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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu calismada karbapenemaz iireten Klebsiella pneumoniae
izolatlarinda matriks aracili lazer dezorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrometrisi (MALDI-TOF MS) kullanilarak meropenem, kolistin ve rifampisin
antibiyotikleri i¢in duyarlilik ve kombinasyon sinerjik etkilerinin Checkerboard
mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirilmasi ve ayrica MALDI-TOF MS’in bir hizli

sinerji belirleme yontemi potansiyelinin belirlenmesi amaglanmaistir.

GEREC VE YONTEM: : Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 2014 ile 2020 yillar1 arasinda izole edilen ve genotipik
olarak da real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (Gene Xpert Carba-R Kiti,
Cepheid, ABD) ile belirlenmis 20 adet kolistin direngli K. pneumoniae izolati ¢calismaya
almmustir. In-vitro sartlarda her bir susun kolistin+meropenem ve kolistin+rifampisin
kombinasyonu, kalitatif sonu¢ veren checkerboard (dama tahtasi) mikrodiliisyon ve
kantitatif sonu¢ veren MALDI-TOF MS (bioMerieux, France) yontemi ile sinerjik etki
aragtirtlmistir. Elde edilen verilere gore sinerjik etki gosteren izolatlar, referans yontem

olan Checkerboard mikrodiliisyon yontemi sonuglari ile karsilastirilmistir.

BULGULAR: Checkerboard yontemi ile kolistin+tmeropenem kombinasyonunun
etkinliginin arastirildigr 20 susun 9’unda ve kolistin+rifampisin kombinasyonu igin 20
susun 17’sinde sinerjik etki saptanmistir. MALDI-TOF MS yonteminde ise
kolistintmeropenem kombinasyonu i¢in 20 susun 14’tinde ve kolistin+rifampisin

kombinasyonu i¢in 20 susun 12’sinde sinerji tespit edilmistir.

SONUC: Direngli suslarda antibiyotik kombinasyonlarmin sinerjik etkilerinin
arastirildigt MALDI-TOF MS yéntemi ile referans olan Checkerboard mikrodiliisyon
metodu karsilastirildiginda, her iki sistemde kolistintmeropenem kombine ilag
etkilesiminde 9 susun 6’sinda (%66,6) sinerjik uyum gozlenirken, kolistin+rifampisin
kombine ilag etkilesiminde 17 Susun 12°sinde (%70,5) sinerji gozlenmistir. Sinerji
belirleme i¢in MALDI-TOF MS yéntemi hizli ve giivenilir bir yontem gibi

goriinmektedir. Daha ileri ve kapsamli ¢alismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Kolistin, Karbapenemaz, Klebsiella pneumoniae, MALDI-TOF
MS, Checkerboard
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SUMMARY

Determination Of Synergistic Activities Of Antibiotics In Klebsiella pneumoniae
Producing Colistin-Resistant Carbapenemase With MALDI-TOF MS

INTRODUCTION AND AIM: In this study, it was aimed to compare the sensitivity and
combination synergistic effects for meropenem, colistin, and rifampisin antibiotics in
carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae isolates by using MALDI-TOF MS, and
also to determine the potential of MALDI TOF as a fast synergy determination method.

MATERIALS AND METHODS: Isolated in Sakarya University Training and Research
Hospital Medical Microbiology Laboratory between 2014 and 2020. and 20 colistin resistant
K. pneumoniae isolates genotypically determined by real-time Polymerase Chain Reaction
method (Gene Xpert Carba-R kit, Cepheid, USA) were included in the study. The synergistic
effect of each strain was investigated by the combination of colistin + meropenem and
colistin + rifampisin, checkerboard microdilution which gives qualitative results and
MALDI-TOF MS (bioMerieux, France) method which gives quantitative results under in-
vitro conditions. The MALDI-TOF MS device has been studied in the mass range of 10 to
1000 kDa m / z. Then, the presence of peaks between 446.73 m / z and 660.12 m / z was
observed. According to the data obtained, the isolates showing synergistic effect were

compared with the results of the reference method, Checkerboard microdilution method.

RESULTS: Synergistic effects were detected in 9 out of 20 strains in which the
effectiveness of colistin + meropenem combination was investigated with the checkerboard
method, and in 17 of 20 strains for colistin + rifampicin combination. In MALDI-TOF MS
method, synergy was detected in 14 out of 20 strains for colistin + meropenem combination

and in 12 out of 20 strains for colistin + rifampicin combination.

CONCLUSION: When we compared the results of the MALDI-TOF MS method and the
reference Checkerboard microdilution method in resistant strains, 6 of 11 strains (66,6%)
showed synergistic harmony in colistin + meropenem combined drug interaction, while 16
strains in colistin + rifampisin combined drug interaction showed 11 Synergistic harmony
was observed in (68,7%). The MALDI-TOF MS system appears to be a fast reliable method

for synergy determination. Further and comprehensive studies are required.

Keywords: Colistin, Carbapenemase, Klebsiella pneumoniae, MALDI-TOF MS, Checkerboard

XV



1. GIRIS VE AMAC

Bakterilerde giderek artan antibiyotik direnci, antibiyotiklerin kesif siirecinin ilk
zamanlarindan itibaren bilinmekteydi, bu da direngli kokenlerden kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisinde énemli problemlere yol agmaktadir. Onceki donemlerden
farkli olarak, bu enfeksiyonlara daha ¢ok gram negatif patojenler neden olmaktadir
(Bradford and Dean 2008).

Enterobacterales, Proteobacteria ve Gammaproteobacteria sinifinda yer alan gram
negatif (GN) fakiiltatif anaerop, comak sekilli, endospor olusturmayan ve 1-5 pum
uzunlugundadir. Cogunlukla sahip olduklar1 flagellalar1 ile hareketlidirler. Sadece
Klebsiella spp. ve Shigella ssp. haraketsizdir. Katalaz enzimleri Enterobacterales
cinsleri arasinda degiskenlik gosterir (Williams, Gillespie, Sobral, Nordberg,
Smyder, Shallom and Dickerman 2010).

Enterobacterales; insanda siklikla enfeksiyon etkeni olarak izole edilen, bir¢ok
bakteri cinsi ve tiiriine sahiptir (Bilgehan 2000). Enterobacterales iiyelerinin genel
olarak insanlarda menenjit, cerrahi yara enfeksiyonlari, pndmoni ve idrar yolu
enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir. Bu ailenin en onemli cinsleri:
Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Enterobacter, Proteus,
Yersinia, Morganella, Serratia ve Providencia tiirleridir (Pitout and Loupland 2008).

Bu enfeksiyonlar toplum kokenli enfeksiyonlardan firsatgi, tedavisi zor
enfeksiyonlara kadar genis bir ¢apta klinik tablo gosterebilirler. Yakin bir donemde
ise karbapenemleri hidrolize eden karbapenemaz enzimine sahip Enterobacterales
suslart ortaya ¢ikmistir (Falagas, Tansarli, Karageorgopoulos and Vardakas 2014,

Nabarro and Veeraraghavan 2015).

Saglik bakimu ile iligkili enfeksiyonlarda goriilen bu karbapenem direngli suslarin,



daha sonra toplum kaynakli enfeksiyonlarda da ortaya ¢iktigi gozlemlenmistir
(Khatri, Naeger, Wiest , Osborn, Garber, Hecker, Hurless, Rudin, Jacobs, Kalayjian,
Salata, van Duin, Perez, Bonomo, Paterson and Harris 2015, Van Duin and Paterson
2016).

Karbapenem direngli Enterobacterales iiyesi bakterilerden ¢ok ilaca direngli (MDR)
ve genis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) iireten suslarin ortaya ¢ikisi ve diinya
capinda yayilmasi bir saglik sorunu haline gelmistir. Bu da halihazirda kullanilmakta
olan antibiyotiklerin etkinliklerine karsi biiyiikk bir tehdit olusturmaktadir (Zarrilli,
Giannouli, Tomasone, Triassi and Tsakris 2009, Nordmann and Poirel 2002, Bush
2013).

Karbapeneme direncli bakteriler, MDR gram negatif bakterilerin neden oldugu hayati
olumsuz yonde etkileyen enfeksiyonlara karsi son segenek olarak kullanilan genis
spektrumlu ~ B-laktam  antibiyotikler =~ olan  karbapenemlerin  kullanimim
kisitlamaktadirlar (El Gamal and Oh 2010, Patel and Bonomo 2013). Gram negatif
bakteriler arasinda karbapenem hidrolize edici enzimlerin ortaya g¢ikmasi hem
hastane ortami hem de toplum igin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (Patel and
Bonomo 2013). Karbapenemazlarin molekiiler ailesi NDM (New Delhi metallo -
laktamaz), VIM (Verona integron mediated metallo - laktamaz) ve IMP
(imipenemaz) gibi metallo B-laktamazlar (MBL'ler) ile serin karbapenemazlardan
(KPC "Klebsiella pneumoniae carbapenemase” ve OXA tipi karbapenemazlardan)
olusur (Walsh 2010, Bush 2013).

Karbapenemaz iireten izolatlarin sebep oldugu enfeksiyonlar her gegen giin
artmaktadir. Ulkemizde ise karbapenem direnci olarak KPC, NDM gen bdlgelerine
sporadik; OXA-48 gen bolgelerine ise endemik olarak rastlanmaktadir (Nordmann
and Poirel 2002).

OXA-48 enzimlerinin plazmid aracilig1 ile aktarilmasi bakteriler arasinda direncin

hizl1 bir sekilde yayillmasina sebep olmaktadir (Nazik, Poirel and Nordmann 2005).

Tedaviye iliskin yeni ajanlarin ve kombinasyon rejimlerinin arastirilmasi zorunlu
hale gelmistir. Bakteri direng mekanizmalarmin irdelenmesi, mevcut tedavileri bu

diren¢ mekanizmalarint hedefleyerek kullanma ve antibiyotikleri kombine etme



egilimini 6n plana ¢ikarmaktadir. Daha 6nceki ¢aligmalarda bu konuyla ilgili ¢ok
sayida alternatif tedavi arayiglart ve denenen cesitli tedavi segenekleriyle ilgili

calismalar mevcuttur.

Bu c¢alismanin amaci, hastanemizde cesitli klinik Orneklerden izole edilen
karbapenemaz iireten K. pneumoniae izolatlarinda MALDI-TOF MS kullanilarak
kolistin, meropenem ve rifampisin antibiyotikleri i¢in duyarlilik ve sinerjinin gorsel
olarak saptanmasi ve tiim izolatlarin kolistin+tmeropenem ve kolistin+rifampisin
antibiyotik sinerjistik aktivitesini, ayrica referans yontem olarak Checkerboard
mikrodiliisyon ile MALDI-TOF MS yontemini karsilastirarak sinerjistik uyumlari

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Antibiyotikler;  funguslar, bakteriler ve aktinomigeslerce sentez edilen,

mikroorganizmalari 6ldiiren veya ¢ogalmasini 6nleyen maddelerdir (Akkan 2003).

Mikroorganizmalar {izerinde yaptiklar1 etki derecesine, etki mekanizmasina,

farmakokinetik Ozelliklerine ve kimyasal yapilarina gore c¢esitli sekillerde

siiflandirilabilirler (Ulusoy 1999, Aktuglu 1997).

Antibiyotikler, etki spektrumlarina gore ise dar ve genis spektrumlu antibiyotikler

olarak da siniflandirilirlar (Chambers 2001).

Antibiyotiklerin klinik kullanimina baslanmasiyla birlikte kisa bir zaman iginde
bakterilerde direng olusumu goriilmistiir. Yeni antibiyotiklerle birlikte bakteriler de

yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Ozgiines 2005).

Klinikte sik kullanilan antimikrobik maddelerin diren¢ mekanizmalar1 asagida ele

alinmis ve Tablo 1°de dzetlenmistir (Oztiirk 2008).



Tablo 1. Antibiyotik direncinin mekanizmalari

Direng

Mekanizmasi BL AG KL ML LA SUL TMP TET KIN RIF VAN POL

Enzimatik
inhibisyon

Gegirgenlik
azalmast

Hiicre digina aktif
pompalama - - z A - - X z = - - -
(efflux)

Ribozomda hedef
degisim

Hiicre duvari 6ncii
maddelerinde - - - - - - - - - X - -
degisim

Hedef enzimlerde
degisiklik

Hedef enzimin
asir1 sentezi

Inhibe evreleri
atlayan oksotrofik
mutantlar

X
X

X: Her ikisi birlikte(Y+Z), Z: Kromozom kontroliinde, Y: Plazmid kontroliinde, -: Heniiz
belirlenmemis AG (aminoglikozit), B-L(p-laktam), LA(linkozamit), KIN (kinolon),
KL (kloramfenikol), ML(makrolit), POL(polimiksin), RIF(rifampisin), SUL(sulfonamit),
TET (tetrasiklin), TMP (trimetoprim), VAN(vankomisin)



2.1. ENTEROBACTERALES

Enterobacterales tiyeleri kiiglik (0,5-3,0 um), gram negatif ¢omak goriiniimiinde,
peritris flagellalar1 ile hareket eden ya da hareketsiz, fakiiltatif anaerobik, basit
beslenme gereksinimleri olan, sporsuz, biiyiikk ve heterojen bir topluluktur (Giir,
Hascelik, Aydin, Telli, Gultekin, Ogulnc, Arikan, Uysal, Yaman ve Kibar 2009).
Proteobacteria ve Gammaproteobacteria simifi ile iliskili olan ailelerden sadece
Enterobacterales ailesinin 51 adet cinsi, yiizlerce tiirii ve alt tlirii tanimlanmistir
(Octavia and Lan 2014).

