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OZET

Amag: Hastanemizde kan kulturlerinden izole edilen ve karbapenem dahil
coklu ilag direnci goésteren (CID) Klebsiella pneumoniae izolatlarinin
fosfomisin ve kolistine duyarliliklarini belirlemeyi; direngten sorumlu olasi
mekanizmalari aragtirmayi; fosfomisin, kolistin ve meropenem
duyarliliklarinin belirlenmesinde otomatize sistemlerin performansini
degerlendirmeyi ve ayrica fosfomisin duyarlihgini belirlemede sivi disk
elUsyon testinin yerini aragtirmay1 amagladik.

Gereg ve Yontem: 2019-2021 yillar arasinda kan kulturlerinden izole edilen
ve VITEK® 2 otomatize sistemi ile karbapeneme direngli bulunan 61 K.
pneumoniae izolatinin fosfomisine duyarliliklari, standart agar dilisyon
yontemiyle; kolistin ve meropeneme duyarliliklari standart sivi mikrodilisyon
yontemiyle calisiimistir. Fosfomisin ve karbapenem direncinden sorumlu
olasi direng genleri (fosfomisin igin; fosA3, fosC2, karbapenem igin; blaoxa-4s,
blanowm, blakpc, blame ve blavim) PZR ile kolistin direncinden sorumlu olasi
direng genleri (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5) multipleks PZR
yontemleriyle arastiriimigtir. Fosfomisin, kolistin ve meropenem icin VITEK®
2 otomatize sisteminin; fosfomisin icin ise ayrica sivi disk elisyon metodunun
performanslari, standart duyarlilik testleriyle karsilagtirnlarak
degerlendirilmigtir.

Bulgular: Standart sivi mikrodilisyon yontemiyle meropeneme ‘direngli’ veya
‘duyarli, yiiksek dozda’ bulunan CID 61 K. pneumoniae izolatinin %42,6’s
fosfomisine, %57,4’(i kolistine duyarli olarak bulunmustur. izolatlarin %19,6’s!
hem fosfomisine hem de kolistine duyarli iken en az birine duyarli izolat orani
%78,6°dir. MiKso ve MiKgo degerleri sirasiyla fosfomisin igin 64 ug/mL ve 512
pug/mL; kolistin igin 2 ug/mL ve 64 ug/mL’dir. Altmis bir izolatin higbirinde
fosfomisin direncinden sorumlu plazmidik fosA3 ve fosC2; kolistin
direncinden sorumlu plazmidik mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5

saptanmamistir.
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izolatlarin %98,3’linde karbapenem direncinden sorumlu en az bir gen
saptanmigtir. Altmis bir izolatin 46’sinda (%75,4) tek basina blaoxa-ss, 2’sinde
(%3,3) tek basina blaNDM, 4’Gnde (%6,6) blaoxa-as ve blanpwm birlikte ve 8’inde
(%13,1) tek basina blakec saptanmis olup blamp ve blavim higbir izolatta
bulunmamistir. Fosfomisin i¢in standart agar dilisyon yontemiyle
karsilastirildiginda VITEK® 2'nin kategorik uyum orani %70,5; biyUk hata
orani %1,6; cok buyuk hata orani %27,9; sivi disk elisyon yonteminin ise
kategorik uyum orani %63,9; buyuk hata orani %32,8; ¢ok buyuk hata orani
%3,3 olarak bulunmustur. Kolistin i¢in standart sivi mikrodilisyon yontemiyle
karsilastirildiginda VITEK® 2'nin kategorik uyum orani %83,6; biylk hata
orani %4,9; cok buyuk hata orani %11,5’tir. Meropenem igin ise standart sivi
mikrodiliisyon yontemiyle karsilastirildiginda VITEK® 2'nin kategorik uyum
orani %95,1; ku¢uk hata orani %4,9 olarak saptanmis olup buyuk hata ve
cok buyuk hata saptanmamistir.

Sonug: Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda fosfomisin (%42,6)
ve kolistine (%57,4) duyarlilik oranlarinin belirgin olarak disuk olmasi dikkat
cekici ve tehdit edici niteliktedir. Fosfomisin direnciyle iliskili plazmidik fosA3,
fosC2 ve kolistin direnciyle iliskili mer-1, mcr-2, mer-3, mcr-4, mer-5
genlerinin higbir izolatta saptanmamig olmasi ¢alismamizin ilging bir
sonucudur. Karbapenem direncinde blaoxa-4s'in baskinhgdi yaninda blanom ve
blakpc’nin de azimsanmayacak oranlarda saptanmasi dikkat ¢ekicidir.
VITEK® 2'nin performansi meropenem igin iyi diizeyde iken; fosfomisin ve
kolistin duyarhligini belirlemede kullaniimasi uygun degildir. Sivi disk elisyon

yonteminin de fosfomisin i¢in performansi uygun bulunmamistir.

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

agarda dilusyon, sivi mikrodilisyon
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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-4s, blanowm, blaxkec, blame ve blaviv) resistance
were investigated by PCR. Multiplex PCR was used for detection of possible
colistin resistance genes (mcr-1, mer-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. MICs0 and MICgo values were 64 ug/mL and 512 pg/mL for
fosfomycin, 2 pg/mL and 64 pg/mL for colistin, respectively. fosA3, fosC2
genes responsible for fosfomycin resistance and mcr-1, mcr-2, mer-3, mcr-4,

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



the 61 isolates. At least one gene responsible for carbapenem resistance
was detected in %98,3 of the isolates. Only blaoxa-4s was found in 46 (75,4%)
of 61 isolates, only blanowm in 2 (3,3%), both of blaoxa-4s and blanpwm in 4
(6,6%), and blakpc in 8 (13,1%) isolates. blamp and blaviv 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-as in
carbapenem resistance, it is noteworthy that blanom and blakec 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. GIRIS VE AMAG

Klebsiella pneumoniae’nin neden oldugu insan enfeksiyonlari tim dunyada
yaygin olarak gorulmektedir. Bu mikroorganizma, pndmoni, menenijit,
osteomiyelit, bakteriyemi gibi ciddi hayati tehdit eden enfeksiyonlara sebep
olmaktadir.

K. pneumoniae’nin antimikrobiyal direnci guinimuzde global bir sorun
olarak karsimiza gikmaktadir. Diinya Saglik Orguti 2017 yilinda yayinladigi
“acil olarak yeni antibiyotik gelistiriimesi gereken antibiyotik direngli bakteriler”
listesinde karbapenem dahil ¢oklu ilag direnci (CID) K. pneumoniae’yi “kritik
oncelikli grup” iginde degerlendirmistir’. Bu enfeksiyonlarda 6lum orani
%50'den fazladir ve neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilecek antibiyotik segenekleri oldukga sinirlidir?. Su ana kadar en
sik kullanilan ve etkin olan antibiyotikler; polimiksinler, tigesiklin, fosfomisin
ve bazi aminoglikozidlerdir®.

CID gbsteren K. pneumoniae izolatlarinin artisi, hastane ve toplum
kaynakl enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antimikrobiyal ajanlarin
sayisini sinirlamaktadir. Yeni antimikrobiyal ajanlarin bulunmasi ya da
geligtiriimesinde yasanan guglukler de dikkate alindiginda, mevcut
antimikrobiyallerin kullanim algoritmalarinin yeniden duzenlenmesi
dolayisiyla tedavi etkinliklerinin arttirilmasi bayuk 6nem tagimaktadir.

Fosfomisin, 1969 yilinda ispanya'da Streptomyces spp. sivi
kulturlerinden elde edilen fosfoenolpiruvat (PEP) analogu eski bir
antimikrobiyal ajandir. Bakterisidal etkili ve genis spektrumlu olan bu
antibiyotik bakteriyel hicre duvarinin sentezinin ilk adimindaki enzim katalizli
bir reaksiyonu (MurA;UDP-N-acetylglucosamine enolpurivil transferaz) inhibe
etmekte ve peptidoglikan biyosentezini bu agamada bozarak hucrenin lizisine
sebep olmaktadir.

Bu eski bir antibiyotik CID mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif bir ila¢ olarak yeniden kullanima
girmeye baglamistir. Kullanima girmesiyle birlikte fosfomisine direncli



bakteriler de dunyanin gesitli bolgelerinden bildiriimeye baslanmistir. Yapilan
calismalar, ilacin hedef bolgesinde ortaya ¢ikan mutasyonlarin, hucre igine
tasinmasindan sorumlu tastyicilarin ve aktif diga atim pompalarin
ekspresyonundaki degisimlerin ya da ilacin enzimatik inaktivasyonunun
fosfomisin direncine yol acgabildigini gostermektedir. Fosfomisin, Turkiye'de
2018 yilindan itibaren CiD bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde alternatif bir ilag¢ olarak kullanima girmigtir. Bununla birlikte
ulkemizde fosfomisin direncine iligkin yapilan galismalarin sayisi oldukca
sinirlidir.

Bu calismada merkezimizde 2019-2021 yillari arasinda bakteriyemiye
sebep olan ve standart yontemle meropeneme ‘direngli’ veya ‘duyarli, yuksek
dozda’ bulunan CID 61 K. pneumoniae izolati galismaya dahil edildi. Bu
izolatlarda tedavide kullanilan fosfomisin, kolistin ve meropenem
antibiyotiklerinin duyarlilik durumlarini standart metodlarla belirledikten sonra
direncten sorumlu olasi mekanizmalari (fosfomisin i¢in; fosA3, fosC2; kolistin
icin; mer-1, mer-2, mer-3, mcr-4, mcr-5, karbapenem icin; blaoxa-4s, blakpc,
blanowm, blaive ve blaviv); fosfomisin, kolistin ve meropenem duyarliliklarinin
belirlenmesinde otomatize sistemlerin performansini degerlendirmeyi ve
ayrica fosfomisin duyarlihgini belirlemede sivi disk ellisyon testinin yerini
arastirmayi amagcladik. Tedavide kullanilan bu antibiyotiklerin direng
oranlarinin bilinmesi karbapenem dahil CID K. pneumoniae enfeksiyonlarinin

alternatif tedavi protokolu 6nerilerine katki sunacagi gorugundeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Klebsiella pneumoniae

2.1.1 Tarihce

ilk defa on dokuzuncu yiizyilda Theodor Albrecht Edwin Klebs (1834-1913,
Almanya) tarafindan izole edilmistir. Carl Friedlander (1847-1887, Almanya)
‘In basili klinigi kotu giden pnomoni etkeni olarak tariflemesiyle literatire
‘Friedlander basili’ olarak gegmistir*.

1886 yilinda; Joseph Schroter (1837 —1894, Almanya)’in
isimlendirmesiyle "Hyalococcus pneumoniae" olarak bilinen basil, 1887
yilinda; Vittore Benedetto Antonio Trevisan de Saint-Léon (1818 - 1897,
italya) 6nerisiyle ‘Klebsiella pneumoniae’ isimlendirmesini almis ve bu sekilde

mikroorganizmayi ilk izole eden bilim adami onurlandiriimistir*>.

2.1.2. Taksonomi

2020 yihinda dunyada Enterobacterales kullanmak Gzere bir taksonomi
degisikligi kabul edildi. Enterobacteriaceae, Erwinaceae, Pectobacteriaceae,
Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae ve Budvicaceae bu takimin
icindeki yedi ailedir®.

Enterobacteriacea ailesinde 51 cins siniflandiriimigtir bunlardan
yaklasik 25 tiriin klinik 6nemi bunulmaktadir’. Bu ailenin soylara bolinmesi
siniflandirma agisindan gecerlilige sahiptir. Taksonomik 6nemi olmayan soy
kavrami anlagilmayi kolaylastirmak amaciyla Ewing tarafindan onerilmistir®.
Enterobacteriacea ailesindeki yedi soydan birisi olan Klebsiella soyu beg
blyuk cinsi kapsamaktadir.

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

Klebsiella soyunda yer almaktadir. Klebsiella spp. cinsi baslangigta tibbi



onemi olan ve neden olduklari hastaliklara atfedilen 3 tare ayrilmistir; K.
pneumoniae, K. ozaenae ve K. rhinoscleromatis®.

16S rRNA ve rpoB (bakteri RNA polimerazi (3 alt birimi kodlayan)
genlerinin sekans analizini yapan Drancaurt ve arkadaglari 2001 yilinda bu
heterojen cinsi 3 kimeye ayirmigtir (Sekil 1). Daha sonraki aragtirmalar ile de
ikinci kimede yer alan turler yeni bir cins olarak tanimlanarak Raoultella
cinsine dahil edilmistir*. Ginimuzde Klebsiella cinsinin 20’den fazla tir ve alt

tir igerdigi bilinmektedir'©,

| Alern: Bakteri | Soy . Escherichieae
: Kime I:
) /| Soy Il. Edwardsielleae i
| Sube: Proteobacter I _ I R l K. pneumoniae subspecies pneumoniae
I N 3 P . . 2
I P P R R T | Soy ll. Salmonelleae K. pneumoniae subspec!es rhinoscleromatis
| Cins Il. Serratia spp I K. pneumoniae subspecies ozaenae
| Takim: Enterobacterales | Soy IV. Klebsielleae | l K. granulomatis
Cins lll. Hafnia spp. -
| Aile: Enterobacteriaceae I’ Soy V. Citrobactereae | Cins IV. Klebsiel I Ituzr;:?riltlirina lytica
ins IV. Klebsiella spp. g
Soy VI. Proteeae Z frlgclils::f
Soy VII. Yersinieae K. terrigena
Kiime llI:
K. oxytoca

Sekil 1. Klebsiella cinsinin siniflandiriimasi

2.1.3. Mikrobiyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Klebsiella spp., Gram negatif boyanma 6zelligi gosteren kisa (0,3—1um x
0,6—6um) ve hareketsiz basillerdir. Fakultatif anaerop ya da aerop olarak
urerler. Bir cogunda polisakkarit yapida kapsul (sahip olduklari kapsul ile
mukoid koloni morfolojisi gosterirler) bulunmaktadir''.

Sekerleri (glikoz, laktoz, sukroz, sorbitol, adonitol, arabinoz) fermente
edebilirler ve bunun sonucunda karbon dioksit agiga cikarirlar. A¢iga gikan
bu asidik Grun ile besiyerinin pH degerini dugurerek gesitli segici
besiyerlerinde farkli renkte koloni morfolojileri olustururlar.

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan bir gok genel Uretici
besiyerinde (Nutrient agar, Triptik Soy Agar, Bromkrezol Moru Laktoz Agar,
%5 Koyun Kanli Agar) ve segici besiyerinde (MacConkey agar (Pembe),



Eozin Metilen Mavisi Laktoz Sukroz Agar(Mor), CHROMagar (Mavi),
Hektoen-Enterik agar (Turuncu), Ksiloz-Lisin-Deoksikolat Agar (Sar),
Salmonella Shigella Agar (Pembe)) kolaylikla Greyebilmektedir.

