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ÖZET 

 

Amaç: Hastanemizde kan kültürlerinden izole edilen ve karbapenem dahil 

çoklu ilaç direnci gösteren (ÇİD) Klebsiella pneumoniae izolatlarının 

fosfomisin ve kolistine duyarlılıklarını belirlemeyi; dirençten sorumlu olası 

mekanizmaları araştırmayı; fosfomisin, kolistin ve meropenem 

duyarlılıklarının belirlenmesinde otomatize sistemlerin performansını 

değerlendirmeyi ve ayrıca fosfomisin duyarlılığını belirlemede sıvı disk 

elüsyon testinin yerini araştırmayı amaçladık. 

Gereç ve Yöntem: 2019-2021 yılları arasında kan kültürlerinden izole edilen 

ve VITEK® 2 otomatize sistemi ile karbapeneme dirençli bulunan 61 K. 

pneumoniae izolatının fosfomisine duyarlılıkları, standart agar dilüsyon 

yöntemiyle; kolistin ve meropeneme duyarlılıkları standart sıvı mikrodilüsyon 

yöntemiyle çalışılmıştır. Fosfomisin ve karbapenem direncinden sorumlu 

olası direnç genleri (fosfomisin için; fosA3, fosC2, karbapenem için; blaOXA-48, 

blaNDM, blaKPC, blaIMP ve blaVIM) PZR ile kolistin direncinden sorumlu olası 

direnç genleri (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5) multipleks PZR 

yöntemleriyle araştırılmıştır. Fosfomisin, kolistin ve meropenem için VITEK® 

2 otomatize sisteminin; fosfomisin için ise ayrıca sıvı disk elüsyon metodunun 

performansları, standart duyarlılık testleriyle karşılaştırılarak 

değerlendirilmiştir.  

Bulgular: Standart sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle meropeneme ‘dirençli’ veya 

‘duyarlı, yüksek dozda’ bulunan ÇİD 61 K. pneumoniae izolatının %42,6’sı 

fosfomisine, %57,4’ü kolistine duyarlı olarak bulunmuştur. İzolatların %19,6’sı 

hem fosfomisine hem de kolistine duyarlı iken en az birine duyarlı izolat oranı 

%78,6’dır. MİK50 ve MİK90 değerleri sırasıyla fosfomisin için 64 μg/mL ve 512 

μg/mL; kolistin için 2 μg/mL ve 64 μg/mL’dir. Altmış bir izolatın hiçbirinde 

fosfomisin direncinden sorumlu plazmidik fosA3 ve fosC2; kolistin 

direncinden sorumlu plazmidik mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5 

saptanmamıştır.  
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İzolatların %98,3’ünde karbapenem direncinden sorumlu en az bir gen 

saptanmıştır. Altmış bir izolatın 46’sında (%75,4) tek başına blaOXA-48, 2’sinde 

(%3,3) tek başına blaNDM, 4’ünde (%6,6) blaOXA-48 ve blaNDM birlikte ve 8’inde 

(%13,1) tek başına blaKPC saptanmış olup blaIMP ve blaVIM hiçbir izolatta 

bulunmamıştır. Fosfomisin için standart agar dilüsyon yöntemiyle 

karşılaştırıldığında VITEK® 2’nin kategorik uyum oranı %70,5; büyük hata 

oranı %1,6; çok büyük hata oranı %27,9; sıvı disk elüsyon yönteminin ise 

kategorik uyum oranı %63,9; büyük hata oranı %32,8; çok büyük hata oranı 

%3,3 olarak bulunmuştur. Kolistin için standart sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle 

karşılaştırıldığında VITEK® 2’nin kategorik uyum oranı %83,6; büyük hata 

oranı %4,9; çok büyük hata oranı %11,5’tir. Meropenem için ise standart sıvı 

mikrodilüsyon yöntemiyle karşılaştırıldığında VITEK® 2’nin kategorik uyum 

oranı %95,1; küçük hata oranı %4,9 olarak saptanmış olup büyük hata ve 

çok büyük hata saptanmamıştır.  

Sonuç: Karbapenem dirençli K. pneumoniae izolatlarında fosfomisin (%42,6) 

ve kolistine (%57,4) duyarlılık oranlarının belirgin olarak düşük olması dikkat 

çekici ve tehdit edici niteliktedir. Fosfomisin direnciyle ilişkili plazmidik fosA3, 

fosC2 ve kolistin direnciyle ilişkili mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5 

genlerinin hiçbir izolatta saptanmamış olması çalışmamızın ilginç bir 

sonucudur. Karbapenem direncinde blaOXA-48’in baskınlığı yanında blaNDM ve 

blaKPC’nin de azımsanmayacak oranlarda saptanması dikkat çekicidir. 

VITEK® 2’nin performansı meropenem için iyi düzeyde iken; fosfomisin ve 

kolistin duyarlılığını belirlemede kullanılması uygun değildir. Sıvı disk elüsyon 

yönteminin de fosfomisin için performansı uygun bulunmamıştır.  

Anahtar kelimeler: Klebsiella pneumoniae, fosfomisin, kolistin, meropenem, 

agarda dilüsyon, sıvı mikrodilüsyon 
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ABSTRACT 
 

 

Objective: In our study, we aimed to determine the fosfomycin and colistin 

susceptibility of multi drug resistant, including resistance to carbapenem, 

Klebsiella pneumoniae strains isolated from blood culture in our hospital, to 

investigate possible mechanisms responsible for resistance, and to 

determine the performance of the VITEK® 2 system in detecting susceptibility 

to fosfomycin, colistin and carbapenem. We also evaluated the performance 

of broth disc elution method for fosfomycin susceptiblity. 

 

Materials and Methods: The fosfomycin, colistin and meropenem 

susceptibilities of 61 K. pneumoniae which were isolated from blood cultures 

in 2019-2021 and found resistant to carbapenem by the VITEK® 2 automated 

system, were studied using the standard agar dilution and broth microdilution 

methods. Possible resistance genes responsible for fosfomycin (fosA3, 

fosC2) and carbapenem (blaOXA-48, blaNDM, blaKPC, blaIMP ve blaVIM) resistance 

were investigated by PCR. Multiplex PCR was used for detection of possible 

colistin resistance genes (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5). In addition, 

the performances of the VITEK® 2 automated system was evaluated for 

fosfomycin, colistin and meropenem and the broth disc elution method for 

fosfomycin in comparison to standard methods.  

 

Results: Of the 61 K. pneumoniae isolates found ‘resistant’ or ‘susceptible, 

increased exposure’ to meropenem by standard broth microdilution method, 

42,6% were found to be susceptible to fosfomycin and 57.4% to colistin. 

While 19,6% of the isolates were susceptible to both fosfomycin and colistin, 

the rate of isolates susceptible to at least one of fosfomycin and colistin was 

%78,6. MIC50 and MIC90 values  were 64 μg/mL and 512 μg/mL for 

fosfomycin, 2 μg/mL and 64 μg/mL for colistin, respectively. fosA3, fosC2 

genes responsible for fosfomycin resistance and mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, 

mcr-5 genes responsible for colistin resistance were not detected in any of 



 xi 

the 61 isolates. At least one gene responsible for carbapenem resistance 

was detected in %98,3 of the isolates. Only blaOXA-48 was found in 46 (75,4%) 

of 61 isolates, only blaNDM in 2 (3,3%), both of blaOXA-48 and blaNDM in 4 

(6,6%), and blaKPC in 8 (13,1%) isolates. blaIMP and blaVIM were not detected 

in any isolate. Compared with the standard agar dilution method for 

fosfomycin, the categorical agreement of VITEK® 2 was 70,5%, the major 

error rate was %1,6, the very major error rate was 27,9%, and the broth disc 

elution method had a categorical agreement of 63,9%, major error rate of 

32.8%, very major error rate was found to be 3,3%. Compared with the 

standard broth microdilution method for colistin, the categorical agreement of 

VITEK® 2 was 83,6%; major error rate 4,9%; very major error rate was 

11,5%. For meropenem, when compared to the standard broth microdilution 

method, the categorical agreement of VITEK® 2 was 95,1%; the minor error 

rate was 4,9%. No major or very major error was detected for meropenem 

susceptibility. 

 

Conclusion: The low susceptibility rates to fosfomycin and colistin in 

carbapenem ‘resistant’ or ‘susceptible, increased exposure’ K. pneumoniae 

isolates is remarkable and threatening. An interesting result of our study is 

that fosA3, fosC2 genes associated with fosfomycin resistance and mcr-1, 

mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5 genes associated with colistin resistance were 

not detected in any isolate. In addition to the predominance of blaOXA-48 in 

carbapenem resistance, it is noteworthy that blaNDM and blaKPC were also 

detected at substantial rates. While VITEK® 2 performed well in testing 

susceptibility to meropenem, it performed poorly in susceptibility to 

fosfomycin and colistin. The fosfomycin broth disc elution method also 

performed poorly. 

 
Keywords: Klebsielle pneumoniae, fosfomycin, colistin, meropenem, agar 

dilution, broth microdilution 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 
 

 

Klebsiella pneumoniae’nın neden olduğu insan enfeksiyonları tüm dünyada 

yaygın olarak görülmektedir. Bu mikroorganizma, pnömoni, menenjit, 

osteomiyelit, bakteriyemi gibi ciddi hayatı tehdit eden enfeksiyonlara sebep 

olmaktadır. 

          K. pneumoniae’nın antimikrobiyal direnci günümüzde global bir sorun 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü 2017 yılında yayınladığı 

“acil olarak yeni antibiyotik geliştirilmesi gereken antibiyotik dirençli bakteriler” 

listesinde karbapenem dahil çoklu ilaç direnci (ÇİD) K. pneumoniae’yi “kritik 

öncelikli grup” içinde değerlendirmiştir1. Bu enfeksiyonlarda ölüm oranı 

%50'den fazladır ve neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde 

kullanılabilecek antibiyotik seçenekleri oldukça sınırlıdır2. Şu ana kadar en 

sık kullanılan ve etkin olan antibiyotikler; polimiksinler, tigesiklin, fosfomisin 

ve bazı aminoglikozidlerdir3. 
ÇİD gösteren K. pneumoniae izolatlarının artışı, hastane ve toplum 

kaynaklı enfeksiyonların tedavisinde kullanılabilecek antimikrobiyal ajanların 

sayısını sınırlamaktadır. Yeni antimikrobiyal ajanların bulunması ya da 

geliştirilmesinde yaşanan güçlükler de dikkate alındığında, mevcut 

antimikrobiyallerin kullanım algoritmalarının yeniden düzenlenmesi 

dolayısıyla tedavi etkinliklerinin arttırılması büyük önem taşımaktadır. 

Fosfomisin, 1969 yılında İspanya'da Streptomyces spp. sıvı 

kültürlerinden elde edilen fosfoenolpiruvat (PEP) analoğu eski bir 

antimikrobiyal ajandır. Bakterisidal etkili ve geniş spektrumlu olan bu 

antibiyotik bakteriyel hücre duvarının sentezinin ilk adımındaki enzim katalizli 

bir reaksiyonu (MurA;UDP-N-acetylglucosamine enolpürivil transferaz) inhibe 

etmekte ve peptidoglikan biyosentezini bu aşamada bozarak hücrenin lizisine 

sebep olmaktadır. 

Bu eski bir antibiyotik ÇİD mikroorganizmaların neden olduğu 

enfeksiyonların tedavisinde alternatif bir ilaç olarak yeniden kullanıma 

girmeye başlamıştır. Kullanıma girmesiyle birlikte fosfomisine dirençli 
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bakteriler de dünyanın çeşitli bölgelerinden bildirilmeye başlanmıştır. Yapılan 

çalışmalar, ilacın hedef bölgesinde ortaya çıkan mutasyonların, hücre içine 

taşınmasından sorumlu taşıyıcıların ve aktif dışa atım pompaların 

ekspresyonundaki değişimlerin ya da ilacın enzimatik inaktivasyonunun 

fosfomisin direncine yol açabildiğini göstermektedir. Fosfomisin, Türkiye’de 

2018 yılından itibaren ÇİD bakterilerin neden olduğu enfeksiyonların 

tedavisinde alternatif bir ilaç olarak kullanıma girmiştir. Bununla birlikte 

ülkemizde fosfomisin direncine ilişkin yapılan çalışmaların sayısı oldukça 

sınırlıdır.  

Bu çalışmada merkezimizde 2019-2021 yılları arasında bakteriyemiye 

sebep olan ve standart yöntemle meropeneme ‘dirençli’ veya ‘duyarlı, yüksek 

dozda’ bulunan ÇİD 61 K. pneumoniae izolatı çalışmaya dahil edildi. Bu 

izolatlarda tedavide kullanılan fosfomisin, kolistin ve meropenem 

antibiyotiklerinin duyarlılık durumlarını standart metodlarla belirledikten sonra 

dirençten sorumlu olası mekanizmaları (fosfomisin için; fosA3, fosC2; kolistin 

için; mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, karbapenem için; blaOXA-48, blaKPC, 

blaNDM, blaIMP ve blaVIM); fosfomisin, kolistin ve meropenem duyarlılıklarının 

belirlenmesinde otomatize sistemlerin performansını değerlendirmeyi ve 

ayrıca fosfomisin duyarlılığını belirlemede sıvı disk elüsyon testinin yerini 

araştırmayı amaçladık. Tedavide kullanılan bu antibiyotiklerin direnç 

oranlarının bilinmesi karbapenem dahil ÇİD K. pneumoniae enfeksiyonlarının 

alternatif tedavi protokolu önerilerine katkı sunacağı görüşündeyiz. 
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2. GENEL BİLGİLER 
 
 
2.1 Klebsiella pneumoniae 
 

2.1.1 Tarihçe 
 
İlk defa on dokuzuncu yüzyılda Theodor Albrecht Edwin Klebs (1834-1913, 

Almanya) tarafından izole edilmiştir. Carl Friedländer (1847-1887, Almanya) 

‘ın basili kliniği kötü giden pnömoni etkeni olarak tariflemesiyle literatüre 

‘Friedlander basili’ olarak geçmiştir4.  

1886 yılında; Joseph Schröter (1837 –1894, Almanya)’in 

isimlendirmesiyle  "Hyalococcus pneumoniae" olarak bilinen basil, 1887 

yılında;  Vittore Benedetto Antonio Trevisan de Saint-Léon (1818 - 1897, 

İtalya) önerisiyle ‘Klebsiella pneumoniae’ isimlendirmesini almış ve bu şekilde 

mikroorganizmayı ilk izole eden bilim adamı onurlandırılmıştır4,5. 

 

 

2.1.2. Taksonomi 
 

2020 yılında dünyada Enterobacterales kullanmak üzere bir taksonomi 

değişikliği kabul edildi. Enterobacteriaceae, Erwinaceae, Pectobacteriaceae, 

Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae ve Budvicaceae bu takımın 

içindeki yedi ailedir6. 