Enterobacterales iiyeleri tiim diinyada yaygin olarak; toprakta, suda, bitkilerde, insan
ve hayvanlarin dogal barsak mikrobiyotasinda bulunurlar. Insan enfeksiyonlarindan
en cok izole edilen patojenler arasinda yer alirlar. Insanlar arasinda kontamine eller,
su ve yiyecekler ile kolayca yayilabilirler. Insan viicudunda genel olarak her bolgede
(kan, alt solunum yolu, santral sinir sistemi, sindirim sistemi ve iriner sistemde)

enfeksiyona neden olabilirler (Murray, Rosenthal and Pfaller 2010).

2.1.1. Smiflandirma

Enterik bakterilerin adlandirilmasi ve smiflandiriimasinda son dénemlere kadar
antijenik fenotip ve biyokimyasal fizyolojik 6zellikleri kullanilmistir (Wu, Zhang,
Han, Sun and Ni 2009). Tablo 2’de enterik bakterilerin siniflandirilmas verilmistir
(Ulusoy 1999).



Tablo 2. Enterobacterales ailesinin siniflandirilmast

Ailesi Cinsi Tiirii

. coli,

. blatae,

. vulneris,

. fergusonii,

I. Escherichia .
. hermannii

I. Escherichieae II. Shigella

. flexneri,
. boydii,
. sonnei

. tarda,
. hoshina,
.ictaluri

E
E
E
E
E
S. dysenteriae,
S
S
S
E
I1. Edwardsiellae Edwardsiella E
E

Typhi,
. Cholorae suis,,
. Paratyphi,
. Enteritidis,
S.Gallinarum,

. Pullorum

I11. Salmonelleae Salmonella

. freundii,
. diversus,
. amalonaticus

IV. Citrobacteriaceae Citrobacter

S

C

C

C

K. pneumonaie,
K. ozanae,

K. oxytoca,

K. rhinoscleromatis,
K. planticola,

K. terrigena,
K.omithinolytica
K. aerogenes,

. cloacae,

. agglomerans,
. amnigenus,

. sakazakii,

. gergoviae,

. dissolvens,

. taylorae,

IV. Serratia E.nimipressuvali,
E. nimipressuvalis,
E. asburiae,
E.hormaechei
H. alvei

S. marcencens,
S. lique,

S. liquefaciens,
S. rubidaea,
S.fonticola,

S. odorifera,

S. plymuthica,
S. ficaria

l. Klebsiella

) 1. Enterobacter
V. Klebsielleae 1. Hafnia

mmmmmmm




Tablo 2. Enterobacterales ailesinin siniflandirilmasi (devami)
P. mirabilis,
P. vulgaris,
P. pennei,
l. Proteus P. myxofaciens
VI. Proteeae 1. Morganella M. morganii
I11. Providencia P. alcalifaciens,
P. stuartii,
P. rettgeri,
P. rustigianii
Y. pseudotuberculosis,
Y. pestis,
Y. enterocolitica,
VII. Yersinieae . Yersinia Y. frederiksenii,
Y. kristensenii,
Y. intermedia,
Y. ruckeri,
Y.aldovae
VIII. Erwinieae I. Erwinia E. amylovora,
E. carotovora
Arsenophonus
Budvicia
Buttiauxella
Cedecea
Kluyvera
Leclercia
e Leminorella
Herhangi bir aile 1_.;:1ne Moellerella
yerlestirilmemis cinsler Obesumbacterium
Pantoea
Pragia
Rahnella
Tatumella
Xenorhabdus
Yokonella

2.2. ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli ilk defa 1885’de Thedor Bald Escherich tarafindan diyareli kiigiik
bir ¢ocugun idrarindan izole edilmistir. Bunu da Bacterium coli commune olarak
adlandirmistir. Daha sonra 1919'da Castellani ve Chalmer tarafindan Escherichia

cins adi Onerilene kadar Bacterium coli olarak kullanilmistir (Noble 1998, Unat



1986). E. coli bu cinsin en ¢ok goriilen iyesidir. Bu mikroorganizma idrar yolu
enfeksiyonu, gastroenterit, sepsis ve menenjit gibi bir¢ok hastalik etkenidir (Doyle
and Schoeni 1984).

2.2.1. Morfoloji ve Kimyasal Ozellikleri
E. coli gram negatif, sporsuz bir bakteridir. (Toreci 2002).

E. coli buyyon ve agarda fakiiltatif anaerobik olarak tiremektedir. Laktozu fermente
etmesi ve indol olusturmasi diger bakterilerden ayirt edilmesi igin kullanilmaktadir
(Bilgehan 2000, Erdem 1999).

2.2.2. Epidemiyolojisi ve Yaptig1 Enfeksiyonlar

E. coli’nin olusturdugu enfeksiyonlar, barsak i¢i ya da barsak disi seklinde ikiye
ayrilmistir (Bilgehan 2000, Erdem 1999). ilki barsaklarda olusturdugu hastaliklardir

ve enfeksiyonlara yol agtig1 farkli mekanizmalara gore adlandirilirlar:

Enterotoksijenik E. coli (ETEC), 6zellikle kiigiik yastaki ¢ocuklarda turist diyaresinin
ve bakteriyel diyarenin en 6nemli sebebidir (Bilgehan 2000, Erdem 1999).

Enteroinvazif E. coli (EIEC), mukozada iilserli lezyonlar olusturmaktadir (Bilgehan
2000). Enterohemorajik E. coli (EHEC), hemorajik kolit yaparlar (Erdem 1999).

Enteropatojenik E. coli (EPEC), emme ¢agindaki cocuklarda diyarelere neden
olurlar, salgin potansiyelleri vardir, patogenezi tam olarak bilinmemektedir (Bilgehan
2000, Erdem 1999).

Enteroaggregatif E. coli, kronik diyareye yol agmaktadir (Erdem 1999).

Yol agtigi ikinci grup hastaliklar ise barsak disindadir. Uriner sistemde olusan
enfeksiyonlardan en sik izole edilen bakteri E. coli’dir. Hastane kaynakli
pnomonilerde etken olarak karsimiza ¢ikabilirler. Hastalarin ¢ogu 50 yas iistiindedir.
E. coli Tablo 3’te gosterildigi gibi bir¢ok virulans faktoriine sahiptir (Erdem 1999,
Tiilek 2001).



Tablo 3. E. coli’nin virtilans faktorleri

Bakteriler Adezinler Ekzotoksinler

Istya duyarli toksin (LT-1); Istya
dayanikli

Toksin (STa)

Kolonizasyon faktor antijenleri

ETEC (CFA/I, CFA/IL, CFA/IIN)

Bundle-forming pili (BFP);

intimin

EPEC

Enteroaggregatif 1siya dayanikli toksin

Agregatif adherence fimbria (EAST);

EAEC ; ;
(AAF/LAAF/II, AAF/IINI) Plazmid tarafindan kodlanan toksin

(Pet)
EHEC Bfp; intimin Shiga toksin (Stx-1, Stx-2)
EIEC Invaziv plasmid antijen (Ipa) Hemolizin (HIyA)

Uropatojenler P pili; fimbri

2.2.3. E. coli Enfeksiyonlarinin Tedavisi

En ¢ok kullanilan antibiyotikler, trimetoprim - sulfametoksazol (TMP - SXT),
kinolonlar ve beta - laktamlardir. Alt {iriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde
nitrofurantoin ya da fosfomisin tedavisine karst olumlu sonuglar alindigi
bildirilmektedir (Panos, Betsi and Falagas 2006).

2.3. KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Klebsiella ismi, 1885 yilinda Alman bakteriyolog Theodor Albrecht Edwin Klebs
(1834-1913) onuruna V. Trevisan tarafindan se¢ilmistir (Unat 1986, Erdem 1999).

2.3.1. Morfoloji ve Kimyasal Ozellikleri

K. pneumoniae subsp. pneumoniae, hareketsiz, spor olusturmayan, genellikle
polisakkarit yapisinda genis kapsiili bulunan, gram negatif ve Enterobacterales

familyasinin genel 6zeliklerini gosteren basil yapilardir (Bilgehan 2000).
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K. pneumoniae, yogun bakim iinitesindeki (YBU) hastalarda enfeksiyonlarm yani
sira, esas olarak idrar, solunum ve kan dolasimi enfeksiyonlarindan sorumlu olan
hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir nedenidir. Antimikrobiyal direncin
ortaya ¢ikmasi, 6zellikle karbapenem direngli izolatlarin artmasi, K. pneumoniae'nin
neden oldugu enfeksiyonlarin yonetimi i¢in ciddi bir endise kaynagidir; ciinkii tedavi
alternatifleri sinirlidir. Bu nedenle karbapenem direngli K. pneumoniae, yeni
antibiyotiklerin arastirilmasi ve gelistirilmesinin gerekli oldugu yakin zamanda
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yaymlanan antibiyotige direngli "oncelikli / kritik"
patojenler listesinde yer almaktadir (Barig 2017).

2.3.2. Epidemiyolojisi ve Yaptig1 Enfeksiyonlar

K. pneumoniae insanda lober pnomoniye, kronik obstriiktif akciger hastaligina, yara

enfeksiyonlariin olusmasina sebep olan firsatg1 patojendir (Bilgehan 2000).

K. pneumoniae insanlarin kalin barsaginda ve {ist solunum yollarinin normal
mikrobiyotasinda bulunmaktadir. K. pneumoniae {iriner sistem ve nozokomiyal
enfeksiyonlara sebep olan bakteriler siralamasi iginde E. coli *den sonra gelmektedir
(Aladag ve Durak 2007).

Klebsiella pneumoniae’nin yol agtigi lober pndémoni o6zellikle diabetiklerde,
alkoliklerde wve kronik obstriiktif akciger hastaligina sahip kisilerde ortaya
cikmaktadir. Hastalarda ani yiikselen ates, titreme, siddetli yan agrilari, dispne,
balgam, tasikardi vardir. Lezyonlar hemorajik ve nekrotiktir. Bu sebepden balgam
paslt veya "kus iiziimi peltesine" benzer ozelliktedir. Klebsiella pndmonisi gram
negatif bakteri pnomonileri igerisinde daha seyrek goriillmektedir, ancak 6liim orani

iki kat daha fazladir. (Bilgehan 2000, Akalin 2003).

Bakteriyemiye damar i¢i kateter uygulamasi, akciger enfeksiyonu ya da bagirsaktan
translokasyon neden olmaktadir. K. pneumoniae menenjit, safra kesesi enfeksiyonu

ve apse gibi enfeksiyonlar da meydana getirmektedir (Eisenstein and Zaleznik 2000).
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2.3.3. K. pneumoniae Infeksiyonunda Antibiyotik Tedavisi

Klebsiella’larda aminoglikozidleri modifiye eden enzimler sonucunda tobramisin,
gentamisin ile amikasin gibi aminoglikozidlere kars1 direng gelismektedir. Ozellikle
beta-laktam grubu antibiyotikler ve kinolonlar, karbapenemlere direng gelistiren K.
pneumoniae ‘lara karsi direngli hastane infeksiyonlarina neden olabilmektedir (Pais,
Khurana and George 2002).

2.4. BETA-LAKTAM GRUBU ANTIBiYOTIiKLER

Beta-laktam antibiyotikler ¢ok regete edilen antibiyotiklerdir. Bu grupta yer alan
antibiyotikler kimyasal yapilarinda beta-laktam halkas1 tasirlar. Etki alanlari,
farmakolojik ve antibakteriyel 6zellikleri farkli olan, genis spektrumlu ilaglardir.

Bu grupta yer alan beta-laktam antibiyotikler; pensilinler, monobaktamlar,
sefalosporinler, karbapenemler ve beta-laktamaz inhibitorleri olmak {izere 5 gruptan
olugmuslardir (Giir 2002, Essack 2001).

Tablo 4. Beta-laktam grubu antibiyotikler (Essack 2001)

Antibiyotik Ornek

Penisilinaza direngli penisilinler (metisilin, nafsilin, oksasilin,
kloksasilin)
Penisilinler . - - -
Aminopenisilinler (ampisilin, amoksisilin)
Karboksipenisilinler (karbenisilin, tikarsilin)

Ureidopenisilinler (mezlosilin, piperasilin)

1. kusak (sefazolin, sefalotin, sefaleksin)
2. kusak (sefuroksim, sefaklor, sefamandol, sefamisinler)
3. kusak (sefotaksim, seftriakson, sefpodoksim, seftizoksim,
Sefalosporinler -
sefoperazon, seftazidim)
4. kusak (sefepim, sefpirom)

5. kusak (seftarolin, seftabiprol)

Karbapenemler Imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem

Monobaktamlar Aztroneam
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Hiicre Ceperi Antibiyotik Hedefleri Antibiyotiklere Direng Aktif Pompa
Beta-Laktamlar Mekanizmalari Florokinolonlar
Vankomisin Aminoglikozid
Basitrasin &""| Tetrasiklinler
Makrolidler
Niikleik Asit Beta-Laktamlar
S?ntezl- A Bagisiklik &
Rifampisin Baypas
AL Tetrasiklinler
Stilfonamidler
Vankomisin
Trimetoprim
&
“ h
Metabolik Yollar D 1 Hedef Degisikligi
Siilfonamidler [ = Florokinolonlar
Trimetoprim Protein Sentezi Rifampisin
T Vankomisin
Tetrasiklinler penisilinler
guue Zan l\{lakrolidl.er Aktif Olmayan Enzimler Makrolidler
aptgmt.sm Linkozamidler Beta-Laktamlar Aminoglikozid
Polimiksin B Kloramfenikol S,
Aminoglikozid
Oksazolidinon Makrolidler
Streptograminler Rifampisin

Sekil 1. Antibiyotik hedefleri ve diren¢ mekanizmalar1 (Gerard 2010).

