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OZET

Giris ve Amag: Karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae kokenleri, karbapenem
direncli ve mortalitesi yiksek enfeksiyonlara neden olmakta ve her gecen giin bu
bildirimlerin sayis1 artmaktadir. Yeni antibiyotik ¢alismalarinin istenilen etkinlikte
olmamasi ve karbapenem gibi son segenek ilaglara karsi direng gelisimi tedavideki
alternatifleri oldukca daraltmistir. Oyle ki endikasyon ve toksisite endisesi ile sik
kullanilmayan tedavi rejimleri giindeme gelmistir. Calismamizda, karbapenemaz
Ureten  Enterobacteriaceae  suslarinda etkili olabilecek antibiyotikler ve
kombinasyonlarinin in vitro etkinligi arastirilarak, tedavideki bu ¢ikmazlar igin yol
gosterici  verilerin eldesi amacglanmistir. Bu dogrultuda karbapenemaz (reten
Klebsiella pneumoniae suslarinda; aztreonam, avibaktam, apramisin, seftolozan/
tazobaktam ve kolistin gibi antibiyotikler ile bunlarin bazi kombinasyonlarinin in
vitro etkinligi arastirilmustir.

Gere¢ ve Yontem: Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapilan rektal struntli tarama kulttrlerinden ve
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen suslar igerisinden karbapenem direncli olup
karbapenemaz irettigi saptanan ve yaygin ilaca direngli olan Enterobacteriaceae
ailesine ait 38 K. pneumoniae susu ¢alismaya dahil edildi. Bakteri tanimlama ve
antibiyotik duyarlilik calismalar1 VITEK 2® (bioMerieux, Fransa) otomatize sistemi
ve broth mikrodilusyon yontemi ile yapildi. Karbapenemaz iiretimi, fenotipik olarak
Modifiye Hodge Testi ile genotipik olarak da real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
yontemi (Gene Xpert Carba-R kiti, Cepheid, ABD) ile belirlendi. Suslarin timinde
aztreonam+avibaktam kombinasyonu ve kolistin direngli 26 susta ise
kolistin/apramisin ~ kombinasyonu  checkerboard  yontemi ile  c¢alisild.
Seftolozan/tazobaktam kombinasyonunun etkinligi gradiyent strip test (Liofilchem®,
Italya) ile belirlendi.

Bulgular: Aztreonam ve avibaktam, tek baslarina tiim suslarda yiiksek MIK
degerlerine sahip olup, tim suslar aztreonama direngli saptandi. Buna ragmen

aztreonam-avibaktam kombinasyonunun tiim suslarda sinerjik etkinliginin oldugu



belirlendi. Aymi zamanda aztreonamimn kombinasyon MIK degerlerinin EUCAST
sinir degerine gore %94.7 oranda duyarlilik smir araliginda oldugu go6zlendi.
Seftolozan/tazobaktam kombinasyonuna karsi sadece 2 sus duyarli iken 36 sus
direngli bulundu. Apramisin tek basina, suslarin 30/38’unda (%79) etkili iken 8 sus
(%21) direngli bulundu. Kolistin direngli 26 susun Checkerboard yontemi ile yapilan
sinerji ¢alismasinda kolistin ve apramisin kombinasyonu, suslarin 4’iinde sinerjik
(%15.3), 8’inde antagonist (%30.7), 14’linde ise aditif (%54) etkili olarak tespit
edildi.

Sonug: Aztreonam-avibaktam kombinasyonunun, metallo-beta-laktamaz da dahil
olmak (zere karbapenemaz ureten K. pneumoniae suslarinda in vitro sinerjik
etkinliginin yuksek ve tedavide olduk¢a umut vaadedici oldugu gorilmiistiir. Kolistin
direngli suslarda denenen kolistin/apramisin kombinasyonunun sinerjik etkinligi
diisiik bulundu. Buna ragmen apramisinin tek basma bu suslarda diisik MIK
degerlerine sahip olmasi, klinik aragtirmalar ve tedavi igin potansiyel
olusturmaktadir. Bu ilaglar, kisith tedavi segeneklerine sahip oldugumuz
karbapenenemaz (Ureten Enterobacteriaceae suslarnda yeni tedavi segenekleri
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Karbapenemaz (reten Enterobacteriaceae, Klebsiella

pneumoniae, aztreonam-avibaktam, seftolozan/tazobaktam, apramisin, kolistin



SUMMARY

Introduction and Aim: Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae strains cause
carbapenem-resistant infections with high mortality, and the number of these reports
Is increasing with each passing day. The fact that new antibiotic studies do not have
the desired efficiency and the development of resistance to the last choice drugs such
as carbapenem have restricted the alternatives in treatment. Therefore, the treatment
regimens that are not frequently used due to the indication and toxicity concerns have
come to the fore. In this study, it was aimed to obtain guiding data for these
dilemmas in treatment by investigating the in vitro efficacy of antibiotics and their
combinations which may be effective in carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae strains. Accordingly, the in vitro efficacy of antibiotics, such as
aztreonam, avibactam, apramycin, ceftolozane/tazobactam and colistin, and some
combinations of them in Carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae strains
was investigated.

Material and Method: From among the strains isolated from rectal swab screening
cultures and various clinical specimens performed in Sakarya University Training
and Research Hospital Medical Microbiology Laboratory, 38 K. pneumoniae strains
of the Enterobacteriaceae family, which are resistant to carbapenem, found to
produce carbapenemase and are resistant to extensive drugs were included in the
study. Bacterial identification and antibiotic susceptibility studies were performed by
the VITEK 2® (bioMerieux, France) automated system and broth microdilution
method. Carbapenemase production was determined phenotypically by the Modified
Hodge Test and genotypically by real-time Polymerase Chain Reaction method
(Gene Xpert Carba-R kit, Cepheid, USA). The aztreonam+avibactam combination in
all strains and the colistin+apramycin combination in colistin resistant 26 strains
were studied by the checkerboard method. The efficacy of ceftolozane/tazobactam
combination was determined by the gradient strip test (Liofilchem®, Italy).

Results: Aztreonam and avibactam had high MIC values in all strains alone, and all
strains were found to be resistant to aztreonam. However, it was determined that

aztreonam-avibactam combination had synergistic activity in all strains. It was also
Xi



observed that the combination MIC values of aztreonam were in 94.7% sensitivity
threshold range according to the EUCAST threshold value. Only 2 strains were
susceptible to ceftolozane-tazobactam combination, 36 strains were found to be
resistant. While apramycin was alone effective in 30/38 (79%) of the strains, 8
strains (21%) were found to be resistant. In the synergy study of colistin-resistant 26
strains performed by the checkerboard method, it was determined that the colistin
and apramycin combination had a synergistic effect in 4 (15.3%) of the strains, an
antagonist effect in 8 (30.7%) of them and an additive effect in 14 (54%) of them.

Conclusion: It was observed that aztreonam-avibactam combination had a high in
vitro synergistic activity in carbapenemase-producing K. pneumoniae strains,
including metallo-beta-lactamase, and was very promising in treatment. The
synergistic activity of the colistin/apramycin combination tested in colistin-resistant
strains was found to be low. Nevertheless, the fact that apramycin has low MIC
values in these strains alone constitutes a potential for clinical studies and treatment.
These drugs may be new treatment options in carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae strains with limited treatment options.

Keywords: Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae, K. pneumoniae,

aztreonam-avibactam, ceftolozane-tazobactam, apramycin, colistin
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1. GIRIS VE AMAC

Enterobacteriaceae, Proteobacteria filumu, Gammaproteobacteria sinifinda yer alan
gram negatif fakiiltatif anaerob, ¢comak sekilli, endospor form olusturmayan bakteri
ailesidir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68004755 Erisim tarihi: 10.10.2018).
Bu grubun Gyeleri, bir dizi farkli ekolojik nis i¢ermektedir. Toprak, su, bitkiler,

bdcekler, hayvanlar, insanlar dahil canli organizmalarla ve gevreyle iliskili olarak
bulunmuslardir. Insan ve hayvanlarin intestinal florasinda sik¢a rastlanan bu bakteri
ailesi, klinik orneklerden de enfeksiyon etkeni olarak sik¢a izole edilmektedir.
Bakteriyemilerin (%30-35), triner sistem enfeksiyonlarinin (%70) ve intestinal
enfeksiyon gibi birgok enfeksiyon hastaliklarinin etkeni olarak karsimiza
cikmaktadirlar. Salmonella Typhimurium, Shigella turleri, Yersinia pestis gibi insan
normal florasinda olmayan patojenlerin yan1 Sira Escherichia coli (E. Coli),
Klebsiella pneumoniae (K. Pneumoniae) ve Proteus mirabilis gibi insan florasinda
olup enfeksiyonlara neden olan turler mevcuttur (Basustaoglu ve ark. 2014). Bu
enfeksiyonlar, toplum kaynakl basit enfeksiyonlardan saglik bakimla iliskili firsatgi,
komplike, tedavisi zor enfeksiyonlara kadar genis bir klinik tablo olusturabilirler.
Ozellikle saglik bakimla iliskili/hastane enfeksiyonlarinda artan antimikrobiyal ilag
direnci, morbidite ve mortalitenin artmasina neden olmaktadir. Son yillarda siklig
artan, toplum kaynakli ve saglik bakimla iligkili (cerrahi islemler, cihaz kullanima,
yogun bakimda uzun siire kalma, immiinsupresyon gibi) enfeksiyonlara neden olan
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) Ureten Enterobacteriaceae suslari,
karbapenem disindaki ¢ogu beta-laktam antibiyotikleri hidrolize edebilmektedir.
Hayat1 tehdit eden bu enfeksiyonlarin tedavisinde mecburen ve nihai olarak
bagvurulan antibiyotikler de karbapenemler olmaktadir (imipenem, meropenem,
ertapenem vb.). Yakin zamanlarda ise karbapenemleri hidrolize eden karbapenemaz
enzimine sahip Enterobacteriaceae suslar1 ortaya ¢ikmistir. Bu da karbapenemlerin

etkilerinin zayif oldugu, mortalitesi yiiksek, yogun ve gesitli antibiyotiklerle tedavi
1
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edilmeye c¢alisilan enfeksiyonlari beraberinde getirmistir (Falagas et al. 2014,
Nabarro et al. 2015). Baslangicta saglik bakimla iligkili enfeksiyonlarda goriilen bu
karbapenem direncgli suglar, toplum kaynakli enfeksiyonlarda da ortaya ¢ikmaya

baslamistir (Khatri et al. 2015, Van Duin et al. 2016).

Cesitli salgilar ve kiiresel sporadik vakalarla karbapenem direngli suslarin yayilima,
direng¢ mekanizmalarinin arastirilmasi, direngli suslarla kolonize hastalarin
izolasyonu ve etkin tedavi arayislart gibi caligmalart beraberinde getirmistir.
Karbapenemaz ireten Enterobacteriaceae (KUE) suslarinda ilave direng
mekanizmalarmin varligr florokinolon ve aminoglikozid gibi beta-laktam dis1
antibiyotiklere karsi da direng fenotiplerine neden olmaktadir. Geri kalan terapotik
secenekler (kolistin, tigesiklin, fosfomisin vb.), etkinlik ve toksisite profilleri
konusundaki endiselere bagli olarak yetersizdir (Van Duin et al. 2013, Morrill et al.
2015). Tidm bu sorunlar tedaviye iliskin yeni ajanlarin ve kombinasyon terapilerinin
arastirilmasi ihtiyacin1 zorunlu hale getirmistir. Yeni antibiyotiklerin istenilen
maliyet, etkinlik ve hizda gelistirilememesi, bakteri direng mekanizmalarinin
irdelenmesi ve mevcut tedavileri bu direng mekanizmalarin1 hedefleyerek kullanma
ve kombine etme egilimini 6n plana ¢ikarmaktadir. Literatirde de bu konuyla ilgili
cok sayida alternatif tedavi arayislari ve denenen ¢esitli tedavi segenekleriyle ilgili

calismalar mevcuttur.

Bu tip enfeksiyonlarin tedavisinde, toksisitesine ragmen diisiik minimal inhibitor
konsantrasyona sahip olma olasilig1 olan ajanlar arasinda yer aldigindan dolay:
kolistin kullanim1 giindeme gelmistir. Ancak bu ilaca direng gelisimini 6nlemek igin
tek bagina kullanilmamasi ve uygun antibiyotiklerle kombine kullanilmasin1 Oneren
bazi ¢alismalar mevcuttur (Petrosillo et. al. (2008). Tedavide alternatif diger bir
antibiyotik grubu aminoglikozidlerdir. Aminoglikozidlerin, toksisitelerinin fazla
olmasi ve ilave diren¢ mekanizmalari ile karsilagsmalarindan dolay: etkin tedavide yer
bulmalart giic goriinmektedir. Ancak veterinerlik alaninda kullanilan bir
aminoglikozid olan apramisin, diger aminoglikozidlerden molekiil yapisi nedeniyle
ayrilmaktadir. Bu molekiil yapisi, nefrotoksisitesi ve ototoksisitelerinin diger
aminoglikozidlere (amikasin ve gentamisin vb.) oranla az olmasini saglamaktadir.

Ayn1 zamanda bakteryel ribozomal mutasyonlardan ve bakteriler tarafindan yaygin

2



olarak dretilen modifiye edici enzimlerden daha az etkilenmeleri nedeniyle
aminoglikozid direngli suslarda etkili olabilmektedir (Matt et al. 2012). Dolayisiyla
coklu ilaca direncli/multi-drug rezistans bakterilere karsi etkin ve daha az toksik

tedavi sunabilecegi i¢in arastirmaya deger bir ajan olarak goriilmektedir.

