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1. ÖZETLER 

Klebsiella pneumoniae Ġzolatlarında Karbapenem ve Kolistin Direnç 
Mekanizmalarının Moleküler Olarak AraĢtırılması 
 

Öğrencinin Adı ve Soyadı: Neslihan GENĠġEL 

DanıĢmanı: Prof. Dr. Kadri GÜL 

Anabilim Dalı: Tıbbi Mikrobiyoloji  

 

1.1. Özet 

Amaç: Karbapenem Dirençli Klebsiella pneumoniae (KDKp) enfeksiyonları azalan 

tedavi seçeneklerinden dolayı endiĢe verici sağlık sorunudur. Klinik izolatlarda 

karbapenem direncine en sık enzim aracılı mekanizmalar neden olur. Kolistin, 

KDKp'nin neden olduğu enfeksiyonlara karĢı son çare tedavilerinden biri olarak 

kabul edilir. Bu çalıĢmanın amacı, kan örneklerindeki KDKp‘lerin karbapenemaz 

(OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-51, OXA-55, OXA-58, KPC, NDM-1, VIM, 

IMP) genlerini değerlendirmek ve mcr-1 geninin varlığını araĢtırmaktır.  

Gereç ve Yöntem: ġubat 2020-Haziran 2020 tarihleri arasında, Dicle Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Hastaneleri YBÜ‘nden bakteriyoloji laboratuvarına gönderilen kan 

örneklerinden izole edilen 33 adet KDKp izolatı çalıĢma kapsamına alındı. Ġzolatların 

antibiyotik duyarlılık testleri BD Phoenix 100 (BD, ABD) tarafından yapıldı. 

Ġzolatların karbapenem direnci Disk Difüzyon Test (DDT), kolistin duyarlılıkları Sıvı 

Mikrodilüsyon (SMD) yöntemi ile fenotipik olarak tespit edildi. Tüm izolatlarda 

plazmid-aracılı mcr-1 geni ve multiplex Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile 

karbapenemaz genleri araĢtırıldı. 

Bulgular: DDT ile çalıĢılan KDKp izolatlarının hepsi (%100) ertapeneme dirençli 

(R) ; 9‘u (%27,27) imipenem R, 23‘ü (%69,7) meropeneme R olarak tespit edildi. 

SMD yöntemine göre izolatların 20‘si (%60,61) kolistine dirençliydi. PZR yöntemi 

ile izolatların %75,76 (n = 25)‘sında blaOXA-48, %6.06 (n = 2) sında blaNDM-1 ve 

%3,03 (n = 1)ünde blaOXA-24 saptandı. Ġki (%6,06) izolatta hem blaOXA-48 hem 

de blaNDM-1 genleri; 16 (%48,48) izolatta ise mcr-1 geni saptandı. 

Sonuç: Kolistin direncinden sorumlu olduğu bilinen plazmid aracılı mcr-1 genlerini 

taĢıyan izolatların çok yüksek oranda bulunması kolistin direncinin moleküler 
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epidemiyolojik yöntemlerle takibe alınmasını gerektirmektedir. Sonuç olarak, 

nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan KDKp‘in karbapenem ve kolistin direnç 

mekanizmaları araĢtırılmalı, moleküler epidemiyolojik yöntemlerle izlenmelidir. Her 

hastane otomatize sistem ve SMD yöntemini kıyaslayarak kendi kolistin duyarlılık 

sonuçları için yanlıĢ duyarlılık oranlarını belirlemelidir.  

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

multipleks PZR, sıvı mikrodilüsyon. 
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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-1 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. 
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2. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Son zamanlarda Gram-negatif bakterilerde antibiyotik direnci halk sağlığı için 

kaygı verici boyuta gelmiĢtir. Çoklu Ġlaca Dirençli (ÇĠD) bakterilerin neden olduğu 

enfeksiyonları olan hastalar, etkili oral ilaçlar olmadığından hastane içi intravenöz 

tedaviye tabi tutulmak durumunda kalmaktadırlar. Ampirik antibiyotik tedavisindeki 

direnç; artan mortalite oranları, uzamıĢ hastanede kalıĢ süresi, tedavide güçlük ve 

daha yüksek maliyetlerle sonuçlanmaktadır. 

Edwin Klebs tarafından 1875'te tarif edilen K. pneumoniae, Enterobacteriaceae 

familyasına ait Gram negatif bir bakteridir. Bu mikroorganizma, bireylerin sağlıklı 

mikrobiyomunun bir parçasıdır ve vücudun birçok bölümününde kolonizedir. 

Mikrobiyomun sağlıklı bir bileĢeni olmasına rağmen, kritik hastalarda, 

yenidoğanlarda, bağıĢıklığı baskılanmıĢ kiĢilerde veya hastane ortamlarında risk 

faktörü olanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. Toplum ve hastane kaynaklı 

pnömoni, kan dolaĢımı ve idrar yolu enfeksiyonlarina neden olabilen bir patojendir.  

ÇeĢitli beta-laktam antibiyotiklere direnç ilk olarak 1983 yılında K. 

pneumoniae'de bulunmuĢtur ve bu direncin patojen tarafından üretilen geniĢletilmiĢ 

spektrumlu β-laktamazlardan (GSBL) kaynaklandığı gösterilmiĢtir (1). GSBL üreten 

K. pneumoniae prevalansı o zamandan bu yana büyük oranda artmıĢ ve GSBL 

üretimi, enfeksiyonun etkin tedavisini engellemiĢtir (2). GSBL üreten K. 

pneumoniae'nın sıklıkla kinolonlar da dahil olmak üzere çeĢitli antibiyotiklere 

dirençli olduğu bildirilmiĢtir. (3). Bu nedenle, karbapenemler GSBL'nin neden 

olduğu enfeksiyonlar için kullanılmaya baĢlanmıĢtır.  

KDKp ilk olarak 1993 yılında ortaya çıkmiĢ ve KDKp prevalansı yıllar 

içerisinde küresel olarak artmaya devam etmektedir. KDKp neden olduğu 

enfeksiyonlar insan sağlığı için ciddi bir tehdit haline gelip ve mevcut sınırlı tedavi 

seçenekleri nedeniyle mortalite oranı oldukça yüksektir. Tüm dünyada hastanelerde 

KDKp salgınlarının artması nedeniyle direnç mekanizmalarının açığa kavuĢması için 

birçok çalıĢma yapılmaktadır. Karbapenem direncine iki temel mekanizma aracılık 

etmektedir. Ġlki, KDKpler hücre duvarında azalmıĢ membran geçirgenliği ile birlikte 
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AmpC sefalosporinaz gibi sefalosporinleri hidrolize etme yeteneğine sahip β-

laktamazlar üretebilir (4). Ġkinci mekanizma ise, karbapenemler dahil çoğu beta-

laktam antibiyotiklerini hidrolize edebilen bir beta-laktamaz üretimi aracılık eder. 

Ambler sınıflandırmasına göre A sınıfı (K. pneumoniae karbapenemaz, KPC), B 

sınıfı veya metallo-β-laktamazlar (MBL) (New Delhi metallo-β-laktamazlar, NDM) 

ve D sınıfı oksasilinazlar (OXA-48 benzeri karbapenemazlardır (5). Bu koĢullar 

altında kolistin, KDKp enfeksiyonları için son çare antibiyotikler haline gelmiĢtir (6).  

Kolistin (polimiksin E) bir polipeptit bakterisidal ajandır ve klinik olarak mevcut 

olan polimiksin ajanlarının iki formundan (polimiksin B ve polimiksin E) biridir (7). 

Kolistin uzun süredir ciddi nefrotoksisite ve nörotoksisite sorunları nedeniyle yedek 

ajan olarak tutulmuĢtur ve daha az toksik antibiyotikler tercih edilmiĢtir (8). 

Florokinolonlar, aminoglikozitler ve ayrıca karbapenemler, monobaktam, 

sefalosporinler ve geniĢ spektrumlu penisilinler de dahil olmak üzere tüm β-

laktamlara dirençli Gram negatif patojenlerin prevalansındaki hızlı artıĢ, kritik 

hastalarda kolistinin geçerli bir terapötik seçenek olarak yeniden değerlendirilmesini 

sağlamıĢtır. KDKp enfeksiyonlarının tedavisi için kolistin kullanımındaki mevcut 

artıĢla birlikte, dünya çapında kolistin dirençleri rapor edilmektedir (9).  

Önceleri kolistin direncinin kromozal nedenlerden kaynaklandığı bilinmekteydi. 

Ancak son yıllarda kolistin direncinden sorumlu mekanizmalardan birinin plazmid-

aracılı mobilize kolistin direnci (mcr) geni olan mcr-1 ve varyantları olduğu 

gösterilmiĢtir. mcr-1 geni, Gram-negatif enfeksiyonları tedavi etmek için son çare 

antibiyotiklerden biri olan kolistine plazmid aracılı direnç kazandırmaktadır. Orijinal 

varyant olan mcr-1, bakteriyel bir türün farklı suĢları arasında yatay geçiĢler 

yapabilme kabiliyetine sahiptir. Ayrıca, son zamanlarda mcr genleri yoluyla plazmid 

aracılı kolistin direncinin keĢfedilmesi ve plazmid aracılı direnç belirleyicilerinin 

suĢlar arasında hızla yayılma potansiyeli, kolistinin son çare antibiyotik olarak 

gelecekteki kullanımına iliĢkin endiĢelere yol açmaktadır. Özellikle yoğun bakım 

ünitelerinde yatan hastalarda ÇĠD izolatların neden olduğu enfeksiyonlara sıklıkla 

rastlanmaktadır. Bu izolatların kolistine de direnç kazanması halinde yoğun bakım 

hastalarında görülen bakteriyemi gibi ciddi enfeksiyonların tedavisi güçleĢmekte, 

hastanede salgınlar kontrol altına tutulamakta ve mortalite artmaktadır (10).  
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Bu çalıĢmada amacımız Dicle Üniversitesi Hastanelerinde KDKp izolatlarında 

karbapenem direncinden sorumlu karbapenemazların ve kolistin direncine neden 

olan plazmid aracılı mcr-1 geninin PCR moleküler yöntemi ile araĢtırılması; 

fenotipik olarak SMD yöntemi ile kolistin MĠK değerilerinin tespiti sağlanarak 

otomatize sistemle kıyaslamak, uygun antimikrobiyal tedavisinin seçilmesini sağlamak 

klinisyenlere etkin antimikrobiyal tedavi seçiminlerinde yardımcı olmak hedeflenmiĢtir. 
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3. GENEL BĠLGĠLER 

3.1. Klebsiella pneumoniae 

K. pneumoniae, Gram negatif, hareketsiz, kapsüllü, laktoz fermenter, fakültatif 

anaerobik, çubuk Ģeklinde bir bakteridir. Mac Conkey agarında geniĢ yayvan 

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

Klinik ortamlarda, Enterobacteriaceae'nin Klebsiella cinsinin en önemli üyesidir. 

Ağız, deri ve bağırsakların normal florasında bulunsa da aspire edilirse insan ve 

hayvan akciğerlerinde, özellikle alveollerde, kanlı, kahverengimsi veya sarı renkli 

balgam gibi yıkıcı değiĢikliklere neden olabilmektedir. K. pneumoniae 

immünsüpresse hastalarda fırsatçı enfeksiyonlarla sıklıkla iliĢkili olan ve E. coli'den 

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

Klebsiella cinsi Alman mikrobiyolog Edwin Klebs (1834-1913) tarafından 

adlandırılmıĢtır. Ayrıca, bu bakterinin özellikle kronik hastalıkları olan veya 

immünsüprese bireylerde görülen pnömoni için etiyolojik faktör olduğunu öne süren 

Carl Friedländer onuruna ‗Friedlander'in basili’ olarak da bilinir. K. pneumoniae'nin 

neden olduğu toplum kaynaklı pnömoni Friedländer'in basili olarak da 

adlandırılmaktadır (12). Son yıllarda, Klebsiella türleri nozokomiyal enfeksiyonlarda 

sıklıkla karĢılaĢılan önemli patojenler haline gelmiĢtir (13).  

K. pneumoniae tarafından en sık görülen nozokomiyal enfeksiyonlar; idrar yolu 

enfeksiyonları (sistit, piyelonefrit, böbrek ve perirenal apse), pnömoni 

(bronkopnömoni, lober pnömoni, bronĢit, ventilatöre bağlı pnömoni), cerrahi alan 

enfeksiyonları ve kan dolaĢımı enfeksiyonlarıdır (14). Bunların yanı sıra, K. 

pneumoniae diğer pulmoner (kronik obstrüktif akciğer hastalığının akut alevlenmesi, 

ampiyem), kalıcı tıbbi cihaz ile iliĢkili (intravasküler kateter, üriner katater) 

intraabdominal (karaciğer apsesi, safra yolu enfeksiyonları, peritonit) ve merkezi 

sinir sistemi enfeksiyonlarında (nöroĢirürji sonrası menenjit, beyin apsesi) da rol 

oynayabilmektedir. Enfeksiyonlar sporadik vakalar veya bir salgının bir parçası 

olarak ortaya çıkabilir (15). 
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K. pneumoniae’nin hastane ortamında kolonizasyonunu kolaylaĢtıran ve 

enfeksiyonu tetikleyen risk faktörleri vardır. Vücutlarında invaziv bir cihazı olan 

hastalar için cihazın kontaminasyonu bir risktir. Özellikle yenidoğan cihazları, 

solunum destek cihazları ve idrar sondaları kullanan hastalar daha fazla risk 

altındadırlar. Ayrıca, antibiyotik kullanım geçmiĢi de K. pneumoniae ile hastane 

enfeksiyonu riskini artıran bir en öenmli faktörlerden biridir (13).  

Klebsiella bakterilerinin hastane dıĢındaki en yaygın tipik olarak 

bronkopnömoni ve aynı zamanda bronĢit Ģeklinde olan pnömonidir. Bu hastalar 

akciğer apsesi, kavitasyon, ampiyem ve plevral adezyon geliĢtirme eğilimindedir. 

Antimikrobiyal tedavide bile ölüm oranı yaklaĢık %50'dir. Klebsiella pnömonisi olan 

bireyler ateĢ, bulantı, taĢikardi ve kusmaya sahip olmanın yanı sıra karakteristik bir 

balgam öksürme eğilimindedir. Klebsiella pnömonisi, alkolizm gibi altta yatan 

rahatsızlıkları olan insanları etkileme eğilimindedir (16).  

Klebsiella enfeksiyonu bulaĢı için direkt temas ile kiĢinin bakterilere maruz 

kalması gerekir. Örneğin, Klebsiella pnömonisi için solunum yoluna veya kan 

dolaĢımı enfeksiyonuna neden olmak için kana girmelidir. Bakterilerin kana giriĢini 

takiben sepsis ve septik Ģok görülebilir. Sağlık hizmetleri ortamlarında, Klebsiella 

bakterileri kiĢiden kiĢiye temas yoluyla örneğin, hastadan hastaya sağlık personelinin 

veya diğer kiĢilerin kontamine elleri yoluyla veya daha az yaygın olarak çevresel 

kontaminasyon yoluyla yayılabilmektedir. Hastane ortamlarındaki hastalar 

ventilatörlere bağlı, intravenöz kateterleri bulunan veya yaraları olduğunda 

Klebsiella'ya maruz kalabilirler. Bu tıbbi araçlar ve koĢullar Klebsiella'nın vücuda 

girmesine ve enfeksiyona neden olmasına izin verebilir. (17)  

3.1.1. Virülans Faktörleri ve Patogenezi 

K. pneumoniae genellikle fırsatçı bir patojen olarak kabul edilir. Bununla 

birlikte, sağlıklı kiĢilerde ciddi hastalığa neden olabilir. Bu tür suĢlar genellikle 

hipervirülan olarak adlandırılır. 

Moleküler Koch'un postülatlarına göre K. pneumoniae'de birkaç virülans faktörü 

belirlenmiĢtir (18). K. pneumoniae suĢlarının çoğunluğu tarafından üretilen 
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polisakkarit kapsül, bu türün ana virülans faktörlerinden biridir. Polimorfonükleer 

hücreler tarafından fagositoza müdahale eder ve serumun bakterisidal aktivitesine 

dirençte rol oynar (19, 20). Bugüne kadar en az 78 kapsüler serotip (K-serotipi) 

tanımlanmıĢtır (21). Farklı K-serotipleri, virülans derecesinde farklılık 

göstermektedir. K1 ve K2 serotip izolatlarının, K1 / K2 olmayan izolatlardan daha 

virülan olduğu gösterilmiĢtir (22). 

Hipermukoviskozite, Doğu Asya'dan gelen hipervirülan suĢlarda sıklıkla 

görülmektedir. Kapsüler polisakkaritten kaynaklanan ince lifler ağı olan 

ekzopolisakkarit ağının aĢırı üretimi ile iliĢkilidir (23). Hipermukoviskoz fenotipin 

rmpA, magA ve cps gibi çeĢitli genlerle iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (24). 

LPS, Gram negatif bakterilerin önemli bir bileĢenidir. Toll- benzeri reseptör 4'e 

bağlandıktan sonra çeĢitli proinflamatuar mediyatörlerin (sitokinler, kemokinler ve 

majör histokompatibilite kompleks reseptörleri) üretimini arttırır. Bugüne kadar K. 

pneumoniae'de O1'in klinik izolatlar arasında en yaygın olduğu dokuz farklı O 

serogrup tespit edilmiĢtir (25). 

Kompleman aracılı öldürmeye karĢı direnç, sistemik bir enfeksiyonun 

geliĢmesinde önemli rol oynabilmektedir. Serum direncinden kısmen polisakkarit 

kapsülü, LPS ve dıĢ zar proteinleri (OMP'ler) soeumlu tutulmaktadır (26, 27) . 

K. pneumoniae'de tanımlanan ana adezyon faktörleri tip 1 ve tip 3 fimbrialardır 

(28, 29). Tip 1 fimbria, Enterobacteriaceae'nin farklı türleri arasında yaygın olarak 

dağılmıĢtır ve fim geni tarafından kodlanmıĢtır. Konakçı hücrelerde ve hücre dıĢı 

matris bileĢenlerinde mannoz içeren yapılara yapıĢma eğilimi vardır. K. pneumoniae 

tip 1 fimbria, E. coli'de tanımlananla aynı değildir, ancak yüksek derecede yapısal 

benzerlikler paylaĢırlar. Tip 1 fimbria faz varyasyonu gösterir: Ekspresyon idrar yolu 

enfeksiyonu sırasında açılır ve gastrointestinal sistemde ve akciğer enfeksiyonu 

sırasında kapatılır. Tip 1 fimbria'nın murin idrar yolu enfeksiyon modelinde önemli 

bir virülans faktörü olduğu gösterilmiĢtir. Tip 3 fimbria, mrk gen kümesi tarafından 

kodlanır ve biyofilm oluĢumu ve solunum epiteline, endotele, idrar kesesi hücrelerine 

ve kollajen tip V'ye bağlanmada rol oynamaktadır. Kateter iliĢkili idrar yolu 

enfeksiyonlarında önemli bir kolonizasyon faktörü olarak tanımlanmıĢtır (30). 
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Endotrakeal tüpler, intravasküler ve idrar sondaları üzerinde biyofilm oluĢumu 

bulaĢıcı bir odak görevi görebilmektedir (31). Ayrıca çevresel yüzeylerdeki ve su 

dağıtım sistemlerinin içindeki biyofilmler, hastanelerde bakterilerin kalıcılığına 

katkıda bulunabilmektedir (32). Biyofilm içinde konakçı savunma mekanizmalarının, 

antimikrobiyallerin ve dezenfektanların aktivitesi sınırlıdır (33). Ek olarak, genetik 

materyalin biyofilm içindeki farklı bakteri türleri arasında değiĢimini de mümkün 

kılmaktadır. Önemli bir rol oynayan tip 3 fimbria'nın yanı sıra, K. pneumoniae'nin 

biyofilm oluĢumunda baĢka faktörlerin de olduğu düĢünülmektedir (34-36). 

Demirin kullanılabilirliğinin sınırlı olduğu kan dolaĢımının ve konakçı 

dokusunun içinde, bakterilerin ferrik iyon alması çok önemlidir. K. pneumoniae 

enfeksiyonlarının patogenezinde çeĢitli demir alım sistemleri bulunmaktadır (20). 

Enterobaktin, K. pneumoniae izolatları arasında en yaygın olarak kullanılan 

siderefordur, ancak aktivitesi lipokalsin-2 ile bozulabilir (37). Salmokelin 

(enterobaktin'in glikozile edilmiĢ bir türevi) ve yersiniabaktin gibi diğer demir 

bağlayıcı moleküller, lipokalsin-2 ile bağlanmaya direnç gösterebilir (38). 

Pnömonide de önemli bir virülans belirleyicisi olduğu doğrulanmıĢtır (37) . Siderofor 

aerobaktin, enterobaktin'den daha düĢük demir afinitesine sahiptir, ancak daha 

stabildir ve daha iyi çözünürlüğe sahiptir (20). Murin intraperitoneal ve subkütan 

enfeksiyon modellerinde virülans faktörü olduğu gösterilmiĢtir. Hipervirülan K. 

pneumoniae izolatları, hipervirülan olmayan suĢlardan kantitatif olarak çoğunlukla 

aerobaktin, daha fazla sidererofor üretir (39). Ayrıca hipervirülan suĢlarda Klebsiella 

Ferrik iyon Uptake sistemi (kfu) olarak adlandırılan yeni bir demir alım yolu 

tanımlanmıĢtır (40). 

Hiçbir virülans belirleyici veya virülans özelliği, yüksek derecede virülan veya 

hipervirülan bir suĢ oluĢturamaz, daha çok farklı faktörlerin eĢzamanlı ifadesi, bir 

izolatın virülans potansiyelini tanımlamaktadır (40). 

3.1.2. Tedavi ve Direnç Sorunu 

Klebsiella tedavisi kiĢinin sağlık durumuna, tıbbi geçmiĢine ve hastalığın 

Ģiddetine bağlı olarak aminoglikozidler ve sefalosporinler gibi antibiyotiklerle 
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yapılmaktaydı. 1970‘li yıllarda bu ilaçlara karĢı direnç geliĢince geniĢ spektrumlu 

sefalosporinler tercih edilmeye baĢlandı (41).  

ÇeĢitli β-laktam antibiyotiklere direnç ilk olarak 1983 yılında K. pneumoniae'de 

bulunmuĢtur ve bu direncin patojen tarafından GSBL üretiminden kaynaklandığı 

gösterilmiĢtir (1). GSBL üreten K. pneumoniae prevalansı o zamandan bu yana 

büyük ölçüde artmıĢ ve GSBL üretimi enfeksiyonun etkin yönetimini zorlaĢtırmıĢtır 

(2). GSBL üreten K. pneumoniae'nin sıklıkla kinolonlar da dahil olmak üzere çeĢitli 

diğer antibiyotiklere dirençli olduğu bildirilince tedavilerde baĢarısızlıklıklar ortaya 

çıkmıĢtır (3).  