2.4.1. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Antimikrobiyal direncin ii¢ temel mekanizmasi: (1) antibakteriyel ilaglarin enzimatik
bozunmasi, (2) antimikrobiyal hedefler olan bakteriyel proteinlerin degistirilmesi ve
(3) antibiyotiklere membran gegirgenligindeki degisikliklerdir (Mulvey and Simor
2009).
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Penisilinlere ve sefalosporinlere karst en 6nemli diren¢ mekanizmasi, bakterinin
salgiladigr B-laktamazin aracilik ettigi antibiyotik hidrolizidir. Kromozomal -
laktamaz ekspresyonu, B-laktam ilaglara maruz birakilarak indiiklenebilir veya stabil
bir sekilde bastirilabilir. p-laktam antibiyotiklere direncin istesinden gelme
yontemleri, p-laktamaz ataklarina karsi stabil olan yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesini  ve f-laktamaz inhibitorlerinin  B-laktam ilaglarla  birlikte

uygulanmasini igermektedir (Bradford 2001).

Ambler siniflandirmasi B-laktamazlari protein homolojisine gore dort farkli sinifa

ayirmaktadir:

1. Simmif A: Aktif bolgelerinde serin amino asiti tasiyan, penisilinleri hidroliz eden

beta-laktamazlardir.

2. Smif B: Aktivite gosterebilmeleri i¢in ¢inkoya bagl tiyol gruplar1 gerektiren

metallo-beta-laktamazlardir.

3. Smif C: Aktif bolgelerinde serin aminoasiti tagiyan, kromozomal AmpC geni
tarafindan kodlanmasi nedeniyle AmpC enzimler olarak da adlandirilan, 6ncelikle

sefalosporinazlardan olusan enzimlerdir.
4. Simif D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardir.

Bu smiflandirmada yer alan B-laktamazlar, A, B, C ve D olmak {izere 4 molekiiler
smifa ayrilmistir. Stif A, C ve D, enzimlerin aktif bolgelerinde serin bulundurur; B
sinifi B-laktamazlar ise hidrolizi kolaylastirmak icin ¢inko iyonu kullanmaktadir
(Ambler 1980). Bush ve Jacoby simiflandirmasinda enzimleri spesifik B-laktam sinifi
antibiyotikleri hidrolize edebilme Ozellikleri ve p-laktamaz inhibitorlerinin
(sulbaktam, klavulanik asit ve tazobaktamin) inaktivasyon &zelliklerine gore
ayirmaktadir (Bush and Jacoby 2010).

OXA, oksasilin hidrolize edici B-laktamazlarin kisaltilmig halidir ve 1970'lerin sonu
ve 1980'lerin basinda yaygin olarak kullanilan plazmid tarafindan kodlanan -
laktamaz ailesinden biridir (Queenan and Bush 2007). OXA tipi enzimler, klavulanik
asit ve sulbaktama direngli olup hastane enfeksiyonlarindan soyutlanan kdkenlerde

saptanmaktadirlar (Giir 2002).
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Tablo 5. Beta laktamazlarin fonksiyonel ve molekiiler siniflandirilmasi (Giir 2002)

Bush-Jacoby
Siniflamasi
(fonksiyonel

siniflama)

Ambler
siniflamasi
(molekiiler
simiflama)

Substrat

Klavulonik
Asit
Tarafindan
inhibisyon

Enzimler

Sefalosporinler

Yok

Gram negatif
bakterilerin

AmpC enzimleri
CMY-2-13, LAT-1,
MOX-1-2, ACC-1
FOX-1-6, MIR-1,
CFE-1, BIL-1

2a

Penisilinler

Var

Gram pozitif
bakterilerin (Stafilokok)
Penisilinazlari

2b

Penisilinler,
sefalosporinler

Var

TEM-1, TEM-2,
SHV-1

2be

Penisilinler, dar ve
genis
Spektrumlu
sefalosporinler,

monobaktamlar

Var

TEM-3- TEM-26,
SHV-2-6, PER,
CTX-M,

VEB, GES, IBC-le
(GSBL)

2br

Penisilinler

+/-

Inhibitorlere direngli
TEM-30,
TEM-36, TRC-1 (IRT)

2c

Penisilinler,
karbapenisilin

Var

Karbenisilini
hidrolize eden
enzimler, PSE-1-3-4,
BRO-1, AER-1,
SAR-1

2d

Penisilinler,
kloksasilin

+/-

Oksasilin ve
karbapenem
hidrolize eden
Enzimler OXA-1,
OXA-11, PSE-2
OXA-48, OXA-51

2e

Sefalasporinler

Var

P. vulgaris’in
indiiklenebilir,

sefalosporinazlari.
CepA, FEC-1, L2

2f

Penisilinler,
sefalosporinler,

karbapenemler

Var

E. cloacae’nin
NMC-A’s1 SME,
IMI, KPC, GES

Karbapenemler dahil
Bir¢ok B-laktam

Yok

S. maltophilia’nin
L1’i, B. fragilis’in
CerA’s1 Cinko
bagimli
karbapenemazlar;
IMP, VIM, GIM. 3a,
3b, 3c alt gruplarina
ayrilirlar

Penisilinler

Yok

Burkholderia
cepacia
penisilinaz
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Karbapenemler, giiniimiizde mevcut antibiyotikler iginde en genis spektrumlu

antibakteriyel etkinlige sahiptir (Rasmussen and Bush 1997).

Karbapenemazlar iki sekilde bulunabilirler; ilki dogal olarak bulunan kromozomal
kaynakli (intrinsik), ikincisi kazanilmis (ekstrinsik) etkinlige sahiptir (Poirel,
Heritier, Tolun and Nordmann 2004).

Kazanilmis karbapenemazlar karbapenemlerin yan1 sira beta-laktam grubu

antibiyotikleri de hidroliz etme etkisine sahiptirler (Rasmussen et al. 1997).

Karbapenemaz enzimlerinden bazilarinin fonksiyonel grup ve molekiiler siniflarina
gore hidroliz, substrat ve inhibisyon profilleri Tablo 6’da goriilmektedir (Rasmussen
et al. 1997).

Tablo 6. Karbapenemazlarin substrat ve inhibisyon profilleri (Queenan AM. et all. 2007).

: . . . Inhibisyon
Hidroliz profilleri@ _ y_

profilleri®

= = = =
E o P n E c &)
¢ % S é (_2 i 7 g % < =
= 5 N Z g8 | 8 ¥ 8 3 0 §
£ 2 0 'c £ C & s ] o =
3 £ & S > X £ z
= g < Y
NMC : + + + + - +

IMI n + + + + - +

A 2f SME + + + + + - +
KPC + + + + + - +

GES + + + . + - +

IPM + + + - + + -

VIM + + + - + + -

B 3

GIM + + + - + + -

SPM + + + - + + -

D 2d OXA + + + - + . N

asemboller: +;kuvvetli hidroliz, +;zayif hidroliz, -;hidroliz yok
bsemboller: +;inhibisyon mevcut, +;degisken inhibisyon, -;inhibisyon yok
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2.4.2.1. Sf A (fonksiyonel 2f) karbapenemazlar

Siif A karbapenemazlarda NMC/IMI, SME ve KPC enzimleri bulunur. Smif A
karbapenemazlar  fonksiyonel 2f subgrubunda bulunan beta-laktamazlar,
karbapenemler, sefalosporinler, aztreonam ve penisilin olmak {izere tiim beta-laktam
antibiyotikleri hidroliz ederler. Klavulanik asit ve tazobaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorleriyle de kismen inhibisyon gostermektedirler (Nordmann 2002). Klinik
olarak biiyiik 6nem arz eden KPC enzimi, fenil boronik asitle inhibe oldugu i¢in

laboratuvar tanisinda kullanilmaktadir (Queenan and Bush 2007).

2.4.2.1.1. Kromozomla kodlanan enzimler: SME, NMC ve IMI

SME tipleri S. marcescens izolatlarinda bulunmustur. NMC-A ve IMI-1 %96 benzer
yapiya sahiptir. Bunlar Fransa’da toplanan Enterobacter cloacae suslarindan izole
edilmistir. IMI-1 ve SME-1 enzimleri 20. yiizyillda bulunmustur (Nordmann 2002).
“Serratia marcescens enzyme” SME; kromozomal grup 2f beta laktamazlar1 eksprese
eden suglar, karbapenem direnci ve genis spektrumlu sefalosporinlerin
duyarliliklarina gére ayrimlar1 yapilabilir. ilk olarak SME-1 Ingiltere’de iki Serratia
marcescens’te tespit edilmistir (Wei, Du, Yu, Shen, Chen and Li 2007).

2.4.2.1.2. Plazmidle kodlanan enzimler: KPC ve GES

KPC ailesinin ilk iiyesi KPC-1, 1996’da Kuzey Carolina’da (A.B.D.) K.
pneumoniae’dan izole edilmistir (Yigit et al. 2001). KPC-1’in kesfinden sonra KPC-
2, KPC-3 enzimleri siras1 ile ABD’nin New York ve Maryland sehirlerinde
tanimlandiktan sonra KPC tipi enzimler hizla diinya genelinde goriilmeye baglamistir
(Walther-Rasmussen and Hoiby 2007). KPC-2 enzimi Israil, Cin, Kolombiya, Fransa
ve Yunanistan gibi iilkelerden bildirilmistir (Maltezou, Giakkoupi, Maragos, Bolikas,
Raftopoulos and Papahatzaki 2009). “K. pneumoniae carbapenemase” KPC ’yi diger
alt grup 2f enzimlerinden ayiran iki tane farkli 6zellik vardir. Bunlar KPC
enzimlerinin plazmidlerle taginmalar1 ve substrat hidroliz spektrumlarinin sefotaksim
gibi aminothiazoloksim sefalosporinleri igermeleridir (Walther-Rasmussen et all

2007). KPC karbapenemazlar plazmidlerle tasindigindan, yayilmasi igin bilyiik bir
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potansiyele sahiptir. Ozellikle diren¢ determinantlarini toplama ve transfer etme
yetenegi ile iinlii olan K. pneumoniae’da daha ¢ok bulunmaktadir (Bratu 2005,
Maltezou 2009). Karbapenem, penisilin, sefalosporin ve monobaktam olmak iizere
tiim beta-laktamlara dirence yol agabilirler. Sinif A olmasina ragmen klavulanik asit

ile inhibe olmazlar, boronik asit ile inhibe olurlar (Tsakris 2008, Doi 2008).

GES / IBC ailesi, ilk olarak Fransiz Guyanasi’nda K. peumoniae’dan, daha sonra
Yunanistan’da E. cloaca’dan IBC-1 (integron kaynakli sefalosporin) olarak 2000
yilinda tanimlanmis en nadir goriilen ailedir (Poirel et al. 2000). Enzimlerin GES
ailesini kodlayan genler plazmidler iizerindeki integronlarda lokalizedir. Penisilin ve

genislemis spektrumlu sefalosporinler dahil genis hidroliz spektrumuna sahiptirler

(Giakkoupi 2000).

2.4.2.2. Simif B (fonksiyonel grup 3) metallo-beta-laktamazlar

MBL enzimi Aeromonas hydrophilia ile Bacteroides fragilis’te tanimlanmigtir
(Queenan 2007). Diger beta-laktamazlardan farkli olarak MBL olarak bilinen bu
grup, serin beta-laktamaz inhibitorlerinden (klavulanat, tazobaktam ve sulbaktam)
farkli olarak aktif bolgesinde ¢inko (Zn++) iyonlar1 bulundururlar (Walsh 1997).
Karbapenemler ve sefalosporinleri hidrolize etmesine ragmen monobaktam grubu

(aztreonam) {izerinde etkisi zayiftir (Walsh 1997).

Japonya’da 1991 yilinda P. aeruginosa ve S. marcescens suslarinda IMP-1 enzimi
kesfedilmistir. MBL’lerin imipenemi hidroliz etme hiz1 bakterinin karbapenemlere

olan direncin miktarina baghdir (Massidda, Rossolini and Satta 1991).

2.4.2.2.1. Kromozomal olarak kodlanmis metallo-beta-laktamazlar

Kromozomal olarak kodlanmig MBL enzimlerinin en énemli 6zelligi indiiklenebilir
olmalaridir (Saavedra et al. 2003). Kromozomal kokenli bu enzimler ¢ogunlukla
serin beta-laktamaz enzimleri ile bir arada bulunurlar. Bunlar sefalosporinaz ve MBL
enzimleridir (Walsh et all 1997).
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2.4.2.2.2. Aktarilabilir metallo beta-laktamazlar

IMP Japonya’da 1988 yilinda P. aeruginosa susunda bulunmasiyla tanimlanmistir
(Watanabe 1991).