Enterobacteriacea ailesinde 51 cins sınıflandırılmıştır bunlardan 

yaklaşık 25 türün klinik önemi bunulmaktadır7. Bu ailenin soylara bölünmesi 

sınıflandırma açısından geçerliliğe sahiptir. Taksonomik önemi olmayan soy 

kavramı anlaşılmayı kolaylaştırmak amacıyla Ewing tarafından önerilmiştir8. 

Enterobacteriacea ailesindeki yedi soydan birisi olan Klebsiella soyu beş 

büyük cinsi kapsamaktadır.  

Enterobacter spp., Serratia spp., Hafnia spp. ve Klebsiella spp. cinsleri 

Klebsiella soyunda yer almaktadır. Klebsiella spp. cinsi başlangıçta tıbbi 
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önemi olan ve neden oldukları hastalıklara atfedilen 3 türe ayrılmıştır; K. 

pneumoniae, K. ozaenae ve K. rhinoscleromatis9.  

16S rRNA ve rpoB (bakteri RNA polimerazı β alt birimi kodlayan) 

genlerinin sekans analizini yapan Drancaurt ve arkadaşları 2001 yılında bu 

heterojen cinsi 3 kümeye ayırmıştır (Şekil 1). Daha sonraki araştırmalar ile de 

ikinci kümede yer alan türler yeni bir cins olarak tanımlanarak Raoultella 

cinsine dahil edilmiştir4. Günümüzde Klebsiella cinsinin 20’den fazla tür ve alt 

tür içerdiği bilinmektedir10. 

 

 
Şekil 1. Klebsiella cinsinin sınıflandırılması 

 

 

2.1.3. Mikrobiyolojik ve biyokimyasal özellikleri 

 
Klebsiella spp., Gram negatif boyanma özelliği gösteren kısa (0,3–1μm x 

0,6–6μm) ve hareketsiz basillerdir. Fakültatif anaerop ya da aerop olarak 

ürerler. Bir çoğunda polisakkarit yapıda kapsül (sahip oldukları kapsül ile 

mukoid koloni morfolojisi gösterirler) bulunmaktadır11. 
Şekerleri (glikoz, laktoz, sükroz, sorbitol, adonitol, arabinoz) fermente 

edebilirler ve bunun sonucunda karbon dioksit açığa çıkarırlar. Açığa çıkan 

bu asidik ürün ile besiyerinin pH değerini düşürerek çeşitli seçici 

besiyerlerinde farklı renkte koloni morfolojileri oluştururlar.  
Mikrobiyoloji laboratuvarlarında kullanılan bir çok genel üretici 

besiyerinde (Nutrient agar, Triptik Soy Agar, Bromkrezol Moru Laktoz Agar, 

%5 Koyun Kanlı Agar) ve seçici besiyerinde (MacConkey agar (Pembe), 
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Eozin Metilen Mavisi Laktoz Sukroz Agar(Mor), CHROMagar (Mavi), 

Hektoen-Enterik agar (Turuncu), Ksiloz-Lisin-Deoksikolat Agar (Sarı), 

Salmonella Shigella Agar (Pembe)) kolaylıkla üreyebilmektedir. 

Üreyen kolonilerden yapılan IMViC testi (İndol Testi (I) negatif; Metil 

Kırmızısı (M) negatif, Voges-Proskauer (Vi) pozitif, C (Sitrat) pozitif), üreyi 

parçalama özellikleri ve Üç Şekerli Demirli Besiyeri’nde oluşturdukları 

asit/asit (sarı/sarı) reaksiyon ile tanımlanabilmektedir11. 

35-37°C sıcaklık ve pH 7,2 olan ortamlar optimal üreme koşullarıdır. 

18-24 saatlik inkübasyonda genellikle büyük ve mukoid koloniler yaparlar. 

Sahip oldukları kapsül ile kuruluğa dirençli olmalarının yanı sıra nemli 

ortamlarda 55 °C’de yarım saat içinde ölürler. 25°C’de birkaç hafta, +4°C‘de 

birkaç ay canlılıklarını sürdürebilmektedirler4. 

+, %90 veya daha fazla suş pozitif; -, %90 veya daha fazla suş negatif; D, suşların %11-89’u 

pozitif; VY, veri yok; parentez içindeki sayılar pozitif reaksiyon veren suşların yüzdesidir; 

ONPG, orto-nitrofenil-β-D-galaktozidaz 

 

Tıbbi önemi olan Klebsiella türlerinin ayrımında kullanılabilen biyokimyasal ve 

metabolik özellikler Tablo 1’de verilmiştir. 
 
Tablo 1. Klebsiella türlerinin biyokimyasal ve metabolik özellikleri 

Biyokimyasal Testler 

K.pneumoniae 

subsp. 
pneumoniae 

K.pneumoniae 

subsp. 
ozaenae 

K.pneumoniae 

subsp. 
rhinoscleromatis 

K.oxytoca 

İndol - - - + 

Metil Kırmızısı - + + D(20) 

Voges-Proskauer + - - + 

Üreaz + - - + 

Lizin + D(40) - + 

Ornitin - - - - 

ONPG + D(80) - + 

Malonat + - + + 

5 °C’de üreme - - - - 

10 °C’de üreme - - - + 

41 °C’de üreme + VY VY + 
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2.1.4. Virülans faktörleri 
 

K. pneumoniae’nın genomunda bir çok plazmid ve kromozomal gen lokusu 

bulunmaktadır. Sahip oldukları bu plazmidik genoma göre suşlar; fırsatçı, 

hipervirülan ve çoklu ilaca dirençli olarak 3 gruba ayrılmaktadırlar12. 

Konağın mekanik ve kimyasal bariyerlerini geçen K.pneumoniae kalıp 

tanıma reseptörleri (PRR; pattern recognition receptor) tarafından tanınır ve 

bağışıklık sistemi aktif hale gelir13. Anahtar rolü mononükleer fagositer sistem 

oluşturur ve doğal bağışıklık sistemi aracılığıyla mikroorganizmanın 

fagositozla öldürülebilmesi için çeşitli sitokinler ve kemokinler salınır. İlk yanıtı 

veren nötrofiller IL-8, IL-23 ve IL-17’nin üretimini indükler ve granülositopoez 

teşvik edilir14. Ayrıca IL-1β ve IL-6 ve tümör nekroz faktörü-α (TNF-α) dahil 

olmak üzere diğer proinflamatuar faktörlerin artışıyla inflamatuar yanıt 

sürdürülür15. 

Dört adet virülans faktörü bulunmaktadır. Bunlar: pili olarak da bilinen 

fimbria, kapsül, lipopolisakkarit (LPS) ve demir taşıyıcılar (Şekil 2)16. Yakın 

zamanda tanımlanan ancak etki mekanizmaları ile klinik önemi tam 

bilinmeyen diğer virülans faktörleri ise; OMP (Outer membrane protein A; dış 

membran proteini), porinler, akış pompaları ve allantoin mekanizmalarıdır. Bu 

mekanizmalar göz önüne alındığında immun yanıta karşı kendini korumada 

saldırgan olmaktan daha çok savunmacı görünmektedirler14. 

 

 

2.1.4.1. Kapsül 

 

Fagositozun inhibisyonunu sağlayarak ve bağışıklık yanıtının aktivasyonunu 

değiştirererek (IL-6, TNF- α; proinflamatuar sitokin cevabının azalması, IL-10; 

anti-inflamatuar sitokinlerin arttırılması) mikroorganizmayı bağışık yanıttan 

korur17,18.  

Kapsül K antijenleri olarak adlandırılan suşa özgü polisakkaritlerden 

oluşur (K1-K79)19. K antijenleri geleneksel olarak serolojik yöntemler 

kullanılarak tayin edilmiştir; ancak günümüzde, K antijen tiplemesi sıklıkla wzi 
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lokusunun sekanslanmasıyla gerçekleştirilir. Bu lokus, K. pneumoniae'nın 

tüm kapsüler tiplerinde mevcuttur20,21.  

 

    
 Şekil 2. Virülans Faktörleri14 

 
Üretilen K antijenleri ile enfeksiyonun şiddeti arasında bir ilişki 

bulunmaktadır. Şimdiye kadar tanımlanan 79 serotipten, klinik örneklerden 

izole edilen suşların %70'inden fazlasını sadece 25 serotip 

oluşturdumaktadır22. K2 suşları klinik olarak izole edilen en sık türdür. Diğer 

suşlara göre artan virülansa sahip olanlar; K1 ve K2 suşlarıdır. Bunun birkaç 

olası nedeni vardır; daha az miktarda reaktif oksijen türü salmaları ve 

yüzeylerinde sialik asit, konak hücreler tarafından da üretilir, bulundurarak 

konakçı bağışıklığından kaçmalarıdır23,24. 

Mikroorganizma hipervirülan K.pneumoniae suşlarındaki gibi aşırı 

kapsül üretiminin arttırılması ile patojentesini arttırabilir25. Buna neden olan 

mekanizmalar çeşitlidir. RmpA; hipervirülan K. pneumoniae suşlarında kapsül 

üretimini düzenleyen plazmidik bir virülans faktörüdür26. Ayrıca çevresel 

faktörler de kapsül üretimini etkileyebilmektedir; artan glikoz 

konsantrasyonları, rmpA aracılığıyla kapsül üretiminin yukarı regülasyonuna 

sebep olurken yüksek hücre dışı demir konsantrasyonları ise aşağı 

regülasyona sebep olmaktadır14. 
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2.1.4.2. Lipopolisakkarit (LPS) 

 

Gram-negatif bakterilerin hücre dış membranında bulunan LPS; O antijeni, 

çekirdek oligosakkarit ve lipid A'dan meydana gelir. Bu bileşenler sırasıyla 

wb, waa ve lpx gen kümelerindeki genler tarafından kodlanmaktadır27,28. 

LPS, humoral bağışıklığa karşı koruma sağlamasının yanı sıra güçlü bir 

bağışıklık aktivasyonu da sağlar.  

Lipit A, TLR4'ün güçlü bir ligandıdır ve bu şekilde hücresel yanıt 

etkinleştirilmektedir.  

9 farklı O-antijen tipi tanımlanmıştır ve O1 en yaygın olanıdır29. 

C1q’nun bakteriye bağlanmasını engelleyerek kompleman aktivasyonunu 

engellerken, C3b'nin bakteri dış membranından uzağa bağlanmasını 

sağlayarak membran atak kompleksi tarafından lizisin gerçekleşmesini 

engeller. 

 

 

2.1.4.3. Tip 1 ve Tip 3 fimbrialar 

 

Adezyonu sağlayan yapışkan yapılardır ve biyofilm oluşumunu 

kolaylaştırırlar. Tip 1 fimbrilar; ipliksi, ince çıkıntılara sahipken tip 3 fimbrialar 

sarmal benzeri filament yapıdadırlar. 

 

 

2.1.4.4. Demir taşıyıcıları 

 

Enfeksiyon sırasında mikroorganizmanın ihtiyaç duyduğu kaynaklardan birisi 

demirdir. İnsan vücudunda demir, transferrin gibi demir taşıyıcılarda 

bulunduğundan dolayı serbest demir miktarı oldukça azdır. Bu nedenle de 

mikroorganizmanın insan vücudunda hayatta kalabilmesi ve enfeksiyon 

oluşuturabilmesi için konakçıdan demiri alabilecek mekanizmalara ihtiyacı 

vardır. 
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En önemli mekanizma demire yüksek bir afinitesi olan sideroforlar ile 

konakçıdan demiri çalmaktır30. Birden fazla sideroforun üretilmesi 

kolonizasyonu kolaylaştırmakta ve mikroorganizmanın konak savunmasından 

kaçmasını kolaylaştırmaktadır. 

K. pneumoniae’da bulunabilen çeşitli sideroforlar şunlardır; 

enterobaktin (birincil mekanizma, en yüksek afiniteli), yersinyabaktin, 

salmochelin ve aerobaktin (en düşük afiniteli)14.  

 

 

2.1.4.5. Diğer mekanizmalar 

 

 

2.1.4.5.1. Dış membran proteini A (OmpA) 

 

Dış membran proteini A (Outer membrane protein A; OmpA), peptidoglikanla 

ilişkili lipoprotein (peptidoglycan-associated lipoprotein; Pal) ve murein 

lipoprotein (murein lipoprotein; LppA) gibi birçok OMP'nin virülansta önemli 

olduğu bilinmektedir. 

OmpA; doğal bağışıklık yanıta karşı mikroorganizmayı korumaktadır. 

Pal ve LppA ise fagositoza karşı koruma sağlamaktadır. Ayrıca hücre 

membranın bütünlüğüne ve seçici geçirgenliğine katkı sağlayarak 

mikroorganizmayı çeşitli ajanlara karşı daha dirençli hale getirmektedir31. 

OmpK35 ve OmpK36; K.pneumoniae’daki başlıca dış zar porlarıdır 

(Outer membrane porins; Omp). Bu porlar; demir, besinler ve çeşitli 

antibiyotikler gibi küçük hidrofilik moleküllerin taşınmasına izin veren protein 

kanallarıdır. Bu nedenle bu porların eksikliği antibiyotik direncine sebep 

olurken mikroorganizmanın virülansını azaltmaktadır32. 

 

 

2.1.4.5.2. Pompalar ve taşıyıcılar 
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AcrAB zararlı konak moleküllerinin veya antibiyotiklerin bakteriyel hücreden 

dışarı aktarılması aracılık eden dışa atım pompalarıdır.  

Kfu, K. pneumoniae’daki demir taşınmasında rol oynayan ATP-

bağlayan kaset transport (ATP-binding cassette transporters; ABC 

transporters) sistemidir.  Eksprese edilmesi ile hipervirülan K. pneumoniae 

suşları arasında ilişki bulunmaktadır33. 

 
 

2.1.4.5.3. Biyofilm 

 
Mikroorganizmanın meydana getirdiği jelsi ekzopolisakkarit matrikstten 

oluşan ağ yapısıdır. Mikroorganizma biyofilm yapısıyla çeşitli cihazlara ve 

hücrelere yapışarak küçük kolonilerin oluşumunu ve olgunlaşmasını sağlar. 

Buradan ayrılan serbest mikroorganizmalar ile yayılması kolaylaşır. Sindirim 

sisteminde, genitoüriner sistemde veya solunum sisteminde kolonizasyonu 

ve invazyonu kolaylaştıran biyofilm; katater gibi lümenli cihazlara da 

yapışmayı kolaylaştırarak enfeksiyonun kontrolünü zorlaştırmaktadır.  

Oluşabilmesi birkaç basamaklı bir süreçtir (Şekil 3). i) Yüzeye 

tutunma; planktonik bakteri hücresinin Van der Wall bağları ile yüzeyle 

etkileşime girmesi. ii) Tutunmanın geri dönüşsüz hale gelmesi; bakterinin pili 

ve flagella yapıları ile bağlanması. iii) Kolonizasyon ve olgunlaşma; bakteri 

çoğalır ve küçük koloniler oluşturur. iv) Ayrılma; çevresel koşullar veya 

flagella aracılığıyla ayrılan bakterinin diğer odakları oluşturması. 