Beta-laktamaz iireten suslarin tedavisindeki olagan ve sikg¢a kullanilan
alternatiflerden biri de etkili bir beta-laktamaz inhibitori ile bir beta-laktam
antibiyotigin kombine kullanilmasidir. Avibaktam da bu sebeple gelistirilmis yeni bir
beta-laktamaz  inhitoridir ve metallo-beta-laktamaz  (MBL)  haricindeki
karbapenemaz enzimlerini (OXA-48 ve KPC dahil) inhibe edebilme yetenegine
sahiptir. Seftazidim/avibaktam kombinasyonu Avrupa ve Amerika’da onay almis ve
genis sirveyans c¢alismalarinda kullanilmistir. Bu kombinasyonda avibaktam
seftazidimin, OXA-48 ve KPC gibi karbapenemaz ve GSBL enzimlerini Ureten
suslara kars1 etkin olmasini saglamaktadir (Sader et al. 2015, De Jonge et al. 2016).
Bu etkilerinden dolay1 avibaktamin, MBL iireten suslara kars1 etkili olma potansiyeli
olan aztreonam gibi diger bir ajanla kombinasyonu, MBL Ureten suslar1 da kapsayan
bir tedavi icin potansiyel olusturmaktadir (Nordmann et al. 2011).

Coklu ilaca direncli Enterobacteriaceae ve antipsédomonal sefalosporinlere direngli
Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlar i¢in olusturulan bir diger beta-laktam/beta-
laktamaz inhibitorii kombinasyonu da seftolozan/tazobaktam olup diren¢ siirveyans

kapsaminda bu ilagla ilgili genis ¢alismalar yapilmistir (Shortridge et al. 2018).

Bu uzmanlik tezi g¢aligmasinda, karbapenemaz ureten ve yaygin ilaca direngli/
extensively drug-resistant (YID/XDR) olan Enterobacteriaceae ailesine ait K.
pneumoniae suslarinda; aztreonam, avibaktam, seftolozan/tazobaktam, kolistin,
apramisin gibi antibiyotiklerin ve bazi kombinasyonlarmin in vitro etkinligi
arastirilarak bu tip direngli mikroorganizmalarla olugsmus enfeksiyon hastaliklarinin

tedavisinde kullanim potansiyelleri ile ilgili verilerin elde edilmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KARBAPENEMAZ URETEN ENTEROBACTERIACEAE

Enterobacteriaceae, insan mikrobiyomunda sik¢a bulunur ve en sik goriilen insan
patojenleri arasindadir. Sistit, piyelonefrit, septisemi, pndmoni, peritonit, menenjit,
yumusak doku enfeksiyonlar1 ve Kateter iliskili enfeksiyonlar gibi toplum veya
hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olur. Insanlar arasinda kontamine eller,
yiyecekler ve su ile kolayca yayilabilirler. Ayrica bu ailenin iiyeleri ¢ogunlukla
plazmidler ve transpozonlarin aracilik ettigi yatay gen transferi yoluyla genetik
materyal elde etme egilimindedirler (Nordmann et al. 2011). Karbapenem direngli
Enterobacteriaceae izolatlari, diinya c¢apinda biiyiik oranda bu bakterilerin
karbapenemaz genlerini kazanmasi sonucu olarak ortaya ¢ikmistir (Queenan and
Bush, 2007). Ozellikle Saglik bakim iliskili enfeksiyonlar olmak (izere KUE
prevalansi son yillarda artmig ve CDC tarafindan 6nlenmesi gereken acil bir halk
saglhig tehdidi olarak taninmistir. Yine CDC’nin tahminine gére Amerika Birlesik
Devletleri'nde her yil en yaygm iki KUE tipi olan Klebsiella tirleri ve Escherichia
tirleri tarafindan 9000'den fazla saglik bakim iligkili enfeksiyon meydana

gelmektedir (CDC, 2013).

Ulkemizdeki ¢alismalar smirli olsa da epidemiyolojik durumu i¢ agic
gozikmemektedir. Avrupa KUE siirveyans grubunun 2015 yilinda yaymladig
raporda iilkemiz Avrupa’da Italya ve Yunanistan’la beraber endemik bolgeler
arasinda  gosterilmistir  (European  Survey of  Carbapenemase-Pruducing
Enterobacteriaceae (EuUSCAPE) working group 2015). KUE suslarmnin neden oldugu
enfeksiyonlar, tedaviye bagl olarak yiiksek mortalite oranlarina (%18-%48) sahip
oldugu i¢in endise verici olmaktadir (CDC, 2013). Bu sonuclar, etkin tedaviye gec

baslama, mevcut kisith tedavi segenekleri, farmakolojik smirlamalar ve KUE



enfeksiyonlarina sahip hastalarin genellikle eslik eden 6nemli morbidite faktorlerine

sahip olma egilimiyle baglantili olabilmektedir (Akova et al. 2012).

2.2. ENTEROBACTERIACEAE TURLERINDE DIRENC SORUNU VE
DIRENC MEKANIZMALARI

Enterobacteriaceae suslarinda direng, ¢ogu farkli tiirler ve hatta farkli cinsler dahil
kaynak hicrelerden alinan ve plazmidlere aktarilan, daha sonra da hiicreler arasinda
aktarilabilen "mobil" genler nedeniyle kazanilmaktadir. Bu mobil genler tek
antibiyotik sinifina karst direnci temsil edebildigi gibi bazi plazmidler birgok
antibiyotige karsi direng genlerini bir arada bulundurabilmektedir (Galimand et al.
2003). Bununla birlikte, kromozomal genlerdeki mutasyonlar da direng olusumu igin
Oonem tasimaktadir. Bu diren¢ mekanizmalar1 arasinda beta-laktamaz Gretimi,
aminoglikozid modifiye edici enzimler, efluks pompalari, gegirgenligin azaltilmasi
ve hedef bolgelerin modifikasyonlar1 gibi direng mekanizmalart yer almaktadir

(Nordmann et al. 2011, Partridge 2015).

Diren¢ mekanizmalarma sahip bakterilerin olusturduklar1 direng paternleri,
literatirde MDR/CID (multi-drug resistant, coklu ilaca direncli), XDR/YID
(extensively drug-resistant, yaygin ilaca direngli), PDR (Pan-drug resistant) gibi
terimlerle ifade edilebilmektedir. Sabit tanimlar1 olmasa da genel kullanimda ve
standardizasyon c¢alismalarinda; MDR/CID, 3 veya daha fazla antimikrobiyal
grubundan ajanlara, XDR/YID, 1-2 antimikrobiyal simif disindaki tiim antimikrobiyal
siniflara, Pan-drug resistant ise tiim antimikrobiyal siniflara karsi direng paternini

ifade etmek i¢in kullanilmaktadir (Magiorakos et al. 2012).

Beta-laktamazlar, beta-laktam antibiyotikleri  hidroliz  ederek  (penisilin,
sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler) beta-laktam direncine neden olan
300°den fazla Gyesi bulunan biiyiik bir enzim grubunu tanimlamaktadir. Enzim
yapilarindaki aminoasit ve aktif bolge farkliliklarindan dolayr Ambler siniflamasina
gore simif A, B, C ve D grubu beta-laktamazlar olarak siniflanan bu gruplarda,
penisilinazlar, GSBL, Amp C ve karbapenemazlar gibi enzimler yer alir (Ruppé et al.
2015). GSBL, Amp C gibi beta-laktamazlar, penisilin ve sefolasporin direncine
neden olurken, karbapenemaz o6zelligi olan KPC, OXA-48, NDM-1 gibi beta-
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laktamazlar, sefalosporinlerin yani sira karbapenemleri de hidrolize ederek
karbapenem, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinde yiikselmeye ve
karbepenem direncine neden olurlar. Karbapenem direncine neden olan bir diger
mekanizma ise Amp C veya GSBL enzimlerinin Uretimi ile geg¢irgenligin azalmasina
neden olan diren¢ mekanizmalarinin (porin kaybi, efflux pompasi gibi) birlikte

oldugu bilesik mekanizmalardir (Partridge 2015, Ruppé et al. 2015).

Enterobacteriaceae izolatlarindaki aminoglikozid direnci, esas olarak aminoglikozid
modifiye edici enzimlerin aktivitesine (aminoglikozid fosfotransferaz, aminoglikozid
nikleotidiltransferaz ve aminoglikozid asetiltransferaz) baghdir. Bu enzimler,
aminoglikozidlerin yapilarin1 degistirerek aktivitelerini engellerler (Ruppé et al.
2015). Aminoglikozid direncinde diger bir 6nemli mekanizma da 16S RNA’ daki
metilasyon sonrasi hedef molekiildeki degisiklige bagli olarak aminoglikozidlerin bu
bolgeye afinitelerinin azalmasidir. ArmA ve Rmt gibi metilaz enzimleri bu yolla
genis spektrumlu aminoglikozid direncine neden olmaktadir (Galimand et al. 2003).
Yine effluks pompalar1 da hiicre igine giren aminoglikozidleri aktif tasima ile digar
atarak aminoglikozid direncine neden olabilmektedir (Garneau-Tsodikova and Labby
2016).

Enterobacteriaceae ailesinde kinolon direnci ise genellikle DNA giraz ve
topoizomeraz 1V kodlayan genlerdeki (sirasiyla gyrA ve parC) kromozomal
mutasyonlardan sonra ortaya cikar ve her mutasyon MIiK degerlerinde yiikselmeye
neden olur. Boylelikle, tek bir mutasyona sahip olan suslar, florokinolonlara duyarli
goriinebilir, ancak kinolonlara karsi oldukga direngli olabilir (Hooper and Jacoby,
2015). Bu fenotip, ozellikle bakteriyel yiik fazla oldugunda ve florokinolon
monoterapisi altinda, yiiksek seviyeli florokinolon direnci olan mutantlarin ortaya
¢ikmasini kolaylastirmaktadir (Jacoby 2005). Kromozomal mutasyonlar, ayrica
effluks pompalarinin asir1 ekspresyonuna neden olarak gecirgenliginin azalmasina
dolayisiyla da duyarliligin azalmasina yol acabilmektedir (Ruppé et al. 2015). Ayrica
diger antibiyotik gruplarina direngle kinolon direnci birlikteligi sik goriilmektedir.
Plazmid kaynakl direncler de kinolon direncinde rol almakta olup buna 6rnek olarak
AAC(6")-Ib-cr gibi aminoglikozid modifiye edici enzim kodlayan genetik elementin

ayn1 zamanda siprofiloksasin direncine neden olan mutasyonlar1 icermesi verilebilir
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(Strahilevitz et al. 2009). Florokinolon direncinin plazmid kaynakli yapilarinin
siklikla GSBL ile iliskili oldugu da dikkate degerdir (Filippa et al. 2013).

Onemli bir direng fenotipi olan kolistin direnci, daha ¢ok bakteri dis membran
polaritesini diizenleyen genlerdeki mutasyonla iligskilendirilmektedir. Bu mutasyonun
aktivitesi sonucunda kolistinin hedefi olan lipopolisakkarit yapidaki degisikliklere
bagli olarak kolistinin etkinligi azalmaktadir. Buna ilaveten K. pneumoniae
suslarindaki kapsiiliin de kolistin duyarliligini etkiledigi diistiniilmektedir. Ayrica son
yillarda tanimlanan plazmid kaynakli mobilize kolistin direng geni (MCR-1),
direncin yayiliminda tehdit olusturmaktadir. Bu genin aktivitesi de yine lipit A
icerigini degistirip kolistinin afinitesinin azalmasina neden olmaktadir (Caniaux et al.
2017). Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp. ve Morganella spp. gibi
Enterobacteriaceae cinsleri, kolistine intrinsik direngli olduklarindan bu
bakterilerdeki karbapenem direnci, tedavi segenekleri agisindan daha da olumsuz bir
tablo  olusturmaktadir ~ (Nordmann et al. 2011). Kolistin  direncli
Enterobacteriaceae'nin, 6zellikle de K. pneumoniae'nin yayilimi, karbapenem direnci
yiiksek prevalansli ve yiksek hacimde kolistin tiiketimine sahip yogun bakimlarda
endige vericidir (Zagorianou et al. 2012). Artan kolistin kullaniminin ayni zamanda
kolistine intrinsik direcli Enterobacteriaceae suslari ile enfeksiyonlarin goriilme
sikligint artirdigr diisiniillmektedir. Nitekim literatiirde artmis kolistin kullanimina
bagli Serratia marcescens enfeksiyonlariin neden oldugu salgin raporlari mevcuttur
(Merkier et al. 2013). Bununla birlikte, kolistin direngli izolatlarin, Kkolistin
tedavisinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikabilecegi de gosterilmistir (Chen et al. 2011).
Kolistinle ilgili genis katilimli global bir siirveyans ¢alismasinda intrinsik direngli
bakteriler disindaki Enterobacteriaecea suslar1 lizerinde duyarlilik testleri ¢aligilmas,
beta-laktamaz iiretimi ile kolistin direnci arasinda korelasyon oldugu vurgulanmustir.
Aym zamanda bu calismada bazi lkelerde kolistin direng oranlarmnin %5’e, KUE
suslarinda ise bu oranin %12’ye kadar yiikseldigi bildirilmistir. Bu ¢alismada
tilkemizle ilgili kolistin diren¢ oraninin %2-3 arasinda oldugu bildirilmistir (Bradford
et al. 2015).

Saglik bakim iligkili enfeksiyonlarda, kolistin direnci dogal olarak daha da fazla
olmaktadir. Nitekim {ilkemizde yapilan bir calismada saghk bakim iligkili
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enfeksiyonlardan izole edilen K. Pneumineae suslarinin %16’sinin kolistin direngli
oldugu saptanmigtir (Turkish Society of Clinical Microbiology and Infectious

Diseases, Healthcare-related Infections Study Group. 2018).
2.3. KARBAPENEMAZLAR

Enterobacteriaceae izolatlarinda ilk karbapenemaz (NmcA) iretimi 1993 yilinda
tammmlanmistir  (Naas and Nordmann 1994). Daha sonra tanimlamis birgok
karbapenemaz enzimi bulunmaktadir ve halen enzim alt tiplerine iliskin yeni
gelismeler olmaktadir. Ambler siniflamasina gore {i¢ sinif beta-laktamaz grubuna ait
(A, B ve D smifi beta-laktamazlar) olmak lzere Enterobacteriaceae ailesinde gesitli
karbapenemazlar tamimlanmistir. A ve D smifi beta-laktamazlar aktif bolgesinde
serin aminoaisiti icerirken B sinifi beta-laktamazlar, aktif boélgesinde c¢inko (Zn)
icerir ve metallo-beta-laktamaz (MBL) olarak adlandirilirlar (Queenan and Bush
2007).

