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OZET

Karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae kokenlerinde yillar icerisinde

Kolistin MIK degerindeki artisin in vitro degerlendirilmesi

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) insanda deride, gastrointestinal
florada ve nazofarinkste kolonize olarak bulunabilen bakteriler arasindadir. Gegmiste
pnémoni gibi toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarin 6nemli bir sebebi olarak
goriilmekteyken; 1970°1i yillarin basinda K. pneumoniae’ya bagli enfeksiyonlarin
cesitliligi ve epidemiyolojisi degismis, bu bakteri 6nemli bir nozokomiyal etken

olarak Oniimiize ¢ikmustir.

K. pneumoniae enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotiklere karsi direng
gelisimi s6z konusudur. Ozellikle K. pneumoniae tedavisinde 6ne ¢ikan karbapenem
grubuna karsi gelisen direng bir¢ok zorlugu da beraberinde tasimaktadir.
Karbapenem direnci; gram negatif bakterilerde artmis efluks pompa sistemi, azalmis
dis membran gecirgenligi veya karbapenemaz enzimlerinin varligi ile meydana

gelebilmektedir.

Karbapeneme direng durumunda ise klinisyenlerin ilk basvurdugu
antibiyotiklerden biri de kolistindir. Kolistin polimiksin ailesinin bir iiyesidir ve
polipeptid yapidadir. ilk kez 2009°da Amerika’dan bildirilen bir vakayla karbapenem
direngli K. pneumoniae suslarinda kolistine karsi da direng gelistigi tespit edilmistir

ve bu direng her gecen giin artmaktadir.

Calismamizda, Ocak 2015 ve Temmuz 2017 tarihleri arasinda Ankara Egitim
ve Arastirma Hastanesi klinik 6rneklerinden izole edilen karbapenem direngli K.
pneumoniae suslarinda sivi mikrodiliisyon yontemiyle kolistin minimal inhibitdr
konsantrasyon (MIK) degerlerine bakilip yillar icerisinde bu MIK seviyelerinde
anlamli bir artis olup olmadig: irdelendi. izolatlar ilk 6nce otomatize sistemle
calisildi (Phoenix 100, Becton Dickinson, ABD), daha sonrasinda karbapenem

direngli olarak tanimlanan K. pneumoniae suslarinin karbapenem direng durumlari



disk difiizyon yontemiyle incelendi (Becton Dickinson, ABD), Bu suslarin kolistin
MIK diizeyleri, siv1 mikrodiliisyon ydntemiyle incelendikten sonra, hem otomatize
sistemdeki kolistin MIK degerlerine ait veriler hem de sivi mikrodiliisyon
yontemiyle elde edilen MIK degerlerine ait veriler bilgisayar ortamina aktarilarak
IBM SPSS (version 15.0) istatistik programinda degerlendirildi. Verilerin analizinde
Kruskal Wallis (Bonferroni diizeltmeli), X? ve bagimli degiskenlerin analizinde

Wilcoxon testi kullanildi.

Calismamiza 2015 yilina ait 16, 2016 yilina ait 26, 2017 yilina ait 24 olmak
tizere toplam 66 karbapenem direngli K. pneumoniae susu dahil edildi. Bu suslardan
2015 yilinda 5 (%31), 2016 yilinda 7 (%26), 2017 yilinda 11 (%45) olmak iizere
toplam 23 (%34) sus kolistine direngli olarak tespit edildi. Yapilan istatistiksel
degerlendirmeyle yillar igerisinde kolistin MIK degerlerinde bir artis oldugu tespit
edildi ancak bu artig istatistiksel olarak anlaml degildir. (p=0.352 )

Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda tespit edilen Kkolistin
direncinin kaygi verici boyutlarda oldugu ¢alismamizda yer alan izolatlarin yaklagik
licte birinde bu direncin tespit edilmis olmasi ile de kendini gdstermektedir. Bu
durum tek basina veya kombine tedavi segeneklerini de azaltmakta bu izolatlarin
ileriki yillarda tedavisinin daha da zorlasacagini ve yeni tedavi stratejileri tizerinde

calisilmasi gerektigini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae, kolistin direnci,
kolistin MIK diizeyi



ABSTRACT

In vitro evaluation of the increase in colistin MIC value over years in

carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae strains

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) is a bacteria which is colonized in
the gastrointestinal flora, skin and nasopharynx. In the past it was seen as an
important cause of community-acquired infections such as pneumonia. At the
beginning of the 1970s, the diversity and epidemiology of infections due to K.
pneumoniae dramatically changed and this bacterium became an important
nosocomial agent.

K. pneumoniae has developed resistance to antibiotics which are used in
treatment. Especially resistance to the carbapenem group which is prominent in the
treatment is worrisome. Carbapenem resistance can occur with reduced external
membrane permeability, efflux pump system or the presence of carbapenemase

enzymes in gram-negative bacteria.

In case of carbapenem resistance, first choice of clinicians is colistin.
Colistin is a member of polymyxins family and the colistin molecule has a
polypeptide structure. In 2009, a case was reported from America evaluating colistin

resistance in carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates.

In our study, carbapenem resistant K. pneumoniae strains isolated from
Ankara Education and Research Hospital clinics between January 2015 and July
2017 were included. We studied the colistin minimal inhibitor concentration (MIC)
values by broth microdilution method and investigated whether there was a
significant increase in these MIC values over the years. The isolates were first
studied with an automated system (Phoenix 100, Beckton Dickinson, USA) and the
carbapenem resistance status of the carbapenem resistant K. pneumoniae strains was
examined by disk diffusion method (Beckton Dickinson, USA). The colistin MIC

levels of these strains were examined by broth microdilution method. MIC values



obtained by automated system and broth microdilution method were evaluated in
IBM SPSS (version 15.0) package program in computer environment.

The Kruskal-Wallis(Bonferroni correction), analysis of data; X2 and
Wilcoxon test was used to analyze the dependent variables. A total of 66 carbapenem
resistant K. pneumoniae strains were included, 16 of which were from 2015, 26 from
2016 and 24 from 2017. 23 (34%) of these strains were identified as resistant to
colistin, 5 (31%) in 2015, 7 (26%) in 2016 and 11 (45%) in 2017.

Statistical evaluation revealed that there was an increase in MIC values of
colistin over the years but this increase was not considered significant. (p=0.352). In
conclusion, colistin resistance in carbapenem resistant K. pneumoniae isolates is

serious.

Resistance to other antibiotics, which is a combination or single antibiotic treatment
option for colistin and carbapenem resistant K. pneumoniae strains; also suggests that
treatment of these isolates in the future will be even more difficult and new treatment

modalities should be studied.

Key words: Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae, colistin

resistance, colistin MIC level

vi
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1.GIRIS VE AMAC

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) insanda deride, gastrointestinal
florada ve nazofarinkste kolonize olarak tespit edilebilen bakteriler arasinda yer alir
(1). Onceki yillarda pnémoni gibi toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarin énemli bir
sebebi olarak sayilmaktayken; 1970’li yillarin basinda K. pneumoniae’ya bagl
enfeksiyonlarin ¢esitliligi, epidemiyolojisi degismis bununla birlikte 6nemli bir

nozokomiyal etken olarak goriilmeye baslanmistir (2).

Hastalarin gastrointestinal sisteminde K. pneumoniae ile yiiksek oranda
(%80) kolonizasyon tespit edildigi ayrica nazofarinks ve ellerde de yiiksek tastyicilik
oranlar bildirilmistir (2). K. pneumoniae’nin hizli yayilimi ve kazanilmis antibiyotik
direnci, bu kolonizasyonun 6nemli etkisi sonucu ortaya ¢ikmistir (3). K. pneumoniae
‘da kromozomal penisilinaz iretimi orta diizeydedir. Plazmidlerle kodlanan
aminoglikozid direnci 1970’ler ve 1980’lerde oldukga yiiksek sayidayken, sonrasinda
plazmidle kodlanan genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) 6ne ¢ikmuistir
(2). Daha sonrasinda bunu kromozomal mutasyonlarin hizli birikimiyle florokinolon
direnci takip etmis olup sonrasinda Yyerini nozokomiyal K. pneumoniae

enfeksiyonlarinda ilk segenek olarak Kullanilan karbapenemlere birakmustir.

Gram negatif bakterilerde artmig efluks pompa sistemi, azalmis dis membran
gecirgenligi, veya karbapenemaz enzimlerinin varligi ile karbapenem direnci, ortaya
cikabilmektedir (4). Plazmidlerle bakteriler arasinda karbapenemaz enzimleri

kolayca yayilabilmekte ve hastanelerde epidemilere sebep olmaktadir (5).

