoniae'deki genel
kolistin diren¢ oranimnin %1,5 oldugunu ortaya koymustur (45). Bu nedenle Diinya
Saghk Orgiiti (WHO) polimiksinleri kritik &neme sahip en onemli oncelikli

antimikrobiyallerden biri olarak siiflandirmistir (46).

Kolistin direngli KDKp izolatlarinin duyarli izolatlara kiyasla antibiyotiklere
kars1 ¢ok daha duyarsiz oldugu ve enfeksiyonlarmin da 6liim oranlarinin daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (46, 47). Bu durum da Kolistin diren¢li KDKp’lerde kolistin

diren¢ mekanizmalarinin arastirilmasi gerekliligini kaginilmaz kilmistir.

Gram negatiflerde kolistin direnci incelendiginde, genellikle 4-amino-4-deoksi-
L-arabinoz (L-Ara4N) ve fosfoetanolamin (pEtN) eklenmesi gibi lipid A
modifikasyonlarinin neden olugu bulunmustur. LPS’in yapisi, PmrAB ve PhoPQ iki
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komponentli sistemlerin diizenlenmesinden sorumlu olan mgrB gen mutasyonlari ile

degisirek kolistin direncine neden olabilmektedir (48).

Bu mekanizmalara ek olarak, ilk plazmid aracili kolistin diren¢ geni, mcr-1,
Cin'deki E. coli ve K. pneumoniae'dan gelen bir Incl2 plazmidinde tanimlanmigtir
(49). 2016'da bagka bir plazmid aracili kolistin diren¢ geni mcr-2 de bulunmustur
(50). Ek olarak, mcr-1 tagiyan plazmidler genellikle farkli tip ve tiirler dahil olmak
tizere farkli konak bakterilerde bulunmustur (51). Bu da tiirler arasi1 mcr-1 genlerinin
yayllmasinin diinyadaki mevcut antibiyotik diren¢ krizinin ciddi sekilde

tirmanmasina yol agabilecegini one stirmiislerdir (50).

Bu nedenle, CID K. pneumoniae’lerde karbepenem ve kolistin direng
mekanizmalarmin aydinlatilmasi ve enfeksiyon epidemiyolojisinin anlagilmasi
antibiyotige direncli izolatlarin yayilmasii engellemek, tedavilerindeki secenekleri

akilci1 ilag uygulamalar1 kapsaminda belirelemek i¢in ciddi 6neme sahiptir.

3.2. Beta-laktam Grubu Antibiyotikler

Tiim beta-laktam antibiyotiklerde ortak olan molekiiler yapilarinda B-laktam
halkasidir, B-laktam antibiyotikler genel olarak penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar ve karbapenemler olarak siniflandirilmaktadir. Genellikle Penisilin
Baglayici Proteinlere (PBP) baglanirlar ve bakteri hiicre duvarinin sentezini onlerler

(52).

3.2.1. Penisilinler

Penisilinler, terapotik olarak kullanilan ilk B-laktam antibiyotikleridir. Biitiin
penisilinlerin molekiiler ana iskelet yapisi, Sekil 1’ de verilmistir, bazik bir bisiklik
yap1 olan 6-aminopenisillanik asit veya 6-APA'dir. Fermantasyonla iiretilen dogal
penisilinler genellikle penisilinler G ve V karisimlariydi. Bakteriler B-laktamlar:
spesifik olarak inaktive eden penisilinaz adi verilen bir enzim grubu iiretmek icin
evrim gegirene kadar penisilinler bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkili bir sekilde
kullanilmislardir. Bu sorunun listesinden gelmek i¢in 6-APA kullanilarak yiizlerce

sentetik ve yar1 sentetik penisilin tiretilmistir (52).
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Sekil 1: Penisilin molekiil yapist

[1k sentetik molekiil metisilin, benzen halkasinin 2 've 6' pozisyonlarindaki dogal
penisilinden farklidir. Ardindan Nafcillin, Quinacillin ve Ancillin iretildi. 5'
pozisyonunda metil grubunun siibstitiisyonu ile oksasilin iiretilmistir. Benzer sekilde,
2 'pozisyonunda bir klor atomunun ve 2' ve 6 'pozisyonlarinda iki flor atomunun
girilmesiyle sirasiyla Kloksasilin ve Dikloksasilin iiretilmistir. Ayrica, 6'
pozisyonuna bir flor atomunun sokulmasi ile de Floksasilin iiretilmistir. Benzen
halkasindaki bu degisiklikler molekiillerin stabilitesini arttirmasina ragmen, ana
molekiile kiyasla giliglerini azaltmistir. Ancak bakteriler bu antibiyotiklere yavas
yavas diren¢ gelistirdi ve bu direngli bakteriyel izolatlar1 kontrol etmek icin

sefalosporinler verildi (52).

3.2.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler sefamisinler ile birlikte sefem olarak adlandirilir. Sefemler
antimikrobiyal aktivite spektrumlarina gore giincel olarak bes kusaga ayrilmislardir.
Herbir kusak sefalosporin [ -laktamazlara kars1 stabilitesi, absorbsiyonlari,
metabolizmalar1 ve yan etkileri acisindan farklilik gostermektedir. Sekil 2’de

Sefalosporin genel molekiil yapis1 verilmistir (52).

Sekil 2: Sefalosporin molekiil genel yapisi
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3.2.2.1. Birinci kusak sefalosporinler

Birinci kusak sefalosporinler, Enterococci ve metisiline direngli Staphylococci
hari¢ Gram pozitif bakterilere karsi1 giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. E. coli,
Proteus, Klebsiella spp. gibi Gram negatif basillere kars1 orta derecede aktiviteye
sahip ve Bacteroides fragilis hari¢ biitiin anaerob koklar duyarhidir. Birinci kusak
sefalosporinler; Sefaleksin, Sefradin, Sefadroksil Sefalotin, Sefapirin ve Sefazolin
icerir. Sekil 3’te Sefazolin molekiil yapisi verilmistir. Uriner ve solunum yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde Sefaleksin, Sefradin, Sefadroksil kullanild1 ve cerrahi
profilaksi i¢in Sefazolin tercih edildi. Ne yazik ki, bu ilaglarin higbiri merkezi sinir
sistemine niifuz etmediginden, herhangi bir enfeksiyon i¢in ilk tercih edilen ilaglar

degildir (52).
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Sekil 3: Birinci kusak sefalosporinlerden Sefazolin molekiil yapist

3.2.2.2. Iikinci kusak sefalospoinler

Ikinci kusak sefalosporinler heterojen bir antibiyotik grubundan olusur:
Sefamandol, sefonisid, seforanid ve sefuroksim. sefoksitin, molekiil yapis1 Sekil 4°te
verilmistir, Sefotetan ve Sefmetazol sefamisin olmasina ragmen, klinik degerleri
nedeniyle bu sinifa dahil edildi. Bu antibiyotikler, birinci kusak ilaglarin kapsadigi
mikroorganizmalara kars1 aktifti; ayrica Klebsiella ve Proteus da dahil olmak iizere
Gram-negatif basillere karsi genisletilmis aktiviteye sahiptiler, ancak Pseudomonas
aeruginosa ve Haemophilus influenza'ya kars1 degillerdi. Sefoksitin ve Sefotetan, B.
fragilis'e kars1 aktifti ve anaerobik bakterilerin neden oldugu miks enfeksiyonlari

tedavi etmek icin kullanild1 (53).
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Sekil 4: ikinci kusak sefalosporinlerden Sefoksitin molekiil yapis

3.2.2.3.  Uciincii kusak sefalosporinler

Uciincii kusak sefalosporinler, sefoperazon, sefotaksim, seftazidim, seftizoksim,
seftriakson ve sefoksimi igerir. Gram-negatif bakterilere karsi genisletilmis bir
aktivite spektrumuna sahiptirler, ancak Gram-pozitif Enterokoklara karsi azalmis
aktiviteye sahiptirler. Gram pozitif Enterokoklara kars1 kullanildiginda genellikle
siiper enfeksiyonlar iiretirler. Neyse ki, birka¢ ticiincii kusak ilag merkezi sinir
sistemine ulasabilir ve ayrica omurilik sivisinda yeterli konsantrasyonlarda
goriilebilir. Gram negatif basillerin neden oldugu menenjit durumlarinda IV olarak
uygulanir. Seftizoksim ve Sefotaksim, molekiil yapis1 Sekil 5 te verilmistir. B.
fragilis ve diger anaeroblara karsi bir miktar aktivite sergiler. 1. ve 2. kusak
sefalosporinlere benzer sekilde, 3. kusak antibiyotikler bile Enterococci, L.
monocytogenes, MRSA ve MRSE'ye kars1 etkili degildir. Ikinci kusak ilaglarin
aksine, Sefoperazon ve Seftazidim P. aeruginosa'ya karsi etkilidir. Tiim {giincii
kusak ilaclarin her biri hastane kaynakli Gram-negatif bakteriyemiye kars: etkili bir
sekilde kullanilmistir (52).
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Sekil 5: Ugiincii kusak sefalosporinlerden Sefotaksim molekiil yapisi
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3.2.2.4. Dordiincii kusak sefalosporinler

Sefepim, molekiil yapist Sekil 6°da verilmistir ve Sefpirom bu kusaga dahildir.
Dordiincii kusak sefalosporinler hakkinda vurgulanmasi gereken ii¢ dnemli 6zellik
sunlardir: Ucgiincii kusak sefalosporinlere direngli Enterobacter ve Citrobacter
tirlerine kars1 gelistirilmis aktiviteye sahiptirler. Ayrica, Streptococci ve metisilin
duyarh stafilokoklara karsi diger tigiincii nesil bilesiklerden daha fazla aktiviteye

sahiplerdir. Seftazidim gibi Sefepim, P. aeruginosa'ya karsi aktiviteye sahiptir (6).
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Sekil 6: Dordiincii kusak sefalosporinlerden Sefepim molekiil yapisi

3.2.2.5. Besinci kusak sefalosporinler

Seftobiprol, molekiil yapist Sekil 7‘de verilmistir, Seftarolin, Sefotetan ve
Sefoksitin bu kusak icindedir. Besinci kusak sefalosporinler laboratuvarlarda
ozellikle CID suslarin1 kontrol etmek igin sentezlenmistir. Seftobiprol ve Seftarolin
MRSA’ya kars1 etkilidir. Seftarolin MRSA'ya kars1 aktif olmasina ragmen, GSBL ve
AmpC enzimleri tarafindan kolayca hidrolize edilir. Bununla birlikte, seftarolin
amikasin ile birlikte uygulandiginda, GSBL ve AmpC hidrolizine diren¢ gosterebilir
(52).
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Sekil 7: Besinci kusak sefalosporinlerden Seftobiprol molekiil yapisi
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3.2.3. Karbapenemler

Karbapenemler en genis spektrumlu p-laktam antibiyotiklerdir. Hem Gram-
pozitif hem de Gram-negatif GSBL ve AmpC iireten bakterilere karsi aktiftirler.
Karbapenemlere kars1 direng gelistirirse yerini alacak baska bir f-laktam antibiyotik

stokta yoktur.

Tienamisin, glinimiizde mevcut olan birka¢ sentetik karbapenem kullanilarak
gelistirilen ilk karbapenem olmustur. Geleneksel Penisilinler ve Thienamisin
arasindaki en biiyiik fark, hidroksietil yan zincirinin radikal olarak ayrilmasi; bu
stereokimya, aktivitesi ve stabilitesi i¢in anahtar bir faktordiir. Thienamycin
kesfedildikten kisa bir siire sonra, Pseudomonas aeruginosa gibi Gram-negatif
bakterilere ve Streptokoklar ve S. aureus gibi Gram-pozitif bakterilere karst daha
fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu i¢in diinyadaki bir¢ok arastirmacinin

dikkatini ¢cekmistir (54).

Ancak dogal olarak ftiretilen thienamycin miktar1 ¢ok diigiik oldugu kadar son
derece de kararsizdir. Ancak sefalosporine direngli Gram negatif ve metisilin direngli
Gram pozitif bakterilerin ortaya ¢ikmas1 gibi faktdrler, artan stabiliteye sahip benzer
tiirevlerin sentezini uyarmustir. {lk sentetik olarak gelistirilmis ve daha kararh
karbapenem, imipenemdir ve molekiil yapisi Sekil 8‘de verilmistir. Imipenem ayni
zamanda kompleks mikrobiyal enfeksiyonun neden oldugu enfeksiyonu tedavi etmek
icin kullanilan ilk karbapenemdir. Ancak, imipenem insan bdbreginde bulunan
dehidropeptidaz I (DHP-I) tarafindan deaktive edilmektedir. Bu durum, imipenemin
silastatin ile birlikte uygulanmasiyla agilmistir. Silastatin antimikrobiyal aktiviteye
katkida bulunmaz, ancak imipenemin DHP-I tarafindan bozulmasini 6nler. Bununla
birlikte, daha sonra bu sorunun iistesinden gelmek i¢in Meropenem, Biapenem,

Ertapenem ve Doripenem gibi daha kararli karbapenemler gelistirilmistir (54).
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Sekil 8: imipenem molekiil yapist

1995 yilinda imipenem benzeri genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip
meropenem, molekiil yapist Sekil 9°da verilmistir, tanimlanmigtir. Meropenem,
ndbet yaratmamaya iligskin terapotik bir avantaja sahiptir, bu nedenle menenjit gibi
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarini tedavi etmek icin bile kullanilabilmektedir.
Meropenemdeki karbapenem kisminin 1-pozisyonundaki metil grubu onu yapisal

olarak imipenemden farkl kilar, ayrica renal DPH-1'e kars1 direng saglar (55).
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Sekil 9: Meropenem molekiil yapisi

Hem imipenem hem de meropenem, GSBL ve AmpC iireten klinik izolatlarin
neden oldugu ciddi enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Ancak
imipenem siklikla ¢ocuklara ve MSS bozuklugu olan yetiskinlere uygulandiginda
nobet riski oldugundan, bakteriyel menenjit tedavisinde kullanilmamistir.
Meropenem'in bdyle bir sorunu yoktur; MSS hastalar tarafindan iyi tolere edilir ve
bakteriyel menenjit tedavisinde kullanilir. Imipenem ve Meropenem birlikte ciddi

bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilmistir (56).

Ertapenem, diger karbapenem, ozellikle GSBL enzimleri iireten bakterilerin

neden oldugu toplum kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi i¢in Onerilmketedir.
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Ertapenem molekiil yapist Sekil 10°de verilmistir, miks aerobik / anaerobik
polimikrobiyal enfeksiyonlar1 kontrol etmek i¢in uygulanmaktadir (57). Doripenem
1-B-metil karbapenem tiirevi olup, imipenem ve meropeneminkine benzer bir profile
sahiptir, molekiil yapis1 Sekil 11°‘de verilmistir. Doripenem; meropenem gibi renal
DPH-1 tarafindan parcalanmaz, silastatin ile birlikte verilmesi gerekmemektedir ve

intravendz olarak uygulanir (58).
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Sekil 10: Ertapenem molekiil yapisi
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Sekil 11: Doripenem molekiil yapist
3.2.4. Monobaktamlar

Monobaktamlar ilk kez dogal yolla bakterilerden elde edilmistir, ancak daha
sonra sentetik olarakta iretilmislerdir. Aztreonam, molekiil yapis1 Sekil 12°de
verilmistir, tigemonam, nokardisin A ve tabtoksin sentetik monobaktamlar aerobik
Gram-negatif bakterilere karsi etkilidir. Monobaktamlar, B-laktamaz inhibit6rleri

olarak kullanilir ve genellikle daha az antibakteriyel 6zellige sahiptirler (54).
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Sekil 12: Aztreonam molekiil yapisi

3.3. Antibiyotiklere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

Bazi bakteriler bazi antibiyotiklere karsit dogal olarak dirence sahiplerdir buna
“intrinsik direng” bazilar1 ise antibiyotiklere karsi sonradan direng¢ kazanirlar buna da

“kazanilmis diren¢” denilmektedir.

3.3.1. intrinsik direnc

Hiicre duvart biyosentezini inhibe etmek icin penisilin 6nce hiicre duvarina
yaklagsmalidir. Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari, ilacin ilk once dis zardan
tasinmas1 gereken Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarindan daha erisilebilirdir.
Bununla birlikte, dis zar, i¢ zar kadar segici bir bariyer degildir. Makrolidler gibi
hidrofobik antibiyotikler dis zarin hidrofobik lipid iki tabakasindan yayilabilirken, 3-
laktamlar gibi kii¢iik hidrofilik antibiyotikler dis zarda bulunan porin kanallarindan
kolayca gegebilirler. Bununla birlikte, yiiksek derecede segici olmamakla birlikte,
bazi bakterilerin dis zar porlar1 pozitif yiikleri tercih ederken, diger bazi bakterilerde
negatif yikleri tercih edebilirler. Penisilinde, nétr viicut pH'inda pKa 7,0'dan az
oldugu icin karboksilat anyonu olarak bulunacak bir karboksil grubu vardir. E.
coli'deki OmpC porin, katyonlarin taginmasi i¢in bir tercihe sahiptir ve bu nedenle
negatif yiikli B-laktamlar i¢in, bir dis zara sahip olmayan Gram-pozitif bakterilerden
daha az erisilebilirdir. Diger yandan gonokoklar penisiline karst daha duyarhidir,

clinkii diger gram negatif bakterilerin aksine gonokokal porlar1 anyonlar: tercih eder.
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P. aeruginosa, membran B-laktamlara karsi oldukca direnclidir, ¢linkii dis zarlari
enterik bakterilerde bulunan klasik porlardan yoksundur. Biitiin bu durumlar intrinsik

direng olarak goriilmektedir (47).

3.3.2. Kazamilms direnc

Bakterilerin  -laktamlara karsi diren¢ kazanmasinin ii¢ yolu vardir: (1) ilacin
hiicreye gecirgenligini azaltarak, (2) ilaca baglanma afinitesini azaltmak i¢in hedef
protein (PBP) i¢inde mutasyonlar gelistirerek ve (3) ilact bozabilecek p-laktamaz

enzimi i¢in gen kazanimi (47).
3.3.2.1. Azalms gecirgenlik

Penisilinin sitoplazmik zar1 gecmesi gerekmez, cilinkii ilacin hedefi olan hiicre
duvart sitoplazmik zarmm disinda bulunur. Hiicre duvarinin kendisi gecirgenlik
bariyeri olarak hareket etmez. Boylece ilacin hedefi olan transpeptidaz enzimine
(penisilin baglayict protein) gram pozitif bakterilerde kolayca erisilebilir. Bu
nedenle, gram-pozitif bakteriler i¢in, penisiline direng, gecirgenligi azaltarak veya
hiicre i¢i birikimin 6nlenmesiyle meydana gelemez. Gram negatif bakterilerde dis
zar, ilag igin bir bariyer gorevi goriir. Ilag dis zarda bulunan porlardan geger. Por
kanallar1 proteinler tarafindan olusturuldugundan, protein dizisinde gelistirilen nokta
mutasyonlart kanalin boyutunu veya yikiinii degistirebilir ve bdylece ilacin

gecirgenligini azaltabilir.
3.3.2.2. PBP'lerde mutasyonlar

Penisilinin hedefi, PBP olarak da bilinen transpeptidaz enzimidir. Antibiyotik
direnci, ilacin hedefindeki hedefe zayif bir sekilde baglanacak sekilde bir
degisiklikten kaynaklanabilir. Bu degisikliklerin bir¢ogu, hedef enzimleri kodlayan
genlerde bir nokta mutasyonu sonucu ortaya ¢iktigi icin, bu ilaglara direng, 10° ile
107 hiicrede 1 kadar spontan olarak ortaya ¢ikabilir. Devamli se¢im ile protein iginde

birden fazla mutasyon olabilir ve bu da daha fazla direng saglar (59).
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3.4. Beta -laktam antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalari

Antibiyotiklere siirekli maruziyetten dolayr zaman igerisinde bakteriler
antibiyotiklere karsi direng gelistirdiler. Coklu antibiyotiklere ve yatay gen
transferine siirekli maruz kalma, CIiD bakteriyel izolatlar1 ile sonuglanmustir. Bu CID
suslart B laktam antibiyotiklere genellikle dort temel mekanizma ile direnir: (a)
PBPlerin aktif bdlgelerindeki degisimler, (b) Dis Membran Proteinleri (OMP)

ekspresyonunda azalma, (3) Efflux pompalari, (d) B-laktamaz enzimlerinin {iretimi.