Ureyen kolonilerden yapilan IMViC testi (indol Testi (I) negatif; Metil
Kirmizisi (M) negatif, Voges-Proskauer (Vi) pozitif, C (Sitrat) pozitif), Ureyi
pargalama 6zellikleri ve Ug Sekerli Demirli Besiyeri'nde olusturduklar
asit/asit (sari/sari) reaksiyon ile tanimlanabilmektedir''.

35-37°C sicaklik ve pH 7,2 olan ortamlar optimal Greme kosullaridir.
18-24 saatlik inkibasyonda genellikle buyik ve mukoid koloniler yaparlar.
Sahip olduklari kapsul ile kuruluga direngli olmalarinin yani sira nemli
ortamlarda 55 °C’de yarim saat i¢inde olurler. 25°C’de birkag hafta, +4°C‘de
birkag ay canliliklarini stirdirebilmektedirler?.

Tibbi 6nemi olan Klebsiella turlerinin ayriminda kullanilabilen biyokimyasal ve

metabolik 6zellikler Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Kiebsiella turlerinin biyokimyasal ve metabolik 6zellikleri

K.pneumoniae K.pneumoniae K.pneumoniae K.oxytoca

Biyokimyasal Testler subsp. subsp. subsp.
pneumoniae ozaenae rhinoscleromatis

indol - - - +
Metil Kirmizisi - + + D(20)
Voges-Proskauer + - - +
Ureaz + - - +
Lizin + D(40) - +
Ornitin - - - -
ONPG + D(80) - +
Malonat + - + +

5 °C’de Greme - - - -

10 °C’de Ureme - - - +

41 °C’de Ureme + VY VY +

+, %90 veya daha fazla sus pozitif; -, %90 veya daha fazla sus negatif; D, suslarin %11-89'u
pozitif; VY, veri yok; parentez igindeki sayilar pozitif reaksiyon veren suslarin ylizdesidir;
ONPG, orto-nitrofenil-B-D-galaktozidaz



2.1.4. Virulans faktorleri

K. pneumoniae’nin genomunda bir ¢ok plazmid ve kromozomal gen lokusu
bulunmaktadir. Sahip olduklari bu plazmidik genoma gore suslar; firsatgi,
hiperviriilan ve goklu ilaca direngli olarak 3 gruba ayrilmaktadirlar?.

Konagin mekanik ve kimyasal bariyerlerini gegcen K.pneumoniae kalip
tanima reseptorleri (PRR; pattern recognition receptor) tarafindan taninir ve
bagisiklik sistemi aktif hale gelir'®. Anahtar roli mononiikleer fagositer sistem
olusturur ve dogal bagigiklk sistemi araciligiyla mikroorganizmanin
fagositozla éldurilebilmesi igin gesitli sitokinler ve kemokinler salinir. ilk yaniti
veren notrofiller IL-8, IL-23 ve IL-17’nin Uretimini indUkler ve granulositopoez
tesvik edilir'*. Ayrica IL-1B ve IL-6 ve tiUmor nekroz faktori-a (TNF-a) dahil
olmak uzere diger proinflamatuar faktorlerin artigiyla inflamatuar yanit
surdaralar'®.

Dort adet virtlans faktort bulunmaktadir. Bunlar: pili olarak da bilinen
fimbria, kapsdl, lipopolisakkarit (LPS) ve demir tagiyicilar (Sekil 2)'6. Yakin
zamanda tanimlanan ancak etki mekanizmalari ile klinik 6Gnemi tam
bilinmeyen diger virtlans faktorleri ise; OMP (Outer membrane protein A; dig
membran proteini), porinler, akis pompalari ve allantoin mekanizmalaridir. Bu
mekanizmalar g6z 6nune alindiginda immun yanita karsi kendini korumada

saldirgan olmaktan daha gok savunmaci gériinmektedirler4.

2.1.4.1. Kapsul

Fagositozun inhibisyonunu saglayarak ve bagisiklik yanitinin aktivasyonunu
degistirererek (IL-6, TNF- a; proinflamatuar sitokin cevabinin azalmasi, IL-10;
anti-inflamatuar sitokinlerin arttirlmasi) mikroorganizmayi bagigik yanittan
korur'”:18,

Kapsul K antijenleri olarak adlandirilan susa 6zgu polisakkaritlerden
olusur (K1-K79)'°. K antijenleri geleneksel olarak serolojik yontemler

kullanilarak tayin edilmistir; ancak ginimuzde, K antijen tiplemesi siklikla wzi



lokusunun sekanslanmasiyla gergeklestirilir. Bu lokus, K. pneumoniae'nin

tim kapsiiler tiplerinde mevcuttur?9-21,

Tip 3 Fimbria
Sideroforlar
Enterobaktin  # Fe3+ Kapsiil (K1-K79) Tip 1 Fimbria
Yersinyabaktin @ Fe3+ -
a a 8\e 828 p R a B 0 pop LPS

0
g

Klasik K.pneumoniae SR, (4 e N SSA :

Hipervirilan K.pneumoniage %8\ ® o A © A /&8

Sideroforlar

Enterobaktin ' # Fe3t
Yersinyabaktin € Fe3*
Salmochelin A Fe3t
Aerobaktin ® Fe3t

Asiri Kapstl

| Tip 1 Fimbria
Uretimi
(K1 & K2) Tip 3 Fimbria

Sekil 2. Viriilans Faktérleri™

Uretilen K antijenleri ile enfeksiyonun siddeti arasinda bir iligki
bulunmaktadir. Simdiye kadar tanimlanan 79 serotipten, klinik érneklerden
izole edilen suglarin %70'inden fazlasini sadece 25 serotip
olusturdumaktadir®?. K2 suslari klinik olarak izole edilen en sik tlrdur. Diger
suslara gore artan virilansa sahip olanlar; K1 ve K2 suslaridir. Bunun birkag
olasi nedeni vardir; daha az miktarda reaktif oksijen turtu salmalari ve
yuzeylerinde sialik asit, konak hucreler tarafindan da uretilir, bulundurarak
konakg! bagisikligindan kagmalaridir?324,

Mikroorganizma hipervirtilan K.pneumoniae suslarindaki gibi asiri
kapstl Gretiminin arttiriimasi ile patojentesini arttirabilir?>. Buna neden olan
mekanizmalar gesitlidir. RmpA; hipervirulan K. pneumoniae suglarinda kapsul
Uretimini diizenleyen plazmidik bir virllans faktoridiir?®. Ayrica gevresel
faktorler de kapsul Uretimini etkileyebilmektedir; artan glikoz
konsantrasyonlari, rmpA araciligiyla kapsul Uretiminin yukari regulasyonuna
sebep olurken yuksek hucre digi demir konsantrasyonlari ise asagi

reglilasyona sebep olmaktadir'.



2.1.4.2. Lipopolisakkarit (LPS)

Gram-negatif bakterilerin hiicre dis membraninda bulunan LPS; O antijeni,
cekirdek oligosakkarit ve lipid A'dan meydana gelir. Bu bilesenler sirasiyla
wb, waa ve Ipx gen kiimelerindeki genler tarafindan kodlanmaktadir?”-28,
LPS, humoral bagisikliga kargi koruma saglamasinin yani sira guglu bir
bagisiklik aktivasyonu da saglar.

Lipit A, TLR4'Gn gugla bir ligandidir ve bu sekilde hicresel yanit
etkinlestiriimektedir.

9 farkli O-antijen tipi tanimlanmistir ve O1 en yaygin olanidir?®.
C1qg’nun bakteriye baglanmasini engelleyerek kompleman aktivasyonunu
engellerken, C3b'nin bakteri dis membranindan uzaga baglanmasini
saglayarak membran atak kompleksi tarafindan lizisin gergeklesmesini

engeller.

2.1.4.3. Tip 1 ve Tip 3 fimbrialar

Adezyonu saglayan yapigkan yapilardir ve biyofilm olusumunu
kolaylastirirlar. Tip 1 fimbrilar; ipliksi, ince ¢ikintilara sahipken tip 3 fimbrialar

sarmal benzeri filament yapidadirlar.

2.1.4.4. Demir tasiyicilari

Enfeksiyon sirasinda mikroorganizmanin ihtiyag duydugu kaynaklardan birisi
demirdir. insan viicudunda demir, transferrin gibi demir tagiyicilarda
bulundugundan dolayi serbest demir miktari olduk¢a azdir. Bu nedenle de
mikroorganizmanin insan vicudunda hayatta kalabilmesi ve enfeksiyon
olusuturabilmesi igin konakgidan demiri alabilecek mekanizmalara ihtiyaci

vardir.



En 6nemli mekanizma demire ylUksek bir afinitesi olan sideroforlar ile
konakgidan demiri galmaktir®®. Birden fazla sideroforun uretiimesi
kolonizasyonu kolaylastirmakta ve mikroorganizmanin konak savunmasindan
kacmasini kolaylagtirmaktadir.

K. pneumoniae’da bulunabilen c¢esitli sideroforlar sunlardir;
enterobaktin (birincil mekanizma, en yuksek afiniteli), yersinyabaktin,

salmochelin ve aerobaktin (en dislk afiniteli).

2.1.4.5. Diger mekanizmalar

2.1.4.5.1. Dis membran proteini A (OmpA)

Dis membran proteini A (Outer membrane protein A; OmpA), peptidoglikanla
iligkili lipoprotein (peptidoglycan-associated lipoprotein; Pal) ve murein
lipoprotein (murein lipoprotein; LppA) gibi birgok OMP'nin virtlansta dnemli
oldugu bilinmektedir.

OmpA; dogal bagisiklik yanita karsi mikroorganizmayi korumaktadir.
Pal ve LppA ise fagositoza karsi koruma saglamaktadir. Ayrica hucre
membranin batunliglune ve segici gegirgenligine katki saglayarak
mikroorganizmayi gesitli ajanlara karsi daha direngli hale getirmektedir3'.

OmpK35 ve OmpK36; K.pneumoniae’daki baslica dig zar porlaridir
(Outer membrane porins; Omp). Bu porlar; demir, besinler ve gesitli
antibiyotikler gibi kuguk hidrofilik molekullerin tagsinmasina izin veren protein
kanallaridir. Bu nedenle bu porlarin eksikligi antibiyotik direncine sebep

olurken mikroorganizmanin virlilansini azaltmaktadir®?.

2.1.4.5.2. Pompalar ve tasiyicilar



AcrAB zararli konak molekullerinin veya antibiyotiklerin bakteriyel hlicreden
digsari aktarilmasi aracilik eden disa atim pompalaridir.

Kfu, K. pneumoniae’daki demir tagsinmasinda rol oynayan ATP-
baglayan kaset transport (ATP-binding cassette transporters; ABC
transporters) sistemidir. Eksprese edilmesi ile hipervirulan K. pneumoniae

suslari arasinda iligki bulunmaktadir®.

2.1.4.5.3. Biyofilm

Mikroorganizmanin meydana getirdigi jelsi ekzopolisakkarit matrikstten
olusan ag yapisidir. Mikroorganizma biyofilm yapisiyla gesitli cihazlara ve
hlcrelere yapisarak kuguk kolonilerin olusumunu ve olgunlasmasini saglar.
Buradan ayrilan serbest mikroorganizmalar ile yayilmasi kolaylasir. Sindirim
sisteminde, genitouriner sistemde veya solunum sisteminde kolonizasyonu
ve invazyonu kolaylagtiran biyofilm; katater gibi lumenli cihazlara da
yapismayi kolaylastirarak enfeksiyonun kontrolinu zorlastirmaktadir.

Olusabilmesi birkag basamakl bir suregctir (Sekil 3). i) Yuzeye
tutunma; planktonik bakteri hicresinin Van der Wall baglari ile ylzeyle
etkilesime girmesi. ii) Tutunmanin geri donugsuz hale gelmesi; bakterinin pili
ve flagella yapilari ile baglanmasi. iii) Kolonizasyon ve olgunlagsma; bakteri
cogalir ve kuguk koloniler olusturur. iv) Ayrilma; cevresel kogullar veya
flagella araciligiyla ayrilan bakterinin diger odaklari olugturmasi.

Temelde iki yapidan olusmaktadir; bakteri ve bakterileri bir arada tutan
polimerik yapidaki hicre disi madde. %96-98 kadari su olan ve heterojen bir
yapisi olan biyofilmin diger icerikleri sunlardir; matriks, glikoproteinler,
fosfolipitler, niikleik asitler, kalsiyum ve magnezyum?3:34,

Genellikle, herhangi bir semptomatik hastaliga neden olmadan
insanlarda kolonize olabilmektedir. Kolonizasyon; oranlarinin bireyler
arasinda habitatlarina ve maruziyetlerine baglh olarak buyuk olgude degistigi
ust solunum yolu, idrar yolu, bagirsak dahil olmak Gzere gesitli mukozal
yuzeylerde gerceklesmektedir. Konak bagisikhginin diustugu durumlarda
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(diyabet, glukokortikoid kullanimi, organ nakli gibi) kolonizasyon bir
enfeksiyona donugebilmektedir.

Hastanede yatan hastalarda bu kolonizasyon orani daha ¢ok artarak
nazofarenkste %19'a yukselirken, gastrointestinal sistemde %77'ye kadar
cikabilmektedir. insanlarda yaygin olarak bulunmasi nedeniyle,
gastrointestinal kolonizasyon, diger bolgelere bulasma ve enfeksiyon igin
onemli bir rezervuar gorevi goérmektedir. Yakin tarihli birgok ¢alismalar,
kolonize K. pneumoniae suslari ile enfeksiyon bolgelerinden elde edilen

suslar arasindaki iligkiyi dogrulamigtir336,

1) Yiizeye tutunma

Van der Wall baglar

4) Ayrilma

Pili ve flagella yapilari = = & —>

2) Tutunmanin geri 3) Kolonizasyon ve olgunlasma
donissiiz hale

gelmesi _

Sekil 3. Biyofilm olusumu

2.1.5. Epidemiyoloji

K. pneumoniae siklikla su, kanalizasyon, toprak ve bitki yuzeylerinde
bulunmaktadir®’. Klasik olarak hastane kaynakli ve bagisikligi baskilanmis
kisileri enfekte eden bir firsat¢i patojen olarak kabul edilse de gunumuzde
antibiyotiklere direngli suglar ve hipervirilan suglar da bulunmaktadir.

2.1.5.1. Hastane kaynakli firsatci patojen
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Pnémoni, idrar yolu enfeksiyonlari, yumugak doku enfeksiyonlari ve
bakteriyemi gibi ciddi enfeksiyonlara sebep olmasinin yaninda hastane
kaynakli (hastaneye yatistan 48 saat sonra meydana gelen) pndmoni, yogun
bakim Unitelerinde ventilator iligkili pndmoni igin dnde gelen firsatgi patojen
olarak kargimiza ¢gikmaktadir.