Ambler siniflamasina gore beta laktamaz enzimlerinden olan karbapenemazlar A, B,
D olarak ii¢ gruba ayrilmistir. Klinik olarak 6nemi 6ne ¢ikan karbapenemazlar sinif
A’da yer alan Klebsiella pneumoniae karbapenemaz (KPC); sinif B’de yer alan Yeni
Delhi Metallo B laktamaz (NDM), IMP ve Verona Integron ile kodlanan Metallo 3

laktamaz (VIM); sinif D’de yer alan oksasiliniaz (OXA) tipi enzimlerini igermektedir

(6).



Tim diinyada karbapenemazlarin yaygin oldugu, ancak cografik
dagilimlarinin farkli oldugu ifade edilmektedir (7). ilk kez Tiirkiye’den, 2003 yilinda
raporlanmis olan OXA-48 iilkemizde de siklikla izole edilmektedir (8). 1996 yilinda
KPC ilk olarak dogu Amerika’dan bildirilmis olup, birka¢ yil i¢inde Amerika’nin
diger bolgelerini ve birgcok Avrupa iilkesini igine alan salginlara neden olmustur (9,
10). VIM ve IMP diinya ¢apinda en sik belirlenen metallo beta laktamaz grubu
tiyelerindendir (11). Enterobacteriaceae’larda 2010 yilinda saptanan ve yaygin
dirence neden olan NDM tipi direng Escherichia coli ve K. pneumoniae suslarinda

kitalar aras1 yayilim gostererek epidemiye neden olmuslardir (12).

Karbapenemaz iireten izolatlarin neden oldugu enfeksiyonlar, hastanede yatis
sliresinin uzamasina, ciddi hastalik ve invaziv alet varliginda yiiksek mortalite (%
24-70) ve morbiditeye sebep olmaktadir (13, 14). Karbapenem direng genlerinin
hastalar arasinda yayiliminin 6nlenmesi i¢in bu tiir suslarin saptanmasi halinde temas
izolasyonu ve rektal siiriintii 6rneklerinden tarama gibi enfeksiyon kontrol 6nlemleri

alinmasi1 onemlidir.

Karbapenem duyarliligin1 arastirmak amaciyla rutin antibiyotik duyarlilik
calismalarinda Kirby Bauer disk difiizyon yontemi veya Minimal Inhibitor
Konsantrasyon (MIK) 6lgme metodlar1 uygulanmaktadir.  Karbapenemlere
duyarlilikta azalma saptandiginda rutin duyarlilik testlerinde, karbapenemazlarin
saptanmasi i¢in fenotipik yontemler uygulanir. Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) standartlarina gore Modifiye Hodge Testi (MHT), European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standartlarina goére
kombine disk yontemleri uygulanmakla birlikte karbapenemaz enzimlerinin
saptanmasi i¢in altin standart olan yontem Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

sorumlu bla geninin varliginin gosterilmesidir.

Karbapenem direngli K. pneumoniae suslarinin sebep oldugu enfeksiyonlarin
monoterapi veya kombine tedavilerinde kolistin 6nemli bir yer tutmaktadir. Kolistin,
polimiksin ailesinin tiyelerinden biri olup polipeptid yap1 icermektedir. Polimiksin B

ve Polimiksin E (kolistin) olmak tizere polimiksin ailesinin iki parenteral formu



bulunur. Bacillus polymyxa subspecies colistinus’tan iiretilen, 10 aminoasitten olusan
hidrofilik polikatyonik peptit zinciri ve bir hidrofobik yag asit kuyrugundan meydana
gelen kolistin 1200 Da agirliginda bir molekiildiir (15, 16).

Bu c¢alismanin amaci hastanemizde son yillarda K. pneumoniae suslarinda
tespit edilmeye baslanan karbapenem direnci artisi sonucunda yogun bakim veya
servislerde yatan hastalarda alternatif tedavi olan kolistinin MIK degerlerinin
artiginin yillar igerisindeki artis diizeyini saptamaktir. Calismanin sonucunda hastane
enfeksiyonu etkeni olarak karsilasilan K. pneumoniae suslarinda karbapenem direnci
nedeniyle kullanilan kolistinin hala yeterli etkinliginin bulunup bulunmadigi ve yillar
icerisindeki MIK diizeyinde herhangi bir artigm olup olmadigi belirlenerek
Klinisyenlerin karbepenem direngli K. pneumoniae enfeksiyonlarinda yeni tedavi

secenekleri hususunda yol gosterici sonuglar elde edilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Klebsiella pneumoniae

2.1.1. Genel Bilgiler

K. pneumoniae Friedlander basili olarak da literatiirde yer alir. K. pneumoniae
hareketsiz, sporsuz, kisa ve uclart yuvarlak 1-2 um boy ve 0,5-0,8 pum ¢apinda
basillerdir ayrica gram negatif, polisakkarit yapisinda kapsiillii, aecrop ve fakiiltatif

anaerop ozellik gosterebilen, 37°C ve pH 7’de 1yi iireyen bakterilerdir.

Polisakkarit yapisinda O (somatik) ve K (kapsiil) adi verilen antijenleri
bulunmaktadir; Serolojik tiplendirmeler bu antijenlere gore uygulanir. Klebsiella’lar

bakteriosinler iiretirler ve bunlara pneumocin denir.

Dogada yaygin olarak bulunabilen K. pneumoniae; kuruluga direngli,
sicakliga dayaniksiz ancak oda sicakliginda haftalarca ve +4°C’de aylarca canliligini

muhafaza etmektedir (17).

2.1.2. Yaptig1 Hastalhiklar

Klebsiella nazofarinks ve barsakta kolonize olup; bu tasiyicilik muhtemelen
enfeksiyonlarin en 6nemli sebeplerindendir (18). Hastalarin yaklasik olarak 1/3’i
diskilarinda Klebsiella’yt tasir, fakat erigkinlerde hastaneye yatis ve antimikrobiyal
kullanimt1 ile bu oran 3 kat kadar artabilir. K. pneumoniae ge¢miste pndmoni gibi
toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarin énemli bir nedeni olarak varsayilmaktaydi
ancak, son zamanlarda K. pneumoniae diinya ¢apinda kan dolagimi ve idrar yollar

enfeksiyonlar1 ve karaciger apsesinin yaygin etkeni olarak belirtilmigtir (19-21).

2.1.3. Laboratuvar Tanisi

Alman ornekler kiiltiir i¢in kanli agar ve Eozin Metilen Blue (EMB) agar

besiyerlerine ekilir. K. pneumoniae bu besiyerlerinde mukoid, biiytik, akict S veya R



tipinde koloniler meydana getirmektedir. Klebsiella’larin tiir ayrimi Indol, Metil red,
Voges Proskauer, Citrat (IMVIC) testleri ve c¢esitli biyokimyasal testlerle

belirlenebilmektedir.

Klebsiella’lar iire ve lizin dekarboksilaz pozitiftir ayrica nisastayr 4 giinde
parcalaylp gaz yapmalar1 ile diger Enterobacteriaceae ailesinden ayrilirlar.
Klebsiella’lar ~ kendi aralarinda ise indol, ornitin dekarboksilaz, D-glukoz
fermentasyon Ozellikleri incelenerek ayirt edilebilirler ve IMVIC testleri ise (--
++)’tir (17).

2.1.4. Epidemiyoloji ve Korunma

Ozellikle hastane ortaminda olusan direngli kokenler epidemiyolojik &nem
tagimaktadir. K. pneumoniae’da 1970’ler ve 1980’lerde yaygin olan aminoglikozid
direnci yerini GSBL ve florokinolonlara terk etmistir (2). Giliniimiizde ise
nozokomiyal K. pneumoniae enfeksiyonlarinda ilk segenek olarak kullanilan
karbapenem direnci olduk¢a yaygindir. Bu direngli kdokenlerin yayilimiin engel
olunabilmesi i¢in bu tiir enfeksiyonlara neden olabilecek risk faktorleri ortadan
kaldirilmali hastanelerde temas Onlemlerinin alinmasi, kolonize hasta izolasyonu,
antibiyotik kullaniminin kisitlanmasi, ¢evresel yiizeylerin dekontaminasyonu, el
hijyenine dikkat edilmesi ve saglik personelinin egitimi gibi enfeksiyon kontrol
tedbirleri alinmalidir (22, 23).