2.3.1. Simif A Karbapenemazlar

Beta-laktam antibiyotikler iizerinde genis hidrolitik aktiviteye sahip olan siif A
karbapenemazlar, serin karbapenemazlar grubuna aittirler ve karbapenemlere ek
olarak sefalosporinleri, penisilinleri, aztreonam gibi diger beta-laktam antibiyotikleri
hidrolize edebilirler. Klavulanik asit ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri
ile kismen inhibisyon gostermektedirler. Bu smifta genellikle KPC enzimi,
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) karbapenem direncinden sorumludur
(Nordmann et al. 2011). KPC enzimi, fenil boronik asitle inhibe olur ve bu enzimin
laboratuvar tanisinda kullanilmaktadir (Stuart JC and Hall MAL 2010). Diger sinif A
karbapenemazlar ~ arasinda  baglica ~ NMC/IMI (not  metallo-enzyme
carbapenemase/Imipenem hydrolyzing [-lactamase), SME (Serratia marcescens
enzyme) gibi enzim gruplari tanimlanmistir (Ambler et al. 1991, Yigit et al. 2001).
KPC (KPC-2) ilk olarak 1996’da Amerika’da bir K. pneumoniae susunda tespit
edilmistir (Yigit et al. 2001). Daha sonralar1 sporadik vakalar ve kiiglik salginlarla
New York ve iilke genelinde yayilim gozlenmistir (Bratu et al. 2005, Kitchel et al.
2009). Israil, Avrupa (Italya ve Yunanistan), Giiney Amerika ve Cin’de rapor edilen
olgularla KPC global bir problem haline gelmistir (Samra et al. 2007, Munoz-Price et
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al. 2013). Ulkemizde 2014 yila kadar KPC enzimi ile ilgili bildirim yapilmanmgtir
(Labarca et al. 2014). Sirli veriler olmakla beraber iilkemiz, silirveyans

caligmalarinda sporadik vakalarin goriildiigii grupta yer almaktadir (Nordmann and

Poirel 2014).
2.3.2. Smif B Karbapenemazlar (Metallo-beta-laktamazlar)

Metallo-beta-laktamazlar (MBL) olarak bilinen bu grup, serin beta-laktamazlardan
farkli olarak aktif bolgesinde, aktivitesini diizenleyen ¢inko (Zn++) iyonlar
bulundurur (Walsh 2005). Bu nedenle metal selator olan etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) ile inhibe olur ve enzimin laboratuvar tanisinda bu 0Ozellik kullanilir.
Sefalosporinler ve karbapenemleri hidrolize etmesine ragmen monobaktam grubu

(aztreonam) Uzerinde etkisi zayiftir (Walsh 2005).

Metal iyon bagimli beta-laktamazlar 1960’11 yillardan beri bilinen ve g¢alisilan bir
grup olmakla beraber yakin zamana kadar Bacillus cereus, Stenotrophomonas
maltophilia, Aeromonas spp. ve Chryseobacterium spp. gibi infeksiyon etkeni olarak
sik karsilagilmayan bakterilerde gosterilmistir (Kuwabara and Abraham 1967, Saino
et al. 1982). Ginimuzde ise MBL iireten Enterobacteriaceae suslariyla olusan
enfeksiyonlar, ciddi bir saglik problemi haline gelmistir. Cesitli integron yapilarinda
lokalize olan bu genler, plazmid ya da transpozonla iliskili oldugunda bakteriler
arasinda transferi kolaylasmaktadir. Enterobacteriaceae suslarinda yaygin goriilen
MBL’ler, New Delhi MBL-1 (NDM-1), Verona integron-encoded MBL (VIM),
Imipenemase (IMP) gibi enzimlerdir. IMP ve VIM, Japonya, Yunanistan ve
Tayvan’da endemik olarak rapor edilirken NDM-1, vakalarin ¢ogu Hindistan orjinli
olmak iizere Pakistan, Birlesik Krallik, Italya ve Umman’da c¢ok sayida rapor

edilmistir (Queenan and Bush 2007, Kumarasamy et al. 2010)

NDM-1, tGlkemizde ilk olarak 2011’de yabanci uyruklu bir hastanin kan kiltiirtinden
izole edilmistir (Poirel et al. 2012). Daha sonra NDM-1 enzimi ile ilgili salgin ve
sporadik vakalarin bildirimi artmistir (Demir et al. 2015, Karabay et al. 2016).
Yapilan siirveyans g¢alismalarinda da Turkiye’nin artik bolgesel yayilima sahip
oldugu raporlanmistir (Albiger et al. 2015).



2.3.3. Smif D Karbapenemazlar (Oksasilinazlar)

Oksasilin ve kloksasilini hidrolize edebilen penisilinazlar olarak tanimlanmaktadir.
Bu enzim grubunda karbapenemaz aktivitesi ilk olarak Acinetobacter baumannii
susunda tanimlanmugtir (Scaife et al. 1995). Acinetobacter Resistant to Imipenem
(ARI-1) olarak adlandirilmig olan bu enzim, daha sonra sekans ¢alismalari ile OXA
grubuna ait oldugu tespit edilip OXA-23 olarak smiflandirilmistir (Donald et al.
2000). Enterobacteriaceae ailesinde karbapenemaz aktivitesi 6n planda olan baslica
OXA tipi enzim OXA-48 enzimidir. OXA-48 geninin nokta mutasyonu ile olusan ve
benzer aktiviteye sahip diger bir enzim de OXA-181 enzimidir (Castanheira et al.
2011). Daha sonra ¢ok sayida OXA-48 benzeri enzim tanimlanmistir. Karbapenem
hidroliz aktiviteleri kismen zayiftir. EDTA ve klavulanik asit ile zayif inhibisyon
gosterirler (Nordmann et al. 2011). OXA-48 tipi karbapenemaz, ilk olarak 2001
yilinda Tiirkiye’de bir hastanin klinik izolatindan elde edilen K. pneumoniae susunda
bildirilmistir (Poirel et al. 2004). Ulkemiz, siirveyans calismalarinda OXA-48 enzimi
acisindan endemik olarak raporlanmustir. Ulkemizle beraber Yunanistan ve italya
basta olmak iizere Fransa, Hollanda, Ispanya gibi Avrupa iilkelerinde de bu enzim
tipi sik gorulmektedir (Albiger et al. 2015, Nordmann et al. 2011).

Cesitli karbapenemaz ve beta-laktmaz enzimelerinin bir arada bulunmas: da direng
ve tedavi secgenekleri agisindan endise verici olmaktadir. OXA-48 ve NDM-1
enzimlerini birlikte iireten bazi suslar raporlanmis olup bu direng varyantlarinin

olusmasi ve yayilmasi kaygi uyandirmistir (Seiffert et al. 2014).

2.4. KARBAPENEMAZ URETEN ENTEROBACTERIACEAE
ENFEKSiYONLARINDA TEDAVI SECENEKLERI

Genel olarak etken bakterideki karbapenemaz varligi, penisilinler, sefalosporinler ve
monobaktam dahil olmak iizere ¢ogu beta-laktam antibiyotige direng
olusturmaktadir. Tedaviyi daha da karmasik hale getiren KUE suslarinm siklikla,
aminoglikozidler ve florokinolonlar gibi yapisal olarak iligkili olmayan
antimikrobiyal smiflara karsi da direng fenotipi gostermesidir (Bratu et al. 2005).
Ayn1 zamanda aminoglikozid duyarlilik testi degisken olabilen; KPC enzimini ve

aminoglikozid modifiye edici enzimi birlikte tasiyan suslarda, aminoglikozidlerle
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tedavi sirasinda diren¢ ortaya ¢ikmasi tedavide bir diger endise kaynagini

olusturmaktadir (Anthony et al. 2008, Lee et al. 2009).

Biiyiiyen bir sorun olmasina ragmen KUE enfeksiyonlarinda en uygun tedavi segimi
konusunda net veriler bulunmamaktadir. KUE enfeksiyonlar1 i¢in antimikrobiyal
tedavi segeneklerini degerlendiren randomize kontrolli ¢alismalar heniiz yeterli
degildir. Bu nedenle, mevcut verilerin ¢ogu bir dizi dogal siirlamaya sahip olgu
sunumlari, olgu serileri ve kii¢iik retrospektif ¢alismalardan elde edilmektedir (Paul
et al. 2014, Tzouvelekis et al. 2014).

Su anda KUE enfeksiyonlart icin sinirli tedavi secenekleri mevcuttur. Klinisyenler,
etkinlik ve/veya toksisite endiselerinden dolayr sik kullanilmayan ya da nadiren
kullanilmis  polimiksinler, fosfomisin ve aminoglikozidler gibi ajanlarin
kullanimlarini yeniden degerlendirmek zorunda kalmislardir. Ek tedavi stratejileri ise
dozlama rejimlerinin ve kombine tedavilerin optimizasyonunu icermektedir. Bu
kapsamda sik¢a basvurulan onemli ajanlar yine karbapenemler basta olmak iizere

polimiksinler, tigesiklin, fosfomisin ve aminoglikozid olmaktadir.
2.4.1. Karbapenemler

Karbapenemler, beta-laktam antibiyotik grubunda yer alan genis spektrumlu
antibiyotik grubudur. Penisilin baglayan proteine yiiksek afiniteleri sayesinde hiicre
duvar sentezini inhibe ederek etki gosterirler. Yiksek afiniteleri ve beta-laktamazlara
dayanikliliklar1  sayesinde mevcut beta-laktam antibiyotiklerden (penisilinler,
sefalosporinler vb.) ve beta-laktam/beta-laktamaz inhibitort (klasik inhibitorler:
tazobaktam, klavulanat gibi) kombinasyonlarindan daha genis bir in vitro
antimikrobiyal spektrum godstermektedir. Hem gram pozitif hem gram negatif
bakterilere kars giiclii bir antibiyotik grubudur (Papp-Wallace et al. 2011, Bassetti et
al. 2009). Enterobacteriaceae suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
nihai beta-laktam ajan oldugundan GSBL, AmpC betalaktamaz ireten ve CID
bakterilere kars sik¢a kullanilmaktadir (Viale et al. 2015, Harris et al. 2016). KUE
suglarinda da alternatif ve optimal tedavi segenekleri yeterli olmadigindan
monoterapide ve kombine terapilerde sik¢a denenmektedir (Daikos and

Markogiannakis 2011, Tumbarello et al. 2012).
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Farmakokinetik veriler, karbapenem MIK degerleri nispeten diisiik oldugunda (<4
ug/mL) hatta orta derecede yiiksek oldugunda (8—16 pg / mL) bile yiiksek doz, uzun
sureli infizyonla hedef MIK degerlerine ulasildigini gostermektedir. Roberts ve
ark’nin yaptig1 dozlama simiilasyonlari, yiiksek doz meropenemin (6000 mg / giin)
uzun siireli (4 saatten fazla) / stirekli infiizyon ile uygulandiginda 8-16 pg / mL'lik
bir MiK hedefine ulasma olasiliginin yiiksek oldugunu gdstermistir (Roberts et al.
2009). Bir diger ¢alismada 4 pug/mL MIK hedefi icin 1000 mg’lik meropenem
tedavisinde uzun siireli inflizyon %93 basarili iken geleneksel inflizyon suresinde (30
dk) bu deger %69 olarak saptanmistir (Kuti et al. 2003). Farmakokinetik veriler
olumlu goriinse de KUE enfeksiyonlarinin tedavisinde monoterapide karbapenem
etkinligini degerlendiren simrli klinik veriler mevcuttur. Cesitli calismalardan
derlenmis verilerin degerlendirildigi bir calismada 44 hastada Karbapenemaz (reten
K. pneumoniae suslarindan kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenem
monoterapisinin etkinliginin MIK degerine bagl olarak degistigi saptanmigtir
(Tumbarello et al. 2012). Bu calismada karbepenemlerin etkinlikleri, degisen MIK
degerlerine gore %69 (MIC<4 ug / mL), %60 (MIC 8 pg / mL), %29 (MIC> 8 ug /

mL) olarak saptanmuistir.

Yakin zamanda yapilan bir derlemede, karbapenem monoterapisi ile iliskili mortalite
orani kabul edilemez derecede yiiksek (%40.1) denmistir (Tzouvelekis et al. 2014).
Birkag retrospektif ¢alismada da yine kombinasyon terapilerinin monoterapiye oranla
daha diisiik mortaliteye sahip oldugu vurgulanmistir (Giamarellou et al. 2013, Daikos
et al. 2014). Bu c¢alismalarda kombinasyon tedavilerinde karbapenemlerin etkili
olabilecegi, aym1 zamanda karbapenem iceren kombine terapilerde, karbapenem
icermeyen kombinasyonlara oranla mortalitenin daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bir
diger deneysel tedavi kombinasyonu da iki farkli karbapenemin kombine (dual-
karbapenem) kullanimidir. Bu ¢alismalar karbapenemaz enziminin afinitesinin bir
karbapeneme daha fazla olmasi ve diger karbapenemin de bu enzimden dolayisiyla
az etkilenip etkinlik gostermesi teorisine dayanmaktadir. Bununla ilgili sinirh vaka

sunumlar1 mevcuttur (Giamarellou et al. 2013).
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2.4.2. Polimiksinler

Kolistin (polimiksin E) ve polimiksin B in vitro c¢alismalarda gram negatif
bakterilerin ¢ogunda ve KUE suslarinn &nemli bir kisminda etkili olan ajanlardir
(Gales et al. (2011). Polimiksinler, katyonik lipopeptitler olup, gram negatif
bakterilerin dig zarina baglanirlar ve hiicre gegirgenligini degistirirerek hizla
bakterisidal etki gosterirler (Nicas and Hancock, 1983, Falagas and Kasiakou, 2005).
Polimiksin B'nin kolistine gore gesitli potansiyel avantajlari vardir. Bu avantajlarin
birgogu kolistinin, kolistimetat (CMS) yani inaktif 6n ilag olarak, polimiksin B’ nin
ise aktif ila¢ olarak uygulanmasina dayanir. CMS'nin kiigiik bir kismi yavas bir
dontigimle kolistine doniistiiriiliir ve maksimum konsantrasyona uygulamadan
yaklasik >7 saat sonra ulagilir. Aktif ajan olan polimiksin B ise daha diisiik dozda
uygulanmasina ragmen Kolistine gore daha ylksek tepe serum konsantrasyonlarina
daha hizli ulasir (Garonzik et al. 2011, Sandri et al. 2013).