Karbapenemler β-laktam antibiyotik grubuna ait oldukları halde GSBL'nin 

neden olduğu enfeksiyonlar için kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Karbepenemler, AmpC 

β-laktamazlara ve GSBL‘lere karĢı olağanüstü bir stabilite sağladıkları için Gram 

negatif bakteriyel enfeksiyonlarında etkili bir tedavi tercihi olmuĢtur. Ancak, dünya 

genelinde karbapenem dirençli bakteri sayısındaki artıĢ nedeniyle, KDKp izolatlar 

büyük bir problem haline gelmiĢtir. Klinik izolatlarda, karbapenem direncinin en çok 

enzim aracılı (karbapenemaz) mekanizmalardan kaynaklandığı görülmüĢtür. 

Plazmidler veya transpozonlar gibi olarak yatay transfer edilebilir genler tarafından 

kodlanan karbapenemazlar, diğer β-laktam antibiyotiklerle birlikte karbapenemleri 

etkisiz hale getirmiĢtir (42).  

KDKp ilk olarak 1993 yılında rapor edilmiĢtir (43). KDKp prevelansı bu tarihten 

itibaren küresel olarak artmaya devam etmiĢtir. Mevcut sınırlı tedavi seçenekleri 

nedeniyle yüksek mortalite oranıylar KDKp kaynaklı enfeksiyonlar insan sağlığı için 

önemli bir tehdit haline gelmiĢtir (6). Bu koĢullar altında, son çare antibiyotik olan 

polimiksinler (kolistin) toksisitelerine rağmen kliniklerde çoklu ilaç dirençli (ÇĠD) K. 

pneumoniae enfeksiyonları için tedavi seçeneği haline gelmiĢtir. 

Kolistin (polimiksin E) bir polipeptit yapıda, bakterisidal etkili antimikrobiyal 

bir ajandır ve klinik olarak mevcut olan polimiksin ajanlarının iki formundan 

(polimiksin B ve polimiksin E) biridir. Kolistin sülfat ve kolistimetat sodyum ticari 

olarak temin edilebilen formlardır. Kolistin sülfata hidrolize edilen bir ön ilaç olan, 

parenteral yoldan uygulanabilen kolistimetat sodyum bakterinin dıĢ zardaki 
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lipopolisakkarit (LPS) molekülleri ile etkileĢerek dıĢ zarın bozulmasına yol açarak 

bakterisit etkisini gösterir (7).  

Kolistin, ciddi nefrotoksisite ve nörotoksisite sorunları nedeniyle uzun yıllar 

kliniklerde yedek ajan olarak tutulmuĢ ve daha az toksik antibiyotik kullanımı tercih 

edilmiĢtir (8). Florokinolonlara, aminoglikozitlere ve ayrıca karbapenemler, 

monobaktam, sefalosporinler ve geniĢ spektrumlu penisilinler dahil olmak üzere tüm 

β-laktamlara dirençli olan ÇĠD Gram-negatif patojenlerin prevalansındaki hızlı artıĢ, 

kolistinin kritik hastalıklar için geçerli bir terapötik seçenek olarak yeniden 

değerlendirilmesine neden olmuĢtur (9). Fakat, özellikle bakteriyemi gibi ÇĠD Gram 

negatif enfeksiyonlarının tedavisi için kolistin kullanımındaki mevcut artıĢla birlikte, 

dünya çapında kolistin dirençli Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. ve 

Enterobacteriaceae varlığı rapor edilmiĢtir. Klebsiella pneumonia ‗nın neden olduğu 

enfeksiyonlarda kolistine intrinsik dirençli suĢların da olduğu bildirilmiĢtir (44).  

K. pneumoniae'de kolistin direnci, Avrupa, Kuzey Amerika, Güney Amerika, 

Asya ve Güney Afrika dahil olmak üzere birçok bölgeden bildirilmiĢtir. Klinik 

olarak izole edilmiĢ K. pneumoniae suĢlarında en yüksek toplam kolistin direnç oranı 

Yunanistan'da %10,5-20 arasında, ardından Güney Kore (%6,8), Singapur (%6,3) ve 

Kanada'da (% 2.9) bildirilmiĢtir (44). Kuzey Amerika, Avrupa, Latin Amerika ve 

Asya-Pasifik bölgesindeki farklı merkezleri içeren küresel SENTRY Antimikrobiyal 

Sürveyans Programı'ndan (2006-09) elde edilen veriler, K. pneumoniae'deki genel 

kolistin direnç oranının %1,5 olduğunu ortaya koymuĢtur (45). Bu nedenle Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) polimiksinleri kritik öneme sahip en önemli öncelikli 

antimikrobiyallerden biri olarak sınıflandırmıĢtır (46). 

Kolistin dirençli KDKp izolatlarının duyarlı izolatlara kıyasla antibiyotiklere 

karĢı çok daha duyarsız olduğu ve enfeksiyonlarının da ölüm oranlarının daha yüksek 

olduğu bildirilmiĢtir (46, 47). Bu durum da Kolistin dirençli KDKp‘lerde kolistin 

direnç mekanizmalarının araĢtırılması gerekliliğini kaçınılmaz kılmıĢtır. 

Gram negatiflerde kolistin direnci incelendiğinde, genellikle 4-amino-4-deoksi-

L-arabinoz (L-Ara4N) ve fosfoetanolamin (pEtN) eklenmesi gibi lipid A 

modifikasyonlarının neden oluğu bulunmuĢtur. LPS‘in yapısı, PmrAB ve PhoPQ iki 
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komponentli sistemlerin düzenlenmesinden sorumlu olan mgrB gen mutasyonları ile 

değiĢirek kolistin direncine neden olabilmektedir (48).  

Bu mekanizmalara ek olarak, ilk plazmid aracılı kolistin direnç geni, mcr-1, 

Çin'deki E. coli ve K. pneumoniae'dan gelen bir IncI2 plazmidinde tanımlanmıĢtır 

(49). 2016'da baĢka bir plazmid aracılı kolistin direnç geni mcr-2 de bulunmuĢtur 

(50). Ek olarak, mcr-1 taĢıyan plazmidler genellikle farklı tip ve türler dahil olmak 

üzere farklı konak bakterilerde bulunmuĢtur (51). Bu da türler arası mcr-1 genlerinin 

yayılmasının dünyadaki mevcut antibiyotik direnç krizinin ciddi Ģekilde 

tırmanmasına yol açabileceğini öne sürmüĢlerdir (50).  

Bu nedenle, ÇĠD K. pneumoniae‘lerde karbepenem ve kolistin direnç 

mekanizmalarının aydınlatılması ve enfeksiyon epidemiyolojisinin anlaĢılması 

antibiyotiğe dirençli izolatların yayılmasını engellemek, tedavilerindeki seçenekleri 

akılcı ilaç uygulamaları kapsamında belirelemek için ciddi öneme sahiptir.  

3.2. Beta-laktam Grubu Antibiyotikler 

Tüm beta-laktam antibiyotiklerde ortak olan moleküler yapılarında β-laktam 

halkasıdır, β-laktam antibiyotikler genel olarak penisilinler, sefalosporinler, 

monobaktamlar ve karbapenemler olarak sınıflandırılmaktadır. Genellikle Penisilin 

Bağlayıcı Proteinlere (PBP) bağlanırlar ve bakteri hücre duvarının sentezini önlerler 

(52). 

3.2.1. Penisilinler 

Penisilinler, terapötik olarak kullanılan ilk β-laktam antibiyotikleridir. Bütün 

penisilinlerin moleküler ana iskelet yapısı, ġekil 1‘ de verilmiĢtir, bazik bir bisiklik 

yapı olan 6-aminopenisillanik asit veya 6-APA'dır. Fermantasyonla üretilen doğal 

penisilinler genellikle penisilinler G ve V karıĢımlarıydı. Bakteriler β-laktamları 

spesifik olarak inaktive eden penisilinaz adı verilen bir enzim grubu üretmek için 

evrim geçirene kadar penisilinler bakteriyel enfeksiyonlara karĢı etkili bir Ģekilde 

kullanılmıĢlardır. Bu sorunun üstesinden gelmek için 6-APA kullanılarak yüzlerce 

sentetik ve yarı sentetik penisilin üretilmiĢtir (52). 
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ġekil 1: Penisilin molekül yapısı 

Ġlk sentetik molekül metisilin, benzen halkasının 2 've 6' pozisyonlarındaki doğal 

penisilinden farklıdır. Ardından Nafcillin, Quinacillin ve Ancillin üretildi. 5' 

pozisyonunda metil grubunun sübstitüsyonu ile oksasilin üretilmiĢtir. Benzer Ģekilde, 

2 'pozisyonunda bir klor atomunun ve 2' ve 6 'pozisyonlarında iki flor atomunun 

girilmesiyle sırasıyla Kloksasilin ve Dikloksasilin üretilmiĢtir. Ayrıca, 6' 

pozisyonuna bir flor atomunun sokulması ile de Floksasilin üretilmiĢtir. Benzen 

halkasındaki bu değiĢiklikler moleküllerin stabilitesini arttırmasına rağmen, ana 

moleküle kıyasla güçlerini azaltmıĢtır. Ancak bakteriler bu antibiyotiklere yavaĢ 

yavaĢ direnç geliĢtirdi ve bu dirençli bakteriyel izolatları kontrol etmek için 

sefalosporinler verildi (52). 

3.2.2. Sefalosporinler 

Sefalosporinler sefamisinler ile birlikte sefem olarak adlandırılır. Sefemler 

antimikrobiyal aktivite spektrumlarına göre güncel olarak beĢ kuĢağa ayrılmıĢlardır. 

Herbir kuĢak sefalosporin β -laktamazlara karĢı stabilitesi, absorbsiyonları, 

metabolizmaları ve yan etkileri açısından farklılık göstermektedir. ġekil 2‘de 

Sefalosporin genel molekül yapısı verilmiĢtir (52).  

 

ġekil 2: Sefalosporin molekül genel yapısı 
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3.2.2.1. Birinci kuĢak sefalosporinler 

Birinci kuĢak sefalosporinler, Enterococci ve metisiline dirençli Staphylococci 

hariç Gram pozitif bakterilere karĢı güçlü antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. E. coli, 

Proteus, Klebsiella spp. gibi Gram negatif basillere karĢı orta derecede aktiviteye 

sahip ve Bacteroides fragilis hariç bütün anaerob koklar duyarlıdır. Birinci kuĢak 

sefalosporinler; Sefaleksin, Sefradin, Sefadroksil Sefalotin, Sefapirin ve Sefazolin 

içerir. ġekil 3‘te Sefazolin molekül yapısı verilmiĢtir. Üriner ve solunum yolu 

enfeksiyonlarının tedavisinde Sefaleksin, Sefradin, Sefadroksil kullanıldı ve cerrahi 

profilaksi için Sefazolin tercih edildi. Ne yazık ki, bu ilaçların hiçbiri merkezi sinir 

sistemine nüfuz etmediğinden, herhangi bir enfeksiyon için ilk tercih edilen ilaçlar 

değildir (52).  

 

ġekil 3: Birinci kuĢak sefalosporinlerden Sefazolin molekül yapısı 

3.2.2.2. Ġkinci kuĢak sefalospoinler 

Ġkinci kuĢak sefalosporinler heterojen bir antibiyotik grubundan oluĢur: 

Sefamandol, sefonisid, seforanid ve sefuroksim. sefoksitin, molekül yapısı ġekil 4‗te 

verilmiĢtir, Sefotetan ve Sefmetazol sefamisin olmasına rağmen, klinik değerleri 

nedeniyle bu sınıfa dâhil edildi. Bu antibiyotikler, birinci kuĢak ilaçların kapsadığı 

mikroorganizmalara karĢı aktifti; ayrıca Klebsiella ve Proteus da dâhil olmak üzere 

Gram-negatif basillere karĢı geniĢletilmiĢ aktiviteye sahiptiler, ancak Pseudomonas 

aeruginosa ve Haemophilus influenza'ya karĢı değillerdi. Sefoksitin ve Sefotetan, B. 

fragilis'e karĢı aktifti ve anaerobik bakterilerin neden olduğu miks enfeksiyonları 

tedavi etmek için kullanıldı (53). 
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ġekil 4: Ġkinci kuĢak sefalosporinlerden Sefoksitin molekül yapısı  

3.2.2.3. Üçüncü kuĢak sefalosporinler 

Üçüncü kuĢak sefalosporinler, sefoperazon, sefotaksim, seftazidim, seftizoksim, 

seftriakson ve sefoksimi içerir. Gram-negatif bakterilere karĢı geniĢletilmiĢ bir 

aktivite spektrumuna sahiptirler, ancak Gram-pozitif Enterokoklara karĢı azalmıĢ 

aktiviteye sahiptirler. Gram pozitif Enterokoklara karĢı kullanıldığında genellikle 

süper enfeksiyonlar üretirler. Neyse ki, birkaç üçüncü kuĢak ilaç merkezi sinir 

sistemine ulaĢabilir ve ayrıca omurilik sıvısında yeterli konsantrasyonlarda 

görülebilir. Gram negatif basillerin neden olduğu menenjit durumlarında ĠV olarak 

uygulanır. Seftizoksim ve Sefotaksim, molekül yapısı ġekil 5 te verilmiĢtir. B. 

fragilis ve diğer anaeroblara karĢı bir miktar aktivite sergiler. 1. ve 2. kuĢak 

sefalosporinlere benzer Ģekilde, 3. kuĢak antibiyotikler bile Enterococci, L. 

monocytogenes, MRSA ve MRSE'ye karĢı etkili değildir. Ġkinci kuĢak ilaçların 

aksine, Sefoperazon ve Seftazidim P. aeruginosa'ya karĢı etkilidir. Tüm üçüncü 

kuĢak ilaçların her biri hastane kaynaklı Gram-negatif bakteriyemiye karĢı etkili bir 

Ģekilde kullanılmıĢtır (52).  

 

ġekil 5: Üçüncü kuĢak sefalosporinlerden Sefotaksim molekül yapısı 
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3.2.2.4. Dördüncü kuĢak sefalosporinler 

Sefepim, molekül yapısı ġekil 6‗da verilmiĢtir ve Sefpirom bu kuĢağa dahildir. 

Dördüncü kuĢak sefalosporinler hakkında vurgulanması gereken üç önemli özellik 

Ģunlardır: Üçüncü kuĢak sefalosporinlere dirençli Enterobacter ve Citrobacter 

türlerine karĢı geliĢtirilmiĢ aktiviteye sahiptirler. Ayrıca, Streptococci ve metisilin 

duyarlı stafilokoklara karĢı diğer üçüncü nesil bileĢiklerden daha fazla aktiviteye 

sahiplerdir. Seftazidim gibi Sefepim, P. aeruginosa'ya karĢı aktiviteye sahiptir (6). 

 

ġekil 6: Dördüncü kuĢak sefalosporinlerden Sefepim molekül yapısı  

3.2.2.5. BeĢinci kuĢak sefalosporinler 

Seftobiprol, molekül yapısı ġekil 7‗de verilmiĢtir, Seftarolin, Sefotetan ve 

Sefoksitin bu kuĢak içindedir. BeĢinci kuĢak sefalosporinler laboratuvarlarda 

özellikle ÇĠD suĢlarını kontrol etmek için sentezlenmiĢtir. Seftobiprol ve Seftarolin 

MRSA‘ya karĢı etkilidir. Seftarolin MRSA'ya karĢı aktif olmasına rağmen, GSBL ve 

AmpC enzimleri tarafından kolayca hidrolize edilir. Bununla birlikte, seftarolin 

amikasin ile birlikte uygulandığında, GSBL ve AmpC hidrolizine direnç gösterebilir 

(52). 

 

ġekil 7: BeĢinci kuĢak sefalosporinlerden Seftobiprol molekül yapısı 
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3.2.3.  Karbapenemler 

Karbapenemler en geniĢ spektrumlu β-laktam antibiyotiklerdir. Hem Gram-

pozitif hem de Gram-negatif GSBL ve AmpC üreten bakterilere karĢı aktiftirler. 

Karbapenemlere karĢı direnç geliĢtirirse yerini alacak baĢka bir β-laktam antibiyotik 

stokta yoktur. 

Tienamisin, günümüzde mevcut olan birkaç sentetik karbapenem kullanılarak 

geliĢtirilen ilk karbapenem olmuĢtur. Geleneksel Penisilinler ve Thienamisin 

arasındaki en büyük fark, hidroksietil yan zincirinin radikal olarak ayrılması; bu 

stereokimya, aktivitesi ve stabilitesi için anahtar bir faktördür. Thienamycin 

keĢfedildikten kısa bir süre sonra, Pseudomonas aeruginosa gibi Gram-negatif 

bakterilere ve Streptokoklar ve S. aureus gibi Gram-pozitif bakterilere karĢı daha 

fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğu için dünyadaki birçok araĢtırmacının 

dikkatini çekmiĢtir (54).  

Ancak doğal olarak üretilen thienamycin miktarı çok düĢük olduğu kadar son 

derece de kararsızdır. Ancak sefalosporine dirençli Gram negatif ve metisilin dirençli 

Gram pozitif bakterilerin ortaya çıkması gibi faktörler, artan stabiliteye sahip benzer 

türevlerin sentezini uyarmıĢtır. Ġlk sentetik olarak geliĢtirilmiĢ ve daha kararlı 

karbapenem, imipenemdir ve molekül yapısı ġekil 8‗de verilmiĢtir. Ġmipenem aynı 

zamanda kompleks mikrobiyal enfeksiyonun neden olduğu enfeksiyonu tedavi etmek 

için kullanılan ilk karbapenemdir. Ancak, imipenem insan böbreğinde bulunan 

dehidropeptidaz I (DHP-I) tarafından deaktive edilmektedir. Bu durum, imipenemin 

silastatin ile birlikte uygulanmasıyla aĢılmıĢtır. Silastatin antimikrobiyal aktiviteye 

katkıda bulunmaz, ancak imipenemin DHP-I tarafından bozulmasını önler. Bununla 

birlikte, daha sonra bu sorunun üstesinden gelmek için Meropenem, Biapenem, 

Ertapenem ve Doripenem gibi daha kararlı karbapenemler geliĢtirilmiĢtir (54). 
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ġekil 8: Ġmipenem molekül yapısı 

1995 yılında imipenem benzeri geniĢ spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip 

meropenem, molekül yapısı ġekil 9‗da verilmiĢtir, tanımlanmıĢtır. Meropenem, 

nöbet yaratmamaya iliĢkin terapötik bir avantaja sahiptir, bu nedenle menenjit gibi 

merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarını tedavi etmek için bile kullanılabilmektedir. 

Meropenemdeki karbapenem kısmının 1-pozisyonundaki metil grubu onu yapısal 

olarak imipenemden farklı kılar, ayrıca renal DPH-1'e karĢı direnç sağlar (55).  

 

ġekil 9: Meropenem molekül yapısı 

Hem imipenem hem de meropenem, GSBL ve AmpC üreten klinik izolatların 

neden olduğu ciddi enfeksiyonları tedavi etmek için kullanılmaktadır. Ancak 

imipenem sıklıkla çocuklara ve MSS bozukluğu olan yetiĢkinlere uygulandığında 

nöbet riski olduğundan, bakteriyel menenjit tedavisinde kullanılmamıĢtır. 

Meropenem'in böyle bir sorunu yoktur; MSS hastaları tarafından iyi tolere edilir ve 

bakteriyel menenjit tedavisinde kullanılır. Ġmipenem ve Meropenem birlikte ciddi 

bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde etkili bir Ģekilde kullanılmıĢtır (56).   

Ertapenem, diğer karbapenem, özellikle GSBL enzimleri üreten bakterilerin 

neden olduğu toplum kaynaklı enfeksiyonların tedavisi için önerilmketedir. 
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Ertapenem molekül yapısı ġekil 10‗de verilmiĢtir, miks aerobik / anaerobik 

polimikrobiyal enfeksiyonları kontrol etmek için uygulanmaktadır (57). Doripenem 

1-β-metil karbapenem türevi olup, imipenem ve meropeneminkine benzer bir profile 

sahiptir, molekül yapısı ġekil 11‗de verilmiĢtir. Doripenem; meropenem gibi renal 

DPH-1 tarafından parçalanmaz, silastatin ile birlikte verilmesi gerekmemektedir ve 

intravenöz olarak uygulanır (58). 

 

ġekil 10: Ertapenem molekül yapısı 

 

ġekil 11: Doripenem molekül yapısı 

3.2.4.  Monobaktamlar 

Monobaktamlar ilk kez doğal yolla bakterilerden elde edilmiĢtir, ancak daha 

sonra sentetik olarakta üretilmiĢlerdir. Aztreonam, molekül yapısı ġekil 12‗de 

verilmiĢtir, tigemonam, nokardisin A ve tabtoksin sentetik monobaktamlar aerobik 

Gram-negatif bakterilere karĢı etkilidir. Monobaktamlar, β-laktamaz inhibitörleri 

olarak kullanılır ve genellikle daha az antibakteriyel özelliğe sahiptirler (54). 
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ġekil 12: Aztreonam molekül yapısı  

 

3.3. Antibiyotiklere KarĢı Direnç Mekanizmaları 

Bazı bakteriler bazı antibiyotiklere karĢı doğal olarak dirence sahiplerdir buna 

―intrinsik direnç‖ bazıları ise antibiyotiklere karĢı sonradan direnç kazanırlar buna da 

―kazanılmıĢ direnç‖ denilmektedir. 

3.3.1. Ġntrinsik direnç 

Hücre duvarı biyosentezini inhibe etmek için penisilin önce hücre duvarına 

yaklaĢmalıdır. Gram-pozitif bakterilerin hücre duvarı, ilacın ilk önce dıĢ zardan 

taĢınması gereken Gram-negatif bakterilerin hücre duvarından daha eriĢilebilirdir. 

Bununla birlikte, dıĢ zar, iç zar kadar seçici bir bariyer değildir. Makrolidler gibi 

hidrofobik antibiyotikler dıĢ zarın hidrofobik lipid iki tabakasından yayılabilirken, β-

laktamlar gibi küçük hidrofilik antibiyotikler dıĢ zarda bulunan porin kanallarından 

kolayca geçebilirler. Bununla birlikte, yüksek derecede seçici olmamakla birlikte, 

bazı bakterilerin dıĢ zar porları pozitif yükleri tercih ederken, diğer bazı bakterilerde 

negatif yükleri tercih edebilirler. Penisilinde, nötr vücut pH'ında pKa 7,0'dan az 

olduğu için karboksilat anyonu olarak bulunacak bir karboksil grubu vardır. E. 

coli'deki OmpC porin, katyonların taĢınması için bir tercihe sahiptir ve bu nedenle 

negatif yüklü β-laktamlar için, bir dıĢ zara sahip olmayan Gram-pozitif bakterilerden 

daha az eriĢilebilirdir. Diğer yandan gonokoklar penisiline karĢı daha duyarlıdır, 

çünkü diğer gram negatif bakterilerin aksine gonokokal porları anyonları tercih eder. 
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P. aeruginosa, membran β-laktamlara karĢı oldukça dirençlidir, çünkü dıĢ zarları 

enterik bakterilerde bulunan klasik porlardan yoksundur. Bütün bu durumlar intrinsik 

direnç olarak görülmektedir (47). 