2.1.5. Hastane Enfeksiyonu Etkeni Olarak Klebsiella pneumoniae

Son yillarda toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda antimikrobiyal
ajanlara diren¢ oranlari giderek yiikselmektedir (24). Nozokomiyal enfeksiyonlar
arasinda en sik izole edilen patojenler Enterobacteriacea ailesi iiyeleri arasinda yer
alir (25). Enterobacteriacea ailesi {iyeleri arasida da K. pneumoniae 6ne ¢ikmaktadir.
Klebsiella tiirlerinin iki tiir dogal yerlesim yeri bulunur. Bunlardan biri, su yiizeyleri,
toprak, lagimlar ve bitkilerden olusan g¢evredir. Diger yandan insanlar, atlar veya

domuzlarin mukozal yiizeylerine kolonize olarak yerlesirler. K.



pneumoniae insanlarin nazofarenks ve intestinal yollarinda saprofit olarak yer alir.
Gaitadan izolasyon orani %5-38 oraninda degisirken bu oran nazofarenkste %1-6
olarak bulunmustur. Genellikle bu bolgelerde floranin gegici tiyeleri olarak kabul
edilirler (2).

Hastane ortaminda bu tastyicilik oranlar1 degisiklik gosterir. Kolonizasyon
orani hastanede kalma siiresinin uzamasina bagli olarak artmaktadir. Hospitalize
hastalarda yapilan g¢alismalarda tasiyicilik oranlari, gaitada %77, farenkste %19,
hasta ellerinde ise %42 oraninda  bulunmustur.  Yiiksek  orandaki
nozokomiyal Klebsiella kolonizasyonunun, hastanede alinan Onlemlerden ¢ok
antibiyotik kullanimu ile iliskili oldugu varsayilmaktadir (2) . Yapilan bir ¢alismada
hastanede iki haftalik bir kalis siiresinden sonra Klebsiella kolonizasyon oraninda 2-4
kat artis raporlanmistir (2) . Bu artis ozellikle ¢oklu veya genis spektrumlu
antibiyotik kullanan hastalarda saptanmaktadir. Ayrica
hastanedeki Klebsiella suslarina karst ¢oklu direncin tespit edilmesinden, yaygin
antimikrobiyal tedavilerin uygulanmasi da suglanmaktadir (26). Bu tiir istenmeyen
yan etkiler Kontrollii antibiyotik kullanimi ile azalacagindan profilaksi ve ampirik
tedavi amacli yanlis antibiyotik kullanimmi engelleyecek yeni stratejilerin

gelistirilmesi istenmektedir.

Medikal aletlerin kontaminasyonu, kan iiriinleri, hastalarin gastrointestinal
sistemleri ile hastane personelinin elleri enfeksiyonun yayilmasinda Onemli

kaynaklardan sayimaktadir (27).

1983-1991 yillar1 arasinda Ingiltere’de goriilen 145 epidemik nozokomiyal
infeksiyonlarin 13’liniin nedeninin Klebsiella oldugu bildirilmistir. Klebsiella tiirleri
endemik hastane enfeksiyonlarinin %8’inden, epidemik salginlarin ise %3’tinden
sorumlu tutulmaktadir (2).

Ozellikle coklu direngli suslarin neden oldugu epidemik hastane
enfeksiyonlarindan c¢ekinilmektedir. 197011 yillarda bu suslarin ¢ogu aminoglikozid
direngli Klebsiella suslar1 iken, 1982°den itibaren genis spektrumlu sefalosporinlerde

dirence neden olan GSBL iireten suslar ortaya ¢ikmistir. Bu direncin en dnemli



ozelligi seftazidim direncinin hem K. pnuemoniae hem de K. oxytoca izolatlarinda

var olmasidir (28) .

Klebsiella’nin nozokomiyal yayilimmin engellenmesi i¢in g¢esitli Onlemlerin
alinmasinin gerekliligi her zaman 6n planda tutulmalidir. Uriner kataterlerin uygun
kullanimi, aletlerin uygun kullanimi ve korunmasi ve ellerin iyi sekilde yikanmasi
gibi temel epidemiyolojik standartlarin hepsi
nozokomiyal Klebsiella infeksiyonlarinin ~ yayilmasimi ~ engellemeye  yardimci
faktorlerdir. Diger dnlemlerden biri de hastanelerde yanlis ve gereksiz antibiyotik
kullaniminin onuniin alinmasidir. Ayrica korunma ve
nozokomiyal Klebsiella infeksiyon oranlarinin kontrolii i¢in nozokomiyal enfeksiyon

stirveyansi Onerilmektedir.

2.1.6. Tedavi

K. pneumoniae salgiladigi beta laktamaz enzimi nedeniyle beta laktam grubu
antibiyotiklere diren¢ olusturmaktadir. En sik GSBL iireten bakteri K.
pneumoniae’dir ve GSBL dretimi s6z konusu oldugunda penisilinler ve
sefalosporinlerin  kullanimini1 azaltmaktadir. Bu tir enfeksiyonlarin tedavisinde
GSBL’den etkilenmeyen karbapenem grubu antibiyotikler kullanilmaktadir (17),
fakat son zamanlarda karbapenem direngli K. pneumoniae enfeksiyonlarmin
artmasiyla birlikte yeni tedavi secenekleri 6ne ¢ikmistir. Karbapenem direncli K.
pneumoniae enfeksiyonlarinin tedavisinde en etkili ajanlar kolistin, tigesiklin ve
fosfomisindir. Aminoglikozidler de etkilidir. Bu organizmalara karsi kombinasyon
tedavileri de kullanilmaktadir. Tigesiklin, karbapenemler, rifampin ve doksisiklin
gibi ajanlarin  kolistin ile kombinasyonunun ¢esitli time-kill calismalarinda
karbapenemaz {lireten K. pneumoniae’ya karsi sinerjistik etkili oldugu isaret
edilmistir (5, 29, 30).



2.2. Karbapenemler

Karbapenemler, hizli bakterisidal etki gosteren ve beta-laktam sinifi
icerisinde en genis spektruma sahip antibiyotiklerdir. Bu ilaglarin bakterilerde
enzimatik direngte rol oynayan AmpC ve GSBL da dahil olmak iizere neredeyse
hicbir beta laktamazdan etkilenmedikleri raporlanmistir (31, 32). Karbapenemler,
PBP’lerle giiclii bir sekilde bag olusturur. Genel yapi ve biiyiikliikleri nedeniyle
porin kanallarindan sizmalar1 ve bakteri hiicresine gegisleri oldukga iyidir ve genis
antibakteriyel etkinlikleri ile aerop ve anaerop bircok mikroorganizma tarafindan

olusturulan enfeksiyonlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (32-35).

Tablo 1°de karbapenem grubu antibiyotiklerin siniflandirilmasi verilmektedir.

Tablo 1. Karbapenemlerin siniflandirlmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Ertapenem Imipenem CS-023
Panipenem Meropenem

Biapenem

Doripenem

Birinci grup karbapenemler olan ertapenem ve panipenem Ozellikle toplumdan
kazanilmis ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde, ikinci grup karbapenemler ise giiclii
nonfermentatif etkinlikleri nedeniyle hastane enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullanilmaktadir. Uglincii grup karbapenem olan CS-023 ise ikinci grubun etkinligine
ek olarak metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)'a karsi da aktiviteleri
vardir (31). imipenemin gram pozitif mikroorganizmalara etkinligi meropenemden

fazladir. Meropenemin gram negatif suslara etkinligi imipenemden fazladir (36).
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Sekil 1. Karbapenem grubu antibiyotiklerin sematik gosterimi
2.2.1. imipenem