Dort mekanizmanin hepsinden B-laktamaz enzimlerinin iiretimi, klinik agidan en
yaygin ve 6nemli diren¢ mekanizmasidir. Bu, B-laktamaz enzimlerinin iiretiminden

sorumlu B-laktamaz genlerinin yatay gen transferinden kaynaklanabilir (60).

3.4.1. Beta-laktamazlar

B laktamaz, kendisini -laktam antibiyotiklerin 6liimciil etkisinden korumak i¢in
bakteriler tarafindan iiretilen hidrolitik enzimlerdir. f-laktamaz spesifik olarak B-
laktam halkasin1 hedefler ve halkadaki bagi kirarak antibiyotigi inaktif hale getirir.
Aktivite profillerine baglh olarak, B-laktamazlar dort tipte gruplandirilmistir:
Penisilinazlar, penisilinleri etkisiz hale getirir, ancak sefalosporinler, aztreonam veya
karbapenemleri  etkili  degildirler.  Sefalosporinazlar  sefalosporinleri  ve
aminopenisilinleri etkisiz hale getirir, ancak diger penisilinler, aztreonam ve
karbapenemleri etkilemez. GSBL, karbapenemler hari¢ tiim B-laktamlar etkisiz hale
getirir. Karbapenemazlar, diger f-laktam antibiyotiklerinin yani sira karbapenemi de

inaktive eder (41).

B-laktamaz enzimlerini kategorize etmek icin iki 6nemli siniflandirma semasi
daha vardir: biri, aktif bolgelerindeki amino asit sekansina dayanarak A ile D
arasindaki enzimlerini siniflandiran Ambler siniflandirmasidir. Bir digeri, substrat ve
inhibitor profiline gore 1 ile 4 arasindaki enzimleri gruplayan Bush-Jacoby-Medeiros
smiflandirmasidir.  Ambler smiflandirmast ayrica B-laktamazlart serin  smif
enzimlerine ve metallo-enzimlere bdlen molekiiler siniflandirma olarak da bilinir.
Serin smifi enzimleri, aktif bolgelerinde serin gerektiren A, C ve D sinift enzimleri

igerir. Metallo enzimleri, substratlarini hidrolize etmek i¢in aktif bolgelerinde en az
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bir ¢inko iyonu gerektiren B smifi enzimlerdir. Jacoby smiflandirmasi, enzimleri
gruplamak amaciyla substrat ve inhibitor profillerini dikkate alan fonksiyonel

siiflandirma olarak da bilinir.

B-laktamazlar cogunlukla protein sekanslarina dayanarak, daha az siklikla
fonksiyonel agiklama ile tarif edilir. Bu nedenle hem yapisal hem de fonksiyonel
bilgiyi agiklayan bir dizi kriter asagida tartisilmistir, ancak burada fonksiyonel
siniflandirma ayrintili olarak agiklanmis ve esdeger molekiiler siniflandirmasi paralel
olarak aciklanmigstir. Tablo 1°de yapisal ve fonksiyonel siniflandirmalart miimkiin
oldugunca yakindan tanimlamaktadir. Fonksiyonel siniflandirmalarda enzimler, f -
laktam antibiyotiklerini hidrolize etme yeteneklerine ve klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam gibi [-laktamaz inhibitorlerine duyarliliklarina gore gruplandirildi.

Fonksiyonel gruplarin her birinin agiklamasi asagidadir.

3.4.1.1. Grup 1 Sefalosporinazlar

Grup 1 enzimleri, bircok bakteri izolatinin kromozomlar1 lizerinde kodlanan
molekiiler simif C'ye ait sefalosporinazlardir. Bu grup enzimler Sefalosporinler,
sefamisinler ve monobaktam 0Ozellikle aztreonama kars1 daha aktiftirler. Grup 1
enzimler, Benzilpenisilini hidroliz edemezler ve genellikle klavulanik asit tarafindan
inhibe edilemezler. Ancak bazi1 enzimler istisnai olarak sefoksitin lizerinde aktivite
gostermez, klavulanat veya tazobaktam tarafindan inhibisyona ugrayabilirler. C.
freundii, E. cloacae, S. marcescens ve P. aeruginosa gibi bazi bakteriler genellikle
diisiik AmpC ekspresyonu gerceklestirir, ancak amoksisilin, ampisilin, imipenem ve
klavulanik aside maruz kalma durumunda hizla AmpC ekspresyonunu indiiklerler.
Plazmid aracili grup 1 enzimleri arasinda CMY, ACT, DHA, FOX, MIR ve digerleri
bulunur. Grup 1 enzimlerin bir varyanti olan le, seftazidim ve diger oksiimino- f-
laktamlara kars1 daha ¢ok aktiviye sahip olup bu varyant Extended-Spectrum AmpC
(ESAC) B-laktamazlar olarak adalandirilir ve GC1, CMY-10, CMY-19, CMY-37 ve

digerlerini kapsar.
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3.4.1.2. Grup 2 Serin p-laktamazlar

Fonksiyonel grup 2 serin B-laktamaz molekiiler siniflar1 A ve D enzimleri igerir,

bunlar esas olarak GSBL’lerden olusan en biiyiik B-laktamaz grubudur. Alt grup 2a

B-laktamazlar, genellikle Staphylococci ve Enterococci dahil Gram-pozitif koklar

tarafindan tiretilen sinirli hidrolitik aktivite spektrumuna sahiptir (52).

Tablo 1: Beta-laktamazlarin siniflandirilmasi

Bush-Jacoby-
Bush-Jacoby Ampler
Medeiros Substratlar Enzimler
grup (2009) Siniflandirmasi
grup (1995)
E. coli AmpC,
P99, ACT-1,
1 1 C Sefalosporinler
CMY-2, FOX-
1, MIR-1
le NI C Sefalosporinler GCl1, CMY-37
2a 2a A Penisillinler PC1
Penisilinler, ilk
TEM-1, TEM-
2b 2b A kusak
2, SHV-1
sefalsoporinler
Genis spektrumlu | TEM-3, SHV-2,
2be 2be A sefalosporinler, CTX-M- 15,
monobaktamlar PER-1, VEB-1
TEM-30, SHV-
2br 2br A Penisilinler 0
Genis spektrumlu
2ber NI A sefalosporinler, TEM-50
monobaktamlar
2¢c 2¢ A Karbenisilin PSE-1, CARB-3
Karbenisilin,
2ce NI A RTG-4
sefepim
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Bu enzimler, benzilpenisilin ve diger birgok penisilin tiirevlerini hidrolize
ettiklerinden, ancak sefalosporinlere, karbapenemlere veya monobaktamlara karsi
cok az veya daha az aktivite gosterdikleri i¢in penisilinaz olarak da adlandirilir. Bu
enzimlerin ¢ogu klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan inhibe edilir ve
kromozomal olarak kodlanir, ancak bazi stafilokokal penisilinazlar plazmidlerde

kodlanir.

Alt grup 2b B-laktamazlarin hidrolize penisilinlerin yani sira, sefaloridin ve
sefalotin gibi ilk kusak sefalosporinleri kolayca hidrolize ederler. Ayrica, bu
enzimler klavulanik asit ve tazobaktam tarafindan kuvvetle inhibe edilir. Bunlar,
1970'lerde ve 1980'lerin basinda tanimlanan plazmid aracili B -laktamaz TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 enzimlerini igerir (61). Alt grup 2be ¢ogunlukla sefotaksim,
seftazidim ve aztreonam gibi bir veya daha fazla oksimino- B -laktamlar1 hidrolize
eden GSBL'ler igerir. Ayrica, alt grup 2b p-laktamazlarin penisilinlerine ve
sefalosporinlerine karsi aktivitelerini de korurlar. Alt grup 2be iiyelerinin ¢ogu
silinmis veya alt tabaka spektrumlarini1 genisleten TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 varyanti
eklenmistir. CTX-M enzimleri ad1 olarak sefotaksimi hidrolize eder ve tazobaktam
tarafindan klavulanik asitten daha iyi inhibe edilir (62). Ek olarak, TEM, SHV veya
CTX-M enzimleri ile ilgisi olmayan BEL-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, TLA-2, PER ve
VEB buraya dahil edilmistir. Genel alt grupta, enzimler klavulanik asit tarafindan

inhibisyona duyarhdir (63).
3.4.1.3. Beta-laktamaz inhibitorleri

B-laktam antibiyotikleri ¢esitli bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek icin
kullanilir ve simdiye kadar sayisiz hayat kurtarmistir. B-laktam antibiyotiklerle -
laktamaz inhibitorleri kombinasyonlari, B-laktamaz iireten bakteri izolatlarinin neden
oldugu enfeksiyonlar1 kontrol altinda tutmak i¢in kullanilir. Bu inhibitorler, yapisal
olarak [-laktam antibiyotiklere benzer olsa da tek basina uygulandiginda zayif
antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Ilging bir sekilde, B-laktam antibiyotiklerle birlikte,
B-laktamazlara geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanir ve B-laktam antibiyotiklerin
aktivitesini geri kazandirirlar. Inhibitorler, B-laktamaz enzimine baglanarak aktif

antibiyotigi inaktivasyondan korur. Halihazirda mevcut olan B laktamaz inhibit6rleri
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GSBL ve Simif C B laktamazlara karsi aktif olmasma ragmen, karbapenemaz

enzimlerini kontrol etmek i¢in etkili inhibitorler heniiz tanimlanmamistir (63).

Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam ve avibaktam, metallo-f-laktamazlari
degil, sadece serin f-laktamazlari inhibe eder. Bugiine kadar metallo-B-laktamazlarin
bilinen bir klinik inhibitdrii yoktur. Bununla birlikte, birka¢ metallo-p-laktamaz
inhibitorii  arastirllmaktadir.  Bacteroides fragilis'deki karbapenem  direnci,
antibiyotigi hidrolize eden bir metallo-B-laktamaz salgilanmasindan kaynaklanir.
Bifenil tetrazoller, enzim yapisinin taranmast ve molekiiler modellenmesi yoluyla
tanimlanan metallo-beta-laktamazin kompetitif giiclii inhibitorlerinin yapisal bir
smifidir. Bilesigin, metallo-p-laktamazi in vitro olarak inhibe ettigi ve imipenem-

direncli B. fragilis'in direngli olanlarin duyarliya doniistiirdiigli gosterilmistir (63).

3.4.2. Genisletilmis-Spektrumlu -Laktamazlar (GSBL)

GSBL'ler B-laktamazlardir, gogu B-laktam antibiyotiklere direng saglayan ancak
klavulanik asit tarafindan inhibe edilen enzimlerdir. Bu enzimler sefalosporinler,
penisilinler ve sefamisinler gibi {igiincii nesil antibiyotikleri hidrolize edebilir, ancak
karbapenemleri edemezler. Tanimlanan ilk GSBL enzimi, 1960'larin basinda TEM-
1’dir. Tanimlanmasindan birka¢ yil sonra, bir¢ok farkli cinsde yaygin olarak
bulundu. Bu yeni GSBL enzimi ile miicadele etmek icin seftazidim ve sefotaksim
gibi genisletilmis spektrumlu sefalosporinler gelistirilmistir. Buna karsilik, son
derece gelismis genisletilmis spektrum direncli TEM ve yeni GSBL enzimleri (SHV,
OXA ve CTX-M) bakteriler tarafindan {retildi. Genisletilmis spektrumlu
sefalosporine direnen bakteriler tarafindan iiretilen bu enzim grubu biitiin olarak

GSBL enzimleri olarak adlandirildi (63).
3.5. Karbapenemler

3.5.1. Karbapenem Antimikrobiyalleri

Karbapenemler, GSBL iireten bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarda
etkinligi kanitlanmis bakterisidal B-laktam antimikrobiyallerdir. Enterobacteriaceae

grubunda sefalosporinlere karsi artan diren¢ sonucunda tiim diinyada kullanilan
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imipenem, meropenem, doripenem, ertapenem, panipenem ve biapenem gibi

karbapenem antimikrobiyalleri vardir (41).

3.5.2. Karbapenemlerin Etki Mekanizmasi ve Yapi-Etki Iliskileri

Karbapenemler, yapisal olarak penisilinler ile iligskili olan p-laktam
antimikrobiyal ailesinin potent iiyeleridir. Karbapenemlerin etkisi oncelikle bakteri
hiicre duvarina penetrasyon ve ardindan PBP'ler olarak bilinen enzimlere baglanarak
baslar(64, 65). PBP'lerin ana inhibe edici serisi, la, 1b, 2 ve 3'tiir ve sonuc¢ta meydana
gelen olimciil etki, hiicre duvart iginde bakterilerin oldiiriilmesine yol agan bir
otolitik enzim inhibitdriiniin inaktivasyonudur (60, 66). Daha once yapilan bir
calismada PBP2 ve PBP3 inhibisyonunun Gram-negatif basilllerde sferik hiicreler ve
filamento6z yapilar olusturdugu bildirilmistir (67).

Mevcut anlayis, bakteri hiicre duvari sentezi sirasinda karbapenemlerin ana
enzim hedefi olarak transpeptidaz inhibisyonunu tarif etmektedir. Transpeptidasyon
boyunca, karboksipeptidaz ve transpeptidaz enzimlerinden olusan PBP'ler tarafindan
bir kovalent bag olusur, karbapenemler peptidoglikan biyosentezi sirasinda peptit
capraz baglama aktivitelerini onler. Letal etkilerin, bakteri hiicresindeki otolitik etki
ile hiicre 6liimiine yol a¢tig1 diisiiniilmektedir (68). Hiicre duvarinin canliligi; PBP'ler
bastirildiginda etkilenir, glikan iskeleti otoliz nedeniyle zayiflar ve hiicre Gram-

negatif bakterilerde ozmotik basingla yok edilir (69).

Genel olarak karbapenemler konsantrasyondan bagimsiz letal etkisi nedeniyle
invaziv veya yasami tehdit eden enfeksiyonlarin tedavisinde diger antimikrobiyallere
gore daha ¢ok tercih edilir (70, 71). Bunlar Gram-pozitif, Gram-negatif bakterilere ve
anaeroblar da dahil olmak tizere etki ederek genis spektrumlu bir aktivite gosterirler.
Ozellikle meropenem, doripenem, panipenem ve ertapenem gibi pirolidin tiirevleri
olan karbapenemler siklikamin tiirleri arasinda daha genis bir aktivite spektrumuna
sahiptirler. Istisnai olarak, siklikamin grubunda da biapenem olan panipenem, Gram-
negatif bakteri suslarma kars1 marjinal etkinlige sahiptir. Imipenem / silastatin ve
meropenem; komplike karin i¢i enfeksiyonlar, cilt ve cilt yapisi enfeksiyonlari,
toplum kdkenli pndmoni, nozokomiyal pnémoni, komplike idrar yolu enfeksiyonlari,

menenjit (sadece meropenem) ve febril noétropeni gibi ¢esitli enfeksiyonlarin
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tedavisinde etkinligini ortaya koyan karsilastirmali klinik ¢alismalarda incelenmistir

(65).

Karbapenemler arasinda kiyaslama yapilirssa doripenem, ¢ogu B -laktamazin
hidrolizine karst olduk¢a kararlidir (72, 73), ve ayni1 zamanda, A. baumannii ve P.
aeruginosa icin daha diisik MIK degerlerine sahip oldugu bildirilmektedir (74, 75).
Bulgular, doripenemin imipeneme gore daha az duyarli ve karbapenemaz
hidrolizinde (2 ile 150 kat) de ¢ok daha yavas oldugunu gostermektedir (76). P.
aeruginosa'ya karst ertapenem etkinligi, meropenem veya imipenem ile
karsilastirildiginda nispeten  kisithidir.  Calismalar ayrica A.  baumannii'nin
meropeneme kiyasla imipenem veya doripeneme karsi duyarliligmmin arttiginm

dogrulamaktadir (77).

3.5.3. Karbapenem Kullanimi ve Yan Etkileri

Diren¢ mekanizmasi olarak karbapenemazlar, hasta sonuglarindaki basarilari
arttirmak icin karbapenemlerin kombinasyon tedavisinde etkili kullanimi baglaminda
gozden gecirilmistir (78). Bakteri tarafindan iiretilen birgok enzim [-laktam
antimikrobiyallerini degradasyona wugratir. Bu enzimler p-laktamazlar olarak
bilinmektedir. Ancak, [-laktamaz inhibitorleri ile beraber kombine edilen
karbapenem ajanlarinin bakteri tarafindan degrade edilmesi zor bulunmustur. Bu
sekilde ilk kullanilan imipenem, silastatin ile kombine edilmistir. Silastatin
imipenemin renal metabolizmasint Onleyerek yari Omriinii uzatmaktadir (79).
Imipenem, meropenem ve doripenem in vivo yarilanma Omiirleri yaklasik 1 saat,
ertapenem yarilanma Omiirleri yaklasik 4 saat olup, giinde bir kez uygulama igin
uygundur. Imipenem, diger karbapenemlerle karsilastirildiginda doza bagimh
gastrointestinal yan etkileri nedeniyle dikkat c¢ekmektedir (65). Ertapenem,
Pseudomonas tiirlerine ve diger non-fermentatif Gram negatif bakterilere kars1 en
diisiik aktiviteye sahip karbapenemdir. Su anda klinikte karbapenemlerin farkli
tirleri (doripenem, imipenem ve meropenem) antipsddomonal ajan olarak
kullanilmaktadir. Ertapenem, imipenem ve meropenem oral yoldan emilimi ¢ok azdir
ve parenteral uygulama ile etkinlik saglanir. Son zamanlarda karbapenemler arasinda

ciddi enfeksiyonlarin tedavisi i¢in doripenem 6nem tagimaktadir (71, 80).
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Karbapenemler, sarilik ile hepatotoksisiteye yol acan hepatik metabolizma
etkilerine sahiptir, ancak nadir goriilen bir tibbi durumdur (65). Cogu karbapenem,
bobrek tiibiillerinde bulunan dehidropeptidaz-1 (DHP-1) enzimi tarafindan
bozunurlar ve bundan dolay1 silastatin gibi bir DHP-1 inhibitorii ile birlikte verilmesi
gerekir. Doripenem ve ertapenem de dahil olmak iizere karbapenem ajanlarinin
sonradan eklenen tiirevleri Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlara karsi stabil
olduklarindan B-laktamaz inhibitorlerine gereksinim bulunmamaktadir. Bu bilesikler
PBP' ye baglanmalarda farklilik gosterir, boylece farkli tlirlere karsi aktivite
farkliliklar1 gosterirler. Bu, PBP3'ii ve firsat¢i patojen P. aeruginosa'y1 inhibe edenler

spesifik bir 6rnek olarak goriilebilir.