2.1.5.2. Antibiyotiklere direncli suslar

ABD'de her yil 2,8 milyondan fazla antibiyotige direncli enfeksiyon meydana
gelmekte ve bunun sonucunda 35.000'den fazla insan 6lmektedir. Bu
sayilara antibiyotik kullanimiyla iligkili enfeksiyonlar da eklendiginde bu sayi 3
milyon enfeksiyon ve 48.000 6lumu agsmaktadir. Saglikta ve tarimda
uygunsuz antibiyotik kullanimi ve yeni antimikrobiyal terapotiklerin eksikligi
de antibiyotik direncinin yayllmasina katki saglamaktadir3e,

K.pneumoniae, son yillarda antibiyotik direncinde ¢arpici bir artis
yasayan birkag bakteriden biridir. Antibiyotige direncgli mikroorganizma ile
kolonizasyon, hastanede yatan hastalarda antibiyotige direngli K.
pneumoniae enfeksiyonu ile iliskilendirilmistir; ancak kolonizasyondan
enfeksiyona ilerleme tam olarak anlagilmamistir.

Antibiyotige direncli K. pneumoniae ile kolonizasyon ve enfeksiyon igin
risk faktorleri siklikla birlikte distunulmektedir. Bu risk faktorleri daha dnce
antibiyotik tedavisi, uzun sureli hastane yatigi, uzun sureli yogun bakim
unitesinde kalis ve mekanik ventilasyon, bobrek fonksiyon bozuklugu, ileri
yas, cerrahi prosedurler olarak belirlenmistir. Bunlardan uzun sareli

hastaneye yatis ana faktor gibi gérinmektedir3%40.

2.1.5.3. Toplumdan kazanilan hipervirtlan suslar (hvKP)

Toplum kaynakli olan hipervirtlan suslar (hvKP) ile ortaya ¢ikan

enfeksiyonlar igin risk faktorleri 50-60 yas, erkek hasta ve diyabetes
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mellitustur. DUnya ¢apinda yaygin olan bu suslar genellikle Asya kokenlidir.
Bu suslar gogu antibiyotige oldukga duyarli bulunmasina ragmen 2017
yilinda, Cin'de meydana gelen karbapenem direngli ST11 hvKP izolatina
bagli bir salginin meydana geldiginin gosterilmesi ile durumun ciddiyeti
ortaya konmustur*'.

Bu hvKP izolatlarinin en garpici yonu, saglikli hastalarda ciddi
enfeksiyonlara neden olabilmesidir. Bu durumun aksesuar genom tarafindan
kodlanan virulans faktorlerinden kaynakli oldugu dusunulmektedir.

‘Ip testi’ ile karakterize edilen bir hipermukoviskoz fenotipe sahiptir. Bu
teste gore kati besiyerinde Ureyen kolonilerden 6ze ile alindiginda 5 mm ya
da daha uzun (ip seklinde) uzama pozitif sonug olarak yorumlanir. Bu
fenotipin iki protein tarafindan verildigi belirlenmistir: kapsul tGretimini
duzenleyen rmpA ve magA. Kapsul tipleri K1 ve K2, hvKP ile yuksek oranda

iligkili bulunmustur™.

2.1.6. Tedavi

CiD K.pneumoniae, klonal yayllma potansiyeliyle hastane salginlarina yol
acabilmektedir. Bulagsma yonteminin bilinmesi, enfeksiyon kontrol
onlemlerinin rollin(i anlamak igin gereklidir. Diinya Saglik Orguti (DSO)
¢apraz bulasin, hasta cildinde ya da ¢evrede bulunan mikroorganizmanin
saglik calisaninin elleriyle hastalar arasinda taginmasi, en 6nemli
mekanizma oldugunu belirten bir rapor yayinlamistir*?. Kolonize ya da
enfekte hastalardan duyarli olanlara ¢apraz bulagi sinirlamak igin enfeksiyon
kontrol onlemlerine dikkat edilmesi gerekmektedir. El hijyeni, cevre temizligi,
kisisel koruyucu ekipman, tek kisilik izolasyon odasi, mumkun degilse hasta
kohortu dikkate alinmali ve kritik olmayan tibbi malzemelerin kolonize veya
enfekte olabilecedi unutulmamalidir®3,

CID K.pneumoniae’ya bagli enfeksiyonlarda mortalite ve morbidite orani
%50’den yliksektir**45. Ne yazik ki, CID K.pneumoniae enfeksiyonlari igin
optimal tedavi segenegi hala tam olarak olusturulamamistir. Son yillarda 6ne
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ctkan tedavi protokollerini kolistin, fosfomisin, tigesiklin ve aminoglikozitler ile
bunlarin kombine tedavileri olusturmaktadir®3.

israil, Yunanistan ve italya'daki alti hastanede yiiriitiilen randomize,
kontrolll, Ustinlik ¢calismasinda kolistin ve meropenem ile kombinasyon
tedavisinin tek basina kolistin tedavisine ustunligunu aragtiriimigtir.
Karbapenem direncli patojenlere bagl enfeksiyonlar icin monoterapiye
kiyasla kombinasyon tedavisi ile tedavi edilen hastalarda bir farkllik
gdsterilememistir. Bu denemeler CID organizmalarinin, zellikle karbapenem
direncli patojenlerin kanita dayali antibiyotik tedavisinin ilk adimidir#.

Bu galismanin aksine kombinasyon tedavisinin Ustunluguna bir cok
retrospektif calisma dogrulamigtir. Tzouvelekis ve arkadaslari farkli
protokoller kullanilarak karbapenem direncli Enterobacteriaceae tedavisini
analiz eden 20 galismay (g6zlemsel ¢galigmalar ve vaka serileri dahil) iceren
retrospektif bir calisma yuratmuastur. En dusuk mortalite (%18.8),
karbapenem dabhil bir kombinasyon rejimi ile tedavi edilen hasta grubunda
rapor edilmistir*’. Bu galismalar, bu enfeksiyonlarin tedavisinde meropenem
bazl bir rejimin Ustinligini dogrulamistir*®4®. Meropenem MIK degerlerinin
kombinasyon rejimlere meropenem dahil edilip edilmemesi i¢in 6nemli
olmaya devam etmektedir. Farkli antibiyotiklerin birlikte uygulanmasi
Clostridium difficile enfeksiyonu, nefrotoksisite gibi 6nemli yan etkilere de yol
acabilmektedir®®.

Coklu ilaca direncli Enterobacterales’e bagli enfeksiyonlar hakkinda en
blayuk veri tabanini olusturan dinya ¢apinda 33 merkezi kapsayan
INCREMENT galismasi, kombinasyon tedavisinin yalnizca kritik hastalarda
daha etkili oldugunu dogruladi; stabil veya kritik olmayan hastalarda
antibiyotiklerin kombinasyonu 6nerilmemektedir®’.

Coklu ilaca direncli K.pneumoniae’y: hedef alan yeni ilaglara duyulan
ihtiyac ‘acil’ olarak kabul edilmektedir. Son yillarda bu amacla geligtirilen yeni
antibiyotikler sunlardir; sefiderokol, seftazidim-avibaktam, meropenem-
vaborbaktam, imipenem-relebaktam, plazomisin, aztreonam-avibaktam,
eravasiklin, sefrarolin-avibaktam, sefepim-zidebaktam*3. Coklu ilaca direngli

K.pneumoniae tedavisi icin optimal tedavi hentz belirlenememistir. Kolistin,
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aminoglikozitler ve fosfomisin gibi antibiyotikler, siklikla yuksek doz

karbapenemlerle kombinasyon rejimlerinde kullaniimaktadir.

2.2. Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalari

2.2.1. Meropenem

Beta-laktam grubu antibiyotikler, molekuler yapida beta-laktam halkasi
bulunduran; etkili ve iyi tolere edilebilir olmasi nedeniyle de
mikroorganizmalar ile mucadelede en ¢ok tercih edilen antibiyotik grubudur
(Sekil 4)%2.

Cl'de kiikurt yerine
karbon bulunur

1

1 1
S S
C2-C3 ¢ift bagi
/J;’\'l/\) /J;[\']/\) /,;[L/\/> bulunur
(@) o

O

Penamlar (penisilinler) Sefemler (sefalosporinler) Karbapenemler

Sekil 4. Penamlarin (penisilinler), sefemlerin (sefalosporinler) ve karbapenemlerin gekirdek

yapilari ve beta-laktam halkalari

Beta-laktam grubu antibiyotikler, transpeptidasyondan sorumlu olan
penisilin baglayici protein (PBP)’lere kovalent olarak baglanip etkileyerek
hdcre duvarindaki peptidoglikan sentezini engellerler. Bu sekilde hucreyi
lizise ugratarak bakterisidal etki gosterirler. PBP’ler bakterinin turine 6zgu
olarak degisebilen sayilardadirlars3,

Bu grup icinde yer alan antibiyotikler 5 ana sinifa ayrilmaktadir;
penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta-
laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlari*. Beta-laktam
antibiyotiklerden etki spekturumu en genis (Gram pozitif, Gram-negatif,
aerop, anaerop etkinlik) ve potensi en yuksek olan karbapenem grubudur
(Tablo 2)%2. Bakteri hiicresine dig zar proteini ile giren karbapenemler PBP
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enzimini agilleyerek iglevlerini bozlarlar. Coklu baglanabilmeleri nedeniyle de

etkinlikleri daha yiiksektir4.

Tablo 2. Karbapenem grubu antibiyotikler®?

Eski Ajanlar Onay Tarihi

imipenem 1987

Meropenem 1996

Ertapenem 2001

Doripenem 2007

Yeni Ajanlar Etkinlik Durumu

Biapenem Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteri tiirlerine karsi etkili. Orta-
siddetli idrar yolu enfeksiyonu, alt solunum yolu enfeksiyonu (ventilator
iliskili pndmonide etkin), bakteriyel kolanijit, kolesistitte etkin.

Panipenem Gram pozitif ve Gram negatif; aerobik ve anaerobik bakterilere karsi etkin.
DHP-I tarafindan hidrolize kargi betamipron ile 1:1 oraninda uygulanmal.

Razupenem Polimikrobiyal anaerobik enfeksiyonlarin tedavisinde etkin. Ne yazik ki,
Amerika'da razupenem gelistirmesi, faz 1l klinik galismalarda ylksek
oranda yan etki nedeniyle durdurulmustur.

Tebipenem ilk oral karbapenem antibiyotik. Genellikle kullanilan antibiyotiklere direng
gelistirmis bakterilerle savasmak igin alternatif bir ilag olarak yaratiimistir.
On ilacin Kklinik caligsmalari Japonya'da degerlendirilmektedir.

Tomopenem Gram pozitif ve Gram negatif; aerobik ve anaerobik bakterilere karsi
oldukga etkin. MRSA ve P. aeruginosa'ya karg! etkinligi 6ne gikan
ozelligidir.

Sanfetrinem ik karbapenem trinemdir (trisiklik B-laktam bilesigi). S.aureus,

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

spp.'a karg! etkin oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur.

Streptomyces cattleya’nin olusturdugu tienamisin, 1970’lerde

kesfedilen ilk karbapenem grubu antibiyotiktir®®. Kimyasal olarak kararsiz bir

molekull olmasi nedeniyle terapétik olarak kullanilimamistir. N-formimidoil

grubunun eklenmesiyle stabilize edilerek imipenem antibiyotigi

olusturulmustur®. 1996 yilindan sonra ise karbapenem grubunun ikinci Gyesi

olan meropenem kullanima girmistir. Geligtirilen diger karbapenem grubu

antibiyotiklerin gugliu genis spekturumlu yapisi korunmus olup molekuler
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olarak daha stabil yapidadirlars”-58, imipenemin, ilacin inaktivasyonuna neden
olan memelilerdeki proksimal renal tibullerde bulunan renal dehidropeptidaz
(DHP) tarafindan hidrolize olma 6zelliginden dolayi bir DHP inhibitorlu olan
silastatin ile kombinasyon halinde kullaniimaktadir. Daha sonraki
karbapenemler, insan DHP'sine stabilite kazandiran bir 1- -metil grubu
icermektedir, boylece silastatin gibi bir inhibitoran birlikte uygulanmasi
gerekliligini ortadan kaldiriimigtir (Sekil 5)%°.

Meropenem parenteral kullanilan yari sentetik bir karbapenemdir.
PBP1a, PBP1b, PBP3 igin guglu afinitesi olsa da en guglu sekilde PBP2'ye
baglanmaktadir®®.

CH, 1-B-metil grubu, DHP-| tarafindan renal
H C/l hidrolize direng saglar ve tek ajan olarak
3 R kullanima imkan verir
N/
(@)
trans-hidroksietil; COOH

beta-laktamazlar ve karbapenemazlar
tarafindan hidrolize direng saglar

Sekil 5. Karbapenem grubu antibiyotiklerinin en 6nemli yapisal 6zellikleri®

2.2.1.1. Karbapenem direnci

Karbapenem direncine sebep olan en 6nemli mekanizma karbapenemaz
enzimleri ile karbapenemlerin hidroliz edilmesidir. Ambler siniflamasina goére
beta-laktamaz enzimleri 4 sinifa ayrilir; A, B, C ve D. Bu siniflama katalitik
bolgedeki aminoaside (A, C ve D sinifinda serin; B sinifinda ¢inko bulunur)
ve nukleotid sekans analizi temeline dayalidir (Sekil 6). A, B ve D siniflari
karbapenemazlari igerirken C sinifindaki enzimler sefalosporinleri hidrolize
eder®0,
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| B-laktamaz

| |

Serin B-laktamaz Metallo B-laktamaz
Sinif A: KPC, IMI, SME, CTX-M,
GES, SHV, TEM
Sinif B: NDM, VIM, IMP

Sinif C AmpC, ACT, CMY, DHA, FOX

Sinif D OXA-48, OXA-181, OXA-23,
OXA-40, OXA-58,
OXA-1, OXA-2, OXA-9, OXA-10

KPC, Klebsiella pneumoniae karbapenemaz; IMI, imipenem-hidrolize eden B-laktamaz; SME, Serratia marcescens
enzim, CTX-M, Sefotaksim hidrolize eden B-laktamaz—Munich; GES, Guiana genislemis spektrumlu 3-laktamaz;
SHV, TEM enziminin siilfidril varyanti;; TEM, Temoneira sinif A genislemis spektrumlu B-laktamaz; AmpC, ampisilin
kromozomal sefalosporinaz; ACT, AmpC tip B-laktamaz; CMY, sefamisin hidrolize eden B-laktamaz; FOX, plazmid
aracili sinif C B-laktamaz, OXA, oksasilinaz/oksasilin karbapenemaz; NDM, New Delhi metallo-B-laktamaz; VIM,