VIM “Verona integronencoded metallo beta-lactamase” kazanilan MBL’larin ikinci
dominant grubunu olusturan enzimlerdir (Bahar, Mazzariol, Koncan, Mert, Fontana
and Rossolini 2004).

SPM-1 “Sao Paulo MBL” Brezilya Sao Paulo’da 1997 yilinda P. aeruginosa klinik
susunun SPM-1 olarak adlandirilan yeni bir gen tasidigi belirtilmistir (Toleman et al
2002).

GIM-1 “German imipenemase” Almanya Dusseldorf’ta 2002 yilinda P. aeruginosa

izolatinda GIM-1 olarak adlandirilan yeni bir gen bulundugu gosterilmistir

(Castanheira, Mendes, Walsh, Gales and Jones 2004).

SIM Kazanilmis MBL’larin son ailesi Kore’de tanimlanmistir. SIM-1 aminoasit

benzerligiyle IMP ailesine en yakin (% 69) enzimdir (Queenan et all 2007).

NDM-1 “New Delhi metallo-beta-laktamaz” Yeni bir MBL geni NDM-1’i tasiyan
Enterobacterales izolati Hindistan’da 2009 yilinda K. pneumoniae klinik susunda

tanimlanmustir (Yong, Toleman, Giske, Cho, Sundman and Lee 2009).

2.4.2.3. Simf D serin karbapenemazlar; OXA beta-laktamazlar

OXA “Oxacillin-hydroliyzing” beta-laktamazlar en sik plazmidle kodlanan
betalaktamaz ailelerinden birini temsil etmektedirler. Bunlar genel olarak klavulanik
asit ve Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ile giiglii sekilde inhibe olmazlar ve
amino asit dizilerinin biiylik oranda degisken oldugu bilinmektedir. Karbapenemaz
aktivitesi olan OXA beta-laktamaz 1993’te Paton ve ark. tarafindan tanimlanmustir.
Enzim Iskogya’da bir hastadan 1985°te izole edilen ¢oklu direncli A. baumannii’den
elde edilmistir. Biyokimyasal olarak EDTA ve klavulanik asitle zayif inhibe olan

beta-laktamazlardir. imipenem hidrolizi spektrofotometrik olarak dlgiilememis fakat
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mikrobiyolojik yontemlerle kolayca belirlenmistir. Bu enzim ARI-1 (imipeneme
direncli Acinetobacter) olarak tayin edilmis, biiyilk bir plazmid iizerinde oldugu
gosterilmis ve daha sonra OXA-23 olarak isimlendirilmistir (Donald, Scaife, Amyes
and Young 2000). OXA-58 diger OXA ailesi liyeleriyle %50’nin altinda benzerlik
gosterir. Tek basina grup 4’ olusturur ve ozellikle Fransa, Italya, Romanya,
Yunanistan, Tirkiye, Arjantin ve Kuveyt’ten izole edilen Acinetobacter spp.’ de
bulunmustur. OXA-55 ve OXA SHE’nin her ikisinde Shewanella algea’dan izole
edilmistir ve 5. grubu olusturmaktadir. OXA-48 enzimi, OXA-54 ve Shewanella
spp.’nin gevresel tiirlerinde bulunan oksasilinazlarla birlikte 6. grubu olusturmaktadir
(Poirel et al. 2004, Poirel et al. 2005). Diinya ¢apinda OXA olusturan Acinetobacter
suslarinda ciddi bir artis goriilmesine ragmen OXA-48 ilk defa Tiirkiye’de bir K.

pneumoniae izolatinda bulunmustur (Poirel et al 2004).

2.4.2.3.1. OXA-48 beta-laktamaz1

OXA-48 dogadaki rezervuarlarimin su kaynakli bir gram negatif olan Shewanella
oneidensis oldugu gosterilmistir (Castanheira, Mendes, Walsh, Gales and Jones
2004). Daha sonra ¢ok sayida OXA-48 benzeri enzim tanimlanmistir. Bu susun test
edilen biitiin beta-laktamlara, aminoglikozidlere, kloramfenikole, nalidiksik asite,
rifampisine ve siilfonamidlere direngli oldugu saptanmistir (Poirel et al. 2004).
Meropenem hidrolizinin ise diger OXA (OXA-24, OXA-25, OXA-26 gibi) beta-
laktamazlarda oldugu gibi ¢ok diisiik bir seviyede oldugu tespit edilmistir (Afzal-
Shah et al. 2001). Ulkemizin, siirveyans ¢alismalarinda OXA-48 enzimi acisindan
endemik oldugu raporlanmistir. Ulkemizle beraber Yunanistan ve Italya basta olmak
lizere Fransa, Hollanda, Ispanya gibi Avrupa iilkelerinde de bu enzim tipi sik

goriilmektedir (Nordmann et al. 2002).

Cesitli karbapenemaz ve beta-laktamaz enzimelerinin bir arada bulunmasi da direng
ve tedavi secgenekleri acisindan endise verici olmaktadir. OXA-48 ve NDM-1
enzimlerini birlikte iireten bazi suslar raporlanmis olup bu diren¢ varyantlarinin
olugsmasi ve yayilmasi kaygi uyandirmistir (Seiffert et al 2014). OXA-48 klavulanik
asit, tazobaktam ve sulbaktam ile zayif bir sekilde inhibe olmaktadir. Ancak diger

oksasilinazlarda sik goriilen bir 6zellik olarak OXA-48’in de NaCl ile inhibisyon
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gosterdigi gozlemlenmistir (Heritier, Poirel, Aubert and Nordmann 2003).

2.5. ANTIiBiYOTiK KOMBINASYON TEDAVILERI

Karbapenemaz iireten suslar gibi ¢ok ilaca direngli (MDR) gram negatif bakterilerin
yani sira mevcut tiim terapotik seceneklere direncli patojenler nedeniyle hayati tehdit
eden enfeksiyon oranlarmin arttigi  bildirilmistir. Halen gelistirilmekte olan

antibiyotiklerin sayis1 bu kiiresel tehdidi kontrol etmek igin yetersizdir..

Kombinasyon antibiyotik tedavisi MDR yaygin sekilde ortaya ¢ikmasi nedeniyle
kritik hastalarda kullanilir. Coklu ila¢ direnci ii¢ veya daha fazla antibiyotik
kategorisinde en az bir maddeye duyarlilik eksikligi olarak tanimlanmaktadir. Son
zamanlarda GSBL iireten bakterilerin yayilmasi, genis spektrumlu antimikrobiyal

kullanim ihtiyacin1 6nemli dl¢iide artirmistir (Kanj and Kanafani 2011).

2.5.1. Kombinasyon Tedavisi Kullanma Nedenleri

Genisleyen antibakteriyel spektrum: Birden fazla ajanin kullanilmasi, ampirik
tedavinin antibakteriyel spektrumunu genisletir. Klinik calismalarla, baslangicta
uygun antibiyotik se¢iminin, kritik hastalardaki Oliimlerin en Onemli
belirleyicilerinden biri oldugu gosterilmistir (Kumar, Ellis, Arabi, Roberts, Isik and
Parrillo 2009).

Polimikrobiyal enfeksiyonlar: Barsak duvarinin biitiinligiiniin bozuldugu karmn igi
enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve idrar yolu enfeksiyonlari genellikle
polimikrobiyaldir ve tiim bakteriyel patojenleri kapsamak icin birden fazla
antibiyotik gerektirir (Schwaber and Carmeli 2007).

Sinerji: Antibiyotik kombinasyonlar1 ayni zamanda sinerjik etkileri igin de
kullanilir.  Sinerji  iki ajanin  birlikte, beta-laktamlar ve aminoglikozid
kombinasyonlar1 gibi aktivitelerinin toplamindan daha biiylik olan birlesik etkisi

olarak tanimlanmaktadir (Pournaras, Vrioni, Neou, Dendrinos, Dimitroulia and
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Poulou 2011).

Direncin ortaya cikisi: iki ilaca karsi1 direng ortaya ¢ikma olasilig, tek bir ilaca gore
daha diisiiktiir. Bu antibiyotikler direngli enfeksiyonlar i¢in biiyilk umut vaat
etmekte, bu ilaglara kars1 direng gelismesinin 6nlenmesi gerekmektedir (Lee, Patel,
Huprikar, Calfee and Jenkins 2009).

2.6. MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS, Kklinik mikrobiyolojide kiiltiirii yapilan bakteriler ile mantarlarin
hizli, dogru ve uygun maliyetli bir sekilde tanimlanmasi igin bir aragtir. Bu teknoloji
bakteri ve mantarlarin yani sira genis bir {irin inceleme yelpazesine uygulanabilir.
MALDI-TOF MS, klinik mikrobiyoloji laboratuvari igin tartisilmaz yarar saglayan

bir teknolojidir.

Bakterilerin tanimlanmasi icin kiitle spektrometrisi 1975'te Onerilmis ancak
bozulmamis proteinleri analiz etmek miimkiin olmamustir. Islem sirasinda proteinler
pargalanmistir. Saglam makromolekiillerin analizi igin teknoloji, 1980'lerde
parcalanmamis protein analizine izin verecek sekilde icat edilmistir. 1985 yilinda
Koichi Tanaka, kimyadaki Nobel Odiilii'nii aldig1 biyolojik makromolekiillerin kiitle
spektrometrik analizini saglayan ultra ince metal tozu ve gliserol kullanan bir
“yumusak desorpsiyon iyonizasyonu” yontemini tanimlamistir (Frangsmyr and
Tanaka 2003).

Ayni donemde Franz Hillenkamp ve Michael Karas organik bir bilesik matriks
kullanarak yumusak desorpsiyon iyonizasyonu rapor etmislerdir (Karas and
Hillenkamp 1998). Bunun i¢in matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu
(MALDI) terimi kullamlmistir. Bilgi teknolojisi / bilgisayar bilimlerindeki
ilerlemeler, ¢esitli bakteri ve mantar tiirlerini temsil eden kiitle spektrumlarinin
dogrulanmis kapsamli veri tabanlarinin gelistirilmesi ve sonugta MALDI-TOF
MS'nin otomasyonu ile ilgili veri analizi klinik mikrobiyoloji laboratuvari igin bir

ara¢ saglamistir (Mellmann, Bulut, Maier, Keckevoet, Ramminger and Iwen 2008).
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Klinik mikrobiyolojide MALDI-TOF MS i¢in bir bakteri kolonisinin MALDI slayt
kuyucugu iizerine taginmasi (formik asit ¢ozeltisi ilaveli ve ilavesi olmadan) ve
hazirlayici protein ekstraksiyonu dahil olmak iizere c¢esitli hazirlama ydntemleri
vardir. Son yontem tarihsel olarak kullanilmistir; ancak dogrudan koloni testlerine
kiyasla klinik mikrobiyoloji uygulamalart i¢in kullanimi1 zahmetlidir ve bu nedenle
genel olarak tehlikeli veya parcalanmasi zor organizmalart islemeye
mahsustur. Dogrudan koloni islemesi kolay, hizli ve diisiik maliyetlidir. Bir
koloninin kiiltiir plagindan MALDI-TOF MS slayt kuyucuguna aktarimi ve iizerine
formik asit ¢ozeltisinin eklenmesi, maya gibi belirli organizma tipleri i¢in 6zellikle
yararli olmakta, tiretilen kiitle spektrumunun kalitesini arttirmaktadir. Kurutulduktan

sonra slayt, cihazin iyonlasma odasina yerlestirilir [(Sekil 2), (Patel 2015)].
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Sekil 2. MALDI-TOF kiitle spektrometrisi (Patel 2015).
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MALDI-TOF MS iki bilesen icerir: ilki MALDI slayti, ikincisi TOF tiipiidiir.
MALDI slayti, numunenin (kan, idrar veya beyin omurilik sivist gibi viicut
stvilarinin kiiltiirii yapildiktan sonra elde edilen bakteri ve maya kolonileri) ve
matriksin karigtirlldigi metal bir plakadir. Matriks, 6rnek molekiillerin, lazer
isinlarinin dogrudan odaklanmasi yoluyla yok edilmesini dnleyen ve iyonlagmay1
kolaylastiran bir bilesiktir. Hazirliktan sonra, karisim kurumaya ve kristallesmeye
birakilir. Bu numune-matriks kristal karisimi daha sonra lazerle 1ginlanir. Kimyasal
etkilesimin ardindan, numune iyonize olur. Iyonlasma bakteriyel tanimlamada
(ribozomal protein gibi biyomolekiillerin analizi i¢in) kritik bir asamadir, daha sonra
proteinler kiitle analizorii ile analiz edilir [(Sekil 3), (Calderaro et al 2014, Abdollah
et al 2016)].
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Sekil 3. MALDI slayt1 ve TOF borusundan olusan MALDI-TOF MS (Calderaro et
al 2014).
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2.6.1. MALDI-TOF MS ile Antimikrobiyal Duyarhhik Testi

Yasami tehdit eden ciddi enfeksiyonlar, enfeksiyonlarin niiksetmesi, uzun siireli

antibiyotik tedavileri nedeniyle direng sorunu ile karsilasilmakta ve bu nedenle tibbi

kurullarin, komitelerin ve bilimsel topluluklarin uluslararasi yonergelerine gore

mikroorganizmalarin belirli antibiyotiklere karsi duyarlilik testleri yapilmaktadir
(Gajdacs, Spengler and Urban 2017).