3.5.4. Karbapenem Direnci

Karbapenem Direngli Enterobacteriaceae (KRE) enfeksiyonlari, tiim diinyada
artan bir endise olarak ortaya ¢ikmaktadir (81, 82). Karbapenem ajanlar1 ¢ok etkili
antimikrobiyallerdir ve hastanelerde intravendz olarak uygulanir, alerjik ¢apraz
reaksiyon ¢ok az veya hictir (83). Her karbapenem ajaninin kendi islevi vardir, bu da

secimini ciddi enfeksiyonlar i¢in klinik uygulamada spesifik ve hassas kilar (84).
3.5.4.1. Gram Negatif Basillerde Intrinsik Diren¢

Karbapenemlere direng gelisimi, intrinsik veya sonradan kazanilmis direng
mekanizmalarindan veya her ikisinden kaynaklaniyor olabilir. Hem kommensal hem
de patojenler olmak iizere ¢ok sayida bakteri dogal olarak bazi antimikrobiyal ajan
siiflarina direngli olma egilimindedir. Intrinsik diren¢ olarak adlandirilan bu
duyarsizlik tedavi sirasinda ilag segimlerini komplike hale getirir veya kisitlar. Bu da
sonradan kazanilmis direncin artmasmna da neden olabilir. Ornegin, Gram
negatiflerde, hiicre zar1 porin kanallarin1 segici olarak degistirerek [-laktam
ilaclarmin alimini azaltir. D1s zar gegirgenliginin bu sekilde azaltilmasi B-laktamlarin

hedeflerine ulasmasini 6nler.
3.54.2. Gram-Negatif Basillerde Kazanilmis Diren¢

Bakteriler, enzimatik inaktivasyon, hedef bolge mutasyonu ve efflux pompalari

dahil olmak tizere bir¢ok diren¢ mekanizmasi kazanmistir. Bunlardan, inaktive edici
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enzimlerin gelisimi ve ortaya ¢ikisi B-laktam antibiyotiklerinin kliniklere girisinin
ardindan tespit edilmigstir. Zamanla -laktam hidrolize edici enzimler, penisilinazlarla
baslayan aktivite spektrumlarini, ardindan sefalosporinazlar, daha sonra GSBL’ler ve
en son olarak MBL’lar ve diger karbapenemazlar olarak genisletti. MBL’lar, CID
Gram negatif basillerin tedavisi i¢in kullanilan karbapenemlerin (¢ogunlukla son care

ilaclart olarak kabul edilir) faydasini biiylik 6l¢tide etkilemistir (52).

Enterobacteriaceae'de bulunan kazanilmis karbapenemazlarin c¢ogu plazmid
aracilidir ve bakteri izolatlar1 arasinda yayilmalarinin birka¢ yolu vardir. Ek olarak ,
son zamanlarda gozlemlenen karbapenem direncine neden olan baska Onemli
mekanizmalar da vardir. ilk olarak, hidrolize direncli olan karbapenemler, GSBL
enzimleri ile kombinasyon halinde plazmid AmpC'lerin varliginda yok edilebilir ve
Gram negatif bakterileri karbapenem ajanlarina kars1 duyarsiz hale getirir (85).
GSBL genleri mikroorganizmalar arasinda transfer potansiyeline sahiptir. Buna
karsilik, porinleri mutasyona ugramis veya ekspresyonlart modiile edilmis olan bu
suslar tipik olarak mobilizasyon potansiyeline sahip degildir, ancak hastanelerde
lokal olarak ¢ogalirlar. Bu tip mekanizma Klebsiella, Enterobacter tiirleri ve E. coli
ve diger cinslerde bulunabilir. Karbapenemler arasinda ertapenem en koti
etkilenendir; izolatlar diger karbapenemlere duyarli olmaya devam edebilir. Cogu
durumda, ertapeneme duyarliligin azalmasi biiyiik 6l¢tide AmpC / GSBL varliginin
derecesine ve porinlerin defektlerine baghdir. Efflux pompalariin asir1 ekspresyonu
ve OprD porin kaybi, 6zellikle imipenem olmak iizere P. aeruginosa'da karbapenem
direncinin en yaygin mekanizmasidir. Diger p-laktamlar bu mekanizmadan
etkilenebilir. P. aeruginosa’da imipeneme kiyasla meropenem kullanildiginda efflux
pompalarinin asir1 ekspresyonu gerceklesir. Hem kommensal hem de patojen
bakterilerin amfipatik veya lipofilik maddeleri hiicre icine ve disina almak ig¢in
kullandiklar1 efflux pompalar1 farkli mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalar,
imipenem ajanina kars1 E. aerogenes ve Klebsiella tiirleri gibi mikroorganizmalarda

da belirtilmistir (86).

Genel olarak Gram negatif bakteriler hiicre duvari farkliliklari, azalmig dis zar
gecirgenligi, efflux pomplar1 ve ¢esitli genisletilmis spektrumlu B-laktamazlarin

(6rnegin GSBL ve/veya AmpC sefalosporinaz) varligi nedeniyle Gram pozitif
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bakterilere kiyasla bir¢ok antimikrobiyal ve kemoterapétik ajana karst daha
direnglidirler. Bu direng, genis spesifisiteli ilag-efflux pompalarin varligina
dayandirilabilir (87, 88). B-laktam direnci ile iligkili yapisal proteinler -laktamazlar,

PBPler ve efflux pompa sistemleri de dahil olmak {izere alt gruplara ayrilmaktadir.

Poole ve ark. tarafindan kapsamli bir sekilde gozden gecirilen ilag-efflux pompa
sistemlerinin yapilarindan biri de MexAB-OprM’dir (89). Bu iic komponentli bir
pompa; i¢ RND transporter pompast MexB, dis membran porini OprM ve ¢6zilinii
periplazmik MexA [B-laktamlar ve B-laktamaz inhibitorleri (6rnegin klavulanik asit)
gibi bir¢cok sayida antimikrobiyale karsi ¢cok giiclii etki gosterirler. Bu 3 yollu efflux
pompasinin ve yapisal Ozelliklerinin anlasilmast Eswaran ve ark. tarafindan
derlenmistir ve drnek olarak E. coli kullanarak her bir komponent incelenmistir (90);
i¢ membran pompas1 ve dis membran porin bilesenleri AcrB ve TolC sirasiyla 3.5 ve

2.1 A rezoliisyon, P. aeruginosa’dan MexA periplazmik bilesenin yapis1 3.5 A’dur.

Ucgiincii olarak, Acinetobacter izolatlarinda spesifik efflux pompas sistemlerine
ek olarak porin kaybi karisimi gibi karbapenemaza 6zgii olmayan mekanizmalar
bildirilmistir. Oksasilin hidrolize edici (OXA) karbapenemazlar i¢in yokluklarindan

daha zay1f tespit seviyeleri bulunmustur (91).

Karbapenemazlar CID klinik izolatlar1 tarafindan iiretilen genisletilmis
spektrumlu B-laktamazlardir ve karbapenemler dahil olmak {izere tiim beta laktam
antibiyotiklerin tiimiinii hidrolize eder. Baslangigta, karbapenemazlar tespit
edildiginde, tiire 0Ozgii, kromozomal kodlanmis [-laktamazlar olduklar
diistiniilmiistiir. Plazmid kodlu karbapenemaz belirlendikten kisa bir silire sonra, bu

genlerin yayilmasi konusundaki tiim perspektif degismistir.

Karbapenemazlar, aktif bolge kompozisyonlarina gore {i¢ tipte siniflandirilabilir.
Ilk olarak, K. pneumoniae Karbapenemazlari (KPC) ve aktif bdlgelerinde serin
amino asiti olan ve genellikle fenil boronik asit (PBA) tarafindan inhibe edilen diger

enzimleri iceren A sinifi enzimlerdir (91).
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Ikinci olarak, New Delhi Metallo B laktamazlar1 (NDM) ve aktif bolgelerinde en
az bir ¢inko molekiiliine sahip olan ve etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)

tarafindan etkili bir sekilde inhibe edilen diger enzimleri iceren B sinifi enzimlerdir.

Son olarak, Oksasilinaz (OXA) enzimi igeren D sinifti enzimler aktif
bolgelerinde serin bulundurur, ancak PBA veya EDTA tarafindan inhibe edilmezler

(92, 93).
3.5.4.3. Karbapenemaz Enzimlerinin Molekiiler Siniflandirilmasi

Enterobacteriaceae'de Ambler siniflarina gére A, B ve D B -laktamazlar olmak
lizere Ui B-laktamaz smifina ait ¢ok cesitli karbapenemazlar tanimlanmistir: Bu
siiflar, nozokomiyal patojenler arasinda en biiyiik klinik 6neme sahiptir. Sinif A, B
ve D [-laktamazlairin hepsi aktif bolgelerinde bir serin kalintisin1 paylasirlar.
Doérdiincti = sinifin - (Ambler Smif C) klinik rolii bilinmemesine ragmen

karbapenemlere karsi genig aktiviteye sahiptir (94, 95).
Sinif A Karbapenemazlar

Bu smifta birgcok enzim tanimlanmaktadir. NmcA (not metalloenzyme
carbapenemase A), SME (Serratia marcescens enzyme), IMI-1 (Imipenem-
hydrolysing- B lactamase), SFC-1 (Serratia fonticola carbapenemase-1) kromozomal
olarak kodlanirlar. KPC (KPC-2-KPC-13), IMI (IMI-1-IMI-3), GES (Guiana
extended spectrum) tiirevleri (GES-1-GES-20) plazmid aracili olarak kodlananlar

arasindadir.

Ama hepsi de aktif olarak karbapenemleri hidrolize ederler ve kismi olarak
klavulanik asit tarafindan inhibe edilirler (82, 85). Bunlardan, KPC’ ler en yaygin
olanidir ve kesfinden birkac¢ yil sonra, diinya ¢apinda yayilmistir ve birgok Asya,
Kuzey Amerika ve Avrupa iilkesinde ve Afrika'da salginlara neden olmustur. KPC
iireticileri, p-laktamlara karst CID olarak evrilmistir, bdylece hastalarda KPC ile
iligkili enfeksiyonlarin tedavisi i¢in terapotik segenekleri sinirlanmistir (96). Perez ve

ark. tarafindan yapilan derleme g¢alismada KPC genlerinin su an kiiresel olarak
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mevcut 12 blaKPC varyantinin oldugunu belirtmislerdir (6). Bir ¢aligmada sinirh

terapotik seceneklerin oldugu gosterilmektedir.

Farkli iilkelerden KPC iireten izolatlar kiyaslandiginda plazmidlerin biiytikliigii,
sayist ve yapisindaki fakliliklar ve ilave [-laktamaz igerikleri multi-lokus
bolgelerinde farklilara neden olup farkli KPC direng klonlarin tiim diinyada yayilimi
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, blaKPC genlerinde tek bir genetik

element (transpozon Tn4401) bulunmustur (81).
Sinif B Karbapenemazlar

Bu enzimler esas olarak karbapenemleri hidrolize etme yetenegine sahip -
laktamaz smifindadir ancak Zn** ve diger divalan katyonlarm selatorii olan EDTA
inhibisyonuna duyarlidirlar. Hidroliz mekanizmasi 3 -laktam ilaglarin enzimin aktif
bolgesindeki ¢inko iyonlariyla etkilesimine baglidir. En yaygin metallo-  -laktamaz
aileleri icinde NDM-1 (New Delhi metallo-p-lactamase-1), IMP (Imipenem-resistant
Pseudomonas) tipi karbapenemazlar, VIM (Verona integron-encoded metallo-f3 -
laktamase), GIM (German imipenemase) ve SIM (Seoul imipenemase). Bu enzimleri
kodlayan genler genellikle ¢esitli integron yapilari i¢inde bulunur ve gen kasetlerine

dahil edilir (94, 97).

NDM karbapenemler dahil hemen hemen tiim B-laktam antibiyotiklerini etkili
bir sekilde hidrolize eder. NDM'ler ilk olarak Asya iilkelerinde tanimlanan ancak
daha sonra Avrupa iilkelerinde ve diinyanin diger bolgelerinde bulunan giiclii B
Smifi karbapenemazlardir. 2010 yilinin ortalarinda blaNDM geni, toplum kaynakli
bakteriler tarafindan alinmis ve diinya capinda seyahat eden turistler araciligiyla
Avrupa ve ABD de dahil olmak lizere diger iilkelere de ulagmistir, ayni suslar
Hindistan'daki ¢evresel orneklerde de bulunmustur(98, 99). En azindan, bu grupta 8

varyant tanimlanmistir (100, 101).

Ayrica, blaNDM geni baslangigta E. coli ve Klebsiella sp'de goriilmiistiir, ancak
daha sonra Acinetobacter sp. dahil diger enterobakteriyel ve enterobakteriyel
olmayan tiirlerde de rapor edilmistir. Ayrica blaNDM geni ¢ogunlukla bir plazmidde,

Insersiyon Sekanslar1 (IS) ve / veya Transpozonlari (Tn) iceren essiz bir genetik
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konumda bulunmatadir. Ek olarak, blaNDM geninin genetik baglaminin analizi, iki
ISAbal25 kopyasina sahip olan Transpozon Tnl25'in blaNDM geninin
yayillmasindan sorumlu olabilecegi hipotezine yol agmistir. ISAbal25 insersiyon
sekans1 Acinetobacter sp'ye 0zgli oldugundan, blaNDM geninin A. baumannii

kromozomundan kaynaklandig1 varsayilmaktadir (102).

Su ana kadar, 18 cesit IMP tipi karbapenemaz tanimlanmustir. Ik 1990’larda
Japon’yada fark edilmistir. Bu enzimlerin biiyiik bir ¢ogunlugu Acinetobacter ve
Pseudomonas tiirlerinde olmasinin yan1 sira Enterobacteriaceae ailesinde de
incelenmistir. IMP genleri 1997'de Avrupa'dan ilk rapor edildikten sonra Brezilya ve
Kanada'da da bulunmustur. Bu gen tipleri, Uzak Dogu'daki diger iilkelere ve daha
sonra ABD ve Avustralya'ya yavas¢a yayilmistir (94).

VIM genlerine Enterobacteriaceae'de nadiren rastlanmistir, ancak en yaygin
olarak P. aeruginosa ve P. putida'da goriilmiistiir. Ilk olarak 1997'de Verona,
Italya'da izole edilmis ve agirlikli olarak integron aracili metallo-B-laktamazlar
olarak tanimlanmigtir. VIM ailesi 14 iiyeden olusmaktadir. VIM ve IMP aileleri,
hangi plazmidleri tasidiklart ve integron ile iliskili olduklar1 agisindan bazi
benzerliklere sahiptir. VIM ailesi, iki aile arasinda %10'a kadar, IMP icin %15'e ve
%70'e kadar amino asit dizisi c¢esitliligine sahiptir. Hem VIM hem de IMP
monobaktamlar hari¢ biitlin [ -laktamlar1 hidrolize ederler ve biitiin B -laktam

inhibitorlerine duyarhidirlar (59).
Smif D Karbapenemazlar

Bu enzimler EDTA veya klavulanik asit tarafindan zayif bir sekilde inhibe
edilen serin-B-laktamazlardir. Bu karbapenemazlar OXA enzim tipindedir ve
karbapenemlere kars1 zayif bir aktiviteye sahiptir. Enzimler, dncelikle A. baumannii,
P. aeruginosa gibi non-fermenter mikroorganizmalarda ve de Enterobacteriaceae

ailesinin izolatlarinda bulunmaktadir.

Karbapenemaz aktiviteli OXA p-laktamaz ilk kez Paton ve ark. tarafindan
tanimlanmustir (103), ve bu enzim Edinburg, iskogya’da bir hastadan 1985 yilinda

CID A. baumannii izolatindan saflastirilmistir. OXA karbapenemazlar ile ilgili en
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biiyiik endise, hizla mutasyona ugramalar1 ve aktivite spektrumlarini genisletme
kabiliyetleridir. Mathers ve ark. Enterobacteriaceae ailesi arasinda Smif D
Karbapenemazlarin sik sik tespit edildigini ve bunu diinya c¢apinda bir tehdit ve

bliyiik bir halk sagligi sorunu haline geldigini bildirmistir (104).

2001 yilinda, ilk kez Tiirkiye'de K. pneumoniae'de OXA-48 adinda yeni bir
karbapenem hidrolize edici D smifi B-laktamaz tespit edilmistir. OXA-48 f-
laktamaz, penisilinler, sefalotin ve imipenem igeren ve daha az Olglide sefotaksim,
seftazidim, sefepim igeren dar spektrumlu bir hidroliz profiline sahipti. OXA-48,
penisilinler ve imipenemi hidrolize eder, ancak genis spektrumlu sefalosporinler ve
aminoglikozidlere etki edemezler(75, 105). Su an, OXA-48 K. pneumoniae
izolatlarinda Tiirkiye, Orta Dogu, Kuzey Afrika ve Avrupa'da en yaygin olan
karbapenemazdir(106). OXA-48 tipi ireticiler, GSBL'lerle nokta mutant analoglari
nedeniyle tanimlanmasi en zor karbapenemaz {ireticileri arasindadir; bu nedenle,

gercek yayginlik oranlarini tahmin etmek zordur (82, 94).