  Temelde iki yapıdan oluşmaktadır; bakteri ve bakterileri bir arada tutan 

polimerik yapıdaki hücre dışı madde. %96-98 kadarı su olan ve heterojen bir 

yapısı olan biyofilmin diğer içerikleri şunlardır; matriks, glikoproteinler, 

fosfolipitler, nükleik asitler, kalsiyum ve magnezyum13,34. 

Genellikle, herhangi bir semptomatik hastalığa neden olmadan 

insanlarda kolonize olabilmektedir. Kolonizasyon; oranlarının bireyler 

arasında habitatlarına ve maruziyetlerine bağlı olarak büyük ölçüde değiştiği 

üst solunum yolu, idrar yolu, bağırsak dahil olmak üzere çeşitli mukozal 

yüzeylerde gerçekleşmektedir. Konak bağışıklığının düştüğü durumlarda 
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(diyabet, glukokortikoid kullanımı, organ nakli gibi) kolonizasyon bir 

enfeksiyona dönüşebilmektedir.  
Hastanede yatan hastalarda bu kolonizasyon oranı daha çok artarak 

nazofarenkste %19'a yükselirken, gastrointestinal sistemde %77'ye kadar 

çıkabilmektedir. İnsanlarda yaygın olarak bulunması nedeniyle, 

gastrointestinal kolonizasyon, diğer bölgelere bulaşma ve enfeksiyon için 

önemli bir rezervuar görevi görmektedir. Yakın tarihli birçok çalışmalar, 

kolonize K. pneumoniae suşları ile enfeksiyon bölgelerinden elde edilen 

suşlar arasındaki ilişkiyi doğrulamıştır35,36. 

             
Şekil 3. Biyofilm oluşumu 

 

2.1.5. Epidemiyoloji 
 

K. pneumoniae sıklıkla su, kanalizasyon, toprak ve bitki yüzeylerinde 

bulunmaktadır37.  Klasik olarak hastane kaynaklı ve bağışıklığı baskılanmış 

kişileri enfekte eden bir fırsatçı patojen olarak kabul edilse de günümüzde 

antibiyotiklere dirençli suşlar ve hipervirülan suşlar da bulunmaktadır. 

 

 

2.1.5.1. Hastane kaynaklı fırsatçı patojen 

 

Van der Wall bağları 

Pili ve flagella yapıları 
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Pnömoni, idrar yolu enfeksiyonları, yumuşak doku enfeksiyonları ve 

bakteriyemi gibi ciddi enfeksiyonlara sebep olmasının yanında hastane 

kaynaklı (hastaneye yatıştan 48 saat sonra meydana gelen) pnömoni, yoğun 

bakım ünitelerinde ventilatör ilişkili pnömoni için önde gelen fırsatçı patojen 

olarak karşımıza çıkmaktadır. 
 

 

2.1.5.2. Antibiyotiklere dirençli suşlar 

 

ABD'de her yıl 2,8 milyondan fazla antibiyotiğe dirençli enfeksiyon meydana 

gelmekte ve bunun sonucunda 35.000'den fazla insan ölmektedir. Bu 

sayılara antibiyotik kullanımıyla ilişkili enfeksiyonlar da eklendiğinde bu sayı 3 

milyon enfeksiyon ve 48.000 ölümü aşmaktadır. Sağlıkta ve tarımda 

uygunsuz antibiyotik kullanımı ve yeni antimikrobiyal terapötiklerin eksikliği 

de antibiyotik direncinin yayılmasına katkı sağlamaktadır38. 

K.pneumoniae, son yıllarda antibiyotik direncinde çarpıcı bir artış 

yaşayan birkaç bakteriden biridir. Antibiyotiğe dirençli mikroorganizma ile 

kolonizasyon, hastanede yatan hastalarda antibiyotiğe dirençli K. 

pneumoniae enfeksiyonu ile ilişkilendirilmiştir; ancak kolonizasyondan 

enfeksiyona ilerleme tam olarak anlaşılmamıştır.  

Antibiyotiğe dirençli K. pneumoniae ile kolonizasyon ve enfeksiyon için 

risk faktörleri sıklıkla birlikte düşünülmektedir. Bu risk faktörleri daha önce 

antibiyotik tedavisi, uzun süreli hastane yatışı, uzun süreli yoğun bakım 

ünitesinde kalış ve mekanik ventilasyon, böbrek fonksiyon bozukluğu, ileri 

yaş, cerrahi prosedürler olarak belirlenmiştir. Bunlardan uzun süreli 

hastaneye yatış ana faktör gibi görünmektedir39,40. 

 

 

2.1.5.3. Toplumdan kazanılan hipervirülan suşlar (hvKP) 

 

Toplum kaynaklı olan hipervirülan suşlar (hvKP) ile ortaya çıkan 

enfeksiyonlar için risk faktörleri 50-60 yaş, erkek hasta ve diyabetes 
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mellitustur. Dünya çapında yaygın olan bu suşlar genellikle Asya kökenlidir. 

Bu suşlar çoğu antibiyotiğe oldukça duyarlı bulunmasına rağmen 2017 

yılında, Çin'de meydana gelen karbapenem dirençli ST11 hvKP izolatına 

bağlı bir salgının meydana geldiğinin gösterilmesi ile durumun ciddiyeti 

ortaya konmuştur41. 

Bu hvKP izolatlarının en çarpıcı yönü, sağlıklı hastalarda ciddi 

enfeksiyonlara neden olabilmesidir. Bu durumun aksesuar genom tarafından 

kodlanan virülans faktörlerinden kaynaklı olduğu düşünülmektedir. 

 ‘İp testi’ ile karakterize edilen bir hipermukoviskoz fenotipe sahiptir. Bu 

teste göre katı besiyerinde üreyen kolonilerden öze ile alındığında 5 mm ya 

da daha uzun (ip şeklinde) uzama pozitif sonuç olarak yorumlanır. Bu 

fenotipin iki protein tarafından verildiği belirlenmiştir: kapsül üretimini 

düzenleyen rmpA ve magA. Kapsül tipleri K1 ve K2, hvKP ile yüksek oranda 

ilişkili bulunmuştur14. 

 
 
2.1.6. Tedavi 
 

ÇİD K.pneumoniae, klonal yayılma potansiyeliyle hastane salgınlarına yol 

açabilmektedir. Bulaşma yönteminin bilinmesi, enfeksiyon kontrol 

önlemlerinin rolünü anlamak için gereklidir. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 

çapraz bulaşın, hasta cildinde ya da çevrede bulunan mikroorganizmanın 

sağlık çalışanının elleriyle hastalar arasında taşınması, en önemli 

mekanizma olduğunu belirten bir rapor yayınlamıştır42. Kolonize ya da 

enfekte hastalardan duyarlı olanlara çapraz bulaşı sınırlamak için enfeksiyon 

kontrol önlemlerine dikkat edilmesi gerekmektedir. El hijyeni, çevre temizliği, 

kişisel koruyucu ekipman, tek kişilik izolasyon odası, mümkün değilse hasta 

kohortu dikkate alınmalı ve kritik olmayan tıbbi malzemelerin kolonize veya 

enfekte olabileceği unutulmamalıdır43. 

ÇİD K.pneumoniae’ya bağlı enfeksiyonlarda mortalite ve morbidite oranı 

%50’den yüksektir44,45. Ne yazık ki, ÇİD K.pneumoniae enfeksiyonları için 

optimal tedavi seçeneği hala tam olarak oluşturulamamıştır. Son yıllarda öne 
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çıkan tedavi protokollerini kolistin, fosfomisin, tigesiklin ve aminoglikozitler ile 

bunların kombine tedavileri oluşturmaktadır43.  

İsrail, Yunanistan ve İtalya'daki altı hastanede yürütülen randomize, 

kontrollü, üstünlük çalışmasında kolistin ve meropenem ile kombinasyon 

tedavisinin tek başına kolistin tedavisine üstünlüğünü araştırılmıştır. 

Karbapenem dirençli patojenlere bağlı enfeksiyonlar için monoterapiye 

kıyasla kombinasyon tedavisi ile tedavi edilen hastalarda bir farklılık 

gösterilememiştir. Bu denemeler ÇİD organizmalarının, özellikle karbapenem 

dirençli patojenlerin kanıta dayalı antibiyotik tedavisinin ilk adımıdır46.  
 Bu çalışmanın aksine kombinasyon tedavisinin üstünlüğünü bir çok 

retrospektif çalışma doğrulamıştır. Tzouvelekis ve arkadaşları farklı 

protokoller kullanılarak karbapenem dirençli Enterobacteriaceae tedavisini 

analiz eden 20 çalışmayı (gözlemsel çalışmalar ve vaka serileri dahil) içeren 

retrospektif bir çalışma yürütmüştür. En düşük mortalite (%18.8), 

karbapenem dahil bir kombinasyon rejimi ile tedavi edilen hasta grubunda 

rapor edilmiştir47. Bu çalışmalar, bu enfeksiyonların tedavisinde meropenem 

bazlı bir rejimin üstünlüğünü doğrulamıştır48,49. Meropenem MİK değerlerinin 

kombinasyon rejimlere meropenem dahil edilip edilmemesi için önemli 

olmaya devam etmektedir. Farklı antibiyotiklerin birlikte uygulanması 

Clostridium difficile enfeksiyonu, nefrotoksisite gibi önemli yan etkilere de yol 

açabilmektedir50.  

 Çoklu ilaca dirençli Enterobacterales’e bağlı enfeksiyonlar hakkında en 

büyük veri tabanını oluşturan dünya çapında 33 merkezi kapsayan 

INCREMENT çalışması, kombinasyon tedavisinin yalnızca kritik hastalarda 

daha etkili olduğunu doğruladı; stabil veya kritik olmayan hastalarda 

antibiyotiklerin kombinasyonu önerilmemektedir51. 

 Çoklu ilaca dirençli K.pneumoniae’yı hedef alan yeni ilaçlara duyulan 

ihtiyaç ‘acil’ olarak kabul edilmektedir. Son yıllarda bu amaçla geliştirilen yeni 

antibiyotikler şunlardır; sefiderokol, seftazidim-avibaktam, meropenem- 

vaborbaktam, imipenem-relebaktam, plazomisin, aztreonam-avibaktam, 

eravasiklin, sefrarolin-avibaktam, sefepim-zidebaktam43. Çoklu ilaca dirençli 

K.pneumoniae tedavisi için optimal tedavi henüz belirlenememiştir. Kolistin, 
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aminoglikozitler ve fosfomisin gibi antibiyotikler, sıklıkla yüksek doz 

karbapenemlerle kombinasyon rejimlerinde kullanılmaktadır.  

 

2.2. Antibiyotikler ve Direnç Mekanizmaları 

 

2.2.1. Meropenem 

Beta-laktam grubu antibiyotikler, moleküler yapıda beta-laktam halkası 

bulunduran; etkili ve iyi tolere edilebilir olması nedeniyle de 

mikroorganizmalar ile mücadelede en çok tercih edilen antibiyotik grubudur 

(Şekil 4)52. 

 

Şekil 4. Penamların (penisilinler), sefemlerin (sefalosporinler) ve karbapenemlerin çekirdek 

yapıları ve beta-laktam halkaları 

 
Beta-laktam grubu antibiyotikler, transpeptidasyondan sorumlu olan 

penisilin bağlayıcı protein (PBP)’lere kovalent olarak bağlanıp etkileyerek 

hücre duvarındaki peptidoglikan sentezini engellerler. Bu şekilde hücreyi 

lizise uğratarak bakterisidal etki gösterirler. PBP’ler bakterinin türüne özgü 

olarak değişebilen sayılardadırlar53. 

Bu grup içinde yer alan antibiyotikler 5 ana sınıfa ayrılmaktadır; 

penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta-

laktam/beta-laktamaz inhibitörü kombinasyonları4. Beta-laktam 

antibiyotiklerden etki spekturumu en geniş (Gram pozitif, Gram-negatif, 

aerop, anaerop etkinlik) ve potensi en yüksek olan karbapenem grubudur 

(Tablo 2)52. Bakteri hücresine dış zar proteini ile giren karbapenemler PBP 
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enzimini açilleyerek işlevlerini bozlarlar. Çoklu bağlanabilmeleri nedeniyle de 

etkinlikleri daha yüksektir54. 

 
Tablo 2. Karbapenem grubu antibiyotikler52  

Eski Ajanlar Onay Tarihi  

İmipenem 1987 

Meropenem 1996 

Ertapenem 2001 

Doripenem 2007 

Yeni Ajanlar Etkinlik Durumu  

Biapenem Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteri türlerine karşı etkili. Orta-

şiddetli idrar yolu enfeksiyonu, alt solunum yolu enfeksiyonu (ventilatör 
ilişkili pnömonide etkin), bakteriyel kolanjit, kolesistitte etkin. 

Panipenem Gram pozitif ve Gram negatif; aerobik ve anaerobik bakterilere karşı etkin. 

DHP-I tarafından hidrolize karşı betamipron ile 1:1 oranında uygulanmalı. 

Razupenem Polimikrobiyal anaerobik enfeksiyonların tedavisinde etkin. Ne yazık ki, 

Amerika'da razupenem geliştirmesi, faz II klinik çalışmalarda yüksek 

oranda yan etki nedeniyle durdurulmuştur. 

Tebipenem İlk oral karbapenem antibiyotik. Genellikle kullanılan antibiyotiklere direnç 

geliştirmiş bakterilerle savaşmak için alternatif bir ilaç olarak yaratılmıştır. 
Ön ilacın klinik çalışmaları Japonya'da değerlendirilmektedir. 

Tomopenem Gram pozitif ve Gram negatif; aerobik ve anaerobik bakterilere karşı 

oldukça etkin. MRSA ve P. aeruginosa'ya karşı etkinliği öne çıkan 

özelliğidir. 

Sanfetrinem İlk karbapenem trinemdir (trisiklik β-laktam bileşiği). S.aureus, 

S.pneumoniae, B.fragilis, P.vulgaris, Klebsiella spp., E.coli, Enterococcus 

spp.'a karşı etkin olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur. 

 

Streptomyces cattleya’nın oluşturduğu tienamisin, 1970’lerde 

keşfedilen ilk karbapenem grubu antibiyotiktir55. Kimyasal olarak kararsız bir 

molekül olması nedeniyle terapötik olarak kullanılmamıştır. N-formimidoil 

grubunun eklenmesiyle stabilize edilerek imipenem antibiyotiği 

oluşturulmuştur56. 1996 yılından sonra ise karbapenem grubunun ikinci üyesi 

olan meropenem kullanıma girmiştir. Geliştirilen diğer karbapenem grubu 

antibiyotiklerin güçlü geniş spekturumlu yapısı korunmuş olup moleküler 
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olarak daha stabil yapıdadırlar57,58. İmipenemin, ilacın inaktivasyonuna neden 

olan memelilerdeki proksimal renal tübüllerde bulunan renal dehidropeptidaz 

(DHP) tarafından hidrolize olma özelliğinden dolayı bir DHP inhibitörü olan 

silastatin ile kombinasyon halinde kullanılmaktadır. Daha sonraki 

karbapenemler, insan DHP'sine stabilite kazandıran bir 1-β -metil grubu 

içermektedir, böylece silastatin gibi bir inhibitörün birlikte uygulanması 

gerekliliğini ortadan kaldırılmıştır (Şekil 5)59. 