MALDI-TOF MS’in, bir taraftan tiir tanimlamasi ile diger yandan direng durumu

arasindaki boslugu kapatarak antibiyotik direnci alaninda degerli katkisi oldugu

goriilmektedir. MALDI-TOF MS tiire 6zgii tanimlamaya benzer sekilde, simdiye

kadar dort farkli metodoloji kullanarak yaygin olarak kullanilan rutin antibiyotik

duyarlilik testleri (AST) yontemlerine kiyasla direng tespitini Onemli oOlgiide

hizlandirmaktadir (Kostrzewa, Sparbier and Maier 2013). Bu metodolojiler sunlardir:

V.

Karakteristik bir “direng tepe paterni” tespit etmek i¢in belirli bir
mikroorganizmanin MALDI-TOF MS ile kiitle spektrumunun analizi. Bu
prosediiriin prensibi, belirli bir mikroorganizmanin duyarli ve direngli
izolatlarinin  MALDI-TOF kiitle spektrumlarinda klasik sus tipleme
metodolojisini kullanarak karakteristik farkliliklar1 tanimlamaktir (Hrabak et al
2011).

B-laktam antibiyotiklerin bakteriyel olarak indiiklenen hidrolizinin analizi
(MALDI Biyotip-Secici Antibiyotik Direnci-Beta-Laktamaz Deneyi, MBT-
STAR-BL Deneyi). Hidroliz, test edilen beta-laktam antibiyotik ile patojenin
30-180 dakikalik bir inkiibasyon siiresinden sonra spesifik kiitle kaymalarinin
gozlemlenmesi ile tespit edilmektedir (Sparbier et al 2012).

Yeni sentezlenmis bakteri proteinlerine dahil edilen kararli (radyoaktif
olmayan) izotop etiketli amino asitlerin saptanmasi (Kararli izotop Deneyi ile
MALDI Biyotip Direng Testi, MBT-RESIST Deneyi). Bir susun duyarli veya
direncli olup olmadigin1 belirlemek i¢in antibiyotik varliginda yeni
sentezlenmis proteinlere dahil edilen izotopik olarak etiketlenmis

aminoasitlerin miktar1 kullanilmaktadir (Sparbier et al 2013).

Dahili bir standart (MALDI Biyotip-Antibiyotik Duyarlilik Testi Hizli Test,
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MBT-ASTRA) kullanilarak antibiyotik varlifinda ve yoklugunda bakteri
tiremesinin analizi. Test edilen bakteriler, tiir ve antibiyotige bagl yeterli kisa
bir inkiibasyon siiresi boyunca inkiibe edilir. Daha sonra, bakteri hiicreleri
tanimlama is akisi i¢in kullanilan standart protokole gore lize edilir ve elde
edilen kiitle spektrumlar1 dahili bir standartla karsilastirilir. Bir antibiyotik
varliginda tireme azhigi (duyarhilik), bakteriyel biyokiitlenin diisiik pik
yogunluklarina neden olur; normal {ireme (direng) ise yogun bakteri protein

piklerine yol agmaktadir (Lange, Schubert and Jung 2014).

Antimikrobiyal duyarlilik hizli organizma tespiti ile, belirli tiirlerin antimikrobiyal
direng oOzellikleri veya lokal antibiyotik duyarlilik test sonuglarina dayanarak
tanimlanan tiirlerin tipik duyarlihi@i tedaviyi yonlendirebilir. Direngle iliskili bazi
faktorler (6rnegin B-laktamazlar) protein yapida oldugundan ve MALDI-TOF MS
proteinleri algiladigindan, antimikrobiyal dirence bagli proteinlerin dogrudan tespit
edilebilecegi Ongoriilebilir. p-laktamazlar olduk¢a aktif olmasina ragmen, diisiik
konsantrasyonlarda eksprese edilir; ayrica, molekiil agirliklar1 diger bakteri
proteinlerininkilere benzemektedir. MALDI-TOF MS, sus tiplemesine iliskin 6ngérii
saglayabildiginden ve bazi suslarin bazi antimikrobiyal maddelere direngli olma
olasiligi bulundugundan, sus tipleme antimikrobiyal diren¢ ile bir iliski

olusturabilmektedir (Wang et al 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU VE ORNEKLER

Bu calismada T.C. Sakarya Universitesi Klinik Arastirmalar Girisimsel Olmayan
Etik Kurulu’ndan 16/09/2019 tarihli 271 karar numarasi ile onay alinmistir. (Ek 1).
Sakarya Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gesitli
kliniklerden ve yogun bakim iinitelerinden gelen klinik 6rneklerden (kan, idrar, rektal
slirintii, balgam, trakeal aspirat, kateter, periton, vb.) elde edilen 20 bakteri
izolatindan her hasta i¢in tek sus calismaya alimmustir. Klinik 6rnekler kiiltiir i¢in
kanli agar besiyerlerine ekilerek 35-37°C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Kan
kiiltiiri 6rnekleri tam otomatik kan kiiltiirii sistemi BacTAlert (bioMerieux, Fransa)
cihazinda 5 giin siireyle inkiibe edilmistir. K. pneumoniae iireme pozitifligi saptanan
siselerden alinan Orneklerin tekrar alt kiltiirleri yapilmistir. Elde edilen izolatlar
calisilincaya kadar, mikroorganizmalar1 tutucu ozellikte olan porlu yapiya sahip
kriyoprezervatif sivi icerisinde en az 10 adet boncuk bulunan boncuklu saklama
besiyerinde -80°C’de derin dondurucuda saklanmistir. Bu bakteri 6rneklerinden
VITEK 2® (bioMerieux, Fransa) otomatize sistemi ile karbapenem direncli olarak
tesbit edilen 20 adet K. pneumoniae suslari, boncuklu bakteri saklama tiipleri

icerisinde siispanse edilerek -80°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2. IDENTIFIKASYON VE ANTIBiYOTIiK DUYARLILIK TESTI

3.2.1. identifikasyon

Kiiltir sonuglar1  6nce konvansiyonel olarak koloni morfolojisine gore
degerlendirilmistir. Daha sonra mikroskobik incelemede gram negatif basil
morfolojisinde, Resim 1’de goriildiigii gibi EMB besiyerinden pembe-menekse renkli
mukoid koloniler Klebsiella spp. siiphesiyle identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik
testi yapilmasi igin isleme alinmistir. Bakteriler 16-18 saat inkiibe edildikten sonra,
taze kolonilerden 0,5 McFarland dansitometre 6l¢iim araliginda bakteri siispansiyonu
hazirlanmis; Vitek® 2 (bioMerieux, Fransa) otomatize sistemi ile identifikasyon

gerceklestirilmistir.

Resim 1. Klebsiella spp.’nin EMB besiyerindeki goriiniimii (Siinme testi pozitif mukoid koloniler).
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3.2.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Antibiyotik duyarlilik testi ¢alismasi i¢in identifikasyon amaciyla hazirlanan 0,5
McFarland bulanikligindaki bakteri siispansiyonundan 145 ul alinarak 3 ml’lik steril
deney tiipiindeki serum fizyolojik ile siispanse edilmistir. Hazirlanan bakteri
sispansiyonlari gram negatif antibiyotik duyarlilik test kartlarina 6nerilen sekilde
dagitilmis ve cihaza yerlestirilmistir. Her bir kart liyofilize haldeki antibiyotiklerin
farkl1 konsantrasyonlarini ve Mueller Hinton Broth igermektedir. Bu kartlar
mikrodiliisyon tekniginin kiigiiltiilmiis ve kisaltilmis sekliyle MiK/breakpoint

degerini tespit etmektedir.

3.2.3. Suslarin Secimi

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvart kiiltiir koleksiyonuna ait olan, rektal taramalardan ve ¢esitli klinik
orneklerden izole edilmis Enterobacterales’e ait karbapenem direngli K. pneumoniae
suglar1 kullanilmistir. K. pneumoniae izolatlarinin oda sicakhiginda ¢oziinmesi
saglanmigtir. Eosin Methylen Blue (EMB) agar plaklarina steril 6ze yardimiyla tek
koloni diigiirme teknigi ile pasajlar1 yapilmistir. Besiyerleri 35°C’lik etiivde 18-24

saat inkiibe edilmistir.

Suslarin identifikasyon ile antibiyotik duyarlilik ¢alismalar1 VITEK® 2 (bioMerieux,
Fransa) otomatize sistemi ile yapilmistir. Karbapenem direncli olup karbapenemaz
liretimi saptanan ve ayni zamanda yaygin ila¢ direncli olan 20 adet sus ¢aligmaya
dahil edilmistir. Bu suslarin genotipik olarak da real-time Polimeraz Zincir
Reaksiyonu yontemi (Gene Xpert Carba-R kiti, Cepheid, ABD) ile belirlenmis. Bu

suglarla ilgili bazi veriler Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7. Calismamizda kullanilan suslarin genotipik 6zellikleri

Sus Cinseyeti Ornek tiirii Hastanin Klinigi Enzim tipi

no:
1 K Trakeal Aspirasyon Yogun bakim NDM-1
2 K Rektal siiriintii Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
3 K Kan Kiiltiirii Yogun bakim NDM-1
4 K Trakeal Aspirasyon Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
5 E Yara Kiiltiirii Enfeksiyon Hastaliklar OXA-48
6 E Yara Kiiltiirii Yogun bakim OXA-48
7 K Idrar Kiiltiirii Cerrahi OXA-48
8 K Rektal siiriintii Yogun bakim KPC
9 E Trakeal Aspirasyon Yogun bakim NDM-1
10 E Trakeal Aspirasyon Yogun bakim OXA-48
11 E Rektal siiriintii Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
12 K Idrar Kiiltiirii Enfeksiyon Hastaliklar OXA-48
13 E Idrar Kiiltiirii Yogun bakim OXA-48
14 E Kan Kiiltiirii Yogun bakim KPC
15 E Kan Kiiltiiri Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
16 K Kan Kiiltiirii Yogun bakim NDM-1 + OXA-48
17 E Yara Kiiltiirii Cerrahi NDM-1 + OXA-48
18 E Rektal siiriintii Yogun bakim KPC
19 K Idrar Kiiltiirii Dabhiliye NDM-1
20 E Yara Kiiltiirii Cerrahi OXA-48
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25

20

15

10

OXA-48 NDM-1 NDM-1 + OXA-48 Toplam

Sekil 4. Karbapenemaz tiiriine gore suslarin sayisal dagilimi

3.3. SUSLARIN IDENTIFiKASYON VE ANTIiBiYOTIK
DUYARLILIKLARININ VITEK® 2iLE TANIMLANMASI

Dogrulama igin Klebsiella spp. izolatlarinin VITEK® 2 (bioMerieux, Marcy L’Etoile,
Fransa) identifikasyon cihaz1 ile Gram Negatif (GN) Kkartlar kullanilarak

tanimlanmas1 yapilmistir.

Cikolata agara pasaji yapilan izolatlar steril 6ze ile alinarak serum fizyolojik ile
stispanse edilmistir. Daha sonra vortexlenerek, McFarland dansitometre ile 0,45-0,55

(ortalama 0,50) 6l¢iim araligindaki bulaniklik ayarlanmastir.
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Resim 2. McFarland 6l¢tim cihazi

Mikroorganizmaya uygun olan GN kart konulmustur. izolat bilgileri bilgisayara
girilmigtir. Bu islemden sonra kaset cihazin dolum kapisina yiiklenerek

calistirilmastir.

Resim 3. VITEK® 2 identifikasyon cihaz1
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Tablo 8. Suslarm VITEK® 2 otomatize sisteme gore antibiyotik duyarlilik sonuglari

SUS NO M

<
O
%)

XN |UT DWW N -

9
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13
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16

17

18

pelpslipeipvlipeiipvlpviipeipulipeiipeippvipeiipviiviip e iipeliPving

19

|00 0000000 0000000000

20 R

MEM: Meropenem, CS: Kolistin, R: Direngli

Direncli

20
18
16
14
12

10

Meropenem Kolistin

Sekil 5. Suslarin VITEK® 2 otomatize sisteme gore antibiyotik duyarlilik grafigi
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3.4. MOLEKULER TANI YONTEMIi

3.4.1. Real Time PCR

Molekiiler bir yontem olan real-time, multipleks PCR Xpert® Carba-R kiti sik
rastlanan karbapenemaz genlerini (blakpc, blanom, blavim, blaoxa-4s, and blaive) kisa
stirede (~50 dk) basarili olarak saptayabilmektedir (Lee et al. 2016). Calismamizda

incelenen suslarin enzim tipleri ve sayisal dagilimi Sekil 4°te gosterilmistir.

3.5. ANTIBiYOTIiK DUYARLILIK TESTLERI VE SINERJi CALISMASI

Calisma kapsaminda karbapenem direngli suslarin antibiyotik duyarlilik testleri
VITEK® 2 otomatize sistemle (BioMerieux, Fransa) ¢alisilmistir. Suslarin antibiyotik
duyarlilik test sonuglari Tablo 8’te sunulmustur. Calisma kapsaminda etkinligi
denenecek antibiyotiklerin duyarlilik testleri broth mikrodilusyon (BMD) yontemi
ile, sinerji caligmalari ise Checkerboard yontemi ile yapilmistir. Checkerboard
yontemi ile ilk once meropenem, Kolistin ve rifampisin i¢in ayr1 ayrt minimal
inhibitér ~ konsantrasyon ~ (MIiK)  degerleri  belirlenmistir.  Daha  sonra
kolistin+meropenem ve kolistin+rifampisin kombinasyonlarinin etkinlik ve sinerji
caligmas1 Checkerboard yontemi ile yapilmistir. Suslarin tiimiine Checkerboard

yontemi ile antibiyotiklerin sinerji ¢aligsmasi yapilmistir.