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

Sekil 6. Ambler siniflamasina gére beta-laktamaz enzimleri

AmpC'nin asiri Uretimi veya genis spektrumlu B-laktamaz tretimi ile
porin kodlayan genlerin ekspresyonunun kaybi, kromozomal olarak
kodlanmig porin genlerindeki (oprD) mutasyonlar ve disa atim pomplarini
kodlayan genlerin (mexAB-oprM, mexXY-oprM veya mexCD-oprJ gibi) agiri
ekspresyonunun birlikteligi de karbapenem direncine sebep
olabilmektedir®'-62, Ayrica karbapenem direnci, PBP’lerin Uretim seviyesini
veya baglanma afinitesini degistiren mutasyonlara veya diger

modifikasyonlara bagh da gorilebilmektedir®® (Sekil 7).
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Gram Negatif Mikroorganizmalarda Karbapenem Direnci

l |

‘ Enterobacterales | | Non-fermenter ‘
l ' | l ' |
Karbapenemaz Diger Karbapenemaz Diger
Uretimi Mekanizmalar Uretimi Mekanizmalar

l l | l

KPC Porin Kanallari KPC Porin Kanallari
NDM Effluks Pompasi NDM Effluks Pompasi
IMP IMP
VIM VIM
OXA-48 L1

OXA-23

OXA-40

OXA-58

Sekil 7. Gram negatif mikroorganizmalarda karbapenem direng mekanizmalari

Karbapenem direncli Enterobacterales genel olarak tedawvi ile ilgili
zorluklara sebep olmaktadir. Karbapenemaz genleri cogunlukla plazmidler
Uzerinde tanigmakta ve turler arasi transfer edilebilmektedir. Bu nedenle altta
yatan mekanizmalarin bilinmesi enfeksiyon onlemlerinin alinabilmesini
kolaylastirmaktadir®4,

Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST; European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), Enterobacterales
izolatlari igin her yil karbapenem grubu antibiyotiklerin (ertapenem,
imipenem, meropenem ve doripenem) duyarlilik sinir degerlerini
guncellemektedir. Ancak suslarin karbapeneme karsi duyarli olmadigi
saptandiginda altta yapan diren¢ mekanizmasi bilinememektedir. Bu nedenle
ek biyokimyasal ve/veya genetik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Direng
mekanizmasinin bilinmesi tedavi rejimine yon verecedi i¢in degerlidir.

Karbapenemaz varligini belirlemek icin ¢esitli fenotipik ve molekuler
testler mevcuttur (Sekil 8)%4. Bu konuda atlanmamasi gereken en énemli

nokta; enzimatik olmayan mekanizmalar ile karbapenemlere direngli
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olabilecegidir. Ya da karbapenemaz direng geninin varligi karbapenem

direncli oldugu anlamina gelmemektedir (ekspresyon seviyesi sebebiyle)t°.

Karbapenemazlarin Tespiti

Fenotipik Testler Molekuler Testler
Modifiye Hodge Testi PZR
Karbapenem Inaktivasyon Methodu Verigene
EDTA inhibisyon Testi BioFire FilmArray
Boronik Asit inhibisyon Testi Xpert
Carpa NP testi Genom ve Metagenom Dizilimi
MALDI-TOF

Sekil 8. Karbapenemazlarin tespitinde kullanilan fenotipik ve molekiiler testler

2.2.2. Fosfomisin

Fosfomisin, PEP analogu olarak 1969 yilinda kesfedildi. Streptomyces spp.
(Streptomyces fradiae (ATCC 21096), S. viridochromogenes (ATCC 21240)
ve S. wedmorensis (ATCC 21239)) izolatlarindan sentetik olarak
uretilebilmektedirr®®,

Dusuk molekuler agirlikh molekuler yapisi olan antibiyotigin iki oral
(fosfomisin trometamol, fosfomisin kalsiyum) ve bir intraven6z formulasyonu

(fosfomisin disodyum) bulunmaktadir (Sekil 9).
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Fosfomisin trometamol, oral ()
[ . CH,OH

i |
N\ - \OH*H;_N — T —— CH,OH

o A
HY ; ; "H

H3C

0 CH,OH

Fosfomisin kalsiyum, oral O

Fosfomisin disodyum, intravenoz
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o
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\ / O~ —Na*
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)

Sekil 9. Fosfomisinin molekiler yapisi®®

Bakteri hicre duvar sentezinin ilk sitoplazmik basamagi, MurA
enziminin (UDP-N-asetilglukozamin enolpiruvil transferaz) katalizledigi
basamaktir. Bu agsamada fosfoenolpiruvatin (PEP) enolpirtvil kisminin UDP-
N-asetilglukozamin'’in 3-hidroksil grubuna transferi saglanir ve peptidoglikan
oncusu olan UDP-N-asetilmuramik asit (UDP-MurNAc) olusumu gerceklesir.
Fosfomisin, MurA enziminin aktif bolgesindeki sisteinin tiyol grubuna geri
donussuz bir sekilde kovalent bag ile baglanarak peptidoglikan dncullerinin
sentezlenmesini engeller (Sekil 10)%6.67.68 Hiicre duvari sentezlenemeyen

hicre lizise gider.

21



ﬂ;pﬂdf‘“‘:".«a

UDP-N-

asetilglukozamin @

W)/ e

peptidoglikan
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oncisi

Fosfomisin yok Fosfomisin var

Sekil 10. Fosfomisinin hicre igine alinmasi ve etki mekanizmasi

Fosfomisinin sitoplazmik bir enzimi inhibe etmektedir ve etkili
olabilmesi i¢in hucre igcine alinmasi gerekmektedir. Sitoplazmaya girmek icin
kullandigi 2 tagsima sistemi sunlardir; heksoz monofosfat (UhpT; glokoz-6-
fosfat ile induklenmektedir) ve L-a-gliserofosfat tagima (GIpT; gliseraldehid-3-
fosfar ile indUklenmekte) sistemleri. Bu alim sistemlerinin gen ekspresyonu
ve reseptor protein kompleksi boyunca cAMP varligi gereklidir.

Ayrica fosfomisin bakterinin idrar yolu epitel hicrelerine yapigmasini
azalttigini ve solunum yolu epitel htcrelerinde trombosit aktivator faktor
reseptorlerini baskiladigi (bdylece S.pneumoniae, H. influenzae gibi
mikroorganizmalarinin adezyonun azalttigi) da bilinmektedir®®7°,
immiinmodiilatér etkisi de bulunan antibiyotigin, akut inflamatuar yaniti
degistirdigi gosterilmigtir; TNF- a, interlokin-1 (IL-1) Gretimini baskilarken IL-
10 Uretimini arttirmaktadir. IL-6 ile ilgili ise celigkili veriler yayinlanmigtir.
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Bunun yaninda kronik hemodiyaliz ve bobrek nakli yapilan hastalarda bile
notrofillerin fagositik aktivitesini arttirdigi kanitianmigtir’'-73.

Fosfomisin, biyofilmlere etki etme yetenegine sahiptir. Birka¢ deneysel
calisma (in vitro ve biyofilm enfeksiyon modelleri), fosfomisinin tek basina
veya diger antibiyotiklerle kombinasyon halinde, yalnizca klinik olarak 6nemli
bakterileri biyofilmlerden azalttigini veya yok ettigini degil, ayni zamanda
biyofilm yapisinda degisikliklere de yol agtigini gostermistir. Bunun yaninda
bakterisidal etkisini biyofilm icerisindeki mikroorganizmalarda da
gosterebilmekte ve biyofilm yapisinda degisikliklere de neden olarak

bakterinin kolonizasyonunu bozmaktadir’.

2.2.2.1. Fosfomisin direnci

Hem Gram negatif hem de Gram pozitif patojenlere kargi etkili olan genis
spektrumlu bir antibiyotiktir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA), vankomisine direngli Enterococcus spp. (VRE), GSBL ve
karbapenemaz lreten Enterobacteriaceae dahil olmak Uizere bir gok CID
patojene etkinligi bulunmaktadir’>"6. Fosfomisine direng kazandiran gesitli

mekanizmalar tanimlanmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Fosfomisin direng mekanizmalari”

1. Dogal Direng Bakteriler

MurA'nin aktif bolgesinde Sisteinden Aspartat'a degisim Mycobacterium tuberculosis
Chlamydia trachomatis
Vibrio fischeri

Peptidoglikan sentezinde MurA'nin katilmadidi geri dénigum yollarinin  Pseudomonas putida

varlig Pseudomonas aeruginosa

Chlamydia trachomatis

2. Kazanilmig Direng¢

glpT ve uhpT yapisindaki mutasyonlar Escherichia coli
uhpA geninde degisiklik — uhpTnin azalmig ifadesi Escherichia coli
ptsl ve cyaA genlerindeki degisiklikler — hiicre i¢i cCAMP seviyelerinin Escherichia coli

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

16sin370izoldsin)

MurA'nin ekspresyonundaki degisiklikler (enolpiruvil transferaz ve Escherichia coli

fosfomisin arasinda diistk afiniteye yol agar)

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) Streptomyces spp.
AbaF A. baumannii’®

Tet38 S. aureus’

Fosfomisin baglanma hedefinin (MurA) modifikasyonu, tagima
sistemlerindeki mutasyonlar (GlpT ve UhpT), aktif diga atim pompa
ekspresyonu (AbaF, Tet38) ile fosfomisin modifiye edici enzimleri kodlayan
genlerdeki (fosA-varyantlari, fosB, fosC, fosX, fosK, fosD, fosE, fosl, fosL,
fomA ve fomB) ve duzenleyici genlerdeki (uhpA, cyaA ve ptsl) degisiklikler
fosfomisin direnciyle sonuglanmaktadir. Plazmid aracili fos enzimleri (fosA2
ve fosA7 kromozomal olarak kodlanmaktadir) fosfomisin modifiye edici
enzimlerdir. Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp.
izolatlarindaki en 6nemli direng mekanizmasi olarak bilinmektedir. Bu
mekanizma ilk olarak fosA tarafindan kodlanan ve metalloenzim olan;
glutatyon S-transferaz igin tanimlanmistir®®. Glutatyon S-transferaz, tripeptid
glutatyon sisteininin sulfidril grubunu fosfomisinin epoksit halkasinin C1'ine
ekleyerek fosfomisini inaktive etmektedir®®8'. FosA3, dlinya ¢apinda en sik
bulunan fosfomisin modifiye edici enzimdir ve bilinen bir ¢ok varyanti vardir
(Sekil 11)8. Ayni ya da bir konjuge plazmidde blactx-m, blacuy, blatem, blasny,
blasro-1, blaampc, blanom, blakec, blaoxa, gyrA, parC, parE, sul1, sul2, strA,
strB, aac(6=)-1b, aadA5, aphA®6, tetA, mphA, floR, dfrA7, rmtB ve merA
genleri ile birlikteligi bildirilmistir; diger genlerle birlikte bulunmalari, CiD

suslarinin ortaya cikisini kétilestirmektedir.
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FFosAS

L Klebsiella pneumoniae
FosA6

FosA3

Kluyvera georgiana
FosAd

FosAl
} Enterobacter cloacae

FosA2

FosA8

Fo.\A7} Salmonella enterica

Sekil 11. FosA proteinleri igin filogenetik agag ve dogal rezervuari olarak bilinen tiirler8?

2.2.3. Kolistin

1947 yilinda Gram negatif bakterilere kargi guclu spesifik aktivite gosteren
polimiksin grubun antibiyotikler Gram pozitif toprak bakterisi Paenibacillus
polymyxa subsp. colistinus'un ikincil bir metaboliti olarak kesfedilmigtir.

Nefrotoksik ve norotoksik etkileri nedeniyle klinik uygulamalarda geri
planda kalmislardir. Yeni antibiyotik kegiflerinin azalmasi ve bu grubun
yuksek etkinligi goz 6nune alindiginda ‘toksik’ oldugu dusunulen eski
antibiyotiklerin 6zellikle polimiksinlerin, yeniden gundeme gelmesi kaginiimaz
olmustur. Glinimiizde CiD mikroorganizmalarin artmasiyla kolistin
P.aeruginosa, A.baumani ve K.pneumoniae’da son ¢are antibiyoterapi olarak
kullanilmaktadir®.

insanlarda kullanimda olarak 2 kolistin formu mevcuttur; kolistin siilfat
(oral, topikal) ve kolistin metansulfonat (parenteral, inhaler). Katyonik, siklik
yapida, polipeptid olan polimiksinler; polimiksin A, B, C, D ve E (kolistin)
olarak bes farkh bilegikten olugan bir gruptur. Klinik kullanimda olanlar
polimiksin B ve kolistin (polimiksin E)'dir84.

Gram negatif bakterilerdeki dis membran (yapisindaki lipopolisakkarit

tabakanin yardimiyla) kimyasallara kargi bir bariyer gorevi gorur. Katyonik
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yapil kolistin, LPS tabakadaki anyonik lipit A’'nin fosfat gruplariyla
elektrostatik etkilesime girer ve hiicre membranindan Mg?* ve Ca?* ile
rekabet ederek yer degistirir. LPS’nin Gg¢lu boyutlu yapisinin degismesiyle
hlicre zarinin gegirgencligi bozulur; hiicre lizise gider (Sekil 12)34.

Dolagimdaki serbest lipit A'ya baglanabilir ve nétralize eder; boylece
da antiendotoksik etkisi mevcuttur.

Kolistin *"' ------------------- .

Lipopolisakkarit g E 5% é E E E

Dis Membran .- *

Hiicre Duvari .\..\.Q\QQ\QQ\..\.Q.Q\.Q\QQ.QQQ..\..\. h .\..\..\....\00\00

. s 3 X
?ﬁ ?ﬁ

Sekil 12. Kolistinin etki mekanizmasi.

2.2.3.1. Kolistin direnci

Kolistine direng ¢esitli mekanizmalarla agiklanabilir. Bunlar;
1. LPS modifikasyonlari (katyonik gruplarin eklenmesi)
2. LPS kaybina yol agan mutasyonlar
3. Porin mutasyonlari ve diga atim pompa sistemlerinin agiri
ekspresyonu
4. Kapsuler polisakaridin asiri uretimi

5. Kolistinin enzimatik inaktivasyonu
Kazanilmig direng mekanizmalari genellikle kromozomal mutasyonlarla

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

veya fosfoetanolamin (PEtn) biyosentezi yoluyla lipid A'yi degistirerebilir.
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Biyosentezi, iki bilegenli yanit dizenleyicilere ve sensor kinaz sistemlerine
baglidir (PmrA/PmrB ve PhoP/PhoQ). Acinetobacter baumanniide LPS
uretiminin baskilanmasi ile direng gelisebilmektedir (lipit A biyosenteinden
sorumlu IpxA, IpxC veya IpxD'nin inaktivasyonu). PhoP/PhoQ sinyal sistemi
etkinlegtirildiginde, transmembran duzenleyici protein (MgrB) uretilir. K.
pneumoniae’da mgrB geninin inaktivasyonuna bagl direng
gorilebilmektedird.