Meropenem parenteral kullanılan yarı sentetik bir karbapenemdir. 

PBP1a, PBP1b, PBP3 için güçlü afinitesi olsa da en güçlü şekilde PBP2’ye 

bağlanmaktadır59. 

 

 
 

Şekil 5. Karbapenem grubu antibiyotiklerinin en önemli yapısal özellikleri52 

 
2.2.1.1. Karbapenem direnci 

 
Karbapenem direncine sebep olan en önemli mekanizma karbapenemaz 

enzimleri ile karbapenemlerin hidroliz edilmesidir. Ambler sınıflamasına göre 

beta-laktamaz enzimleri 4 sınıfa ayrılır; A, B, C ve D. Bu sınıflama katalitik 

bölgedeki aminoaside (A, C ve D sınıfında serin; B sınıfında çinko bulunur) 

ve nükleotid sekans analizi temeline dayalıdır (Şekil 6). A, B ve D sınıfları 

karbapenemazları içerirken C sınıfındaki enzimler sefalosporinleri hidrolize 

eder60. 
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KPC, Klebsiella pneumoniae karbapenemaz; IMI, imipenem-hidrolize eden β-laktamaz; SME, Serratia marcescens 

enzim, CTX-M, Sefotaksim hidrolize eden β-laktamaz–Munich; GES, Guiana genişlemiş spektrumlu β-laktamaz; 

SHV, TEM enziminin sülfidril varyantı; TEM, Temoneira sınıf A genişlemiş spektrumlu β-laktamaz; AmpC, ampisilin 

kromozomal sefalosporinaz; ACT, AmpC tip β-laktamaz; CMY, sefamisin hidrolize eden  β-laktamaz; FOX, plazmid 

aracılı sınıf C β-laktamaz, OXA, oksasilinaz/oksasilin karbapenemaz; NDM, New Delhi metallo-β-laktamaz; VIM, 

Verona integron kodlu metallo-β-laktamaz, IMP, imipenemaz metallo-β-laktamaz 

 

Şekil 6. Ambler sınıflamasına göre beta-laktamaz enzimleri 

 

AmpC'nin aşırı üretimi veya geniş spektrumlu β-laktamaz üretimi ile 

porin kodlayan genlerin ekspresyonunun kaybı, kromozomal olarak 

kodlanmış porin genlerindeki (oprD) mutasyonlar ve dışa atım pomplarını 

kodlayan genlerin (mexAB-oprM, mexXY-oprM veya mexCD-oprJ gibi) aşırı 

ekspresyonunun birlikteliği de karbapenem direncine sebep 

olabilmektedir61,62. Ayrıca karbapenem direnci, PBP’lerin üretim seviyesini 

veya bağlanma afinitesini değiştiren mutasyonlara veya diğer 

modifikasyonlara bağlı da görülebilmektedir63 (Şekil 7). 
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Şekil 7. Gram negatif mikroorganizmalarda karbapenem direnç mekanizmaları 

 
Karbapenem dirençli Enterobacterales genel olarak tedavi ile ilgili 

zorluklara sebep olmaktadır. Karbapenemaz genleri çoğunlukla plazmidler 

üzerinde tanışmakta ve türler arası transfer edilebilmektedir. Bu nedenle altta 

yatan mekanizmaların bilinmesi enfeksiyon önlemlerinin alınabilmesini 

kolaylaştırmaktadır64. 

Avrupa Antimikrobiyal Duyarlılık Testi Komitesi (EUCAST; European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), Enterobacterales 

izolatları için her yıl karbapenem grubu antibiyotiklerin (ertapenem, 

imipenem, meropenem ve doripenem) duyarlılık sınır değerlerini 

güncellemektedir. Ancak suşların karbapeneme karşı duyarlı olmadığı 

saptandığında altta yapan direnç mekanizması bilinememektedir. Bu nedenle 

ek biyokimyasal ve/veya genetik çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. Direnç 

mekanizmasının bilinmesi tedavi rejimine yön vereceği için değerlidir.   

Karbapenemaz varlığını belirlemek için çeşitli fenotipik ve moleküler 

testler mevcuttur (Şekil 8)64. Bu konuda atlanmaması gereken en önemli 

nokta; enzimatik olmayan mekanizmalar ile karbapenemlere dirençli 
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olabileceğidir. Ya da karbapenemaz direnç geninin varlığı karbapenem 

dirençli olduğu anlamına gelmemektedir (ekspresyon seviyesi sebebiyle)65. 

 

 
Şekil 8. Karbapenemazların tespitinde kullanılan fenotipik ve moleküler testler 

 
 

2.2.2. Fosfomisin 
 

Fosfomisin, PEP analoğu olarak 1969 yılında keşfedildi. Streptomyces spp. 

(Streptomyces fradiae (ATCC 21096), S. viridochromogenes (ATCC 21240) 

ve S. wedmorensis (ATCC 21239)) izolatlarından sentetik olarak 

üretilebilmektedirr66.  

Düşük moleküler ağırlıklı moleküler yapısı olan antibiyotiğin iki oral 

(fosfomisin trometamol, fosfomisin kalsiyum) ve bir intravenöz formülasyonu 

(fosfomisin disodyum) bulunmaktadır (Şekil 9). 
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Şekil 9. Fosfomisinin moleküler yapısı66 

 
Bakteri hücre duvar sentezinin ilk sitoplazmik basamağı, MurA 

enziminin (UDP-N-asetilglukozamin enolpirüvil transferaz) katalizlediği 

basamaktır. Bu aşamada fosfoenolpiruvatın (PEP) enolpirüvil kısmının UDP-

N-asetilglukozamin’in 3-hidroksil grubuna transferi sağlanır ve peptidoglikan 

öncüsü olan UDP-N-asetilmuramik asit (UDP-MurNAc) oluşumu gerçekleşir. 

Fosfomisin, MurA enziminin aktif bölgesindeki sisteinin tiyol grubuna geri 

dönüşsüz bir şekilde kovalent bağ ile bağlanarak peptidoglikan öncüllerinin 

sentezlenmesini engeller (Şekil 10)66,67,68. Hücre duvarı sentezlenemeyen 

hücre lizise gider. 
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Şekil 10. Fosfomisinin hücre içine alınması ve etki mekanizması 

 
Fosfomisinin sitoplazmik bir enzimi inhibe etmektedir ve etkili 

olabilmesi için hücre içine alınması gerekmektedir. Sitoplazmaya girmek için 

kullandığı 2 taşıma sistemi şunlardır; heksoz monofosfat (UhpT; glokoz-6-

fosfat ile indüklenmektedir) ve L-α-gliserofosfat taşıma (GlpT; gliseraldehid-3-

fosfar ile indüklenmekte) sistemleri. Bu alım sistemlerinin gen ekspresyonu 

ve reseptör protein kompleksi boyunca cAMP varlığı gereklidir. 

Ayrıca fosfomisin bakterinin idrar yolu epitel hücrelerine yapışmasını 

azalttığını ve solunum yolu epitel hücrelerinde trombosit aktivatör faktör 

reseptörlerini baskıladığı (böylece S.pneumoniae, H. influenzae gibi 

mikroorganizmalarının adezyonun azalttığı) da bilinmektedir69,70. 

İmmünmodülatör etkisi de bulunan antibiyotiğin, akut inflamatuar yanıtı 

değiştirdiği gösterilmiştir; TNF- α, interlökin-1 (IL-1) üretimini baskılarken IL-

10 üretimini arttırmaktadır. IL-6 ile ilgili ise çelişkili veriler yayınlanmıştır. 
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Bunun yanında kronik hemodiyaliz ve böbrek nakli yapılan hastalarda bile 

nötrofillerin fagositik aktivitesini arttırdığı kanıtlanmıştır71–73. 

Fosfomisin, biyofilmlere etki etme yeteneğine sahiptir. Birkaç deneysel 

çalışma (in vitro ve biyofilm enfeksiyon modelleri), fosfomisinin tek başına 

veya diğer antibiyotiklerle kombinasyon halinde, yalnızca klinik olarak önemli 

bakterileri biyofilmlerden azalttığını veya yok ettiğini değil, aynı zamanda 

biyofilm yapısında değişikliklere de yol açtığını göstermiştir. Bunun yanında 

bakterisidal etkisini biyofilm içerisindeki mikroorganizmalarda da 

gösterebilmekte ve biyofilm yapısında değişikliklere de neden olarak 

bakterinin kolonizasyonunu bozmaktadır74. 

 

 

2.2.2.1. Fosfomisin direnci 

 

Hem Gram negatif hem de Gram pozitif patojenlere karşı etkili olan geniş 

spektrumlu bir antibiyotiktir. Metisiline dirençli Staphylococcus aureus 

(MRSA), vankomisine dirençli Enterococcus spp. (VRE), GSBL ve 

karbapenemaz üreten Enterobacteriaceae dahil olmak üzere bir çok ÇİD 

patojene etkinliği bulunmaktadır75,76. Fosfomisine direnç kazandıran çeşitli 

mekanizmalar tanımlanmıştır (Tablo 3). 

 
Tablo 3. Fosfomisin direnç mekanizmaları77  

1. Doğal Direnç Bakteriler 

MurA'nın aktif bölgesinde Sisteinden Aspartat'a değişim Mycobacterium tuberculosis  

Chlamydia trachomatis 

Vibrio fischeri 

Peptidoglikan sentezinde MurA'nın katılmadığı geri dönüşüm yollarının 

varlığı 

Pseudomonas putida 

Pseudomonas aeruginosa 

Chlamydia trachomatis 

2. Kazanılmış Direnç  

glpT ve uhpT yapısındaki mutasyonlar Escherichia coli 

uhpA geninde değişiklik → uhpT'nin azalmış ifadesi Escherichia coli 

ptsI ve cyaA genlerindeki değişiklikler → hücre içi cAMP seviyelerinin 

azalması 

Escherichia coli 
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MurA'da yeni amino asit yer değiştirmeleri (aspartat369asparajin & 

lösin370izolösin) 

Escherichia coli 

MurA'nın ekspresyonundaki değişiklikler (enolpiruvil transferaz ve 

fosfomisin arasında düşük afiniteye yol açar) 

Escherichia coli 

fosA, fosA2, fosA3, fosA4, fosA5, fosA6 Enterobacteriaceae spp. 

fosB Staphylococcus spp. 

Enterococcus spp. 

Bacillus subtilis 

fosX Listeria monocytogenes 

fosC Pseudomonas syringae 

fomA ve fomB (kinazlar) 

AbaF 

Tet38 

Streptomyces spp. 

A. baumannii78 

S. aureus79 

  

 

Fosfomisin bağlanma hedefinin (MurA) modifikasyonu, taşıma 

sistemlerindeki mutasyonlar (GlpT ve UhpT), aktif dışa atım pompa 

ekspresyonu (AbaF, Tet38) ile fosfomisin modifiye edici enzimleri kodlayan 

genlerdeki (fosA-varyantları, fosB, fosC, fosX, fosK, fosD, fosE, fosI, fosL, 

fomA ve fomB) ve düzenleyici genlerdeki (uhpA, cyaA ve ptsI) değişiklikler 

fosfomisin direnciyle sonuçlanmaktadır. Plazmid aracılı fos enzimleri (fosA2 

ve fosA7 kromozomal olarak kodlanmaktadır) fosfomisin modifiye edici 

enzimlerdir. Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. 

izolatlarındaki en önemli direnç mekanizması olarak bilinmektedir. Bu 

mekanizma ilk olarak fosA tarafından kodlanan ve metalloenzim olan; 

glutatyon S-transferaz için tanımlanmıştır80. Glutatyon S-transferaz, tripeptid 

glutatyon sisteininin sülfidril grubunu fosfomisinin epoksit halkasının C1'ine 

ekleyerek fosfomisini inaktive etmektedir80,81. FosA3, dünya çapında en sık 

bulunan fosfomisin modifiye edici enzimdir ve bilinen bir çok varyantı vardır 

(Şekil 11)82. Aynı ya da bir konjuge plazmidde blaCTX-M, blaCMY, blaTEM, blaSHV, 

blaSFO-1, blaAmpC, blaNDM, blaKPC, blaOXA, gyrA, parC, parE, sul1, sul2, strA, 

strB, aac(6=)-Ib, aadA5, aphA6, tetA, mphA, floR, dfrA7, rmtB ve merA 

genleri ile birlikteliği bildirilmiştir; diğer genlerle birlikte bulunmaları, ÇİD 

suşlarının ortaya çıkışını kötüleştirmektedir75. 
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Şekil 11. FosA proteinleri için filogenetik ağaç ve doğal rezervuarı olarak bilinen türler82 

 
 
2.2.3. Kolistin 
 

1947 yılında Gram negatif bakterilere karşı güçlü spesifik aktivite gösteren 

polimiksin grubun antibiyotikler Gram pozitif toprak bakterisi Paenibacillus 

polymyxa subsp. colistinus'un ikincil bir metaboliti olarak keşfedilmiştir.  

Nefrotoksik ve nörotoksik etkileri nedeniyle klinik uygulamalarda geri 

planda kalmışlardır. Yeni antibiyotik keşiflerinin azalması ve bu grubun 

yüksek etkinliği göz önüne alındığında ‘toksik’ olduğu düşünülen eski 

antibiyotiklerin özellikle polimiksinlerin, yeniden gündeme gelmesi kaçınılmaz 

olmuştur. Günümüzde ÇİD mikroorganizmaların artmasıyla kolistin 

P.aeruginosa, A.baumani ve K.pneumoniae’da son çare antibiyoterapi olarak 

kullanılmaktadır83.  

İnsanlarda kullanımda olarak 2 kolistin formu mevcuttur; kolistin sülfat 

(oral, topikal) ve kolistin metansülfonat (parenteral, inhaler). Katyonik, siklik 

yapıda, polipeptid olan polimiksinler; polimiksin A, B, C, D ve E (kolistin) 

olarak beş farklı bileşikten oluşan bir gruptur. Klinik kullanımda olanlar 

polimiksin B ve kolistin (polimiksin E)’dir84. 

Gram negatif bakterilerdeki dış membran (yapısındaki lipopolisakkarit 

tabakanın yardımıyla) kimyasallara karşı bir bariyer görevi görür. Katyonik 
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yapılı kolistin, LPS tabakadaki anyonik lipit A’nın fosfat gruplarıyla 

elektrostatik etkileşime girer ve hücre membranından Mg2+ ve Ca2+ ile 

rekabet ederek yer değiştirir. LPS’nin üçlü boyutlu yapısının değişmesiyle 

hücre zarının geçirgençliği bozulur; hücre lizise gider (Şekil 12)84. 

Dolaşımdaki serbest lipit A’ya bağlanabilir ve nötralize eder; böylece 

da antiendotoksik etkisi mevcuttur. 

 

 
Şekil 12. Kolistinin etki mekanizması85. 