3.5.1. Sivi Mikrodiliisyon Metodu ile Antibiyotik Duyarhhk Testi

Stvi mikrodiliisyon metodu bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin
{iremesini inhibe etmek veya oldiirmek icin gerekli olan MIK belirlemek icin
yapilmaktadir. Bakterilerin MIK degerleri, belirli bir tiiriin direng seviyesini
belirlemede yardimci olabilmekte ve belirli antimikrobiyal ajanlarin tedavide
kullanilmasma iligkin karar1 oOnemli oOlgiide etkileyebilmektedir. Calismada
kullanilacak antibiyotiklerden; kolistin ve meropenem (Kogcak Farma) toz halde,

rifampisin (Defarma) sivi halde temin edilmistir. Antibiyotikler igin ¢6ziicii olarak ve

34



mikrodilisyon i¢in EUCAST mikrodillisyon prosediiriine uygun olarak Mueller
Hinton Broth (Becton Dickinson, New Jersey, ABD) besiyeri kullanilmistir (CLSI
MO07-A10. 2015).

Mikrodiliisyon metodu 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklarda yapilmistir. Bu

yontem:
¢ Antibiyotik stok soliisyonunun hazirlanmasi
¢ Antibiyotik seyreltme araliginin hazirlanmasi
e Inokiiliimlerin hazirlanmasi
e Inokiilasyon
e Inkiibasyon
e Okuma ve sonuglarin yorumlanmasi asamalarindan olusmaktadir.

Denenecek antibiyotik konsantrasyonlari European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) ve The Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) klinik smir degerlerini kapsayacak sekilde se¢ilmistir (CLSI M100 ED28
2018, EUCAST 2018).

Antibiyotikler i¢in kullamlan sinir degerler Tablo 3’te, test edilen MIK araliklari
Tablo 4’te sunulmustur. Steril 96 kuyucuklu mikroplaklarin ilk iki siitunundaki
kuyucuklara, iireme kontrolii i¢in antibiyotiksiz ve sterilite kontrolu i¢in bakteri
icermeyen besiyerleri konulmustur. Diger kuyucuklarda antibiyotik solusyonlarmin
Y’ lik seri diliisyonlar1 hazirlanmigtir. Daha sonra DensiCHEK Plus (Densichek plus,
Biomerieux, Fransa) cihazi ile 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri
solusyonu, kuyucuktaki son konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olacak sekilde diliie
edilmis ve kuyucuklara eklenmistir. Inkiibasyon sonunda (35-37 °C de 16-20 saat)
gozle bulanikligin yani iiremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu,
minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak saptanmistir (CLSI MO07-A10
2015).

Standart bir soliisyon icin gerekli antibakteriyel toz veya seyreltici miktarlari

asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmigtir.
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Hacim (ml) x Konsantrasyon (pg/ml)

Agirhk (mg) =

Potens (pug/mg)

Calisma igin antibiyotiklerin sinir degerlerine gore yapilan hesaplamalar sonucunda;
12.8 mg meropenem 100 ml distile su, 25.6 mg kolistin 100 ml distile su ve 3.2 mg
rifampisin distile su ile sulandirilmistir (meropenem 128 pg/ml, kolistin 256 pg/ml,
rifampisin 32 pg/ml). Stok soliisyonlar hazirlandiktan sonra her bir bakteri igin
fotometrik yontemle yogunluk 0,5 McFarland standardina ayarlanip, 1:10 oraninda
MHB ile diliie edilmistir. Mikroplaktaki tiim kuyucuklara 0,1 ml MHB konulduktan
sonra ilk kuyucuga hazirlanmis olan antibiyotik soliisyonundan 0,1 ml eklenmistir ve
en az i¢ kez pipetaj yapilmistir. Antibiyotik eklenen kuyucuktan 0,1 ml siv1 alinip
diger kuyucuga eklenmis ve seri dilisyon yapilmistir. Son kuyucuga gelindiginde 0,1
ml sivi alinip disar1 atilmistir. Bdylece antibiyotik siispansiyonu 8 kez diliie
edilmigstir. Biitiin plaklarda bir adet sterilite kontrol ve bir adet lireme kontrol
kuyucugu birakilmistir. Ardindan sterilite kontrol kuyucugu hari¢ tiim kuyucuklara
0,5 pul bakteri siispansiyonu eklenmistir. Her bir sus i¢in bu islem tekrarlanmistir. 35-
37°C’de 16-18 saatlik inkiibasyon sonrasinda sonuglar degerlendirilmistir.
Meropenem, kolistin ve rifampisin i¢in her bir susun tamamen inhibe oldugu en
diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak kaydedilmistir. Her bir mikroplakta 8 susun
MIK caligmasi yapilmistir (Sekil 6).
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1- Diliisyon: Onceki konsantrasyonun yariya indirilmesi

Y0 'ATATATAYTATA

ERLIERLY

0.5 = Meropenem(pg/ml)

16 8 4 2 1 05 025 0.125« Rifampisin(ug/ml)

2- inokiilasyon: Her kuyucuga 0.5 pl bakteri siispansiyonu

SR

3- Inkiibasyon: 35-37°C’de 16-18

“FEEEEIE

Ureme Yok Ureme Var

4- Okuma: MIK degeri

Sekil 6. S1vi mikrodiliisyon yonteminin sematize edilmis goriintiisii

i ) Meropenem (128-0,25 mg/l)

m) Kolistin (256-0,5 mg/ml)

Rifampisin (32-0,625 mg/ml)
Resim 4. Her sus i¢in antibiyotik MIC degerinin tespiti
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Tablo 9. Calismada kullanilan antibiyotiklerin stmir MiK degerleri (ug/ml)

e Orta
Kilavuz Antibiyotik Direngli Duyarh
duyarh*
EUCAST Meropenem >8 4 <2
CLSI Meropenem >16 8 <4
EUCAST Kolistin >2 - <2
CLSI Kaolistin >q%* - <2**

Kilavuzlar: EUCAST, Clinical breakpoints-bacteria (v 8.1). CLSI, M100 ED28,

*: Orta duyarlilik kategorisi, EUCAST kilavuzunda ‘artmig dozda duyarli’ olarak tanimlanmaktadir.
**. Klinik sinir deger olmayip wild tip, non-wild tip ayrimi i¢in CLSI tarafindan yayinlanan
epidemiyolojik degerler.

Tablo 10. Suslarin broth mikrodiliisyon MIK degerleri

Sus Kolistin Sonug Meropenem Sonug¢ Rifampisin* [Sonu¢
no (256-0,5 (128 -0,25 (32-0,625
pg/ml) pg/ml) pg/ml)

1 4 R 16 R >32 R
2 8 R 16 R >32 R
3 4 R 16 R >32 R
4 256 R 64 R >32 R
5 8 R 16 R >32 R
6 256 R 128 R >32 R
7 256 R 128 R >32 R
8 256 R 128 R >32 R
9 64 R 16 R >32 R
10 128 R 128 R >32 R
11 128 R 128 R >32 R
12 32 R 16 R >32 R
13 8 R 64 R >32 R
14 128 R 16 R >32 R
15 4 R 16 R >32 R
16 256 R 128 R >32 R
17 8 R 64 R >32 R
18 256 R 16 R >32 R
19 256 R 128 R >32 R
20 8 R 128 R >32 R

R: Direncli, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon
*: Rifampisin tek basina smir degeri olmadigindan, duyarlilik yorumu mevcut degil.
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3.5.2. Checkerboard Yontemi

Bu ¢alismada, karbapenem direngli K. pneumoniae nn her bir sus ile kombinasyon /
sinerji kolistin+tmeropenem ve Kkolistin+rifampisin ¢alismas1 ig¢in birer adet
mikroplak kullanilmistir. Kombinasyonlarin in vitro etkisini degerlendirmede
Checkerboard (dama tahtasi) sinerjik yonteminde kullanilmistir. Laboratuvarimiz
kiiltiir koleksiyonunda bulunan 20 adet sus i¢in birer adet mikroplak kullanilarak
calistlmistir. Kolistin+meropenem ve kolistin+rifampisin kombinasyonu ¢alismasi
icin yukarida anlatildig1 sekilde diliisyonlar1 hazirlanmis olan 1 ml’lik antibiyotik
tiplerden once kolistin sulandirimlarindan 50’ser pl mikroplak kuyucuklarina
konulmustur. Mikroplaktaki kolistin konsantrasyonu soldan saga dogru titreleri
giderek azalacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra kolistin+meropenem ve
kolistin+rifampisin  olacak sekilde ayr1 ayr1 meropenem ve rifampisin
konsantrasyonu 50 pl ilave edilerek yukaridan asagi (A-B-C-D) yone dogru ilag
seyreltilmistir. Negatif kontrol (sterilite kontrol) kuyucugu hari¢ mikroplaktaki tiim
kuyucuklara bakteri siispansiyonundan 10’ar pl konulmus ve inkiibasyona alinmustir.
Inkiibasyon  sonrast1  kombinasyon  sartlarinda  kolistin+meropenem  ve
kolistin+rifampisin MIK degerleri belirlenmistir. Calismadaki sinerjik etki Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan belirlenen yontemlerle
degerlendirilmistir (CLSI 2017).

Mikrodiliisyon sonucu MIK degerleri saptanan suslarin Kolistin+meropenem ve
kolistin+rifampisin kombinasyonlarinin sinerji ¢aligmast Checkerboard yontemi ile
yaptlmistir (Bal 1999). Bu yontemde her bir susta denenecek olan her bir
kombinasyon i¢in 96 kuyucuklu U-tabanli mikroplaklar gerekmektedir.
Kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlari, kombinasyondaki antibiyotiklerin
siitun ve satir yoniinde seri dilisyonlar1 yapilarak azaltilmistir. Mikroplaklarda
kombine edilen antibiyotiklerin artan ve azalan konsantrasyonlarindaki sinerjik,
aditif veya antagonist etki gozlemlenmeye ¢alisilmistir.  Antibiyotik
konsantrasyonlari, BMD yontemi ile saptanan MIK degerlerini kapsayacak sekilde
planlanmistir. Tablo 11 ve 12’de Ornek olarak kombinasyon ¢aligmasinda

mikroplaklar kullanilan diliisyonlar gosterilmistir.
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Tablo 11. Kolistin / meropenem kombinasyonu i¢in Checkerboard galismasindaki 6rnek bir
mikroplak plani (kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlar1 ve kontrol kuyucuklart).

-
_

MEM | 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

MEM | 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16

MEM 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
E

MEM 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

D

CS: Kolistin, MEM: Meropenem
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Tablo 12. Kolistin/rifampisin kombinasyonu igin Checkerboard galismasindaki 6rnek bir
mikroplak plani (kuyucuklardaki antibiyotik konsantrasyonlar1 ve kontrol kuyucuklart)

CS: Kolistin, RIF: Rifampisin
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Sulandirim sonras1 yapilacak olan inokiilasyon sonrasi her tiip ya da kuyucukta bakteri
yogunlugu 5 x 10° CFU / ml olmalidir. Bunun igin; eger kuyucuktaki hacim 0.1 ml ise 0.5
McFarland siispansiyonu (1 x 108 CFU / ml) 1/10 diliie edilerek 10’ CFU / ml elde
edilmelidir. Bundan 5 pl 0.1 ml igeren kuyucuga inokiille edildiginde bakterinin test
konsantrasyonu 5 x 10° CFU / ml olur. Kombinasyondaki antibiyotikler ve besiyeri i¢in
sterilite kontrol kuyucugu ayrildi ve buraya bakteri solusyonu eklenmistir.
Inkiibasyondan sonra (35-37 °C de 16-20 saat) dncelikle kontrol kuyucugu olmak
tizere gozle bulanikligin oldugu ve olmadigi kuyucuklar tespit edilmistir (Sekil 7 ve
8). Antibiyotik kombinasyonlarinin {iremeyi inhibe ettigi en diisiikk konsantrasyon,
MIK degeri olarak kaydedilmistir. Her bir antibiyotigin bu kombinasyondaki MIK
degeri, BMD yontemi ile belirlenen tek basina MIK degeri ile oranlandiginda ise her
antibiyotik icin fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu (FIK) degeri elde edilmistir.
Kombinasyondaki antibiyotiklerin FIK degerleri de toplanarak sinerji yorumunda
kullanilacak olan fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu indeksi (FIKI) hesaplanmustir.