Nozokomiyal olmayan OXA-24 tipi c¢evresel Acinetobacter tiirlerinde
bulunurken, kiiresel olarak ortaya g¢ikan OXA-23 tipinin yayilmast ABD ve
Avrupa'da daha fazla goriilmektedir. OXA-58 grubu, g¢esitli salginlarda diinya
tizerinde onemli Olgliide tanimlanmstir (107). blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-24
and blaOXA-58 CID Acinetobacter’lerde nozokomiyal salgmlarinda — siklikla
bildirilmistir. A. baumannii’lerdeki imipenem direncinden blaOXA-51 ve blaOXA-

23 genlerinin esas olarak sorumlu oldugu diistiniilmektedir (108)

3.5.5. Karbapenemaz Tespit Yontemleri

Karbapenemaz iireten klinik izolatlarin saptanmasi fenotipik ya da genotipik
yontemlerr  kullanilarak  gergeklestirilebilir.  Fenotipik  deneyler  genellikle
karbapenemaz enziminin varligin tespit ederken, genotipik deneyler karbapenemaz
geninin varligim tespit eder. Karbapenemaz lireten bakteri izolatlarin1 tanimlamak
i¢cin ¢ok sayida test olmasina ragmen, burada ¢ogu klinik mikrobiyoloji laboratuvari

tarafindan siklikla kullanilan iyi belirlenmis yontemler tartisilmaktadir.
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3.5.5.1. Fenotipik Yontemler

Daha once de belirtildigi gibi, tiim fenotipik deneyler karbapenemaz
enzimlerinin varligin tespit eder, ancak her teknigin kendine 6zgi bir tespit yontemi
vardir. Metodolojideki fark, birka¢ deneyi kolaylastirirken digerleri karmasiktir.
Ayrica, deneyin maliyeti ve zaman gereksinimi, bunun yaninda testin duyarliligi ve

Ozgiilliigii, testin kalitesini belirler.
Modifiye Hodge Test (MHT)

MHT normal klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bile yapilabilir ve
EUCAST ve CLSI tarafindan onerilmektedir (109). MHT ’inde karbapenemaz enzimi
tirettiginden siiphelenilen bakteri izolatlar1 (test susu) ve kalite kontrol susu E. coli
ATCC 25922 ayn1 plak lizerinde biiylimesine izin verildiginde karakteristik bir desen
olustururlar. E. coli ATCC 25922 karbapenemaz enzimi liretmez ve karbapenem
diskine duyarhidir. Bu nedenle, test susu karbapenemaz enzimleri iirettiginde,
karbapenem diski merkezde tutuldugu i¢in kalite kontrol susunun test susu ¢izgisine
dogru biiylimesine izin verir. Bu, inkiibasyondan sonra karakteristik bir yonca

yapragi benzeri gentik ile sonuglanir.
Antimikrobiyaller ve Inhibitdrler Mikrobiyolojik Testi (AIM)

MHT’ye benzer, AIM yonteminde de karbapenemaz iireten bakteri izolatlarini
tespit etmek i¢in kontrol susu kullanilir. MHA plaklar1 gece boyunca kontrol susu E.
coli ATCC 25922 ile inokiile edilir. Merkezde, imipenem diski (10 pg) tutulur ve
bunun ¢evresinde, test susundan 20ul free-cell ekstrakt iceren dort steril disk tutulur.
37°C'de bir gece inkiibasyondan sonra, kontrol susu E. coli'nin farkli diskler
etrafindaki biiyiimesi analiz edilir. Test susunun ekstraktini iceren disk ¢evresinde
kontrol susu biiyiimesinin mevcudiyeti karbapenemaz iireten suslar olarak kabul

edilir.
Kromojenik Tarama Besiyeri

Karbapenemaz iireten Enterobacteriacae varligmi taramak i¢in birkag

kromojenik besiyeri kullanilir. Kromojenik besiyeri, tiire 6zgli enzimler i¢in substrat

38



gorevi goren molekiiller olan kromojenler igerir. Bu agarlar {izerinde bakteri
biliylimesi oldukca, Enterobacteriaceae tiiriine spesifik renk kolonileri tretilir. Bu,
Ozellikle bakteri tiirlerini tanimlamak ig¢in kullanilabilir. Bu besiyeri ile birlikte,
karbapeneme direngli suslarin selektif olarak biliylimesini saglayan selektif
antibiyotikler ve bakteri tiirlerinin net bir sekilde tanimlanmasina yardimci olan
kromojenik substratlar eklenmistir. Brilliance CRE, ColorexKPC, chromiD GSBL ve

chromiD Carba ticari olarak mevcut besiyerleri i¢in birkag drnektir (110).
Disk Inhibisyon Sinerji Testi

Sinerji testi, sinifa 6zgii inhibitér tarafindan karbapenemaz enziminin in vitro
inhibisyonu prensibine dayanarak calisir. A sinifi karbapenemaz enzimleri, PBA
kullanilarak inhibe edilir. B Simifi metallo-karbapenemaz enzimleri EDTA veya
dipikolinik asit kullanilarak inhibe edilir. Karbapenemaz iireten bakteri izolatinin
siifin1 belirlemek icin EDTA 750 pg veya PBA 600 pg yiiklii karbapenem diski
kullanilir. Karbapenem ve karbapenem emdirilmis inhibitor diski arasindaki < 5 mm
zon biiyiikligiindeki fark pozitif olarak kabul edilir ve sinif tanimlamasi igin

kullanilir (93).
Carba NP Test (CNPt)

CNPt, 2-3 saat i¢cinde karbapenemaz lireten bakteri izolatlarinm tespit eden hizli
bir biyokimyasal testtir. Bu test bakteri hiicre lizat1 tarafindan imipenemin in vitro
hidrolizi prensibine dayanmaktadir. Bakteri hiicre lizatinda karbapenemaz varlig
imipenemin hidrolize ugrayarak besiyerinde pH degisimine neden olur. Bu degisim
indikator (fenol kirmizis1 gibi) kullanilarak tespit edilir. Besiyerindeki renk degisimi
kirmizidan sariya doniistiigiinde pozitif kabul edilir. Bu test diger testlere gore daha

ucuz ve zaman kazandirir (111).
Spektrofotometrik Analiz

Isik kaynagimi farkli dalga boyuna doniistiiren spektrofotometri, daha sonra
dedektor kullanilarak numunenin transmisyonunu veya absorbansini kaydetmek icin

numuneden geg¢melerini saglar. Bu teknik, bakteriyel ham ekstrakt kullanarak
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karbapenemaz aktivitesini tespit etmek icin kullanilir. Ham ekstrakt (enzim) ve
karbapenem genellikle imipenem (substrat) tamponlu c¢ozeltiye ilave edilir ve
substrat hidroliz oran1 299 nm civarinda UV spektrumlar1 kullanilarak 6l¢iiliir(112).
Karbapenemaz testi olarak onerilse de mesakkatli oldugu i¢in tani laboratuvarlarinda
rutin olarak kullanilamaz (113). Ayrica, birka¢ kilavuz, bu yontemi karbapenemaz
smif ayirt etmede zaman alic1 ve daha az verimli oldugunu iddia ettikleri i¢in rutin

olarak dnermezler (114).
MALDI-TOF MS

MALDI iyonizasyon teknigi olarak kabul edilir ve en iyisidir antibiyotikler de
dahil olmak {iizere ¢esitli sentetik bilesikleri ve biyopolimerleri analiz etmek i¢in

uygundur.

MALDI iyonizasyon isleminin anahtari, UV 151811 emerek iyonlagsma siirecini
kolaylastirmak i¢in kiigiik bir organik molekiil olan bir matrisin kullanilmasidir.
Matris enerjiyi emebilir ve analit molekiiliinli gaz fazina patlatabilir.
Spektrometrenin iginde analit vakum i¢ine getirilir ve bir UV sonrasi lazerle,
genellikle 337 nm dalga uzunlugunda vurulur, lazer enerjisi, analit molekiillerinin
gaz fazina da tasinan numune yiizeyinden enerji ile kesilen matris molekiilii

tarafindan emilir.

Ablasyon islemi sirasinda analit molekiilii iyonize olur. Simdi gaz fazi analit
iyonlar tretildiginden, kiitleleri kiitle spektrometrisi zamanina goére analiz edilebilir.
En kiiciik iyon daha hizli ve en biiyiik iyon hareketi daha yavas ilerledik¢e bu
iyonlarin detektore ulagsmasi degisir. TOF, iyon grubunun belirli bir mesafeyi kat
etmesi i¢in gegen siireyi algilar ve kaydeder. Bu zamandan ve elektrik alaninin
bilinen sabit kinetik enerjisinden, spektrometre tespit ettigi her iyonun “kiitle / yiik
oranin1” hesaplayabilir ve kaydedebilir. lyonize karbapenem ve onun bozunma iiriinii
kiitle / yiik oran1 degisken oldugundan, karbapenem genellikle bakteriyel hiicre lizat1
ile inkiibe edilir ve MALDI TOF MS analizine tabi tutulur. Uretilen spektrumlardan,
sonuglar %100 o6zgiillik ve duyarlilikla yorumlanabilir. Artik gelismis tilkelerdeki
bir¢ok klinik laboratuvarda yaygin bir analiz haline gelmistir (115).
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3.5.5.2. Molekiiler Yontemler

Molekiiler analizler genellikle bakteriyel izolatlarda spesifik karbapenemaz
genlerinin bulunup bulunmadigini belirler. Molekiiler analizler, karbapenemaz
geninin tanimlanmasi ve yeni gelistirilen yontemlerin de degerlendirilmesi i¢in
referans standart yontem olarak kullanilir. Tiim molekiiler analizlerden PCR analizi,
karbapenemaz genini saptamak i¢in altin standart yontem olarak kabul edilir. Bu,
diger molekiiler analizlere nispeten daha hizli ve uygun maliyetli olmasindan
kaynaklanabilir. Asagida kullanilan tekniklerin yani sira, Real-time (Gergek
Zamanli) PCR, hibridizasyon ve mikroarray tabanli molekiiler teknikler de mevcuttur

(82).
Multiplex PCR

PCR, karbapenemaz genlerinin varligini ve sinifini belirlemenin en hizli yoludur
(113). Multiplex PCR’1n avantaji, ayn1 anda birka¢ farklt DNA sekansini amplifiye
etmesidir. Bu islem, degisen boyuttaki amplikonlar1 liretmek i¢in tek bir reaksiyonda
birden fazla primer kullanarak DNA'y1 amplifiye eder. Her biri testte hedeflenen
farkli sekanslara 6zgiidiir. Tek bir test ¢alismasinda ¢oklu sekanslari hedeflemenin
avantaji, geleneksel PCR ile karsilastirildiginda zaman ve reaktiflerden tasarruf
etmesidir. Karbapenemaz genlerini saptamak i¢in ilk multipleks PCR, 2007 yilinda
gelistirilmistir, bu test bes farkli ailenin (VIM, IMP, SPM, GIM ve SIM) saptanmasi
ve farklilastirilmasi igin tasarlanmistir (116). Bu daha sonra birkag arastirmaci
tarafindan daha fazla karbapenemaz genini hedefleyen daha fazla primer eklenerek

gelistirilmistir.
Déngii Aracili izotermal Amplifikasyon (LAMP)

Normal PCR gibi LAMP, hedef geni amplifiye etmek i¢in primerler ve DNA
polimeraz kullanan bir izotermal gen amplifikasyon yontemidir. Sonug, bulaniklikla
veya etidyum bromiir, kalsein ve SYBR Green gibi floresan boyalar kullanilarak
gorsel olarak tespit edilebilen ¢ift sarmalli DNA'nin hizli birikmesi ile elde edilir
(117). LAMP kullanilarak karbapenemaz genleri dogrudan balgam, idrar ve diski
orneklerinden saptandi (118).
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Yeni Nesil Dizileme (NGS)

NGS teknolojileri, uygun fiyath, hizli ve uygun maliyetli tiim genom dizileme
analizi saglayarak klinik arastirmalarda devrim yaratmistir (119). NGS teknolojileri
bakteriyel klonu kullanmak yerine ya amplifikasyon yapmaksizin direkt sekanslar ya
da sekanlama yapmadan Once izotermal amplifiye ederek sekanslama islemine gecer.
Cok kisa silirede sonug¢ vermesi ve diisiik maliyetli olmas1 avantajlar1 arasindadir

(120).

Karbapenemaz genleri, NGS ham okumalarinin ve montajli contiglerin RAST,
CAR, ResFinder ve PGAAP gibi ¢evrimi¢i sunucularla aciklanmasiyla tespit edilir
(121).

NGS dizilimi kullanilarak tek-hiicre DNA veya Kkiiltlirlenemeyen bakterilerin
DNA's1, bakteri izolatlar1 kiiltiirlenmeden dizilenebilir. Bu nedenle NGS, kiiltiirleme
ve miiteakip PCR amplifikasyonu ve sekanslamadan kaginir. NGS tarafindan tim
genom dizileme (WGS) ayrica karbapenemaz genleri, sinifi, genetik ortamlar1 ve
integronlar, transpozonlar ve plazmidler gibi mobil genetik elemanlar hakkinda bilgi
saglar. Tim bu bilgiler, birkag zahmetli yogun reaksiyonu Onceden olusturmak

yerine, NGS kullanilarak tek bir reaksiyonda elde edilir (122, 123).

Ayrica NGS sayesinde sus tipleri, tiir kimligi ve biitiin resistom ve ilgili
karbapenem diren¢ mekanizmalar1 gibi ¢esitli veriler ayn1 anda elde edilebilir. PCR
ile tanimlanamayan yeni karbapenemaz genleri veya bir ¢alismaya dahil edilmeyen

primerlerin WGS ile kolayca tanimlanip tanimlanmast miimkiindiir (123, 124).
3.6. Polimiksinler

3.6.1. Polimiksinlerin Yapisi ve Ozelllikleri

1947'de kesfedilen polimiksinler (125, 126), polimiksin A-E (127, 128) olmak
tizere bes farkli bilesikten olusan bir katyonik antimikrobiyal peptit (CAMP)
smifidir. Paenibacillus polymyxa tarafindan iiretilen, non-ribozomal peptitlerdir ve
Gram-pozitif bakterilerin dogal bagisikliginda 6nemli bir rol oynarlar. Bu katyonik

polipeptitler, Enterobacteriaceae tiirlerinin ¢ogu dahil olmak {izere Gram negatif
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bakterilere karst genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite sergiler (49).
Polimiksinlerden klinikte sadece iki tanesi kullanilir: polimiksin B ve polimiksin E
(kolistin) molekiil yapilar1 Sekil 13‘de verilmistir. Amino terminalde bir yag asidi
tarafindan acile edilen bir tripeptit yan zincirine sahip bir siklik heptapeptit
halkasindan olusan benzer bir dekapeptit yapisini paylasirlar (129). 6. pozisyonda bir
amino asit ile farklilik gosterirler, burada polimiksin B'deki D-fenilalanin,
kolistindeki D-16sin ile degistirilir. Polimiksinler ayrica katyonik L-a-y-diamino-
bitirik asit (L-a-y-Dab) kalintilar1 igerir, bu da pH 7.4'te toplam +5 ylkiiyle
polikatyonik bir yaptya neden olur (127). Ek olarak, iki hidrofobik alan, N-terminal
yag acil zinciri ve antibakteriyel aktivite i¢in kritik olan amfipatige katkida bulunan

polimiksin B veya D-Leu6-L-Leu7 iizerinde D-Phe6-L-Leu7 segmenti igerir(130).

H,oN
Polimiksin B ) H
OH n AN

- 0 o O /W 7
: H H.| H NH
\/\/\/\n/N\-)L j;(N\')J\N'” ° HN£<
: i H o
H;

Iz
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I
N

pd

Polimiksin E e >\
olimIKSIn
NH, O
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Sekil 13: Polimiksin B (iistte) ve Polimiksin E (Kolistin) (altta) molekiillerinin yapisi.
Mavi daire icindeki amino asit gruplart iki polikisitn arasindaki farktir. Polimiksin B
molekiiliinde D-Phe bulunurken Polimiksin E (Kolistin) molekiiliinde D-Leu bulunmaktadir.
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3.6.2. Polimiksinlerin Etki Mekanizmasi

Polimiksinlerin ilk hedefi dis membranin LPS bilesenidir (130). Polimiksin
tizerindeki pozitif yiikli L-a-y-Dab kalintilar1 tizerindeki serbest y-aminlerinin
protonlanmasi, Ca®* ve Mg” * iyonlarin1 degistirerek lipid A iizerindeki negatif yiiklii
fosfat gruplarina elektrostatik ¢ekim saglar. Polimiksinin N-terminal yag asil zinciri
daha sonra dis membrana sokulur, bunu D-Phe6-L-Leu7 (polimiksin B) veya D-
Leu6-L-Leu7 (kolistin) segmenti takip eder (129). Bu, dis zardaki bitisik lipid A
yagl agil zincirlerinin paketlenmesini zayiflatir, bu da polimiksinin gececegi
stabilize olmayan alanlar1 genisletmesine ve olusturmasina neden olur (131, 132).
Polimiksin daha sonra i¢ zarin fosfolipid ¢ift tabakasina yerlestirilir ve membran

biitiinltigline ve hiicre 6liimiine yol acan yapisal biitiinliiglinii bozar.

Her ne kadar membran lizis yolu polimiksinlerin ortak etki sekli olarak kabul
edilse de vezikiil-vezikiil temas yolu olarak adlandirilan alternatif bir mekanizma
onerilmistir (133, 134). Dis zar i¢ine polimiksin sokulduktan sonra, polimiksin i¢ ve
dis zarin anyonik fosfolipidleri arasinda lipid degisimini indiikleyebilecegine
inanilmaktadir.  Vezikiiller —arasindaki bu fosfolipid alisverisi fosfolipid
kompozisyonunu bozar ve potansiyel olarak hiicre lizisine yol acan bir ozmotik
dengesizlige neden olur. Diger bir alternatif etki mekanizmasi, polimiksinlerin DNA,
lipidler ve proteinlere zarar veren siiperoksit (O%), hidrojen peroksit (H,O,) ve
hidroksil radikallerinin (¢ OH) reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu indiikleyerek

hiicre 6liimiine neden olabilecegi hidroksil radikal yoludur (135, 136).

3.6.3. Polimiksinlerin Klinik Kullanim

Polimiksin B parenteral, intratekal olarak veya topikal olarak polimiksin B siilfat
olarak uygulanabilirken, kolistin iki formda mevcuttur: oral veya topikal uygulama
icin siilfometillenmis inaktif bir 6n ilag olan kolistin metansiilfonat (CMS),
siilfometillenmis inaktif bir 6n ilagtir (137). Ek olarak hem polimiksin B hem de
CMS, inhalasyon yoluyla uygulanabilir. Polimiksin B ile klinik deneyim, CMS'den
daha az yerlesmistir. Polimiksin kullanimi {izerine kiiresel bir arastirma, 56 iilkeden
284 katilimcidan; CMS kullanan %50'ye kiyasla sadece%1,4'ii polimiksin B ile ilgili
deneyim bildirmistir (137). Birgok calisma, yiiksek doz, uzun siireli tedavi
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rejimlerinde (138-140) kullanildiginda CMS'nin kabul edilebilir bir etkinlige ve
toksisiteye sahip oldugunu ve CMS ile tedavinin sona ermesinin ardindan hastalarin
bobrek fonksiyonlarinin normale dondiigiinii gostermistir (140). Gram negatif
bakterilerde polimiksinlerin rifamisinler ve karbapenemler gibi diger antibiyotiklerle
kombinasyon tedavisinin in vitro sinerji gosterdigi bildirilmistir, ancak polimiksin
kombinasyon tedavisinin klinik etkinligi kanitlanmamustir (137). CID A. baumannii
kan dolasimi enfeksiyonlari olan 251 hastayr igeren bir c¢alisma, Kkolistin
kombinasyon tedavisinin hasta mortalitesini dnemli 6l¢lide azalttigin1 ve daha yiiksek
bakteriyolojik eradikasyon gosterdigini, ancak in vivo polimiksin kombinasyon
terapileri ile ilgili gelecekteki calismalarin nihai bir karara varilmasi gerektigini

gostermistir (141).

3.6.4. Polimiksinlere Karsi Direnc

Polimiksinlerin klinige tekrar sokulmasiyla, bir¢ok antibiyotige direncli
enfeksiyon etkili bir sekilde tedavi edilebilir. Genellikle son care antibiyotikleri
olarak adlandirilan bu giiclii antibiyotikler, diger antibiyotik tedavilerine yanit
vermeyen S. enterica, P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae ve E. coli gibi
CID bakterilerini tedavi etmek icin basariyla kullanilmaktadir (142). Ancak, bugiine
kadar kesfedilen birgok antibiyotikte oldugu gibi, polimiksinlere karsi1 direng
yakindan takip edilmektedir. Son yillarda, normalde bu antibiyotiklere duyarl
bakterilerde diren¢ dahil olmak lizere diinya ¢apinda klinikte polimiksin direnci
hakkinda c¢ok sayida rapor sunulmustur(142). Polimiksin B ve kolistin i¢in mevcut
CLSI ve EUCAST giincel kilavuzlarinda antimikrobiyal duyarlhilik sinir degerleri
Tablo 2'de verilmistir (143).

Tablo 2: Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi'nden (CLSI) ve Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi'nden (EUCAST) polimiksinler i¢in mevcut
antimikrobiyal duyarlilik smir degerleri

Mikroorganizma CLSI EUCAST
Polymyxin B Kolistin Polymyxin B | Kolistin
Pseudomonas spp. 8 8 - 4
Acinetobacter spp. 4 4 - 2
Enterobacteriaceae - - - 2

CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute; EUCAST: European Committee of
Antimicrobial Susceptibility Testing
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Polimiksinlere kars1 direng, en yaygin olarak iki komponentli diizenleyici sistem
olan PhoP-PhoQ ve PmrA-PmrB'yi igeren ¢esitli mekanizmalar yoluyla gerceklesir
ve bu da fosfoetanolamin veya 4-amino-4-deoksi-L-arabinozun lipid A'daki fosfat
gruplarina eklenmesiyle LPS'nin modifikasyonuna neden olur (129, 142, 144). Ek
olarak, lipid A'ya acil zincirlerinin veya LPS biyosentezinden sorumlu genlerdeki
mutasyonlarin eklenmesini igeren daha az yaygin modifikasyonlar da polimiksin

direnci saglamasi ile karakterize edilmistir (145-147).