 

2.2.3.1. Kolistin direnci 

 

Kolistine direnç çeşitli mekanizmalarla açıklanabilir. Bunlar; 

1. LPS modifikasyonları (katyonik grupların eklenmesi) 

2. LPS kaybına yol açan mutasyonlar 

3. Porin mutasyonları ve dışa atım pompa sistemlerinin aşırı 

ekspresyonu 

4. Kapsüler polisakaridin aşırı üretimi  

5. Kolistinin enzimatik inaktivasyonu 

 

Kazanılmış direnç mekanizmaları genellikle kromozomal mutasyonlarla 

olmaktadır. S.enterica ve E. coli, 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-Ara4N) 

veya fosfoetanolamin (PEtn) biyosentezi yoluyla lipid A'yı değiştirerebilir. 
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Biyosentezi, iki bileşenli yanıt düzenleyicilere ve sensör kinaz sistemlerine 

bağlıdır (PmrA/PmrB ve PhoP/PhoQ). Acinetobacter baumannii’de LPS 

üretiminin baskılanması ile direnç gelişebilmektedir (lipit A biyosenteinden 

sorumlu lpxA, lpxC veya lpxD'nin inaktivasyonu). PhoP/PhoQ sinyal sistemi 

etkinleştirildiğinde, transmembran düzenleyici protein (MgrB) üretilir. K. 

pneumoniae’da mgrB geninin inaktivasyonuna bağlı direnç 

görülebilmektedir84. 

Plazmidik mcr-1, ilk olarak 2015 yılında Çin’de E.coli izolatında 

tanımlanmıştır. Mcr gen ailesi (mcr1-mcr10) lipid A'nın fosfat grubuna 

fosfoetanolamin eklenmesini katalize eden fosfoetanolamin transferazları 

kodlar.  Böylece bakteri dış membranının negatif yükü azalır ve kolistin 

direnci gelişir86.  

 
 

2.3. Antibiyotik Duyarlılık Testleri 

 
Antimikrobiyal duyarlılık testleri için dünyada yaygın olarak kullanılan iki 

standart mevcuttur. Bu standartlardan biri, yıllardır ülkemizde kullanılan 

“Klinik Laboratuvar Standartları Kurumu” (CLSI), diğeri ise Avrupa Birliği’ne 

üye birçok ülkede kullanılan ve 2015 yılında ülkemizde kullanıma giren ve 

“Avrupa Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri Komitesi” (EUCAST) standardıdır.  

EUCAST v.12.0 ve CLSI M100 31st ed. klavuzlarına göre 

Enterobacterales izolatlarında fosfomisin için önerilen standart yöntem agar 

dilüsyondur, MİK tayini yapılırken yalancı direnç oranlarını azaltmak için 25 

µg/mL glukoz-6-fosfat (UhpT yolağına girişi sağlar) eklenmiş Mueller-Hinton 

agarın kullanılması gereklidir ve kalite kontol izolatı olarak E.coli ATCC 

25922 kullanılması önerilmektedir. Disk difüzyon sadece komplike olmayan 

idrar yolu enfeksiyonlarında E. coli izolatları için önerilmektedir. Sıvı 

mikrodilüsyon, gradient test ve otomatize sistemler ile yapılan çalışmalarda 

standart test yöntemine göre büyük ve çok büyük hata oranları yüksek 

bulunmuştur87,88. Hızlı test yöntemlerine olan ihtiyacın olması ve fosfomisin 
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için duyarlılığın belirlenmesinde sıvı disk elüsyon testinin performansıyla ilgili 

yeterli verinin bulunmaması nedeniyle çalışmamız kapsamında 

değerlendirilmiştir. 

EUCAST v.12.0 klavuzuna göre Enterobacterales izolatlarında kolistin 

için MİK tayini, sıvı mikrodilüsyonu ile yapılmalıdır. Kalite kontrol, hem 

kolistine duyarlı (E. coli ATCC 25922 veya P. aeruginosa ATCC 27853) hem 

de kolistine dirençli E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) ile 

gerçekleştirilmelidir89. CLSI M100 31st ed. önerilerine göre kolistin için broth 

mikrodilüsyon, sıvı disk elüsyon ve kolistin agar test yöntemleri MİK 

belirlemede kullanılabilir90. Sıvı mikrodilüsyonun emek yoğun bir yöntem 

olması nedeniyle rutin laboratuvar pratiğinde kullanımı zaman alıcıdır. 

Yapılan çalışmalada; gradient test, disk difüzyon ve otomatize sistemler ile 

çalışıldığından bu alternatif test yöntemlerinde kategorik uyumsuzluğun, 

büyük ve çok büyük hata hata oranlarında yüksek olduğu görülmüştür91,92.  

Meropenem için EUCAST v.12.0 ve CLSI M100 31st ed. önerileri 

incelendiğinde sıvı mikrodilüsyon ve disk difüzyon testleri önerilmektedir. 

Karbapenem duyarlılığının yanı sıra dirençten sorumlu karbapenemaz üreten 

izolatların belirlenebilmesi için de sınır değerler mevcuttur. 

Karbapenemazların varlığı veya yokluğu, duyarlılık kategorizasyonunu tek 

başına etkilememektedir. Ayrıca halk sağlığı ve enfeksiyon kontrolü amaçları 

için karbapenemaz tespiti ve karakterizasyonu önerilmektedir. Bu nedenle 

karbapenemaz taraması için >0.125 µg/mL (zon çapı <28 mm) olan bir 

meropenem tarama eşik değeri kullanılmasını önermektedir. MİK sonuçları 

ve kategorik yorumlar metodolojiye göre farklılık göstermekle beraber, hızlı 

sonuç üretiminde gradient testi ve otomatize sistemler meroepenem 

duyarlılığının belirlenmesinde rutin laboratuvarlarda sıklıkla 

kullanılmaktadırlar93,94  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1. Gereçler 

 

3.1.1. Besiyerleri 
 
MacConkey Agar (bioMérieux, Fransa) 
Mueller-Hinton Agar (Oxoid,UK) 

Mueller Hinton Broth (Becton Dickinson, ABD) 

Skim milk (Oxoid, Birleşik Krallık) 

 

 
 

3.1.2. Standart kökenler 
 
Escherichia coli ATCC 25922, fosfomisin agar dilüsyon; meropenem   

ve kolistin sıvı mikrodilüsyon testi için duyarlı kalite kontrol suşu olarak 

kullanılmıştır. Escherichia coli NCTC 13846; kolistin sıvı mikrodilüsyon testi 

için dirençli kalite kontrol suşu olarak ve mcr-1 geni için pozitif kontrol olarak 

kullanılmıştır. Çalışmamızda PZR yönteminde kullanılan diğer kontrol 

izolatları Tablo 4’te sunulmuştur. 

 
 

Tablo 4. Çalışmamızda PZR yönteminde kullanılan kontrol izolatları 

Genotipik olarak bilinen kontrol izolatları Gen Kaynak 
Klebsiella pneumoniae NCTC13442 blaOXA-48 Laboratuvarımız 
Escherichia coli   blaNDM Kaynak Numarası95 

Klebsiella pneumoniae   blaKPC Kaynak Numarası95 

Klebsiella pneumoniae   blaIMP Kaynak Numarası95 

Pseudomonas aeruginosa   blaVIM Kaynak Numarası95 

Escherichia coli NCTC 13846  mcr-1 Laboratuvarımız 
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Escherichia coli    fosA3 Kaynak Numarası96 

 

 

3.1.3. Antibiyotikler ve diğer kimyasallar 
 
Fosfomisin trometamol antibiyotik tozu (Sigma-Aldrich, Almanya) 

Kolistin sültaf antibiyotik tozu (Sigma-Aldrich, Almanya) 

Meropenem trihidrat antibiyotik tozu (Sigma-Aldrich, Almanya) 

Fosfomisin antibiyotik diski (Bioanalyse, Türkiye) 

Glukoz-6-fosfat (Sigma-Aldrich, Almanya) 

 

 

3.1.4. Araçlar ve aygıtlar 
 
Etüv (Memmert, Almanya) 

Steril eküvyon 

Steril cam tüp 

Steril plastik öze (μL) 

Steril petri (90ml, 20ml) 

Balon joje (250 ml, 500 ml, 1000 ml)  

Otoklav (Nüve-OT 020, Türkiye)  

Terazi (Scaltec)  

Hassas terazi (Sartorius, Almanya)  

Buzdolabı (Indesit) +4 °C 

Buzdolabı (Indesit) -20 °C 

Buzdolabı (Indesit) -40 °C 

Vorteks (IKA, ABD) 

Distile su cihazı (Nüve NS 108) 

Spektrofotometre (Optima) 

Kurutma cihazı (Electro–mag) 

Pastör fırını (Electro–mag) 

VITEK® MS, MALDI-TOF (BioMérieux, Fransa)  



 31 

Mikroplate  

Mikrodalga fırın (Beko, Türkiye) 

Elektroforez cihazı (Biometra, Almanya) 

UV görüntüleyici (Gel Doc EZ Jel Dokümantasyon Sistemi, BIO-RAD, ABD) 

Termal döngü cihazı (BIO-RAD, ABD) 

Santrifüj (Beckman Coulter, Microfuge, Almanya) 

2 ml’lik ve 0,2 ml’lik mikrotüpler (Ratiolab, Almanya)  

Isı bloğu (Labnet Digital Dry Baths, ABD) 

DNA ladder (GeneMark, Tayvan) 

2X PZR Master karışımı (GeneMark, Tayvan) 

 

3.2. Yöntemler 

 

3.2.1. Klinik örneklerin seçimi 
 

2019, 2020 ve 2021 yıllarında Marmara Üniversitesi Pendik Eğitim Araştırma 

Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na erişkin hastalardan gönderilen kan 

kültürü örnekleri incelenmiştir. Her hastadan ilk izole edilen köken çalışma 

kapsamına alınarak izole edilen 259 K. pneumoniae izolatının 85 

(%32,8)’inde karbapenem MİK’i VITEK® 2 ile direnç tarama sınırı >0.125 

µg/mL’nin üzerinde bulunmuştur. Bu kökenlerin meropenem duyarlılıkları 

standart yöntemle doğrulanmış; ‘dirençli’ veya ‘duyarlı, yüksek dozda’ 

bulunan ÇİD 61 izolat çalışma kapsamına dahil edilmiştir.  

 

 

3.2.2. Bakterilerin tanımlanması 
 

Stoktan alınan örneklerin MacConkey Agar’a birinci pasajları yapıldı ve 18-24 

saat boyunca +35±2 °C’deki etüvde inkübasyona kaldırıldı. Birinci pasajda 
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elde edilen örneklerin saflaştırılması için ikinci pasajları yapılarak üreyen 

mikroorganizma kolonilerinden Matriks ile desteklenmiş lazer 

desorpsiyon/iyonizasyon uçuş zamanı kütle spektrometresi (MALDITOF MS) 

ile bakteri identifikasyonları doğrulandı. 

 

 

3.2.3. Antibiyotik duyarlılık testleri 
 
 

3.2.3.1. Antibiyotik stok solüsyonlarının hazırlanması 

 

Üretici firma tarafından sağlanan potensi belirlenmiş olan antimikrobiyal 

tozlar kalibre edilmiş hassas terazide tartılmıştır. İstenen son konsantrasyona 

ulaşmak için gereken distile su miktarı aşağıda belirtilen formüle göre 

hesaplanmıştır. 

 

Hacim (mL) x Konsantrasyon (μg/mL) = Ağırlık (μg) x Potens (μg/mL) 

 

Antibiyotik stok çözeltileri 10240 μg/mL konsantrasyonda çalışmanın 

yapıldığı gün taze olarak hazırlanmıştır. Stok solüsyonu seri olarak dilüe 

edilerek istenen antibiyotik solüsyonları elde edilmiştir. 

 

 

3.2.3.1. Agarda dilüsyon 

 
Fosfomisinin minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) belirlenirken EUCAST 

v.12.0 klavuzu doğrultusunda standart yöntem olan agarda dilüsyon testi 

kullanıldı. 

Steril petriler cama yazar kalem ile çalışılacak köken sayısına 

bölünmüştür. Her bir petrinin üzerine içerdiği antibiyotik ve konsantrasyonu 

yazılmıştır. MHA besiyeri karışımı üretici firmanın önerileri doğrultusunda 

sulandırılarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra 50 °C’ye 
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kadar soğutulup fosfomisinin Enterobacterales ailesi üyelerindeki etkinliğini 

arttırmayı sağlayan glukoz-6-fosfot (25 μg/mL) eklenmiştir. Ardından seri 

sulandırımları yapılmış antibiyotiklerin bulunduğu petrilere 4 mm kalınlıkta, 

antibiyotik solüsyonu/besiyeri oranı 1/10 olacak şekilde hazırlanan besiyeri 

eklenmiştir. Antibiyotiklerin besiyerinde homojen dağılması için petriler 

çevrilerek karıştırılmış ve düz bir zeminde soğumaya bırakılmıştır. Böylece 

her biri farklı konsantrasyonda antibiyotik içeren (0,25 μg/mL, 0,5 μg/mL, 1 

μg/mL, 2 μg/mL, 4 μg/mL, 8 μg/mL, 16 μg/mL, 32 μg/mL, 64 μg/mL, 128 

μg/mL, 256 μg/mL, 512 μg/mL ve 1024 μg/mL) katı besiyerleri elde edilmiştir. 

Test edilecek bakterinin yoğunluğu 0.5 McFarland’a (1,5x108 kob/mL) 

ayarlandıktan sonra 100 kat dilüe edilerek otomatik pipet yardımıyla 10 μL 

çekilmiş ve böylece istenilen bakteri yoğunluğu (104 kob/mL) elde edilmiştir 

(Şekil 13). 

Kontrol grubu olarak Escherichia coli ATCC 25922 izolatı çalışmaya 

dahil edilmiştir. Pozitif kontrol olarak her çalışmada antibiyotik içermeyen 

plaklar hazırlanıp tüm suşlar test edilmiştir.  

Ekimden sonra plaklar 35±2 °C olan etüvde 18±2 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. Tek bir koloni şeklinde olan üremeler dikkate alınmamıştır. MİK, 

üremenin engellendiği en düşük antibiyotik konsantrasyonu olarak belirlenmiş 

olup EUCAST v.12.0 kılavuzuna göre 32 μg/mL ve altında olan değerler 

duyarlı, 32 üstünde olan değerler ise dirençli olarak yorumlanmıştır (Tablo 5). 

 
Tablo 5. EUCAST v.12.0 kılavuzuna göre K. pneumoniae için klinik sınır değerler 

Antibiyotikler  
MİK Sınır Değeri (μg/mL) 

≤ S R > 

Meropenem 2 8 

Kolistin 2 2 

Fosfomisin 32 32 
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Şekil 13. Agarda dilüsyonun çalışma basamakları 

 

3.2.3.2. Sıvı mikrodilüsyon 

 

Kolistin ve meropenem antibiyotiklerinin minimum inhibitör konsantrasyonu 

(MİK) belirlenirken EUCAST v.12.0 klavuzu doğrultusunda standart yöntem 

olan sıvı mikrodilüsyon testi kullanıldı. 