Plazmidik mcr-1, ilk olarak 2015 yilinda Cin’de E.coli izolatinda
tanimlanmigtir. Mcr gen ailesi (mcr1-mcr10) lipid A'nin fosfat grubuna
fosfoetanolamin eklenmesini katalize eden fosfoetanolamin transferazlari
kodlar. Boylece bakteri dig membraninin negatif yuku azalir ve kolistin

direnci gelisirs®.

2.3. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢cin dinyada yaygin olarak kullanilan iki
standart mevcuttur. Bu standartlardan biri, yillardir tlkemizde kullanilan
“Klinik Laboratuvar Standartlari Kurumu” (CLSI), digeri ise Avrupa Birligi'ne
uye birgcok ulkede kullanilan ve 2015 yilinda Glkemizde kullanima giren ve
“Avrupa Antimikrobiyal Duyarllik Testleri Komitesi” (EUCAST) standardidir.
EUCAST v.12.0 ve CLSI M100 31t ed. klavuzlarina gére
Enterobacterales izolatlarinda fosfomisin igin dnerilen standart yontem agar
diliisyondur, MiK tayini yapilirken yalanci direng oranlarini azaltmak igin 25
pug/mL glukoz-6-fosfat (UhpT yolagina girisi saglar) eklenmis Mueller-Hinton
agarin kullaniimasi gereklidir ve kalite kontol izolati olarak E.coli ATCC
25922 kullaniimasi onerilmektedir. Disk difuzyon sadece komplike olmayan
idrar yolu enfeksiyonlarinda E. coli izolatlari igin onerilmektedir. Sivi
mikrodilusyon, gradient test ve otomatize sistemler ile yapilan ¢alismalarda
standart test yontemine gore buyuk ve ¢ok bluyuk hata oranlari yuksek

bulunmustur®”-88, Hizli test yontemlerine olan ihtiyacin olmasi ve fosfomisin
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icin duyarhligin belirlenmesinde sivi disk elusyon testinin performansiyla ilgili
yeterli verinin bulunmamasi nedeniyle ¢alismamiz kapsaminda
degerlendirilmigtir.

EUCAST v.12.0 klavuzuna gore Enterobacterales izolatlarinda kolistin
icin MiK tayini, sivi mikrodillisyonu ile yapilmahdir. Kalite kontrol, hem
kolistine duyarh (E. coli ATCC 25922 veya P. aeruginosa ATCC 27853) hem
de kolistine direngli E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) ile
gerceklestiriimelidir®®. CLSI M100 315t ed. 6nerilerine gore kolistin igin broth
mikrodiliisyon, sivi disk eliisyon ve kolistin agar test yontemleri MiK
belirlemede kullanilabilir®®. Sivi mikrodillisyonun emek yogun bir yéntem
olmasi nedeniyle rutin laboratuvar pratiginde kullanimi zaman alicidir.
Yapilan galismalada; gradient test, disk difuzyon ve otomatize sistemler ile
calisildigindan bu alternatif test yontemlerinde kategorik uyumsuzlugun,
blyik ve ¢ok bliylik hata hata oranlarinda yliksek oldugu goriimustir®!92,

Meropenem igcin EUCAST v.12.0 ve CLSI M100 31t ed. Onerileri
incelendiginde sivi mikrodilusyon ve disk difizyon testleri onerilmektedir.
Karbapenem duyarlihiginin yani sira direngten sorumlu karbapenemaz Ureten
izolatlarin belirlenebilmesi i¢in de sinir degerler mevcuttur.
Karbapenemazlarin varligi veya yoklugu, duyarlilik kategorizasyonunu tek
basina etkilememektedir. Ayrica halk sagligi ve enfeksiyon kontroli amaglari
igin karbapenemaz tespiti ve karakterizasyonu onerilmektedir. Bu nedenle
karbapenemaz taramasi i¢in >0.125 pg/mL (zon ¢api <28 mm) olan bir
meropenem tarama esik degeri kullaniimasini énermektedir. MiK sonuglari
ve kategorik yorumlar metodolojiye gore farklilik gostermekle beraber, hizli
sonug Uretiminde gradient testi ve otomatize sistemler meroepenem
duyarlihginin belirlenmesinde rutin laboratuvarlarda siklikla

kullaniimaktadirlar?3.94
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Besiyerleri

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

Mueller Hinton Broth (Becton Dickinson, ABD)
Skim milk (Oxoid, Birlesik Krallik)

3.1.2. Standart kokenler

Escherichia coli ATCC 25922, fosfomisin agar dilisyon; meropenem

ve kolistin sivi mikrodilusyon testi igin duyarh kalite kontrol susu olarak
kullanilmigtir. Escherichia coli NCTC 13846; kolistin sivi mikrodilisyon testi
igin direncli kalite kontrol susu olarak ve mcr-1 geni igin pozitif kontrol olarak
kullaniimigtir. Calismamizda PZR ydnteminde kullanilan diger kontrol

izolatlar Tablo 4’'te sunulmustur.

Tablo 4. Calismamizda PZR ydnteminde kullanilan kontrol izolatlari

Genotipik olarak bilinen kontrol izolatlari Gen Kaynak

Klebsiella pneumoniae NCTC13442 blaoxa-4s Laboratuvarimiz
Escherichia coli blanpwm Kaynak Numarasi®
Klebsiella pneumoniae blaxrc Kaynak Numarasi®
Klebsiella pneumoniae blame Kaynak Numarasi®
Pseudomonas aeruginosa blavim Kaynak Numarasi®
Escherichia coliNCTC 13846 mcr-1 Laboratuvarimiz
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Escherichia coli fosA3 Kaynak Numarasi®

3.1.3. Antibiyotikler ve diger kimyasallar

Fosfomisin trometamol antibiyotik tozu (Sigma-Aldrich, Almanya)
Kolistin sultaf antibiyotik tozu (Sigma-Aldrich, Aimanya)
Meropenem trihidrat antibiyotik tozu (Sigma-Aldrich, Almanya)
Fosfomisin antibiyotik diski (Bioanalyse, Turkiye)
Glukoz-6-fosfat (Sigma-Aldrich, Almanya)

3.1.4. Araclar ve aygitlar

Etdv (Memmert, AlImanya)

Steril ekiivyon

Steril cam tup

Steril plastik 6ze (L)

Steril petri (90ml, 20ml)

Balon joje (250 ml, 500 ml, 1000 ml)
Otoklav (Nuve-OT 020, Turkiye)
Terazi (Scaltec)

Hassas terazi (Sartorius, Almanya)
Buzdolabi (Indesit) +4 °C

Buzdolabi (Indesit) -20 °C
Buzdolabi (Indesit) -40 °C

Vorteks (IKA, ABD)

Distile su cihazi (Nuve NS 108)
Spektrofotometre (Optima)

Kurutma cihazi (Electro—mag)
Pastor firini (Electro—mag)

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

Mikrodalga firin (Beko, Turkiye)

Elektroforez cihazi (Biometra, Almanya)

UV goruntuleyici (Gel Doc EZ Jel Dokimantasyon Sistemi, BIO-RAD, ABD)
Termal déngu cihazi (BIO-RAD, ABD)

Santrifuj (Beckman Coulter, Microfuge, Almanya)

2 ml'lik ve 0,2 ml'lik mikrotUpler (Ratiolab, Almanya)

Isi blogu (Labnet Digital Dry Baths, ABD)

DNA ladder (GeneMark, Tayvan)

2X PZR Master karigimi (GeneMark, Tayvan)

3.2. Yontemler

3.2.1. Klinik orneklerin secimi

2019, 2020 ve 2021 yillarinda Marmara Universitesi Pendik Egitim Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na erigkin hastalardan gonderilen kan
kaltlra ornekleri incelenmigtir. Her hastadan ilk izole edilen kdken ¢alisma
kapsamina alinarak izole edilen 259 K. pneumoniae izolatinin 85
(%32,8)inde karbapenem MiK'i VITEK® 2 ile direng tarama siniri >0.125
pMg/mL’nin Uzerinde bulunmustur. Bu kdkenlerin meropenem duyarliliklari
standart yontemle dogrulanmis; ‘direngli’ veya ‘duyarli, yiksek dozda’
bulunan CID 61 izolat calisma kapsamina dahil edilmistir.

3.2.2. Bakterilerin tanimlanmasi

Stoktan alinan 6rneklerin MacConkey Agar’a birinci pasajlari yapildi ve 18-24
saat boyunca +35+2 °C’deki etuvde inkubasyona kaldirildi. Birinci pasajda
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elde edilen 6rneklerin saflastiriimasi igin ikinci pasajlari yapilarak treyen
mikroorganizma kolonilerinden Matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kutle spektrometresi (MALDITOF MS)
ile bakteri identifikasyonlari dogrulandi.

3.2.3. Antibiyotik duyarlilik testleri

3.2.3.1. Antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Uretici firma tarafindan saglanan potensi belirlenmis olan antimikrobiyal
tozlar kalibre edilmis hassas terazide tartilmistir. istenen son konsantrasyona
ulasmak igin gereken distile su miktari asagida belirtilen formule gore
hesaplanmistir.

Hacim (mL) x Konsantrasyon (ug/mL) = Agirlik (ug) x Potens (ug/mL)
Antibiyotik stok ¢ozeltileri 10240 ug/mL konsantrasyonda ¢alismanin

yapildigi gun taze olarak hazirlanmigtir. Stok solisyonu seri olarak dilue
edilerek istenen antibiyotik solisyonlari elde edilmistir.

3.2.3.1. Agarda diliisyon

Fosfomisinin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) belirlenirken EUCAST
v.12.0 klavuzu dogrultusunda standart yontem olan agarda dilisyon testi
kullanildi.

Steril petriler cama yazar kalem ile ¢alisilacak koken sayisina
bolunmustur. Her bir petrinin Gzerine igerdigi antibiyotik ve konsantrasyonu
yazilmisgtir. MHA besiyeri karigimi tretici firmanin onerileri dogrultusunda
sulandirilarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra 50 °C’ye
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kadar sogutulup fosfomisinin Enterobacterales ailesi Uyelerindeki etkinligini
arttirmayi saglayan glukoz-6-fosfot (25 ug/mL) eklenmigtir. Ardindan seri
sulandirimlari yapilmis antibiyotiklerin bulundugu petrilere 4 mm kalinlkta,
antibiyotik solisyonu/besiyeri orani 1/10 olacak sekilde hazirlanan besiyeri
eklenmigtir. Antibiyotiklerin besiyerinde homojen dagilmasi i¢in petriler
cevrilerek karistiriimis ve duz bir zeminde sogumaya birakiimigtir. Boylece
her biri farkli konsantrasyonda antibiyotik iceren (0,25 ug/mL, 0,5 pg/mL, 1
pug/mL, 2 uyg/mL, 4 ug/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL, 32 uyg/mL, 64 yg/mL, 128
pMg/mL, 256 ug/mL, 512 yg/mL ve 1024 pg/mL) kati besiyerleri elde edilmistir.

Test edilecek bakterinin yogunlugu 0.5 McFarland’a (1,5x108 kob/mL)
ayarlandiktan sonra 100 kat dilie edilerek otomatik pipet yardimiyla 10 pL
cekilmis ve boylece istenilen bakteri yogunlugu (10* kob/mL) elde edilmistir
(Sekil 13).

Kontrol grubu olarak Escherichia coli ATCC 25922 izolati ¢alismaya
dahil edilmistir. Pozitif kontrol olarak her galismada antibiyotik icermeyen
plaklar hazirlanip tUm suslar test edilmistir.

Ekimden sonra plaklar 352 °C olan etivde 18+2 saat inkibasyona
birakilmistir. Tek bir koloni seklinde olan Gremeler dikkate alinmamistir. MiK,
uremenin engellendigi en dugsuk antibiyotik konsantrasyonu olarak belirlenmig
olup EUCAST v.12.0 kilavuzuna gore 32 ug/mL ve altinda olan degerler
duyarli, 32 Ustinde olan degerler ise direngli olarak yorumlanmigtir (Tablo 5).

Tablo 5. EUCAST v.12.0 kilavuzuna gére K. pneumoniae igin klinik sinir degerler
MIK Sinir Degeri (ug/mL)

Antibiyotikler <S R >
Meropenem 2 8
Kolistin 2 2
Fosfomisin 32 52
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3. Adim: 4. Adim:
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5. Adim:
Her bélmeye 10 pL bakteri
slispansiyonundan ekleme

Sekil 13. Agarda diliisyonun ¢alisma basamaklari

3.2.3.2. Sivi mikrodillisyon

Kolistin ve meropenem antibiyotiklerinin minimum inhibitor konsantrasyonu
(MIK) belirlenirken EUCAST v.12.0 klavuzu dogrultusunda standart yéntem
olan sivi mikrodilusyon testi kullanildi.

Antibiyotik seri dilisyonu ve bakteri inokulumu hazirlamada kullanmak
uzere, Mueller-Hinton broth (MHB) uUretici firma onerileri dogrultusunda
hazirlanarak otoklavlandi. Antibiyotik stok solusyonundan istenen
konsantrasyonlara uygun sulandirma iglemleri yapilarak (1024 uyg/mL’den 0,5
pug/mL’ye kadar) kuyucuklardaki son hacim 50 uL olarak ayarlandi.

Her izolat igin MacConkey agarda, uygun ortam kogullarinda treyen
kolonilerden alinarak 0,5 McFarland standardina egdeg@er bir inoktlum
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suspansiyonu hazirlandi. Bu suspansiyondan yeterli miktarda alinarak MHB
besiyerinde 1/100 dilGe edildikten sonra 50 yL her kuyucuga eklendi.

Bu sekilde kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlari da yari yariya
dusurulerek 256 pg/mL, 128 yg/mL, 64 ug/mL, 32 pg/mL, 16 pyg/mL, 8
pug/mL, 4 uyg/mL, 2 ug/mL, 1 pg/mL, 0,5 pug/mL ve 0,25 pg/mL antibiyotik
konsantrasyonlari elde edildi. (Sekil 14)

Her galismada ilk kuyucuk sterilite kontrol, 2. kuyucuk dreme kontrol
olarak olarak ayrildi ve kalite kontol suglari (kolistin sivi mikrodilusyon igin
Escherichia coli ATCC 25922 ve Escherichia coli NCTC 13846; meropenem
sivi mikrodilusyon igin Escherichia coli ATCC 25922 kalite kontrol kokenleri)
calisma plaklarina dahil edildi.

Kapag! kapatilan U tabanli mikroplaklar 37°C’lik etivde 24 saat aerop
ortamda inklibasyona birakildi. Bakteri Gremesinin inhibe oldugu, bulanikhgin
gorilmedigi ilk kuyucuk, antibiyotik konsantrasyonu MiK olarak
degerlendirildi. MiK sonuglari EUCAST v.12.0 kilavuzuna gére
yorumlanmistir (Tablo 5).