Checkerboard yonteminde formiilasyon ve yorumlama asagida belirtildigi gibidir:

A antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri

FiKa =

A antibiyotiginin tek basma MIK degeri

B antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri

FiKsg =

B antibiyotiginin tek basina MIK degeri

FiK indeksi (3. FiK) = FiKa+ FiKg

Toplam FiK indeksi < 0,5 ise sinerji, 0,5 <FIK<4 ise additif veya indiferan, >4 ise
antagonist etki olarak degerlendirildi (Odds 2003).
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Resim 5. Checkerboard (dama tahtasi) yontemi ile kolistin/meropenem
kombinasyon/sinerji ¢alismast

Kolistin (png/ml) mp

128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.062

(/) mduey oy

Ureme Kontrolii (P) ve

Kolistin/Rifampin ¢ s
Kombinasyon MiC Sterilite Kontrori (ON)

Resim 6. Checkerboard (dama tahtasi) yontemi ile kolistin/rifampisin kombinasyon

/sinerji ¢aligmasi
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3.5.3. Mikrobiyolojik Tamimlamada MALDI-TOF MS I¢in Ornek Isleme

Yontemi

Bu islem igin ‘K. pneumoniae’’ izolatlarina ait stok bakteri kiiltiirlerinin oda
sicakliginda ¢6ziinmesi saglanmistir. Kanli agar plaklarina steril 6ze yardimiyla tek
koloni diisiirme teknigi ile pasajlart yapilmistir. Besiyerleri 37°C’lik etiivde 24 saat
inkiibe edilmistir. izolatlar steril 6ze ile alinarak 300 pl Miiller-Hinton Broth ile
stispanse edilmistir. Daha sonra vortexlenerek, McFarland 3,45 ile 4,55 (ortalama
4,00) bulanikligi standardina ayarlanmistir. Elde edilen siispansiyona 20 pl antibiyotik
(kolistin 4mg/ml, meropenem 8mg/ml ve rifampisin 2mg/ml) eklenmistir. Elde
edilen bakteri-antibiyotik slispansiyonu 37°C’lik etiivde 2,5 saat inkiibe edildikten
sonra 2 dakika stireyle 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant atilarak, pellet
kismi 2 dakika oda sicakliginda kurutulmustur. Ik olarak 50 ul %70 formik asit
eklenmisir. Sonra 50 pl asetonitril eklenmistir. Tekrar 2 dakika boyunca 13.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Bu kez siipernatant’dan 1 pl alinarak 48 pozisyonlu
mikro plak kuyucuguna damlatilip, oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Daha
sonra ilizerine 1 pl matriks soliisyonu eklenmistir. Soliisyon tamamen kuruduktan
sonra MALDI-TOF MS cihazinda ¢alismak iizere hazir hale getirilmistir (Freiwald
and Sauer 2009, Rahi et al 2016). Suslarin analizi MALDI-TOF MS cihazinda 10 ile 1000
kDa m/z kiitle araliginda calisilmis ve 446.73 m/z ile 660.12 m/z arasindaki piklerin varlig

izlenmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasi kapsaminda incelenen 20 adet K. pneumoniae susunun;
* izole edildigi hastalarin demografik 6zelliklerine iliskin bulgular,
» izole edildigi klinik 6rnek tiirlerine ve gonderen kliniklere iliskin bulgular,
* MIK degerlerine iliskin bulgular,
* PCR sonuglarina iliskin bulgular,

* MALDI-TOF MS yontemine ait bulgular sunulmustur.

4.1. HASTALARIN DEMOGRAFIK OZELLIKLERINE ILiSKIN
BULGULAR

Calismamizda K. pneumoniae suslarinin izole edildigi hastalarin cinsiyet 6zellikleri
dagilimi ele alinmistir. Cikan degerler Tablo 13’te goriilecegi iizere hastalarin

%355 1nin erkek, %45’ inin kadin oldugu goriilmustiir.

Tablo 13. Suslarin izole edildigi hastalarin cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Say1
Erkek 11
Kadin 9
TOPLAM 20
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4.2. SUSLARIN iZOLE EDIiLDiGi KLINIKLERE GORE ORNEK TURLERI
VE BULGULAR

Karbapenemlere direngli K. pneumoniae izolatlarinin laboratuvara gonderilen klinik
ornek tiirlerine gore ve geldigi kliniklere gore siniflandirilmasi Tablo 14 ve Tablo

15°te goriilmektedir.

Tablo 14. Karbapenemlere direngli K. pneumoniae izolatlarinin klinik 6rneklere gore dagilimlari

Klinik Ornek Tiirii Say1
Trakeal aspirat 4
Rektal siirtintii 4
Yara 4
Idrar 4
Kan 4
TOPLAM 20

Tablo 15. Karbapenemlere direngli K. pneumoniae izolatlarinin kliniklere gore dagilimlari

Klinikler Say1
Yogun Bakim Unitesi 14
Genel Cerrahi 3
Enfeksiyon Hastaliklar 2
I¢ Hastaliklar 1
TOPLAM 20
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4.3. CHECKERBOARD YONTEMINDE KOLISTiN VE MEROPENEM
KOMBINASYONUNUN ANALIZi

Suslarin hepsinin BMD yéntemi ile saptanan Kolistin MIK degerleri >128 pg/ml ile 2
pg/ml araliginda degisim gostermis olup; 20 adet K. pneumoniae susunun CLSI ve
EUCAST sinir degerlerine gore tamaminin (%100) kolistine direngli oldugu
belirlenmistir. Ayni sekilde meropenem MIK degerleri >64 pg/ml ile 0,5 pg/ml
arasinda degisim gostermis olup; 20 adet K. pneumoniae susunun CLSI ve EUCAST
sinir degerlerine gore tamaminin (%100) meropeneme direngli oldugu belirlenmistir.
Calismada 2 sus i¢in mevcut konsantrasyonlarda sinerji, aditif ve antagonist etkinlik

degerlendirilememistir (Tablo 16).
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Tablo 16. Kolistin ve meropenemin tek baslarina ve kombinasyondaki MIK degerleri ve FIK
indeksi sonuglari

i Komb- MEM ..
Sus Enzimtipi | CSMIK | Komb-CS |\ vk MiK FIKI YORUM
No pg/ml MIK pg/ml
pg/ml pg/ml
NDM-1 + N
1 OXA-48 4 0,5 0,5 1 >0,5-<4 aditif
NDM-1 .
2 8 8 05 05 >05-<4 aditif
NDM-1 + N
3 OXA-48 4 4 0,5 05 >0,5-<4 aditif
NDM-1 I
4 >128 32 0,5 64 <05 sinerji
NDM-1 + N
5 OXA-48 8 8 0,5 0.25 >0,5-<4 aditif
NDM-1 + N
6 OXA-48 >128 128 64 >64 >05-<4 aditif
KPC "
7 >128 128 64 >64 >05-<4 aditif
XA-4 I
8 © 8 >128 64 8 >64 <0,5 sinerji
9 OXA-48 64 32 0,5 16 <05 sinerji
NDM-1 "
10 128 128 64 >64 >05-<4 aditif
NDM-1 + o
11 OXA-48 128 0.25 05 >64 <05 sinerji
OXA-48 I
12 32 0.25 0,5 8 <05 sinerji
NDM-1 I
13 8 2 05 64 <05 sinerji
OXA-48 I
14 64 0.25 0,5 1 <05 sinerji
NDM-1 +
15 OXA-48 2 0 0 1 - caligilmadi
16 KPC >128 >128 >64 >64 R calisiimadi
OXA-48 R
17 8 0,125 0,5 64 <05 sinerji
OXA-48 "
18 >128 0,125 16 16 >05-<4 aditif
OXA-48 "
19 >128 0,125 8 8 >05-<4 aditif
KPC R
20 8 2 0,5 >64 <05 sinerji

CS: Kolistin, MEM: Meropenem, KOMB: Kombinasyondaki, MIK: Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu, FIK: Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyonu
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4.4, CHECKERBOARD YONTEMINDE KOLISTiN VE RiFAMPISIN
KOMBINASYONUNUN ANALIZI

Suslarin tiimiiniin BMD yéntemi ile saptanan rifampisin MIK degeri >16 pg/ml olup,
hepsinin rifampisine direngli oldugu goriilmiistir. FIKI degerlerine gore
kolistin+rifampisin kombinasyonu igin 20 susun 17’sinde (%85) sinerji saptanmuistir.
Calismada 3 sus i¢in mevcut konsantrasyonlarda sinerji, aditif ve antagonist etkinlik

degerlendirilememistir (Tablo 17).
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Tablo 17. Kolistin ve rifampisinin tek baslarina ve kombinasyondaki MIK degerleri ve FIK
indeksi sonuglari

. Komb-CS Komb- . . L
S Enzimtipi | SSMICH vk | ripmik | RF M FIKD | YORUM
HE pg/ml pg/ml g
NDM-1 + —
1 OXA-48 4 1 0,125 >16 <0,5 sinerji
NDM-1 -
2 8 0,5 0,12.5 >16 <05 sinerji
NDM-1 + —
3 OXA-48 4 0,125 0,125 >16 <05 sinerji
4 NDM-1 >128 0.25 0,125 >16 <05 sinerji
NDM-1 +
5 OXA-48 8 0 0 >16 r calisiimadi
NDM-1 +
6 OXA-48 >128 0 0 >16 - calisilmadi
7 KPC >128 0 0 >16 - calisilmadi
8 OXA-48 >128 0,125 0,125 >16 <05 sinerji
OXA-48 -
9 64 0.25 0,125 >16 <05 sinerji
NDM-1 -
10 128 0.25 0,125 >16 <0,5 sinerji
NDM-1 + —
11 OXA-48 128 0,5 0,125 >16 <0,5 sinerji
OXA-48 -
12 32 8 0,125 >16 <05 sinerji
NDM-1 -
13 8 1 0,125 >16 <05 sinerji
OXA-48 o
14 32 1 0,125 >16 <0,5 sinerji
NDM-1 + —
15 OXA-48 2 1 0,125 >16 <0,5 sinerji
KPC -
16 >128 32 4 >16 <0,5 sinerji
17 OXA-48 8 4 0,125 >16 <0,5 sinerji
OXA-48 -
18 >128 4 0.25 >16 <0,5 sinerji
19 OXA-48 >128 16 4 >16 <05 sinerji
20 KPC 8 2 0,125 >16 <0,5 sinerji

CS: Kolistin, RIF: Rifampisin, KOMB: Kombinasyondaki, MiK: Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu, FIK: Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyonu
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4.5. MALDI-TOF MS ANALIZi VE VERILER

Karbapenem direncine sahip  suslarin  kombine ilag kolistintmeropenem
etkilesiminde sinerjik pozitif tespiti Sekil 7’deki gibi siyah okla gdosterilmistir.
Piklerin; A’da, B’de ve C’de 448.60 m/z ile 660.12 m/z piklerin varligi E’de
kaybolmustur.

Karbapenem direncine sahip suslarin kombine ilag kolistin+meropem etkilesiminde
sinerjik negatif tespiti Sekil 8’daki gibi siyah okla gosterilmistir. Piklerin, A’da,
B’de, C’de ve E’de 446.73 m/z ile 658.38 m/z piklerinde degisim gdzlenmemistir.

Karbapenem direncine sahip suslarin kombine ila¢ kolistin+rifampisin etkilesiminde
sinerjik pozitif tespiti Sekil 9’daki gibi siyah okla gosterilmistir. Piklerin; A 'da, B’de
ve C’de 553.08 m/z pikinin varlig1 E’de kaybolmustur.

Karbapenem direncine sahip suslarin kombine ila¢ kolistin+rifampisin etkilesiminde
sinerjik negatif tespiti Sekil 10°deki gibi siyah okla gosterilmistir. Piklerin; A ’da,
B’de, C’de ve E’de 558.03 m/z pikinde degisim gézlenmemistir.
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A. Klebsiella pneumoniae (Kolistin Direngli Karbapenemaz Ureten Bakteri)

.........

448 kDa 660 kDa

448 kDa 660 kDa
£ » e

660 kDa
r'd
E. K. pneumoniae + Antibiyotik Kombinasyonu (Kolistin+Meropenem)
l 448 kDa 660 kDa
—“"' = r'd Ve

meropenem) etkilesiminde sinerji pozitif tespiti
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A. Klebsiella pneumoniae (Kolistin Direngli Karbapenemaz Ureten Bakteri)

. 446 KDa 658 kDa
“op = « «
B. K. pneumoniae + Antibiyotik (Kolistin)
446 kDa 658 kDa
« '
C. K. pneumoniae + Antibiyotik (Meropenem)
446 kDa 658 kDa
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E. K. pneumoniae + Antibiyotik Kombinasyonu (Kolistin+Meropenem)

446 kDa 658 kDa
r'e r'e

Sekil 8. MALDI-TOF MS yontemi ile bakteri ve kombine antibiyotik (kolistin +

meropenem) etkilesiminde sinerji negatif tespiti
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A. Klebsiella pneumoniae (Kolistin Direngli Karbapenemaz Ureten Bakteri)

553 kDa
e

553 kDa
»
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»

E. K. pneumoniae + Antibiyotik Kombinasyonu (Kolistin+Rifampisin)
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Sekil 9. MALDI-TOF MS yontemi ile bakteri ve kombine antibiyotik (kolistin + rifampisin)
etkilesiminde sinerji pozitif tespiti
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A. Klebsiella pneumoniae (Kolistin Direngli Karbapenemaz Ureten Bakteri)

558 kDa
r'd

558 kDa
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Sekil 10. MALDI-TOF MS yontemi ile bakteri ;/e kombine antibiyotik (kolistin +
rifampisin) etkilesiminde sinerji negatif tespiti
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Kolistin+meropenem kombinasyonunda MALDI-TOF MS yontemini Checkerboard
yontemi ile kiyasladigimizda 9 susun 6’sinda (%66,6) sinerjik uyum saptanmistir.
Kolistin+rifampisin kombinasyonunda ise 17 susun 12’sinde (%70,5) sinerjik uyum

saptanmustir (Tablo 18).