3.3.2. KazanılmıĢ direnç 

Bakterilerin β -laktamlara karĢı direnç kazanmasının üç yolu vardır: (1) ilacın 

hücreye geçirgenliğini azaltarak, (2) ilaca bağlanma afinitesini azaltmak için hedef 

protein (PBP) içinde mutasyonlar geliĢtirerek ve (3) ilacı bozabilecek β-laktamaz 

enzimi için gen kazanımı (47). 

3.3.2.1. AzalmıĢ geçirgenlik 

Penisilinin sitoplazmik zarı geçmesi gerekmez, çünkü ilacın hedefi olan hücre 

duvarı sitoplazmik zarın dıĢında bulunur. Hücre duvarının kendisi geçirgenlik 

bariyeri olarak hareket etmez. Böylece ilacın hedefi olan transpeptidaz enzimine 

(penisilin bağlayıcı protein) gram pozitif bakterilerde kolayca eriĢilebilir. Bu 

nedenle, gram-pozitif bakteriler için, penisiline direnç, geçirgenliği azaltarak veya 

hücre içi birikimin önlenmesiyle meydana gelemez. Gram negatif bakterilerde dıĢ 

zar, ilaç için bir bariyer görevi görür. Ġlaç dıĢ zarda bulunan porlardan geçer. Por 

kanalları proteinler tarafından oluĢturulduğundan, protein dizisinde geliĢtirilen nokta 

mutasyonları kanalın boyutunu veya yükünü değiĢtirebilir ve böylece ilacın 

geçirgenliğini azaltabilir. 

3.3.2.2. PBP'lerde mutasyonlar 

Penisilinin hedefi, PBP olarak da bilinen transpeptidaz enzimidir. Antibiyotik 

direnci, ilacın hedefindeki hedefe zayıf bir Ģekilde bağlanacak Ģekilde bir 

değiĢiklikten kaynaklanabilir. Bu değiĢikliklerin birçoğu, hedef enzimleri kodlayan 

genlerde bir nokta mutasyonu sonucu ortaya çıktığı için, bu ilaçlara direnç, 106
 ile 

10
7
 hücrede 1 kadar spontan olarak ortaya çıkabilir. Devamlı seçim ile protein içinde 

birden fazla mutasyon olabilir ve bu da daha fazla direnç sağlar (59). 
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3.4.  Beta -laktam antibiyotiklere karĢı direnç mekanizmaları 

Antibiyotiklere sürekli maruziyetten dolayı zaman içerisinde bakteriler 

antibiyotiklere karĢı direnç geliĢtirdiler. Çoklu antibiyotiklere ve yatay gen 

transferine sürekli maruz kalma, ÇĠD bakteriyel izolatları ile sonuçlanmıĢtır. Bu ÇĠD 

suĢları β laktam antibiyotiklere genellikle dört temel mekanizma ile direnir: (a) 

PBPlerin aktif bölgelerindeki değiĢimler, (b) DıĢ Membran Proteinleri (OMP) 

ekspresyonunda azalma, (3) Efflux pompaları, (d) β-laktamaz enzimlerinin üretimi. 

Dört mekanizmanın hepsinden β-laktamaz enzimlerinin üretimi, klinik açıdan en 

yaygın ve önemli direnç mekanizmasıdır. Bu, β-laktamaz enzimlerinin üretiminden 

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

3.4.1. Beta-laktamazlar 

β laktamaz, kendisini β-laktam antibiyotiklerin ölümcül etkisinden korumak için 

bakteriler tarafından üretilen hidrolitik enzimlerdir. β-laktamaz spesifik olarak β-

laktam halkasını hedefler ve halkadaki bağı kırarak antibiyotiği inaktif hale getirir. 

Aktivite profillerine bağlı olarak, β-laktamazlar dört tipte gruplandırılmıĢtır: 

Penisilinazlar, penisilinleri etkisiz hale getirir, ancak sefalosporinler, aztreonam veya 

karbapenemleri etkili değildirler. Sefalosporinazlar sefalosporinleri ve 

aminopenisilinleri etkisiz hale getirir, ancak diğer penisilinler, aztreonam ve 

karbapenemleri etkilemez. GSBL, karbapenemler hariç tüm β-laktamları etkisiz hale 

getirir. Karbapenemazlar, diğer β-laktam antibiyotiklerinin yanı sıra karbapenemi de 

inaktive eder (41). 

β-laktamaz enzimlerini kategorize etmek için iki önemli sınıflandırma Ģeması 

daha vardır: biri, aktif bölgelerindeki amino asit sekansına dayanarak A ile D 

arasındaki enzimlerini sınıflandıran Ambler sınıflandırmasıdır. Bir diğeri, substrat ve 

inhibitör profiline göre 1 ile 4 arasındaki enzimleri gruplayan Bush-Jacoby-Medeiros 

sınıflandırmasıdır. Ambler sınıflandırması ayrıca β-laktamazları serin sınıf 

enzimlerine ve metallo-enzimlere bölen moleküler sınıflandırma olarak da bilinir. 

Serin sınıfı enzimleri, aktif bölgelerinde serin gerektiren A, C ve D sınıfı enzimleri 

içerir. Metallo enzimleri, substratlarını hidrolize etmek için aktif bölgelerinde en az 
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bir çinko iyonu gerektiren B sınıfı enzimlerdir. Jacoby sınıflandırması, enzimleri 

gruplamak amacıyla substrat ve inhibitör profillerini dikkate alan fonksiyonel 

sınıflandırma olarak da bilinir. 

β-laktamazlar çoğunlukla protein sekanslarına dayanarak, daha az sıklıkla 

fonksiyonel açıklama ile tarif edilir. Bu nedenle hem yapısal hem de fonksiyonel 

bilgiyi açıklayan bir dizi kriter aĢağıda tartıĢılmıĢtır, ancak burada fonksiyonel 

sınıflandırma ayrıntılı olarak açıklanmıĢ ve eĢdeğer moleküler sınıflandırması paralel 

olarak açıklanmıĢtır. Tablo 1‘de yapısal ve fonksiyonel sınıflandırmaları mümkün 

olduğunca yakından tanımlamaktadır. Fonksiyonel sınıflandırmalarda enzimler, β -

laktam antibiyotiklerini hidrolize etme yeteneklerine ve klavulanik asit, sulbaktam ve 

tazobaktam gibi β-laktamaz inhibitörlerine duyarlılıklarına göre gruplandırıldı. 

Fonksiyonel grupların her birinin açıklaması aĢağıdadır. 

3.4.1.1. Grup 1 Sefalosporinazlar 

Grup 1 enzimleri, birçok bakteri izolatının kromozomları üzerinde kodlanan 

moleküler sınıf C'ye ait sefalosporinazlardır. Bu grup enzimler Sefalosporinler, 

sefamisinler ve monobaktam özellikle aztreonama karĢı daha aktiftirler. Grup 1 

enzimler, Benzilpenisilini hidroliz edemezler ve genellikle klavulanik asit tarafından 

inhibe edilemezler. Ancak bazı enzimler istisnai olarak sefoksitin üzerinde aktivite 

göstermez, klavulanat veya tazobaktam tarafından inhibisyona uğrayabilirler. C. 

freundii, E. cloacae, S. marcescens ve P. aeruginosa gibi bazı bakteriler genellikle 

düĢük AmpC ekspresyonu gerçekleĢtirir, ancak amoksisilin, ampisilin, imipenem ve 

klavulanik aside maruz kalma durumunda hızla AmpC ekspresyonunu indüklerler. 

Plazmid aracılı grup 1 enzimleri arasında CMY, ACT, DHA, FOX, MIR ve diğerleri 

bulunur. Grup 1 enzimlerin bir varyantı olan 1e, seftazidim ve diğer oksiimino- β-

laktamlara karĢı daha çok aktiviye sahip olup bu varyant Extended-Spectrum AmpC 

(ESAC) β-laktamazlar olarak adalandırılır ve GC1, CMY-10, CMY-19, CMY-37 ve 

diğerlerini kapsar. 
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3.4.1.2. Grup 2 Serin β-laktamazlar 

Fonksiyonel grup 2 serin β-laktamaz moleküler sınıfları A ve D enzimleri içerir, 

bunlar esas olarak GSBL‘lerden oluĢan en büyük β-laktamaz grubudur. Alt grup 2a 

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

tarafından üretilen sınırlı hidrolitik aktivite spektrumuna sahiptir (52). 

Tablo 1: Beta-laktamazların sınıflandırılması 

Bush-Jacoby 

grup (2009) 

Bush-Jacoby-

Medeiros 

grup (1995) 

Ampler 

Sınıflandırması 
Substratlar Enzimler 

1 1 C Sefalosporinler 

E. coli AmpC, 

P99, ACT-1, 

CMY-2, FOX-

1, MIR-1 

1e NI C Sefalosporinler GC1, CMY-37 

2a 2a A Penisillinler PC1 

2b 2b A 

Penisilinler, ilk 

kuĢak 

sefalsoporinler 

TEM-1, TEM-

2, SHV-1 

2be 2be A 

GeniĢ spektrumlu 

sefalosporinler, 

monobaktamlar 

TEM-3, SHV-2, 

CTX-M- 15, 

PER-1, VEB-1 

2br 2br A Penisilinler 
TEM-30, SHV-

10 

2ber NI A 

GeniĢ spektrumlu 

sefalosporinler, 

monobaktamlar 

TEM-50 

2c 2c A Karbenisilin PSE-1, CARB-3 

2ce NI A 
Karbenisilin, 

sefepim 
RTG-4 
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Bu enzimler, benzilpenisilin ve diğer birçok penisilin türevlerini hidrolize 

ettiklerinden, ancak sefalosporinlere, karbapenemlere veya monobaktamlara karĢı 

çok az veya daha az aktivite gösterdikleri için penisilinaz olarak da adlandırılır. Bu 

enzimlerin çoğu klavulanik asit ve tazobaktam tarafından inhibe edilir ve 

kromozomal olarak kodlanır, ancak bazı stafilokokal penisilinazlar plazmidlerde 

kodlanır. 

Alt grup 2b β-laktamazların hidrolize penisilinlerin yanı sıra, sefaloridin ve 

sefalotin gibi ilk kuĢak sefalosporinleri kolayca hidrolize ederler. Ayrıca, bu 

enzimler klavulanik asit ve tazobaktam tarafından kuvvetle inhibe edilir. Bunlar, 

1970'lerde ve 1980'lerin baĢında tanımlanan plazmid aracılı β -laktamaz TEM-1, 

TEM-2 ve SHV-1 enzimlerini içerir (61). Alt grup 2be çoğunlukla sefotaksim, 

seftazidim ve aztreonam gibi bir veya daha fazla oksimino- β -laktamları hidrolize 

eden GSBL'ler içerir. Ayrıca, alt grup 2b β-laktamazların penisilinlerine ve 

sefalosporinlerine karĢı aktivitelerini de korurlar. Alt grup 2be üyelerinin çoğu 

silinmiĢ veya alt tabaka spektrumlarını geniĢleten TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 varyantı 

eklenmiĢtir. CTX-M enzimleri adı olarak sefotaksimi hidrolize eder ve tazobaktam 

tarafından 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 edilmiĢtir. Genel alt grupta, enzimler klavulanik asit tarafından 

inhibisyona duyarlıdır (63). 

3.4.1.3. Beta-laktamaz inhibitörleri 

β-laktam antibiyotikleri çeĢitli bakteriyel enfeksiyonları tedavi etmek için 

kullanılır ve Ģimdiye kadar sayısız hayat kurtarmıĢtır. β-laktam antibiyotiklerle β-

laktamaz inhibitörleri kombinasyonları, β-laktamaz üreten bakteri izolatlarının neden 

olduğu enfeksiyonları kontrol altında tutmak için kullanılır. Bu inhibitörler, yapısal 

olarak β-laktam antibiyotiklere benzer olsa da tek baĢına uygulandığında zayıf 

antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Ġlginç bir Ģekilde, β-laktam antibiyotiklerle birlikte, 

β-laktamazlara geri dönüĢümsüz bir Ģekilde bağlanır ve β-laktam antibiyotiklerin 

aktivitesini geri kazandırırlar. Ġnhibitörler, β-laktamaz enzimine bağlanarak aktif 

antibiyotiği inaktivasyondan korur. Halihazırda mevcut olan β laktamaz inhibitörleri 



 

28 

 

GSBL ve Sınıf C β laktamazlara karĢı aktif olmasına rağmen, karbapenemaz 

enzimlerini kontrol etmek için etkili inhibitörler henüz tanımlanmamıĢtır (63). 

Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam ve avibaktam, metallo-β-laktamazları 

değil, sadece serin β-laktamazları inhibe eder. Bugüne kadar metallo-β-laktamazların 

bilinen bir klinik inhibitörü yoktur. Bununla birlikte, birkaç metallo-β-laktamaz 

inhibitörü araĢtırılmaktadır. Bacteroides fragilis'deki karbapenem direnci, 

antibiyotiği hidrolize eden bir metallo-β-laktamaz salgılanmasından kaynaklanır. 

Bifenil tetrazoller, enzim yapısının taranması ve moleküler modellenmesi yoluyla 

tanımlanan metallo-beta-laktamazın kompetitif güçlü inhibitörlerinin yapısal bir 

sınıfıdır. BileĢiğin, metallo-β-laktamazı in vitro olarak inhibe ettiği ve imipenem-

dirençli B. fragilis'in dirençli olanların duyarlıya dönüĢtürdüğü gösterilmiĢtir (63). 

 

3.4.2. GeniĢletilmiĢ-Spektrumlu β-Laktamazlar (GSBL) 

GSBL'ler β-laktamazlardır, çoğu β-laktam antibiyotiklere direnç sağlayan ancak 

klavulanik asit tarafından inhibe edilen enzimlerdir. Bu enzimler sefalosporinler, 

penisilinler ve sefamisinler gibi üçüncü nesil antibiyotikleri hidrolize edebilir, ancak 

karbapenemleri edemezler. Tanımlanan ilk GSBL enzimi, 1960'ların baĢında TEM-

1‘dir. Tanımlanmasından birkaç yıl sonra, birçok farklı cinsde yaygın olarak 

bulundu. Bu yeni GSBL enzimi ile mücadele etmek için seftazidim ve sefotaksim 

gibi geniĢletilmiĢ spektrumlu sefalosporinler geliĢtirilmiĢtir. Buna karĢılık, son 

derece geliĢmiĢ geniĢletilmiĢ spektrum dirençli TEM ve yeni GSBL enzimleri (SHV, 

OXA ve CTX-M) bakteriler tarafından üretildi. GeniĢletilmiĢ spektrumlu 

sefalosporine direnen bakteriler tarafından üretilen bu enzim grubu bütün olarak 

GSBL enzimleri olarak adlandırıldı (63). 

3.5. Karbapenemler 

3.5.1. Karbapenem Antimikrobiyalleri 

Karbapenemler, GSBL üreten bakterilerin neden olduğu ciddi enfeksiyonlarda 

etkinliği kanıtlanmıĢ bakterisidal β-laktam antimikrobiyallerdir. Enterobacteriaceae 

grubunda sefalosporinlere karĢı artan direnç sonucunda tüm dünyada kullanılan 
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imipenem, meropenem, doripenem, ertapenem, panipenem ve biapenem gibi 

karbapenem antimikrobiyalleri vardır (41). 

3.5.2. Karbapenemlerin Etki Mekanizması ve Yapı-Etki ĠliĢkileri 

Karbapenemler, yapısal olarak penisilinler ile iliĢkili olan β-laktam 

antimikrobiyal ailesinin potent üyeleridir. Karbapenemlerin etkisi öncelikle bakteri 

hücre duvarına penetrasyon ve ardından PBP'ler olarak bilinen enzimlere bağlanarak 

baĢlar(64, 65). PBP'lerin ana inhibe edici serisi, la, lb, 2 ve 3'tür ve sonuçta meydana 

gelen ölümcül etki, hücre duvarı içinde bakterilerin öldürülmesine yol açan bir 

otolitik enzim inhibitörünün inaktivasyonudur (60, 66). Daha önce yapılan bir 

çalıĢmada PBP2 ve PBP3 inhibisyonunun Gram-negatif basilllerde sferik hücreler ve 

filamentöz yapılar oluĢturduğu bildirilmiĢtir (67). 

Mevcut anlayıĢ, bakteri hücre duvarı sentezi sırasında karbapenemlerin ana 

enzim hedefi olarak transpeptidaz inhibisyonunu tarif etmektedir. Transpeptidasyon 

boyunca, karboksipeptidaz ve transpeptidaz enzimlerinden oluĢan PBP'ler tarafından 

bir kovalent bağ oluĢur, karbapenemler peptidoglikan biyosentezi sırasında peptit 

çapraz bağlama aktivitelerini önler. Letal etkilerin, bakteri hücresindeki otolitik etki 

ile hücre ölümüne yol açtığı düĢünülmektedir (68). Hücre duvarının canlılığı; PBP'ler 

bastırıldığında etkilenir, glikan iskeleti otoliz nedeniyle zayıflar ve hücre Gram-

negatif bakterilerde ozmotik basınçla yok edilir (69). 

Genel olarak karbapenemler konsantrasyondan bağımsız letal etkisi nedeniyle 

invaziv veya yaĢamı tehdit eden enfeksiyonların tedavisinde diğer antimikrobiyallere 

göre daha çok tercih edilir (70, 71). Bunlar Gram-pozitif, Gram-negatif bakterilere ve 

anaeroblar da dahil olmak üzere etki ederek geniĢ spektrumlu bir aktivite gösterirler. 

Özellikle meropenem, doripenem, panipenem ve ertapenem gibi pirolidin türevleri 

olan karbapenemler siklikamin türleri arasında daha geniĢ bir aktivite spektrumuna 

sahiptirler. Ġstisnai olarak, siklikamin grubunda da biapenem olan panipenem, Gram-

negatif bakteri suĢlarına karĢı marjinal etkinliğe sahiptir. Ġmipenem / silastatin ve 

meropenem; komplike karın içi enfeksiyonlar, cilt ve cilt yapısı enfeksiyonları, 

toplum kökenli pnömoni, nozokomiyal pnömoni, komplike idrar yolu enfeksiyonları, 

menenjit (sadece meropenem) ve febril nötropeni gibi çeĢitli enfeksiyonların 
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tedavisinde etkinliğini ortaya koyan karĢılaĢtırmalı klinik çalıĢmalarda incelenmiĢtir 

(65). 

Karbapenemler arasında kıyaslama yapılırssa doripenem, çoğu β -laktamazın 

hidrolizine karĢı oldukça kararlıdır (72, 73), ve aynı zamanda, A. baumannii ve P. 

aeruginosa için daha düĢük MĠK değerlerine sahip olduğu bildirilmektedir (74, 75). 

Bulgular, doripenemin imipeneme göre daha az duyarlı ve karbapenemaz 

hidrolizinde (2 ile 150 kat) de çok daha yavaĢ olduğunu göstermektedir (76). P. 

aeruginosa'ya karĢı ertapenem etkinliği, meropenem veya imipenem ile 

karĢılaĢtırıldığında nispeten kısıtlıdır. ÇalıĢmalar ayrıca A. baumannii'nin 

meropeneme kıyasla imipenem veya doripeneme karĢı duyarlılığının arttığını 

doğrulamaktadır (77). 

3.5.3. Karbapenem Kullanımı ve Yan Etkileri 

Direnç mekanizması olarak karbapenemazlar, hasta sonuçlarındaki baĢarıları 

arttırmak için karbapenemlerin kombinasyon tedavisinde etkili kullanımı bağlamında 

gözden geçirilmiĢtir (78). Bakteri tarafından üretilen birçok enzim β-laktam 

antimikrobiyallerini degradasyona uğratır. Bu enzimler β-laktamazlar olarak 

bilinmektedir. Ancak, β-laktamaz inhibitörleri ile beraber kombine edilen 

karbapenem ajanlarının bakteri tarafından degrade edilmesi zor bulunmuĢtur. Bu 

Ģekilde ilk kullanılan imipenem, silastatin ile kombine edilmiĢtir. Silastatin 

imipenemin renal metabolizmasını önleyerek yarı ömrünü uzatmaktadır (79). 

Ġmipenem, meropenem ve doripenem in vivo yarılanma ömürleri yaklaĢık 1 saat, 

ertapenem yarılanma ömürleri yaklaĢık 4 saat olup, günde bir kez uygulama için 

uygundur. Ġmipenem, diğer karbapenemlerle karĢılaĢtırıldığında doza bağımlı 

gastrointestinal yan etkileri nedeniyle dikkat çekmektedir (65). Ertapenem, 

Pseudomonas türlerine ve diğer non-fermentatif Gram negatif bakterilere karĢı en 

düĢük aktiviteye sahip karbapenemdir. ġu anda klinikte karbapenemlerin farklı 

türleri (doripenem, imipenem ve meropenem) antipsödomonal ajan olarak 

kullanılmaktadır. Ertapenem, imipenem ve meropenem oral yoldan emilimi çok azdır 

ve parenteral uygulama ile etkinlik sağlanır. Son zamanlarda karbapenemler arasında 

ciddi enfeksiyonların tedavisi için doripenem önem taĢımaktadır (71, 80). 
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Karbapenemler, sarılık ile hepatotoksisiteye yol açan hepatik metabolizma 

etkilerine sahiptir, ancak nadir görülen bir tıbbi durumdur (65). Çoğu karbapenem, 

böbrek tübüllerinde bulunan dehidropeptidaz-1 (DHP-1) enzimi tarafından 

bozunurlar ve bundan dolayı silastatin gibi bir DHP-1 inhibitörü ile birlikte verilmesi 

gerekir. Doripenem ve ertapenem de dahil olmak üzere karbapenem ajanlarının 

sonradan eklenen türevleri Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlara karĢı stabil 

olduklarından β-laktamaz inhibitörlerine gereksinim bulunmamaktadır. Bu bileĢikler 

PBP' ye bağlanmalarda farklılık gösterir, böylece farklı türlere karĢı aktivite 

farklılıkları gösterirler. Bu, PBP3'ü ve fırsatçı patojen P. aeruginosa'yı inhibe edenler 

spesifik bir örnek olarak görülebilir. 

3.5.4. Karbapenem Direnci 

Karbapenem Dirençli Enterobacteriaceae (KRE) enfeksiyonları, tüm dünyada 

artan bir endiĢe olarak ortaya çıkmaktadır (81, 82). Karbapenem ajanları çok etkili 

antimikrobiyallerdir ve hastanelerde intravenöz olarak uygulanır, alerjik çapraz 

reaksiyon çok az veya hiçtir (83). Her karbapenem ajanının kendi iĢlevi vardır, bu da 

seçimini ciddi enfeksiyonlar için klinik uygulamada spesifik ve hassas kılar (84).  

3.5.4.1. Gram Negatif Basillerde Ġntrinsik Direnç 

Karbapenemlere direnç geliĢimi, intrinsik veya sonradan kazanılmıĢ direnç 

mekanizmalarından veya her ikisinden kaynaklanıyor olabilir. Hem kommensal hem 

de patojenler olmak üzere çok sayıda bakteri doğal olarak bazı antimikrobiyal ajan 

sınıflarına dirençli olma eğilimindedir. Ġntrinsik direnç olarak adlandırılan bu 

duyarsızlık tedavi sırasında ilaç seçimlerini komplike hale getirir veya kısıtlar. Bu da 

sonradan kazanılmıĢ direncin artmasına da neden olabilir. Örneğin, Gram 

negatiflerde, hücre zarı porin kanallarını seçici olarak değiĢtirerek β-laktam 

ilaçlarının alımını azaltır. DıĢ zar geçirgenliğinin bu Ģekilde azaltılması β-laktamların 

hedeflerine ulaĢmasını önler. 