Antibiyotik seri dilüsyonu ve bakteri inokülumu hazırlamada kullanmak 

üzere, Mueller-Hinton broth (MHB) üretici firma önerileri doğrultusunda 

hazırlanarak otoklavlandı. Antibiyotik stok solüsyonundan istenen 

konsantrasyonlara uygun sulandırma işlemleri yapılarak (1024 μg/mL’den 0,5 

μg/mL’ye kadar) kuyucuklardaki son hacim 50 µL olarak ayarlandı. 

Her izolat için MacConkey agarda, uygun ortam koşullarında üreyen 

kolonilerden alınarak 0,5 McFarland standardına eşdeğer bir inokülum 
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süspansiyonu hazırlandı. Bu süspansiyondan yeterli miktarda alınarak MHB 

besiyerinde 1/100 dilüe edildikten sonra 50 µL her kuyucuğa eklendi. 

Bu şekilde kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonları da yarı yarıya 

düşürülerek 256 μg/mL, 128 μg/mL, 64 μg/mL, 32 μg/mL, 16 μg/mL, 8 

μg/mL, 4 μg/mL, 2 μg/mL, 1 μg/mL, 0,5 μg/mL ve 0,25 μg/mL antibiyotik 

konsantrasyonları elde edildi. (Şekil 14) 

Her çalışmada ilk kuyucuk sterilite kontrol, 2. kuyucuk üreme kontrol 

olarak olarak ayrıldı ve kalite kontol suşları (kolistin sıvı mikrodilüsyon için 

Escherichia coli ATCC 25922 ve Escherichia coli NCTC 13846; meropenem 

sıvı mikrodilüsyon için Escherichia coli ATCC 25922 kalite kontrol kökenleri) 

çalışma plaklarına dahil edildi. 

Kapağı kapatılan U tabanlı mikroplaklar 37°C’lik etüvde 24 saat aerop 

ortamda inkübasyona bırakıldı. Bakteri üremesinin inhibe olduğu, bulanıklığın 

görülmediği ilk kuyucuk, antibiyotik konsantrasyonu MİK olarak 

değerlendirildi. MİK sonuçları EUCAST v.12.0 kılavuzuna göre 

yorumlanmıştır (Tablo 5). 

 

 
Şekil 14. Sıvı mikrodilüsyonun çalışma basamakları 
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3.2.3.3. Fosfomisin sıvı disk elüsyon 

 
Sıvı disk elüsyon testi, izolat başına 0, 1, 2 ve 4 fosfomisin diski (200 µg; 

Bioanalyse) içeren dört adet 12,5 mL MHB ile gerçekleştirildi. MHB’lere 

fosfomisinin Enterobacterales ailesi üyelerindeki etkinliğini arttırmayı 

sağlayan glukoz-6-fosfot (25 μg/mL) eklenmiştir. Fosfomisinin disklerden 

ayrılmasını sağlamak için 30 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.  

İlk tüp üreme kontrolü olarak kullanılırken diğer tüplerde sırasıyla 16 

µg/mL, 32 µg/mL ve 64 µg/mL’lik nihai fosfomisin konsantrasyonları elde 

edildi. Bir gecelik inkübasyon sonrasında üreyen saf kolonilerden 0,5 

McFarland bulanıklığında bakteri inokülümü hazırlandı. Her tüpe 

standartlaştırılmış süspansiyondan 62,5 µL'lık bir kısım ilave edildi (Şekil 15). 

Tüpler 105 kob/mL'lik bir son inokülüm için vortekslendi.  

Fosfomisin MİK değerleri, ortam havasında 35°C'de 16 ila 20 saatlik bir 

inkübasyondan sonra görsel olarak okundu.  

Kontrol grubu olarak Escherichia coli ATCC 25922 izolatı, EUCAST 

v.12.0’ye göre beklenen MİK değerleri 0,5 ile 2 µg/mL aralığında, çalışmaya 

dahil edildi. Kontrol izolatını test etmek için 64 µg/mL’lik fosfomisin 

konsantrasyonundan uygun sulandırma ile 0,5 µg/mL; 1 µg/mL ve 2 µg/mL’lık 

konsantrasyonlar elde edildi. 
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Şekil 15. Sıvı disk elüsyon testinin çalışma basamakları 

 

3.2.4. Antibiyotik Direnç Genlerinin Araştırılması 

 

3.2.4.1. DNA izolasyonu 

Bir gecelik inkübasyona bırakılan saflaştırılmış bakteri kolonileri 250 µL distile 

su içeren steril tüpe alınarak karıştırıldı. Isı bloğuna yerleştirilen tüpler 95 

°C’de 15 dakika kaynatıldı. Ardından tüpler 1000 rpm'de beş dakika santrifüj 

edildikten sonra süpernatan kısımları PZR’da kullanılmak üzere ayrıldı.  

 

3.2.4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu 

Her bir örnek için hazırlanan 25 μL’lik karışım, 0,5 μL ileri ve geri primerler 

(her biri 10 μM), 12,5 μL 2X PZR Master karışımı, 9,5 μL DNAaz, RNAaz 

içermeyen deiyonize su, 2 μL DNA içerecek şekilde hazırlandı. Bu yöntemle 
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fosA3, fosC2, blaOXA-48, blaNDM, blaKPC, blaIMP ve blaVIM genlerini saptamak 

için kullanılan ileri ve geri primerler tabloda verilmiştir (Tablo 6).  

 

3.2.4.3. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu 

Her bir örnek için hazırlanan 25 μL’lik karışım, 10 primer solüsyonun her 

birinden 0,5 µL (10 µM), 12,5 μL 2X PZR Master karışımı, 5.5 μL DNAaz, 

RNAaz içermeyen deiyonize su, 2 μL DNA içerecek şekilde hazırlandı. 

Çalışmadan kullanılan ileri ve geri primerler Tablo 6’da verilmiştir. Bu 

yöntemle mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5 genleri araştırılmıştır. 

Tablo 6. Çalışmamızda kullanılan primerler 
 

Direnç 
Geni 

Amplikon 
uzunluğu 

(bç) 
Primer Dizisi 

Tepkime Şartları Kaynak 
No Aşamalar °C Süre Siklus 

fosA3 282 F: 5’ GCC GTC AGG GCT GAG AAA 3’ ön 
denatürasyon 95 5 dakika  

97 
  R: 5’ GCG TCA AGC CTG GCA TTT 3’ denatürasyon 93 40 

saniye 

X 35    birleşme 57 40 
saniye 

   uzama 72 40 
saniye 

   son uzama 72 3 dakika  

97 

fosC2 334 F: 5’ CTT GAT AGG GTT TAG ACT TC 3’ ön 
denatürasyon 94 5 dakika  

  R: 5’ CGT TCC GTG GAG TTC TAT AC 3’ denatürasyon 94 60 
saniye 

X 30    birleşme 54 60 
saniye 

   uzama 72 60 
saniye 

   son uzama 72 10 
dakika 

 

blaOXA-48 743 F: 5’ TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG 3’ ön 
denatürasyon 94 5 dakika  

98 

  R: 5’ GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC 3’ denatürasyon 94 60 
saniye 

X 35    birleşme 56 45 
saniye 

   uzama 72 60 
saniye 

   son uzama 72 7 dakika  

blaNDM 475 F: 5’ GGG CAG TCG CTT CCA ACG GT 3’ ön 
denatürasyon 95 5 dakika  

99 

  R: 5' GTA GTG CTC AGT GTC GGC AT 3' denatürasyon 95 30 
saniye 

X 30    birleşme 60 40 
saniye 

   uzama 72 50 
saniye 

   son uzama 72 6 dakika  
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blaKPC 880 F: 5' TGT CAC TGT ATC GCC GTC 3' ön 
denatürasyon 95 5 dakika  

100 

  R: 5' CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC 3' denatürasyon 95 45 
saniye 

X 35    birleşme 60 45 
saniye 

   uzama 72 60 
saniye 

   son uzama 72 8 dakika  

blaIMP 587 F: 5’ GAA GGY GTT TAT GTT CAT AC 3’ ön 
denatürasyon 95 5 dakika  

101 

  R: 5’ GTA MGT TTC AAG AGT GAT GC 3’ denatürasyon 95 45 
saniye 

X 35    birleşme 60 45 
saniye 

   uzama 72 60 
saniye 

   son uzama 72 8 dakika  

blaVIM 389 F: 5' GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC 3' ön 
denatürasyon 95 5 dakika  

102 

  R: 5’ AAT GCG CAG CAC CAG GAT AG 3’ denatürasyon 95 45 
saniye 

X 35    birleşme 60 45 
saniye 

   uzama 72 60 
saniye 

   son uzama 72 8 dakika  

mcr-1 320 F: 5’ AGT CCG TTT GTT CTT GTG GC 3’ ön 
denatürasyon 94 15 

dakika 
 

103 

  R: 5’ AGA TCC TTG GTC TCG GCT TG 3’ denatürasyon 94 30 
saniye 

X 25 mcr-2 715 F: 5’ CAA GTG TGT TGG TCG CAG TT 3’ birleşme 58 90 
saniye 

  R: 5’ TCT AGC CCG ACA AGC ATA CC 3’ uzama 72 60 
saniye 

mcr-3 929 F: 5’ AAA TAA AAA TTG TTC CGC TTA TG 3’ son uzama 72 10 
dakika 

 

  R: 5’ AAT GGA GAT CCC CGT TTT T 3’     

mcr-4 1116 F: 5’ TCA CTT TCA TCA CTG CGT TG 3’     
  R: 5’ TTG GTC CAT GAC TAC CAA TG 3’     

mcr-5 1644 F: 5’ ATG CGG TTG TCT GCA TTT ATC 3’     

    R: 5’ TCA TTG TGG TTG TCC TTT TCT G 3’         

 

3.2.4.4. Polimeraz zincir reaksiyonu ürünlerinin gösterilmesi 

Elde edilen PZR ürünleri %1,5’lik agaroz jelde yürütüldü. Agaroz jelin 

hazırlanmasında pH: 8.0 olan 1X TBE (Tris, Borik asit, EDTA) tamponu 

kullanıldı. TBE tamponu; 121,1 gr/L Tris-Base, 61,8 gr/L Borik asit ve 7.4 gr/L 

EDTA disodiumsalt ile distile su içerisinde 10X stok solüsyon olarak 

hazırlandı.  
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PZR bantları ultraviyole (UV) altında değerlendirildi. Oluşan bantların 

molekül ağırlığını tespit edebilmek için 100-3000 baz çifti arasında ayrım 

yapabilen DNA ladder kullanıldı.  

 

3.2.5. İstatistiksel analiz  

Çalışmamızın istatistiksel analizi SPSS 26.0 programı ile yapıldı. Verilerin 

dağılımına Kolmogorov-Smirnov testi ile bakıldı. Normal dağılan veriler 

ortalama±SD, normal dağılmayan veriler medyan (%25-%75) olarak ifade 

edildi. 

 
3.2.6. Etik kurul onayı  

Bu proje Marmara Tıp Fakültesi Klinik Araştırma Etik Kurulu tarafından 

05.03.2021 tarihinde onaylanarak tıbbi etik açısından uygun bulunmuştur 

(Protokol kodu: 09.2021.355).  
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4. BULGULAR 
 
 

2019, 2020 ve 2021 yıllarında Marmara Üniversitesi Pendik Eğitim Araştırma 

Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na erişkin hastalardan gönderilen kan 

kültürü örnekleri incelenmiştir. Her hastadan ilk izole edilen köken çalışma 

kapsamına alınarak izole edilen 259 K. pneumoniae izolatının 85 

(%32,8)’inde karbapenem MİK’i VITEK® 2 ile direnç tarama sınırı >0.125 

µg/mL’nin üzerinde bulunmuştur. Bu kökenlerin meropenem duyarlılıkları 

standart yöntemle doğrulanmış; ‘dirençli’ veya ‘duyarlı, yüksek dozda’ 

bulunan ÇİD 61 izolat çalışma kapsamına dahil edilmiştir.  

Hastaların yaş ortalaması 63,3±16,9 (yıl) olarak belirlenmiş olup 

izolatların kliniklere göre dağılımları Tablo 7’de sunulmuştur. 
 
Tablo 7. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae izolatının 
gönderildikleri kliniklere göre dağılımı 

Klinik Birim n % 
Anestezi ve Reanimasyon YBÜ 16 26,2 
Covid YBÜ 9 14,8 
Genel YBÜ 3 4,9 
Dahiliye YBÜ 3 4,9 
Erişkin YBÜ 4 6,6 
Organ Nakli YBÜ 1 1,6 
YBÜ Toplam 37 60,7 
Dahiliye Servisi 15 24,6 
Covid Servisi 1 1,6 
Genel Cerrahi Servisi 1 1,6 
Kadın Hastalıkları ve Doğum Servisi  1 1,6 
KİT Servisi 1 1,6 
Nöroloji Servisi 1 1,6 
Servis Toplam 20 32,8 
Acil Servis 4 6,6 
Acil Servis Toplam 4 6,6 
Toplam 61 100,0 
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4.1. İzolatların Fosfomisin, Kolistin ve Karbapenem Duyarlılık Sonuçları 

Standart yöntemle meropeneme ‘dirençli’ veya ‘duyarlı, yüksek dozda’ 

bulunan çoklu ilaca dirençli (ÇİD) 61 izolatın 26 tanesi (%42,6) fosfomisine, 

35 tanesi (%57,4) kolistine duyarlı olarak bulundu (Tablo 8). 61 izolatın 12 

tanesi (%19,6) hem fosfomisine hem de kolistine duyarlı iken en az birine 

duyarlı izolat sayısı 48 (%78,6) olarak bulunmuştur.  

 
Tablo 8. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae izolatlatında standart 

yöntemlerle elde edilen fosfomisin, kolistin ve meropenem duyarlılık sonuçları ile MİK50 ve 

MİK90 Değerleri 

Antibiyotik Çalışma Yöntemi 
S I R 

MIK50 MIK90 
n % n % n % 

Fosfomisin Agar Dilüsyon 26 42,6 - - 35 57,4 64 512 

Kolistin Sıvı Mikrodilüsyon 35 57,4 - - 26 42,6 2 64 

Meropenem Sıvı Mikrodilüsyon 0 0,0 3 4,9 58 95,1 32 128 

 

 

Fosfomisin MİK50 ve MİK90 değerleri 64 μg/mL ve 512 μg/mL iken 

kolistin için bu değerler sırasıyla 2 μg/mL ve 64 μg/mL’dır. İzolatların 

fosfomisin, kolistin ve meropenem MİK dağılımı Şekil 16’da gösterilmektedir. 

Fosfomisine duyarlı bulunan 26 izolatın MİK değerleri 16 μg/mL ve 32 μg/mL 

arasında olup klinik sınır değere yakındır. Kolistine duyarlı bulunan 35 

izolatın 19’unda (%51,4) ise MİK değeri 0,5 μg/mL olarak bulunmuştur.  
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Şekil 16. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae izolatlatında standart 

yöntemlerle elde edilen fosfomisin, kolistin ve meropenem antibiyotikleri için MİK dağılımı 

 
 
 

4.2. Antibiyotik Direnç Genleri 

Altmış bir izolatın hiçbirinde fosfomisin direncinden sorumlu plazmidik 

fosA3 ve fosC2; kolistin direncinden sorumlu plazmidik mcr-1, mcr-2, mcr-3, 

mcr-4, mcr-5 genleri saptanmadı. 