Imipenem, diger beta-laktam antibiyotikler gibi bakteri hiicre duvar sentezini
inhibe ederek etki eder, bakterisidal 6zelliktedir. Gram pozitif ve gram negatif
bakterilerin yiiksek molekiil agirlikli PBP’lerine yiiksek bir afinite gosterirler (21,
37). Gram negatif bakterilerde dis membrana penetrasyonu da oldukga fazladir (37).
Notral yiikii ve diisitk molekiil agirligi nedeniyle bakterinin hiicre duvarina, penisilin
ve sefalosporinlerden daha hizli penetre olur (38). Bilinen en genis spektrumlu
antibiyotik olan imipenem gram-pozitif, gram negatif, aerop ve anaerop
mikroorganizmalari igine alacak sekilde ¢cok genis bir etki spektrumuna sahiptir. Bu
mikroorganizmalarin ¢ogu i¢in imipenem MIK degeri 4 mg/L’nin asagisindadir.
Farkli antibiyotik kombinasyonlariyla kiyaslandiginda, ¢esitli ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde son derece etkin bir monoterapdtik ajan olarak gosterilir ve in vitro
olarak imipenem, klinik olarak Onem tasiyan bakterilerin ¢oguna etki gosterir. Bu
nedenle kritik hastaligi olan kisilerde 6zellikle direngli gram negatif etkenler veya
polimikrobiyal enfeksiyon diisiiniildiigiinde, kiiltiir ve antibiyogram sonuglarini
beklemeden ampirik olarak kullanilabilir. Ciddi enfeksiyonu olan immun yetmezlikli
hastalarda da giivenle secilebilmesi bir avantajidir (39). imipenemin metaboliti
nefrotoksik bir ajan olarak kargimiza ¢ikar. Bu nedenle tek basina kullanilmamalidir.
Bir dehidropeptidaz-1 (DHP-1) inhibitorii olan silastatin ile 1/1 oraninda kombine
halde uygulanmalidir. Silastatin sodyum, DHP-1’in kompetitif, reversibl ve 6zgiil
inhibitorii olarak karsimiza cikar. Silastatinin antibakteriyel etkinligi ya da beta-
laktamazlar {izerine etkisi bulunmamaktadir. Imipenemin etkisini antagonize

etmemektedir (40, 41).



Imipenem kullanimi sirasinda en sik enjeksiyon yerinde flebit, tromboflebit
(%1,7) ve agr1 gibi yan etkileri goriiliir. Gastrointestinal sistemle iligkili olarak da
bulant1 (%1,4), kusma (%0,9), oral mukozada degisiklikler (%0,3), ishal (%0,9) ve
psddomembrandz enterokolit (%0,1) gibi yan etkilere de rastlanilir. Ciddi yan etkiler
azdir. Diger beta-laktamlara allerjisi olan hastalarda imipeneme de allerji olusabilir.
Ates, kasinti, deri dokiintiisii, solunum sikintist meydana gelebilmektedir. Santral
sinir sistemi toksisitesi (konfiizyon, huzursuzluk, konviilziyon, tremor) gozlenebilir.
Infiizyon hizina bagh olarak bulanti, kusma, terleme ve halsizlik ortaya
cikabilmektedir. Konviilziyon i¢in esas risk faktorleri yiiksek dozda kullanim ve
hastanin renal yetmezliginin bulunmasidir. Renal hastaligi olan veya santral sinir
sistemi patolojisi olanlarda konviilziyona neden olmasi, bulanti ve kusma yan etkileri
imipenem kullaniminda kisitlilik olusturmaktadir. Yavas inflizyonla kullanilmasi

onerilmektedir (38).

2.2.2. Meropenem

Meropenem, imipeneme etki spektrumu olarak benzemekle birlikte 1-beta
metil grup ve 2-tiopirolidinil eki dolayis1 ile DHP-I’e dayanikli hale gelmis ve
uygulamada silastatine gerek kalmamistir. Klinik olarak 6nemli olan hemen tiim
aerobik ve anaerobik bakterilere kars1 etkisi vardir. PBP-2, hem imipenemin hem de
meropenemin baglica hedefi arasindadir. Ancak meropenem, P.aeruginosa ve
Escherichia coli’nin PBP-2 ve 3’line daha biiyiikk bir segicilik gostermektedir.
Meropenem, stafilokoklara ait enzimler ve gram negatif bakterilerdeki
karbapenemazlar hari¢ diger tiim beta-laktamazlarin hidrolizine karsi dayaniklilik
gosterir (41, 42). imipeneme gore direng gelisimi daha diisiik olmakla birlikte daha
az yan etkisi bulunmaktadir. Bulantiya neden olmadigi i¢in intravendz bolus seklinde
alinabilir. Konviilziyon yapma etkisi ¢ok diisiik oldugundan renal yetmezligi ve

santral sinir sistemi hasar1 olan hastalara verilebilir.
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2.2.3. Ertapenem

Ertapenem, 1-beta-metil karbapenem olarak 2001 yilinda gelistirilmitir.
Imipenem ve meropeneme kiyasla daha dar spektrumu vardir. Enterobacteriaceae’ya
ve anaeroblara etkilidir, ancak Ozellikle P.aeruginosa, Acinetobacter spp.,
enterokoklar ve penisilin direngli pnomokoklara etkinligi yoktur. Uzun yar1 6mrii ve
yiiksek oranda proteine baglanma gibi farmakokinetik 6zelliklerinden dolay1 giinde
bir kez uygulanabilmektedir. Intravendz veya anestetik madde ilavesi ile

intramuskiiler kullanilabilir (34).

Cocuklarda ve eriskinlerde aerop ve anaeroplarin neden oldugu toplum
kokenli pndmoni, idrar yolu enfeksiyonu ve toplum kokenli miks enfeksiyonlarin
tedavisinde 6nemli bir alternatif olarak 6ne cikar . Ishal, flebit, tromboflebit ve

karaciger enzim yiiksekligi en sik goriilen yan etkileri arasindadir.

2.2.4. Doripenem

1-beta-metil karbapenemlerden bir digeri ise Doripenem (S-4661)’ dir.
Meropeneme benzer aktivite gostermekle birlikte P.aeruginosa’ya in-vitro olarak
daha etkili kabul edilmektedir. Nozokomiyal pndmonide, komplike iiriner sistem ve
intra-abdominal enfeksiyonlarda kullanilmaktadir (43, 44). En sik goriilen yan
etkileri bulanti, ishal, bas agrisi, enjeksiyon yerinde eritem ve Karaciger enzim

yiiksekligidir (43).

2.3. Karbapenemlere Diren¢ Mekanizmalar:

Karbapenemler c¢oklu ilaca direngli gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda
genellikle son asamada kullanilan B-laktam grubu ilaglar arasindadir. GSBL ve
AmpC B-laktamazlara kars1 diren¢ gostermelerine ragmen bu durum son yillarda
hem nonfermenter (A. baumannii, P.aeruginosa), hem de fermenter
(Enterobacteriaceae) gram negatif bakterilerde karbapenem direncinin tespit

edilmeye baglamasiyla degismistir (45).

11



Enterobacteriaceae’larda karbapenem direnci baslica ii¢ mekanizmayla
olusur:

a) Efliikks pompa sistemi araciligiyla, antibiyotigin bakteri disina atilmasi
ile,

b) Karbapenemlere karsi zayif etki gosteren p-laktamazlarin
sentezlenmesine ek olarak, porin ekspresyonunda kalitatif veya
kantitatif eksiklik meydana gelmesi sonrasinda karbapenemlerin hiicre
icine girisinde direngle karsilasiimasi ile,

c) Karbapenemleri yikan karbapenemaz enzimlerinin etkisiyle (46).

2.3.1. Ilacin Hiicre icinde Etkin Konsantrasyona Ulasamamasi

a) Porin degisimleri: Porin proteinlerinde meydana gelen degisiklikler; porin
ekspresyonunun kaybi veya dis membran iizerinde yer alan porinlerin tiplerinde

degisiklikler olusmasi, karbapenemlere olan duyarliligi azaltmaktadir (46).

Yapilan klinik ¢aligmalarda antibiyotik direngli Enterobacteriaceae suslarinin
porin profillerinde degisiklikler meydana geldigi tespit edilmistir. Direngli suslar
daha farkli bir porin tipini eksprese edebilmekte, porin ekspresyon diizeylerinde

azalma gosterebilmekte veya mutasyona ugramis porinleri igermektedir (47).

b) Efliiks pompa sistemlerinin indiiklenmesi: Ilacin hedefine ulasgamamasi,
hiicre i¢ine alinmasindaki azalmanin yaninda (porin degisimleri), disar1 atilimini
saglayan pompa sistemlerinden de kaynakli olabilir. Aktif pompa sistemlerinin
varhigi ilk olarak 1978 yilinda E.coli’de tetrasiklin i¢in tespit edilmis, giinlimiizde de
bircok antibiyotik sinifina karsi dogal ve kazanilmis direngte 6nemli rolii oldugu

gosterilmistir (24).
[lacin pompa sistemleriyle digar1 atilmasi gram negatif bakterilerdeki ilag

direncinde Onemli bir mekanizma olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Gram negatif

bakterilerdeki klinik olarak anlamli olan ana disar1 atim (efliiks) sistemleri genellikle
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RND (Resistance Nodulation Division) ailesi grubuna aittir. Efliiks pompalari
aracilifiyla meydana gelen direng, tek bir ilag pompa sistemiyle bir¢ok ilag tiirline
kars1 direng gelisebilmesi, boylece ¢ok ilaca direngli bakteri fenotiplerinin ortaya

¢ikabilmesi nedeniyle 6nem arz etmektedir (48).