3.5.4.2. Gram-Negatif Basillerde KazanılmıĢ Direnç 

Bakteriler, enzimatik inaktivasyon, hedef bölge mutasyonu ve efflux pompaları 

dahil olmak üzere birçok direnç mekanizması kazanmıĢtır. Bunlardan, inaktive edici 
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enzimlerin geliĢimi ve ortaya çıkıĢı β-laktam antibiyotiklerinin kliniklere giriĢinin 

ardından tespit edilmiĢtir. Zamanla β-laktam hidrolize edici enzimler, penisilinazlarla 

baĢlayan aktivite spektrumlarını, ardından sefalosporinazlar, daha sonra GSBL‘ler ve 

en son olarak MBL‘lar ve diğer karbapenemazlar olarak geniĢletti. MBL‘lar, ÇĠD 

Gram negatif basillerin tedavisi için kullanılan karbapenemlerin (çoğunlukla son çare 

ilaçları olarak kabul edilir) faydasını büyük ölçüde etkilemiĢtir (52). 

Enterobacteriaceae'de bulunan kazanılmıĢ karbapenemazların çoğu plazmid 

aracılıdır ve bakteri izolatları arasında yayılmalarının birkaç yolu vardır. Ek olarak , 

son zamanlarda gözlemlenen karbapenem direncine neden olan baĢka önemli 

mekanizmalar da vardır. Ġlk olarak, hidrolize dirençli olan karbapenemler, GSBL 

enzimleri ile kombinasyon halinde plazmid AmpC'lerin varlığında yok edilebilir ve 

Gram negatif bakterileri karbapenem ajanlarına karĢı duyarsız hale getirir (85). 

GSBL genleri mikroorganizmalar arasında transfer potansiyeline sahiptir. Buna 

karĢılık, porinleri mutasyona uğramıĢ veya ekspresyonları modüle edilmiĢ olan bu 

suĢlar tipik olarak mobilizasyon potansiyeline sahip değildir, ancak hastanelerde 

lokal olarak çoğalırlar. Bu tip mekanizma Klebsiella, Enterobacter türleri ve E. coli 

ve diğer cinslerde bulunabilir. Karbapenemler arasında ertapenem en kötü 

etkilenendir; izolatlar diğer karbapenemlere duyarlı olmaya devam edebilir. Çoğu 

durumda, ertapeneme duyarlılığın azalması büyük ölçüde AmpC / GSBL varlığının 

derecesine ve porinlerin defektlerine bağlıdır. Efflux pompalarının aĢırı ekspresyonu 

ve OprD porin kaybı, özellikle imipenem olmak üzere P. aeruginosa'da karbapenem 

direncinin en yaygın mekanizmasıdır. Diğer β-laktamlar bu mekanizmadan 

etkilenebilir. P. aeruginosa‘da imipeneme kıyasla meropenem kullanıldığında efflux 

pompalarının aĢırı ekspresyonu gerçekleĢir. Hem kommensal hem de patojen 

bakterilerin amfipatik veya lipofilik maddeleri hücre içine ve dıĢına almak için 

kullandıkları efflux pompaları farklı mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalar, 

imipenem ajanına karĢı E. aerogenes ve Klebsiella türleri gibi mikroorganizmalarda 

da belirtilmiĢtir (86). 

Genel olarak Gram negatif bakteriler hücre duvarı farklılıkları, azalmıĢ dıĢ zar 

geçirgenliği, efflux pompları ve çeĢitli geniĢletilmiĢ spektrumlu β-laktamazların 

(örneğin GSBL ve/veya AmpC sefalosporinaz) varlığı nedeniyle Gram pozitif 
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bakterilere kıyasla birçok antimikrobiyal ve kemoterapötik ajana karĢı daha 

dirençlidirler. Bu direnç, geniĢ spesifisiteli ilaç-efflux pompaların varlığına 

dayandırılabilir (87, 88). β-laktam direnci ile iliĢkili yapısal proteinler β-laktamazlar, 

PBPler ve efflux pompa sistemleri de dahil olmak üzere alt gruplara ayrılmaktadır. 

Poole ve ark. tarafından kapsamlı bir Ģekilde gözden geçirilen ilaç-efflux pompa 

sistemlerinin yapılarından biri de MexAB-OprM‘dir (89). Bu üç komponentli bir 

pompa; iç RND transporter pompası MexB, dıĢ membran porini OprM ve çözünü 

periplazmik MexA β-laktamlar ve β-laktamaz inhibitörleri (örneğin klavulanik asit) 

gibi birçok sayıda antimikrobiyale karĢı çok güçlü etki gösterirler. Bu 3 yollu efflux 

pompasının ve yapısal özelliklerinin anlaĢılması Eswaran ve ark. tarafından 

derlenmiĢtir ve örnek olarak E. coli kullanarak her bir komponent incelenmiĢtir (90); 

iç membran pompası ve dıĢ membran porin bileĢenleri AcrB ve TolC sırasıyla 3.5 ve 

2.1 Å rezolüsyon, P. aeruginosa‘dan MexA periplazmik bileĢenin yapısı 3.5 Å‘dur.  

Üçüncü olarak, Acinetobacter izolatlarında spesifik efflux pompası sistemlerine 

ek olarak porin kaybı karıĢımı gibi karbapenemaza özgü olmayan mekanizmalar 

bildirilmiĢtir. Oksasilin hidrolize edici (OXA) karbapenemazlar için yokluklarından 

daha zayıf tespit seviyeleri bulunmuĢtur (91). 

Karbapenemazlar ÇĠD klinik izolatları tarafından üretilen geniĢletilmiĢ 

spektrumlu β-laktamazlardır ve karbapenemler dahil olmak üzere tüm beta laktam 

antibiyotiklerin tümünü hidrolize eder. BaĢlangıçta, karbapenemazlar tespit 

edildiğinde, türe özgü, kromozomal kodlanmıĢ β-laktamazlar oldukları 

düĢünülmüĢtür. Plazmid kodlu karbapenemaz belirlendikten kısa bir süre sonra, bu 

genlerin yayılması konusundaki tüm perspektif değiĢmiĢtir. 

Karbapenemazlar, aktif bölge kompozisyonlarına göre üç tipte sınıflandırılabilir. 

Ġlk olarak, K. pneumoniae Karbapenemazları (KPC) ve aktif bölgelerinde serin 

amino asiti olan ve genellikle fenil boronik asit (PBA) tarafından inhibe edilen diğer 

enzimleri içeren A sınıfı enzimlerdir (91).  
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Ġkinci olarak, New Delhi Metallo β laktamazları (NDM) ve aktif bölgelerinde en 

az bir çinko molekülüne sahip olan ve etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) 

tarafından etkili bir Ģekilde inhibe edilen diğer enzimleri içeren B sınıfı enzimlerdir. 

Son olarak, Oksasilinaz (OXA) enzimi içeren D sınıfı enzimler aktif 

bölgelerinde serin bulundurur, ancak PBA veya EDTA tarafından inhibe edilmezler 

(92, 93). 

3.5.4.3. Karbapenemaz Enzimlerinin Moleküler Sınıflandırılması 

Enterobacteriaceae'de Ambler sınıflarına göre A, B ve D β -laktamazlar olmak 

üzere üç β-laktamaz sınıfına ait çok çeĢitli karbapenemazlar tanımlanmıĢtır: Bu 

sınıflar, nozokomiyal patojenler arasında en büyük klinik öneme sahiptir. Sınıf A, B 

ve D β-laktamazlaırın hepsi aktif bölgelerinde bir serin kalıntısını paylaĢırlar. 

Dördüncü sınıfın (Ambler Sınıf C) klinik rolü bilinmemesine rağmen 

karbapenemlere karĢı geniĢ aktiviteye sahiptir (94, 95). 

Sınıf A Karbapenemazlar 

Bu sınıfta birçok enzim tanımlanmaktadır. NmcA (not metalloenzyme 

carbapenemase A), SME (Serratia marcescens enzyme), IMI-1 (Imipenem-

hydrolysing- β lactamase), SFC-1 (Serratia fonticola carbapenemase-1) kromozomal 

olarak kodlanırlar. KPC (KPC-2-KPC-13), IMI (IMI-1-IMI-3), GES (Guiana 

extended spectrum) türevleri (GES-1-GES-20) plazmid aracılı olarak kodlananlar 

arasındadır. 

Ama hepsi de aktif olarak karbapenemleri hidrolize ederler ve kısmi olarak 

klavulanik asit tarafından inhibe edilirler (82, 85). Bunlardan, KPC‘ ler en yaygın 

olanıdır ve keĢfinden birkaç yıl sonra, dünya çapında yayılmıĢtır ve birçok Asya, 

Kuzey Amerika ve Avrupa ülkesinde ve Afrika'da salgınlara neden olmuĢtur. KPC 

üreticileri, β-laktamlara karĢı ÇĠD olarak evrilmiĢtir, böylece hastalarda KPC ile 

iliĢkili enfeksiyonların tedavisi için terapötik seçenekleri sınırlanmıĢtır (96). Perez ve 

ark. tarafından yapılan derleme çalıĢmada KPC genlerinin Ģu an küresel olarak 
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mevcut 12 blaKPC varyantının olduğunu belirtmiĢlerdir (6). Bir çalıĢmada sınırlı 

terapötik seçeneklerin olduğu gösterilmektedir. 

Farklı ülkelerden KPC üreten izolatlar kıyaslandığında plazmidlerin büyüklüğü, 

sayısı ve yapısındaki faklılıklar ve ilave β-laktamaz içerikleri multi-lokus 

bölgelerinde farklılara neden olup farklı KPC direnç klonların tüm dünyada yayılımı 

olduğunu göstermektedir. Bununla birlikte, blaKPC genlerinde tek bir genetik 

element (transpozon Tn4401) bulunmuĢtur (81).   

Sınıf B Karbapenemazlar 

Bu enzimler esas olarak karbapenemleri hidrolize etme yeteneğine sahip β-

laktamaz sınıfındadır ancak Zn2+ ve diğer divalan katyonların Ģelatörü olan EDTA 

inhibisyonuna duyarlıdırlar. Hidroliz mekanizması β -laktam ilaçların enzimin aktif 

bölgesindeki çinko iyonlarıyla etkileĢimine bağlıdır. En yaygın metallo- β -laktamaz 

aileleri içinde NDM-1 (New Delhi metallo-β-lactamase-1), IMP (Imipenem-resistant 

Pseudomonas) tipi karbapenemazlar, VIM (Verona integron-encoded metallo-β -

laktamase), GIM (German imipenemase) ve SIM (Seoul imipenemase). Bu enzimleri 

kodlayan genler genellikle çeĢitli integron yapıları içinde bulunur ve gen kasetlerine 

dahil edilir (94, 97). 

NDM karbapenemler dahil hemen hemen tüm β-laktam antibiyotiklerini etkili 

bir Ģekilde hidrolize eder. NDM'ler ilk olarak Asya ülkelerinde tanımlanan ancak 

daha sonra Avrupa ülkelerinde ve dünyanın diğer bölgelerinde bulunan güçlü B 

Sınıfı karbapenemazlardır. 2010 yılının ortalarında blaNDM geni, toplum kaynaklı 

bakteriler tarafından alınmıĢ ve dünya çapında seyahat eden turistler aracılığıyla 

Avrupa ve ABD de dahil olmak üzere diğer ülkelere de ulaĢmıĢtır, aynı suĢlar 

Hindistan'daki çevresel örneklerde de bulunmuĢtur(98, 99). En azından, bu grupta 8 

varyant tanımlanmıĢtır (100, 101).  

Ayrıca, blaNDM geni baĢlangıçta E. coli ve Klebsiella sp'de görülmüĢtür, ancak 

daha sonra Acinetobacter sp. dahil diğer enterobakteriyel ve enterobakteriyel 

olmayan türlerde de rapor edilmiĢtir. Ayrıca blaNDM geni çoğunlukla bir plazmidde, 

Ġnsersiyon Sekansları (IS) ve / veya Transpozonları (Tn) içeren eĢsiz bir genetik 
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konumda bulunmatadır. Ek olarak, blaNDM geninin genetik bağlamının analizi, iki 

ISAba125 kopyasına sahip olan Transpozon Tn125'in blaNDM geninin 

yayılmasından sorumlu olabileceği hipotezine yol açmıĢtır. ISAba125 insersiyon 

sekansı Acinetobacter sp'ye özgü olduğundan, blaNDM geninin A. baumannii 

kromozomundan kaynaklandığı varsayılmaktadır (102). 

ġu ana kadar, 18 çeĢit IMP tipi karbapenemaz tanımlanmıĢtır. Ġlk 1990‘larda 

Japon‘yada fark edilmiĢtir. Bu enzimlerin büyük bir çoğunluğu Acinetobacter ve 

Pseudomonas türlerinde olmasının yanı sıra Enterobacteriaceae ailesinde de 

incelenmiĢtir. IMP genleri 1997'de Avrupa'dan ilk rapor edildikten sonra Brezilya ve 

Kanada'da da bulunmuĢtur. Bu gen tipleri, Uzak Doğu'daki diğer ülkelere ve daha 

sonra ABD ve Avustralya'ya yavaĢça yayılmıĢtır (94). 

VIM genlerine Enterobacteriaceae'de nadiren rastlanmıĢtır, ancak en yaygın 

olarak P. aeruginosa ve P. putida'da görülmüĢtür. Ġlk olarak 1997'de Verona, 

Ġtalya'da izole edilmiĢ ve ağırlıklı olarak integron aracılı metallo-β-laktamazlar 

olarak tanımlanmıĢtır. VIM ailesi 14 üyeden oluĢmaktadır. VIM ve IMP aileleri, 

hangi plazmidleri taĢıdıkları ve integron ile iliĢkili oldukları açısından bazı 

benzerliklere sahiptir. VIM ailesi, iki aile arasında %10'a kadar, IMP için %15'e ve 

%70'e kadar amino asit dizisi çeĢitliliğine sahiptir. Hem VIM hem de IMP 

monobaktamlar hariç bütün β -laktamları hidrolize ederler ve bütün β -laktam 

inhibitörlerine duyarlıdırlar (59). 

Sınıf D Karbapenemazlar 

Bu enzimler EDTA veya klavulanik asit tarafından zayıf bir Ģekilde inhibe 

edilen serin-β-laktamazlardır. Bu karbapenemazlar OXA enzim tipindedir ve 

karbapenemlere karĢı zayıf bir aktiviteye sahiptir. Enzimler, öncelikle A. baumannii, 

P. aeruginosa gibi non-fermenter mikroorganizmalarda ve de Enterobacteriaceae 

ailesinin izolatlarında bulunmaktadır.  

Karbapenemaz aktiviteli OXA β-laktamaz ilk kez Paton ve ark. tarafından 

tanımlanmıĢtır (103), ve bu enzim Edinburg, ĠĢkoçya‘da bir hastadan 1985 yılında 

ÇĠD A. baumannii izolatından saflaĢtırılmıĢtır. OXA karbapenemazlar ile ilgili en 
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büyük endiĢe, hızla mutasyona uğramaları ve aktivite spektrumlarını geniĢletme 

kabiliyetleridir. Mathers ve ark. Enterobacteriaceae ailesi arasında Sınıf D 

Karbapenemazların sık sık tespit edildiğini ve bunu dünya çapında bir tehdit ve 

büyük bir halk sağlığı sorunu haline geldiğini bildirmiĢtir (104).  

2001 yılında, ilk kez Türkiye'de K. pneumoniae'de OXA-48 adında yeni bir 

karbapenem hidrolize edici D sınıfı β-laktamaz tespit edilmiĢtir. OXA-48 β-

laktamaz, penisilinler, sefalotin ve imipenem içeren ve daha az ölçüde sefotaksim, 

seftazidim, sefepim içeren dar spektrumlu bir hidroliz profiline sahipti. OXA-48, 

penisilinler ve imipenemi hidrolize eder, ancak geniĢ spektrumlu sefalosporinler ve 

aminoglikozidlere etki edemezler(75, 105). ġu an, OXA-48 K. pneumoniae 

izolatlarında Türkiye, Orta Doğu, Kuzey Afrika ve Avrupa'da en yaygın olan 

karbapenemazdır(106). OXA-48 tipi üreticiler, GSBL'lerle nokta mutant analogları 

nedeniyle tanımlanması en zor karbapenemaz üreticileri arasındadır; bu nedenle, 

gerçek yaygınlık oranlarını tahmin etmek zordur (82, 94). 

Nozokomiyal olmayan OXA-24 tipi çevresel Acinetobacter türlerinde 

bulunurken, küresel olarak ortaya çıkan OXA-23 tipinin yayılması ABD ve 

Avrupa'da daha fazla görülmektedir. OXA-58 grubu, çeĢitli salgınlarda dünya 

üzerinde önemli ölçüde tanımlanmıĢtır (107). blaOXA-51, blaOXA-23, blaOXA-24 

and blaOXA-58 ÇĠD Acinetobacter‘lerde  nozokomiyal salgınlarında  sıklıkla 

bildirilmiĢtir. A. baumannii‘lerdeki imipenem direncinden blaOXA-51 ve blaOXA-

23 genlerinin esas olarak sorumlu olduğu düĢünülmektedir (108) 

3.5.5. Karbapenemaz Tespit Yöntemleri 

Karbapenemaz üreten klinik izolatların saptanması fenotipik ya da genotipik 

yöntemlerr kullanılarak gerçekleĢtirilebilir. Fenotipik deneyler genellikle 

karbapenemaz enziminin varlığını tespit ederken, genotipik deneyler karbapenemaz 

geninin varlığını tespit eder. Karbapenemaz üreten bakteri izolatlarını tanımlamak 

için çok sayıda test olmasına rağmen, burada çoğu klinik mikrobiyoloji laboratuvarı 

tarafından sıklıkla kullanılan iyi belirlenmiĢ yöntemler tartıĢılmaktadır. 
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3.5.5.1. Fenotipik Yöntemler 

Daha önce de belirtildiği gibi, tüm fenotipik deneyler karbapenemaz 

enzimlerinin varlığını tespit eder, ancak her tekniğin kendine özgü bir tespit yöntemi 

vardır. Metodolojideki fark, birkaç deneyi kolaylaĢtırırken diğerleri karmaĢıktır. 

Ayrıca, deneyin maliyeti ve zaman gereksinimi, bunun yanında testin duyarlılığı ve 

özgüllüğü, testin kalitesini belirler. 

Modifiye Hodge Test (MHT) 

MHT normal klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında bile yapılabilir ve 

EUCAST ve CLSI tarafından önerilmektedir (109). MHT‘inde karbapenemaz enzimi 

ürettiğinden Ģüphelenilen bakteri izolatları (test suĢu) ve kalite kontrol suĢu E. coli 

ATCC 25922 aynı plak üzerinde büyümesine izin verildiğinde karakteristik bir desen 

oluĢtururlar. E. coli ATCC 25922 karbapenemaz enzimi üretmez ve karbapenem 

diskine duyarlıdır. Bu nedenle, test suĢu karbapenemaz enzimleri ürettiğinde, 

karbapenem diski merkezde tutulduğu için kalite kontrol suĢunun test suĢu çizgisine 

doğru büyümesine izin verir. Bu, inkübasyondan sonra karakteristik bir yonca 

yaprağı benzeri çentik ile sonuçlanır. 

Antimikrobiyaller ve Ġnhibitörler Mikrobiyolojik Testi (AIM) 

MHT‘ye benzer, AIM yönteminde de karbapenemaz üreten bakteri izolatlarını 

tespit etmek için kontrol suĢu kullanılır. MHA plakları gece boyunca kontrol suĢu E. 

coli ATCC 25922 ile inoküle edilir. Merkezde, imipenem diski (10 μg) tutulur ve 

bunun çevresinde, test suĢundan 20μl free-cell ekstrakt içeren dört steril disk tutulur. 

37°C'de bir gece inkübasyondan sonra, kontrol suĢu E. coli'nin farklı diskler 

etrafındaki büyümesi analiz edilir. Test suĢunun ekstraktını içeren disk çevresinde 

kontrol suĢu büyümesinin mevcudiyeti karbapenemaz üreten suĢlar olarak kabul 

edilir. 

Kromojenik Tarama Besiyeri 

Karbapenemaz üreten Enterobacteriacae varlığını taramak için birkaç 

kromojenik besiyeri kullanılır. Kromojenik besiyeri, türe özgü enzimler için substrat 
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görevi gören moleküller olan kromojenler içerir. Bu agarlar üzerinde bakteri 

büyümesi oldukça, Enterobacteriaceae türüne spesifik renk kolonileri üretilir. Bu, 

özellikle bakteri türlerini tanımlamak için kullanılabilir. Bu besiyeri ile birlikte, 

karbapeneme dirençli suĢların selektif olarak büyümesini sağlayan selektif 

antibiyotikler ve bakteri türlerinin net bir Ģekilde tanımlanmasına yardımcı olan 

kromojenik substratlar eklenmiĢtir. Brilliance CRE, ColorexKPC, chromĠD GSBL ve 

chromĠD Carba ticari olarak mevcut besiyerleri için birkaç örnektir (110). 

Disk Ġnhibisyon Sinerji Testi 

Sinerji testi, sınıfa özgü inhibitör tarafından karbapenemaz enziminin in vitro 

inhibisyonu prensibine dayanarak çalıĢır. A sınıfı karbapenemaz enzimleri, PBA 

kullanılarak inhibe edilir. B Sınıfı metallo-karbapenemaz enzimleri EDTA veya 

dipikolinik asit kullanılarak inhibe edilir. Karbapenemaz üreten bakteri izolatının 

sınıfını belirlemek için EDTA 750 μg veya PBA 600 μg yüklü karbapenem diski 

kullanılır. Karbapenem ve karbapenem emdirilmiĢ inhibitör diski arasındaki ≤ 5 mm 

zon büyüklüğündeki fark pozitif olarak kabul edilir ve sınıf tanımlaması için 

kullanılır (93). 

Carba NP Test (CNPt) 

CNPt, 2-3 saat içinde karbapenemaz üreten bakteri izolatlarını tespit eden hızlı 

bir biyokimyasal testtir. Bu test bakteri hücre lizatı tarafından imipenemin in vitro 

hidrolizi prensibine dayanmaktadır. Bakteri hücre lizatında karbapenemaz varlığı 

imipenemin hidrolize uğrayarak besiyerinde pH değiĢimine neden olur. Bu değiĢim 

indikatör (fenol kırmızısı gibi) kullanılarak tespit edilir. Besiyerindeki renk değiĢimi 

kırmızıdan sarıya dönüĢtüğünde pozitif kabul edilir. Bu test diğer testlere göre daha 

ucuz ve zaman kazandırır (111). 