2. Adim: 3. Adim:

0,5 McFarland (1-2x108 kob/mL) Bakteri inokilimiind 1:100
bulanikhiginda bakteri inokulimu diliie etme
hazirlama

108 kob/mL
o/

4. Adim:
Her tiipe 50 uL bakteri
slispansiyonundan ekleme

Lo

50uL  50pL  50pL  50pL  50pL  50pL  50pL 50 L 50uL 50 pL 50 pL
1. Adim: N N N N N N N N N NN
Antibiyotik stok sollisyonunu T
seri olarak dilie etme

1024 pg/mL
antibiyotik sollisyanu

50 pL |
MHB J
NN N Y NG Y AN A S ANV A/
512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5
pwg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mbL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL ug/mbL pg/mL pg/mbL

Sekil 14. Sivi mikrodiliisyonun ¢alisma basamaklari
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3.2.3.3. Fosfomisin sivi disk ellisyon

Sivi disk elusyon testi, izolat bagina 0, 1, 2 ve 4 fosfomisin diski (200 ug;
Bioanalyse) iceren dort adet 12,5 mL MHB ile gergeklestirildi. MHB’lere
fosfomisinin Enterobacterales ailesi Uyelerindeki etkinligini arttirmay;
saglayan glukoz-6-fosfot (25 pug/mL) eklenmigtir. Fosfomisinin disklerden
ayrilmasini saglamak i¢in 30 dakika oda sicakliginda inkube edildi.

ilk tip Greme kontrolii olarak kullanilirken diger tiplerde sirasiyla 16
pMg/mL, 32 ug/mL ve 64 pg/mLlik nihai fosfomisin konsantrasyonlari elde
edildi. Bir gecelik inkibasyon sonrasinda ureyen saf kolonilerden 0,5
McFarland bulanikliginda bakteri inoktlimu hazirlandi. Her tipe
standartlasgtiriimig suspansiyondan 62,5 pL'lik bir kisim ilave edildi (Sekil 15).
Tupler 10° kob/mL'lik bir son inokiliim igin vortekslendi.

Fosfomisin MIK degerleri, ortam havasinda 35°C'de 16 ila 20 saatlik bir
inkibasyondan sonra gorsel olarak okundu.

Kontrol grubu olarak Escherichia coli ATCC 25922 izolati, EUCAST
v.12.0’ye gdre beklenen MIK degerleri 0,5 ile 2 ug/mL araliginda, ¢calismaya
dahil edildi. Kontrol izolatini test etmek i¢in 64 pg/mL’lik fosfomisin
konsantrasyonundan uygun sulandirma ile 0,5 yg/mL; 1 pg/mL ve 2 ug/mL’lik
konsantrasyonlar elde edildi.
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1. Adm:
Izolat bagina 0, 1, 2 ve 4 fosfomisin diski (200 pg) iceren dért adet
12,5 mL MHB hazirlama

2. Adim:

Fosfomisinin disklerden ayriimasini saglamak igin jJukozbosot |

tipleri 30 dakika oda sicakliginda inkiibe etme il pum ot U U U U
3. Adim: ’ 62,5 L

Her tiipe 0,5 McFarland (1-2x108 kob/mL) bulanikligindaki i i } }
bakteri inokilimiinden 62,5 uL ekleme

bakteri
inokdildi

Uy e B

Sekil 15. Sivi disk ellisyon testinin galisma basamaklari

3.2.4. Antibiyotik Direnc Genlerinin Arastirilmasi

3.2.4.1. DNA izolasyonu

Bir gecelik inkuibasyona birakilan saflagtiriimig bakteri kolonileri 250 pL distile
su igeren steril tipe alinarak karistirildi. Isi bloguna yerlestirilen tlpler 95
°C’de 15 dakika kaynatildi. Ardindan tupler 1000 rpom'de bes dakika santriflj
edildikten sonra supernatan kisimlari PZR’da kullaniimak tzere ayrildi.

3.2.4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Her bir 6rnek igin hazirlanan 25 uL’lik karigim, 0,5 uL ileri ve geri primerler
(her biri 10 uM), 12,5 L 2X PZR Master karisimi, 9,5 yL DNAaz, RNAaz
icermeyen deiyonize su, 2 uL DNA igerecek sekilde hazirlandi. Bu yontemle
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fosA3, fosC2, blaoxa-4s, blanom, blakec, blame ve blaviv genlerini saptamak

icin kullanilan ileri ve geri primerler tabloda verilmistir (Tablo 6).

3.2.4.3. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu

Her bir 6rnek igin hazirlanan 25 pL’lik karigim, 10 primer solisyonun her

birinden 0,5 pL (10 uM), 12,5 uL 2X PZR Master karisimi, 5.5 yL DNAaz,

RNAaz icermeyen deiyonize su, 2 yL DNA igerecek sekilde hazirlandi.

Calismadan kullanilan ileri ve geri primerler Tablo 6’da verilmistir. Bu

yontemle mcr-1, mcr-2, mer-3, mer-4 ve mcr-5 genleri arastirilmigtir.

Tablo 6. Calismamizda kullanilan primerler

Amplikon

Tepkime Sartlar

Direng - . . Kaynak
Geni uzunlugu Primer Dizisi n - No
(bg) Asamalar °C Sire Siklus
fosA3 282 F: 5 GCC GTC AGG GCT GAG AAA 3’ on . 95 5 dakika
denatlirasyon
R: 5 GCG TCAAGC CTGGCATTT 3 denatiirasyon 93 4(.)
saniye 97
birlesme 57 49 X35
saniye
uzama 72 49
saniye
son uzama 72 3 dakika
fosC2 334 F: 5 CTT GAT AGG GTT TAGACT TC 3 gn . 94 5 dakika
enatirasyon
R: 5 CGT TCC GTG GAG TTC TATAC ¥ denatiirasyon 94 6(.)
saniye 97
birlesme s 90 | xag
saniye
uzama 72 69
saniye
10
son uzama 72 dakika
blaoxa-4s 743 F:5 TTG GTG GCATCG ATTATC GG ¥ gn . 94 5 dakika
enatirasyon
R: 5 GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC 3’ denatiirasyon 94 sasn?ye
birlesme 56 45 | x3 %
saniye
uzama 72 69
saniye
son uzama 72 7 dakika
blanom 475 F: 5 GGG CAG TCG CTT CCA ACG GT 3’ on 95 5 dakika
denatlrasyon
R: 5' GTA GTG CTC AGT GTC GGC AT 3' denatiirasyon 95 sa?;m?ye
birlesme 60 40 |x3 ¥
saniye
uzama 72 59
saniye
son uzama 72 6 dakika
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blaxec 880 F: 5" TGT CAC TGT ATC GCC GTC 3 on 95 5 dakika

denatlirasyon
R: 5' CTC AGT GCT CTA CAG AAAACC 3' denatiirasyon 95 sa4n?ye
birlesme 60 4% | x3s 100
saniye
uzama 72 69
saniye
son uzama 72 8 dakika
blavp 587 F: 5 GAA GGY GTT TAT GTT CATAC ¥ on . 95 5 dakika
denatlrasyon
R: 5 GTAMGT TTC AAG AGT GATGC & denatiirasyon 95 sa4n?ye
birlesme 60 4% | xs3s 0
saniye
uzama 72 69
saniye
son uzama 72 8 dakika
blavim 389 F:5'GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC 3' on . 95 5 dakika
denatlrasyon
R: 5 AAT GCG CAG CAC CAG GATAG ¥ denatiirasyon 95 sa4n?ye
birlesme 60 0 | x3s 10
saniye
uzama 72 69
saniye
son uzama 72 8 dakika
mcr-1 320 F:5 AGT CCGTTTGTT CTT GTG GC 3’ on . 94 15
denatlrasyon dakika
R: 5 AGATCC TTG GTC TCG GCTTG 3’ denatiirasyon 94 sa?;m?ye
mcr-2 715 F:5 CAAGTG TGT TGGTCGCAGTT 3 birlesme 58 sagn?ye X 25
R: 5' TCT AGC CCG ACA AGC ATA CC 3 uzama 72 Sai?ye
mcr-3 929 F: 5 AAATAAAAATTGTTC CGC TTATG 3 son uzama 72 da1k?ka 103

R: 5 AAT GGAGATCCCCGTTTTT3J3
mcr-4 1116 F:5 TCACTT TCATCACTGCGT TG 3

R: 5 TTG GTC CAT GAC TAC CAATG 3
mcr-5 1644 F: 5 ATGCGG TTG TCT GCATTT ATC 3

R:5 TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 3’

3.2.4.4. Polimeraz zincir reaksiyonu uriinlerinin gosterilmesi

Elde edilen PZR urunleri %1,5’lik agaroz jelde yurutuldl. Agaroz jelin
hazirlanmasinda pH: 8.0 olan 1X TBE (Tris, Borik asit, EDTA) tamponu
kullanildi. TBE tamponu; 121,1 gr/L Tris-Base, 61,8 gr/L Borik asit ve 7.4 gr/L
EDTA disodiumsalt ile distile su igerisinde 10X stok solUsyon olarak

hazirlandi.
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PZR bantlari ultraviyole (UV) altinda degerlendirildi. Olusan bantlarin
molekudl agirligini tespit edebilmek igin 100-3000 baz cifti arasinda ayrim
yapabilen DNA ladder kullanildi.

3.2.5. istatistiksel analiz

Caligmamizin istatistiksel analizi SPSS 26.0 programi ile yapildi. Verilerin
dagilimina Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildi. Normal dagilan veriler
ortalamazSD, normal dagilmayan veriler medyan (%25-%75) olarak ifade
edildi.

3.2.6. Etik kurul onayi

Bu proje Marmara Tip Fakultesi Klinik Arastirma Etik Kurulu tarafindan
05.03.2021 tarihinde onaylanarak tibbi etik agisindan uygun bulunmustur
(Protokol kodu: 09.2021.355).
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4. BULGULAR

2019, 2020 ve 2021 yillarinda Marmara Universitesi Pendik Egitim Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na erigkin hastalardan gonderilen kan
kaltlra ornekleri incelenmigtir. Her hastadan ilk izole edilen kdken ¢alisma
kapsamina alinarak izole edilen 259 K. pneumoniae izolatinin 85
(%32,8)inde karbapenem MiK'i VITEK® 2 ile direng tarama siniri >0.125
pMg/mL’nin Uzerinde bulunmustur. Bu kdkenlerin meropenem duyarliliklari
standart yontemle dogrulanmis; ‘direngli’ veya ‘duyarli, yiksek dozda’
bulunan CID 61 izolat calisma kapsamina dahil edilmistir.

Hastalarin yas ortalamasi 63,3+16,9 (yil) olarak belirlenmis olup

izolatlarin kliniklere gore dagilimlari Tablo 7’de sunulmustur.

Tablo 7. Kan kiiltiirinden izole edilen CID 61 K. pneumoniae izolatinin
gonderildikleri kliniklere gére dagilimi

Klinik Birim n %
Anestezi ve Reanimasyon YBU 16 26,2
Covid YBU 9 14,8
Genel YBU 3 4,9
Dahiliye YBU 3 4,9
Erigkin YBU 4 6,6
Organ Nakli YBU 1 1,6
YBU Toplam 37 60,7
Dahiliye Servisi 15 24,6
Covid Servisi 1 1,6
Genel Cerrahi Servisi 1 1,6
Kadin Hastaliklari ve Dogum Servisi 1 1,6
KiT Servisi 1 1,6
Noroloji 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. izolatlarin Fosfomisin, Kolistin ve Karbapenem Duyarlilik Sonuglari

Standart yontemle meropeneme ‘direngli’ veya ‘duyarli, yiksek dozda’
bulunan coklu ilaca direngli (CiD) 61 izolatin 26 tanesi (%42,6) fosfomisine,
35 tanesi (%57,4) kolistine duyarli olarak bulundu (Tablo 8). 61 izolatin 12
tanesi (%19,6) hem fosfomisine hem de kolistine duyarli iken en az birine
duyarli izolat sayisi 48 (%78,6) olarak bulunmustur.

Tablo 8. Kan kiiltiiriinden izole edilen CID 61 K. pneumoniae izolatlatinda standart
yéntemlerle elde edilen fosfomisin, kolistin ve meropenem duyarlilik sonuglari ile MiKso ve
MiKgo Degerleri

Antibiyotik Calisma Yontemi S ! R MIKso MIKso
n % n % n %

Fosfomisin Agar Dilisyon 26 426 - - 35 574 64 512

Kolistin Sivi Mikrodiliisyon 35 574 - - 26 426 2 64

Meropenem Sivi Mikrodilisyon 0 00 3 49 58 951 32 128

Fosfomisin MiKso ve MiKgo degerleri 64 pg/mL ve 512 ug/mL iken
kolistin igin bu degerler sirasiyla 2 ug/mL ve 64 yg/mL’dir. izolatlarin
fosfomisin, kolistin ve meropenem MIK dagilimi Sekil 16°da gdsteriimektedir.
Fosfomisine duyarl bulunan 26 izolatin MiK degerleri 16 ug/mL ve 32 pg/mL
arasinda olup klinik sinir degere yakindir. Kolistine duyarli bulunan 35
izolatin 19'unda (%51,4) ise MiK degeri 0,5 ug/mL olarak bulunmustur.
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izolat

sayisl (n)
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Sekil 16. Kan kiiltiriinden izole edilen CID 61 K. pneumoniae izolatlatinda standart

yéntemlerle elde edilen fosfomisin, kolistin ve meropenem antibiyotikleri igin MiK dagilimi

4.2. Antibiyotik Diren¢ Genleri

Altmis bir izolatin higbirinde fosfomisin direncinden sorumlu plazmidik
fosA3 ve fosC2; kolistin direncinden sorumlu plazmidik mcr-1, mcr-2, mcr-3,
mcr-4, mcr-5 genleri saptanmadi.