On ilag olan CMS’nin ¢ogu renal klirense ugradigindan kolistin icin renal doz
ayarlamalar1 gerekliyken polimiksin B icin gerekli gdzikmemektedir. Yine de
literatiirde renal ayarlamadan bagimsiz dozlarda polikmiksin B’ nin giivenligi agik
degildir. Renal toksisite i¢in dezavantaj olarak gdriinen CMS'nin renal klerensi, ayni
zamanda idrarda daha ylksek aktif ilag konsantrasyonu sagladigi i¢in polimiksin
B’ye gore Uriner sistem enfeksiyonlarinda avantaj saglar (Garonzik et al. 2011,
Bergen et al. 2012, Sandri et al. 2013). Yine de nefrotoksisite, tedavide hala en ¢ok
endise edilen durum olmaya devam etmekte ¢linki polimiksinlerle tedavi edilen
hastalarin >%40’inda nefrotoksisite gorulebilmektedir (Akajagbor et al. 2013).
Toksisitelerine ragmen KUE suslarinda in vitro etkinlikleri yiiksek oldugundan ve
alternatif tedavilerin kisith olmasindan dolayr monoterapi ve kombinasyon
terapilerinde sik¢a kullanilmaktadir. KUE suslarmin in vitro etkinlik ¢alismalarinda
genellikle dikkate deger oranda duyarlilik yiliksek bulunmustur. Calismalarda kolistin
duyarliliklart farklilik gostermekle beraber genellikle %57-95 oraninda saptanmistir
(Souli et al. 2009, Livermore et al. 2011, Ozbek B ve ark. 2015).

Karbapenem direngli Enterobacteriaceae suslarin tedavisinde kolistinle ilgili
caligmalardan bir kismi1 da Kkolistin monoterapisi ile kolistinli kombine terapilerin

karsilastirilmasi tizerinedir. Kombine tedavilerin daha basarili bulundugu ¢alismalar
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olsa da bu calismalar, genis randomize-kontrollii olmayan smirli g¢aligmalar
oldugundan arastirmalar devam etmektedir (Hirsch and Tam, 2010, Zavascki et al.
2013, Balkan ve ark. 2014). Yine kolistinin monoterapide kullanim1 heterorezistan
suslarin varliginda tedavi sirasinda diren¢ gelisimine neden olabileceginden bazi
caligmalar kombinayon tedavisinin daha faydali olabilecegini bildirmislerdir

(Petrosillo et al. 2008, Salameh et al. 2018).
2.4.3. Tigesiklin

Tetrasiklin grubu bir antibiyotik olan tigesiklin, glisilsiklin yapisinda, genis
spektrumlu bir antibiyotiktir. Bakteri ribozomunun 30S alt iinitesine baglanarak
tRNA’nin mRNA-ribozom kompleksine erisimini engelleyip, protein sentezini
durdurarak etki eden bakteriyostatik ajanlar arasinda yer alir (Kaewpoowat and
Ostrosky-Zeichner, 2015). KUE suslar1 karsisinda in vitro aktivitesi fazla olsa da
tigesiklin direncinin de arttigi ¢aligmalarda bildirilmistir (Livermore et al. 2011,
Daikos et al. 2012, Sader et al. 2014). Ayrica, sadece intraabdominal ve komplike
deri ve yumusak doku enfeksiyonlarda kullanim igin lisanshidir. Lisans disinda
kullanimla ilgili ¢alismalardaki basarisizliklar1 (6rn: ventilator iliskili pndmonide
imipeneme gore etkisiz olmasi) endikasyon dis1t kullanima karsi bir engel
olusturmaktadir (Freire et al. 2010). Tigesiklin, biiyiik bir kism1 biliyer sekresyonla
elimine edildigi icin diisiik idrar diizeylerine sahiptir ve {iriner sistem enfeksiyonlari
icin de uygun gorinmemektedir (Livermore et al. 2011). Antibiyotik duyarlilik
sonuglarin aksine sinirli klinik ¢alismalarda, karbapenem direngli suslarla gelisen
ciddi enfeksiyoklarda tigesiklinin tek basina kullaniminin mortalite {izerine olumsuz
etkisi oldugu belirtilmistir (Tumbarello et al. 2012, Daikos et al. 2014). Kombine
terapilerde ise bazi olumlu sonuglar alinmistir. Yogun bakimda KPC iireten suslarla
gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde tigesiklin ile gentamisin ya da kolistin
kombinasyonunun 26 hastanin 24’iinde (%92) aktif oldugu bildirilmistir (Sbrana et
al. 2013). Bir diger calismada ise kombinasyonlardaki tigesiklin dozunun ylksek
olmasmin tedavi basar1 agisindan olumlu olabilecegi bildirilmistir. Bu g¢alismada
komplike intraabdominal enfeksiyonlu hastalarda, tigesiklin/kolistin
kombinasyonundaki yuksek tigesiklin dozunun normal doza oranla diisiik mortalite

ile iliskili oldugu saptanmustir (Di Carlo et al. 2013).
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2.4.4. Fosfomisin

Fosfomisin, bir fosfoenolpiruvat analogu olup antimikrobiyal ve bakterisidal
ozelliklere sahip sentetik genig spektrumlu bir antibiyotiktir. Enolpiruvat transferaz
enzimini baglar ve inaktive eder. Bdylece hiicre duvar sentezinin ilk
basamaklarindan birinin inhibisyonu sonucu htcre lizisine ve bakteri élimiine neden

olarak etkili olur (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/446987#section=Top

Erigim tarihi: 09.10.2018). Fosfomisin yiiksek oranda idrarla atilir ve idarda uzun
sire etkin konsantrasyonlarda atilmaya devam eder (3 g’lik tek dozdan sonra >4000
pg/mL’lik iiriner konsantrasyona ulasir ve 72 saate kadar etkin MIK degerlerinde
idrarla atilmaya devam eder (Popovic et al. 2010). Bu farmokolojik 6zelligi
nedeniyle de iiriner sistem enfeksiyonlarinda sik¢a kullanilmaktadir. KUE suslarinda
oral fosfomisinin tedavide basarili oldugu vaka takdimleri de mevcuttur (Kitchel et
al. 2009, Peirano et al 2011). Avrupa’da ve Ulkemizde intraventz formu bulunan
fosfomisinin sistemik enfeksiyonlarda kullanimi ile ilgili sinirli ¢alismalar mevcuttur
(Morrill et al. 2015). KPC ureten K. Pneumoniae bakteriyemisi ile ilgili ti¢c vakadan
olusan bir raporda, intravendz fosfomisinin "son gare™ ek tedavi olarak kullanildigi,
baslangicta enfeksiyonlarin kotrolii saglansa da (i¢ hastanin da tedavisinin niiks ve
direng¢ gelisimi nedeniyle basarisiz oldugu bildirilmistir (Karageorgopoulos et al.
2012). Dolayisiyla tedavi sirasinda direng gelisimi de monoterapide intravendz
fosfomisinin kullanimini siirlamaktadir. Bu ilacin kombine tedavilerdeki kullanimi

hakkinda literatiirde yeterli veri bulunmamaktadir.
2.4.5. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler, genis spektrumlu antibiyotik grubudur. Bakteriyel 30S ribozomal
alt liniteye geri doniisiimsiiz olarak baglanirlar. Boylece protein sentezi engellenir ve
bakterisit etki ile sonuglanir. Gram negatif bakterilerde etkinliginin iyi olmasi
nedeniyle ciddi enfeksiyonlarin kisa siireli tedavisinde kullanilmalarina ragmen
nefrotoksisite ve ototoksisiteye neden olduklar1 i¢in tedavide sinirlayici 6zelliklere
sahiptirler (Avent et al. 2011). Monoterapi olarak aminoglikozidlerin KUE
enfeksiyonlarinda kullanimina iliskin veriler sinirhidir ve aminoglikozid monoterapisi
uriner sistem enfeksiyonlarinda daha etkin gibi gorinmektedir (Satlin et al. 2011,

Tzouvelekis et al. 2014). Karbapenem direngli K. pneumoniae bakteriiiri vakalarinin
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bir retrospektif kohort calismasinda in vitro duyarli olan aminoglikozidle yapilan
tedavi, polimiksin B veya tigesiklin ile karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek
mikrobiyolojik klirens orani ile iliskili bulunmustur (Satlin et al. 2011).
Aminoglikozid kombine terapileri ile monoterapi arasinda tedavi basarisizlig
acisindan anlamli bir fark olmadigini, dolagim sistemi enfeksiyonlarinda basarisiz
oldugunu bildiren galismalar mevcuttur (Lee and Burgess, 2012). Bir derlemede ise
20 klinik ¢alisma incelenmis, aminoglikozidlerle karbapenemlerin kombinasyonunun

daha diisiik mortaliteye sahip oldugu bildirilmistir (Tzouvelekis et al. 2014).
2.4.6. Kombinasyon Tedavileri

Kombinasyon tedavisinin, basarisiz ampirik antimikrobiyal tedavi olasiligini azalttigi
diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda bakterinin baskilanmasi1 sonucu tedavi sirasinda
gelisebilecek direnci Onlemeleri, tedavideki antibiyotige heterorezistan suslarda
direncli populasyonun secilim ve ¢ogalmasini 6nlemeleri, kombinasyondaki ajanlarin
potansiyel sinerjik etkileri de kombinasyon terapilerinin denenmesi icin motive edici
nedenler arasindadir (Zavascki et al. 2013, Petrosillo et al. 2013). Ancak
kombinasyon tedavilerinde, Clostridium difficile enfeksiyonu, toksisite, diger
direncli bakterilerle kolonizasyon-enfeksiyon yonunden daha fazla risk potansiyeli
gibi olumsuz etkiler de mevcuttur (Petrosillo et al. 2013, Paul et al. 2014). Bu
nedenle klinisyen, enfeksiyon hastaliklar1 uzmani ve mikrobiyoloji uzmani is birligi
ile hastanin klinigine ve fayda-zarar oranina goére uygun bir tedavi rejiminin

belirlenmesi gereklidir.

Karbapenem direngli suslarla enfekte hastalarin degerlendirildigi kapsamli bir
derlemede, 2 veya daha fazla in vitro duyarl: ajanla kombinasyon tedavisi (%27.4),
tek bir in vitro duyarli ajanla tedaviye (%38.7) oranla daha diisiik mortalite ile iliskili
bulunmustur. Ayn1 derlemede, in vitro duyarli olmayan ajanlarla kombinasyon ile
monoterapi arasinda mortalite orani agisindan anlamli farkin olmadig: bildirilmistir
(Tzouvelekis et al. 2014). Kombine tedavi ile monoterapiyi kiyaslayan diger bir
kisim caligmalarda da kombine terapilerin daha diisiik mortalite iliskili oldugu

vurgulanmigtir (Zarkotou et al. 2011, Qureshi et al. 2012, Daikos et al. 2014).

16



KUE ile enfekte olmus hastalarin tedavisinde sik¢a denenen ve etkili bulunan bazi
kombinasyonlar arasinda kolistin ile tigesiklin, karbapenem ile kolistin, karbapenem
ile fosfomisin, aminoglikozid ile fosfomisin ve karbapenem ile aminoglikozid gibi
ajan ve kombinasyonlar yer almaktadir. Morril ve ark.’lar1 (2015), yaymladiklar1 bir
derlemede, literatiirdeki bu kisitli yaymlardan yola ¢ikarak KUE enfeksiyonlarmin
olasi bir tedavi algoritmasindan bahsetmektedirler. Enfeksiyon bolgesine gore
tedavinin g¢ekirdegini olusturan temel ajan ve olasi adjuvan ajanlara yer verdikleri
derlemede temel ajanlar arasinda; dolasim ve solunum sistemi enfeksiyonlarinda
meropenem, doripenem, polimiksin B/kolistin, bunlara ilaveten Griner sistem
enfeksiyonlarinda fosfomisin ve intraabdominal enfeksiyonlarda tigesiklin yer
almaktadir. Temel ajanlara ek olarak kullanilan ilaglar arasinda ise aminoglikozidler,

rifampin, fosfomisin, tigesiklin ve kolistin yer almaktadir (Morrill et al. 2015).
2.4.7. Beta-laktamaz Inhibitérleri

Beta-laktam antibiyotiklere karsi baslica direng mekanizmasi olan beta-laktamaz
liretimi, bu enzimin inibitdrlerinin kullanilmasin1 beraberinde getirmistir. Sik
kullanilan klasik beta-laktamaz inhibitorleri, klavulanat, tazobaktam ve sulbaktam
gibi inhibitorlerdir. Amoksisilin/klavulanat, tikarsilin/klavulanat,
ampisilin/sulbaktam,  pipersilin/tazobaktam  gibi  beta-laktam/beta-laktamaz
inhibitorleri kombinasyonlarinda kullanilmislardir. Kullanimlarindan kisa bir siire
sonra bu inhibitorlere karsi direngli TEM-1, AmpC, metallo-beta-laktamazlar, gibi
enzimlerin varlig bildirilmistir. Yine KPC gibi siif A karbapenemazlar da bu klasik
inbitdrlere direngli olarak saptanmistir. Bu yiizden yeni inhibitor gelistirme
caligmalar1 devam etmektedir. Bu kapsamda monobaktam deriveleri, penem yapilari,
non-beta-laktam yapisinda tiyol ve boronik asit deriveleri gibi birgok molekiil
tizerinde ¢alismalar siirmektedir (Drawz and Bonomo 2010). Klinik faz ¢alismalari
asamasinda olan non-beta-laktam yapisinda olan avibaktam da bu ¢alismalarin {iriinii
olarak ortaya c¢ikmis ve seftazidim/avibaktam kombinasyonu olarak klinik
kullanimda yer almistir. Avibaktam, metallo-beta-laktamazlar disindaki KPC, OXA-
48 gibi karbapenemazlara ve GSBL enzimlerine karst etkili olabilmektedir

(Biedenbach et al. 2015).