Spektrofotometrik Analiz 

IĢık kaynağını farklı dalga boyuna dönüĢtüren spektrofotometri, daha sonra 

dedektör kullanılarak numunenin transmisyonunu veya absorbansını kaydetmek için 

numuneden geçmelerini sağlar. Bu teknik, bakteriyel ham ekstrakt kullanarak 
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karbapenemaz aktivitesini tespit etmek için kullanılır. Ham ekstrakt (enzim) ve 

karbapenem genellikle imipenem (substrat) tamponlu çözeltiye ilave edilir ve 

substrat hidroliz oranı 299 nm civarında UV spektrumları kullanılarak ölçülür(112). 

Karbapenemaz testi olarak önerilse de meĢakkatli olduğu için tanı laboratuvarlarında 

rutin olarak kullanılamaz (113). Ayrıca, birkaç kılavuz, bu yöntemi karbapenemaz 

sınıf ayırt etmede zaman alıcı ve daha az verimli olduğunu iddia ettikleri için rutin 

olarak önermezler (114). 

MALDI-TOF MS 

MALDI iyonizasyon tekniği olarak kabul edilir ve en iyisidir antibiyotikler de 

dahil olmak üzere çeĢitli sentetik bileĢikleri ve biyopolimerleri analiz etmek için 

uygundur. 

MALDI iyonizasyon iĢleminin anahtarı, UV ıĢığını emerek iyonlaĢma sürecini 

kolaylaĢtırmak için küçük bir organik molekül olan bir matrisin kullanılmasıdır. 

Matris enerjiyi emebilir ve analit molekülünü gaz fazına patlatabilir. 

Spektrometrenin içinde analit vakum içine getirilir ve bir UV sonrası lazerle, 

genellikle 337 nm dalga uzunluğunda vurulur, lazer enerjisi, analit moleküllerinin 

gaz fazına da taĢınan numune yüzeyinden enerji ile kesilen matris molekülü 

tarafından emilir. 

Ablasyon iĢlemi sırasında analit molekülü iyonize olur. ġimdi gaz fazı analit 

iyonları üretildiğinden, kütleleri kütle spektrometrisi zamanına göre analiz edilebilir. 

En küçük iyon daha hızlı ve en büyük iyon hareketi daha yavaĢ ilerledikçe bu 

iyonların detektöre ulaĢması değiĢir. TOF, iyon grubunun belirli bir mesafeyi kat 

etmesi için geçen süreyi algılar ve kaydeder. Bu zamandan ve elektrik alanının 

bilinen sabit kinetik enerjisinden, spektrometre tespit ettiği her iyonun ―kütle / yük 

oranını‖ hesaplayabilir ve kaydedebilir. Ġyonize karbapenem ve onun bozunma ürünü 

kütle / yük oranı değiĢken olduğundan, karbapenem genellikle bakteriyel hücre lizatı 

ile inkübe edilir ve MALDI TOF MS analizine tabi tutulur. Üretilen spektrumlardan, 

sonuçlar %100 özgüllük ve duyarlılıkla yorumlanabilir. Artık geliĢmiĢ ülkelerdeki 

birçok klinik laboratuvarda yaygın bir analiz haline gelmiĢtir (115). 
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3.5.5.2. Moleküler Yöntemler 

Moleküler analizler genellikle bakteriyel izolatlarda spesifik karbapenemaz 

genlerinin bulunup bulunmadığını belirler. Moleküler analizler, karbapenemaz 

geninin tanımlanması ve yeni geliĢtirilen yöntemlerin de değerlendirilmesi için 

referans standart yöntem olarak kullanılır. Tüm moleküler analizlerden PCR analizi, 

karbapenemaz genini saptamak için altın standart yöntem olarak kabul edilir. Bu, 

diğer moleküler analizlere nispeten daha hızlı ve uygun maliyetli olmasından 

kaynaklanabilir. AĢağıda kullanılan tekniklerin yanı sıra, Real-time (Gerçek 

Zamanlı) PCR, hibridizasyon ve mikroarray tabanlı moleküler teknikler de mevcuttur 

(82).  

Multiplex PCR 

PCR, karbapenemaz genlerinin varlığını ve sınıfını belirlemenin en hızlı yoludur 

(113). Multiplex PCR‘ın avantajı, aynı anda birkaç farklı DNA sekansını amplifiye 

etmesidir. Bu iĢlem, değiĢen boyuttaki amplikonları üretmek için tek bir reaksiyonda 

birden fazla primer kullanarak DNA'yı amplifiye eder. Her biri testte hedeflenen 

farklı sekanslara özgüdür. Tek bir test çalıĢmasında çoklu sekansları hedeflemenin 

avantajı, geleneksel PCR ile karĢılaĢtırıldığında zaman ve reaktiflerden tasarruf 

etmesidir. Karbapenemaz genlerini saptamak için ilk multipleks PCR, 2007 yılında 

geliĢtirilmiĢtir, bu test beĢ farklı ailenin (VIM, IMP, SPM, GIM ve SIM) saptanması 

ve farklılaĢtırılması için tasarlanmıĢtır (116). Bu daha sonra birkaç araĢtırmacı 

tarafından daha fazla karbapenemaz genini hedefleyen daha fazla primer eklenerek 

geliĢtirilmiĢtir. 

Döngü Aracılı Ġzotermal Amplifikasyon (LAMP) 

Normal PCR gibi LAMP, hedef geni amplifiye etmek için primerler ve DNA 

polimeraz kullanan bir izotermal gen amplifikasyon yöntemidir. Sonuç, bulanıklıkla 

veya etidyum bromür, kalsein ve SYBR Green gibi floresan boyalar kullanılarak 

görsel olarak tespit edilebilen çift sarmallı DNA'nın hızlı birikmesi ile elde edilir 

(117). LAMP kullanılarak karbapenemaz genleri doğrudan balgam, idrar ve dıĢkı 

örneklerinden saptandı (118). 
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Yeni Nesil Dizileme (NGS) 

NGS teknolojileri, uygun fiyatlı, hızlı ve uygun maliyetli tüm genom dizileme 

analizi sağlayarak klinik araĢtırmalarda devrim yaratmıĢtır (119). NGS teknolojileri 

bakteriyel klonu kullanmak yerine ya amplifikasyon yapmaksızın direkt sekanslar ya 

da sekanlama yapmadan önce izotermal amplifiye ederek sekanslama iĢlemine geçer. 

Çok kısa sürede sonuç vermesi ve düĢük maliyetli olması avantajları arasındadır 

(120).  

Karbapenemaz genleri, NGS ham okumalarının ve montajlı contiglerin RAST, 

CAR, ResFinder ve PGAAP gibi çevrimiçi sunucularla açıklanmasıyla tespit edilir 

(121). 

NGS dizilimi kullanılarak tek-hücre DNA veya kültürlenemeyen bakterilerin 

DNA'sı, bakteri izolatları kültürlenmeden dizilenebilir. Bu nedenle NGS, kültürleme 

ve müteakip PCR amplifıkasyonu ve sekanslamadan kaçınır. NGS tarafından tüm 

genom dizileme (WGS) ayrıca karbapenemaz genleri, sınıfı, genetik ortamları ve 

integronlar, transpozonlar ve plazmidler gibi mobil genetik elemanlar hakkında bilgi 

sağlar. Tüm bu bilgiler, birkaç zahmetli yoğun reaksiyonu önceden oluĢturmak 

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

Ayrıca NGS sayesinde suĢ tipleri, tür kimliği ve bütün resistom ve ilgili 

karbapenem direnç mekanizmaları gibi çeĢitli veriler aynı anda elde edilebilir. PCR 

ile tanımlanamayan yeni karbapenemaz genleri veya bir çalıĢmaya dahil edilmeyen 

primerlerin WGS ile kolayca tanımlanıp tanımlanması mümkündür (123, 124). 

3.6. Polimiksinler 

3.6.1. Polimiksinlerin Yapısı ve Özelllikleri 

1947'de keĢfedilen polimiksinler (125, 126), polimiksin A-E (127, 128) olmak 

üzere beĢ farklı bileĢikten oluĢan bir katyonik antimikrobiyal peptit (CAMP) 

sınıfıdır. Paenibacillus polymyxa tarafından üretilen, non-ribozomal peptitlerdir ve 

Gram-pozitif bakterilerin doğal bağıĢıklığında önemli bir rol oynarlar. Bu katyonik 

polipeptitler, Enterobacteriaceae türlerinin çoğu dahil olmak üzere Gram negatif 
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bakterilere karĢı geniĢ spektrumlu antimikrobiyal aktivite sergiler (49). 

Polimiksinlerden klinikte sadece iki tanesi kullanılır: polimiksin B ve polimiksin E 

(kolistin) molekül yapıları ġekil 13‗de verilmiĢtir. Amino terminalde bir yağ asidi 

tarafından açile edilen bir tripeptit yan zincirine sahip bir siklik heptapeptit 

halkasından oluĢan benzer bir dekapeptit yapısını paylaĢırlar (129). 6. pozisyonda bir 

amino asit ile farklılık gösterirler, burada polimiksin B'deki D-fenilalanin, 

kolistindeki D-lösin ile değiĢtirilir. Polimiksinler ayrıca katyonik L-α-γ-diamino-

bütirik asit (L-α-γ-Dab) kalıntıları içerir, bu da pH 7.4'te toplam +5 yüküyle 

polikatyonik bir yapıya neden olur (127). Ek olarak, iki hidrofobik alan, N-terminal 

yağ açil zinciri ve antibakteriyel aktivite için kritik olan amfipatiğe katkıda bulunan 

polimiksin B veya D-Leu6-L-Leu7 üzerinde D-Phe6-L-Leu7 segmenti içerir(130). 

 

ġekil 13: Polimiksin B (üstte) ve Polimiksin E (Kolistin) (altta) moleküllerinin yapısı. 
Mavi daire içindeki amino asit grupları iki polikisitn arasındaki farktır. Polimiksin B 
molekülünde D-Phe bulunurken Polimiksin E (Kolistin) molekülünde D-Leu bulunmaktadır. 

Polimiksin B

Polimiksin E

(Kolistin)
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3.6.2. Polimiksinlerin Etki Mekanizması 

Polimiksinlerin ilk hedefi dıĢ membranın LPS bileĢenidir (130). Polimiksin 

üzerindeki pozitif yüklü L-a-γ-Dab kalıntıları üzerindeki serbest γ-aminlerinin 

protonlanması, Ca2+
 ve Mg

2 +
 iyonlarını değiĢtirerek lipid A üzerindeki negatif yüklü 

fosfat gruplarına elektrostatik çekim sağlar. Polimiksinin N-terminal yağ asil zinciri 

daha sonra dıĢ membrana sokulur, bunu D-Phe6-L-Leu7 (polimiksin B) veya D-

Leu6-L-Leu7 (kolistin) segmenti takip eder (129). Bu, dıĢ zardaki bitiĢik lipid A 

yağlı açil zincirlerinin paketlenmesini zayıflatır, bu da polimiksinin geçeceği 

stabilize olmayan alanları geniĢletmesine ve oluĢturmasına neden olur (131, 132). 

Polimiksin daha sonra iç zarın fosfolipid çift tabakasına yerleĢtirilir ve membran 

bütünlüğüne ve hücre ölümüne yol açan yapısal bütünlüğünü bozar. 

Her ne kadar membran lizis yolu polimiksinlerin ortak etki Ģekli olarak kabul 

edilse de vezikül-vezikül temas yolu olarak adlandırılan alternatif bir mekanizma 

önerilmiĢtir (133, 134). DıĢ zar içine polimiksin sokulduktan sonra, polimiksin iç ve 

dıĢ zarın anyonik fosfolipidleri arasında lipid değiĢimini indükleyebileceğine 

inanılmaktadır. Veziküller arasındaki bu fosfolipid alıĢveriĢi fosfolipid 

kompozisyonunu bozar ve potansiyel olarak hücre lizisine yol açan bir ozmotik 

dengesizliğe neden olur. Diğer bir alternatif etki mekanizması, polimiksinlerin DNA, 

lipidler ve proteinlere zarar veren süperoksit (O2-
), hidrojen peroksit (H2O2) ve 

hidroksil radikallerinin (• OH) reaktif oksijen türlerinin oluĢumunu indükleyerek 

hücre ölümüne neden olabileceği hidroksil radikal yoludur (135, 136). 

3.6.3. Polimiksinlerin Klinik Kullanımı 

Polimiksin B parenteral, intratekal olarak veya topikal olarak polimiksin B sülfat 

olarak uygulanabilirken, kolistin iki formda mevcuttur: oral veya topikal uygulama 

için sülfometillenmiĢ inaktif bir ön ilaç olan kolistin metansülfonat (CMS), 

sülfometillenmiĢ inaktif bir ön ilaçtır (137). Ek olarak hem polimiksin B hem de 

CMS, inhalasyon yoluyla uygulanabilir. Polimiksin B ile klinik deneyim, CMS'den 

daha az yerleĢmiĢtir. Polimiksin kullanımı üzerine küresel bir araĢtırma, 56 ülkeden 

284 katılımcıdan; CMS kullanan %50'ye kıyasla sadece%1,4'ü polimiksin B ile ilgili 

deneyim bildirmiĢtir (137). Birçok çalıĢma, yüksek doz, uzun süreli tedavi 
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rejimlerinde (138-140) kullanıldığında CMS'nin kabul edilebilir bir etkinliğe ve 

toksisiteye sahip olduğunu ve CMS ile tedavinin sona ermesinin ardından hastaların 

böbrek fonksiyonlarının normale döndüğünü göstermiĢtir (140). Gram negatif 

bakterilerde polimiksinlerin rifamisinler ve karbapenemler gibi diğer antibiyotiklerle 

kombinasyon tedavisinin in vitro sinerji gösterdiği bildirilmiĢtir, ancak polimiksin 

kombinasyon tedavisinin klinik etkinliği kanıtlanmamıĢtır (137). ÇĠD A. baumannii 

kan dolaĢımı enfeksiyonları olan 251 hastayı içeren bir çalıĢma, kolistin 

kombinasyon tedavisinin hasta mortalitesini önemli ölçüde azalttığını ve daha yüksek 

bakteriyolojik eradikasyon gösterdiğini, ancak in vivo polimiksin kombinasyon 

terapileri ile ilgili gelecekteki çalıĢmaların nihai bir karara varılması gerektiğini 

göstermiĢtir (141). 

3.6.4. Polimiksinlere KarĢı Direnç 

Polimiksinlerin kliniğe tekrar sokulmasıyla, birçok antibiyotiğe dirençli 

enfeksiyon etkili bir Ģekilde tedavi edilebilir. Genellikle son çare antibiyotikleri 

olarak adlandırılan bu güçlü antibiyotikler, diğer antibiyotik tedavilerine yanıt 

vermeyen S. enterica, P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae ve E. coli gibi 

ÇĠD bakterilerini tedavi etmek için baĢarıyla kullanılmaktadır (142). Ancak, bugüne 

kadar keĢfedilen birçok antibiyotikte olduğu gibi, polimiksinlere karĢı direnç 

yakından takip edilmektedir. Son yıllarda, normalde bu antibiyotiklere duyarlı 

bakterilerde direnç dahil olmak üzere dünya çapında klinikte polimiksin direnci 

hakkında çok sayıda rapor sunulmuĢtur(142). Polimiksin B ve kolistin için mevcut 

CLSI ve EUCAST güncel kılavuzlarında antimikrobiyal duyarlılık sınır değerleri 

Tablo 2'de verilmiĢtir (143).  

Tablo 2: Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü'nden (CLSI) ve Avrupa 

Antimikrobiyal Duyarlılık Testi Komitesi'nden (EUCAST) polimiksinler için mevcut 

antimikrobiyal duyarlılık sınır değerleri 

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 karĢı direnç, en yaygın olarak iki komponentli düzenleyici sistem 

olan PhoP-PhoQ ve PmrA-PmrB'yi içeren çeĢitli mekanizmalar yoluyla gerçekleĢir 

ve bu da fosfoetanolamin veya 4-amino-4-deoksi-L-arabinozun lipid A'daki fosfat 

gruplarına eklenmesiyle LPS'nin modifikasyonuna neden olur (129, 142, 144). Ek 

olarak, lipid A'ya açil zincirlerinin veya LPS biyosentezinden sorumlu genlerdeki 

mutasyonların eklenmesini içeren daha az yaygın modifikasyonlar da polimiksin 

direnci sağlaması ile karakterize edilmiĢtir (145-147). 

3.6.4.1. Aminoarabinoz transferazlar 

ArnT gibi aminoarabinoz transferazlar, L-Ara4N-Lipid üreten lipid A'nın 1- 

veya 4'-fosfat kafa gruplarına pozitif yüklü bir 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-

Ara4N) ilavesini katalize eder. ġekil 14‘de, Lipid A molekülünün 4‘fosfat kafasına 

aminoarabinoz bağlanmasıyla oluĢan modifiye olmuĢ molekülün yapısı verilmiĢtir 

(148). L-Ara4N, lipid taĢıyıcı undekaprenil fosfat tarafından sağlanır ve reaksiyon, iç 

zarın periplazmik yüzeyinde, lipid-lipid glikoziltransferaz ile katalize edilir. 

  

ġekil 14: 4‘ fosfat kafa grubuna 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-Ara4N) eklenmesiyle 

modifiye olmuĢ Lipid A molekül yapısı. Lipid A yapısı kırmızı kutu, eklemlenen 

aminoarabinoz mavi daire, 1‘ ve 4‘ fosfat kafa grupları yeĢil çember ile gösterilmiĢtir. 

Lipid A

4-amino-4-deoksi-L-arabinoz

4'-fosfat kafa grubu

1'-fosfat kafa grubu



 

47 

 

Bu pozitif yüklü fonksiyonel grubun eklenmesi, dıĢ zarın negatif yükünü azaltır 

ve polimiksin biyoaktivitesinin en önemli yönü olduğuna inanılan polimiksin 

üzerindeki pozitif yüklü L-a-γ-Dab tortularına elektrostatik çekimin azalmasına 

neden olur (130). L-Ara4N eklenmesi ayrıca LPS'nin stabilizasyon için iki değerlikli 

katyon çapraz köprülemeye bağımlılığını azaltır, kendi kendine teĢvik edilen 

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

Geleneksel olarak, L-Ara4N ilavesi gibi lipid A modifikasyonları, düĢük pH 

veya Mg
2+

 gibi çevresel sinyallere ve CAMP‘ların alt inhibitör konsantrasyonlarına 

yanıt veren iki komponentli düzenleyici sistem PhoP-PhoQ ve PmrA-PmrB içeren 

kromozomal olarak kodlanır (49, 129). Hücre stresi süresince, bir iç zar sensörü 

kinazı olan PhoQ, sitoplazmik regülatör PhoP'yi fosforile eder ve PmrA'yı fosforile 

eden PhoP ile aktifleĢtirilmiĢ PmrD proteini yoluyla PmrA-PmrB'nin aktivasyonuna 

yol açar (129, 130). Bu, ürünleri lipid A üzerindeki fosfat gruplarının kovalent 

modifikasyonu için gerekli olan PmrA ile aktive edilen genlerin transkripsiyonu ile 

sonuçlanır. Bu iki komponentli düzenleyici sistemlerde mutasyonlar S. enterica, E. 

coli, K. pneumoniae, A. baumanii ve P. aeruginosa'da bildirilmiĢtir (150-153). 

Genellikle polimiksine dirençli fenotip üreten lipid A modifiye edici enzimlerin 

konstitütif ekspresyonu ile sonuçlanır (49, 129). 

3.6.4.2. Fosfoetanolamin transferazlar 

mcr-1 gibi fosfoetanolamin (PEtN) transferazları, PEtN-Lipid A üreten lipid 

A'nın 1- veya 4'-fosfatına bir PEtN grubunun eklenmesini katalize eder (154, 155) 

ġekil 15‘de, Lipid A molekülünün 4‘fosfat kafasına fosfoetanolamine bağlanmasıyla 

oluĢan modifiye olmuĢ molekülün yapısı verilmiĢtir. PEtN grubu, Gram negatif 

bakterilerin iç zarında yaygın olarak bulunan bir lipid olan fosfatidiletanolamin ile 

sağlanır ve reaksiyon, iç zarın periplazmik yüzeyi üzerinde, entegre bir membran 

proteini tarafından katalize edilir. Bu iĢlem için reaksiyon mekanizması henüz 

anlaĢılamamıĢtır (156). 
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ġekil 15: 4‘ fosfat kafa grubuna fosfoetanolamin (PEtN) eklenmesiyle modifiye olmuĢ 
Lipid A molekül yapısı. Lipid A yapısı kırmızı kutu, eklemlenen fosfoetanolamin mavi daire, 

1‘ ve 4‘ fosfat kafa grupları yeĢil çember ile gösterilmiĢtir. 

Bu grubun ilave edilmesinin, dıĢ zarın negatif yükünü azalttığı ve polimiksin 

üzerindeki pozitif yüklü L-a-γ-Dab kalıntılarının elektrostatik çekimini azalttığı da 

bildirilmektedir (130, 142). PEtN varlığı CAMP'lere ve düĢük Mg2+
 koĢullarında 

LPS'nin çapraz köprüleme ve stabilize edilmesi için dıĢ zarın iki değerlikli 

katyonlara bağımlılığını azaltır (157, 158). Aminoarabinoz transferazlarında olduğu 

gibi, PEtN'nin lipid A'ya eklenmesi, plazmidlerde bulunan mcr enzimleri gibi mobil 

kolistin direnci PEtN transferazları hariç, PhoP-PhoQ ve PmrA-PmrB iki 

komponentli düzenleyici sistemler tarafından kontrol edilen enzimler tarafından da 

gerçekleĢtirilir. 

3.6.4.3. Palmitoil transferazlar 

PagP gibi palmitoil transferazlar, lipid A'nın 2 pozisyonunda açiloksiaçil 

bağlantısında bir palmitat grubunun eklenmesini katalize ederek hepta-açillenmiĢ 

lipid A üretir. ġekil 16‗da modifiye olmamıĢ ve palmitat eklenmesiyle modifiye 

olmuĢ Lipid A moleküllerin yapısı verilmiĢtir (146, 147). Palmitat, bir 

fosfoetanolamin açil donörü tarafından sağlanır ve reaksiyon, membrana bağlı bir 

palmitoil transferaz ile dıĢ zarda katalize edilir (145). 

Lipid A

Fosfoetanolamin (PEtN)

4'-fosfat kafa grubu

1'-fosfat kafa grubu
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ġekil 16: Hiçbir modifikasyon geçirmemiĢ Lipid A (solda) ve Pozisyon 2 açil zincirine 
palmitat eklenmesiyle modifiye olmuĢ Lipid A. Eklenen palmitat grubu mavi dikdörtgen 
içerisinde gösterilmiĢtir. 

Bu palmitoil (C16:0) grubunun lipid A'nın açil zincirine eklenmesi, muhtemelen 

lipid iki tabakası içindeki zar akıĢkanlığını değiĢtiren ve CAMP'nin yerleĢtirilmesini 

ve daha fazla membran bozulmasını önleyen artan Van der Waals kuvvetlerinden 

dolayı bakterileri CAMP'lerden korur(145, 147). Aslında, PagP'nin ekspresyonuna, 

CAMP'lerin varlığında PhoP-PhoQ iki bileĢenli düzenleyici sistem aracılık eder. A. 

baumannii'de, asetiltransferazlar LpxLAb ve LpxMAb'nin sırasıyla bir ve iki lauroil 

(C12:0) açil zincirini, biyosentez sırasında lipid A'ya transfer ettiği, hepta-açillenmiĢ 

lipid A'yı oluĢturan PagP'den bağımsız açilasyon zincirleri de gözlemlenmiĢtir (145).  