Karbapenemaz kodlayan genler açısından, 61 izolatın 60 (%98,3)’ında 

en az bir gen saptanmıştır (Tablo 9). İzolatların 50 (%82)’sinde blaOXA-48, 6 

(%9,9)’sında blaNDM saptandı. Dört izolatta blaOXA-48 ve blaNDM birlikteliği 

bulunmaktaydı. İzolatların 8 (%13,1)’inde blaKPC saptanmış olup blaIMP ve 

blaVIM hiçbir izolatta saptanmadı.  
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Tablo 9. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae 
izolatında karbapenemaz genlerinin dağılımı 

Karbapenemaz Geni n % 

blaOXA-48 46 75,4 

blaOXA-48 + blaNDM 4 6,6 

blaNDM 2 3,3 

blaKPC 8 13,1 

blaIMP 0 0,0 

blaVIM 0 0,0 

Gen yok 1 1,6 

Toplam 61 100,0 

 
 

4.3. İzolatların VITEK® 2 ile Elde Edilen Fosfomisin, Kolistin ve 
Meropenem Duyarlılık Sonuçlarının Standart Yöntemlerle 
Karşılaştırılması  

Standart agar dilüsyon yöntemiyle karşılaştırıldığında VITEK® 2’de fosfomisin 

için kategorik uyum oranı %70,5 (43/61); büyük hata oranı %1,6 (1/61); çok 

büyük hata oranı %27,9 (17/61) olarak bulundu. Testin duyarlılığı %96,1; 

özgüllüğü %51,4; pozitif prediktif değeri %59,6 ve negatif prediktif değeri 

%94,7 olarak saptandı (Tablo 10) (Şekil 17). 
 

Tablo 10. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae izolatındada alternatif 
yöntemlerle edilen fosfomisin, kolistin ve meropenem duyarlılıklarının standart yöntem 
sonuçlarıyla karşılaştırılması 

Parametre 
Sıvı Disk Elüsyon VITEK® 2  

Fosfomisin Fosfomisin Kolistin Meropenem 
Kategorik Uyum %63,9 %70,5 %83,6 95,1% 
Küçük Hata - - - 4,9% 
Büyük Hata %32,8 %1,6 %4,9 0,0% 
Çok Büyük Hata %3,3 %27,9 %11,5 0,0% 
Duyarlılık %23,1 %96,1 %91,4 - 
Özgüllük %94,3 %51,4 %73,1 98,2% 
Pozitif Prediktif Değer %75 %59,6 %82,1 - 
Negatif Prediktif Değer %62,3 %94,7 %86,3 96,6% 
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Şekil 17. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae izolatlarında VITEK® 2 ile elde 

edilen fosfomisin duyarlılıklarının standart yöntem sonuçlarıyla karşılaştırılması 

 
Standart sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle karşılaştırıldığında VITEK® 

2’de kolistin için kategorik uyum oranı %83,6 (51/61); büyük hata oranı %4,9 

(3/61); çok büyük hata oranı %11,5 (7/61) olarak bulundu. Testin duyarlılığı 

%91,4; özgüllüğü %73,1; pozitif prediktif değeri %82,1 ve negatif prediktif 

değeri %86,3 olarak saptandı (Tablo 10) (Şekil 18). 

 
 
Şekil 18. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae izolatlarında VITEK® 2 ile elde 

edilen kolistin duyarlılıklarının standart yöntem sonuçlarıyla karşılaştırılması 

*VITEK
®
 2 için kırmızı alan çok büyük hatayı, sarı alan büyük hatayı temsil eder. 

*VITEK
®
 2 için kırmızı alan çok büyük hatayı, sarı alan büyük hatayı temsil eder. 
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Standart sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle karşılaştırıldığında VITEK® 

2’de meropenem için kategorik uyum oranı %95,1 (58/61); küçük hata oranı 

%4,9 (3/61) olarak bulunmuş olup büyük hata ve çok büyük hataya 

saptanmamıştır. Testin özgüllüğü %98,2 iken negatif prediktif değeri 

%96,6’dır (Tablo 10) (Şekil 19). 
 

 
 
Şekil 19. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae izolatlarında VITEK® 2 ile elde 
edilen meropenem duyarlılıklarının standart yöntem sonuçlarıyla karşılaştırılmas 

 

4.4. İzolatların Sıvı Disk Elüsyon ile Elde Edilen Fosfomisin Duyarlılık 
Sonuçlarının Standart Yöntemle Karşılaştırılması  

Standart agar dilüsyon yöntemiyle karşılaştırıldığında sıvı disk elüsyon 

yönteminde fosfomisin için kategorik uyum oranı %63,9 (39/61); büyük hata 

oranı %32,8 (20/61); çok büyük hata oranı %3,3 (2/61) olarak bulundu. Testin 

duyarlılığı %23,1; özgüllüğü %94,3; pozitif prediktif değeri %75 ve negatif 

prediktif değeri %62,3 olarak saptandı (Tablo 10) (Şekil 20).  

 Kontrol izolatı olarak kullanılan Escherichia coli ATCC 25922’nın MİK 

değeri sıvı disk elüsyon testine göre >2 µg/mL olarak bulunmuştur.   

 

*VITEK
®
 2 için kırmızı alan çok büyük hatayı, sarı alan büyük hatayı, turuncu alan küçük hatayı temsil eder. 
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Şekil 20. Kan kültüründen izole edilen ÇİD 61 K. pneumoniae izolatlarında sıvı disk elüsyon 
ile elde edilen fosfomisin duyarlılıklarının standart yöntem sonuçlarıyla karşılaştırılması 

 

 

*Sıvı disk elüsyon testi için kırmızı alan çok büyük hatayı, sarı alan büyük hatayı temsil eder. 



 48 

5. TARTIŞMA 
 

 

Karbapenem dirençli K. pneumoniae izolatlarında görülen çoklu 

antibiyotik direnç profili ve bu hastalardaki komorbidite yükü, yüksek oranda 

mortaliteye sebep olmaktadır. Yer değiştiren genetik elementler yoluyla 

yayılım göstermesi sonucu ise ÇİD K.pneumoniae her geçen gün daha da 

artmakta ve dünya çapında giderek daha fazla rapor edilmektedir. Dünya 

Sağlık Örgütü 2017 yılında yayınladığı “acil olarak yeni antibiyotik 

geliştirilmesi gereken antibiyotik dirençli bakteriler” listesinde karbapenem 

dahil çoklu ilaç direnci (ÇİD) K. pneumoniae’yi “kritik öncelikli grup” içinde 

değerlendirmiştir104.  

Bu mikroorganizmalar en sık yoğun bakım ünitelerinde yatan 

hastalardan izole edilmektedir ve ölüm oranı %50'den fazladır39,39,45. Bizim 

çalışmamızda da izolatların %60,7 (n=37)’si yoğun bakım ünitelerinden izole 

edilmiştir. Karbapenem dahil ÇİD K. pneumoniae izolatlarına hastanemizde 

en sık olarak anestezi YBÜ, COVİD-19 YBÜ ve dahiliye servisinde 

rastlanmaktadır (Tablo 7).  COVİD-19 YBÜ’sindeki dirençli izolat sayısı dikkat 

çekicidir. Çalışmamızdaki hastalar incelendiğinde COVİD-19 birlikteliği ise 

%16,4 olarak saptanmış olup bu durum enfeksiyonun kendisine ek olarak 

antimikrobiyal direnç insidansındaki artışın, COVID-19 pandemisinin mevcut 

durumuna ikincil hasar olarak karşımıza çıktığını düşündürmektedir105.  

Günümüzde K. pneumoniae’nın antimikrobiyal direnci global bir 

sorundur. Ülkemizde DSÖ’nün yürüttüğü sürveyans sistemi olan Orta Asya 

ve Avrupa Antimikrobiyal Direnç Sürveyans (Central Asian and European 

Surveillance of Antimicrobial Resistance, CAESAR) ağına dahil olan ve 

direnç oranlarının takibinin yapıldığı Ulusal Antimikrobiyal Direnç Sürveyans 

Sistemi (UAMDSS) bulunmaktadır. UAMDSS verilerine göre 2019 yılında 

ülkemizdeki karbapenem dirençli K.pneumoniae oranı %51’e ulaşmıştır106. 

Avrupa Hastalıkları Önleme ve Kontrol Merkezi (European Centre for 

Disease Prevention and Control, ECDC) verilerine göre ise ülkemizde 2016 

yılında %29,5 olan karbapenem dirençli K.pneumoniae oranı her yıl kademeli 
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olarak artmış ve 2020 yılında %48,2’ye ulaşmıştır107. Bizim hastanemizde de 

benzer şekilde kan kültürlerinden izole edilen ve rutin duyarlılık testlerinde en 

az bir karbapeneme dirençli bulunan K. pneumoniae izolatlarının oranı 2016 

yılında %21,6 iken; 2021 yılında bu oranın %40,8’e ulaştığı görülmüştür. Bu 

sonuç hastanemizde karbapenem direncinin K. pneumoniae izolatlarında 

yaygınlığını ortaya koymakta ve önceki yıllarla kıyaslandığında, dirençli izolat 

sayısının hızla arttığını göstermektedir. 

Tüm bu durumlar ÇİD K. pneumoniae ile mücadelede alternatif 

antibiyotik tedavisi gerekliliğini ortaya koymaktadır. Ancak kullanılabilecek 

seçenekler oldukça sınırlı olup en etkili antibiyotikler; polimiksinler, tigesiklin, 

fosfomisin ve bazı aminoglikozidlerdir2,3. Bu antibiyotiklerin duyarlılığını 

belirlemede kullanılan standart yöntemler zahmetli ve zaman alıcıdır. 

Fosfomisin, Türkiye’de 2018 yılından itibaren ÇİD bakterilerin neden olduğu 

enfeksiyonların tedavisinde alternatif bir ilaç olarak intravenöz formulasyonda 

kullanıma girmiştir. Bu nedenle ülkemizde fosfomisin duyarlılığı ve direncine 

ilişkin yapılan çalışmaların sayısı oldukça sınırlıdır.  

 

5.1 İzolatlarda Standart Yöntemlerle Elde Edilen Fosfomisin, Kolistin ve 
Karbapenem MİK’leri ve Bu Antibiyotiklere Dirençten Sorumlu 
Olabilecek Direnç Genleri 

 

Sıvı mikrodilüsyon ile karbapenem dirençli veya ‘duyarlı, artmış dozda’ 

olduğu doğrulanan 61 K. pneumoniae izolatının %42,6’sı fosfomisine; 

%57,4’ü de kolistine duyarlı bulunmuştur (Tablo 8). Her iki antibiyotiğe birden 

duyarlı izolatların oranı %21,3 iken; fosfomisin ya da kolistinden en az birine 

duyarlı izolatların oranı %78,7’dir. Ülkemizde yapılan sınırlı sayıda çalışmada 

karbapenem dirençli K. pneumoniae’da fosfomisine duyarlılık oranlarının 

%32,6 ile %69,4 arasında değiştiği bildirilmektedir108,109,110.  Dünyanın farklı 

bölgelerinden yapılan çalışmalarda ise bu oranlar genellikle %48 ile %80 

arasında bildirilmiştir93 - 96. Kolistin için ise 2016 yılında yayınlanan ECDC 

raporuna göre K. pneumoniae’daki duyarlılık oranı %91,5’dur115. Ülkemizde 
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yapılan çok merkezli bir çalışmaya göre ise 2019 yılında bu oran 71,6 olarak 

bildirilmiştir116. Fosfomisin MİK değerlerini dikkate aldığımızda MİK50 (64 

μg/mL) ve MİK90 (512 μg/mL) değerlerinin, klinik sınır değerin üzerinde 

bulunması ve fosfomisine duyarlı bulunan izolatlarda MİK değerlerinin 16 

μg/mL ve 32 μg/mL’de dağılım göstermesi, yakın gelecekte fosfomisine 

direncin de bir sorun olarak karşımıza çıkacağını düşündürmektedir (Tablo 8) 

(Şekil 16).  

EUCAST v.12.0 kılavuzuna göre Enterobacterales izolatlarında 32 

μg/mL ve altında olan değerler duyarlı kabul edilmektedir. Bununla birlikte 

EUCAST’in konsültasyon sayfasında güncel veriler tartışmaya açılmıştır. E. 

coli için ECOFF (epidemiological cutt-off value; epidemiyolojik eşik değer) 

dağılımına göre sokak tipi bakterilerin ≤ 4 μg/mL MİK’e sahip olmaları ve 

MİK’i 8 olan suşlarda tedavi başarısının olması nedeniyle klinik sınır değerin 

güncellenmesi; 8 μg/mL ve altında bulunan değerlerin duyarlı olarak kabul 

edilmesi görüşündedir. K. pneumoniae izolatları içinse genellikle ÇİD 

izolatlarda kombinasyon tedavisinin bir parçası olması ve ECOFF’u 

belirleyecek yeterli verinin bulunmaması sonucu klinik sınır değerin 

belirlenmesi zorlaşmaktadır. Bu durum diğer Enterobacterales izolatları için 

incelendiğinde klinik sınır değeri veya ECOFF’u belirlemek için hem klinik 

hem de mikrobiyolojik yeterli yetersiz gözükmektedir. Tüm bu nedenlerin 

sonucu olarak Enterobacterales izolatlarında klinik sınır değerlerin yakın 

gelecekte güncellenmesi beklenmektedir117. 

İzolatlarımızın kolistin MİK değerlerini dikkate alacak olursak kolistine 

duyarlı izolatların %34,4’ünün MİK’i 0,5 μg/mL ve altındadır ve MİK50 değeri, 

2 μg/mL olup klinik sınır değer ile aynıdır. Bu sonuçlar; kolistinin, 

karbapenem dirençli K. pneumoniae izolatları üzerinde in vitro olarak 

fosfomisinle kıyaslandığında daha etkili olduğu şeklinde yorumlanabilir. 

Çalışmamızda izolatlarımızda, fosfomisin, kolistin ve karbapenem 

direncinden sorumlu olması muhtemel sıklıkla bildirilen direnç 

determinantlarını PZR yöntemiyle araştırdık. i) fosA3 ve fosC2 genleri 
varlığı; Çalışmamızda 61 izolatımızın hiçbirinde fosA3 ve fosC2 geni 

saptamadık. fosA3 geni, literatürde özellikle Asya bölgesinde 
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Enterobacterales izolatlarında fosfomisin direncinden sorumlu en sıklıkla 

bildirilen mekanizma olmasına rağmen çalışmamızda hiçbir izolatımızda bu 

genin saptanmaması ilginç bir sonucumuzdu118,119,120. Ülkemizde bu konuyla 

ilgili az sayıda çalışma bulunmaktadır; idrar örneklerinden izole edilen 185 

Enterobacterales izolatının, Klebsiella spp. (%58,4), Enterobacter spp. 