17



2.4.8. Gelisen Tedaviler

Yukarida da bahsedildigi gibi etkin ajanlarin azlig1, toksisite, endikasyon sorunlari ve
direng gelisimi nedeniyle yeni seceneklerle ilgili aragtirmalar devam etmektedir.
Yakin zamanda seftazidim/avibaktam, beta-laktam/beta-laktamaz  inhibitori
kombinasyonu olarak kullanima girmistir. Avibaktam, non-beta-laktam yapisinda,
yeni bir beta-laktamaz inhibitoridur. Klasik beta-laktamazlardan daha genis aktivite
spektrumuna sahiptirler ve Ambler Sinif A, sinif C ve bazi sinif D enzimlerine karsi
aktivitesi olan inhibitordlr. Ancak metallo-beta-laktamazlara etkili degildir (Ehmann
et al. 2012, Castanheira et al. 2014). In vitro galismalar, avibaktamla kombine
edildigi takdirde Uglincu kusak sefalosporin olan seftazidimin, bircok GSBL, AmpC,
KPC ve OXA-48 (reten Enterobacteriaceae ve ¢oklu ilaca direncli Pseudomonas
aeruginosa suslarma karsi etkili olabilecegini gostermistir (Castanheira et al. 2014,
Berkhout et al. 2015, Levasseur et al. 2015). Seftazidim-avibaktam, AB’de ve
ABD’de yetiskinlerde piyelonefrit dahil olmak tizere komplike idrar yolu
enfeksiyonu, komplike intraabdominal enfeksiyon, hastane kaynakli pnomoni,
ventilator iliskili pndmonilerde gram-negatif mikroorganizmalar igin onay almistir
(https://www.ema.europa.eu/documents/product-information/zavicefta-epar-product-
information_en.pdf Erisim tarihi: 10.10.2018), (US Food and Drug Administration.
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2018/206494s0041bl.pdf

Erisim tarihi: 10.10.2018). Global bir surveyans programi kapsaminda 40 tilkeden
toplanan  klinik  Orneklerden izole edilen suslarda yapilan c¢alismada
seftazidim/avibaktam, Enterobacteriaceae suslarinin (karbapenem duyarl ve direngli
suslar dahil edilmistir) %99.5’inde etkili bulunmustur (Karlowsky et al. 2016).
Ayrica, meropenem duyarli olmayan Enterobacteriaceae izolatlarinin da %83.5'inde
seftazidim/avibaktam etkin bulunmustur. Bu c¢alismada incelenen 34.062 sustan
185’1 (%0.5) seftazidim/avibaktam direncli bulunurken bu 185 susun ¢ogu (%77.8)
metallo-beta-laktamaz pozitif olarak saptanmistir. Avibaktamla kombinasyonu
calisgtlan bir diger antibiyotik, monobaktam grubuna ait olan aztreonamdir.
Aztreonamin bir avantaji MBL tipi karbapenemazlara karsi dayanikli olmasidir.
Dolayisiyla aztreonam/avibaktam kombinasyonu, seftazidim/avibaktam
kombinasyonunun basarisiz oldugu MBL {ireten suslarda alternatif olma

potansiyeline sahiptir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada avibaktam, MBL’yi de
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iceren dual karbapenemaz iireten suslarin %95’inde aztreonamin etkinligini

saglamistir (Chew et al. 2018).

Faz galigsmalar1 devam eden diger bir beta-laktamaz inhibitori olan vaborbaktam ise
aktif molekdl olarak boronik asit icermektedir. KPC enziminin spesifik inhibitori
olan bu molekil sayesinde meropenem/vaborbaktam kombinasyonu, KPC (reten

Enterobacteriaceae suslarina kars1 etkili olmaktadir (Hecker et al. 2015).

KUE enfeksiyonlarinda tedavi arayislar1 arasinda Ceftaroline/avibactam, plazomisin,
eravasiklin gibi alternatif ajanlar da yer almaktadir. OXA-48 ve KPC enzimlerine
etkili bu ajanlarin NDM-1 gibi metallo-beta-laktamazlara etkileri sinirli olarak
bildirilmistir ve ¢alismalar devam etmektedir (Morrill et al. 2015).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. ETIK KURUL ONAYI

Calismamizin etik kurul onayi, Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Etik Kurulu’ndan, 02.10.2017 tarihli imza ile alinmistir (EK 1).

3.2.  SUSLARIN SECILiMi
3.2.1. identifikasyon ve Antibiyogram

Calismamizda; Sakarya Universitesi Egitim ve Arastrma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarit kiltir kolleksiyonuna ait olan, rektal taramalardan ve
cesitli klinik orneklerden izole edilmis Enterobacteriaceae ailesine ait karbapenem
direncli K. pneumoniae suslar1 kullanildi. Bu suslarla ilgili baz1 veriler Tablo 1°de
sunulmustur. Suslarin identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik ¢alismalar1 VITEK 2®
(bioMerieux, Fransa) otomatize sistemi ile yapildi. Karbapenem direncli olup
karbapenemaz uretimi saptanan ve ayni zamanda yaygin ilag direngli olan 38 sus
calismaya dahil edildi. Antibiyotik duyarlilik sonuclarina gére karbapenem direngli
olan suslarda karbapenemaz uretimi, fenotipik bir yontem olan Modifiye Hodge Testi
ile belirlendi ve molekiler yontem olan real-time Polymerase Chain Reaction (PCR)
ile dogrulamasi yapildi. Calismadaki antibiyotiklerden aztreonam, avibaktam,
kolistin ve apramisinin etkinligi broth mikrodiliisyon yontemi ile saptanirken,
sinerjik etkilesimlerin olup olmadigi checkerboard yontemi ile belirlendi.
Seftolozan/tazobaktam kombinasyonunun etkinligi ise gradiyent strip test
(Liofilchem®, italya) ile belirlendi.
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Tablo 1. Calismada kullanilan suslarin ve 6rneklerin bazi 6zellikleri

Sus no:  Ornek tirii Hastamin Klinigi Enzim tipi
1 Kan Kiiltlru Yogun bakim OXA-48
2 Kan Kiiltlru Yogun bakim NDM-1
3 Kan Kiiltlru Yogun bakim NDM-1
4 Rektal siriinti Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
5 Rektal siriinti Yogun bakim NDM-1
6 Kan Kiiltlru Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
7 Rektal siriinti Yogun bakim NDM-1
8 Rektal siriinti Yogun bakim NDM-1
9 Kan Kiiltlru Yogun bakim KPC
10 Rektal siriinti Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
11 Rektal siriinti Yogun bakim NDM-1
12 Kan Kiiltlru Enfeksiyon Hastaliklar1 ~ OXA-48
13 Yara Kiltard Dahiliye OXA-48
14 Idrar Kiiltiirii Yogun bakim NDM-1
15 Yara Kiltard Yogun bakim NDM-1
16 Idrar KUltura Dahiliye NDM-1
17 Trakeal Aspirasyon Yogun bakim OXA-48
18 Trakeal Aspirasyon Yogun bakim NDM-1
19 Kan Kiiltlri Yogun bakim NDM-1
20 Yara Kiilturi Cerrahi NDM-1
21 Rektal suriinti Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
22 Kan Kiiltlri Cocuk hastaliklari OXA-48
23 Idrar Kiiltiirii Cerrahi OXA-48
24 Idrar Kiiltiirii Dahiliye NDM-1
25 Rektal sUriint Yogun bakim OXA-48
26 Rektal sUrinti Yogun bakim KPC
27 Yara Kiltard Enfeksiyon Hastaliklar1 ~ OXA-48
28 Kan Kaltiri Yogun bakim OXA-48
29 Rektal sUriinti Yogun bakim OXA-48
30 Rektal sUriinti Yogun bakim OXA-48
31 Rektal sUriinti Yogun bakim OXA-48
32 Rektal sriinti Yogun bakim KPC
33 Rektal sriinti Yogun bakim KPC
34 Rektal slriinti Yogun bakim KPC
35 Rektal sriinti Yogun bakim KPC
36 Rektal sriinti Yogun bakim KPC
37 Rektal slriinti Yogun bakim KPC
38 Rektal sriinti Yogun bakim KPC

Tablo 2. Karbapenemaz tiiriine gore suslarin sayisal dagilimi

KARBAPENEMAZ ENZIM TiPi SUS SAYISI
OXA-48 12
KPC 9
NDM-1 13
NDM-+OXA-48 4
TOPLAM 38
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Tablo 3. Suslarm VITEK 2® otomatize sisteme gére antibiyotik duyarlilik durumlar

AMC  SXT

FOX CRO CIP TZP

CS AMI GEN CAZ FEP

ERT

IPM MEM

SUS NO
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IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, ERT: Ertapenem, CS: Kolistin, AMI: Amikasin GEN:

Gentamisin,
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CAZ: Seftazidim,

T
X
wn
S
c
]
S
S
Y
~
=
@
wn
X
o
e
< =
=
o]
>
-
A
)
<
=
<
2
e ©
S
Mﬁ
SO
o -
N
S =
s
= o
) v
SN
L ..
2
o _-
o
N
N
)
Q3
N g
e
<
=
[ |
£ L
@ E
)
X o
22
= o
S
2=
n -

22



3.2.2. Karbapenemaz Uretiminin Saptanmasi
3.2.2.1. Modifiye Hodge Testi

Modifiye Hodge testi (MHT), karbapenemaz saptanmasinda kullanilan fenotipik bir
yontemdir. Test siiresinin uzun olmasina (16-20 saat) ve sonu¢ degerlendirmesinin
yoruma agik olmasina ragmen ulasilabilir ve laboratuvara fazla maliyet getirmeyen
bir test oldugundan sik¢a kullanilan bir yontemdir. Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) kilavuzunda tarif edildigi gibi testte, Mueller Hinton agar besiyeri,
meropenem 10 pg diski (Oxoid®, Thermo Scientific, ABD) kullanildi. Escherichia
coli (E. coli) ATCC 25922 standart susu indikatér olarak kullanildi. Test
degerlendirmesinde karbapenemaz iireten suslarin, karbapenamaz aktivitesine bagli
olarak meropenemin etkinligini inhibe etmelerinden dolayr meropeneme duyarl
indikator sus olan E.coli ATCC 25922 susunun inhibisyon zonu, test susunun oldugu
bolgede yonca yapragi formasyonu gosterdi ve test pozitif olarak kabul edildi.

Inhibisyon zonunda degisiklik gdstermeyen suslar ise negatif olarak degerlendirildi

(CLSI M100.S24. 2014).
3.2.2.2. Real-time PCR

Molekiiler bir yontem olan real-time, multipleks PCR Xpert® Carba-R Kiti sik
rastlanan karbapenemaz genlerini (blaxpc, blanom, blavim, blaoxa-ss, and blave) kisa
stirede (~50 dk) basaril1 olarak saptayabilmektedir (Lee et al. 2016). Bu ¢alismada da
MHT sonucu pozitif olan suslarin enzim tipleri, firma Onerisi dogrultusunda
caligilarak saptandi. Calismamizda incelenen suslarin enzim tipleri ve sayisal

dagilimlar1 dagilimi1 Tablo 1 ve Tablo 2’de gosterilmistir.
3.3.  ANTIBiYOTIiK DUYARLILIK TESTLERI VE SINERJi CALISMASI

Suslar ilk izole edilme asamasinda antibiyotik duyarhlik testleri VITEK 2® otomatize
sistemle (BioMerieux, Fransa) ¢alisilmistir. Suslarin antibiyogram sonuglari Tablo
3’te sunulmustur. Calisma kapsaminda etkinligi denenecek antibiyotiklerin duyarlilik
testleri broth mikrodilusyon (BMD) yontemi ile sinerji ¢alismalar1 ise Checkerboard
yontemi ile yapildi. ilk énce apramisin, kolistin, aztreonam, avibaktam icin ayr1 ayr1
MIK degerleri BMD yontemi ile belirlendi. Daha sonra apramisin/kolistin ve
aztreonam+avibaktam kombinasyonlarin etkinlik ve sinerji ¢alismasi Checkerboard
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yontemi ile yapildi. Bir diger kombinasyon olan seftolozan/tazobaktam

kombinasyonu ise kombine seftolozan/tazobaktam gradiyentli strip test ile caligildi.
3.3.1. Broth mikrodilusyon ile antibiyotik duyarhhk testi

Calisilacak antibiyotikler olan kolistin, apramisin, aztreonam, avibaktam toz halde
(Cayman Chemical, Michigan, ABD) temin edildi. Antibiyotikler igin ¢dzlcl olarak
ve mikrodillisyon icin CLSI mikrodilisyon prosedlriine uygun olarak Mueller
Hinton Broth (Becton Dickinson, New Jersey, ABD) besiyeri hazirland1 ve kullanildi
(CLSI M07-A10. 2015). Antibiyotikler icin BMD kalite kontrol susu olarak E.coli
ATCC 25922 kullanildh.

Denenecek antibiyotik konsantrasyonlar1 CLSI ve European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) klinik sinir degerlerini kapsayacak
sekilde secildi (CLSI M100 ED28. 2018, EUCAST 2018). Avibaktamin tek basina
etkinligi ve kullanimi olmadig1 icin ayr1 bir smir degeri mevcut olmadigindan yine
EUCAST kilavuzunda yer alan seftazidim/avibaktam kombinasyonundaki avibaktam
degeri (4 pg/ml) dikkate alindi. Apramisin igin insanlarda ve Klebsiella tirlerinde
klinik sinir degerleri bu kilavuzlarda yer almadigi i¢in CDC’nin Ulusal Antibiyotik
Direng Izleme Sistemi raporunda E. coli icin yer alan smir degerleri kullanildi
(National Antibiotic Resistance Monitoring System-NARMS Working Group.
Annual report. 2001). (http://www.cdc.gov/narms/annual/2001/2001.pdf Erisim

tarihi: 10.10.2018). Antibiyotikler i¢in kullanilan sinir degerler Tablo 4°te, test edilen

MIK araliklar1 Tablo 5’te sunulmustur.