3.6.4.1. Aminoarabinoz transferazlar

ArnT gibi aminoarabinoz transferazlar, L-Ara4N-Lipid iireten lipid A'nin 1-
veya 4'-fosfat kafa gruplarina pozitif yiiklii bir 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-
Ara4N) ilavesini katalize eder. Sekil 14°de, Lipid A molekiiliiniin 4’fosfat kafasina
aminoarabinoz baglanmasiyla olusan modifiye olmus molekiiliin yapist verilmistir
(148). L-Ara4N, lipid tasiyic1 undekaprenil fosfat tarafindan saglanir ve reaksiyon, i¢

zarin periplazmik yiizeyinde, lipid-lipid glikoziltransferaz ile katalize edilir.

4-amino-4-deoksi-L-arabinoz

Sekil 14: 4’ fosfat kafa grubuna 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-Ara4N) eklenmesiyle
modifiye olmus Lipid A molekiil yapisi. Lipid A yapisi kirmizi kutu, eklemlenen
aminoarabinoz mavi daire, 1’ ve 4’ fosfat kafa gruplar1 yesil cember ile gosterilmistir.

46



Bu pozitif yiiklii fonksiyonel grubun eklenmesi, dis zarin negatif yiikiinii azaltir
ve polimiksin biyoaktivitesinin en Onemli yoni olduguna inanilan polimiksin
tizerindeki pozitif yiiklii L-a-y-Dab tortularina elektrostatik ¢ekimin azalmasina
neden olur (130). L-Ara4N eklenmesi ayrica LPS'nin stabilizasyon i¢in iki degerlikli
katyon c¢apraz koprillemeye bagimliligini azaltir, kendi kendine tesvik edilen

polimiksin alimin1 bloke eder (129, 130, 149).

Geleneksel olarak, L-Ara4N ilavesi gibi lipid A modifikasyonlar, diisiik pH
veya Mg”* gibi cevresel sinyallere ve CAMP’larin alt inhibitér konsantrasyonlarina
yanit veren iki komponentli diizenleyici sistem PhoP-PhoQ ve PmrA-PmrB iceren
kromozomal olarak kodlanir (49, 129). Hiicre stresi siiresince, bir i¢ zar sensorii
kinazi olan PhoQ), sitoplazmik regiilator PhoP'yi fosforile eder ve PmrA'y1 fosforile
eden PhoP ile aktiflestirilmis PmrD proteini yoluyla PmrA-PmrB'nin aktivasyonuna
yol acar (129, 130). Bu, iiriinleri lipid A tzerindeki fosfat gruplarinin kovalent
modifikasyonu i¢in gerekli olan PmrA ile aktive edilen genlerin transkripsiyonu ile
sonuglanir. Bu iki komponentli diizenleyici sistemlerde mutasyonlar S. enterica, E.
coli, K. pneumoniae, A. baumanii ve P. aeruginosa'da bildirilmistir (150-153).
Genellikle polimiksine direncli fenotip iireten lipid A modifiye edici enzimlerin

konstitiitif ekspresyonu ile sonuglanir (49, 129).
3.6.4.2. Fosfoetanolamin transferazlar

mcr-1 gibi fosfoetanolamin (PEtN) transferazlari, PEtN-Lipid A {ireten lipid
A'nin 1- veya 4'-fosfatina bir PEtN grubunun eklenmesini katalize eder (154, 155)
Sekil 15°de, Lipid A molekiiliiniin 4’fosfat kafasina fosfoetanolamine baglanmasiyla
olusan modifiye olmus molekiiliin yapist verilmistir. PEtN grubu, Gram negatif
bakterilerin i¢ zarinda yaygin olarak bulunan bir lipid olan fosfatidiletanolamin ile
saglanir ve reaksiyon, i¢ zarin periplazmik ylizeyi lizerinde, entegre bir membran
proteini tarafindan katalize edilir. Bu islem icin reaksiyon mekanizmasi heniiz

anlagilamamistir (156).
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Fosfoetanolamin (PEtN)
4'-fosfat kafa grubu

Sekil 15: 4’ fosfat kafa grubuna fosfoetanolamin (PEtN) eklenmesiyle modifiye olmus
Lipid A molekiil yapisi. Lipid A yapist kirmizi kutu, eklemlenen fosfoetanolamin mavi daire,
1’ ve 4’ fosfat kafa gruplari yesil cember ile gosterilmistir.

Bu grubun ilave edilmesinin, dis zarin negatif yiikiinii azalttig1 ve polimiksin
tizerindeki pozitif yiikli L-a-y-Dab kalintilarinin elektrostatik ¢ekimini azalttigi da
bildirilmektedir (130, 142). PEtN varligt CAMP'lere ve diisiik Mg2+ kosullarinda
LPS'nin capraz koprileme ve stabilize edilmesi i¢in dis zarmm iki degerlikli
katyonlara bagimhiligini azaltir (157, 158). Aminoarabinoz transferazlarinda oldugu
gibi, PEtN'nin lipid A'ya eklenmesi, plazmidlerde bulunan mcr enzimleri gibi mobil
kolistin direnci PEtN transferazlar1 harig, PhoP-PhoQ ve PmrA-PmrB iki
komponentli diizenleyici sistemler tarafindan kontrol edilen enzimler tarafindan da

gerceklestirilir.
3.6.4.3. Palmitoil transferazlar

PagP gibi palmitoil transferazlar, lipid A'nin 2 pozisyonunda agiloksiagil
baglantisinda bir palmitat grubunun eklenmesini katalize ederek hepta-agillenmis
lipid A fdiretir. Sekil 16°da modifiye olmamis ve palmitat eklenmesiyle modifiye
olmus Lipid A molekiillerin yapist verilmistir (146, 147). Palmitat, bir
fosfoetanolamin agil dondrii tarafindan saglanir ve reaksiyon, membrana bagl bir

palmitoil transferaz ile dis zarda katalize edilir (145).

48



Lipid A Palmitat + Lipid A

(o] OH o) OH
I 1] <
HO";P\O 0 0 HO_plno'o \ " ---o O-~
HO © - OH O™\ ~"~ o
HO (e} NH HO ™
o NH T o 0 . o
0 o NH ,‘(,') o NH] i
- (o] O O-P-0OH
0 o ° ’P\OH O o=\ Ho OH
o} 0=~ Ho HO 0
0 HO 0

Palmitat grubu

Sekil 16: Higbir modifikasyon ge¢irmemis Lipid A (solda) ve Pozisyon 2 agil zincirine
palmitat eklenmesiyle modifiye olmus Lipid A. Eklenen palmitat grubu mavi dikdoértgen
icerisinde gosterilmistir.

Bu palmitoil (C16:0) grubunun lipid A'nin acil zincirine eklenmesi, muhtemelen
lipid iki tabakasi i¢indeki zar akigkanligini degistiren ve CAMP'nin yerlestirilmesini
ve daha fazla membran bozulmasint onleyen artan Van der Waals kuvvetlerinden
dolay1 bakterileri CAMP'lerden korur(145, 147). Aslinda, PagP'nin ekspresyonuna,
CAMP'lerin varliginda PhoP-PhoQ iki bilesenli diizenleyici sistem aracilik eder. A.
baumannii'de, asetiltransferazlar LpxLAb ve LpxMAb'nin sirasiyla bir ve iki lauroil
(C12:0) agil zincirini, biyosentez sirasinda lipid A'ya transfer ettigi, hepta-agillenmis

lipid A'y1 olusturan PagP'den bagimsiz agilasyon zincirleri de gozlemlenmistir (145).

3.6.4.4. LPS mutantlar

Nadir durumlarda, A. baumannii'nin LPS {iretiminin tamamen kaybedilmesi
nedeniyle polimiksinlere direngli olabilecegi bildirilmistir. LPS'™in yoklugu,
polimiksinlerin dis zarla etkilesimini Onleyerek cok yiiksek diren¢ profiline neden
olur (159). Delesyonlar, nokta mutasyonlar1 veya insersiyonlar, lipid A biyosentetik

yolagindaki ilk ii¢ genin, IpxA, IpxC, lpxD'nin bozulmasindan sorumludur. Bununla
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birlikte, bu mutantlar, zayif viriilansin yani sira, biiyiime ve protein ekspresyonunda

bozulma egilimindedir.

3.6.5. mcr-I’in Kesfi

Kromozomal genlerdeki mutasyonlar, plazmid aracili mcr-I geninin ilk kez
bildirildigi 2015 yilma kadar kazanilmis kolistin direncinin bilinen tek
mekanizmasiydi. mcr-1, lipid A parcasina pEtN ilavesini katalize ederek kolistine
kars1 daha az duyarlilik kazandiran bir pEtN transferazi kodlar(160). mcr-1 geni, ilk
olarak Cin kaynakli E. coli ve K. pneumoniae izolatlar1 arasinda kesfedildi.
Kesimdeki domuzlar arasinda mcr-1 tasiyan E. coli izolatlari, domuz ve tavuktan
perakende etler ve hastanelerde yatan hastalardan bulunurken, mcr-1 tasiyan K.
pneumoniae sadece yatan hastalardan izole edildi. mcr-1'in kesfi haberi, 6rnek
koleksiyonlarinda ve veritabanlarinda diinya ¢apinda taramalara yol agti ve genin
kiiresel olarak yayildig1 ve S. typhimurium, S. paratyphi B ve S. sonnei dahil olmak
tizere bir¢ok farkli Enterobacteriaceae tiirlinde bulundugu kesfedilmistir (161). mcr-
I'in kesfinden bu yana, diger mcr genleri de bildirilmistir. Bugiine kadar mcr-2 ile
mcr-8'1 igerir, ancak mcr-1 hala diinya ¢apinda en yaygin olarak bildirilen kolistin
diren¢ genidir. mcr-1'in yan1 sira, mer genleri arasinda sadece mcr-3 ve mcr-8 K.

pneumoniae'de bildirilmistir(161).

Daha 6nce, kromozomal olarak kodlanmis PEtN transferazlarinin, mcr-1 adi
verilen bir PEtN transferaz enzimi tarafindan katalize edilen plazmid aracili
polimiksin diren¢ mekanizmasinin ortaya ¢ikisini belgeleyen PhoP-PhoQ ve PmrA-

PmrB yolunun kontrolii altinda oldugu gézlemlendi (49, 158).

mer-1'in tammlandigr plazmid, pHNSHP45, alic1 hiicre bagma 107 ila 10 hiicre
frekansinda yiiksek bir konjugasyon oranina sahiptir (49). Bu, Gram negatif
mikroorganizmalarin yabanct DNA'y1 kolayca alabilmesi nedeniyle sorunludur ve en
giiclii antibiyotik simiflarindan birine plazmid aracili bir direng mekanizmasi,
polimiksin bir antibiyotik olarak gelecekteki kullanimi {izerinde muazzam bir etki
yaratma potansiyeline sahiptir (158, 162). Ek olarak, mcr-I geni yatay gen
transferinin mcr-1'in E. coli tarafindan kazanilmasinda rol oynamis olabilecegini

gosteren bir insersiyon sekansini icermektedir (49).
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Bugiine kadar, bir amino asit ile farklilik gosteren alti mer-1 varyanti GenBank
Veri tabaninda bildirilmis; biri KPC-3 iireten K. pneumoniae'de, dordii E. coli'de ve

digeri S. enterica serovar typhimurium'da (163).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada, Subat 2020- Haziran 2020 tarihleri arasinda, Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji laboratuvarina yogun
bakim {initelerinde yatan hastalardan alinan kan 6rneklerinden izole edilen 33 adet

KDKp susu dahil edildi. Her hastadan tek bir 6rnek ¢alisma kapsamina alindi.

(Bu calisma Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 06.02.2020 tarih ve 56 no’lu karariyla etik kurallara
uygun goriilmistiir. Ek 10.1.).

Izolatlar, ¢alismalar i¢in yapilan canlandirma islemine kadar, %16 gliserollii
Triptik Soy Buyyon (Merck, Almanya) besiyeri icerisinde -20°C’de saklandi.
Calismadan 1 giin once derin dondurucudaki bakteri kiiltiirleri oda 1sisinda
bekletilerek ¢oziilmeleri saglandi. Ardindan %5 KKA (RTA, Tiirkiye) ve EMB agar
(RTA, Tirkiye) besiyerlerine pasajlanarak, plaklar etiivde 35-37 °C de 18-24 saat
inkiibe edildi.

4.2. Suslarin identifikasyonu

4.2.1. Kan Kiiltiir

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi yogun bakim iinitelerinde yatan hastalardan
aseptik sartlarda 8-10 cc kan alinarak kan kiiltiir siselerine birakildi ve otuz dakika
igerisinde Dicle Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvar: Bakteriyoloji birimine
gonderildi. BACTEC FX (Becton Dickinson, A.B.D) cihazinda 5 giin siire ile
inkiibasyona birakildi. Ureme sinyali veren siselerden %5 KKA, EMB agar ve
Sabouraud Dextroz Agar (SDA) besiyerine subkiiltiirleri yapilarak 35-37°C’de 16-24
saat inkiibasyona birakildi. Besiyerlerinde iireyen bakterilerin tiir identifikasyonu

MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazi kullanilarak yapildi.
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4.2.2. MALDI-TOF MS

KKA ve EMB agar plaklarda iireyen kolonilerden, temiz bir kiirdan ucu
degdirilerek alinan ornekler ¢elik metal plaktaki hedef alanlara siiriildii. Oda 1s1sinda
kuruyan oOrneklerin iizerine sirasiyla %70’lik formik asit ve HCCA matriks
soliisyonundan (Bruker Daltonics, Almanya) 1’er ul eklendi. Kimyasallar, bir 6nceki
soliisyonun kurumasi beklendikten sonra eklendi, ardindan ¢elik metal plak, lazer
atislarina maruz birakilmak iizere Microflex LT MALDI-TOF MS cihazina
yerlestirildi. Hazirlanan ornekler yaklasik 320-400 olacak sekilde lazer atiglarina
maruz birakildi. Spektrometre Slglimleri sonrast veri tabaniyla karsilagtirma islemi
icin Maldi Biotyper 3.0 yazilimi (Bruker Daltonics, Almanya) kullanild1 ve iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda >2 skora sahip olanlar cins ve tiir seviyesinde kabul

edilebilir sonuglar olarak kabul edildi ve identifikasyon yapildi.
4.3. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

4.3.1. BD Phoenix 100 Otomatize Sistemi

Identifikasyonu yapilan suslar icin antimikrobiyal duyarliliklart BD Phoenix 100
(Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemde Gram negatif bakteriler i¢in Phoenix
100 NMIC paneli kullanildi. K. pneumonie olarak identifiye edilen suslarin tek
kolonisinden Phoenix ID sivist igerisinde PhoenixSpec nefelometre (Becton-
Dickinson, ABD) ile 0,5 McFarland bakteri siispansiyonu hazirlandi. Mikropipetle
25 pl bakteri siispansiyonunda alinip AST tiipiine konulup paneldeki yuvasina
bosaltild1 ve cihaza tanitilip yerlestirildi. Antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 16-20

saat sonra elde edildi.

4.3.2. Disk Difiizyon Testi (DDT)

BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemi ile
antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 elde edildikten sonra karbapenemlerden en az
birine (meropenem, imipenem veya ertapenem) direng gosteren izolatlar DDT ile
karbapenem direngleri dogrulandi. Bu test i¢in besiyerinden bakteri kolonilerinden
steril bir 6ze alinarak PhoenixSpec nefelometre (Becton Dickinson, ABD) cihazi

kullanilarak 0.5 Mc Farland bulaniklikta bakteri siispansiyonu hazirlandi. MHA
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besiyerinin (Oxoid, Ingiltere) yiizeyine steril ekiivyon ¢ubukla plagr 90 derecelik
acilarla cevirerek bakteri silispansiyonu homojen bir sekilde inokiile edildi. Agar
yiizeyi inokiilasyon sonrasi kurutuldu ve 10 pg’ar igerige sahip imipenem (Oxoid,
Ingiltere), meropenem (Oxoid, Ingiltere) ve ertapenem (Oxoid, Ingiltere) diskleri
aralarinda 25 mm mesafe olacak sekilde MHA besiyerinin yiizeyine forseps ile
yerlestirildi. EUCAST onerilerine gore kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922
kullanildi. Daha sonra etiive 36°C’de 18-24 saatlik inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra disklerinin etrafinda olusan inhibisyon zon caplar1 olciildii
(Sekil 2). Elde edilen zon caplar1 degerleri asagida Tablo 3’de bulunan EUCAST
(143) kriterlerine gore degerlendirildi.

Tablo 3: EUCAST karbapenem DDT inhibisyon zon ¢ap1 sinir degerleri

Karbapenemler Disk icerigi (ug) Zon capi sinir degerleri (mm)
S* > R* <
Ertapenem 10 75 5
Imipenem 10 22 17
Meropenem 10 22 16

*S: Duyarli, R: Direngli

4.3.3. Siv1 Mikrodiliisyon Yoéntemi (SMD)

EUCAST’ a gore calismaya dahil edilen izolatlarin kolistin antimikrobiyal
duyarlihigt SMD yoéntemi ile calisildi. Uremenin engellendigi en diisiik
antimikrobiyal konsantrasyonu Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degeri
olarak alindi. Buna gére MIK degeri >2 mg/L olanlar kolistine direngli kabul
edilirken <2 mg/L olanlar kolistine duyarli olarak degerlendirildi. Asagida Tablo
4’de EUCAST a gore kolistin sinir degerleri verilmistir (143).

Tablo 4: EUCAST SMD yd&ntemi ile Kolistin MIK sinir degerleri

Antibiyotik MIK (ug/mL) sinir degerleri
S < R>
Kolistin* 2 2

*S: Duyarli, R: Direngli
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http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Rationale_documents/Ertapenem_EUCAST_Rationale_Document_1.3_090601.pdf
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=178&Specium=-1&Discstrength=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=178&Specium=-1&Discstrength=-1
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Rationale_documents/Imipenem_EUCAST_Rationale_Document_1.3_090601.pdf
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=52&Specium=-1&Discstrength=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=52&Specium=-1&Discstrength=-1
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Rationale_documents/Meropenem_EUCAST_Rationale_Document_1.5_090601.pdf
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=177&Specium=-1&Discstrength=-1
http://mic.eucast.org/SearchController/search.jsp?action=performSearch&BeginIndex=0&Micdif=dif&NumberIndex=50&Antib=177&Specium=-1&Discstrength=-1

4.3.3.1. Stok Kolistin Siilfat Soliisyonunun Hazirlanmasi

Calismada 15,000 IU/mg ve 1000 pg/mg potense sahip kolistin siilfat
(Carbosynth, Ingiltere) kullanildi. Calismada kullanilan toz formdaki kolistin siilfatin
stok soliisyonunun konsantrasyonu 128 pg/mL olacak sekilde hazirlamak igin

asagidaki formiile gore hesaplamalar yapildi.