Karbapenemaz kodlayan genler agisindan, 61 izolatin 60 (%98,3)'inda
en az bir gen saptanmistir (Tablo 9). izolatlarin 50 (%82)’sinde blaoxa-4s, 6
(%9,9)’sinda blanom saptandi. Dort izolatta blaoxa-as ve blanpm birlikteligi
bulunmaktaydi. izolatlarin 8 (%13,1)inde blakec saptanmis olup blae ve
blavim higbir izolatta saptanmadi.
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Tablo 9. Kan kiiltiiriinden izole edilen CID 61 K. pneumoniae
izolatinda karbapenemaz genlerinin dagilimi

Karbapenemaz Geni n %
blaoxa-as 46 75,4
blaoxa-as + blanom 4 6,6
blanpm 2 3,3
blakec 8 13,1
blawvp 0 0,0
blavim 0 0,0
Gen yok 1 1,6
Toplam 61 100,0

4.3. Izolatlarin VITEK® 2 ile Elde Edilen Fosfomisin, Kolistin ve
Meropenem Duyarlilik Sonuglarinin Standart Yontemlerle

Karsilagtiriimasi

Standart agar dillisyon yontemiyle kargilastiriidiginda VITEK® 2'de fosfomisin
igin kategorik uyum orani %70,5 (43/61); buyuk hata orani %1,6 (1/61); ¢ok
blyuk hata orani %27,9 (17/61) olarak bulundu. Testin duyarlihd! %96,1;
ozgullugu %51,4; pozitif prediktif degeri %59,6 ve negatif prediktif degeri
%94,7 olarak saptandi (Tablo 10) (Sekil 17).

Tablo 10. Kan kiiltiiriinden izole edilen CiD 61 K. pneumoniae izolatindada alternatif
yontemlerle edilen fosfomisin, kolistin ve meropenem duyarliliklarinin standart yéntem
sonuglariyla karsilastiriimasi

Sivi Disk Eliisyon VITEK® 2
Parametre
Fosfomisin Fosfomisin Kolistin ~ Meropenem
Kategorik Uyum %63,9 %70,5 %83,6 95,1%
Kicgik Hata - - - 4,9%
Buyulk Hata %32,8 %1,6 %4,9 0,0%
Cok Biiyuk Hata %3,3 %27,9 %11,5 0,0%
Duyarhlik %23,1 %96, 1 %91,4 -
Ozgullik %94,3 %51,4 %73,1 98,2%
Pozitif Prediktif Deger %75 %59,6 %82,1 -
Negatif Prediktif Deger %62,3 %94,7 %86,3 96,6%
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Agar Diliisyon

MiK (ug/mL)
2256 ug/mL 9
128 pg/mL 1 2 1 2
64 pg/mL 3 13 3 1
32 pug/mL 4 8 1
=10 paiml 9 4 VITEK 2
N
2° o s ¥ 6%

*VITEK® 2 icin kirmizi alan ¢ok biyuk hatayi, sari alan blyuk hatayi temsil eder.
Sekil 17. Kan kiiltiriinden izole edilen CID 61 K. pneumoniae izolatlarinda VITEK® 2 ile elde

edilen fosfomisin duyarhliklarinin standart yontem sonuglariyla karsilastiriimasi

Standart sivi mikrodiliisyon yontemiyle karsilastirildiginda VITEK®
2’de kolistin i¢in kategorik uyum orani %83,6 (51/61); buyuk hata orani %4,9
(3/61); ¢ok buyuk hata orani %11,5 (7/61) olarak bulundu. Testin duyarlihgi
%91,4; 6zgullugu %73,1; pozitif prediktif degeri %82,1 ve negatif prediktif
degeri %86,3 olarak saptandi (Tablo 10) (Sekil 18).

Sivi Mikrodiliisyon

MiK (ug/mL)
216 pg/mL 2! 1 1 13
8 pg/mL 1 K
4 ug/mL 1 2 2 1
2 ug/mL 3 1 1
1 pg/mL 9
<0,5 pg/mL 20 1 VITEK 2
MiK (pug/mL
o A Q¥ W Q¥ 7:\‘6\}
S

*VITEK® 2 icin kirmizi alan ¢ok biyuk hatayi, sari alan buyik hatayi temsil eder.
Sekil 18. Kan kiiltiriinden izole edilen CID 61 K. pneumoniae izolatlarinda VITEK® 2 ile elde

edilen kolistin duyarhliklarinin standart yéntem sonuglariyla karsilastiriimasi
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Standart sivi mikrodiliisyon yontemiyle karsilastirildiginda VITEK®
2'de meropenem igin kategorik uyum orani %95,1 (58/61); kuguk hata orani
%4,9 (3/61) olarak bulunmus olup buyuk hata ve ¢ok blyuk hataya
saptanmamigtir. Testin 6zgullugu %98,2 iken negatif prediktif degeri
%96,6’dir (Tablo 10) (Sekil 19).

Sivi Mikrodiliisyon

MIK (pg/mL)
216 pg/mL 1 57
8 pg/mL 1 2
4 pg/mL
2 pg/mL
1 pg/mL
0,5 pg/mL
<0,25 pg/mL VITEK 2
MIK (ug/mL)
»
@}6‘* i &\}Q\&" \‘9\& v}‘s&\, u‘}o"\&v tz,‘}é&\’ _,:\@‘}Q}&v

*VITEK® 2 icin kirmizi alan ¢ok buyik hatayi, sari alan biyuk hatayi, turuncu alan kiigiik hatayi temsil eder.

Sekil 19. Kan kiiltiriinden izole edilen CID 61 K. pneumoniae izolatlarinda VITEK® 2 ile elde
edilen meropenem duyarliliklarinin standart ydontem sonuglariyla karsilastiriimas

4.4. izolatlarin Sivi Disk Eliisyon ile Elde Edilen Fosfomisin Duyarlilik

Sonuglarinin Standart Yontemle Karsilagtiriimasi

Standart agar dilisyon yontemiyle karsilastirildiginda sivi disk elisyon
yonteminde fosfomisin igin kategorik uyum orani %63,9 (39/61); blyuk hata
orani %32,8 (20/61); cok buylk hata orani %3,3 (2/61) olarak bulundu. Testin
duyarlih@r %23,1; 6zgullugu %94,3; pozitif prediktif degeri %75 ve negatif
prediktif degeri %62,3 olarak saptandi (Tablo 10) (Sekil 20).

Kontrol izolati olarak kullanilan Escherichia coli ATCC 25922’'nin MiK
degeri sivi disk elUsyon testine gore >2 ug/mL olarak bulunmustur.
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Agar Diliisyon

MiK (ug/mL)
>64 ug/mL 1 14
32 pg/mL 1 3 9
<16 pg/mL 1 1 8 3
Sivi Disk Eliisyon
MiK (pg/mL)
& « « &
2° g &> 7

*Sivi disk ellsyon testi icin kirmizi alan gok buyik hatayi, sari alan buyik hatayi temsil eder.

Sekil 20. Kan kiiltiriinden izole edilen CID 61 K. pneumoniae izolatlarinda sivi disk eliisyon
ile elde edilen fosfomisin duyarliliklarinin standart ydéntem sonuglariyla karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlarinda goérilen ¢oklu
antibiyotik direng profili ve bu hastalardaki komorbidite yuku, ylksek oranda
mortaliteye sebep olmaktadir. Yer degistiren genetik elementler yoluyla
yayillim gdstermesi sonucu ise CiD K.pneumoniae her gegen giin daha da
artmakta ve dunya ¢apinda giderek daha fazla rapor edilmektedir. Dlnya
Saglk Orgiitii 2017 yilinda yayinladidi “acil olarak yeni antibiyotik
gelistiriimesi gereken antibiyotik direngli bakteriler” listesinde karbapenem
dahil goklu ilag direnci (CID) K. pneumoniae’yi “kritik éncelikli grup” iginde
degerlendirmistir’®4.

Bu mikroorganizmalar en sik yogun bakim unitelerinde yatan
hastalardan izole edilmektedir ve 6liim orani %50'den fazladir3®-3%4%, Bizim
calismamizda da izolatlarin %60,7 (n=37)’si yogun bakim unitelerinden izole
edilmistir. Karbapenem dahil CiD K. pneumoniae izolatlarina hastanemizde
en sik olarak anestezi YBU, COVID-19 YBU ve dahiliye servisinde
rastlanmaktadir (Tablo 7). COVID-19 YBU’sindeki direngli izolat sayisi dikkat
cekicidir. Calismamizdaki hastalar incelendiginde COVIiD-19 birlikteligi ise
%16,4 olarak saptanmis olup bu durum enfeksiyonun kendisine ek olarak
antimikrobiyal direng insidansindaki artisin, COVID-19 pandemisinin mevcut
durumuna ikincil hasar olarak kargimiza giktigini diisindtirmektedir'°S,

Gunumuzde K. pneumoniae’nin antimikrobiyal direnci global bir
sorundur. Ulkemizde DSO’niin ylrittiigi sirveyans sistemi olan Orta Asya
ve Avrupa Antimikrobiyal Direng Surveyans (Central Asian and European
Surveillance of Antimicrobial Resistance, CAESAR) agina dahil olan ve
direng oranlarinin takibinin yapildigi Ulusal Antimikrobiyal Direng¢ Surveyans
Sistemi (UAMDSS) bulunmaktadir. UAMDSS verilerine gore 2019 yilinda
Ulkemizdeki karbapenem direngli K.pneumoniae orani %51’e ulagmigtir'%.
Avrupa Hastaliklari Onleme ve Kontrol Merkezi (European Centre for
Disease Prevention and Control, ECDC) verilerine gore ise Ulkemizde 2016
yilinda %29,5 olan karbapenem direngli K.pneumoniae orani her yil kademeli
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olarak artmis ve 2020 yilinda %48,2’ye ulagsmistir'®’. Bizim hastanemizde de
benzer sekilde kan kulturlerinden izole edilen ve rutin duyarlilik testlerinde en
az bir karbapeneme direncli bulunan K. pneumoniae izolatlarinin orani 2016
yilinda %21,6 iken; 2021 yilinda bu oranin %40,8’e ulastigi gorulmustar. Bu
sonu¢ hastanemizde karbapenem direncinin K. pneumoniae izolatlarinda
yayginlhigini ortaya koymakta ve onceki yillarla kiyaslandiginda, direngli izolat
sayisinin hizla arttigini gostermektedir.

Tiim bu durumlar CiD K. pneumoniae ile miicadelede alternatif
antibiyotik tedavisi gerekliligini ortaya koymaktadir. Ancak kullanilabilecek
secenekler oldukga sinirli olup en etkili antibiyotikler; polimiksinler, tigesiklin,
fosfomisin ve bazi aminoglikozidlerdir?2. Bu antibiyotiklerin duyarliligini
belirlemede kullanilan standart yontemler zahmetli ve zaman alicidir.
Fosfomisin, Turkiye’de 2018 yilindan itibaren CiD bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde alternatif bir ila¢ olarak intraven6z formulasyonda
kullanima girmigtir. Bu nedenle Ulkemizde fosfomisin duyarhligi ve direncine

iliskin yapilan ¢alismalarin sayisi oldukga sinirlidir.

5.1 izolatlarda Standart Yontemlerle Elde Edilen Fosfomisin, Kolistin ve
Karbapenem MiK’leri ve Bu Antibiyotiklere Direngten Sorumiu
Olabilecek Diren¢ Genleri

Sivi mikrodilusyon ile karbapenem direngli veya ‘duyarli, artmis dozda’
oldugu dogrulanan 61 K. pneumoniae izolatinin %42,6’s1 fosfomisine;
%57,4’U de kolistine duyarli bulunmustur (Tablo 8). Her iki antibiyotige birden
duyarli izolatlarin orani %21,3 iken; fosfomisin ya da kolistinden en az birine
duyarli izolatlarin orani %78,7’dir. Ulkemizde yapilan sinirli sayida ¢alismada
karbapenem direncli K. pneumoniae’da fosfomisine duyarlilik oranlarinin
%32,6 ile %69,4 arasinda degistigi bildiriimektedir'®8.109.110 - D{inyanin farkli
bolgelerinden yapilan ¢alismalarda ise bu oranlar genellikle %48 ile %80
arasinda bildirilmistir®3 - %6, Kolistin igin ise 2016 yilinda yayinlanan ECDC
raporuna gére K. pneumoniae’daki duyarlilik orani %91,5’dur''®. Ulkemizde
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yapilan ¢ok merkezli bir galismaya gore ise 2019 yilinda bu oran 71,6 olarak
bildirilmistir''®. Fosfomisin MiK degerlerini dikkate aldigimizda MiKso (64
ug/mL) ve MiKgo (512 ug/mL) degerlerinin, klinik sinir degerin tizerinde
bulunmasi ve fosfomisine duyarli bulunan izolatlarda MiK degerlerinin 16
pMg/mL ve 32 pg/mL’de dagilim gostermesi, yakin gelecekte fosfomisine
direncin de bir sorun olarak kargimiza ¢ikacagini dusundurmektedir (Tablo 8)
(Sekil 16).

EUCAST v.12.0 kilavuzuna gore Enterobacterales izolatlarinda 32
pMg/mL ve altinda olan degerler duyarl kabul edilmektedir. Bununla birlikte
EUCAST’in konsultasyon sayfasinda guncel veriler tartismaya agilmistir. E.
coli igin ECOFF (epidemiological cutt-off value; epidemiyolojik egik deger)
dagilimina gére sokak tipi bakterilerin < 4 ug/mL MiK’e sahip olmalari ve
MiK’i 8 olan suslarda tedavi bagarisinin olmasi nedeniyle klinik sinir degerin
guncellenmesi; 8 ug/mL ve altinda bulunan degerlerin duyarl olarak kabul
edilmesi gorisiindedir. K. pneumoniae izolatlar icinse genellikle CiD
izolatlarda kombinasyon tedavisinin bir pargasi olmasi ve ECOFF’u
belirleyecek yeterli verinin bulunmamasi sonucu klinik sinir degerin
belirlenmesi zorlagmaktadir. Bu durum diger Enterobacterales izolatlari i¢in
incelendiginde klinik sinir degeri veya ECOFF’u belirlemek igcin hem klinik
hem de mikrobiyolojik yeterli yetersiz gozikmektedir. Tum bu nedenlerin
sonucu olarak Enterobacterales izolatlarinda klinik sinir degerlerin yakin
gelecekte glincellenmesi beklenmektedir'!”.

izolatlarimizin kolistin MiK degerlerini dikkate alacak olursak kolistine
duyarli izolatlarin %34,4’Gniin MiK’i 0,5 pug/mL ve altindadir ve MiKso degeri,
2 pg/mL olup klinik sinir deger ile aynidir. Bu sonuglar; kolistinin,
karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlari Gzerinde in vitro olarak
fosfomisinle kiyaslandiginda daha etkili oldugu seklinde yorumlanabilir.