Steril pleytlerin ilk iki situnundaki kuyucuklara, treme kontroll icin antibiyotiksiz
ve sterilite kontrolu igin bakteri icermeyen besiyerleri konuldu. Diger kuyucuklarda
antibiyotik solusyonlarinin %2’ lik seri diliisyonlar1 hazirlandi. Daha sonra fotometrik
yontemle (Densichek plus, Biomerieux, Fransa) 0,5 McFarland bulanikliginda
hazirlanan bakteri solusyonu, kuyucuktaki son konsantrasyonu 5X10° CFU/mL
olacak sekilde diliie edildi ve kuyucuklara eklendi. Inkiibasyon sonunda (35-37 °C de
16-20 saat) gozle bulanikligin yani liremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu, minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) olarak saptand: (CLSI
MO07-A10. 2015).
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Tablo 4. Calismada kullanilan antibiyotiklerin stnir MIK degerleri (ug/ml)

Kilavuz Antibiyotik Direncli Orta duyarl™ Duyarh
EUCAST Aztreonam >4 2 <1
CLSI Aztreonam >16 8 <4
EUCAST Kolistin >2 - <2
CLSI Kolistin >4** - <2**
EUCAST Seftolozan/tazobaktam >1 - <1
CLSI Seftolozan/tazobaktam >8 4 <2
NARMS Apramisin > 64 32-16 <8

Kilavuzlar: EUCAST, Clinical breakpoints-bacteria (v 8.1). CLSI, M100 ED28, National Antibiotic Resistance Monitoring
System (NARMS) Working Group. Annual report. (2001).

*: Orta duyarlilik kategorisi, EUCAST kilavuzunda ‘artmis dozda duyarli” olarak tanimlanmaktadir.

**: Klinik sinir deger olmayip wild tip, non-wild tip ayrimi i¢in CLSI tarafindan yayinlanan epidemiyolojik degerler
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Tablo 5. Suslarm broth mikrodiliisyon MIK degerleri, gradiyentli strip test MiK
degerleri (Seftolozan/tazobaktam) ve duyarlilik yorumlari

Sus Kolistin Sonug| Apramisin [Sonug¢ Aztreonam [Sonug| Avibaktam* [Sonug|Seftolozan/tazobaktam** |Sonug
no [(32-0,063 pg/ml) (512 -1 pg/ml) (64-0,125 pg/ml) 64-0,125 png/ml) (256-0.016 pg/mL)
1 32 R 4 S >64 R >64 - >256 R
2 0.25 S 2 S >64 R >64 - >256 R
3 1 S 4 S >64 R >64 - >256 R
4 32 R 4 S >64 R >64 - >256 R
5 1 S 4 S >64 R 32 - >256 R
6 16 R 4 S >64 R >64 - >256 R
7 >32 R 4 S >64 R >64 - >256 R
8 0.5 S 512 R >64 R >64 - >256 R
9 0.125 S 2 S >64 R >64 - >256 R
10 0,5 S 4 S >64 R >64 - >256 R
11 >32 R 2 S >64 R >64 - >256 R
12 0.25 S 2 S >64 R >64 - >256 R
13 4 R 2 S >64 R 64 - 16 R
14 0.5 S 4 S >64 R 64 - >256 R
5 1 S 4 S >64 R 64 - >256 R
16 4 R 4 S >64 R 32 - >256 R
17 32 R 4 S >64 R >64 - 1 S
18 32 R 4 S >64 R >64 - >256 R
19 16 R 2 S >64 R 32 - >256 R
20 1 S 4 S >64 R 32 - 0.25 S
21 32 R 4 S >64 R >64 - >256 R
22 0.5 S 4 S >64 R >64 - >256 R
23 4 R 4 S >64 R >64 - >256 R
24 S 4 S >64 R >64 - >256 R
25 R 4 S >64 R >64 - 32 R
26 32 R 4 S >64 R >64 - >256 R
27 32 R 8 S >64 R 32 - 48 R
28 >32 R 4 S >64 R 64 - >256 R
29 8 R 4 S >64 R >64 - >256 R
30 32 R 4 S >64 R >64 - 32 R
31 16 R 4 S >64 R >64 - 48 R
32 >32 R >512 R >64 R >64 - >256 R
33 32 R >512 R >64 R >64 - >256 R
34 32 R >512 R >64 R >64 - >256 R
35 16 R >512 R >64 R >64 - >256 R
36 32 R >512 R >64 R >64 - >256 R
37 32 R >512 R >64 R >64 - >256 R
38 16 R >512 R >64 R >64 - >256 R

R: Direngli, S: Duyarli, MiK: Minimum inhibitér konsantrasyon
*: Avibaktamin tek basina sinir degeri olmadigindan, duyarlilik yorumu mevcut degil.
**: Tazobaktamin konsantrasyonu 4 pg/mL olmak iizere sabit.
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3.3.2. Gradiyentli MiK Strip Test

Seftolozan/tazobaktam kombinasyonu MIK degerleri gradiyent strip test
(Liofilchem®, Italya) yontemi ile belirlendi. Bu strip testte tazobaktamin
konsantrasyonu sabit olup 4 ug/ml’dir. Seftolozanin konsantrasyonu ise (0.016-256)
ug/mL arasindaki diliisyonlar1 kapsamaktadir. Uretici firmanin &nerisi dogrultusunda
0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri suspansiyonu Mueller Hinton agarin
yiizeyine steril ekiivyon ¢ubugu ile inokiile edildi. Kurumasi beklendikten sonra strip
test, steril penset yardimziyla, pleytin ortasina denk gelecek sekilde agar yiizeyine, tek
harekette kaydirmadan birakildi ve agar ylizeyine yapigmasi saglandi. 35 + 2°C’ de
16-20 saatlik inkiibasyon sonunda inhibisyon zonu degerlendirilerek, strip testin

tizerindeki karsilik gelen MIK degeri saptandh.
3.3.3.Checkerboard ile Sinerji Calismasi

Mikrodillisyon sonucu MIK degerleri saptanan suslarin apramisin/kolistin ve
aztreonam/avibaktam kombinasyonlarinin sinerji ¢alismasi Checkerboard yontemi ile
yapildi (Bal, 1999). Bu yontemde her bir susta denenecek olan her bir kombinasyon
icin 96 kuyucuklu bir pleyt gerekmektedir. Kuyucuklardaki antibiyotik
konsantrasyonlari, kombinasyondaki bir antibiyotigin konsantrasyonu siitun yoniinde
seri 72 diliisyonlu sekilde azalirken diger antibiyotigin konsantrasyonu satir yoniinde
azalacak sekilde planlandi. Boylece pleytlerde kombine edilen antibiyotiklerin artan
ve azalan konsantrasyonlarda kombinasyonlar1 saglanarak sinerjik, aditif veya
antagonist etki gozlemlenmeye c¢alisildi. Antibiyotik konsantrasyonlari, BMD
yontemi ile saptanan MIK degerlerini kapsayacak sekilde planlandi. Tablo 6 ve 7°de
Ornek olarak kombinasyon calismasinda mikropleytlerde kullanilan diltsyonlar

gosterilmistir.
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Tablo 6. Aztreonam/avibaktam kombinasyonu icin Checkerboard calismasindaki

ornek bir mikroplak plani (kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlar1 ve kontrol

kuyucuklari)
1|2 3] 4|5 6 7 8 9 10 11 12
Az | 64 | 32| 16 | 8 | 4 2 1 | 05 | 025 | 0125 | 0063
A oavea |64 | 64 | o4 | 60 | 64 | 64 | 64 | 60 64 64
Az | 64 | 32 | 16 | 8 | 4 2 1 | 05 | 025 | 0125 | 0063
P A T [ |2 |2 2| 2 2| 2| 2 2 32
Az |64 | 32 | 16 | 8 | 4 2 1 | 05 | 025 | 0125 | 0063
C Fa 61| 6| 1 |6 16 || 6] 16 16 16
Az |64 | 32 | 16 | 8 | 4 2 1 | 05 | 025 | 0125 | 0063
S O R B R 8 8 8 8 8 8
Az |64 | 32 | 16 | 8 | 4 2 1 | 05 | 025 | 0125 | 0063
S T R e i e 4 4 | a 4 4 4
Az | 64 | 32 | 16 | 8 | 4 2 1 | 05 | 025 | 0125 | 0063
F ATz 2 | 2 2 | 2 2 2 2 2 2 2
Az | 64 | 32 | 16 | 8 | 4 2 1 | 05 | 025 | 0125 | 0063
S - I 1 1 1 1 1 1 1 1
Az | 64 | 32 | 16 | 8 | 4 2 1 | 05 | 025 | 0125 | 0063
N Av {05 o5 [ 05 [ 05 |05 | 05 |05 |05 | 05 | 05 | 05

Az: Aztreonam, Av: Avibaktam
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Tablo 7. Kolistin/apramisin kombinasyonu i¢in Checkerboard ¢alismasindaki 6rnek
bir mikroplak plan1 (kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlart ve kontrol
kuyucuklari)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Kol 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 | Sterilite
A Ap 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 Kontrol
Kol 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 | Sterilite
® Ap 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 Kontrol
Kol 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 | Sterilite
¢ Ap 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 Kontrol
Kol 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 | Ureme
P Ap 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 Kontrol
Kol 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
. Ap 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Kol 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
F Ap 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Kol 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
¢ Ap 0.5 0.5 0.5 0.5 05 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Kol 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
H Ap | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 0.25 0.25 0.25

Kol: Kolistin, Ap: Apramisin

Diliisyonlar tamamlaninca yine BMD yontemindeki gibi son konsantrasyonu 5X10°
CFU/mL olacak sekilde bakteri suspansiyonundan kombinasyonlu tum kuyucuklara
ve treme kontrol kuyucuguna inokile edildi. Kombinasyondaki antibiyotikler ve
besiyeri i¢in sterilite kontrol kuyucuklari ayrildi ve bu kuyucuklara bakteri solusyonu
ilave edilmedi. Inkiibasyon sonrasinda (35-37 °C de 16-20 saat) basta kontrol
kuyucuklart olmak iizere gozle bulanikligin oldugu ve olmadigi kuyucuklar tespit
edildi (Resim 1). Antibiyotik kombinasyonlarinin iiremeyi inhibe ettigi en diisiik
MIK kuyucugu, ilgili antibiyotiklerin kombinasyon MIiK degeri olarak kaydedildi.
Her bir antibiyotigin bu kombinasyondaki MIK degeri, BMD yo6ntemi ile belirlenen
tek bagina MIK degeri ile oranlandiginda ise her antibiyotik igin fraksiyonel inhibitdr
konsantrasyonu (FIK) degeri elde edildi. Kombinasyondaki antibiyotiklerin FIK
degerleri de toplanarak sinerji yorumunda kullanilacak olan fraksiyonel inhibitér
konsantrasyonu indeksi (FIKI) hesaplandi. Checkerboard ydnteminde formiilasyon

ve yorumlama agagida belirtildigi gibidir:

29



A antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri
FIKa =

A antibiyotiginin tek basina MIK degeri

B antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri
FiKs =

B antibiyotiginin tek basina MIK degeri
FiK indeksi (O FIK) = FIKa + FiKs

Toplam FIK indeksi < 0.5 ise sinerji, 0.5 <FIK<4 ise aditif veya indiferan, >4 ise
antagonist etki olarak degerlendirildi (Bal 1999, Odds 2003).

Aztreonam/Avibaktam
kombinasyon MiK
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Resim 1. Aztreonam/Avibaktam kombinasyonu ¢aligilan bir susa ait checkerboard

plagi
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4. BULGULAR

4.1. AZTREONAM VE AVIBAKTAM

Suslarin tiimiiniin BMD y6ntemi ile saptanan aztreonam MIK degeri >64 pg/ml olup,
hepsinin aztreonama direncli oldugu goriildii. Aztreonam/avibaktam sinerji
caligmasinda FIKI degerlerine gére suslarm 38/38’inde (%100) sinerjik etki oldugu
saptandi. Kombinasyondaki aztreonam MIK degerleri incelendiginde, CLSI sinir
degerlerine gore suslarin 38/38’inde (%100) duyarlilik sinir degerlerinde (MIK <4
ng/ml) saptandi. Kombinasyon MIK degerlerinde EUCAST aztreonam sinir degerleri
baz alindiginda ise suslarm 36/38’sinda (%94.7) aztreonam duyarl degere (MIK <1
ug/ml) ulasilmis olup, diger 2 susun artmis dozda duyarli kategorisindeki MIK
degerine (MiK =2 pg/ml) sahip oldugu gozlendi (Tablo 8). Bu degerlendirmeler
avibaktamin kombinasyondaki MIK degerlerinden bagimsiz yapilmustir. Tiim suslar
icin kombinasyon MIK degerlerindeki avibaktamm MIK degerleri 0.5-8 ug/ml

araliginda saptandi.

Aztreonam/avibaktam kombinasyonundaki, avibaktam konsantrasyonu 4 pg/ml
(kilavuzlarda yer alan seftazidim/avibaktam kombinasyonundaki sabit avibaktam
konsantrasyonu) olarak sabit kabul edildigi taktirde, CLSI aztreonam sinir degerine
gore suslarin 37/38’si (%97.3) aztreonama duyarli, 1’inin ise orta duyarli oldugu
belirlendi. EUCAST sinir degerleri dikkate alindiginda ise 31/38’iinde (%81.6)
aztreonam duyarli saptanirken, kalan suslardan 2’si (%5.3) artmis dozda duyarli, 5’
(%13.1) direngli MIK araligindaydi. Bu farklar, Tablo 8’de goriildiigii gibi 8 pg/ml
avibaktam kombinasyon MiK degerlerine sahip olan 6 sustan kaynaklanmaktadr.

4.2. KOLISTIN ve APRAMISIN

38 KUE susundan 12/38’sinin (%31) BMD yéntemi ile kolistine duyarli ve diisiik

MIK degerlerine sahip oldugu gorildii ve bu suslar kolistin/apramisin sinerji
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calismasina dahil edilmedi. Bu tez ¢alismasinda incelenen 38 KUE ve yaygin ilaca
direngli susundan BMD ile 26’smin ise (%69) kolistine direncli oldugu saptandi.
Apramisin, tek basina suslarin 30/38’unda (%79) etkili bulundu. Diger 8 sus (%21)
ise direncli olarak saptandi. Kolistin direncli suslarin 19/26’unun (%73) apramisine
duyarli oldugu goriildii. Apramisin direngli suglarin 7’sinin KPC, 1’inin NDM-1
ireten suslar oldugu goriildii. Apramisin i¢in yapilan degerlendirmeler, Uluslararasi
antibiyotik direnci izlem sistemi ¢alisma grubu 2001 yili raporundaki E. coli igin
verilen sinir degerlere gore yapilmistir
(http://www.cdc.gov/narms/annual/2001/2001.pdf ~ Erisim  tarihi:  10.10.2018).