2.3.2.Karbapenemleri Hidroliz Eden Enzimlerin (Karbapenemazlar)

Varhgi

Karbapenemazlar, en genis etki spektrumuna sahip [-laktamaz grubu
enzimler arasinda yer alir. ‘Karbapenemaz’ olarak adlandirilmis olsalar da, bu
enzimlerin bircogu hidrolize edilebilen hemen tiim B-laktamlara karsi etkili ve [-
laktamaz inhibitorlerine direnglidirler (49). Tim karbapenemazlarin1990’larin
baslarina kadar tiire 0zgii, kromozomal olarak kodlanan [-laktamazlar oldugu
varsayllmaktayken, P.aeruginosa’da bir metallo-beta-laktamaz olan IMP-1;
A.baumannii’de simif D karbapenemazlardan olan ARI-1 (OXA-23) ve K.
pneumoniae’da bir sinif A karbapenemaz olan KPC-1 gibi plazmid araciligiyla
kodlanan karbapenemazlarin identifikasyonu bu goriisii tamamen farklilastirmistir
(50-52). Plazmid araciligiyla kodlanan karbapenemazlarin ortaya ¢ikmasi sonucunda,
karbapenemaz yayilim paterninde biiyiik degisiklik gézlenmis olup, yalnizca klonal
yayilim agisindan problem olusturdugu diisiiniilen karbapenemazlar, tiirler arasinda

yayilimin ortaya ¢ikmasiyla global bir problem olarak kargimiza ¢ikmustir (49).
Amino asit homolojisine gore yapilan molekiiler smiflandirmada ise
karbapenemazlar Sinif A, B ve D olmak iizere ii¢ grup olarak incelenmektedir (53).
2.3.2.1. Simf A Karbapenemazlar
Ik olarak 1980’lerin baslarinda sporadik olarak saptanmis olup, KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) enziminin 1996 yilinda saptanmasi ve 2000

sonrasinda tiim diinyada yayilim gostermesi ile biiyiik bir sorun haline gelmistir (54).

Bu enzimleri bulundugu bakteriler imipeneme azalmis duyarlilik gostermekle
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birlikte, minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri kiigiik bir artis gdsterip
duyarli kalabilir ya da tamamen direncli hale gegebilir. Bu nedenle Smif A
karbapenemazlar rutin antibiyotik duyarlilik testleriyle tespit edilemeyebilir (49). Bu
grupta SME-1 (Serratia marcescens enzyme-1), NMC-A (Not Metalloenzyme
Carbapenemase), IMI (Imipenem Hydrolyzing B-laktamaz) gibi kromozomal olarak
kodlanan enzimler ve KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase), GES/IBC
Ailesi (Guinea Extended Spectrum/Integron-Borne Cephalosporinase) gibi plazmidle

kodlanan enzimler bulunur (49, 55-61).

2.3.2.2. Simf B Metallo-p-Laktamazlar

Bu B-laktamaz sinifi, B-laktamaz inhibitorlerine direngli olmasi, metal iyon
selatorleriyle inhibisyona duyarli olmasiyla 6ne g¢ikmaktadir. Substrat spektrumu
oldukga genis olup, karbapenemlerin yaninda sefalosporin ve penisilinleri de hidroliz
etme Ozelligine sahiptir; aztreonama karsi etkisi bulunmamaktadir. EtKi
gosterebilmesi igin B-laktamlarin, enzimin aktif bolgesinde yer alan ¢inko (Zn'?)
iyonlartyla etkilesim gdstermesi gerekir; bu 6zelligi sayesinde Zn*? ve diger divalan
katyonlarin selatorii olan etilen diamin tetra asetik asitle (EDTA) etkisiz hale

gecebilir (49).

IMP (Active on imipenem), VIM (Verona Integron-encoded Metallo-B-laktamaz) ve
son donemlerde ortaya ¢ikan NDM (New Delhi Metallo-beta-laktamaz),
Enterobacteriaceae ailesinde en sik goriilen kazanilmis metallo-B-laktamazlarin

arasinda yer alirlar (46).

2.3.2.3. Simif C Beta-Laktamazlar

AmpC B-laktamazlar, Ambler molekiiler siniflandirma sistemine gére Sinif
C’de yer alan sefalosporinazlardan olusur. Plazmid tarafindan veya kromozomal
olarak kodlanabilirler, B-laktamaz inhibitdrlerinden etkilenmezler. Ugiincii kusak

sefalosporinleri etkili bir sekilde hidroliz edebilirler ve karbapenemlerle, sefepim
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gibi dordiincii jenerasyon sefalosporinler AmpC B-laktamaz {ireten bakterilere karsi
tek etkili antibiyotik smifini meydana getirirler (62). AmpC p-laktamazlarin
karbapenemler iizerine etkileri az olmasina karsin, dis membran porin degisikligi gibi

bir mekanizmayla birlikte oldugunda, karbapenemlere karsi direng olusabilir (24).

2.3.2.4.S1mf D Karbapenemazlar

OXA (oksasilini hidrolize edebilen) B-laktamazlar 1980’li yillarin baslarindan
itibaren, Enterobacteriaceae ve P.aeruginosa tiirlerinde tanimlanmis olup, oksasilin
ve kloksasilinleri hidroliz edebilme yetenegine sahip penisilinazlar arasindadirlar
(49). 230’dan fazla varyanti tamimlanmis olan OXA [-laktamazlar, bir varyant
disinda (OXA-163), genislemis spektrumlu sefalosporinleri hidroliz edebilme
Ozelligi  bulundurmazlar. Genel olarak diger karbapenemaz siniflariyla
karsilagtirildiginda karbapenemleri hidroliz etme 6zelligi zayif olan Simif D
karbapenemazlar, klavulanik asit ve EDTA’yla inhibisyona direncliyken; NaCl
tarafindan aktivitesi inhibe olabilmektedir (46). Bu enzime sahip olup karbapenem
direnci gosteren izolatlarda, karbapenem direncinden sorumlu, porin kayb1 gibi bagka
bir mekanizma da, enzim varligiyla beraber olabilir (54). Sinif D enzimler ayni
zamanda yiiksek diizey temosilin direncine neden olmalariyla diger karbapenemaz

siiflarindan farklilik gosterirler (63).

Siif D karbapenemazlarin biiyiik bir ¢ogunlugu, Acinetobacter spp.” De
tanimlanmis olmasina ragmen, OXA-48 varyanti yalnizca Enterobacteriaceae ailesi
tiyelerinde bulunabilmektedir (46). OXA-48 iiretimi ilk olarak 2003 yilinda, Tiirkiye-

Istanbul’dan izole edilmis olan bir K.pneumoniae izolatinda tespit edilmistir (64).
OXA-48’in tespit edilmesinden itibaren OXA-162, OXA-163, OXA-181,

OXA-204, OXA-232, OXA-244 ve OXA-245 gibi birgok OXA-48 varyanti tespit
edilmistir (65).
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2.4. Karbapenem Direncinin ve Karbapenemaz Aktivitesinin Saptanmasi

Karbapenemaz lreten bakterilerin  klinik laboratuvarlar  tarafindan
tanimlanabilmesi olduk¢a zor olmakla birlikte, uygun antimikrobiyal tedavinin
secimi ve enfeksiyon kontrol onlemlerinin uygulanabilmesi agisindan onem arz
etmektedir (24). Karbapenemaz aktivitesinin saptanmasinda baz1 zorluklar
bulunabilmektedir. Yalnizca direng profiline bakarak enzim aktivitesi hakkinda bir
yorum yapilamamakla birlikte; karbapenemaz aktivitesinin saptanabilmesi agisindan

heniiz spesifik testlere dayali kesin bir algoritma meydana getirilememistir (66).

Karbapenemaz aktivitesinin arastirilmasi ilk olarak antibiyotik duyarlilik
testlerinde karbapenemlere azalmis duyarliligin tespit edilmesine dayanir. Bunu

fenotipik ve biyokimyasal yontemler izler (67).