(%12,9), E. coli (%10,8), M. morganii (%8,6), P. rettgeri (%3,2), P. mirabilis 

(%2,7), incelendiği bir çalışmada 2 (%1,1) izolatta plazmidik fosA3 

saptanmıştır; bu izolatlardan biri E. coli iken diğeri M. morganii’dir121. 

Ülkemizden bildirilen diğer bir çalışmada ise fosA3 ve blaCTX-M birlikteliği 

gözlenen K. pneumoniae suşunun saptanması dünyada artan blaCTX-M üreten 

Enterobacterales izolatlarının bir sonucu olarak yakın gelecekte fosfomisin 

direncinde artış beklenebileceğini öngörmektedir122. Yukarıda da belirttiğimiz 

gibi fosA3 aynı ya da bir konjuge plazmidde blaCTX-M, blaCMY, blaTEM, blaSHV, 

blaSFO-1, blaAmpC, blaNDM, blaKPC, blaOXA, gyrA, parC, parE, sul1, sul2, strA, 

strB, aac(6=)-Ib, aadA5, aphA6, tetA, mphA, floR, dfrA7, rmtB ve merA 

genleri ile birlikteliği bildirilmiştir; diğer genlerle birlikte bulunmaları, ÇİD 

suşlarının ortaya çıkışını kötüleştirmektedir75. fosC2 de diğer fosA alt tipleri 

gibi esas olarak Enterobacterales izolatlarında gösterilmiştir118.  Ancak 

yapılan çalışmalar fosA3 kadar yaygın olmadığını ileri sürülmekte ve 

ülkemizde de yapılan sınırlı sayıda çalışmada saptanmamıştır121,122.  Bu 

sonuçları dikkate aldığımızda izolatlarımızın fosfomisin direncinden, daha 

önce yukarıda belirttiğimiz diğer mekanizmların birinin veya birkaçının 

sorumlu olabileceğini söyleyebiliriz. Bunun için çalışmamızın kapsamının 

genişletilmesine ihtiyaç vardır. ii) Plazmidik mcr1-5 genlerinin varlığı; 
Çalışmamızda kazanılmış kolistin direncine yol açan plazmidik direnç 

genlerinden mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5 araştırılmış ve 

izolatlarımızın hiçbirisinde saptanmamıştır. On farklı varyantı olan plazmidik 

mcr (mcr1-10) şu ana kadar 61 ülkeden bildirilmiş olup gram-negatifler 

arasında hızla yayılmaktadır. Bu da yakın gelecekte küresel bir halk sağlığı 

sorunu olabileceği ihtimalini güçlendirmektedirr123,124. mcr-1’in kolistin 

direncinden sorumlu aktarılabilir plazmidik bir gen olduğu ilk kez 2015 yılında 

gösterilmiştir.  Ülkemizde ise ilk saptanan mcr-1 geni 2018 yılında bir E. coli 
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izolatındadır125. Bu kapsamda yapılan sınırlı sayıda çalışma olmakla birlikte 

58 karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatında yapılan bir çalışmada 

kolistin direnç oranı %59,7 olarak bulunurken, 3 izolatta mcr-1 saptanmış 

olup bu izolatlarda blaOXA-48  birlikteliği bulunmaktaydı. Ayrıca bu izolatlardan 

1 tanesinde blaOXA-51 saptanmıştır126. Yine ülkemizde yapılan bir başka 

çalışmada kolistine dirençli bulunan 40 Enterobacterales izolatında mcr1-5 

genleri bakılmış olup 2 E.coli izolatında mcr-1 bulunmuştur. Bilindiği üzere 

kolistin direncinden sorumlu olduğu bildirilen ve LPS modifikasyonuna sebep 

olan kromozomal mekanizmalar da vardır. Bunlar lipid A’nın 4’ veya 1’ 

konumuna 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz, fosfoetanolamin veya galaktozamin 

eklenmesi ile LPS’in anyonik yükünün azaltılması sonucu katyonik kolistinin 

bağlanmasının engellenmesi ile kolistin direncine sebep olurlar. Muhtemelen 

kolistin dirençli izolatlarımızda bu mekanizmalardan biri veya birkaçı 

dirençten sorumludur. iii) Karbapenem direnç genlerinin varlığı; 
Çalışmamızdaki izolatlarda Enterobacterales üyelerinde yaygın olarak 

bulunan karbapenemaz genlerini araştırdık. Elli izolatta (%82) blaOXA-48, 6 

izolatta (%9,9) blaNDM saptandı ve bu izolatların 4 tanesinde (%6,6) blaOXA-48 

ve blaNDM birlikteliği bulunmaktaydı. Bu sonuçlar, ilk defa 2001 yılında 

İstanbul’da bir K. pneumoniae izolatında saptanan blaOXA-48’nin halen 

ülkemizdeki en yaygın karbapenemaz türü olduğunu doğrulamaktadır127. 

Bunun yanısıra blaKPC, ülkemizde ilk defa 2011 yılında saptanmış olup, bizim 

çalışmamızda %13,1 olarak bulunmuştur. 2019 yılında yapılan çok merkezli 

bir çalışmada ise ülkemizdeki blaKPC oranı %16,4 olarak bildirilmiştir116. Bu 

orandaki artış dikkat çekici olup blaKPC’nin ülkemizde yayıldığını 

göstermektedir. Ülkemizde European Survey on Carbapenemase Producing 

Enterobacteriaceae (EuSCAPE) projesi kapsamında 2014 yılında 

değerlendirilen 124 K. pneumoniae izolatlatındaki sonuçlara bakıldığında 

izolatların %83,1’inda blaOXA-48; %6,5’inde blaNDM; %2,4’ünde; blaIMP 

%1,6’sında; blaVIM %3,2’sinde bulurken, yedi izolatta iki enzim bir arada 

(blaOXA-48 ile blaNDM %2,4; blaOXA-48 ile blaVIM %2,4; blaVIM ile blaNDM %0,8) 

olarak tespit edilmiş olup blaKPC hiçbir izolatta saptanmamıştır. Ülkemizde 

2019 yılında yapılan çok merkezli bir çalışmada ise E.coli ve K.pneumoniae 
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izolatları incelenmiş olup genotipik olarak toplam 207 izolatın karbapenemaz 

direnç genine sahip olduğu tespit edilmiştir. Tek tip karbapenemaz geni 

pozitifliği saptanan izolatların oranları sırasıyla blaOXA-48 %52,2; blaKPC %16,4; 

blaNDM %15 ve blaVIM %0.5 olarak bulunmuşken iki gen pozitifliği saptanan 

izolatların oranları sırasıyla blaOXA-48 ile blaNDM %12,6; blaKPC ile blaNDM %2,8 

ve blaOXA-48 ile blaVIM birlikteliği %0,5 olarak tespit edilmiştir. 

Karbapenem direncinin altında yatan spesifik mekanizmaların 

anlaşılması ve yerel epidemiyolojinin izlenmesi bu enfeksiyonların etkin 

tedavisi için gereklidir. Örneğin, seftazidim-avibaktamın özellikle blaKPC ve 

blaOXA-48 pozitif izolatlar üzerinde etkinliğinin yaklaşık %98 olduğu 

bildirilmesine karşın, blaVIM ve blaNDM- gibi B sınıfı karbapenemazlar üzerinde 

etkinliği bulunmamaktadır128. Karbapenem direncinde en sık karşılaştığımız 

mekanizma; Ambler sınıf A (örn. blaKPC), sınıf B (örn. blaIMP, blaVIM ve blaNDM) 

ve sınıf D beta-laktamazlar (blaOXA-48 ve varyantları) dahil olmak üzere çeşitli 

karbapenemazların ekspresyonudur. Enzimatik olmayan karbapenem direnç 

mekanizmaları ise porin kodlayan genlerin ekspresyonunun kaybını, 

kromozomal olarak kodlanmış porin genlerindeki (OprD gibi) mutasyonları ve 

atım pompalarını kodlayan genlerin (MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-

OprJ gibi) aşırı ekspresyonunu içermektedir65. 

 

5.2. Fosfomisin, Kolistin ve Karbapenem Duyarlığını Saptamada VITEK® 
2 Otomatize Sistemin Performansı 

 

Fosfomisin ve kolistinin, K. pneumoniae üzerindeki in vitro etkinliğini 

saptamak üzere EUCAST’ın önerdiği standart yöntemler sırasıyla agar 

dilüsyon ve sıvı mikrodilüsyondur89. Yapılan çalışmalar otomatize duyarlılık 

test sistemleriyle elde edilen sonuçların, kategorik uyumsuzluk gösterdiğini, 

küçük hata, büyük hata ve çok büyük hata oranlarının yüksek olduğunu 

ortaya koymaktadır87,129. Bilindiği üzere yeni bir yöntemin, standart yönteme 

alternatif olabilmesi için kategorik uyum oranının en az %90 olması; küçük 
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hata oranının %10, büyük hata oranının %3 ve çok büyük hata oranlarının 

%1,5’in altında olması gerekmektedir130. Bizim çalışmamızda agar dilüsyonla 

karşılaştırıldığında VITEK® 2’de fosfomisin için kategorik uyum oranı %70,5; 

büyük hata oranı %1,6 ve çok büyük hata oranı %27,9 olarak bulunmuştur 

(Tablo 10) (Şekil 17). Bu sonuçlar literatürle birlikte dikkate alındığında 

VITEK® 2’nin fosfomisin duyarlılığını saptamada kullanılmasının uygun 

olmadığını göstermektedir. Benzer bir çalışmada VITEK® 2’nin agarda 

dilüsyona göre kategorik uyumu %94,5; büyük hata oranı %4,0 ve çok büyük 

hata oranı %16,0 olarak bulunmuştur129. Ancak çalışmamızda VITEK® 2 ile 

dirençli bulunan 19 izolatın 18 tanesinin standart yöntemle de fosfomisine 

dirençli olarak bulunması nedeniyle, agar dilüsyonun çalışılamadığı 

durumlarda VITEK® 2 otomatize sistemiyle dirençli bulunan sonuçların 

raporlanabileceği öngörülmektedir. 

Kolistin duyarlılığını saptama yöntemi dikkate alındığında, standart sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi rutin laboratuvarlarda çalışılması zahmetli bir 

yöntemdir. Çalışmamızda VITEK® 2’nin kolistin performansını 

incelediğimizde fosfomisine benzer şekilde hata oranı çok yüksek 

bulunmuştur. Kategorik uyum oranı %83,6; büyük hata oranı %4,9; çok 

büyük hata oranı %11,5’tir (Tablo 10) (Şekil 18). Bir başka çalışmada da 245 

K. pneumoniae izolatı değerlendirilmiş olup bu değerler sırasıyla %86,1; 

%3,5 ve %28,4 bulunmuştur131. Çok büyük hata oranında görülen bu yüksek 

değerler VITEK® 2’nin kolistin için sıvı mikrodilüsyon yöntemine alternatif 

olmadığını ve standart yöntemle kolistin duyarlılığının saptanması gerektiğini 

göstermektedir. 

Karbepenem duyarlılığına gelince, standart sıvı mikrodilüsyon 

yöntemiyle karşılaştırıldığında VITEK® 2’de meropenem için kategorik uyum 

oranı %95,1; küçük hata oranı %4,9 olarak bulunmuş olup büyük hata ve çok 

büyük hataya saptanmamıştır (Tablo 10) (Şekil 19). Çalışmamızda 

meropenem için ‘duyarlı’ kategorisinde izolat bulunmaması nedeniyle çok 

büyük hatanın saptanamaması olasıdır. Bu çalışmamızın kısıtlayıcı yanı 

olmakla beraber elde elde ettiğimiz sonuçlar VITEK® 2 ile karbapenem 
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dirençli bulunan K. pneumoniae izolatarında güvenle kullanılabileceğini 

göstermektedir.  

 

5.3. Fosfomisin Duyarlılığını Saptamada Sıvı Disk Elüsyon Alternatif 
Olabilir Mi? 

 
Standart agar dilüsyon yöntemiyle karşılaştırıldığında sıvı disk elüsyon 

yönteminde fosfomisin için kategorik uyum oranı %63,9; büyük hata oranı 

%32,8 ve çok büyük hata oranı %3,3 olarak bulundu (Tablo 10) (Şekil 20). 

Ayırıca, kontrol izolatı olarak kullanılan Escherichia coli ATCC 25922’nın MİK 

değeri EUCAST v.12.0 önerileri doğrultusunda 0,5 µg/mL ile 2 µg/mL 

arasında bulunması gerekirken; sıvı disk elüsyon testine göre >2 µg/mL 

olarak bulundu. Kategorik uyumsuzluk ve hata oranlarının yüksekliği ile 

kontrol izolatında disk elüsyonla ile elde edilen fosfomisin MİK değerinin 

beklenen aralıkta olmaması disk elüsyon yönteminin fosfomisin duyarlılığını 

saptamada kullanılabileceğini ileri sürmek mümkün değildir. Çalışmamızda 

testin performansının değerlendirilmesinde kullanılan izolatların fosfomisin 

MİK değerlerinin yüksek oluşu çalışmamızın kısıtlayıcı tarafıdır ve bu konuda 

yapılacak daha kapsamlı çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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6. SONUÇ 
 
K. pneumoniae’nın antimikrobiyal direnci günümüzde global bir sorundur ve 

her geçen gün daha fazla rapor edilmektedir. Bu enfeksiyonlarla mücadelede 

kullanılabilecek antiyibotikler sınırlıdır. Elde ettiğimiz sonuçlara göre; 

kolistinin, karbapenem dirençli K. pneumoniae izolatları üzerinde in vitro 

olarak fosfomisinle kıyaslandığında daha etkili olduğu görülmekle beraber 

duyarlılık çalışılması şartıyla fosfomisin ve kolistin bu izolatlarla mücadelede 

kullanılabileceği görüşündeyiz. VITEK® 2 otomatize sistemin rutin 

laboratuvarlarda kullanımı daha kolay olmakla birlikte fosfomisin ve kolistin 

duyarlılığının belirlenmesinde performansı düşüktür. Bu antibiyotiklerin 

duyarlılıklarının belirlenmesinde standart yöntemlerle, fosfomisin için agar 

dilüsyon ve kolistin için sıvı mikrodilüsyon, çalışılması gereklidir. Ayrıca 

çalışmamız sonuçlarına göre sıvı disk elüsyon testinin fosfomisin duyarlılığını 

belirlemede yetersiz kaldığı görülmektedir.  

 Çalışmamız sonuçlarına göre blaOXA’in halen ülkemizdeki en yaygın 

karbapenemaz türü olduğunu ve blaKPC’nin ülkemizde hızla yayıldığını 

söylebiliriz. Fosfomisin direnç genlerinden plazmidik fosA3 ve fosC2 ile 

kolistin direncinden sorumlu plazmidik mcr1-5’in izolatlarımızda saptanmamış 

olması nedeniyle bu antibiyotiklere dirençten sorumlu olabilecek diğer 

mekanizmaların birinin veya birkaçının dirençten sorumlu olabileceğini 

düşünmekteyiz. Bu nedenle çalışmamızın kapsamının genişletilmesi 

gereklidir. 
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