Kolistin/apramisin kombinasyonunun sinerji ¢alismasi yapilan kolistin direngli 26

susun FIKI degerlerine gore; sadece 4’iinde (%15.3) sinerjik etki saptanirken, 8 susta
antagonist (%30.7), 14 susta (%54) ise aditif etki tespit edildi (Tablo 9).

4.3. SEFTOLOZAN/TAZOBAKTAM

Seftolozan/tazobaktam kombinasyonunun, ¢alisilan kombinasyonlar arasinda en
diisiik etkinlik oranina sahip oldugu goriildii. Suslarin sadece 2/38’inde etkili olurken
diger suslar 36/38 (%94.7) direncli olarak saptandi (Tablo 5). Direncli olan suslarin
31’inin MIK degerinin ¢ok yiiksek oldugu (>256 pg/ml) gozlendi.
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Tablo 8. Aztreonam ve avibaktamin tek baslarma ve kombinasyondaki MIK

degerleri ve FIK indeksi sonuglari

Sus Enzim tip A | Komb-ATM | Komb-AVi | AVIMIK | giki | voruM
No ng/ml MIK pg/ml | MiK pg/ml pg/ml
1 OXA-48 >64 1 1 >64 <05 sinerjik
2 NDM-1 >64 0.25 2 >64 <05 sinerjik
3 NDM-1 >64 0.25 2 >64 <05 sinerjik
4 NDM-1+ OXA-48 | >64 1 2 >64 <05 sinerjik
5 NDM-1 >64 1 4 32 <05 sinerjik
6 NDM-1+ OXA-48 | >64 0.5 2 >64 <0.5 sinerjik
7 NDM-1 >64 0.25 2 >64 <0.5 sinerjik
8 NDM-1 >64 0.5 1 >64 <05 sinerjik
9 KPC >64 05 2 >64 <0.5 sinerjik
10 | NDM-1+O0XA-48 | >64 0.5 2 >64 <0.5 sinerjik
11 NDM-1 >64 0.25 2 >64 <0.5 sinerjik
12 OXA-48 >64 0.5 2 >64 <05 sinerjik
13 OXA-48 >64 0.125 2 64 <05 sinerjik
14 NDM-1 >64 0.25 2 64 <05 sinerjik
15 NDM-1 >64 0.5 2 64 <05 sinerjik
16 NDM-1 >64 0.25 2 32 <05 sinerjik
17 OXA-48 >64 0.5 2 >64 <05 sinerjik
18 NDM-1 >64 0.25 2 >64 <0.5 sinerjik
19 NDM-1 >64 0.25 2 32 <0.5 sinerjik
20 NDM-1 >64 0.5 0.5 8 <05 sinerjik
21 | NDM-1+OXA-48 | >64 0.5 2 >64 <0.5 sinerjik
22 OXA-48 >64 0.5 1 >64 <05 sinerjik
23 OXA-48 >64 0.5 2 >64 <05 sinerjik
24 NDM-1 >64 0.25 2 >64 <0.5 sinerjik
25 OXA-48 >64 1 2 >64 <05 | sinerjik
26 KPC >64 1 8 >64 <05 sinerjik
27 OXA-48 >64 0.25 4 32 <05 sinerjik
28 OXA-48 >64 0.5 2 64 <05 sinerjik
29 OXA-48 >64 1 1 >64 <0.5 sinerjik
30 OXA-48 >64 0.5 2 >64 <05 sinerjik
31 OXA-48 >64 0.5 4 >64 <05 sinerjik
32 KPC >64 1 8 >64 <05 sinerjik
33 KPC >64 2 4 >64 <05 sinerjik
34 KPC >64 05 8 >64 <0.5 sinerjik
35 KPC >64 0.5 8 >64 <0.5 sinerjik
36 KPC >64 2 2 >64 <05 sinerjik
37 KPC >64 0.5 8 >64 <05 sinerjik
38 KPC >64 0.5 8 >64 <05 sinerjik

ATM: Aztreonam, AVI: Avibaktam, KOMB: Kombinasyondaki, MIK: Minimum Inhibitor

Konsantrasyonu, FIK: Fraksiyonel Inhibitor Konsantrasyonu
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Tablo 9. Kolistin ve apramisinin; tek baslaria ve kombinasyondaki MIK degerleri

ve FIK indeksi sonuglari

KoL .
?\luoS Enzim tipi ilvg[/iﬁl ﬁﬁq{bu:/?nll_ 1\??1213;‘;1 Altll)gl/\ﬁnllK FiKi YORUM

1 OXA-48 32 16 2 4 1 Aditif

4 NDM-1 + OXA-48 32 16 4 4 >1 Aditif

6 NDM-1 + OXA-48 16 32 16 4 >4 Antagonist

7 NDM-1 >32 1 16 4 >4 Antagonist
11 NDM-1 >32 8 05 2 <0.5 Sinerjik
13 OXA-48 4 2 2 2 >1 Aditif
16 NDM-1 4 2 2 4 1 Aditif
17 OXA-48 32 32 2 4 >1 Aditif
18 NDM-1 32 0.25 1 4 <0.5 Sinerjik
19 NDM-1 16 0.5 0.25 2 <05 Sinerjik
21 | NDM-1+OXA-48 32 64 4 4 3 Aditif
23 OXA-48 4 128 8 4 >4 Antagonist
25 OXA-48 4 1 2 4 >0.5 Aditif
26 KPC 32 4 4 4 >1 Aditif
27 OXA-48 32 2 2 8 <0.5 Sinerjik
28 OXA-48 >32 1 2 4 >0.5 Aditif
29 OXA-48 8 8 4 4 2 Aditif
30 OXA-48 32 32 16 4 >4 Antagonist
31 OXA-48 16 0.125 8 4 2 Aditif
32 KPC >32 128 2 >512 >1 Aditif
33 KPC 32 64 2 >512 >2 Aditif
34 KPC 32 64 2 >512 >2 Aditif
35 KPC 16 64 2 >512 >4 Antagonist
36 KPC 32 128 2 >512 >4 Antagonist
37 KPC 32 128 2 >512 >4 Antagonist
38 KPC 16 128 2 >512 >4 Antagonist

KOL: Kolistin, AP: Apramisin, KOMB: Kombinasyondaki, MIK: Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu, FIK: Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyonu
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5. TARTISMA VE SONUC

Antibiyotik direnci diinya ¢apinda O6nemli bir halk sagligi problemi ve direngli
suslarla olusan enfeksiyonlar her gecen giin artmaktadir. CDC tarafindan yayinlanan,
antibiyotik direnci acisindan tehdit olusturan ilk 18 mikroorganizmay1 6zetleyen bir
raporda tehdit olusturan mikroorganizmalardan Ugli tehdit diizeyi a¢isindan “acil
oncelikli’’ grupta siniflandirilmis olup bunlardan birisi de karbapenem direngli
Enterobacteriaceae Uyeleri olarak bildirilmistir (CDC, 2013). Bu tehdidin siddeti,
yeni antibiyotik ajanlarinin arastirilmasinin, direng gelisimine ayak uyduramamasi
gercegi ile artmaktadir. Antibiyotiklere direncli suslarla enfeksiyon tehdidine karsi
yeni antibakteriyel ajanlarin kesfinin acil ihtiya¢ oldugu yaygin olarak kabul
edilmektedir ancak yakin gelecekte bakterilere karsi piyasaya siiriilecek olan
tamamen yeni bir aktif ajan olamayabilir. 20. yiizyil, yeni ve daha aktif
antibiyotiklerin kesfi ve siirekli gelisimi ile dikkat ¢gekmis “antibiyotik yiizyil1” iken
Klinikte, 1987'den beri lipopeptitler disinda yeni bir antibiyotik grubu mevcut
degildir (Nordmann 2014). Bu nedenle tedavide, mevcut antibiyotiklerin;
endikasyonlarinin  genisletilmesi, doz ve inflizyon siiresi gibi farmakolojik
ozelliklerin  esnetilmesi, kombine kullanimlar1 gibi alternatifler {izerinde
durulmaktadir. Belirli bir tedavi algoritmasi olmadigi i¢in literatirde kontrolli
olmayan tedaviler ve bunlarin sinirli retrospektif incelemeleri karsimiza ¢ikmaktadir.
Diger yandan in vitro olarak ¢esitli ajanlarin, kombinasyonlarin etkinlik ve sinerji
caligmalar1 devam etmektedir. Bu dogrultuda calismamizda da tedavide alternatif
olabilecek bazi antibiyotiklerin ve bazi kombinasyonlarmin séz konusu direngli

bakterilere karsi in vitro etkinligi aragtirilmistir.

Karbapenem direngli Enterobacteriaceae suslari, hemen hemen mevcut tim
antibiyotiklere direngli; solunum yolu, Uriner sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi ve

intraabdominal enfeksiyonlar gibi birgok ciddi enfeksiyona neden olmaktadir. Zhang
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Y ve ark. Cin'de, 25 hastanede bildirilen 2015 yilina ait 664 karbapenem direncli
Enterobacteriaceae enfeksiyonlarini inceledikleri ¢calismada; bu vakalarin ¢ogunda K.
pneumoniae (%73.3), E. coli (%16.6) veya Enterobacter cloacae (%7.1) tirlerinin
etken oldugunu vurgulamiglardir. Bu ¢aligmada genel mortalite oran1 %33.5 olarak
rapor edilmistir (Zhang et al. 2018). Literatiirdeki veriler ve bu ¢aligmaya paralel
olarak hastanemizde de karbapenem direngli suslar igerisinde K. pneumoniae tirdnan
hakim oldugu saptanmistir.  Calismamizda; karbapenem  direncli  olan
Enterobacteriaceae tiirleri arasinda ayn1 zamanda karabepenemaz iireten ve yaygin

ilag direnci olan K. pneumoniae suslari incelenmistir.

Karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae suslarinda tedavide alternatif olabilecek
kombinasyonlardan olan aztreonam/avibaktam kombinasyonunun, aralarinda global
surveyans programlarinin da oldugu ¢alismalarda bu suslarda oldukea etkin oldugu
saptanmigtir. OXA-48, KPC gibi serin beta-laktamazlarin yani sira NDM-1 gibi
metallo-beta-laktamaz (reten suslara da etkili oldugu belirtilmistir (Kazmierczak et
al. 2018, Chew et al. 2018). Yine Biedenbach ve ark.’nin (2015) yaptiklari global
siirveyans c¢alismasinda aztreonam/avibaktam kombinasyonunun MBL iireten suglar
da dahil olmak Uzere KUE suslarinda in vitro etkinliginin yiiksek oldugunu
saptamislardir (Biedenbach et al. 2015. Bizim ¢alismamizda da aztreonam/avibaktam
kombinasyonunun nerdeyse tiim suslarda etkili ve sinerjik oldugu saptandi. Bu
kombinasyonun, KPC ve OXA-48 grubu karbapenemaz Ureten suslara etkili oldugu
gibi MBL (NDM-1) iireten suslar ve dual-karbapenemaz iireten suslara (NDM-
1+OXA-48 iireten 4 sus) kars1 da basarili olmasi tedaviye yonelik alternatif sunmasi

agisindan onemlidir.

Avibaktamin direngli suslar igin gelistirilmis baska bir kombinasyonu olan
seftazidim/avibaktam kombinasyonunun, MBL {ireten suslara karsi etkili olmadigi
gozlenmistir (Ehmann et al. 2012, Castanheira et al. 2014). Bu durumun
aztreonamin, seftazidimden farkli olarak MBL enzimleri karsisinda dayanikli
olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir. Aztreonam/avibaktam kombinasyonunda;
avibaktamin MBL enzimlerini inhibe etme 6zelligi olmasa da aztreonami hidrolize
eden ve birlikte bulunan diger olasi beta-laktamazlari (GSBL, AmpC, OXA-48, KPC

vb. beta-laktamazlari) inhibe etmektedir. Bu kombinasyonun MBL iireten suslara
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kars1 da etkili/sinerjik olmas1 bu sekilde aciklanabilir. Ileride tedavide kullanilmasi
durumunda, karbapenem direngli suslarda, MBL iiretiminin arastirilmasi1 daha da
deger kazanabilir. Boylece MBL iiretimi saptanan suslarda ilk siralarda bu
kombinasyon tercih edilebilir. Aztreonam/avibaktamin kombinasyonunun klinik faz
3 caligmalar1 devam etmekte olup, yakin zamanda tedavide kullanima girmesi
kuvvetle muhtemeldir. Clinkii bu iki ila¢ bir arada olmasa da klinik kullanimda yer
alan ajanlardir (seftazidim/avibaktam kombinasyonu seklinde ve tek basina
aztreonam). Ancak aztreonam/avibaktam kombinasyonunun gincel klinik sinir

degerleri uluslararasi kilavuzlarda heniiz bulunmamaktadir.

Aztreonam/avibaktam kombinasyonunun MBL fireten suslar karsisinda in vitro
etkinligi basarili bulunsa da Lohans ve ark. (2017) yakin zamandaki ¢alismalarinda,
MBL enzimlerinin bu iki antibiyotige karsi hidrolitik aktivitelerinin oldugunu
saptamiglardir. Bu bulgularin dikkate alinmasi gerektigini ve klinik kullanimda
potansiyel diren¢ nedeni olabilecegini belirtmislerdir. Cunki bu ¢alismada avibaktam
uzerinde VIM ve NDM-1 gibi MBL enzimlerinin dikkate deger diizeyde hidrolitik
aktivitelerinin oldugunu saptamislardir. Yine MBL enzimleri ile ilgili literatiirde yer
alan monobaktamlara karsi hidrolitik aktivitelerinin olmadigi yonundeki bilgilerin
aksine bir bulgu ile konuyu tartismaya agmaktadirlar. Ozellikle NDM-1 enzimin
aztreonam Uzerindeki hidroliz etkisi TEM-1, OXA-48 gibi enzimlere yakin

bulunmustur.