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae’larda karbapenem MIK degerleri
klinik esik degerin altinda bulunabilir. Bu problemin ortadan kaldirilmasi igin
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)‘in
belirlemis oldugu epidemiyolojik cut off degerleri (ECOFF), karbapenemaz
iiretiminin arastirilmas1 agisindan uygulanabilir (Tablo 2). EUCAST’e gore
karbapenemler iginde meropenem, karbapenemaz iiretimini saptama acisindan en

duyarli ve 6zgiil karbapenem olarak 6ne ¢ikmaktadir (68).
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Tablo 2. EUCAST’e gore karbapenemaz tireten Enterobacteriaceae’lar igin klinik

ve tarama esik degerleri

DiSK DIiFUZYON ZON

MiK CAPI
KARBAPENEM (10pg diskle)

S/I  Esik | Tarama esik |S/I  Esik | Tarama esik

deger deger deger deger
MEROPENEM |2 >0.12 >22 <25
IMIPENEM <2 >1 >22 <23
ERTAPENEM |<0.5 >0.12 >25 <25

2010’da giincellenen Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

standartlarina gore Enterobacteriaceae ailesinde imipenem ve meropenem igin

direng esik degerleri >4 mg/L; ertapenem igin >1 mg/L olarak belirlenmistir (Tablo

3). CLSI kriterlerine goére ertapenem igin MIK degeri >0,5 mg/L; imipenem ve

meropenem icin 1 mg/L olan Enterobacteriaceae suslariin karbapenemaz aktivitesi

acisindan arastirtlmasi 6nem arz etmektedir (69). Disk difiizyon yoOntemiyle

inhibisyon zon ¢aplar1 ertapenem ve meropenem i¢in <21 mm olan suslardan,

karbapenemaz iiretimi agisindan siiphelenilmelidir (70).
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Tablo 3. Enterobacteriaceae ailesi ve karbapenemler igin revize edilmis CLSI esik

degerleri
MiK MiK DISK DISK
(YENI) (ESKI) (YENI) (ESKI)
S I [R [S |I [R [S [I R [S I R
19- 16-
<0.25(05(>1 |<2 |4 |>8 (=22 <18>19 <15
ERTAPENEM 21 18
20- 14-
.. <l |2 |>4|<4 |8 |>16]>23 <19(>16 <13
IMIiPENEM 22 15
20- 14-
<l |2 |>4|<4 |8 |>16]>23 <19(>16 <13
MEROPENEM 22 15

2.4.1. Karbapenemazlarin Fenotipik Yontemlerle Saptanmasi

2.4.1.1. Modifiye Hodge Testi

Modifiye Hodge testi karbapenemaz aktivitesinin saptanmasi amaciyla
laboratuvarlarda kullanilmis olan fenotipik testlerin arasinda yer alir (71). Mueller
Hinton agar {izerinde uygulanan test, karbapenem grubu antibiyotigin, karbapenemaz
tireten sus tarafindan inaktivasyonu prensibiyle yapilmaktadir. Mueller Hinton agara
¢inko ilave edilmesinin, 6zellikle MBL {ireten suslarin saptanmasini kolaylastirarak,

testin duyarliligini artirdigs tespit edilmistir (72).

2.4.1.2.Inhibitér Tabanh Testler (Sinerji Testleri)

Karbapenemaz aktivitesinin, belli bir karbapenemaz sinifina spesifik bir
inhibitor eklenmesi sonrasinda, invitro olarak inhibe olmasi1 prensibiyle uygulanan
bir testtir. Inhibitdr eklenmesi sonucunda karbapenem MIK degerlerinde azalma
veya inhibisyon zon ¢apinda bir artig tespit edilmekte, bu durum da karbapenem ve
inhibitér arasinda sinerji olusumu olarak ifade edilmektedir. Smif A

karbapenemazlar i¢in boronik asit (3-aminofenilboronik asit); Sinif B MBL’lar i¢in
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ise EDTA veya dipikolinik asit inhibitor olarak uygulanabilmektedir (67). Boronik
asit ve kloksasilin en yaygin kullanilan AmpC (Sinif C B-laktamaz) inhibitorleri
arasinda yer alir (73). Sinif D karbapenemazlarin aktivitesi 100mM sodyum kloriirle
in vitro olarak inhibe edilebilmekle birlikte; bu 6zellik OXA tipi karbapenemazlarin

saptanmasinda rutin uygulamada yer alamamistir (74).

Sinerji testlerinde kullanilmak {izere antibiyotik gradiyent test stripleri de
gelistirilmistir, 6zellikle MBL iireten Enterobacteriaceae’lar1 saptamak amaciyla
kullanilan, imipenem ve imipenem+EDTA kombinasyonu seklindeki antibiyotik
gradiyent test stripleri yer almaktadir. EDTA varhginda MIK degerinde sekiz kat
veya daha fazla azalma goriilmesi, MBL iiretimi icin pozitif sonuc¢ olarak

varsayilmaktadir ((49).

Kiiltiir ortamina inhibitér madde eklenmesi ile, karbapenem MIK degerinde
azalma meydana gelmesi veya inhibisyon zon c¢apinda artis gozlenmesi

karbapenemaz iiretiminden siiphelendirmektedir (70).

2.4.1.3. Enzim Ekstraksiyonu Uygulamasi

Bu yontemde, bakteriden sonikasyon yontemiyle elde edilen B-laktamaz
enzim ekstrakti 10 pg’lik imipenem diski ilizerine emdirilmekte, diger imipenem
diski tlizerine ise negatif kontrol olarak kullanilmak iizere ayni miktarda distile su
dokiilmektedir. Bu diskler 24 saat oda 1sisinda inkiibasyon sonrasinda, 0,5
McFarland yogunlugunda E.coli ATCC 25922 susunun pasajlandigt Mueller Hinton
agar iizerine konulmaktadir. Inkiibasyon 35° C’de 24 saat tamamlandiktan sonra,
enzim eklenmis imipenem diski etrafindaki inhibisyon zon c¢apinda, distile su
eklenmis diske gore >2 mm’lik azalma meydana gelmesi karbapenemaz iiretiminden

stiphelendirmektedir (75).
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2.4.1.4. Spektrofotometre

a) UV Spektrofotometre: Bu yontemde karbapenemaz aktivitesi agisindan
test edilen sustan tek bir koloni, triptik soy broth igine almip, 37<C’de 18 saat
boyunca inkiibasyona birakilir. Daha sonra kiiltiir santrifiij edilir ve santrifiij sonrasi
elde edilen pellet ¢inko siilfat(ZnSOs) igeren fosfat tampon igine konulur. Daha sonra
sonikasyon yontemiyle ¢ozeltiden P-laktamaz ekstrakti saglanir. En son agsamada ise
purifiye edilmis B-laktamaz ekstrakti imipenemle karistirtlir ve imipenem hidrolizi
297 nm dalga boyunda UV spektrofotometre kullanilarak tespit edilir. Bu testin
karbapenemaz aktivitesini saptamada %100 duyarlilik, %98,5 0Ozgillige sahip
oldugu belirtilmistir (76).

b) Kiitle Spektrometre: Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon
iyonizasyon-ugus zamani kiitle spektrometresi(Matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) test edilen
materyalin yiiksek vakumlu bir cember i¢inde iyonize edildigi ve bir elektriksel alan
icinde hizlandirildig: bir yontem olarak karsimiza cikar. Iyonize fragmanlarin ugus
zamanlart hesaplanarak, fragman biyikligi hakkinda yorumlanir. Bakteri
identifikasyonunda kisa siirede sonug veren standart bir yontem olarak kullanim alani
bulmus olup, antibiyotik duyarliligini test etmede heniiz bakteri identifikasyonu

kadar yayginlasmamustir (77).

MALDI-TOF MS karbapenemaz aktivitesini saptamak amaciyla da
uygulanabilmektedir. Karbapenem molekiilleri, karbapenem tuzlar1 (genellikle NaCl)
ve/veya karbapenem yikim iiriinlerinin karsilik geldigi pikleri igeren spektrumlarin
analiz edilmesi sonrasinda karbapenemaz aktivitesi hakkinda yorumlanabilmektedir.