3.6.4.4. LPS mutantları 

Nadir durumlarda, A. baumannii'nin LPS üretiminin tamamen kaybedilmesi 

nedeniyle polimiksinlere dirençli olabileceği bildirilmiĢtir. LPS'nin yokluğu, 

polimiksinlerin dıĢ zarla etkileĢimini önleyerek çok yüksek direnç profiline neden 

olur (159). Delesyonlar, nokta mutasyonları veya insersiyonlar, lipid A biyosentetik 

yolağındaki ilk üç genin, lpxA, lpxC, lpxD'nin bozulmasından sorumludur. Bununla 

Lipid A Palmitat + Lipid A

Palmitat grubu
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birlikte, bu mutantlar, zayıf virülansın yanı sıra, büyüme ve protein ekspresyonunda 

bozulma eğilimindedir. 

3.6.5. mcr-1’in KeĢfi 

Kromozomal genlerdeki mutasyonlar, plazmid aracılı mcr-1 geninin ilk kez 

bildirildiği 2015 yılına kadar kazanılmıĢ kolistin direncinin bilinen tek 

mekanizmasıydı. mcr-1, lipid A parçasına pEtN ilavesini katalize ederek kolistine 

karĢı daha az duyarlılık kazandıran bir pEtN transferazı kodlar(160). mcr-1 geni, ilk 

olarak Çin kaynaklı E. coli ve K. pneumoniae izolatları arasında keĢfedildi. 

Kesimdeki domuzlar arasında mcr-1 taĢıyan E. coli izolatları, domuz ve tavuktan 

perakende etler ve hastanelerde yatan hastalardan bulunurken, mcr-1 taĢıyan K. 

pneumoniae sadece yatan hastalardan izole edildi. mcr-1'in keĢfi haberi, örnek 

koleksiyonlarında ve veritabanlarında dünya çapında taramalara yol açtı ve genin 

küresel olarak yayıldığı ve S. typhimurium, S. paratyphi B ve S. sonnei dahil olmak 

üzere birçok farklı Enterobacteriaceae türünde bulunduğu keĢfedilmiĢtir (161). mcr-

1'in keĢfinden bu yana, diğer mcr genleri de bildirilmiĢtir. Bugüne kadar mcr-2 ile 

mcr-8'i içerir, ancak mcr-1 hala dünya çapında en yaygın olarak bildirilen kolistin 

direnç genidir. mcr-1'in yanı sıra, mcr genleri arasında sadece mcr-3 ve mcr-8 K. 

pneumoniae'de bildirilmiĢtir(161). 

Daha önce, kromozomal olarak kodlanmıĢ PEtN transferazlarının, mcr-1 adı 

verilen bir PEtN transferaz enzimi tarafından katalize edilen plazmid aracılı 

polimiksin direnç mekanizmasının ortaya çıkıĢını belgeleyen PhoP-PhoQ ve PmrA-

PmrB yolunun kontrolü altında olduğu gözlemlendi (49, 158).  

mcr-1'in tanımlandığı plazmid, pHNSHP45, alıcı hücre baĢına 10-1
 ila 10

-3
 hücre 

frekansında yüksek bir konjugasyon oranına sahiptir (49). Bu, Gram negatif 

mikroorganizmaların yabancı DNA'yı kolayca alabilmesi nedeniyle sorunludur ve en 

güçlü antibiyotik sınıflarından birine plazmid aracılı bir direnç mekanizması, 

polimiksin bir antibiyotik olarak gelecekteki kullanımı üzerinde muazzam bir etki 

yaratma potansiyeline sahiptir (158, 162). Ek olarak, mcr-1 geni yatay gen 

transferinin mcr-1'in E. coli tarafından kazanılmasında rol oynamıĢ olabileceğini 

gösteren bir insersiyon sekansını içermektedir (49).   
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Bugüne kadar, bir amino asit ile farklılık gösteren altı mcr-1 varyantı GenBank 

Veri tabanında bildirilmiĢ; biri KPC-3 üreten K. pneumoniae'de, dördü E. coli'de ve 

diğeri S. enterica serovar typhimurium'da (163).  
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4. GEREÇ ve YÖNTEM 

4.1. Örneklerin Toplanması 

Bu çalıĢmada, ġubat 2020- Haziran 2020 tarihleri arasında, Dicle Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Hastanesi Merkez Laboratuvarı Bakteriyoloji laboratuvarına yoğun 

bakım ünitelerinde yatan hastalardan alınan kan örneklerinden izole edilen 33 adet 

KDKp suĢu dahil edildi. Her hastadan tek bir örnek çalıĢma kapsamına alındı.  

(Bu çalıĢma Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi, GiriĢimsel Olmayan Klinik 

AraĢtırmalar Etik Kurulu‘nun 06.02.2020 tarih ve 56 no‘lu kararıyla etik kurallara 

uygun görülmüĢtür. Ek 10.1.). 

Ġzolatlar, çalıĢmalar için yapılan canlandırma iĢlemine kadar, %16 gliserollü 

Triptik Soy Buyyon (Merck, Almanya) besiyeri içerisinde -20°C‘de saklandı. 

ÇalıĢmadan 1 gün önce derin dondurucudaki bakteri kültürleri oda ısısında 

bekletilerek çözülmeleri sağlandı. Ardından %5 KKA (RTA, Türkiye) ve EMB agar 

(RTA, Türkiye) besiyerlerine pasajlanarak, plaklar etüvde 35-37 °C de 18-24 saat 

inkübe edildi. 

4.2. SuĢların Ġdentifikasyonu 

4.2.1. Kan Kültür 

Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi yoğun bakım ünitelerinde yatan hastalardan 

aseptik Ģartlarda 8-10 cc kan alınarak kan kültür ĢiĢelerine bırakıldı ve otuz dakika 

içerisinde Dicle Üniversitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarı Bakteriyoloji birimine 

gönderildi. BACTEC FX (Becton Dickinson, A.B.D) cihazında 5 gün süre ile 

inkübasyona bırakıldı. Üreme sinyali veren ĢiĢelerden %5 KKA, EMB agar ve 

Sabouraud Dextroz Agar (SDA) besiyerine subkültürleri yapılarak 35-37°C‘de 16-24 

saat inkübasyona bırakıldı. Besiyerlerinde üreyen bakterilerin tür identifikasyonu 

MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazı kullanılarak yapıldı. 
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4.2.2. MALDI-TOF MS 

KKA ve EMB agar plaklarda üreyen kolonilerden, temiz bir kürdan ucu 

değdirilerek alınan örnekler çelik metal plaktaki hedef alanlara sürüldü. Oda ısısında 

kuruyan örneklerin üzerine sırasıyla %70‘lik formik asit ve HCCA matriks 

solüsyonundan (Bruker Daltonics, Almanya) 1‘er µl eklendi. Kimyasallar, bir önceki 

solüsyonun kuruması beklendikten sonra eklendi, ardından çelik metal plak, lazer 

atıĢlarına maruz bırakılmak üzere Microflex LT MALDI-TOF MS cihazına 

yerleĢtirildi. Hazırlanan örnekler yaklaĢık 320-400 olacak Ģekilde lazer atıĢlarına 

maruz bırakıldı. Spektrometre ölçümleri sonrası veri tabanıyla karĢılaĢtırma iĢlemi 

için Maldi Biotyper 3.0 yazılımı (Bruker Daltonics, Almanya) kullanıldı ve üretici 

firmanın önerileri doğrultusunda ≥2 skora sahip olanlar cins ve tür seviyesinde kabul 

edilebilir sonuçlar olarak kabul edildi ve identifikasyon yapıldı. 

4.3. Antibiyotik Duyarlılık Testleri 

4.3.1. BD Phoenix 100 Otomatize Sistemi 

Ġdentifikasyonu yapılan suĢlar için antimikrobiyal duyarlılıkları BD Phoenix 100 

(Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemde Gram negatif bakteriler için Phoenix 

100 NMIC paneli kullanıldı. K. pneumonie olarak identifiye edilen suĢların tek 

kolonisinden Phoenix ID sıvısı içerisinde PhoenixSpec nefelometre (Becton-

Dickinson, ABD) ile 0,5 McFarland bakteri süspansiyonu hazırlandı. Mikropipetle 

25 µl bakteri süspansiyonunda alınıp AST tüpüne konulup paneldeki yuvasına 

boĢaltıldı ve cihaza tanıtılıp yerleĢtirildi. Antimikrobiyal duyarlılık sonuçları 16-20 

saat sonra elde edildi. 

4.3.2. Disk Difüzyon Testi (DDT) 

BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemi ile 

antimikrobiyal duyarlılık sonuçları elde edildikten sonra karbapenemlerden en az 

birine (meropenem, imipenem veya ertapenem) direnç gösteren izolatlar DDT ile 

karbapenem dirençleri doğrulandı. Bu test için besiyerinden bakteri kolonilerinden 

steril bir öze alınarak PhoenixSpec nefelometre (Becton Dickinson, ABD) cihazı 

kullanılarak 0.5 Mc Farland bulanıklıkta bakteri süspansiyonu hazırlandı. MHA 
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besiyerinin (Oxoid, Ġngiltere) yüzeyine steril eküvyon çubukla plağı 90 derecelik 

açılarla çevirerek bakteri süspansiyonu homojen bir Ģekilde inoküle edildi. Agar 

yüzeyi inokülasyon sonrası kurutuldu ve 10 μg‘ar içeriğe sahip imipenem (Oxoid, 

Ġngiltere), meropenem (Oxoid, Ġngiltere) ve ertapenem (Oxoid, Ġngiltere) diskleri 

aralarında 25 mm mesafe olacak Ģekilde MHA besiyerinin yüzeyine forseps ile 

yerleĢtirildi. EUCAST önerilerine göre kontrol suĢu olarak E. coli ATCC 25922 

kullanıldı. Daha sonra etüve 36°C‘de 18-24 saatlik inkübasyona bırakıldı. 

Ġnkübasyondan sonra disklerinin etrafında oluĢan inhibisyon zon çapları ölçüldü 

(ġekil 2). Elde edilen zon çapları değerleri aĢağıda Tablo 3‘de bulunan EUCAST 

(143) kriterlerine göre değerlendirildi.  

Tablo 3: EUCAST karbapenem DDT inhibisyon zon çapı sınır değerleri 

Karbapenemler Disk içeriği (µg) Zon çapı sınır değerleri (mm) 
S* ≥ R* < 

Ertapenem 10 25 25 

Imipenem 10 22 17 

Meropenem 10 22 16 

*S: Duyarlı, R: Dirençli 

4.3.3. Sıvı Mikrodilüsyon Yöntemi (SMD) 

EUCAST‘a göre çalıĢmaya dahil edilen izolatların kolistin antimikrobiyal 

duyarlılığı SMD yöntemi ile çalıĢıldı. Üremenin engellendiği en düĢük 

antimikrobiyal konsantrasyonu Minimum Ġnhibitör Konsantrasyon (MĠK) değeri 

olarak alındı. Buna göre MĠK değeri >2 mg/L olanlar kolistine dirençli kabul 

edilirken ≤2 mg/L olanlar kolistine duyarlı olarak değerlendirildi. AĢağıda Tablo 

4‘de EUCAST‘a göre kolistin sınır değerleri verilmiĢtir (143).  

Tablo 4: EUCAST SMD yöntemi ile Kolistin MĠK sınır değerleri 

Antibiyotik 
MĠK (μg/mL) sınır değerleri 

S ≤ R > 

Kolistin* 2 2 

*S: Duyarlı, R: Dirençli 

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
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4.3.3.1. Stok Kolistin Sülfat Solüsyonunun Hazırlanması 

ÇalıĢmada 15,000 IU/mg ve 1000 µg/mg potense sahip kolistin sülfat 

(Carbosynth, Ġngiltere) kullanıldı. ÇalıĢmada kullanılan toz formdaki kolistin sülfatın 

stok solüsyonunun konsantrasyonu 128 μg/mL olacak Ģekilde hazırlamak için 

aĢağıdaki formüle göre hesaplamalar yapıldı. 

      (  )          (  )          (     )               (     )  

5 mg kolistin sülfat hassas terazide tartıldı ve formüle göre 39,0625 ml distile 

suda çözüldü. 0,5 mL‘lik ependorf tüplerine 300 μl bölünerek -80°C‘de saklandı. 

Yapılan her çalıĢma için bir ependorf tüp çıkartılarak, oda ısısına gelince 1/10 steril 

distile su ile dilüe edildi. Böylece stok kolistin sülfat solüsyonun baĢlangıç 

konsantrasyonu 128 μg/mL oldu. 

4.3.3.2. Bakteri Ġnokülasyonu 

SMD yöntemi için sıvı besiyeri olarak Mueller Hinton II Broth Katyon Ayarlı 

Besiyeri (Becton Dickinson lot no:8190586, ABD) (KAMHB) kullanıldı. 96 

kuyucuklu, U tabanlı, polistiren mikroplakların her birine 100 µl KAMHB mikro 

pipetle dağıtıldı. 

Ġlk kuyucuklara konsantrasyonu 128 μg/mL olan stok kolistin sülfat 

solüsyonundan 100 μg/mL ilave edilip ve 1:2 seri dilüsyon Ģeklinde çok kanallı 

mikropipet ile son kuyucuğa kadar seyreltildi. Böylelikle baĢlangıç konsantrasyonu 

64 μg/mL son konsantrasyonu 0,03 μg/mL ile sonlanan bir seri dilüsyon yapıldı.  

Ġzolatlar bir gece öncesinden -20˚C de saklandıkları ependorflardan oda ısısına 

getirildikten sonra %5 KKA (RTA, Türkiye) besiyerine ekilerek canlandırma yapıldı. 

KKA‘dan tek düĢen koloniden MHA‘a pasaj yapıldı ve tek kolonilerden steril öze ile 

bir miktar alınarak PhoenixSpec nefelometre (Becton Dickinson, ABD) cihazı ile 0,5 

McFarland (1×108
 CFU/ml)

 bulanıklığında stok bakteri süspansiyonu hazırlandı. 

Stok bakteri süspansiyonunu hazırlarken dilüsyon amaçlı KAMHB kullanıldı. Stok 

bakteri süspansiyonundan 100 µl alındı 1900 µl KAMHB ilave edilerek 1:20 
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sulandırıldı ve 5×106 CFU/ml konsantrasyona ulaĢıldı. 5×106 
CFU/ml 

konsantrasyona sahip bakteri süspansiyonundan 0,01 ml (10µl) alınarak kuyucuklara 

inoküle edildi ve böylece kuyucuktaki son bakteri konsantrasyonu 5x10
5
 CFU/mL 

oldu. Bakteri inokülasyonu bakteri süspansiyonu hazırlandıktan sonra 15 dakika 

içinde uygulamanın yapılmasına ve kuyucuktaki bakteri süspansiyon hacminin 

toplam hacmin %10‘unu geçmemesine dikkat edildi. Ġnokülümü yapılan 96 

kuyucuklu mikroplaklar üstleri kapakla kapatıldıktan sonra 35°C‘lik etüvde 16-24 

saat inkübasyona bırakıldı ve sonra kuyucukluklardaki üreme durumuna gözle 

değerlendirmeleri yapıldı. 

Her bir mikroplakta üreme kontrolü için antibiyotiksiz kuyucuk bırakıldı. 

Besiyeri sterilite kontrol kuyucuğuna bakteri inokülasyonu yapılmadı. EUCAST‘ın 

önerilerine göre kontrol suĢları olarak E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 

27853 ve kolistin dirençli E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) kullanıldı. 

4.3.3.3. Ġnokülum yoğunluk kontrolü 

5x10
5
 CFU/mL canlı koloni sayabilmek için inokülasyondan sonra üreme 

kontrol kuyucuğundan 10 µl alıp SF ile 10 ml‘ye dilüe edildi. KarıĢtırıp KKA 

besiyeri üzerine yayılıp 16-20 saat 35-37°C‘de inkübasyona bırakıldı. 

Ġnkübasyondan sonra koloni sayımı yapıldı 20-80 arasında olduğu için inokülumun 

5x10
5 CFU/mL olduğunun kanıtı olarak kabul edildi. 

4.3.3.4. Kalite kontrol ve test geçerliliği 

Kalite kontrol amacıyla kolistine duyarlı P. aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli 

ATCC 25922, kolistin dirençli E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) kullanıldı. Bu 

suĢlar çalıĢmada kullanılan antibiyotik çözeltileri kullanılarak, baĢka bir plakta test 

edildi.  

Test plağında besiyeri sterilite kontrol kuyucuğunda üreme olmaması, üreme 

kontrol kuyucuğunda üreme olması, kalite kontrol suĢlarının beklenen MĠK değeri 

aralığında çıkması, inokülum saflık ve inokülum yoğunluk sonuçları beklenen 

Ģekilde bulunduğunda test geçerli kabul edilip, mikroplaklar okundu.  
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4.4.  Moleküler Yöntemler 

ÇalıĢmaya dahil edilen KDKp izolatlarında blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-

48, blaOXA-58 genleri beraber; blaKPC, blaNDM-1, blaVIM, blaNDM-1, blaIMP 

beraber hazırlanıp multipleks PCR yöntemi ile çalıĢıldı. blaOXA-51, blaOXA-55 ve 

mcr-1 geni monopleks PCR yöntemiyle ayrı ayrı çalıĢıldı. Bu çalıĢmada kullanılan 

primerler Tablo 5‗de verildi (164).  

Tablo 5: Bu çalıĢmada kullanılan primerlerin özellikleri 

Oligo adı Baz Dizisi 5’-3’ Amplikon 

Boyutu (bp) 

CLR5 
F: CGGTCAGTCCGTTTGTTC 

R: CTTGGTCGGTCTGTAGGG 
305 

OXA-23 
F:GATCGGATTGGAGAACCAGA 

R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT 
501 

OXA-24 
F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 

R:AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 
246 

OXA-48 
F: TTGGTGGCATCGATTATCGG 

R: GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 
743 

OXA-51 
F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 

R: TGGATTGCACTTCATCTTGG 
353 

OXA-55 
F: CATCTACCTTTAAAATTCCC 

R: AGCTGTTCCTGCTTGAGCAC 
975 

OXA-58 
F: AAGTAT TGGGGCTTGTGCTG 

R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC 
599 

IMP 
F: CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 

R: ATAATTTGGCGGACTTTGGC 
488 

VIM 
F: ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 

R: TGCTACTCAACGACTGAGCG 
780 

NDM-1 
F: GAGATTGCCGAGCGACTTG 

R: CGAATGTCTGGCAGCACACTT 
497 

KPC 
F: ATGTCACTGTATCGCCGTCT 

R: TTTTCAGAGCCTTACTGCCC 
893 
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4.4.1.1. Multipleks PCR Yöntemi 

Bu yöntemle blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-48, blaOXA-58 primerleri 

beraber; blaKPC, blaNDM-1, blaVIM, blaKPC, blaNDM-1, blaIMP primerleri 

beraber çalıĢıldı. KDKp izoaltları çalıĢmadan bir gece öncesinde -20°C‘deki derin 

dondurucudan oda ısısına çıkartıldı. %5 KKA besiyerine canlandırma pasajı yapıldı. 

MHA besiyerine pasaj edilerek bakteri saf olarak büyütüldü. Saf kolonilerden bir öze 

dolusu alarak 1,5 ml‘lik ependorfa 500 µl Fosfat Tamponlu Tuzlu Suda (PBS, 

Sigma, Almanya) içine bırakıldı, vortekslendi. 4 McFarland bulanıklığına eĢit bir 

bakteri süspansiyonu hazırlandı. Isı bloğunda 10-15 dakika 100°C‘de kaynatıldı. 

Kaynatma iĢlemi (Resim 1) ile bakteri hücresinden DNA ekstrasyonu sağlandı. 

13500 rpm‘ de, 3-5 dakika santrifüj edildi.  

 

Resim 1: Isı bloğunda kaynatılan izolatların DNA‘sının ekstraksiyon iĢlemi 

Süpernatan kısmı (DNA içeriğinin bulunduğu kısım) bir sonraki aĢamalarda 

kullanılmak üzere alındı. Süpernatan DNA kaynağı olarak kullanıldı. Primerlerin 

geldiği ticari konsantrasyon 100 pmol olduğu için nükleaz free su ile seyreltilerek 

stok primer solüsyonu hazırlandı. PCR reaksiyonu, her bir primerden 1 pmol ve 25 

μL'lik bir nihai reaksiyon hacminde 12.5 U Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific-

Fermantas Corporation, Vilnius, Litvanya) kullanılarak hazırlandı. Örneğin tüpteki 
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toplam hacim 25 µl olduğu için 12,5 µl Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific-

Fermantas Corporation, Vilnius, Litvanya) kullanıldı. Her bir ependorf içinde 8 µl 

toplam primer hacmi ve 12,5 µl Taq DNA polimeraz ile 20,5 µl hacme ulaĢıldı. Her 

bir izolatın DNA ekstratlarından 4,5 µl ilave edilerek her bir ependorf nihai hacim 25 

µl‘ye tamamlandı. DNA ekstraktları ilave edildikten sonra her bir ependorf 

amplikasyon aĢaması için termal döngü cihazına (Thermo Fisher, ABD) yerleĢtirildi, 

Ģu amplifikasyon koĢulları kullanıldı: 4 dakika boyunca 94 ° C'de ilk denatürasyon, 

ardından 30 saniye boyunca 94 ° C'lik 40 döngü, 40 saniye boyunca 52 ° C ve 50 

saniye boyunca 72 ° C'lik, son bir uzatma adımında 10 dakika boyunca 72 ° C.  

Multiplex PCR çalıĢıldığı için %2‘lik agaroz jel hazırlandı. 0,5x TBE (Tris, 

Borik asit, EDTA) hazırlandı. TBE ticari olarak 10x olduğu için distile su ile 0,5x‘e 

dilüe edildi. 1,6 gr (%2‘lik agaroz jel için) agaroz tartıldı erlene koyuldu, üzerine 80 

ml 0,5x TBE ilave edildi. Ġlk baĢta kesinlikle karıĢtırılmayıp, mikrodalgaya konuldu, 

2-3 dakika bekletildi, kaynamasına izin verilmeden agarın erimesi sağlandı. 