Tazobaktam, GSBL iireten suslar ve yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda
AmpC ireten suslara karsi basarili olmasina ragmen, karbapenemaz enzimlerini
inhibe edemediginden seftolozan/tazobaktam kombinasyonunun KUE suslarinda
etkin olmadigi daha 6nceki bazi ¢aligmalarda bildirilmistir (van Duin and Bonomo
2016). Seftolozan/tazobaktam ve Seftazidim/avibaktam kombinasyonlarinin ¢oklu
ilaca direncli E. coli, K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa suslari iizerinde
denendigi in vitro bir ¢calismada, GSBL iireten suslarda ve Pseudomonas aeruginosa
suslarinda her i1ki kombinasyon basarili bulunurken, karbapenem direngli
Enterobacteriaceae suslarinda etkinlikleri sirasi ile %10 ve %45 olarak saptanmistir
(Alatoom et al. 2017). Seftolozan/tazobaktam kombinasyonu, literatiire paralel olarak

bizim ¢alismamizdaki KUE suslarina kars: etkili bulunmamistir. Sadece 2 susta etkin
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MIK degerleri saptandi. Tiim bu c¢alismalar ve bizim c¢alismamizdaki veriler,
seftolozan/tazobaktamin KUE enfeksiyonlar1 igin etkili bir ajan olmadigini

gostermektedir.

Kolistin duyarlilik testi, yillar iginde degismistir ve hala devam eden bir tartisma
konusudur. Bunlardan birisi duyarlilik testinde kolistinin hangi formunun
kullanilacagidir. Kolistin metansulfonat, aktif olmayan 6n ila¢ formunda oldugu igin
kilavuzlar kolistin siilfat kullanimi Onermektedir. Diger degisiklikler hem test
metodolojisinde hem de sinir degerlerde yapilan degisikliklerini icermektedir.
Kolistin, amfipatik dogasi nedeniyle plastik maddelere baglanmasina ragmen su an
icin CLSI ve EUCAST, tek gecerli yontem olarak broth mikrodilisyon yénteminin
kullanilmasini 6nermektedir. Bir siire i¢in bu dezavantajin {istesinden gelmek i¢in,
CLSI oOnerisi olarak (CLSI 2014) BMD yonteminde polisorbat-80 eklenmesi
onerilmistir fakat kolistin ile sinerjik etkilesimi oldugundan bu 6neri de terkedilmistir
(http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST _files/General_documen

ts/Recommendations_for_MIC_determination_of colistin_March_2016.pdf Erisim
tarihi 29.10.2018). Ancak, Karvanen ve ark. (2017) yaptiklart bir g¢alismada
kolistinin hem polistiren hem de polipropilen yapisindaki mikrodilisyon plaklar
tarafindan konsantrasyona bagli bir olarak 6nemli 6lgude adsorbe edilebilecegini
gostermislerdir. Bu durumda test ortaminda kolistin kaybmin bir sonucu olarak,
BMD yontemi ile belirlenen MIK degerlerinde sapmalar olabilecektir. Dolayisiyla
halen degismekte olan kolistin duyarlilik testleri, bu bulgular dikkate alindiginda
tekrar  revize  olabilir  (Prim et al. 2018). Son kilavuzlarda
EUCAST, Enterobacteriaceae icin sinir MIK degerlere sahipken, CLSI smir degerleri
yerine sadece bazi tiirler icin epidemiyolojik smir MIK degerleri olusturmustur
(CLSI M100 ED28. 2018, EUCAST 2018). Su an icin ortak nokta olarak her iKi
kilavuz da agar diffiizyon yontemlerini énermemekte ve BMD yontemi ile MIK

degerinin tespit edilmesini 6nermektedir.

VITEK 2® otomatize sistemle kolistin duyarli olarak saptanmis 6 sus, calismamizda
BMD yontemi ile direngli bulunurken, direngli saptanmis olan 2 sus ise BMD ile
duyarli olarak saptandi. Bu farkliliklara gore kolistin duyarlilik testleri ile ilgili

otomatize sistemlerle, BMD yontemindeki MIiK degerlerinin farkliliklar1 da

38


http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/General_documents/Recommendations_for_MIC_determination_of_colistin_March_2016.pdf
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/General_documents/Recommendations_for_MIC_determination_of_colistin_March_2016.pdf

aragtirtlmas1  gereken konular arasindadir. Kolistin/apramisin  kombinasyonu
calistigimiz suslarin kolistin duyarliliinda BMD yo6ntemi esas alinmistir. Buna gore
yaygm ila¢ direngli KUE suslarinin 26’s1 BMD ile kolistin direngli saptanmis ve

kolistin/apramisin kombinasyon ¢alismasina alinmistir.

Kolistin/aminoglikozid kombinasyonlarini igeren simirli sayida in vitro c¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birisinde, Chitnis ve ark. checkerboard yontemi ile
amikasin ve gentamisinin ayri ayri1 kolistinle kombinasyonu ¢alisilmis, 46 gram
negatif susta (10’u Klebsiella spp.) sirastyla %19.5 ve %10.8 oraninda sinerjik etki
bulunmustur. Bu caligmada diger suslarda aditif etki bulunurken, antagonist etki
saptanmamustir (Chitnis et al. 2007). Acinetobacter, Pseudomonas ve Klebsiella cinsi
bakterilerle, cesitli antibiyotikler ve sinerji metodlarimin kullanildigi diger bir
calismada sadece bir K. pneumoniae susunda polimiksin B/amikasin kombinasyonu
calisilmis olup, time-kill yonteminde sinerjik bulunurken checkerboard yénteminde
aditif etki saptanmustir (Leite 2015).

Kolistin/apramisin kombinasyonuyla ilgili literatlr taramalarinda Kklinik ya da
laboratuvar c¢aligmasi olarak herhangi bir ¢alismaya ulasilamamistir. Direngli suslara
kars1 etkili ajanlarin kisitli olmasi nedeniyle in vitro ¢alismalarla giindeme gelen
apramisin, heniiz insanlarda kullanilmamaktadir. Kolisitinle kombine kullanimi ile
ilgili ilk laboratuvar ¢alismalarindan birisi olan bu ¢alismada, karbapenemaz lreten
ve kolistin direncli K. pneumoniae suslara karsi sinerjik etkisinin olup olmadigi
incelenmistir. Bu kombinasyonda, sadece 4 susta (%15.3) sinerjik etki saptanirken
diger suslarda antagonist (%30.7) veya aditif etki (%54) saptandi. Goriildiigii tizere
kolistin/apramisin kombinasyonunda da literatiirde diger aminoglikozdilerde oldugu
gibi sinerjik etki oram1 disiiktiir. Bunun yanm1 yukarida bahsi gecgen
kolistin/aminoglikozid kombinasyon c¢alismalarina benzer oranda aditif etki
saptanirken, bu ¢alismalardan farkli olarak ©Onemli oranda antagonist etkinin

bulunmus olmasi dikkate degerdir.

Apramisinin EUCAST ve CLSI kilavuzlarinda MIK smir degerlerinin bulunmamast,

etkinliginin optimal degerlendirilmesi agisindan sinirlayict olmaktadir. Apramisinle

ilgili diger ¢aligmalarda da bu 6zel durumdan dolay: etkinlik degerlendirilmesi, sinir

MIK degeri olan diger aminoglikozidlerle (amikasin, gentamisin, tobramisin gibi)
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kiyaslama ile ya da uluslararasi antibiyotik direnci izlem sistemi ¢aligma grubu
tarafindan yaymlanan 2001 yili raporunda E. coli i¢in verilen smir degerler
kullanilarak yapilmistir (http://www.cdc.gov/narms/annual/2001/2001.pdf (Erisim
tarihi: 10.10.2018), (Kang et al. 2017). CDC ve FDA ile ortak calisan bu ¢alisma

grubu; yiyecek, hayvan ve insan kaynakli izolatlardaki direnglerin izlemini
yapmaktadir. Apramisin igin smir degerleri yiyecek ve hayvan kaynakli E. coli,
Salmonella spp. gibi birka¢ Enterobacteriaceae Uyesi bakteriyi ve eski verileri
kapsamaktadir. Apramisin sinir degerleriyle ilgili baska da bir uluslararasi ve Klinikle
ilintili bir veriye ulagilamamistir. Bu sebeple gelecekteki klinik ve laboratuvar
calismalarda apramisin smir degerlerinin belirlenmesi konusuna odaklanilmasi
gerekmektedir. Klinikte kullanilan mevcut tim antibiyotiklere direncli olan
bakterilerle karsilasildigindan, bu tip etkenlerin yol agtigi enfeksiyonlarda her tiirlii

alternatif ajan degerlendirilmeli ve hakkinda bilgi sahibi olunmalidir.

S6z konusu sinir degerlerin kullanildigi ve farkli bakteri gruplarina karsi apramisin
etkinliginin incelendigi birgok c¢alisma mevcuttur. Yakin zamanda yapilan
calismalarda da apramisinin karbapenem direngli suslarda etkin olabilecegi
vurgulanmigtir. Smith and Kirby’nin (2016) karbapeneme duyarli ve direngli
Enterobacteriaceae suslartyla yaptiklari caligmada, apramisinin etkinligini tiim suslar
ve karbapenem direngli suslarda sirasiyla %78, %70.8 olarak degerlendirmislerdir.
Bu calismada karbapenem direncli suslarda diger aminoglikozidlerin duyarliliklar:
gentamisin %47.2, tobramisin %34.7, amikasin %65.3 olarak saptanmistir ve
amikasin digindaki aminoglikozidlere gore anlamli fark oldugu belirtilmistir. Yine
yakin bir zamanda Galani ve ark. nin (2018) yaptiklari ¢alismada, karbapenem
direncli Enterobacteriaceae (n=411) ve diren¢ probleminin sik¢a yasandigi diger bir
bakteri tirl olan karbapenem direncli Acinetobacter baumannii (n=594) suslari
tizerinde apramisin etkinligi arastirilmistir. Apramisin etkinligi bu suslarda sirastyla
%94.9, %88.6 bulunmustur. Apramisinle ilgili fakli bir bakteri grubu iizerine
yapilmis diger bir ¢alismada ise kistik fibrozisli hastalarin balgamindan izole edilen
non-tberkiloz mikobakterilerden Mycobacterium abscessus (izerinde apramisin
etkinligi arastirilmis ve tiim suslarda etkin olarak saptanmistir (Moore et al. 2018).
Sicanlarda yapilan in vivo bir ¢alismada ise M. Tuberculosis ve metisilin direncli

Staphylococcus aureus suslari ile enfekte edilmis kobaylarda apramisin ve amikasin
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tedavileri denenmis, apramisinin amikasine gore daha etkili ve daha az toksik oldugu
vurgulanmigtir (Meyer et al. 2014). Bu calismalar ve bizim c¢aligmamizdan elde
edilen veriler, veterinerlik alaninda kullanilan bu molekiiliin insanlara uygun
terapotik bir form haline getirilmesi konusunda calismalara ihtiyag oldugunu
gostermektedir. Calismamizda apramisinin tek basma MIK degerleri umut vaadedici
olarak degerlendirildi. Tim suslarin %79’unda duyarhlik sinirlarinda MIK degerleri
saptanirken kolistin direngli suslarin da %73’iinde etkili bulundu. Bu oranlar diger
aminoglikozidlerin duyarliliklarina gére (amikasin: %28.9, gentamisin: %210.5)
Onemli olglde yuksek goziikmektedir. Yaygin ilag direncine ek olarak kolistine de
direncli suslarin biiylik bir kisminda tek basina etkili bulunmasi ¢ok 6nemli bir bulgu
olarak degerlendirilmistir. Bu bulgular daha kapsamli in vivo c¢alismalarla
desteklenmelidir. Calismamizda KPC iireten kolistin direngli suslarin blyik bir
kisminda (7/8’inde, %87.5) apramisine kars1 da direng oldugu saptandi. Bu suslarda
tek basmna apramisin MIK degeri >512 pg/ml, apramisinin kombinasyon MiK
degerinin 2 pg/ml’ye distiigii gorildi. Ancak yine bu suslardaki kolistinin
kombinasyon MIK degerlerinin 2-8 kat arttig1 igin s6z konusu iki antibiyotigin
kombinasyonunda sinerjik etki goriilmemistir. Incelenen suslarin biiyiik bir kisminda
sinerji saptanmamis olmasi Ve aminoglikozid/kolistin kombinasyonunun olusturdugu
toksisite endisesi, bu kombinasyonun kullaniminin uygun olmadigi anlamina

gelebilir.

Bu ¢aligmada incelemeye aldigimiz karbapenem direngli ve yaygin ilag direnci olan
Enterobacteriaceae izolatlarmim tiimii K. pneumoniae suslari olup, laboratuvarimiz
kiltir kolleksiyonunda bu kriterlere uyan diger Enterobacteriaceae iiyeleri
bulunmamaktaydi. Diger Enterobacteriaceae iiyeleri i¢in bu ¢alismadaki
kombinasyonlarin denenememis olmast ¢alismamizin sinirlayici yoniidiir. Ayrica
calismamizda denenen antibiyotiklerden apramisinin insanlarda kullanimina yonelik

giincel klinik sinir degerlerinin olmayis1 bazi yorumlamalarimizi kisitlamistir.
Sonug ve oneriler;

» Aztreonam/avibaktam kombinasyonu, metallo-beta-laktamaz da dahil olmak
Uzere karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae ailesine ait K. pneumoniae

suslarinda yiksek oranda sinerjik ve etkili bulundu. Klinik faz c¢alismalari
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devam eden bu kombinasyon, tedavide onemli bir potansiyele sahip
gOzukmektedir.

» Kolistin direncli olan suslarda denenen kolistin/apramisin kombinasyonunun
sinerjik etkinligi diisiik bulunurken ¢ogunlukla aditif ve antagonist etkiler
gozlendi.

> Tek basina apramisin, suslarin cogunda diisiik MIK degerlerine sahip
oldugundan etkili olarak degerlendirildi. insanlarda su an igin kullanimi
olmayan bu antibiyotik, genis klinik arastirmalar ve faz ¢alismalarinin

yapilmasi durumunda tedavide 6nemli bir alternatif olabilir.
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