Calismamizda izolatlarimizda, fosfomisin, kolistin ve karbapenem
direncinden sorumlu olmasi muhtemel siklikla bildirilen direng
determinantlarini PZR yontemiyle arastirdik. i) fosA3 ve fosC2 genleri
varligi; Calismamizda 61 izolatimizin higbirinde fosA3 ve fosC2 geni

saptamadik. fosA3 geni, literatirde 6zellikle Asya bolgesinde
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Enterobacterales izolatlarinda fosfomisin direncinden sorumlu en siklikla
bildirilen mekanizma olmasina ragmen ¢alismamizda higbir izolatimizda bu
genin saptanmamasi ilging bir sonucumuzdu8119.120_ (Jlkemizde bu konuyla
ilgili az sayida galigma bulunmaktadir; idrar 6rneklerinden izole edilen 185
Enterobacterales izolatinin, Klebsiella spp. (%58,4), Enterobacter spp.
(%12,9), E. coli (%10,8), M. morganii (%8,6), P. rettgeri (%3,2), P. mirabilis
(%2,7), incelendigi bir calismada 2 (%1,1) izolatta plazmidik fosA3
saptanmistir; bu izolatlardan biri E. coli iken digeri M. morganii’dir'?".
Ulkemizden bildirilen diger bir calismada ise fosA3 ve blactx-m birlikteligi
gézlenen K. pneumoniae susunun saptanmasi diinyada artan blactx-m Ureten
Enterobacterales izolatlarinin bir sonucu olarak yakin gelecekte fosfomisin
direncinde artig beklenebilecegini 6ngérmektedir'?2. Yukarida da belirttigimiz
gibi fosA3 ayni ya da bir konjuge plazmidde blactx-m, blacuy, blatem, blasnv,
blasro-1, blaampc, blanom, blakec, blaoxa, gyrA, parC, parE, sul1, sul2, strA,
strB, aac(6=)-Ib, aadA5, aphA®6, tetA, mphA, floR, dfrA7, rmtB ve merA
genleri ile birlikteligi bildirilmistir; diger genlerle birlikte bulunmalari, CiD
suslarinin ortaya ¢ikisini kotilestirmektedir’. fosC2 de diger fosA alt tipleri
gibi esas olarak Enterobacterales izolatlarinda gosterilmistir''®. Ancak
yapilan ¢alismalar fosA3 kadar yaygin olmadigini ileri sirulmekte ve
Ulkemizde de yapilan sinirli sayida galismada saptanmamistir'?'122. Bu
sonuglar dikkate aldigimizda izolatlarimizin fosfomisin direncinden, daha
once yukarida belirttigimiz diger mekanizmlarin birinin veya birkaginin
sorumlu olabilecegdini sdyleyebiliriz. Bunun i¢in galismamizin kapsaminin
genigletiimesine ihtiyag vardir. ii) Plazmidik mcr1-5 genlerinin varligi;
Calismamizda kazanilmis kolistin direncine yol agan plazmidik direng
genlerinden mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5 arastiriimis ve
izolatlarimizin higbirisinde saptanmamistir. On farkh varyanti olan plazmidik
mcr (mcr1-10) su ana kadar 61 ulkeden bildirilmis olup gram-negatifler
arasinda hizla yayilmaktadir. Bu da yakin gelecekte kuresel bir halk saghgi
sorunu olabilecegi ihtimalini gliclendirmektedirr'3124. mcr-7’in kolistin
direncinden sorumlu aktarilabilir plazmidik bir gen oldugu ilk kez 2015 yilinda
gosterilmistir. Ulkemizde ise ilk saptanan mcr-1 geni 2018 yilinda bir E. coli
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izolatindadir'?®. Bu kapsamda yapilan sinirli sayida galisma olmakla birlikte
58 karbapenem direngli K.pneumoniae izolatinda yapilan bir calismada
kolistin direng orani %59,7 olarak bulunurken, 3 izolatta mcr-1 saptanmig
olup bu izolatlarda blaoxa-4s birlikteligi bulunmaktaydi. Ayrica bu izolatlardan
1 tanesinde blaoxa-51 saptanmistir'?8. Yine lilkemizde yapilan bir baska
calismada kolistine direncli bulunan 40 Enterobacterales izolatinda mcr1-5
genleri bakilmig olup 2 E.coli izolatinda mcr-1 bulunmustur. Bilindigi Uzere
kolistin direncinden sorumlu oldugu bildirilen ve LPS modifikasyonuna sebep
olan kromozomal mekanizmalar da vardir. Bunlar lipid A'nin 4’ veya 1’
konumuna 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz, fosfoetanolamin veya galaktozamin
eklenmesi ile LPS’in anyonik yukunun azaltiimasi sonucu katyonik kolistinin
baglanmasinin engellenmesi ile kolistin direncine sebep olurlar. Muhtemelen
kolistin direngli izolatlarimizda bu mekanizmalardan biri veya birkagi
direngten sorumludur. iii) Karbapenem direng genlerinin varligi;
Calismamizdaki izolatlarda Enterobacterales Uyelerinde yaygin olarak
bulunan karbapenemaz genlerini arastirdik. Elli izolatta (%82) blaoxa-4s, 6
izolatta (%9,9) blanom saptandi ve bu izolatlarin 4 tanesinde (%6,6) blaoxa-4s
ve blanpwm birlikteligi bulunmaktaydi. Bu sonuglar, ilk defa 2001 yilinda
istanbul’da bir K. pneumoniae izolatinda saptanan blaoxa-4s’nin halen
Ulkemizdeki en yaygin karbapenemaz tiri oldugunu dogrulamaktadir'?’.
Bunun yanisira blakpc, Ulkemizde ilk defa 2011 yilinda saptanmis olup, bizim
calismamizda %13,1 olarak bulunmustur. 2019 yilinda yapilan gcok merkezli
bir galismada ise Ulkemizdeki blakpc orani %16,4 olarak bildirilmigtir''®. Bu
orandaki artig dikkat gekici olup blakec’nin Ulkemizde yayildigini
g6stermektedir. Ulkemizde European Survey on Carbapenemase Producing
Enterobacteriaceae (EuSCAPE) projesi kapsaminda 2014 yilinda
degerlendirilen 124 K. pneumoniae izolatlatindaki sonuglara bakildiginda
izolatlarin %83,1'inda blaoxa-as; %6,5'inde blanom; %2,4’Unde; blawvp
%1,6’sinda; blavim %3,2’sinde bulurken, yedi izolatta iki enzim bir arada
(blaoxa-as ile blanom %2,4; blaoxa-as ile blavim %2,4; blaviv ile blanom %0,8)
olarak tespit edilmis olup blakec higbir izolatta saptanmamistir. Ulkemizde
2019 yilinda yapilan ¢ok merkezli bir calismada ise E.coli ve K.pneumoniae
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izolatlari incelenmis olup genotipik olarak toplam 207 izolatin karbapenemaz
direng genine sahip oldugu tespit edilmigtir. Tek tip karbapenemaz geni
pozitifligi saptanan izolatlarin oranlar sirasiyla blaoxa-as %52,2; blakec %16,4;
blanom %15 ve blavim %0.5 olarak bulunmugken iki gen pozitifligi saptanan
izolatlarin oranlari sirasiyla blaoxa-4s ile blanom %12,6; blakec ile blanom %2,8
ve blaoxa-as ile blavim birlikteligi %0,5 olarak tespit edilmistir.

Karbapenem direncinin altinda yatan spesifik mekanizmalarin
anlasiimasi ve yerel epidemiyolojinin izlenmesi bu enfeksiyonlarin etkin
tedavisi igin gereklidir. Ornegin, seftazidim-avibaktamin 6zellikle blakec ve
blaoxa-4s pozitif izolatlar Gzerinde etkinliginin yaklasik %98 oldugu
bildirilmesine karsin, blaviv ve blanom- gibi B sinifi karbapenemazlar tzerinde
etkinligi bulunmamaktadir'?®. Karbapenem direncinde en sik karsilastigimiz
mekanizma; Ambler sinif A (6rn. blakec), sinif B (0rn. blawve, blaviv ve blanowm)
ve sinif D beta-laktamazlar (blaoxa-as ve varyantlari) dahil olmak tzere ¢esitli
karbapenemazlarin ekspresyonudur. Enzimatik olmayan karbapenem direng
mekanizmalari ise porin kodlayan genlerin ekspresyonunun kaybini,
kromozomal olarak kodlanmig porin genlerindeki (OprD gibi) mutasyonlari ve
atim pompalarini kodlayan genlerin (MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-
OprJ gibi) asiri ekspresyonunu igermektedir®®.

5.2. Fosfomisin, Kolistin ve Karbapenem Duyarligini Saptamada VITEK®

2 Otomatize Sistemin Performansi

Fosfomisin ve kolistinin, K. pneumoniae uzerindeki in vitro etkinligini
saptamak uzere EUCAST’In Onerdigi standart yontemler sirasiyla agar
dilisyon ve sivi mikrodiliisyondur®®. Yapilan galismalar otomatize duyarlihk
test sistemleriyle elde edilen sonuglarin, kategorik uyumsuzluk gosterdigini,
klguk hata, buyuk hata ve gok buyuk hata oranlarinin yuksek oldugunu
ortaya koymaktadir®”-12%, Bilindigi Gizere yeni bir ydontemin, standart yonteme

alternatif olabilmesi i¢in kategorik uyum oraninin en az %90 olmasi; kuguk
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hata oraninin %10, buyuk hata oraninin %3 ve ¢ok buyuk hata oranlarinin
%1,5'in altinda olmasi gerekmektedir'*°. Bizim galismamizda agar diliisyonla
karsilagtirildiginda VITEK® 2'de fosfomisin igin kategorik uyum orani %70,5;
blayuk hata orani %1,6 ve ¢ok buyuk hata orani %27,9 olarak bulunmustur
(Tablo 10) (Sekil 17). Bu sonuglar literaturle birlikte dikkate alindiginda
VITEK® 2'nin fosfomisin duyarliligini saptamada kullaniimasinin uygun
olmadi§ini géstermektedir. Benzer bir galismada VITEK® 2’nin agarda
dilisyona gore kategorik uyumu %94,5; buyuk hata orani %4,0 ve ¢ok buyuk
hata orani %16,0 olarak bulunmustur'?®. Ancak ¢alismamizda VITEK® 2 ile
direngli bulunan 19 izolatin 18 tanesinin standart yontemle de fosfomisine
direngli olarak bulunmasi nedeniyle, agar dilisyonun ¢alisilamadigi
durumlarda VITEK® 2 otomatize sistemiyle direngli bulunan sonuglarin
raporlanabilecegi ongorulmektedir.

Kolistin duyarlihgini saptama yontemi dikkate alindiginda, standart sivi
mikrodilisyon yontemi rutin laboratuvarlarda galigiimasi zahmetli bir
yontemdir. Calismamizda VITEK® 2'nin kolistin performansini
inceledigimizde fosfomisine benzer sekilde hata orani ¢ok yuksek
bulunmustur. Kategorik uyum orani %83,6; buyuk hata orani %4,9; cok
blyuk hata orani %11,5'tir (Tablo 10) (Sekil 18). Bir bagka ¢calismada da 245
K. pneumoniae izolati degerlendirilmig olup bu degerler sirasiyla %86,1;
%3,5 ve %28,4 bulunmustur''. Cok biylik hata oraninda gérllen bu ylUksek
degerler VITEK® 2'nin kolistin igin sivi mikrodiliisyon yontemine alternatif
olmadigini ve standart yontemle kolistin duyarliliginin saptanmasi gerektigini
gOstermektedir.

Karbepenem duyarliligina gelince, standart sivi mikrodilusyon
yontemiyle karsilastirildiginda VITEK® 2'de meropenem igin kategorik uyum
orani %95,1; kuguk hata orani %4,9 olarak bulunmus olup buyuk hata ve ¢ok
blyuk hataya saptanmamistir (Tablo 10) (Sekil 19). Calismamizda
meropenem igin ‘duyarl’’ kategorisinde izolat bulunmamasi nedeniyle gok
blyuk hatanin saptanamamasi olasidir. Bu galismamizin kisitlayici yani

olmakla beraber elde elde ettigimiz sonuglar VITEK® 2 ile karbapenem
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direncli bulunan K. pneumoniae izolatarinda guvenle kullanilabilecegini

gOstermektedir.

5.3. Fosfomisin Duyarliligini Saptamada Sivi Disk Elusyon Alternatif
Olabilir Mi?

Standart agar dilisyon yontemiyle karsilastirildiginda sivi disk elisyon
yonteminde fosfomisin igin kategorik uyum orani %63,9; buyuk hata orani
%32,8 ve ¢ok bluyuk hata orani %3,3 olarak bulundu (Tablo 10) (Sekil 20).
Ayirica, kontrol izolati olarak kullanilan Escherichia coli ATCC 25922'nin MiK
degeri EUCAST v.12.0 onerileri dogrultusunda 0,5 pg/mL ile 2 pg/mL
arasinda bulunmasi gerekirken; sivi disk elisyon testine gore >2 pg/mL
olarak bulundu. Kategorik uyumsuzluk ve hata oranlarinin yuksekligi ile
kontrol izolatinda disk eliisyonla ile elde edilen fosfomisin MiK degerinin
beklenen aralikta olmamasi disk elisyon yonteminin fosfomisin duyarlihigini
saptamada kullanilabilecegini ileri sirmek mumkun degildir. Calismamizda
testin performansinin degerlendiriimesinde kullanilan izolatlarin fosfomisin
MiK degerlerinin yliksek olusu ¢alismamizin kisitlayici tarafidir ve bu konuda
yapilacak daha kapsamli galismalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUG

K. pneumoniae’nin antimikrobiyal direnci guinimuzde global bir sorundur ve
her gecen gun daha fazla rapor edilmektedir. Bu enfeksiyonlarla micadelede
kullanilabilecek antiyibotikler sinirlidir. Elde ettigimiz sonuglara gore;
kolistinin, karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlari Gzerinde in vitro
olarak fosfomisinle kiyaslandiginda daha etkili oldugu gorulmekle beraber
duyarlilik ¢calisiimasi sartiyla fosfomisin ve kolistin bu izolatlarla micadelede
kullanilabilecegi goriistindeyiz. VITEK® 2 otomatize sistemin rutin
laboratuvarlarda kullanimi daha kolay olmakla birlikte fosfomisin ve kolistin
duyarlih@inin belirlenmesinde performansi duguktur. Bu antibiyotiklerin
duyarhliklarinin belirlenmesinde standart yontemlerle, fosfomisin igin agar
dilusyon ve kolistin i¢in sivi mikrodilusyon, ¢aligiimasi gereklidir. Ayrica
calismamiz sonuglarina gore sivi disk elusyon testinin fosfomisin duyarlihigini
belirlemede yetersiz kaldigi goruimektedir.

Calismamiz sonuglarina gore blaoxa’in halen tlkemizdeki en yaygin
karbapenemaz turu oldugunu ve blakpc'nin tlkemizde hizla yayildigini
soylebiliriz. Fosfomisin direng genlerinden plazmidik fosA3 ve fosC2 ile
kolistin direncinden sorumlu plazmidik mcr1-8’in izolatlarimizda saptanmamis
olmasi nedeniyle bu antibiyotiklere direngten sorumlu olabilecek diger
mekanizmalarin birinin veya birkaginin direngten sorumlu olabilecegini
dusunmekteyiz. Bu nedenle galismamizin kapsaminin genisletiimesi

gereklidir.
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