Agirlik (mg) x Potens (pug/mg)

Haci D=
acim (mD) Konsantrasyon (pg/mL)

5 mg kolistin siilfat hassas terazide tartildi ve formiile gore 39,0625 ml distile
suda ¢oziildi. 0,5 mL’lik ependorf tiiplerine 300 pl boliinerek -80°C’de saklandi.
Yapilan her ¢alisma i¢in bir ependorf tiip ¢ikartilarak, oda 1sisina gelince 1/10 steril
distile su ile diliie edildi. Boylece stok kolistin siilfat soliisyonun baslangig

konsantrasyonu 128 pg/mL oldu.
4.3.3.2. Bakteri Inokiilasyonu

SMD yontemi igin sivi besiyeri olarak Mueller Hinton II Broth Katyon Ayarli
Besiyeri (Becton Dickinson lot no:8190586, ABD) (KAMHB) kullanildi. 96
kuyucuklu, U tabanli, polistiren mikroplaklarin her birine 100 ul KAMHB mikro
pipetle dagitildu.

Ilk kuyucuklara konsantrasyonu 128 pug/mL olan stok kolistin siilfat
soliisyonundan 100 pg/mL ilave edilip ve 1:2 seri diliisyon seklinde ¢ok kanalli
mikropipet ile son kuyucuga kadar seyreltildi. Boylelikle baslangi¢ konsantrasyonu

64 pg/mL son konsantrasyonu 0,03 pg/mL ile sonlanan bir seri dillisyon yapildi.

Izolatlar bir gece dncesinden -20°C de saklandiklar1 ependorflardan oda 1sisina
getirildikten sonra %5 KKA (RTA, Tiirkiye) besiyerine ekilerek canlandirma yapildi.
KKA’dan tek diisen koloniden MHAa pasaj yapild1 ve tek kolonilerden steril 6ze ile
bir miktar alinarak PhoenixSpec nefelometre (Becton Dickinson, ABD) cihazi ile 0,5
McFarland (1x10° CFU/ml) bulanikliginda stok bakteri siispansiyonu hazirlandu.
Stok bakteri siispansiyonunu hazirlarken diliisyon amagli KAMHB kullanildi. Stok
bakteri siispansiyonundan 100 pl alindi 1900 pul KAMHB ilave edilerek 1:20

55



sulandirildt  ve 5x10° CFU/ml konsantrasyona ulasildi. 5x10° CFU/ml
konsantrasyona sahip bakteri siispansiyonundan 0,01 ml (10ul) alinarak kuyucuklara
inokiile edildi ve boylece kuyucuktaki son bakteri konsantrasyonu 5x10° CFU/mL
oldu. Bakteri inokiilasyonu bakteri siispansiyonu hazirlandiktan sonra 15 dakika
icinde uygulamanin yapilmasimna ve kuyucuktaki bakteri silispansiyon hacminin
toplam hacmin %10’unu ge¢memesine dikkat edildi. Inokiiliimii yapilan 96
kuyucuklu mikroplaklar iistleri kapakla kapatildiktan sonra 35°C’lik etliivde 16-24
saat inkiibasyona birakildi ve sonra kuyucukluklardaki {ireme durumuna gozle

degerlendirmeleri yapildi.

Her bir mikroplakta lireme kontrolii icin antibiyotiksiz kuyucuk birakild.
Besiyeri sterilite kontrol kuyucuguna bakteri inokiilasyonu yapilmadi. EUCAST 1n
Onerilerine gore kontrol suslar1 olarak E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853 ve kolistin direngli E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) kullanildi.

4.3.3.3. Inokiilum yogunluk kontrolii

5x10° CFU/mL canli koloni sayabilmek igin inokiilasyondan sonra iireme
kontrol kuyucugundan 10 pl alip SF ile 10 ml’ye diliie edildi. Karistirnp KKA
besiyeri lizerine yayilip 16-20 saat 35-37°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra koloni saymmi yapild1 20-80 arasinda oldugu i¢in inokiilumun

5x10° CFU/mL oldugunun kanit1 olarak kabul edildi.

4.3.3.4. Kalite kontrol ve test gecerliligi

Kalite kontrol amaciyla kolistine duyarli P. aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli
ATCC 25922, kolistin direngli E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) kullanildi. Bu
suslar calismada kullanilan antibiyotik ¢ozeltileri kullanilarak, bagka bir plakta test
edildi.

Test plaginda besiyeri sterilite kontrol kuyucugunda iireme olmamasi, lireme
kontrol kuyucugunda iireme olmasi, kalite kontrol suslarmin beklenen MIK degeri
araliginda ¢ikmasi, inokiillum saflik ve inokiilum yogunluk sonuclari beklenen

sekilde bulundugunda test gecerli kabul edilip, mikroplaklar okundu.
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4.4. Molekiiler Yontemler

Calismaya dahil edilen KDKp izolatlarinda blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-
48, blaOXA-58 genleri beraber; blaKPC, blaNDM-1, blaVIM, blaNDM-1, blaIMP
beraber hazirlanip multipleks PCR yontemi ile ¢alisildi. blaOXA-51, blaOXA-55 ve
mcr-1 geni monopleks PCR yontemiyle ayr1 ayri ¢alisildi. Bu ¢alismada kullanilan

primerler Tablo 5‘de verildi (164).

Tablo 5: Bu ¢aligmada kullanilan primerlerin 6zellikleri

. < e e s o Amplikon
Oligo ad1 Baz Dizisi 5°-3 Boyutu (bp)
F: CGGTCAGTCCGTTTGTTC
CLR5 305
R: CTTGGTCGGTCTGTAGGG
F:GATCGGATTGGAGAACCAGA
OXA-23 501
R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT
F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
OXA-24 246
R:AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
F: TTGGTGGCATCGATTATCGG
OXA-48 743
R: GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG
OXA-51 353
R: TGGATTGCACTTCATCTTGG
F: CATCTACCTTTAAAATTCCC
OXA-55 975
R: AGCTGTTCCTGCTTGAGCAC
F: AAGTAT TGGGGCTTGTGCTG
OXA-58 599
R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC
F: CATGGTTTGGTGGTTCTTGT
IMP 488
R: ATAATTTGGCGGACTTTGGC
F: ATTGGTCTATTTGACCGCGTC
VIM 780
R: TGCTACTCAACGACTGAGCG
F: GAGATTGCCGAGCGACTTG
NDM-1 497
R: CGAATGTCTGGCAGCACACTT
F: ATGTCACTGTATCGCCGTCT
KPC 893
R: TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
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4.4.1.1. Multipleks PCR Yontemi

Bu yontemle blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-48, blaOXA-58 primerleri
beraber; blaKPC, blaNDM-1, blaVIM, blaKPC, blaNDM-1, blaIMP primerleri
beraber calisildi. KDKp izoaltlar1 ¢calismadan bir gece oncesinde -20°C’deki derin
dondurucudan oda 1sisina ¢ikartildi. %5 KKA besiyerine canlandirma pasaji yapildi.
MHA besiyerine pasaj edilerek bakteri saf olarak biiyiitiildii. Saf kolonilerden bir 6ze
dolusu alarak 1,5 ml’lik ependorfa 500 pl Fosfat Tamponlu Tuzlu Suda (PBS,
Sigma, Almanya) i¢ine birakildi, vortekslendi. 4 McFarland bulanikligina esit bir
bakteri silispansiyonu hazirlandi. Is1 blogunda 10-15 dakika 100°C’de kaynatildi.
Kaynatma islemi (Resim 1) ile bakteri hiicresinden DNA ekstrasyonu saglandi.

13500 rpm’ de, 3-5 dakika santrifiij edildi.

Resim 1: Is1 blogunda kaynatilan izolatlarin DNA’sinin ekstraksiyon islemi

Siipernatan kismi (DNA igeriginin bulundugu kisim) bir sonraki asamalarda
kullanilmak iizere alindi. Siipernatan DNA kaynagi olarak kullanildi. Primerlerin
geldigi ticari konsantrasyon 100 pmol oldugu i¢in niikleaz free su ile seyreltilerek
stok primer soliisyonu hazirlandi. PCR reaksiyonu, her bir primerden 1 pmol ve 25
pL'lik bir nihai reaksiyon hacminde 12.5 U Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific-

Fermantas Corporation, Vilnius, Litvanya) kullamlarak hazirlandi. Ornegin tiipteki
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toplam hacim 25 pl oldugu icin 12,5 pl Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific-
Fermantas Corporation, Vilnius, Litvanya) kullanildi. Her bir ependorf i¢inde 8 pl
toplam primer hacmi ve 12,5 ul Tag DNA polimeraz ile 20,5 pl hacme ulasildi. Her
bir izolatin DNA ekstratlarindan 4,5 pl ilave edilerek her bir ependorf nihai hacim 25
ul’ye tamamlandi. DNA ekstraktlar1 ilave edildikten sonra her bir ependorf
amplikasyon asamasi i¢in termal dongii cihazina (Thermo Fisher, ABD) yerlestirildi,
su amplifikasyon kosullar1 kullanildi: 4 dakika boyunca 94 ° C'de ilk denatiirasyon,
ardindan 30 saniye boyunca 94 ° C'lik 40 dongii, 40 saniye boyunca 52 ° C ve 50
saniye boyunca 72 ° C'lik, son bir uzatma adiminda 10 dakika boyunca 72 ° C.

Multiplex PCR c¢alisildigr i¢in %?2’lik agaroz jel hazirlandi. 0,5x TBE (Tris,
Borik asit, EDTA) hazirlandi. TBE ticari olarak 10x oldugu i¢in distile su ile 0,5x’e
diliie edildi. 1,6 gr (%2’lik agaroz jel igin) agaroz tartild1 erlene koyuldu, tizerine 80
ml 0,5x TBE ilave edildi. ilk basta kesinlikle karistirilmay1p, mikrodalgaya konuldu,
2-3 dakika bekletildi, kaynamasina izin verilmeden agarin erimesi saglandi.
Mikrodalga firinindan ¢ikartildiktan sonra karistirilip homojen hale getirildi. Jel
berraklasinca kaliba dokiildii ve 15 dakika i¢cinde dondu. Jelden tarak ¢ikartildi. Jelde
16 kuyucuk meydana geldi. 4 pl amplikon + 2 pl UV boya karistirilip her bir
kuyucuga birakildi(resim). 50 dakika boyunca 95 V ve degisken akimda amplikonlar
elektroforezde (Bio RAD, ABD) vyiiriitiildi. Hem pozitif kontrol hem de
amplikonlarin ka¢ baz ¢ifti (bp) oldugunu anlamak i¢in ilk kuyucuga DNA ladder
konuldu. Diger kuyucuklara izolatlara ve pozitif kontrol susuna ait amplikonlar

konuldu. Goériintiillemek i¢in Gel DocTM XR+ (Bio Rad, ABD) cihazi kullanildi.
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Resim 2:95 V ve degisken akimda amplikonlarm jel elektroforezde (Bio RAD, ABD)
yiiriitiilmesi

3.4.1.2.Monopleks PCR Yontemi

Bu caligmada bu yontemle blaOXA-51, blaOXA-55 ve mcr-1 geni monopleks
PCR yontemiyle ayr1 ayr c¢alisildi. Multipleks PCR’dan farkli olarak her bir izolat
icin hazirlanan ependorf hacmi; 2 pl toplam primer hacmi (1 ul F, 1 pl R primer
olmak tiizere) ve 12,5 ul Taqg DNA polimeraz ile 4,5 ul niikleazsiz suyun tlizerine her
bir izolatin 4,5 ul DNA ekstrakti ilave edilerek her bir ependorf nihai hacim 25 pul’ye
tamamlandi. Bundan sonraki amplikasyon asamasi ve jel -elektroforezinde
amplikonlarin yiiriitiilmesi ve jelin goriintiillenmesi miiltipleks PCR ile aym sekilde

yapildi. Ancak monopleks PCR i¢in hazirlanan agoroz jel %1 olarak hazirlandi.
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3.4.1.3.Kalite kontrol suslari

Bu c¢alismada kolistin direngli mcr-1 pozitif kontrol susu E. coli NTCC 13846
kullanild1. K. pneumoniae NCTC 13443 (NDM-1), E. coli NCTC 13476 (IMP), A.
baumannii NCTC 13301 (OXA-23) ve A. baumannii ATCC 19606 (OXA-51), A.
baumannii NCTC 13302 (OXA-58), K. pneumoniae NCTC 13442 (OXA-48), K.
pneumoniae NCTC 13439 (VIM-1) suslar1 kullanildi.
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5. BULGULAR

Bu caligmada Dicle Universitesi Hastaneleri yogun bakim iinitelerinde yatan
hastalardan aliman kan Orneklerinin kan kiiltiir siselerinden izole edilen KDKp

izolatlar1 incelemeye alinmistir.

Calismaya dahil edilen 33 KDKp izolatin 19'u (%58) kadin, 14’1 (%42) erkek
hastalardan izole edilmistir. Bu hastalarin 5’i ¢ocuktur. Kadin hastalarin ortalama

yaslar1 55,4; erkek hastalarin ise 47,4 tiir.

Izolatlarn 8’1 (%24,24) Gogiis TBC, 7’si (%21,21) Dahiliye, 5’1 (%15,15)
Cocuk, 4’1 (%12,12) Noroloji, 3’1 (%9,09) Hematoloji, 2’si (%0,06) Kardiyoloji,
2’si (%0,06) Anestezi, 1’1 (%0,03) Acil ve 1’i (%0,03) Gastroenteroloji YBU’lerinde

yatan hastalardan gelen kan 6rneklerinden izole edilmistir.
5.1. Fenotipik Yontemlere Ait Bulgular

5.1.1. BD PhoenixTM 100 otomatize sistemine ait bulgular

BD Phoenix otomatize sistem antibiyotik duyarliliklar1 piperasilin- tazobaktam
i¢in % 93,94 (n = 31) R (direngli), % 6,06 (n = 2) S (duyarl1); amikasin i¢in % 69,70
(n=23)R, % 30,30 (n = 10) S; gentamisin i¢in % 66,67 (n =22) R, % 33,33 (n=11)
S; siprofloksasin i¢in % 84,85 (n = 28) R,% 15,15 (n =5) S; seftazidim i¢in% 90,91
R (n=30), % 9,09 (n = 3) S; sefepim icin % 87,88 R (n =29), % 9,09 (n=3) S ve %
3,03(n = 1) I (orta duyarl); trimetoprim-siilfametaksazol i¢in % 87,88 ( n=29) R, %
12,12( n=4) S; kolistin i¢in % 48,48 (n = 16) R, % 51,52 (n=17 ) S; ve ertapenem
icin % 96,97( n =32) R, % 3,03( n= 1); imipenem i¢in % 60,61 ( n = 20) R, % 3,03(
n=1) S ve % 36,36(n = 12) [; meropenem icin % 84,85 (n =28) R, % 9,09 (n=3) S
ve % 6,06 ( n=2) seklindedir. BD Phoenix’e ait bulgular Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6: BD Phoenix otomatize sistem antibiyotik duyarlilik sonuglar1

Antibiyotikler

Piperasilin-tazobaktam(TZP) 2 6,06 0 0 31 |93,94

Amikasin(AMK) 10 (30,30 O 0 23 69,70
Gentamisin(GEN) 11 [33,33] O 0 22 | 66,67
Siprofloksasin(CIP) 5 |15,15| O 0 28 | 84,85
Seftazidim(CAZ) 3 9,09 0 0 30 90,91
Sefepim(FEP) 3 [909] 1 303 | 29 |87,88
Kolistin(CST) 17 |51,521 O 0 16 |48,48

Trimetoprim-

4 12,12 0 0 29 |87,88
Sulfametaksazol(SXT) ’ ’

Ertapenem(ETP) 1 3,03 0 0 32 |96,97
imipenem(IPM) 1 3,03 12 (36,36 20 |60,61
Meropenem(MEM) 3 9,09 2 6,06 28 | 84,85

5.1.2. DDT (Kirby-Bauer) Yontemine ait bulgular

BD PhoenixTM 100 (Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemi ile
karbepenemlerden biri veya birkacina orta direncli veya direngli bulunan izolatlarin
karbapenem direnci EUCAST 1in (143) onerdigi yontem DDT (Kirby-Bauer) ile
dogrulandi. Karbapenem direnci dogrulanan 33 adet KDKp izolat1 ile bu ¢alismaya
devam edildi. EUCAST karbapenem sinir degerlerine (Tablo 7) gore degerlendirilip
olup KDKp izolatlarinin ertapenem, imipenem ve meropenem zon ¢aplar1 dlciildd,

Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 7: EUCAST karbapenem antimikrobiyalleri DDT zon ¢ap1 sinir degerleri

Karbapenem Disk icerigi(ng) Zon capi sinir degerleri(mm)
S> R<
Ertapenem 10 25 25
Imipenem 10 22 17
Meropenem 10 22 16

DDT yontemi ile ¢alisilan KDKp izolatlarinin hepsi (%100) ertapenem direngli;

9’u (%27,27) imipeneme direncli; 23’1 (%69,7) meropeneme direncgli olarak tespit

edildi.

Tablo 8: Karbapenem* antibiyotiklerine karsi BD Phoenix 100 otomatize sisteminin
sonuclar1 ve DDT zon caplar1 bulgular

BD Phoenix 100 Otomatize
e DDT (Kirby-Bauer) Zon capi (mm)
Ornek ™ fpm » Etp (10 pg) | Ipm (10 pg) | Mem (10 pg)

no disk disk disk
1 R I S 17 18 19
2 R I I 10 19 20
3 R R R 6 9 10
4 R I R 14 23 19
5 R R R 6 13 7
6 R R R 0 16 12
7 R R R 6 19 12
8 R R R 6 12 14
9 R I R 16 21 22
10 R R R 10 22 18
11 R S S 16 19 12
12 R I R 6 15 7
13 R I I 8 17 6
14 R R R 6 17 9
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15 R I R 7 19 6
16 R R R 6 19 10
17 R R R 6 16 12
18 R I R 17 18 7
19 R R R 8 17 6
20 R R R 10 19 20
21 R R R 9 20 14
22 R I R 6 22 7
23 R I S 16 20 22
24 R R R 8 20 18
25 R R R 6 16 12
26 R I R 10 22 8
27 S R R 16 17 14
28 R R R 20 16 17
29 R R R 7 14 8
30 R R R 11 16 8
31 R R R 8 22 10
32 R R R 11 19 16
33 R I R 15 15 6

*Etp: Ertapenem, Mem: Meropenem, ipm: Imipenem

5.1.3. Sivi Mikrodiliisyon (SMD) Yontemine Ait Bulgular

EUCAST 1n onerilerine gére calismaya dahil edilen 33 KDKp kolistin MIK
degerleri SMD yontemi ile tespit edilmistir. EUCAST a gére kolistin MIK degeri >2

mg/L.  olanlar kolistine direngli,

<2 mg/LL olanlar kolistine duyarh

olarak

degerlendirildi. Tablo 9¢da calisilan her bir izolatin kolistin MiK degeri verildi (143).
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Tablo 9: SMD yéntemi ile elde edilen her bir izolatin MIK degeri ve duyarlilik durumu
ve ayn1 izolatlarin otomatize sistem duyarlilik durumlari

Otomatize Otomatize
.. SMD Yoéntemi Sistem .. SMD Yontemi Sistem
Ornek - Ornek -
o MIK 1o MIK
degeri degeri
(ug/m1) | Duyarhlik | Duyarhhk (ug/ml) | Duyarhihk | Duyarhlik

1 1 S S 18 0,25 S S

2 16 R R 19 32 R R

3 4 R S 20 1 S R

4 64 R R 21 64 R S

5 32 R S 22 32 R R

6 8 R S 23 2 S S

7 64 R R 24 0,25 S S

8 64 R R 25 32 R R

9 64 R R 26 0,25 S R
10 32 R S 27 1 S S

11 4 R S 28 0,25 S S

12 32 R R 29 0,25 S S

13 8 R R 30 2 S R
14 >64 R R 31 32 R R
15 16 R R 32 1 S S

16 0,25 S S 33 2 S S

17 32 R S

SMD yéntemi ile bulunan kolistin MIK degerlerine gére izolatlarin sayisal

dagilimi Grafik 1°de verilmistir.