Mikrodalga fırınından çıkartıldıktan sonra karıĢtırılıp homojen hale getirildi. Jel 

berraklaĢınca kalıba döküldü ve 15 dakika içinde dondu. Jelden tarak çıkartıldı. Jelde 

16 kuyucuk meydana geldi. 4 µl amplikon + 2 µl UV boya karıĢtırılıp her bir 

kuyucuğa bırakıldı(resim). 50 dakika boyunca 95 V ve değiĢken akımda amplikonlar 

elektroforezde (Bio RAD, ABD) yürütüldü. Hem pozitif kontrol hem de 

amplikonların kaç baz çifti (bp) olduğunu anlamak için ilk kuyucuğa DNA ladder 

konuldu. Diğer kuyucuklara izolatlara ve pozitif kontrol suĢuna ait amplikonlar 

konuldu. Görüntülemek için Gel DocTM XR+ (Bio Rad, ABD) cihazı kullanıldı.  
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Resim 2:95 V ve değiĢken akımda amplikonların jel elektroforezde (Bio RAD, ABD) 
yürütülmesi 

3.4.1.2.Monopleks PCR Yöntemi 

Bu çalıĢmada bu yöntemle blaOXA-51, blaOXA-55 ve mcr-1 geni monopleks 

PCR yöntemiyle ayrı ayrı çalıĢıldı. Multipleks PCR‘dan farklı olarak her bir izolat 

için hazırlanan ependorf hacmi; 2 µl toplam primer hacmi (1 µl F, 1 µl R primer 

olmak üzere) ve 12,5 µl Taq DNA polimeraz ile 4,5 µl nükleazsız suyun üzerine her 

bir izolatın 4,5 µl DNA ekstraktı ilave edilerek her bir ependorf nihai hacim 25 µl‘ye 

tamamlandı. Bundan sonraki amplikasyon aĢaması ve jel elektroforezinde 

amplikonların yürütülmesi ve jelin görüntülenmesi mültipleks PCR ile aynı Ģekilde 

yapıldı. Ancak monopleks PCR için hazırlanan agoroz jel %1 olarak hazırlandı. 
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3.4.1.3.Kalite kontrol suĢları 

Bu çalıĢmada kolistin dirençli mcr-1 pozitif kontrol suĢu E. coli NTCC 13846 

kullanıldı. 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) suĢları kullanıldı.  
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5. BULGULAR 

Bu çalıĢmada Dicle Üniversitesi Hastaneleri yoğun bakım ünitelerinde yatan 

hastalardan alınan kan örneklerinin kan kültür ĢiĢelerinden izole edilen KDKp 

izolatları incelemeye alınmıĢtır. 

ÇalıĢmaya dahil edilen 33 KDKp izolatın 19'u (%58) kadın, 14‘ü (%42) erkek 

hastalardan izole edilmiĢtir. Bu hastaların 5‘i çocuktur. Kadın hastaların ortalama 

yaĢları 55,4; erkek hastaların ise 47,4‘tür.  

Ġzolatların 8‘i (%24,24) Göğüs TBC, 7‘si (%21,21) Dahiliye, 5‘i (%15,15) 

Çocuk, 4‘ü (%12,12) Nöroloji, 3‘ü (%9,09) Hematoloji, 2‘si (%0,06) Kardiyoloji, 

2‘si (%0,06) Anestezi, 1‘i (%0,03) Acil ve 1‘i (%0,03) Gastroenteroloji YBÜ‘lerinde 

yatan hastalardan gelen kan örneklerinden izole edilmiĢtir. 

5.1. Fenotipik Yöntemlere Ait Bulgular 

5.1.1. BD PhoenixTM 100 otomatize sistemine ait bulgular 

BD Phoenix otomatize sistem antibiyotik duyarlılıkları piperasilin- tazobaktam 

için % 93,94 (n = 31) R (dirençli), % 6,06 (n = 2) S (duyarlı); amikasin için % 69,70 

(n = 23) R, % 30,30 (n = 10) S; gentamisin için % 66,67 (n = 22) R, % 33,33 (n = 11) 

S; siprofloksasin için % 84,85 (n = 28) R,% 15,15 (n = 5) S; seftazidim için% 90,91 

R (n = 30), % 9,09 (n = 3) S; sefepim için % 87,88 R (n = 29), % 9,09 (n = 3) S ve % 

3,03(n = 1) I (orta duyarlı); trimetoprim-sülfametaksazol için % 87,88 ( n= 29) R, % 

12,12( n= 4) S; kolistin için % 48,48 (n = 16) R, % 51,52 ( n= 17 ) S; ve ertapenem 

için % 96,97( n =32) R, % 3,03( n= 1); imipenem için % 60,61 ( n = 20) R, % 3,03( 

n= 1) S ve % 36,36(n = 12) I; meropenem için % 84,85 ( n =28) R, % 9,09 ( n= 3) S 

ve % 6,06 ( n= 2) Ģeklindedir. BD Phoenix‘e ait bulgular Tablo 6‘da verilmiĢtir. 
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Tablo 6: BD Phoenix otomatize sistem antibiyotik duyarlılık sonuçları 

Antibiyotikler 

S I R 

n % n % n % 

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

Amikasin(AMK) 10 30,30 0 0 23 69,70 

Gentamisin(GEN) 11 33,33 0 0 22 66,67 

Siprofloksasin(CIP) 5 15,15 0 0 28 84,85 

Seftazidim(CAZ) 3 9,09 0 0 30 90,91 

Sefepim(FEP) 3 9,09 1 3,03 29 87,88 

Kolistin(CST) 17 51,52 0 0 16 48,48 

Trimetoprim-

Sülfametaksazol(SXT) 4 12,12 0 0 29 87,88 

Ertapenem(ETP) 1 3,03 0 0 32 96,97 

İmipenem(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) Yöntemine ait bulgular 

BD PhoenixTM 100 (Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemi ile 

karbepenemlerden biri veya birkaçına orta dirençli veya dirençli bulunan izolatların 

karbapenem direnci EUCAST‘ın (143) önerdiği yöntem DDT (Kirby-Bauer) ile 

doğrulandı. Karbapenem direnci doğrulanan 33 adet KDKp izolatı ile bu çalıĢmaya 

devam edildi. EUCAST karbapenem sınır değerlerine (Tablo 7) göre değerlendirilip 

olup KDKp izolatlarının ertapenem, imipenem ve meropenem zon çapları ölçüldü, 

Tablo 8‘de verilmiĢtir. 
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Tablo 7: EUCAST karbapenem antimikrobiyalleri DDT zon çapı sınır değerleri 

Karbapenem Disk içeriği(µg) Zon çapı sınır değerleri(mm) 
S≥ R< 

Ertapenem 10 25 25 

Ġmipenem 10 22 17 

Meropenem 10 22 16 

DDT yöntemi ile çalıĢılan KDKp izolatlarının hepsi (%100) ertapenem dirençli; 

9‘u (%27,27) imipeneme dirençli; 23‘ü (%69,7) meropeneme dirençli olarak tespit 

edildi.  

Tablo 8: Karbapenem* antibiyotiklerine karĢı BD Phoenix 100 otomatize sisteminin 
sonuçları ve DDT zon çapları bulguları 

 

BD Phoenix 100 Otomatize 

Sistem 
DDT (Kirby-Bauer) Zon çapı (mm) 

Örnek 
no 

Etp Ġpm Mem 
Etp (10 µg) 

disk 

Ġpm (10 µg) 
disk 

Mem (10 µg) 
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, Ġpm: Ġmipenem 

5.1.3. Sıvı Mikrodilüsyon (SMD) Yöntemine Ait Bulgular 

EUCAST‘ın önerilerine göre çalıĢmaya dahil edilen 33 KDKp kolistin MĠK 

değerleri SMD yöntemi ile tespit edilmiĢtir. EUCAST‘a göre kolistin MĠK değeri >2 

mg/L olanlar kolistine dirençli, ≤2 mg/L olanlar kolistine duyarlı olarak 

değerlendirildi. Tablo 9‗da çalıĢılan her bir izolatın kolistin MĠK değeri verildi (143).  
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Tablo 9: SMD yöntemi ile elde edilen her bir izolatın MĠK değeri ve duyarlılık durumu 
ve aynı izolatların otomatize sistem duyarlılık durumları 

Örnek 
no 

SMD Yöntemi 
Otomatize 

Sistem  
Örnek 

no 

SMD Yöntemi 
Otomatize 

Sistem  

 MĠK 
değeri 
(µg/ml) Duyarlılık Duyarlılık 

MĠK 
değeri 
(µg/ml) Duyarlılık  Duyarlılık 

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 yöntemi ile bulunan kolistin MĠK değerlerine göre izolatların sayısal 

dağılımı Grafik 1‘de verilmiĢtir. 

 

Grafik 1: SMD yöntemine göre kolistin MĠK değerlerindeki izolat sayılarının dağılımı. 
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5.2. Moleküler Yöntemlere Ait Bulgular 

5.2.1. Karbapenemaz Genlerine Ait PCR Bulguları 

ÇalıĢmada KDKp izolatları; 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 varlığı multipleks PCR yöntemi ile araĢtırılmıĢtır. blaOXA-51 (353 bp), 

blaOXA-55 (975 bp) monopleks PCR yöntemi ile çalıĢılmıĢtır. 

Toplam çalıĢılan 33 adet KDKp izolatının PCR yöntemi ile saptanan 

karbapenemazlar genlerindeki pozitiflik oranları Tablo 10 ve Grafik 2 verilmiĢtir. Bu 

oranlar blaOXA-48 için %75,76 (n = 25), blaNDM-1 %6,06 (n =2), blaOXA-24 için 

%3,03 (n = 1) Ģeklinde saptandı. Ġzolatlar arasında blaOXA-23, blaOXA-51, 

blaOXA-55, blaOXA-58, blaKPC, blaVIM ve blaIMP tespit edilmedi. Ġki (%6,06) 

izolatın hem blaOXA-48 hem de blaNDM-1 genleri taĢıdığı görülmedi.  

Tablo 10: PCR yöntemi ile tespit edilen karbapenemaz genlerinin dağılımı. 

Karbapenemaz 

Genleri 
Yüzde (%) Adet 

blaOXA-24 3,03 1 

blaOXA-48 75,76 25 

blaOXA-51 - - 

blaOXA-55 - - 

blaOXA-58 - - 

blaKPC - - 

blaNDM-1 6,06 2 

blaVIM - - 

blaIMP - - 

blaOXA-48 ve 

blaNDM-1 
6,06 2 

Hiçbiri 18,18 6 
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Grafik 2 : KDKp 33 izolatın PCR yöntemileri ile saptanan karbapenemazlar genlerinin 

yüzde dağılımı 

blaOXA-23 (650 bp), blaOXA-24 (246 bp), blaOXA-48 (743 bp), blaOXA-58 

(599 bp) çalıĢılan bazı izolatların agaroz jel elektroforez görüntüsü Resim 3‘de 

verilmiĢtir. 

 

Resim 3: 19-30 nolu izolatların agaroz jel elektroforez görüntüsü. 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 çalıĢıldı. 

ÇaılĢmaya dahil edilen 33 adet KDKp izolatının hiçbirinde blaOXA-51 (353 bp) 

(Resim 4) ve blaOXA-55 (975 bp) genleri tespit edilmedi. 

 

 

Resim 4: OXA-51 (353 bp) agaroz jel elektroforezinde görüntüsü. Soldan 1.kuyucuk 
DNA ladder 2. kuyucuk A. baumannii ATCC 19606 pozitif kontrol, 6. kuyucuk negatif 

kontrol, diğer kuyucuklar çalıĢmadaki 1-17 nolu izolatlar 

5.2.2. Kolistin direnci ile iliĢkili plazmid aracılı mcr-1 genine ait PCR 

bulguları 

Bu çalıĢmada kolistin direncinden sorumlu moleküler direnç mekanizmasını 

araĢtırmak için plazmid-aracılı direnç geni olan mcr-1‘in varlığı monopleks PCR 

yöntemi ile araĢtırıldı. 33 adet KDKp izolatından 16‘sı (%48,48) mcr-1 geni pozitif, 

17‘si (%51,52) ise mcr-1 geni negatif olduğu tespit edildi Grafik 3‘verilmiĢtir. 
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Grafik 3: mcr-1 geninin yüzde (%) dağılımı 

mcr-1 (305 bp) geni monopleks PCR yöntemi ile araĢtırılmıĢ Resim 5‘de 

çalıĢmadaki bazı izolatların agaroz jel görüntüsü verilmiĢtir. 

 

Resim 5: Üst soldan 1. Kuyucuk DNA ladder (100 bp-1000 bp), 2. Kuyucuk kolistin 

dirençli E. coli NTCC 13846 (mcr-1 pozitif) (305 bp), 6.kuyucuk mcr-1 negatif kontrol suĢu 
ve diğer kuyucuklar 1-30 nolu KDKp izolatlarına ait agaroz jel elektroforezi görüntüsü. 

5.3. Fenotipik ve Moleküler Yöntemlere Ait Bulgular 

ÇalıĢmaya dahil edilen 33 KKDp‘den multipleks PCR ile blaOXA-48 geni tespit 

edilen 25 (%93,94) izolatın içinden DDT yöntemine göre hepsi (%100) ertapeneme, 
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11‘i (%44) imipeneme; 21‘i (%84) meropeneme, BD Phoenix otomatize sistem 

ADT‘ye göre 23‘ü (%93,54) piperazilin-tazobaktama, 22‘si (%70,97) amikasine, 

16‘sı (%64) gentamisine, 23‘ü (%92) siprofloksasine, 24‘ü (%96) seftazidime, 24‘ü 

(%96) sefepime ve 14‘ü (%56) kolistine dirençli bulundu. blaOXA-48 geni taĢıyan 

25 izolattan 15‘i (%48,39) aynı zamanda mcr-1 geni taĢıdığı tespit edildi.  

ÇalıĢmaya dahil edielen 33 adet KDKp izolatın 22‘si (%66,67) amikasin ve/veya 

gentamisin antibiyotiklerine duyarlı bulundu. MĠK değerine göre kolistin dirençli 

bulunan izolatlarının (n=20) 11‘i (%55) amikasin ve/veya gentamisine duyarlı 

bulundu. Mcr-1 pozitif izolatlardan (n=16) 9‘u (%56,35) amikasin ve/veya 

gentamisine duyarlı bulundu. MĠK veya mcr-1 pozitiflik oranına göre amikasin 

ve/veya gentamisine duyarlılık yüzdeleri arasında dikkate değer fark bulunmadı. 

ÇalıĢmada DDT yöntemi ile karbapenemlere karĢı duyarlılıklarını ölçtüğümüz 

izolatların PCR yöntemi ile tespit edilen karbapenemaz genlerinin varlığına göre zon 

çaplarının ortalamalarını incelediğimizde Tablo 11‘daki gibi bulgular elde edildi. 

blaOXA-48 geni taĢıyan izolatlar 25 adet, sadece blaOXA-48 geni bulunduran 23 

adet olarak saptandı. Bu 23 izolatın DDT yöntemi ile elde edilen ertapenem zon çapı 

ortalaması 7,96 mm‘dir. Hem blaOXA-48 hem de blaNDM genini beraber 

bulunduran 2 adet izolatın ertapenem zon çapları ortalaması 11,00 mm‘dir ve sadece 

OXA-48 geni taĢıyanlara göre daha fazla olduğu görüldü. blaOXA-48 negatif 

olanların sadece blaOXA-48 pozitiflere göre ertapenem zon çapının yaklaĢık olarak 

iki kat daha fazla olduğu görüldü. Meropenem zon çapı ortalaması sadece blaOXA-

48 geni bulunanlarda 11,78 mm iken blaNDM-1 geninin de eĢlik ettiği 2 izolatta 

meropenem zon çapının daha az olduğu hesaplandı. 
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Tablo 11: Ġzolatların karbapenemaz gen varlığına göre karbapenem* zon çapı 
ortalamaları. 

 

Sadece  

blaOXA-48 pozitif 

blaOXA-48 ve 

blaNDM-1 pozitif 

blaOXA-48 

negatif 

Ġzolat sayısı 23 2 8 

Ertapenem ortalama 

zon çapı (mm) 
7,96 11,00 14,87 

Ġmipenem ortalama zon 

çapı (mm) 
17,13 15,50 19,38 

Meropenem ortalama 

zon çapı (mm) 
11,78 7,00 16,25 

BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine göre çalıĢmaya 

dahil edilen 33 adet KDKp izolatının kolistin duyarlılıkları incelediğinde 17‘sinin 

kolistine duyarlı(S), 16‘sının da dirençli (R) olduğu görüldü. SMD yöntemi ile elde 

edilen kolistin MĠK değerlerine göre de 33 adet KDKp izolatın 13‘ü S, 20‘si R 

bulundu (Tablo 12). Grafik 4‘te otomatize sisteme göre kolistin S 17 adet izolatın 

MĠK değerine göre 10‘unun (%58,82) S, 7‘sinin (%41,18) R; kolistin R 16 adet 

izolatın MĠK değerine göre 13‘ünün (%81,25) R, 3‘ünün (%18,75) de S olduğu 

verilmiĢtir. 

Tablo 12: Otomatize sistem ve SMD yöntemine göre kolistin duyarlılık bulgularının 
karĢılaĢtırmasına ait bulgular  

 

Otomatize sistem 

kolistin S izolat 

sayısı 

Otomatize sistem 

kolistin R izolat 

sayısı 
Toplam 

Kolistin MĠK S  10 3 13 

Kolistin MĠK R 7 13 20 

Toplam  17 16 33 
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Grafik 4: a) BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine göre 
kolistin duyarlı izolatların kolistin MĠK değerlerine göre duyarlılık yüzdeleri. b) BD Phoenix 
100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine göre kolistin dirençli izolatların kolistin 
MĠK değerlerine göre duyarlılık yüzdeleri.  

SMD yöntemiyle çalıĢılan izolatların %60,61‘i kolistine dirençli ve %39,39‘u 

duyarlı bulundu. BD Phoenix otomatize sisteme göre kolistin duyarlılık yüzdeleri 

%48,48 dirençli, %51,52 duyarlı bulundu. Kolistin duyarlılık yüzdeleri  Grafik 5‘te 

verilmiĢtir. 
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(a)

(b)



 

74 

 

 

Grafik 5: a) SMD yöntemi kolistin duyarlılıkları yüzde oranları b) Otomatize sistem 
kolistin duyarlılıkları yüzde oranları 

ÇalıĢmada PCR yöntemi ile elde edilen mcr-1 geni pozitiflik sayıları ile SMD 

yöntemiyle saptanan kolistin duyarlılık sayıları bulguları Grafik 6‘da verilmiĢtir. 33 

KDKp izolatın 16‘sı mcr-1 geni pozitif, 17‘si mcr-1 geni negatif bulundu. Grafik 7 

‗de mcr-1 geni pozitif izolatlar arasında kolistin MĠK değerine göre 14‘ü (%87,50) 

R, 2‘si S; mcr-1 geni negatif izolatlar arasında 6‘sı (%35,29) R, 11‘i (%64,71) de S 

olarak verilmiĢtir. 
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51,52%
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Grafik 6: mcr-1 geni ile kolistin MĠK değeri bulguları arasındaki kıyaslamaya ait 
bulgular 

 

Grafik 7 a) mcr-1 geni pozitif izolatlar arasında kolistin MĠK değerine göre duyarlılık 
yüzdeleri. b) mcr-1 geni negatif izolatlar arasında kolistin MĠK değerine göre duyarlılık 
yüzdeleri. 
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Grafik 8‘de BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sisteme göre 

17 kolistin S, 16‘sı kolistin R izolatların mcr-1 pozitif ve negatif olduğu verilmiĢtir. 

Grafik 9‘de otomatize sisteme göre kolistin duyarlı izolatların 11‘i (%64,75) mcr-1 

negatif, 6‘sı (%35,29) mcr-1 pozitif olarak hesaplandı. Otomatize sisteme göre 

kolistin R izolatların 6‘sı (%37,50) mcr-1 negatif, 10‘u (%62,50) mcr-1 pozitif 

bulundu. 

 

Grafik 8: BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistem kolistin 

duyarlılık ile mcr-1 geni bulgularının sayısal kıyaslamasına ait bulgular 
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Grafik 9: BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine göre 
kolistin duyarlı izolatların mcr-1 pozitif ve negatif yüzdeleri. b) BD Phoenix 100 (Becton 
Dickinson, A.B.D) otomatize sistemine göre kolistin dirençli izolatların kolistin mcr-1 

pozitif ve negatif yüzdeleri 

SMD yöntemi ile elde edilen MĠK değerine göre ≤2 µg/ml olan 13 hastanın 

hastanede yatıĢ süresi ortalaması 20,3 gün iken MĠK >2 µg/ml olan 20 hastanın 

hastanede yatıĢ süresi ortalaması 33,9 gün olarak hesaplandı. 32 µg/ml MĠK değerine 

sahip 8 hastanın ortalama hastanede yatıĢ süresi 37,63 gün; 64 µg/ml MĠK değeri 

olan 6 hastanın 34,2 gün olarak hesaplandı. mcr-1 negatif olan 17 hastanın hastanede 

yatıĢ süresi ortalaması 21,8 gün; mcr-1 pozitif 16 hastanın hastanede yatıĢ süresi 

ortalaması 35,7 gün olarak hesaplandı.  
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Tablo 13‘de verildiği üzere OXA-48 pozitif (n=25) izolatın 15‘i mcr-1 pozitif, 

10‘u negatif bulundu. NDM-1 pozitif (n=2) izoaltın 2‘si mcr-1 negatif 

bulundu.OXA-24 pozitif (n=1) izolat ise mcr-1 negatif bulundu. Grafik 10‘da 

oranları gösterilmiĢtir. 

Tablo 13: Karbapenemazların mcr-1 pozitiflik bulguları 

Karbapenemaz MCR-1 pozitif MCR-1 Negatif 

OXA-48 15 10 

OXA-24 0 1 

NDM-1 0 2 

Hiçbirisi 1 6 

 

 

 

Grafik 10:Karbapenemazların mcr-1 pozitiflik bulguları 

ÇalıĢmaya dahil edilen KDKp izole edilen 33 hastadan 9‘unun (%27,3) 

hastaneden yatarken ölümü gerçekleĢti. Kolistin MĠK değerine göre ölen hasta 

izolatlarının kolistine dirençli olduğu tespit edildi. Ayrıca ölen hastaların 5‘i 64 

µg/ml, 2‘sinin 32 µg/ml, 1‘i 16 µg/ml ve 1‘i 4 µg/ml kolistin MĠK değerine sahiptir. 

Bu ölen 9 hastanın 7‘si mcr-1 pozitif iken 2‘si mcr-1 negatiftir. MĠK değerine göre 

kolistin dirençli (>2 µg/ml) bulunan 20 hastanın mortalite oranı %45 (n=9) iken 
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duyarlı olanlarda ölüm tespit edilmedi. mcr-1 pozitiflerde (n=16) mortalite oranı 

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

ÇalıĢmaya dahil edielen 33 adet KDKp izolatın 22‘si (%66,67) amikasin ve/veya 

gentamisin antibiyotiklerine duyarlı bulundu. MĠK değerine göre kolistin dirençli 

bulunan izolatlarının (n=20) 11‘i(%55) amikasin ve/veya gentamisine duyarlı 

bulundu. Mcr-1 pozitif izolatlardan (n=16) 9‘u (%56,35) amikasin ve/veya 

gentamisine duyarlı bulundu. MĠK veya mcr-1 pozitiflik oranına göre amikasin 

ve/veya gentamisine duyarlılık yüzdeleri arasında dikkate değer fark bulunmadı. 
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6. TARTIġMA 

Karbapenemler GSBL pozitif Gram negatiflerin neden olduğu enfeksiyonlar için 

kullanılmaktadır ve ilk kez 1993‘te karbapenem dirençli Klebsiella pneumoniae 

(KDKp) ortaya çıkmıĢtır (43). KDKp prevalansı küresel olarak artarken ve neden 

olduğu enfeksiyonlar insan sağlığı için tehdit haline gelmiĢtir. Mevcut sınırlı tedavi 

seçenekleri nedeniyle yüksek mortalite oranına sahiptir (6). Son yıllarda, kolistin 

ÇĠD K. pneumoniae enfeksiyonları için son çare tedavi haline gelmiĢtir. Bununla 

birlikte, dünyanın birçok ülkesinden kolistin direnci rapor edilmiĢtir ve prevalansı 

artmaya devam etmektedir. Bu yüzden özellikle hastanede yatan hastalardan izole 

edilen K. pneumoniae‘lerde karbapenem ve kolistin direncinden sorumlu 

mekanizmaların moleküler olarak tespiti, uygun ve etkin tedavi ve epidemiyolojik 

olarak önem arz etmektedir (44). 