Testin duyarlilik ve 6zgilliigiiniin %95°den fazla oldugu tespit edilmistir (78).
2.4.1.5.Karbapenem I¢eren Kiiltiir Ortamlarinin Kullanilmasi
Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae’larin asemptomatik tasiyicilarinin,

bu izolatlar1 hastanelerde enfeksiyon etkeni olarak yayilmasindaki kaynagi olarak

diistiniilmektedir. Bu yayilimin Onlenmesi amaciyla gastrointestinal tasiyicilik
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acisindan tarama yapilmasi O6nem arz etmektedir. Gastrointestinal taramanin
yapilmasi amaciyla, bazi kiiltiir yontemleri belirlenmistir. Bunlar in-house olarak
hazirlanabilen kat1 agar veya broth formundaki selektif besiyerleri veya ticari olarak

temin edilebilen agar besiyerleri olarak 6niimiize ¢ikmaktadir (79).

In-house gelistirilen yontemler bircok sekilde kullamilabilir. igine 10 pg
imipenem diski eklenmis triptik soy broth’a tarama yapilan 6rnegin konulmasi ve bir
gece inkiibasyonu sonrasi MacConkey agara subkiiltiiriiniin  yapilmasi bu

yontemlerin arasinda yer alir (80).

Imipenem, meropenem ve ertapenem disklerinin eklendigi veya 1 pg/ml
oraninda imipenem i¢ceren MacConkey agara taramasi yapilan drnegin pasajlanmasi

da in-house olarak gelistirilmis kiiltiir yontemleri arasindadir (81).

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae tasiyiciliginin taranmasinda ticari
olarak temin edilebilen kromojenik ve kromojenik olmayan besiyerleri de vardir. Bu
besiyerleri gram pozitif ve karbapenem duyarli bakterilerin inhibisyonunu saglayan
antibiyotikler ve Enterobacteriaceae’larin identifikasyonuna yardimci olan
kromojenik substratlar igermektedir. CHROMagar™ KPC, ChromID™ GSBL,
ChromID CARBA, SUPERCARBA ticari olarak mevcut besiyeri 6rnekleri olarak
verilebilir (79).

2.4.1.6. Carba NP Testi

Karbapenemlerin p-laktam halkasinin hidrolizinin tanimlanmasma dayal
hizli, duyarh, 6zgiil ve laboratuvara kolayca adapte edilebilen bir test olup, bu
yontemde lizis tamponu i¢inde hazirlanan bakteri siispansiyonu santrifiij edilir;
santrifiij sonras1 elde edilen, enzimatik bakteri siispansiyonu igeren siipernatant,
icinde imipenem, fenol kirmizis1 (pH indikatorii) ve ZnSOs karigimi bulunan
kuyucuklara inokiile edilir. Iki saat 37<C’de inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar renk

degisimi bakimindan degerlendirildikten sonra, karbapenemaz iireten bakteri
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siispansiyonu igeren kuyucuklarda, imipenemin hidrolizi sonrasinda pH degisimi

meydana gelir ve indikatoriin rengi kirmizidan sariya doner (82).

Carba NP testi karbapenemaz iireten bakterileri, karbapenem duyarl
bakterilerin yanisira baska mekanizmalar nedeniyle karbapenem direnci gosteren
bakterilerden ayirmasiyla da avantaj saglamaktadir ayrica, iki saat gibi kisa bir
stirede sonug¢ alinabilen Carba NP testinin duyarlilik ve ozgilliigii %100 olarak

bildirilmistir (82).

2.4.1.7.immiinokromatografi

Kromatografik bir kagit ilizerinde meydana gelen immiinolojik reaksiyon
prensibinden olusmaktadir. Bu yontemde karbapenemaz molekiiliine spesifik iki
farkli antikor uygulanmaktadir. Antikorlardan biri kromatografik kagit iizerinde,
digeri (isaretli antikor) ise Ornegin damlatildig1 ped lizerine emdirildikten sonra ;
ornek pedi lizerine test edilen materyal eklendiginde, isaretli antikorla, karbapenemaz
enzimi arasinda bir kompleks olusmakta, bu kompleks sivi 6rnekle birlikte hareket
ederck membran lizerinde immobilize halde bulunan antikorla temas etmekte;

sonugta bir immiinkompleks olusup renk degisimi ortaya ¢ikmaktadir (71).

2.4.2.Karbapenemazlarin Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi

Molekiiler yontemler karbapenemaz genlerinin kesin bir sekilde
belirlenmesinde halen altin standart olarak kabul gérmektedir. Bu tekniklerin bir¢ogu
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknolojisi 6rnek alinarak gelistirilmistir. -
laktamaz geninin tam identifikasyonunun gerektigi durumlarda ise biitiin kodlama
bolgesinin dizi analizi, PCR sonrasinda yapilabilmektedir. Ayni zamanda
hibridizasyon teknikleri de arastirma laboratuvarlar1 veya referans merkezler

tarafindan karbapenemaz genlerinin saptanmasinda uygulanmaktadir (83).
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Gliniimiizde  in-house = PCR  tabanli  testler = karbapenemazlarin
identifikasyonunda yaygin sekilde uygulanmaktadir. Sonug¢ verme siiresinin 4-6 saat
gibi kisa olmasimin yaninda, 6zgiillik ve duyarliliginin yiiksek olmasi sebebiyle bu

yontemler 6ne ¢ikmaktadir (83).

2.5. Cok lilaca Direncli Klebsiella pneumoniae Kaynakh Enfeksiyonlarda

Tedavi Secenekleri

Direngli bakterilerde mortalite artig1 bir¢ok ¢aligsmada bildirilmis olup; bunun
en Onemli sebebi direnc¢li suslarin viriilan olusundan ziyade baslangi¢ tedavisinin
uygun olmamasi, daha az etkili segeneklerin olmasi, daha toksik ilaglar kullanilmak
zorunda kalinmasi, uygun olmayan dozlarda ve etkili tedavinin gecikerek baslaniyor
olmasi seklinde dzetlenebilir. Bir ¢calismada uzun siireli bakim {tinitelerinden gelen
hastalarin %49'unun, direngli bakterilerle enfekte olup uygunsuz baslangic tedavileri
aldiklar1 tespit edilmistir (84).

Bakterilerde ¢ok ilaca direncin tanimlanmasinda son yillarda bir terminoloji
kargasast yasanmis olup; son zamanlarda ¢ogunlukla kabul edilen goriis "¢ok ilaca
diren¢ (multiple drug resistance, MDR)" ifadesi sefalosporin (sadece seftazidime
veya sefepime), aminoglikozid, florokinolon, karbapenem ve piperasilin grubu
antibiyotiklerde en az ii¢ grup antibiyotige direngli patojenler i¢in kullanilmasi
seklindedir. "Extreme drug resistance (XDR)" kolistin ve tigesiklin hari¢ tim
antibiyotiklere direngli patojenler, panrezistan (PDR) ise kolistin ve tigesiklin dahil

tiim antibiyotiklere direngli patojenler i¢in kullanilmasi kabul gérmiistiir (85, 86).

GSBL  ireten Klebsiella spp.  suslarinda  (asinr  AmpC  enzimleri
tireten Enterobacteriaceae tiirleri dahil) tedavi segenekleri arasinda karbapenemler
ve tigesiklin bulunmaktadir. Karbapenemaz {iretimi durumunda karbapenemler,
penisilinler ve sefalosporinlere diren¢ gelismekte, beraberinde aminoglikozid ve
kinolon diren¢ mekanizmalar1 da tasinmakla birlikte; karbapenemaz pozitif suslarda

secenekler polimiksinler ve tigesiklin olmaktadir (87). Metallo-beta-laktamazlar:
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VIM, IMP, NDM-1 (New Delhi metallo-beta-laktamaz) aztreonam hari¢ tiim beta-
laktamlar1 inhibe ederken, non-metallo-beta-laktamazlar; KPC, OXA-48 igin
aztreonam duyarliligi bulunmamaktadir. Tedavi segeneklerinden olan tigesiklinin,
diisiik kan diizeyi sebebiyle bakteriyemilerde ve ciddi enfeksiyonlarda kullanimi

tavsiye edilmemektedir.

Ingiltere'de 81 karbapenemaz pozitif enterobakter susunda tedavi
seceneklerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, kloramfenikol, siprofloksasin ve
nitrofurantoin duyarliligi %25'in altinda tespit edilirken, kolistin duyarlilig1 %92.6
olarak tespit edilmis olup fosfomisine ise suslarin %60.5'i duyarli tespit edilmistir
(7/7TE.  coli, 16/20 Enterobacter ve Citrobacter spp.,  25/52 Klebsiella spp.).
Tigesiklin duyarliligt %46.9, bir beta-laktam olan temosilin duyarlilig1 ise %4.9
olarak tespit edilmistir (29).