MIK degerine gore izolat sayist dagilimi

izolat Sayisi

0,25 0.5 1 2 1 8 1E 32 &4

MIK {pg/ml)

Grafik 1: SMD yontemine gore kolistin MIK degerlerindeki izolat sayilarinin dagilim.
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5.2. Molekiiler Yontemlere Ait Bulgular

5.2.1. Karbapenemaz Genlerine Ait PCR Bulgular:

Calismada KDKp izolatlari;; blaOXA-23 (650 bp), blaOXA-24 (246 bp),
blaOXA-48 (743 bp), blaOXA-58 (599 bp), blaKPC (893 bp), blaNDM-1 (476 bp),
blaVIM (380 bp), blaIMP (188 bp)gibi karbapenemaz direncinden sorumlu
genlerinin varligi multipleks PCR yontemi ile arastirilmistir. blaOXA-51 (353 bp),
blaOXA-55 (975 bp) monopleks PCR yontemi ile ¢alisilmistir.

Toplam c¢alisilan 33 adet KDKp izolatinin PCR yontemi ile saptanan
karbapenemazlar genlerindeki pozitiflik oranlar1 Tablo 10 ve Grafik 2 verilmistir. Bu
oranlar blaOXA-48 i¢in %75,76 (n = 25), blaNDM-1 %6,06 (n =2), blaOXA-24 i¢in
%3,03 (n = 1) seklinde saptandi. Izolatlar arasinda blaOXA-23, blaOXA-51,
blaOXA-55, blaOXA-58, blaKPC, blaVIM ve blaIMP tespit edilmedi. iki (%6,06)
izolatin hem blaOXA-48 hem de blaNDM-1 genleri tasidig: goriilmedi.

Tablo 10: PCR yontemi ile tespit edilen karbapenemaz genlerinin dagilimi.

Karbapenemaz

Genleri Yiizde (%) Adet

blaOXA-24 3,03 1

blaOXA-48 75,76 25

blaOXA-51 - -

blaOXA-55 - -

blaOXA-58 - -

blaKPC - -

blaNDM_ 6,06 2

blaVIM - -

blaIMP - -

blaOXA-48 ve
blaNDM-1

Higbiri 18,18 6
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Karbapenemaz Genlerinin Yiizde Dagilimi

75,76
80,00

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00 18,18
20,00
10,00

0,00

6,06 6,06
-_— o o> = - o>

3,03

OXA-24 OXA-48 OXA-51 OXA-55 OXA-58 KPC NDM VIM IMP OXA-48 Higbiri
ve NDM

Grafik 2 : KDKp 33 izolatin PCR yontemileri ile saptanan karbapenemazlar genlerinin
yiizde dagilimi

blaOXA-23 (650 bp), blaOXA-24 (246 bp), blaOXA-48 (743 bp), blaOXA-58
(599 bp) calisilan bazi izolatlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii Resim 3’de

verilmistir.

- b s = o AP . > o

Resim 3: 19-30 nolu izolatlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Soldan 1. kuyucuk
DNA ladder (100 bp-1000 bp), 2. kuyucuk pozitif kontrol. OXA-48 (743 bp)
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blaOXA-51 (353 bp) ve blaOXA-55 (975 bp) monopleks PCR ile calisildi.
Cailsmaya dahil edilen 33 adet KDKp izolatinin hi¢birinde blaOXA-51 (353 bp)
(Resim 4) ve blaOXA-55 (975 bp) genleri tespit edilmedi.

Resim 4: OXA-51 (353 bp) agaroz jel elektroforezinde goriintiisii. Soldan 1.kuyucuk
DNA ladder 2. kuyucuk A. baumannii ATCC 19606 pozitif kontrol, 6. kuyucuk negatif
kontrol, diger kuyucuklar ¢calismadaki 1-17 nolu izolatlar

5.2.2. Kolistin direnci ile iligkili plazmid aracili mcr-1 genine ait PCR

bulgulari

Bu calismada kolistin direncinden sorumlu molekiiler diren¢ mekanizmasini
aragtirmak icin plazmid-aracili diren¢ geni olan mcr-1I’in varligi monopleks PCR
yontemi ile arastirildi. 33 adet KDKp izolatindan 16’s1 (%48,48) mcr-1 geni pozitif,
17°s1 (%51,52) ise mcr-1 geni negatif oldugu tespit edildi Grafik 3’ verilmistir.
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MCR-1 Geni % Dagilimi

48,48%
' )

B Negatif W Pozitif

Grafik 3: mcr-1 geninin yiizde (%) dagilimi

mcr-1 (305 bp) geni monopleks PCR yontemi ile arastirilmis Resim 5’de

calismadaki bazi izolatlarin agaroz jel goriintiisii verilmistir.

MM LIT

Resim 5: Ust soldan 1. Kuyucuk DNA ladder (100 bp-1000 bp), 2. Kuyucuk kolistin
direngli E. coli NTCC 13846 (mcr-1 pozitif) (305 bp), 6.kuyucuk mcr-1 negatif kontrol susu
ve diger kuyucuklar 1-30 nolu KDKp izolatlarina ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

5.3. Fenotipik ve Molekiiler Yontemlere Ait Bulgular

Calismaya dahil edilen 33 KKDp’den multipleks PCR ile blaOXA-48 geni tespit
edilen 25 (%93,94) izolatin icinden DDT ydntemine gore hepsi (%100) ertapeneme,
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11’1 (%44) imipeneme; 21’1 (%84) meropeneme, BD Phoenix otomatize sistem
ADT’ye gore 23’1 (%93,54) piperazilin-tazobaktama, 22’si (%70,97) amikasine,
16°s1 (%64) gentamisine, 23’1 (%92) siprofloksasine, 24’1 (%96) seftazidime, 24’1
(%96) sefepime ve 14’1 (%56) kolistine direncli bulundu. blaOXA-48 geni tasiyan
25 izolattan 15°1 (%48,39) ayn1 zamanda mcr-1 geni tasidigi tespit edildi.

Calismaya dahil edielen 33 adet KDKp izolatin 22’si (%66,67) amikasin ve/veya
gentamisin antibiyotiklerine duyarli bulundu. MIK degerine gore kolistin direncli
bulunan izolatlariin (n=20) 11’1 (%55) amikasin ve/veya gentamisine duyarl
bulundu. Mecr-1 pozitif izolatlardan (n=16) 9’u (%56,35) amikasin ve/veya
gentamisine duyarli bulundu. MIiK veya mcr-1 pozitiflik oranma gére amikasin

ve/veya gentamisine duyarlilik yiizdeleri arasinda dikkate deger fark bulunmadi.

Calismada DDT yoéntemi ile karbapenemlere karsi duyarliliklarini 6lctiigiimiiz
izolatlarin PCR yontemi ile tespit edilen karbapenemaz genlerinin varligina gore zon
caplariin ortalamalarini inceledigimizde Tablo 11°daki gibi bulgular elde edildi.
blaOXA-48 geni tasiyan izolatlar 25 adet, sadece blaOXA-48 geni bulunduran 23
adet olarak saptandi. Bu 23 izolatin DDT yontemi ile elde edilen ertapenem zon cap1
ortalamas1 7,96 mm’dir. Hem blaOXA-48 hem de blaNDM genini beraber
bulunduran 2 adet izolatin ertapenem zon ¢aplar1 ortalamasi 11,00 mm’dir ve sadece
OXA-48 geni tastyanlara gore daha fazla oldugu goriildi. blaOXA-48 negatif
olanlarin sadece blaOXA-48 pozitiflere gore ertapenem zon c¢apinin yaklasik olarak
iki kat daha fazla oldugu goriildii. Meropenem zon ¢ap1 ortalamasi sadece blaOXA-
48 geni bulunanlarda 11,78 mm iken blaNDM-1 geninin de eslik ettigi 2 izolatta

meropenem zon ¢apinin daha az oldugu hesaplandi.
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Tablo 11: Izolatlarin karbapenemaz gen varligina gore karbapenem* zon gapi
ortalamalari.

Sadece blaOXA-48 ve blaOXA-48
blaOXA-48 pozitif | blaNDM-1 pozitif negatif

Izolat sayis1 23 2 8
Ertapenem ortalama

7,96 11,00 14,87
zon capi (mm)
imipenem ortalama zon

17,13 15,50 19,38
¢ap1 (mm)
Meropenem ortalama

11,78 7,00 16,25
zon capi (mm)

BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine gore ¢alismaya
dahil edilen 33 adet KDKp izolatinin kolistin duyarliliklar1 incelediginde 17’sinin
kolistine duyarli(S), 16’sinin da direngli (R) oldugu goriildii. SMD yontemi ile elde
edilen kolistin MIK degerlerine gore de 33 adet KDKp izolatin 13’ii S, 20’si R
bulundu (Tablo 12). Grafik 4’te otomatize sisteme gore kolistin S 17 adet izolatin
MIK degerine gore 10’unun (%58,82) S, 7’sinin (%41,18) R; kolistin R 16 adet
izolatin MIK degerine goére 13’iiniin (%81,25) R, 3’iiniin (%18,75) de S oldugu

verilmistir.

Tablo 12: Otomatize sistem ve SMD yontemine gore kolistin duyarlilik bulgularinin
karsilastirmasina ait bulgular

Otomatize sistem Otomatize sistem
kolistin S izolat kolistin R izolat Toplam
sayisi sayisi
Kolistin MIK S 10 3 13
Kolistin MIK R 7 13 20
Toplam 17 16 33

72



Otomatize sisteme gore kolistin duyarl izolatlar

(a)

® Kolistin MiK degerine gére duyarli (S) = Kolistin MiK degerine gore direngli (R)

Otomatize sisteme gore kolistin direncli izolatlar

18,75%

81,25%

(b)

m Kolistin MiK degerine gére duyarli (S) m Kolistin MiK degerine gére direngli (R)

Grafik 4: a) BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine gore
kolistin duyarli izolatlarin kolistin MiK degerlerine gore duyarlilik yiizdeleri. b) BD Phoenix
100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine gore kolistin direngli izolatlarin kolistin
MIK degerlerine gore duyarlilik yiizdeleri.

SMD yontemiyle ¢alisilan izolatlarin %60,61°1 kolistine direngli ve %39,39°u
duyarli bulundu. BD Phoenix otomatize sisteme gore kolistin duyarlilik yiizdeleri

%48,48 direncli, %51,52 duyarli bulundu. Kolistin duyarlilik yiizdeleri Grafik 5’te

verilmistir.
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(a) Mikro Diliisyon Yontemiyle Kolistin Direnci

60,61% 39,39%

m S (Duyarli) =R (Direngli)

(b) Otomatize Sistemle Kolistin Direnci

48,48% 51,52%

B S (Duyarli)) ®R (Direngli)

Grafik 5: a) SMD yontemi kolistin duyarliliklan yiizde oranlar1 b) Otomatize sistem
kolistin duyarliliklar1 yilizde oranlar

Calismada PCR yontemi ile elde edilen mcr-1 geni pozitiflik sayilar ile SMD
yontemiyle saptanan kolistin duyarlilik sayilart bulgular1 Grafik 6’da verilmigtir. 33
KDKp izolatin 16’s1 mcr-1 geni pozitif, 17°si mcr-1 geni negatif bulundu. Grafik 7
‘de mer-1 geni pozitif izolatlar arasinda kolistin MIK degerine gore 14’ii (%87,50)
R, 2’si S; mcr-1 geni negatif izolatlar arasinda 6’s1 (%35,29) R, 11°1 (%64,71) de S

olarak verilmistir.
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Kolistin MiK R

Kolistin MiK S
MCR-1 Negatif

MCR-1 Pozitif

Grafik 6:

mer-1 geni ile kolistin MIK degeri bulgulari arasindaki kiyaslamaya ait
bulgular

(a) MCR-1 Geni Pozitif izolatlar

12,50%
87,50%

H Kolistin MiK Degerine gore Duyarli (S) ® Kolistin MiK Degerine gére Direncli (R)

(b) MCR-1 Geni Negatif izolatlar
3

5,29%
64,71%

m Kolistin MiK Degerine gére Duyarli (S) ® Kolistin MiK Degerine gére Direngli (R)

Grafik 7 a) mcr-1 geni pozitif izolatlar arasinda kolistin MIK degerine gore duyarhlik

yiizdeleri. b) mcr-1 geni negatif izolatlar arasinda kolistin MiK degerine gore duyarlilik
yiizdeleri.
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Grafik 8’de BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sisteme gore
17 kolistin S, 16°s1 kolistin R izolatlarin mcr-1 pozitif ve negatif oldugu verilmistir.
Grafik 9’de otomatize sisteme gore kolistin duyarl izolatlarin 11°1 (%64,75) mcr-1
negatif, 6’s1 (%35,29) mcr-1 pozitif olarak hesaplandi. Otomatize sisteme gore

kolistin R izolatlarin 6’s1 (%37,50) mcr-1 negatif, 10’u (%62,50) mcr-1 pozitif
bulundu.

12

10

mcr-1 Pozitif

mcr-1 Negatif
Otomatize sistem kolistin S

Otomatize sistem kolistin R

Grafik 8: BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistem kolistin
duyarlilik ile mcr-1 geni bulgularinin sayisal kiyaslamasina ait bulgular
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(a) Otomatize sistem kolistin R

B mcr-1 Negatif W mcr-1 Pozitif

(b) Otomatize sistem kolistin S

35,29%

B mcr-1 Negatif B mcr-1 Pozitif

Grafik 9: BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine gore
kolistin duyarli izolatlarin mer-1 pozitif ve negatif yiizdeleri. b) BD Phoenix 100 (Becton
Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine gore kolistin direngli izolatlarin kolistin mecr-1
pozitif ve negatif yilizdeleri

SMD yéntemi ile elde edilen MIK degerine gére <2 pg/ml olan 13 hastanin
hastanede yatis siiresi ortalamasi 20,3 giin iken MIK >2 pg/ml olan 20 hastanin
hastanede yatis siiresi ortalamasi 33,9 giin olarak hesaplandi. 32 pg/ml MiK degerine
sahip 8 hastanm ortalama hastanede yatis siiresi 37,63 giin; 64 pg/ml MIK degeri
olan 6 hastanin 34,2 giin olarak hesaplandi. mcr-1 negatif olan 17 hastanin hastanede

yatig sliresi ortalamasi 21,8 giin; mcr-1 pozitif 16 hastanin hastanede yatig siiresi

ortalamasi 35,7 giin olarak hesaplandi.
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Tablo 13’de verildigi lizere OXA-48 pozitif (n=25) izolatin 15’1 mcr-1 pozitif,
10’u negatif bulundu. NDM-1 pozitif (n=2) izoaltin 2’si mcr-1 negatif
bulundu.OXA-24 pozitif (n=1) izolat ise mcr-1 negatif bulundu. Grafik 10’da

oranlar1 gosterilmistir.

Tablo 13: Karbapenemazlarin mer-1 pozitiflik bulgular

Karbapenemaz | MCR-1 pozitif MCR-1 Negatif
OXA-48 15 10
OXA-24 0 1
NDM-1 0 2
Higbirisi 1 6

izolat Sayisi

MCR-1 Negatif

MCR-1 pozitif

NDM

Higbiri

Grafik 10:Karbapenemazlarin mer-1 pozitiflik bulgular:

Calismaya dahil edilen KDKp izole edilen 33 hastadan 9’unun (%27,3)
hastaneden yatarken &liimii gergeklesti. Kolistin MIK degerine gore 6len hasta
izolatlarinin kolistine direngli oldugu tespit edildi. Ayrica olen hastalarin 5’1 64
pg/ml, 2’sinin 32 pg/ml, 1°i 16 pg/ml ve 1’i 4 ug/ml kolistin MIK degerine sahiptir.
Bu &len 9 hastanin 7’si mcr-1 pozitif iken 2’si mcr-1 negatiftir. MIK degerine gore

kolistin direngli (>2 pg/ml) bulunan 20 hastanin mortalite orant %45 (n=9) iken
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duyarli olanlarda 6liim tespit edilmedi. mcr-1 pozitiflerde (n=16) mortalite orani

%43,75(n=7), mcr-1 negatiflerde (n=17) ise bu oran %11,8 (n=2) olarak hesaplandi.

Calismaya dahil edielen 33 adet KDKp izolatin 22’si (%66,67) amikasin ve/veya
gentamisin antibiyotiklerine duyarli bulundu. MiK degerine gére kolistin direngli
bulunan izolatlarimin (n=20) 11°i(%55) amikasin ve/veya gentamisine duyarl
bulundu. Mecr-1 pozitif izolatlardan (n=16) 9’u (%56,35) amikasin ve/veya
gentamisine duyarli bulundu. MIK veya mcr-1 pozitiflik oranina gére amikasin

ve/veya gentamisine duyarlilik yiizdeleri arasinda dikkate deger fark bulunmadi.
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6. TARTISMA

Karbapenemler GSBL pozitif Gram negatiflerin neden oldugu enfeksiyonlar igin
kullanilmaktadir ve ilk kez 1993’te karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae
(KDKp) ortaya ¢ikmigtir (43). KDKp prevalansi kiiresel olarak artarken ve neden
oldugu enfeksiyonlar insan saglig1 i¢in tehdit haline gelmistir. Mevcut sinirhi tedavi
secenekleri nedeniyle yiliksek mortalite oranina sahiptir (6). Son yillarda, kolistin
CID K. pneumoniae enfeksiyonlar1 icin son gare tedavi haline gelmistir. Bununla
birlikte, diinyanin bir¢ok iilkesinden kolistin direnci rapor edilmistir ve prevalansi
artmaya devam etmektedir. Bu yiizden 6zellikle hastanede yatan hastalardan izole
edilen K. pneumoniae’lerde karbapenem ve kolistin direncinden sorumlu
mekanizmalarin molekiiler olarak tespiti, uygun ve etkin tedavi ve epidemiyolojik

olarak onem arz etmektedir (44).

Vardakas ve ark. yaptigr calismaya gore; GSBL pozitif izolatlarin [-laktam
grubu antibiyotiklere ve genis spektrumlu sefalosporinlere diren¢ gostermesi
durumunda kliniklerde ozellikle K. pneumoniae kaynakli bakteriyemilerde genis
spektrumlu sefalosporinler ile amikasin kombine edilerek tedavide etkin oldugunu
gostermilerdir (165). Calismamizdaki biitiin izolatlar BD Phoenix 100 (Becton
Dickinson, ABD) otomatize sistemi ile elde edilen bulgular dogrultusunda GSBL
pozitif bulunmustur. Calisilan izolatlarin GSBL pozitiflik orami ile 3.kusak
sefalosporinlere (seftazidim gibi) gosterdikleri direng eslesmektedir. GSBL {ireten K.
pneumoniae’lerin 3. kusak sefalosporinlerine diren¢ durumunda tedavide tercih
edilen 4. Kusak sefalosporin olan sefepime karsi da diren¢ orami %87,88 dir.
Amikasin i¢in %69,70 bulunmustur ve bu sonu¢ amikasine duyarli KDKp
enfeksiyonlarinda amikasin ile kombine edilen bir karbapenem tercih edilebilmesine

imkan saglayacaktir.