Vardakas ve ark. yaptığı çalıĢmaya göre; GSBL pozitif izolatların β-laktam 

grubu antibiyotiklere ve geniĢ spektrumlu sefalosporinlere direnç göstermesi 

durumunda kliniklerde özellikle K. pneumoniae kaynaklı bakteriyemilerde geniĢ 

spektrumlu sefalosporinler ile amikasin kombine edilerek tedavide etkin olduğunu 

göstermilerdir (165). ÇalıĢmamızdaki bütün izolatlar BD Phoenix 100 (Becton 

Dickinson, ABD) otomatize sistemi ile elde edilen bulgular doğrultusunda GSBL 

pozitif bulunmuĢtur. ÇalıĢılan izolatların GSBL pozitiflik oranı ile 3.kuĢak 

sefalosporinlere (seftazidim gibi) gösterdikleri direnç eĢleĢmektedir. GSBL üreten K. 

pneumoniae‘lerin 3. kuĢak sefalosporinlerine direnç durumunda tedavide tercih 

edilen 4. KuĢak sefalosporin olan sefepime karĢı da direnç oranı %87,88‘dir. 

Amikasin için %69,70 bulunmuĢtur ve bu sonuç amikasine duyarlı KDKp 

enfeksiyonlarında amikasin ile kombine edilen bir karbapenem tercih edilebilmesine 

imkan sağlayacaktır. 

Ambler D Sınıfı karbapenemaz olan OXA-48 ilk kez 2003 yılında Türkiye'de 

izole edilen bir K. pneumoniae suĢunda tanımlanmıĢtır (105). O zamandan bu yana 

nozokomiyal salgınların kaynağı olarak OXA-48 üreten K. pneumoniae‘ler 

Türkiye'den birçok kapsamlı çalıĢma rapor edilmiĢtir (166). Carrër A ve ark. farklı 
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ülkelerden topladıkları KDKp izolatlarının OXA-48 ürettiklerini ve Türkiye dıĢında 

da Avrupa, Ortadoğu ve Afrika da birçok ülkede yayıldığını göstermiĢlerdir(167). 

Davarcı ve ark. hastanelerinde 71.1% OXA-48 pozitiflik oranı bildirerek 

hastanelerindeki nozokomiyal salgına önlemler düĢünmüĢlerdir(168). Bu çalıĢmada 

ise ülkemizdeki oranlardan farklı olamayan OXA-48 pozitiflik oranı (%75,76) 

bulunmuĢtur.  

Crowley ve ark. yaptıkları bir çalıĢmada SHV-2 β-laktamaz ekspresyonu ve 

azalmıĢ OmpK35 ve OmpK36 porin seviyelerinin sefalosporinlere ve 

karbapenemlere dirençte artıĢa sebep olduğunu göstermiĢtedirler (169). OXA-48 

enzimi penisilinleri baĢarıyla hidrolize edebilir, ancak geniĢ spektrumlu 

sefalosporinlere (seftazidim, sefotaksim, sefepim gibi), karbapenemlere karĢı zayıf 

aktivite gösterir veya hiç aktivite göstermez. Bu çalıĢmada multipleks PCR yöntemi 

ile OXA-48 geni tespit edilen 25 (%93,94) izolatın içinden DDT yöntemine göre 

hepsi (%100) ertapeneme dirençli;11‘i (%44) imipeneme dirençli; 21‘i (%84) 

meropeneme dirençli; (%93,54) piperazilin-tazobaktama dirençli; 22‘si (%70,97) 

amikasine dirençli; 16‘sı (%64) gentamisine dirençli; 23‘ü (%92) siprofloksasine 

dirençli; 24‘ü (%96) seftazidime dirençli; 24‘ü (%96) sefepime dirençli; 14‘ü(%56) 

kolistine dirençli bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada elde edilen bulgularda OXA-48 pozitif 

izolatlardaki karbapenemlere, seftazidim ve sefepim gibi geniĢ spektrumlu 

sefalosporinlere direnç oranının oldukça yüksek olmasının nedeni GSBL AmpC 

sefalosporinazlardan ve/veya porin kaybı ile iliĢkilendirilebilir (170).  

Neuner ve ark. yaptıkları çalıĢmada hastanelerinde YBÜ‘lerinde yatan kan 

dolaĢım enfeksiyonu hastalarından alınan kan örneklerinden izole edilen OXA-48 

pozitif KDKp‘ler %86 kolistine, %45 amikasin ve %22 de gentamisine duyarlı 

bulunmuĢtur (171). Bu çalıĢmada da OXA-48 pozitif izolatların en az direnç 

gösterdikleri antibiyotikler sırasıyla kolistin (%56), gentamisin (%64), amikasin 

(%70,97)‘dir. Bu sonuçlar da gösteriyor ki KDKp bakteriyemilerde tedavi seçeneği 

olarak kolistin, amikasin ve gentamisin tercih edilebilebilir. 

NDM-1 ilk olarak 2009 yılında Hindistan'da hastaneye yatırılan bir hastanın 

idrar örneğinden izole edilen K. pneumoniae suĢunda keĢfedilmiĢtir (13). Daha sonra 
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Balkanlar ve Orta Doğu'ya yayılmıĢtır (172). Poirel ve ark. çalıĢması Türkiye'den 

bildirilen ilk NDM-1 raporu olup 2011 yılında daha önce Irak'ta hastaneye yatırılan 

allojenik kök hücre nakli yapılan lösemi hastasından izole edilen K. pneumoniae 

suĢuna dayanmaktadır (173).  Türkiye'de çok merkezli bir çalıĢmada Grundmann ve 

ark.124 adet KDKp izolatını incelemiĢ ve 9 adet (%7,25) KDKp izolatında NDM-1 

tipi karbapenemaz bulmuĢtur (174). Çakar ve ark. yaptığı çok merkezli baĢka bir 

çalıĢmada tek baĢına NDM %6,5 oranında bulunmuĢken NDM+OXA-48 beraber 

bulunma oranı ise sadece %2,4 olarak tespit edilmiĢtir (175). Bu çalıĢmada ise %6,06 

oranında NDM-1, NDM-1+OXA-48 Ģeklinde saptanmıĢtır ve bulgular Türkiye‘de 

yapılan çok merkezli çalıĢmalarla ters düĢmemektedir. 

BaĢka bir plazmid aracılı metallo-β-laktamaz VIM ilk olarak 1997'de Ġtalya'da 

bildirilmiĢtir (176). Türkiye'de VIM-1 baĢlangıçta Yıldırım ve ark. tarafından 2005 

yılında 3 yaĢındaki kızın idrarından K. pneumoniae‘den izole edilmiĢtir. Grundmann 

ve ark. yaptıkları çok uluslu bir çalıĢmada, Türkiye'den gönderilen 124 karbapeneme 

duyarlı olmayan K. pneumoniae izolatlarının %4'ünde VIM pozitif bulunmuĢtur 

(174). Bu çalıĢmada ise hiçbir K. pneumoniae izolatında VIM bulunmamıĢtır. 

Bildirilen raporlara göre; KPC üreten izolatlar çoğunlukla Yunanistan, ABD ve 

Ġsrail'de bulunmuĢtur. Tanımlanan ilk KPC üreten izolat bir K. pneumoniae olsa; 

ikinci bir raporda KPC üreten izolat K. oxytoca (177, 178) olarak verilmiĢtir. ABD'de 

yapılan bir çalıĢmada, KDKp izolatlarının %90'ında KPC pozitifliği saptanmıĢ ve 

baĢka bir karbapenemaz geni tanımlanmamıĢtır (179). Grundmann ve ark. yaptıkları 

çok merkezli Avrupa ülkeleri çalıĢmasında Türkiye'deki 17 merkezden 124 örnek 

üzerinde çalıĢılmıĢ ve hiçbir örnekte KPC enzimi saptanmamıĢtır (174). Bu 

çalıĢmada da Türkiye‘de pek yaygın olmayan bir karbapenemaz tipi olan KPC 

enzimi saptanmamıĢtır.  

IMP Sınıf B metallo-beta laktamazdır, aztreonam hariç bütün β-laktamları 

hidrolize eder. IMP tipi enzimler Japonya'daki Pseudomonas spp., Acinetobacter 

spp. ve Enterobacteriaceae üyelerinde yaygınlaĢmıĢtır (180). Türkiye'de IMP ilk 

olarak 2005 yılında bir yaĢındaki bir kızın kanından izole edilen K. pneumoniae‘de 

Aktas ve ark. tarafından bildirilmiĢtir (181). Daha sonra Sağıroğlu ve ark. 
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karbapenemaz taraması yaptıkları çalıĢmada 102 KDKp izolatın hiçbirinde IMP 

enzimine rastlamamıĢlardır (182). Daha çeĢitli bölgeleri içeren Çakar ve ark. 

EuSCAPE (European Survey on Carbapenemase Producing Enterobacteriaceae) 

projesi kapsamında, Türkiye‘nin değiĢik bölgelerindeki merkezlerden izole edilen 

karbapenem dirençli Klebsiella pneumoniae izolatlarında karbapenemaz varlığını ve 

enzim tiplerini belirledikleri çalıĢmada 124 KDKp‘nin sadece 2 (%1,6) tanesinde 

IMP enzimine rastlamıĢlardır (175). Türkiye‘de yapılan çalıĢmalar gösteriyor ki IMP 

tipi enzim oranı ülkemizde çok yüksek değildir nerdeyse yok sayılacak kadar azdır. 

Bu çalıĢmada ise IMP enzimi tespit edilmemiĢtir. 

K. pneumoniae'de kolistin direnci, Avrupa, Kuzey Amerika, Güney Amerika, 

Asya ve Güney Afrika dahil olmak üzere birçok bölgeden bildirilmiĢtir. Klinik 

olarak izole edilmiĢ K. pneumoniae suĢlarında en yüksek toplam kolistin direnç oranı 

Yunanistan'da %10,5-20 arasında, ardından Güney Kore %6,8, Singapur'da %6,3 

rapor edilmiĢtir. Yunanistan'ın antibiyotiklere direnç için bir sıcak nokta olduğunu 

göstermiĢtir. Kuzey Amerika, Avrupa, Latin Amerika ve Asya-Pasifik bölgesindeki 

farklı merkezleri içeren küresel SENTRY Antimikrobiyal Sürveyans Programından 

(2006-09) elde edilen veriler, K. pneumoniae'deki genel kolistin direnç oranının 

%1,5 olduğunu ortaya koymuĢtur. Latin Amerika'da %2,1 ve bunu Kuzey Amerika 

%1,8 ile izlemiĢtir. Latin Amerika'daki kolistin direnci kademeli olarak %1,3'ten 

(2006) %3,0'a (2009) yükselmiĢtir. SENTRY‘ye göre, bu popülasyonlar için kolistin 

direnç oranları (%4,4-85.7), K. pneumoniae izolatlarında genel kolistin direncini 

değerlendiren çalıĢmalarda bildirilenlerden daha yüksek gözükmektedir. Yoğun 

bakım ünitesi hastalarında özellikle yüksek kolistin direnç oranları %20-55.2 

bildirilmiĢtir (45). ÇalıĢmamızda kolistin duyarlılığı fenotipik olarak SMD yöntemi 

ve otomatize sistemin sonuçlarına göre değerlendirilmiĢtir. Yöntemler arasındaki 

farklılıklar ayrıca tartıĢılacaktır. BD Phoenix 100 otomatize sistemi kolistin 

duyarlılığı için %48,48 dirençli, %51,52 duyarlı bulunmuĢtur. SMD yöntemine göre 

%60,61 dirençli, %39,39 duyarlı bulunmuĢtur. Farklı yöntemlere göre değiĢen 

kolistin duyarlılık oranları olsa da (%48,48-%60,61) YBÜ‘lerdeki yüksek direnç 

oranları ile ters düĢmemektedir.  
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Giacobbe ve ark. yaptıkları kontrollü kohort çalıĢmasında hastanelerindeki 

YBÜ‘lerinde KDKp izolatlarında kolistin direncinin varlığı ile hastanede yatıĢ 

süresinin 30 gün ve üzeri olması gibi risk faktörlerinin %51 gibi yüksek mortalite ile 

sonuçlandığını saptamıĢlardır (183). Bu tez çalıĢmasında SMD yöntemi ile MĠK 

değeri ≤2 µg/ml olan 13 hastanın hastanede yatıĢ süresi ortalaması 20,3 gün iken 

MĠK >2 µg/ml olan 20 hastanın hastanede yatıĢ süresi ortalaması 33,9 gün olarak 

hesaplanmıĢtır. 32 µg/ml MĠK değerine sahip 8 hastanın ortalama hastanede yatıĢ 

süresi 37,63 gün; 64 µg/ml MĠK değeri olan 6 hastanın 34,20 gün olarak 

hesaplanmıĢtır. Mcr-1 negatif olan 17 hastanın hastanede yatıĢ süresi ortalaması 21,8 

gün; mcr-1 pozitif 16 hastanın hastanede yatıĢ süresi ortalaması 35,7 gün olarak 

hesaplanmıĢtır. 33 hastadan 9‘u (%27,3) ölümle sonuçlanırken kolistin MĠK değerine 

göre ölen hastaların hepsi kolistine dirençli bulunmuĢtur. Bu ölen hastaların 5‘i 64 

µg/ml, 2‘sinin 32 µg/ml, 1‘i 16 µg/ml ve 1‘i 4 µg/ml kolistin MĠK değerine sahip 

olduğu görülmüĢtür. Mcr-1 pozitifler hastalarda (n=16) mortalite oranı %43,75(n=7), 

mcr-1 negatiflerde (n=17) ise bu oran %11,8 (n=2) olarak hesaplanmıĢtır. Bu ölen 9 

hastanın 7‘si mcr-1 pozitif iken 2‘si mcr-1 negatif olarak tespit edilmiĢtir. MĠK 

değerine göre kolistin dirençli (>2 µg/ml) bulunan 20 hastanın mortalite oranı %45 

(n=9) iken duyarlı olanlarda ölüm tespit edilmemiĢtir. MĠK değerindeki artıĢ ile yani 

kolistine duyarlılığın azalması ile mcr-1 pozitiflik oranı ile hastanede yatıĢ süresi 

arttığı tespit edilmiĢtir. Aynı Ģekilde hem mcr-1 pozitiflik hem de MĠK değerindeki 

artıĢ mortalite ile iliĢkili tespit edilmiĢtir.  

Poirel ve ark.‘nın yaptıkları çalıĢmaya göre 100 enterobakteriyel izolatı (60 

kolistin dirençli ve 40 kolistin duyarlı izolat) test ederek bu sistemin doğruluğunu 

değerlendirmiĢler ve yüksek oranda (%15) yanlıĢ duyarlı sonuç bulduklarını 

yayınlamıĢlardır (48). Bu çalıĢmada ise BD Phoenix otomatize sistemine göre 

kolistin dirençli 16 izolatın, SMD yöntemi MĠK değerine göre 13‘ü (%81,25) 

dirençli, 3‘ü (%18,75) de duyarlı saptanmıĢtır. %18,75 yanlıĢ duyarlı bulgusu 

literatür ile uyumlu bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada; otomatize sisteme göre kolistin 

duyarlı izolatlardan 11‘i (%64,75) mcr-1 negatif, 6‘sı (%35,29) mcr-1 pozitif olarak 

tespit edilmiĢtir. Poirel ve ark., K. pneumoniae ve E. cloacae izolatlarında BD 

Phoenix otomatize sisteminde kolistin hetero-rezistansını saptamak için düĢük 
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duyarlılık, ancak plazmid-aracılı kolistin direncini saptamak için iyi bir duyarlılık 

gözlemlemiĢlerdir (48). 

Hadjadj ve ark. yaptıkları araĢtırmada tüm dünyada Ģu an en yaygın olan mcr 

varyantı mcr-1 olsa da K. pneumoniae'de mcr genleri arasında mcr-3 ve mcr-8 

varyantlarını da bildirilmiĢlerdir. Bu varyantların kolistine duyarlılığı etkilediğini 

bildirmiĢlerdir. Aynı zamanda farklı antibiyotik direnç genlerinin birlikte görülmesi 

ve aynı izolatta mcr genlerinin varlığı özellikle de mcr-8 geni beta-laktamlar, 

aminoglikozitler, sülfonamidler, florokinolonlar, fenikoller ve trimetoprime de direnç 

kazandırabilen bir plazmid tarafından taĢındığını genom analizi ile göstermiĢlerdir. 

(184). ÇalıĢmamızda mcr-1 negatif (n=17) olup SMD yöntemine göre MĠK değerleri 

dirençli (n=6) olan izolatlar bulunmuĢtur. Aynı zamanda mcr-1 pozitif olanlar 

arasında farklı antibiyotik gruplarına farklı direnç profili tespit edilmiĢtir. Bunun 

sebebi de farklı mcr varyantları olabilir. 

Yukarıdakilere ek olarak; Jayol ve ark. tarafından ilk kez kolistine karĢı direnç 

gösteren ÇĠD Klebsiella pneumoniae izolatlarda kolistin-dirençli alt popülasyon, l-

aminoarabinoz sentezinden ve polimiksin direncinden sorumlu pmrHFIJKLM 

ekspresyonunu aktive eden PhoP-PhoQ iki bileĢenli sistemin bir parçası olan PhoP 

proteininde tek bir amino asit değiĢikliğine (Asp191Tyr) sahip olduğunu ve PhoP 

geni ile yapılan tamamlama deneylerinde kolistin'e tam duyarlılığını geri kazandığını 

bulmuĢlardır. Daha sonra, kolistin duyarlı alt popülasyonun analizi, PhoP geninde, 

kolistin dirençli alt popülasyona kıyasla kısmi bir delesyon (25 bp) olduğunu 

bulmuĢardır. Bu delesyon, PhoP'nin okuma çerçevesini bozarak daha uzun ve aktif 

olmayan bir proteine (255'e karĢı 223 amino asit uzunluğunda) yol açtığını tespit 

etmiĢlerdir. Bu, mutasyonların PhoP‘in kolistin direncine katılımını gösteren ilk 

rapordur. Ayrıca, K. pneumoniae'de kolistin heterorezistansına yol açan 

mekanizmaları deĢifre eden ilk çalıĢmadır.  

Jayol ve ark ayrıca kolistin hetero-direncini, bir suboptimal polimiksin 

konsantrasyonuna maruz kalma ile iliĢkili olabilecek baĢka türlü duyarlı (≤2 mg / 

litre MĠK) bir alt popülasyonla kolistin direncinin ortaya çıkması olarak 

tanımlamıĢlardır. Kolistin için in vitro duyarlılık test yöntemlerinin karĢılaĢtırılması, 
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Etest ve agar dilüsyon yöntemlerinin, bazı otomatik yöntemlerin aksine dirençli alt 

popülasyonları tespit etmek için güvenilir olduğunu göstermiĢlerdir; Bununla 

birlikte, sıvı mikrodilüsyon yöntemi, kolistin MĠK'lerinin belirlenmesi için hala 

referans testi olmaya devam etmektedir (185). Bu çalıĢmada, kolistin MĠK 

değerlerini saptamak için EUCAST kriterlerine göre sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

yapılmıĢtır. ÇalıĢmamızda MĠK değeri ≤2 mg/litre olan ama mcr-1 pozitif saptanan 

iki izolatın MĠK değerleri 0,25 ve 2,0 mg/L‘dir. Bu izolatların fenotipik olarak SMD 

yöntemi ile kolistin MĠK değerlerindeki duyarlılığının olma sebebi PhoP genindeki 

delesyon mutasyonu olabilir.  

 



 

87 

 

7. SONUÇLAR 

K. pneumoniae‘de karbapenem ve kolistin direnci, Türkiye‘de yoğun bakım ve 

hastane ortamlarında önemli bir halk sağlığı sorunudur. Ülkemizde en çok tespit 

edilen karbapenemaz enzim tipi Ambler Sınıf D kategorisinde olan OXA-48, bu 

çalıĢmada da en çok tespit edilen karbapenemazdır. Son zamanlarda, KDKp 

enfeksiyonlarında son tercih olan kolistine karĢı direncin artması ile bu direncin 

altında yatan moleküler mekanizmaların en yaygın olanı mcr-1‘in tespiti önem arz 

etmektedir. Sonuç olarak, K. pneumoniae‘lerde karbapenemaz ve mcr-1 genlerinin 

belirlenmesi uygun antimikrobiyal tedavisi ve epidemiyolojik öneme sahiptir. 

KDKp‘nin patojen olduğu dolaĢım yolu enfeksiyonlarında klinik izolatlarda 

karbapenemaz tipinin belirlenmesi ve mcr-1 geninin varlığının tespiti hastaların 

tedavisine yön vermektedir. Direnç genlerinin tespiti; hastanın hayatta kalmasını, 

hastanede yatıĢ süresini etkileyecek tedavi protokollerine yol gösterir. Bu çalıĢmada 

kolistin direncinin hastanede artan yatıĢ süresine ve yüksek mortaliteye neden 

olduğunu göstermiĢ olduk.  

K. pneumoniae klinik izolatlarında kolistin ve karbapenem direnç mekanizmaları 

tespit edilmeli ve izolatlar moleküler epidemiyolojik yöntemlerle izlenmelidir. 

YBÜ‘lerinde yatan hastalarda karbapenem ve kolistin direncinin izlemi; yaĢ, 

komorbidite, antibiyotik geçmiĢi, hastanede yatıĢ süresi, invaziv giriĢim durumu gibi 

mortalite risk faktörleri de rapor edilerek takip edilmelidir.  

Otomatize antibiyotik duyarlılık sistemlerinden elde edilen kolistin duyarlılık 

sonuçlarının EUCAST/CLSI önerilerine uygun olarak sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile 

doğrulanması gerekir. Ayrıca, her hastane kendi yanlıĢ duyarlılık yüzdelerini tespit 

etmelidir.  

ÇalıĢmada EUCAST ve CLSI ortak çalıĢma grubunun referans yöntem olarak 

önerdiği sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile izolatların kolistin MĠK değerleri bulunsa da 

bu yöntem rutinde oldukça zahmetli ve tekrar edilebilirliliği de güçtür. 
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Hastane enfeksiyon kontrol önlemleri sıkı tutularak, türler ve cinsler arası yatay 

gen transferi ile geçiĢi kolay olan plazmid aracılı olan karbapenemazların ve mcr 

genlerinin özellikle YBÜ‘lerinde lokal salgınlara neden olmasının önüne 

geçilmelidir. 
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