Yukarida anlatilan calismada da goriildiigii iizere karbapenem direncgli K.

pnomoniae suslarinda en etkili ve ilk secenek tedavi olarak kolistin 6ne ¢ikmaktadir.

2.6. Kolistin

Kolistin polimiksin ailesinin bir iiyesi olmakla birlikte, polipeptid yapidadir.
Polimiksin ailesinin Polimiksin B ve Polimiksin E (kolistin) olmak {izere iki
parenteral formu bulunmaktadir. Kolistin, Basillus polymyxa subspecies
colistinus’tan {iretilen, 10 aminoasitten olusan hidrofilik polikatyonik peptit zinciri
ve bir hidrofobik yag asit kuyrugundan olusan, 1200 Da agirliginda bir molekiil
olarak karsimiza ¢ikar (15, 16).

Kolistinin iki ticari formu vardir. Bunlardan biri kolistimetat sodyum (CMS)
ve digeri kolistin siilfat’tir. CMS kolistin siilfata gére hem etkinligi hem de toksisitesi
daha az olan bir molekiil olup; kolistin siilfatin oral, topikal ve inhaler formlar1
bulunur. Ancak oral biyoyararlanimi olmamasi nedeni ile daha c¢ok barsak
dekontaminasyonu sebebiyle kullanilir. CMS inaktif bir 6n ilag¢ olup, aktif kolistine

donmesi i¢in in vivo ortamda hidroliz olmasi saglanmalidir (16). Kolistimetat
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sodyum, kolistin siilfatla kiyaslandiginda daha az terapétik etkinlige ve yan etkilere
sahiptir, Ornegin; kolistin siilfat ve polimiksin B ile karsilastirildiginda
nefrotoksisitesi daha azdir. CMS ve polimiksin B’nin inhaler formu birgok iilkede
kullanilmakla birlikte; CMS bir¢ok iilkede (Kuzey ve Giliney Amerika, Asya,
Avrupa, Avusturalya) kullanilirken polimiksin B’nin paranteral formu Amerika,

Brezilya ve Singapur’da kullanilmaktadir (88).

[k defa 1947 yilinda iiretimi gerceklesen polimiksinler, 1950 ve 1980 yillari
arasinda kullanilmis, ancak daha sonra goriilen nefrotoksik yan etkileri nedeniyle
yerini farkli ajanlara birakmis ve uzun yillar kistik fibrozisli hastalarin tedavileri
disinda kullanilmamislardir. Ancak son yillarda giderek artis gosteren direngli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar ve bu durumda kullanilabilecek
antibiyotiklerin smirli olmasi, tedavide polimiksinlerin tekrar kullanima girmesini
saglamistir. Calismalarin ¢ogu ¢ok ilaca direngli (MDR) A.baumannii ve
P.aeruginosa kaynakli enfeksiyonlara ait olmakla birlikte; karbapeneme direngli K.
pneumoniae enfeksiyonlarina ait daha az ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda
standart bir metodoloji bulunmamasina karsin her birinin igerdigi sonuglar ve

kazanilan deneyimler kabul edilebilir seviyededir.

Polimiksinler 1960’11 yillarin erken donemlerine kadar ciddi gram negatif
bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktayken, o yillarda P.aeruginosa
kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir ajan olan gentamisin gibi
aminoglikozidlerin kullanima girmesinin ardindan daha az tercih edilmis daha sonra;
1980°’li yillarin basinda nefrotoksik etkilerinin daha iyi anlagilmasindan sonra
polimiksinler daha c¢ok rezerv konumunda tutulmaya baslanmis ve kullanimlari
gereginde daha ¢ok topikal ya da oral olarak kullanilmiglardir (89). Bununla birlikte
son donemlerde giderek artan cok ilaca direngli enterik bakteri, panresistant
Acinetobacter ve P.aeruginosa enfeksiyonlarmnin ardindan parenteral polimiksin

kullanimi tekrardan yiikselis gostermistir (90).
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2.6.1. Etki mekanizmasi

Kolistin etki mekanizmasi tam net olmamakla birlikte ‘self-promoted’ teorisi
kabul gormistiir (91). Kolistin gram-negatif bakterilerin sitoplazmik membranina
etki edip, dis membranda bulunan anyonik yapidaki LPS’e baglanir daha sonra
kolistin LPS’in stabilizasyonunda gérevli Ca*? ve Mg*? kopriileri ile yer degistirmek
igin yarisir bunun neticesi olarak Mg*? ve Ca™ yer degisimi sonucu dis membranda
gecirgenlik bozulur ve bakteri oliir (92) (Sekil 2). Kolistinin antibakteriyel 6zeliginin
yaninda anti endotoksin Ozelligi de bulunmaktadir (92). Yapilan bir ¢aligmada
Mycobacterium smegmatis’'te  NADH dehidrogenaz (NDH-2) ve malat:kinon
oksirediiktaz (MQO)’e kars1 polimiksin B’nin inhibitér etkisi raporlanmistir. Gram-
negatif bakteriler i¢in herhangi bir enzimatik aktivite tespit edilmemistir (91).

Kolistinin konsantrasyon bagimli bakterisidal etkisi bulunmaktadir(93).

- COLISTIN
2 +
+
Ar + ~
/ -+ “1,
2 [ | + B 2+
. % 3 L (’N’ 1 + o4 Mg Displacement of
5 &5 & et - T YO (B Ca cationic peptides
OUTER MEMBRANE
X <1
Lo Peptidoglycan
INNER MEMBRANE
PBP

CYTOSOL

Sekil 2: Bakteri membraninda kolistinin aktivitesi (92)
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2.6.2. Antimikrobiyal aktivite

Kolistin dar bir antibakteriyel spektrum igerir. Enterobacteriaceae ailesinin

biiyiik bir kismina, Acinetobacter spp. ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi etkin

olmak ile birlikte, gram-pozitif bakterilere, gram-negatif koklara, bazi anaerobik

bakterilere, mantar ve parazitlere kars: yoktur. Tablo 4’de etki spektrumu verilmistir.

Kolistinin Mycobacterium xenopi,

Mycobacterium fortiutum, Mycobacterium

intracellulare, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium phlei ve Mycobacterium

smegmetis gibi baz1 mikobakteri tiirlerine karsi etkin oldugu raporlanmistir (93).

Tablo 4: Kolistin etki spektrumu (93)

Enterobacteriaceae | Pseudomonas | Diger gram | Anaerobikler
negatif
basiller
Duyarl E. coli P. aeruginosa | Acinetobacter | B.
Bakteriler | Citrobacter P. fluorescens | S. maltophilia | melaninogenicus
Klebsiella P. putida Moraxella B. oralis
Enterobacter H. influenza
Salmonella Bordetella
Shigella Pasteurella
L.
pneumophila
Direncli Proteus B. V. cholerae B. fragilis
Bakteriler | Campylobacter pseudomallei | V. eltor

Providencia
Morganella
Serratia
Brucella

Nocardia
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2.6.3. ilacin atihnm

Kolistimetat sodyum bir 6n ilag olup, %60’1 glomeriiler filtrasyon ile
bobreklerden atilip; diger kismi ise hidrolize olarak aktif olan kolistine doniisiir.
Hidroliz iglemi viicut 1sisinda veya in-vitro test islemlerinde olusabilir (94). Renal
yetmezlik durumunda CMS’nin renal atilim1 azalacagi icin aktif form olan kolistinin
diizeyi yiikselir ve yarilanma omrii uzar bunun sonucunda; Kkolistin bobreklerde
tiibiiler yeniden emilime ugrar ve esas olarak bobrek disi1 yollarla etksizlestirilir.
Kolistin etkisizlestirilmesinin ~ %1’den az kismi renal yolla olur (95). Ancak

etkisizlestirme mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamustir.

2.6.4. Kullanim sekli

Piyasada kolistimetat sodyum veya baz kolistin igeren farkli formiillerin
varlig1 ve dozaj olarak bazi iirlinlerin miligram (mg) bazilarinin ise uluslararasi {inite
(IU) birimlerini kullanmasindan kaynaklanan dozlarda farkliliklar olmus olup;
yaklasik olarak 1 mg baz kolistin, 2,67 mg kolistimetat sodyumdur. Saf kolistin i¢in
1 mg 30.000 IU'ye esit iken, 1 mg kolistimetat sodyum 12.500 IU’a esittir (96).
Ulkemizde ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde kolistimetat sodyum, bdbrek
fonksiyonlari normal olan hastalarda 2,5-5 mg/kg/glin (mak