Ambler D Smifi karbapenemaz olan OXA-48 ilk kez 2003 yilinda Tirkiye'de
izole edilen bir K. pneumoniae susunda tanimlanmigtir (105). O zamandan bu yana
nozokomiyal salginlarin kaynagi olarak OXA-48 iireten K. pneumoniae’ler

Tirkiye'den bir¢cok kapsamli ¢alisma rapor edilmistir (166). Carrér A ve ark. farkl
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tilkelerden topladiklart KDKp izolatlarinin OXA-48 {irettiklerini ve Tirkiye disinda
da Avrupa, Ortadogu ve Afrika da bir¢ok iilkede yayildigin1 gostermislerdir(167).
Davarct ve ark. hastanelerinde 71.1% OXA-48 pozitiflik oram1 bildirerek
hastanelerindeki nozokomiyal salgina 6nlemler diisiinmiislerdir(168). Bu c¢alismada
ise llkemizdeki oranlardan farkli olamayan OXA-48 pozitiflik orant (%75,76)

bulunmustur.

Crowley ve ark. yaptiklar1 bir calismada SHV-2 [-laktamaz ekspresyonu ve
azalmis OmpK35 ve OmpK36 porin seviyelerinin sefalosporinlere ve
karbapenemlere direncte artisa sebep oldugunu gostermistedirler (169). OXA-48
enzimi penisilinleri basariyla hidrolize edebilir, ancak genis spektrumlu
sefalosporinlere (seftazidim, sefotaksim, sefepim gibi), karbapenemlere kars1 zayif
aktivite gosterir veya hig¢ aktivite gostermez. Bu ¢aligmada multipleks PCR yontemi
ile OXA-48 geni tespit edilen 25 (%93,94) izolatin iginden DDT ydntemine gore
hepsi (%100) ertapeneme direncgli;11°1 (%44) imipeneme direngli; 21°1 (%84)
meropeneme direngli; (%93,54) piperazilin-tazobaktama direngli; 22’si (%70,97)
amikasine direngli; 16’s1 (%64) gentamisine direngli; 23’1 (%92) siprofloksasine
direngli; 24’1 (%96) seftazidime direncli; 24’1 (%96) sefepime direngli; 14°1(%56)
kolistine direnc¢li bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen bulgularda OXA-48 pozitif
izolatlardaki karbapenemlere, seftazidim ve sefepim gibi genis spektrumlu
sefalosporinlere direng oranmin oldukg¢a yiiksek olmasinin nedeni GSBL AmpC

sefalosporinazlardan ve/veya porin kayba ile iliskilendirilebilir (170).

Neuner ve ark. yaptiklari calismada hastanelerinde YBU’lerinde yatan kan
dolasim enfeksiyonu hastalarindan alinan kan 6rneklerinden izole edilen OXA-48
pozitif KDKp’ler %86 kolistine, %45 amikasin ve %22 de gentamisine duyarl
bulunmustur (171). Bu calismada da OXA-48 pozitif izolatlarin en az direng
gosterdikleri antibiyotikler sirasiyla kolistin (%56), gentamisin (%64), amikasin
(%70,97)’dir. Bu sonuglar da gosteriyor ki KDKp bakteriyemilerde tedavi segenegi

olarak kolistin, amikasin ve gentamisin tercih edilebilebilir.

NDM-1 ilk olarak 2009 yilinda Hindistan'da hastaneye yatirilan bir hastanin

idrar 6rneginden izole edilen K. pneumoniae susunda kesfedilmistir (13). Daha sonra
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Balkanlar ve Orta Dogu'ya yayilmistir (172). Poirel ve ark. ¢aligmast Tiirkiye'den
bildirilen ilk NDM-1 raporu olup 2011 yilinda daha 6nce Irak'ta hastaneye yatirilan
allojenik kok hiicre nakli yapilan 16semi hastasindan izole edilen K. pneumoniae
susuna dayanmaktadir (173). Tiirkiye'de ¢ok merkezli bir ¢alismada Grundmann ve
ark.124 adet KDKp izolatini incelemis ve 9 adet (%7,25) KDKp izolatinda NDM-1
tipi karbapenemaz bulmustur (174). Cakar ve ark. yaptigi ¢ok merkezli bagka bir
calismada tek basina NDM %6,5 oraninda bulunmusken NDM+OXA-48 beraber
bulunma orani ise sadece %?2,4 olarak tespit edilmistir (175). Bu ¢alismada ise %6,06
oraninda NDM-1, NDM-1+OXA-48 seklinde saptanmistir ve bulgular Tiirkiye’de

yapilan ¢cok merkezli ¢aligmalarla ters diismemektedir.

Baska bir plazmid aracili metallo-B-laktamaz VIM ilk olarak 1997'de italya'da
bildirilmistir (176). Tirkiye'de VIM-1 baslangicta Yildirim ve ark. tarafindan 2005
yilinda 3 yasindaki kizin idrarindan K. pneumoniae’den izole edilmistir. Grundmann
ve ark. yaptiklart ¢ok uluslu bir ¢aligmada, Tiirkiye'den génderilen 124 karbapeneme
duyarli olmayan K. pneumoniae izolatlarimin %4'linde VIM pozitif bulunmustur

(174). Bu ¢alismada ise hi¢bir K. pneumoniae izolatinda VIM bulunmamustir.

Bildirilen raporlara gore; KPC iireten izolatlar ¢ogunlukla Yunanistan, ABD ve
Israil'de bulunmustur. Tanimlanan ilk KPC iireten izolat bir K. pneumoniae olsa;
ikinci bir raporda KPC iireten izolat K. oxytoca (177, 178) olarak verilmistir. ABD'de
yapilan bir ¢alismada, KDKp izolatlarinin %90''mda KPC pozitifligi saptanmis ve
baska bir karbapenemaz geni tanimlanmamustir (179). Grundmann ve ark. yaptiklar
cok merkezli Avrupa iilkeleri ¢caligmasinda Tiirkiye'deki 17 merkezden 124 6rnek
tizerinde calisilmis ve higbir 6rnekte KPC enzimi saptanmamistir (174). Bu
calismada da Tiirkiye’de pek yaygin olmayan bir karbapenemaz tipi olan KPC

enzimi saptanmamistir.

IMP Sinif B metallo-beta laktamazdir, aztreonam hari¢ biitiin B-laktamlar
hidrolize eder. IMP tipi enzimler Japonya'daki Pseudomonas spp., Acinetobacter
spp. ve Enterobacteriaceae lyelerinde yayginlasmistir (180). Tiirkiye'de IMP ilk
olarak 2005 yilinda bir yasindaki bir kizin kanindan izole edilen K. pneumoniae’de

Aktas ve ark. tarafindan bildirilmistir (181). Daha sonra Sagiroglu ve ark.
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karbapenemaz taramasi yaptiklart ¢aligmada 102 KDKp izolatin hig¢birinde IMP
enzimine rastlamamislardir (182). Daha cesitli bolgeleri iceren Cakar ve ark.
EuSCAPE (European Survey on Carbapenemase Producing Enterobacteriaceae)
projesi kapsaminda, Tiirkiye’nin degisik bolgelerindeki merkezlerden izole edilen
karbapenem direncli Klebsiella pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz varligini1 ve
enzim tiplerini belirledikleri ¢alismada 124 KDKp’nin sadece 2 (%]1,6) tanesinde
IMP enzimine rastlamiglardir (175). Tirkiye’de yapilan ¢aligmalar gosteriyor ki IMP
tipi enzim orani iilkemizde ¢ok yliksek degildir nerdeyse yok sayilacak kadar azdir.

Bu caligsmada ise IMP enzimi tespit edilmemistir.

K. pneumoniae'de kolistin direnci, Avrupa, Kuzey Amerika, Giliney Amerika,
Asya ve Giliney Afrika dahil olmak iizere bircok bolgeden bildirilmistir. Klinik
olarak izole edilmis K. pneumoniae suslarinda en yliksek toplam kolistin direng orani
Yunanistan'da %10,5-20 arasinda, ardindan Giiney Kore %6,8, Singapur'da %6,3
rapor edilmistir. Yunanistan'in antibiyotiklere direng icin bir sicak nokta oldugunu
gostermistir. Kuzey Amerika, Avrupa, Latin Amerika ve Asya-Pasifik bolgesindeki
farkli merkezleri igeren kiiresel SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans Programindan
(2006-09) elde edilen veriler, K. pneumoniae'deki genel kolistin diren¢ oraninin
%1,5 oldugunu ortaya koymustur. Latin Amerika'da %2,1 ve bunu Kuzey Amerika
%1,8 ile izlemistir. Latin Amerika'daki kolistin direnci kademeli olarak %1,3'ten
(2006) %3,0'a (2009) yiikselmistir. SENTRY’ye gore, bu popiilasyonlar i¢in kolistin
direng oranlart (%4,4-85.7), K. pneumoniae izolatlarinda genel kolistin direncini
degerlendiren caligmalarda bildirilenlerden daha yiiksek goziikmektedir. Yogun
bakim {initesi hastalarinda Ozellikle yiiksek kolistin direng¢ oranlart %20-55.2
bildirilmistir (45). Calismamizda kolistin duyarlilig1 fenotipik olarak SMD yontemi
ve otomatize sistemin sonuclarina gore degerlendirilmistir. Ydntemler arasindaki
farkliliklar ayrica tartigilacaktir. BD Phoenix 100 otomatize sistemi Kkolistin
duyarliligr icin %48,48 direngli, %51,52 duyarlt bulunmustur. SMD ydntemine gore
%60,61 direngli, %39,39 duyarli bulunmustur. Farkli yontemlere gore degisen
kolistin duyarlilik oranlar1 olsa da (%48,48-%60,61) YBU’lerdeki yiiksek direng

oranlari ile ters diismemektedir.
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Giacobbe ve ark. yaptiklart kontrollii kohort ¢alismasinda hastanelerindeki
YBU’lerinde KDKp izolatlarinda kolistin direncinin varligi ile hastanede yatis
stiresinin 30 giin ve iizeri olmasi gibi risk faktorlerinin %51 gibi yliksek mortalite ile
sonuglandigini saptamislardir (183). Bu tez calismasinda SMD yéntemi ile MIK
degeri <2 pg/ml olan 13 hastanin hastanede yatig siiresi ortalamasi 20,3 giin iken
MIK >2 pg/ml olan 20 hastanin hastanede yatis siiresi ortalamasi 33,9 giin olarak
hesaplanmistir. 32 pg/ml MIK degerine sahip 8 hastanin ortalama hastanede yatis
siiresi 37,63 giin; 64 pg/ml MIK degeri olan 6 hastanin 34,20 giin olarak
hesaplanmistir. Mcr-1 negatif olan 17 hastanin hastanede yatis siiresi ortalamasi 21,8
giin; mcr-1 pozitif 16 hastanin hastanede yatis siiresi ortalamasi 35,7 giin olarak
hesaplanmustir. 33 hastadan 9’u (%27,3) dliimle sonuglanirken kolistin MiK degerine
gore Olen hastalarin hepsi kolistine direngli bulunmustur. Bu 6len hastalarin 5’1 64
pg/ml, 2’sinin 32 pg/ml, 1’i 16 pg/ml ve 1’i 4 pg/ml kolistin MIK degerine sahip
oldugu goriilmiistiir. Mcr-1 pozitifler hastalarda (n=16) mortalite oran1 %43,75(n=7),
mcr-1 negatiflerde (n=17) ise bu oran %11,8 (n=2) olarak hesaplanmistir. Bu 6len 9
hastanin 7’si mcr-1 pozitif iken 2’si mer-1 negatif olarak tespit edilmistir. MIK
degerine gore kolistin direngli (>2 pg/ml) bulunan 20 hastanin mortalite orant %45
(n=9) iken duyarli olanlarda &liim tespit edilmemistir. MIK degerindeki artis ile yani
kolistine duyarliligin azalmasi ile mcr-1 pozitiflik orami ile hastanede yatis siiresi
arttif1 tespit edilmistir. Ayni sekilde hem mcr-1 pozitiflik hem de MIK degerindeki
artis mortalite ile iliskili tespit edilmistir.

Poirel ve ark.’nin yaptiklart ¢aligmaya gore 100 enterobakteriyel izolat1 (60
kolistin direncli ve 40 kolistin duyarli izolat) test ederek bu sistemin dogrulugunu
degerlendirmisler ve yiiksek oranda (%15) yanlis duyarli sonu¢ bulduklarini
yayinlamiglardir (48). Bu c¢alismada ise BD Phoenix otomatize sistemine gore
kolistin direngli 16 izolatn, SMD yontemi MIK degerine gore 13ii (%81,25)
direncli, 3’4 (%18,75) de duyarli saptanmistir. %18,75 yanlis duyarli bulgusu
literatiir ile uyumlu bulunmustur. Bu calismada; otomatize sisteme gore kolistin
duyarl izolatlardan 11°1 (%64,75) mcr-1 negatif, 6’s1 (%35,29) mcr-1 pozitif olarak
tespit edilmistir. Poirel ve ark., K. pneumoniae ve E. cloacae izolatlarinda BD

Phoenix otomatize sisteminde kolistin hetero-rezistansini saptamak ic¢in diisiik
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duyarlilik, ancak plazmid-aracili kolistin direncini saptamak i¢in iyi bir duyarlilik

gozlemlemislerdir (48).

Hadjadj ve ark. yaptiklar1 arastirmada tiim diinyada su an en yaygin olan mecr
varyantt mcr-1 olsa da K. pneumoniae'de mcr genleri arasinda mcr-3 ve mcr-8
varyantlarin1 da bildirilmislerdir. Bu varyantlarin kolistine duyarliligi etkiledigini
bildirmiglerdir. Ayn1 zamanda farkli antibiyotik direng genlerinin birlikte goriilmesi
ve ayni izolatta mcr genlerinin varligi o6zellikle de mcr-8 geni beta-laktamlar,
aminoglikozitler, siilfonamidler, florokinolonlar, fenikoller ve trimetoprime de direng
kazandirabilen bir plazmid tarafindan tagindigin1 genom analizi ile gdstermislerdir.
(184). Calismamizda mcr-1 negatif (n=17) olup SMD yéntemine gore MIK degerleri
direncli (n=6) olan izolatlar bulunmustur. Aynm1 zamanda mecr-1 pozitif olanlar
arasinda farkli antibiyotik gruplarina farkli direng profili tespit edilmistir. Bunun

sebebi de farkli mcr varyantlari olabilir.

Yukaridakilere ek olarak; Jayol ve ark. tarafindan ilk kez kolistine kars1 direng
gosteren CID Klebsiella pneumoniae izolatlarda kolistin-direncli alt popiilasyon, I-
aminoarabinoz sentezinden ve polimiksin direncinden sorumlu pmrHFIJKLM
ekspresyonunu aktive eden PhoP-PhoQ iki bilesenli sistemin bir parcasi olan PhoP
proteininde tek bir amino asit degisikligine (Aspl191Tyr) sahip oldugunu ve PhoP
geni ile yapilan tamamlama deneylerinde kolistin'e tam duyarliligini geri kazandigim
bulmuslardir. Daha sonra, kolistin duyarl alt popiilasyonun analizi, PhoP geninde,
kolistin direngli alt popiilasyona kiyasla kismi bir delesyon (25 bp) oldugunu
bulmusardir. Bu delesyon, PhoP'nin okuma cergevesini bozarak daha uzun ve aktif
olmayan bir proteine (255'e karsi 223 amino asit uzunlugunda) yol actifini tespit
etmiglerdir. Bu, mutasyonlarin PhoP’in kolistin direncine katilimin1 gosteren ilk
rapordur. Ayrica, K. pneumoniae'de kolistin heterorezistansina yol agan

mekanizmalari desifre eden ilk calismadir.

Jayol ve ark ayrica kolistin hetero-direncini, bir suboptimal polimiksin
konsantrasyonuna maruz kalma ile iliskili olabilecek bagka tiirlii duyarli (<2 mg /
litre MIK) bir alt popiilasyonla kolistin direncinin ortaya ¢ikmasi olarak

tanimlamiglardir. Kolistin i¢in in vitro duyarhilik test yontemlerinin karsilastirilmasi,
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Etest ve agar diliisyon yontemlerinin, bazi otomatik yontemlerin aksine direngli alt
poplilasyonlart tespit etmek icin gilivenilir oldugunu gostermislerdir; Bununla
birlikte, s1vi mikrodiliisyon yontemi, kolistin MiK'lerinin belirlenmesi i¢in hala
referans testi olmaya devam etmektedir (185). Bu ¢alismada, kolistin MIK
degerlerini saptamak i¢in EUCAST kriterlerine gore sivi mikrodiliisyon yOntemi
yapilmigtir. Calismamizda MIK degeri <2 mg/litre olan ama mcr-1 pozitif saptanan
iki izolatin MIK degerleri 0,25 ve 2,0 mg/L’dir. Bu izolatlarmn fenotipik olarak SMD
yontemi ile kolistin MIK degerlerindeki duyarliligmin olma sebebi PhoP genindeki

delesyon mutasyonu olabilir.
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7. SONUCLAR

K. pneumoniae’de karbapenem ve kolistin direnci, Tiirkiye’de yogun bakim ve
hastane ortamlarida énemli bir halk sagligi sorunudur. Ulkemizde en ¢ok tespit
edilen karbapenemaz enzim tipi Ambler Siif D kategorisinde olan OXA-48, bu
calismada da en c¢ok tespit edilen karbapenemazdir. Son zamanlarda, KDKp
enfeksiyonlarinda son tercih olan kolistine karsi direncin artmasi ile bu direncin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin en yaygin olani mcr-1’in tespiti onem arz
etmektedir. Sonug olarak, K. pneumoniae’lerde karbapenemaz ve mcr-1 genlerinin

belirlenmesi uygun antimikrobiyal tedavisi ve epidemiyolojik 6neme sahiptir.

KDKp’nin patojen oldugu dolasim yolu enfeksiyonlarinda klinik izolatlarda
karbapenemaz tipinin belirlenmesi ve mcr-I geninin varliginin tespiti hastalarin
tedavisine yon vermektedir. Diren¢ genlerinin tespiti; hastanin hayatta kalmasini,
hastanede yatis siiresini etkileyecek tedavi protokollerine yol gosterir. Bu ¢alismada
kolistin direncinin hastanede artan yatis siliresine ve yiiksek mortaliteye neden

oldugunu gostermis olduk.

K. pneumoniae klinik izolatlarinda kolistin ve karbapenem diren¢ mekanizmalari
tespit edilmeli ve izolatlar molekiiler epidemiyolojik yoOntemlerle izlenmelidir.
YBU’lerinde yatan hastalarda karbapenem ve kolistin direncinin izlemi; yas,
komorbidite, antibiyotik ge¢misi, hastanede yatis siiresi, invaziv girisim durumu gibi

mortalite risk faktorleri de rapor edilerek takip edilmelidir.

Otomatize antibiyotik duyarlilik sistemlerinden elde edilen kolistin duyarlilik
sonuglarinin EUCAST/CLSI 6nerilerine uygun olarak sivi mikrodiliisyon yontemi ile
dogrulanmas1 gerekir. Ayrica, her hastane kendi yanlhs duyarlilik yiizdelerini tespit

etmelidir.

Calismada EUCAST ve CLSI ortak c¢alisma grubunun referans yontem olarak
onerdigi sivi mikrodiliisyon yontemi ile izolatlarm kolistin MIK degerleri bulunsa da

bu yontem rutinde oldukca zahmetli ve tekrar edilebilirliligi de glictiir.
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Hastane enfeksiyon kontrol onlemleri siki tutularak, tiirler ve cinsler arasi yatay
gen transferi ile gecisi kolay olan plazmid aracili olan karbapenemazlarin ve mcr
genlerinin  dzellikle YBU’lerinde lokal salginlara neden olmasmnim oniine

gecilmelidir.
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