Tablo 18. MALDI-TOF MS ile Checkerboard yonteminin Karsilastiriimasi

Checkerboard MALDI-TOF Checkerboard MALDI-TOF
Hasta Gen - - MS S MS
(Kolistin + - (Kolistin + e
No. Xpert Meropenem) (Kolistin + Rifampisin) (Kolistin +
P Meropenem) P Rifampisin)
NDM-1
1 + OXA- Aditif Sinerji (+) 1 Sinerji Sinerji (+)
48
2 NDM-1 Aditif Sinerji (+) 2 Sinerji Sinerji (+)
NDM-1
3 + OXA- Aditif Sinerji (-) 3 Sinerji Sinerji (-)
48
4 NDM-1 Sinerji Sinerji (-) 4 Sinerji Sinerji (-)
NDM-1
5 + OXA- Aditif Sinerji (+) 5 Cahsilmadi Cahsilmadi
48
NDM-1
6 + OXA- Aditif Sinerji (+) 6 Calisilmadi Cahsilmadi
48
7 KPC Aditif Sinerji (+) 7 Cahsilmadi Cahisiimada
8 OXA-48 Sinerji Sinerji (+) 8 Sinerji Sinerji (+)
9 OXA-48 Sinerji Sinerji (+) 9 Sinerji Sinerji (+)
10 NDM-1 Aditif Sinerji (+) 10 Sinerji Sinerji (+)
NDM-1
11 + OXA- Sinerji Sinerji (-) 11 Sinerji Sinerji (-)
48
12 OXA-48 Sinerji Sinerji (+) 12 Sinerji Sinerji (+)
13 NDM-1 Sinerji Sinerji (+) 13 Sinerji Sinerji (+)
14 OXA-48 Sinerji Sinerji (+) 14 Sinerji Sinerji (+)
NDM-1
15 + OXA- Calisilmadi Cahsilmad: 15 Sinerji Sinerji (-)
48
16 KPC Calisilmadi Cahsilmadi 16 Sinerji Sinerji (+)
17 OXA-48 Sinerji Sinerji (+) 17 Sinerji Sinerji (+)
18 OXA-48 Aditif Sinerji (+) 18 Sinerji Sinerji (+)
19 OXA-48 Aditif Sinerji (+) 19 Sinerji Sinerji (+)
20 KPC Sinerji Sinerji (-) 20 Sinerji Sinerji (-)

'Sinerji (+): Sinerji var, Sinerji (-): Sinerji yok
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5. TARTISMA VE SONUC

Hastanemizde c¢esitli klinik orneklerden izole edilen karbapenemaz iireten K.
pneumoniae izolatlarnda MALDI-TOF MS kullanilarak kolistin, meropenem ve
rifampisin antibiyotikleri i¢in duyarlilik ve sinerjinin gorsel olarak saptanmasi ve
tim izolatlarin kolistintmeropenem ve Kkolistin+rifampisin antibiyotik sinerjik
aktivitesini, ayrica referans yontem olarak Checkerboard mikrodiliisyon yontemi ile
karsilagtirarak uyumlarini belirlemek i¢in Tiirkiye’de bu konuyla ilgili yapilmis ilk
calisma olma 6zelligi ile literatiire katkida bulunma amaci ile yapilan bu ¢alismada
kolistin + meropenem kombine ilag etkilesimi %66,6 sinerjik uyum gosterirken,

kolistin + rifampisin kombine ilag etkilesiminde %70,5 sinerjik uyum gostermistir.

Yasami1 olumsuz yonde etkileyen antimikrobiyal direng diinyada ve {ilkemizde
onemli bir halk sagligi problemi olmakta, direngli suslarin olusturdugu enfeksiyonlar
giderek artmaktadir. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan
yayinlanan, antibiyotik direnci agisindan tehdit teskil eden ilk 18 mikroorganizmay1
Ozetleyen raporda tehdit olusturan mikroorganizmalarin {igli tehdit diizeyi agisindan
“acil oncelikli’’ grupta simniflandirilmis olup bunlardan bir tanesi de karbapenem
direngli Enterobacterales iiyeleri oldugu bildirilmistir (CDC 2013). Hastane
enfeksiyonuna sebep olan mikroorganizmalarin bulas kaynaginin belirlenmesinde ve
kontrol oOnlemlerinin alinmasinda temel noktayr epidemiyolojik c¢alismalar
olusturmustur (Church 2011). Tiirlerin tanimi, bir salginin olup olmadigina karar
vermede etkilidir. Hastane enfeksiyonu etkeni arastirmalar i¢in Onemli veriler
saglamaktadir (Montesinos 2002). Tedavi ig¢in gerekli mevcut antibiyotiklerin;
endikasyonlarmin genisletilmesi, infiizyon ve doz siiresi gibi farmakolojik
ozelliklerin esnetilmesi, antibiyotik kombinasyonlarinin ampirik olarak kullanimlari

gibi alternatif ¢alismalar tizerinde durulmaktadir. Diger yandan in vitro olarak ¢esitli
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ajanlarin kombinasyonlariin sinerjik ¢alismalari devam etmektedir. Gliniimiizde de
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavi basarisinda antibakteriyel sinerji 6nemli rol
oynamaktadir (Pillai 2005). Kombinasyon tedavisinde en basarili 6rneklerinden biri
B-laktamaz inhibitorii olan klavulanik asit ve B-laktam antibiyotik olan amoksisilin
kombinasyonudur (Lee 2016). p-laktam antibiyotik kombinasyonlar1 direng
mekanizmasina karsi son yillarda uygulanan en etkili tedavi yontemlerinden biridir.
Tedavide distiniilen antibiyotik kombinasyonunun in vivo kullanimindan O6nce
mutlaka etken mikroorganizmaya kars1 etkisinin bilinmesi gerekmektedir. Yani in
vitro sartlarda sinerji etki varligi ve antagonist etkinin olmadigi arastirilmalidir. Bu
da cogunlukla kantitatif sonug¢ veren checkerboard mikrodiliisyon yontemi ile
yapilmaktadir. Checkerboard teknigi, antibiyotik sinerjisini Olgen geleneksel
yontemlerden biridir. Bu yontem mikroplak ¢ukurlarinda iki antibiyotigin iki yonde
seri diliisyonu ile yapilmaktadir. Deney sonucunda her iki antibiyotik i¢in ayr1 ayri
kombinasyondaki MIK degerleri saptanir. Bu degerler antibiyotiklerin tek basina
elde edilen MIK degerlerine béliinerek fraksiyonal inhibitdr konsantrasyon degerleri
elde edilir (Pillai 2005). Bu c¢alismada da tedavide alternatif olabilecek bazi
antibiyotiklerin ve bazi kombinasyonlarin s6z konusu direngli bakterilere karsi in

vitro etkinligi arastirilmagtir.

Karbapenem direngli Enterobacterales ailesi tiyeleri idrar yolu, solunum yolu, intra
abdominal, deri ve yumusak doku ile pnomoni gibi bir¢ok 6nemli nozokomiyal
enfeksiyonlardan sorumlu mikroorganizmalardir. Bu grupta yer alan K. pneumoniae
suslarinin  toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda en sik goriilen
mikroorganizmalar oldugu bildirilmektedir. Coklu ilag direnci gosteren gram negatif
bakterilerin yol a¢tig1 enfeksiyonlarda kulanilan karbapenem grubu antibiyotikler son
care olarak goriilmektedir (Bradford et al 2001). Kolistine direngli olan suslarda
denenen kolistin/apramisin kombinasyonunun sinerjik etkinligi diisiik bulunurken
cogunlukla aditif ve antagonist etkiler gozlenmistir (Kilig 2018). Kolistinin baska
kombinasyonundan olan kolistin/sulbaktam kombinasyonu igin sulbaktamin tek
basina diisiik oranda (%]15) etkili oldugu ve bakterisid etkisinin olmadigi, kolistinin

ise tiim suslarda bakterisid oldugu saptanmistir (Kilbas 2017).

K. pneumoniae, hastanede yatan hastalarda antimikrobiyallere direngli firsatci

enfeksiyonlarin yaygin bir nedeni olarak belirtilmistir. Karbapeneme direngli K.
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pneumoniae, nozokomiyal enfeksiyonlara ve yiiksek 6liim oranlarina sahip salginlara
neden olabilmektedir. O'Neill raporunda, antimikrobiyal direncin (AMR) yayilmasini
durduracak politikalar uygulanmazsa 2050 yilina kadar direngli enfeksiyonlar
nedeniyle yilda 10 milyon yasamin risk altinda olacagi tahmin edilmektedir (WYyres,
Lam and Holt 2020, O’Neill 2014). Bu nedenle toplumdaki prevalansi bilmek ve

uygun antibiyotik kullanimi ile kontrol altina almak 6nemlidir.

Cesitli  calismalarda, bakteriyel direng ile etkili antibiyotik tedavisinin
baslamasindaki gecikme arasinda dogrusal bir iligki bildirilmistir (Kollef 2000).
Buna bagli olarak yiliksek Oliim oranlari, etkili tedaviye baslamadaki gecikmenin
sonucudur. Bir¢ok c¢alisma antibiyotik direncinin yiiksek mortalite oranlari ile
bagimsiz bir iligkisi oldugunu gostermistir (Juan, Huang, Lin, Yang and Wang 2016).
Enfeksiyonlarin  kontrol altina alinarak salginlarin = Oniine gegilmesi igin
karbapenemaz iireten ya da karbapenem direngli izolatlarin tanimlanmasi ile etkin
antimikrobiyal tedavinin zamaninda baslatilmasi gerekmektedir (Kilig 2018).
Calismamizda, literatlirle uyumlu olarak diren¢ kategorisi kotiilestikge etkili
antibiyotige baslanmadaki gecikme ile Sepsis, septik sok ve mortalite arasinda

dogrusal anlamli bir iliski bulunmustur.

Karbapenem direngli Enterobacterales iiyelerinin tanimlanmasi kiiltirde iiretilen
izolatlarin duyarlilik testlerini takiben yapilan dogrulama testleri fenotipik veya

genotipik testler ile yapilmaktadir. Testlerin sonu¢lanmasi 2-5 giin stirmektedir.

Cin'de 2015 yilina ait 664 karbapenem direngli Enterobacterales enfeksiyonunun
incelendigi ¢alismada, etkenlerin ¢ogunlukla K. pneumoniae (%73.3) oldugu
vurgulanmistir. Bu ¢alismada genel mortalite oran1 %33.5 olarak rapor edilmistir
(Zhang et al 2018). Literatiirdeki veriler ve bu c¢alismaya benzer sekilde
hastanemizde de karbapenem direncli suslar igerisinde en ¢ok izole edilen sus K.
pneumoniae olarak saptanmistir. Calismamizda karbapenem direngli olan
Enterobacterales tiirleri arasinda karabepenemaz iireten ve yaygin ilag direnci olan

K. pneumoniae suslari incelenmistir.

Karbapenemazlardan D sinifi iiyesi olan OXA-48 tiirii beta-laktamaz, iilkemizde ilk
kez Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesinde yatmakta olan bir hastanin idrar

kiiltiiriinden izole edilen bir K. pneumoniae susunda tespit edilmistir (Carrer et al
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2010).

OXA 48 karbapenemaz Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde de giderek yaygin hale
gelmektedir (Voulgari et al 2013).

Ulkemizde NDM-1 diren¢ geni ilk kez 2011 yilinda 16 yasinda, 18semisi olan,
Irak’tan gelen, allogeneik kok hiicre nakli yapilan hastada tespit edilmistir (Poirel et
al 2012).

MALDI-TOF MS, rutin teshis i¢in klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilmaya baslanmistir. Bu yontem, bakteri ve mantarlar1 tanimlamak ig¢in
kullanilan hizli1 bir yontemdir (Sari, Cavus ve Giilay 2016, Idelevich, Griinastel,
Wiillenwebwe, Peter and Becker 2014).

Calismada (K.pneumoniae + kolistin + meropenem) ve (K.pneumoniae + Kkolistin +
rifampisin) kombinasyonlu antibiyotik konsantrasyonuna sahip siispansiyon 2,5
saatlik inkiibasyon sonrasi, MALDI-TOF MS cihazi ile 15 dakika gibi kisa bir siire

i¢inde sonuglar bildirilmistir.

Elemam, Rahimyan and Doymaz (2010), tarafindan yapilan bir arastirmada,
rifampisin+kolistin  kombinasyonunun karbapenemaz iireten kolistin direngli K.
pneumoniae suslarina karsi sinerjik aktivitesini bildirmislerdir. Rifampisin, gram
negatif organizmalara kars1 kullanilan bir ilag olarak kabul edilmez. Bununla birlikte,
yukarida bahsedilen calismanin yani sira calismamizdaki bulgularimiz, yiiksek
direngli GN organizmalarin kolistin+rifampisin ila¢ kombinasyonu %85 sinerjik
olmasi, rifampisinin tek basina degilde kolistin ile kombinasyonu faydali olacagi

sonucunu bildirmistir.

Paul ve ark. na gore (2018), yazdiklar1 bir makalede, meropenem+kolistin
kombinasyonlarinin karbapenemaz iireten kolistin direngli K. pneumoniae suslarina
karsi sinerjistik aktivitesini bildirmislerdir. Calismamizdaki kolistin+meropenem ilag
kombinasyonu %45 sinerjik olmasi, kolistin+rifampisin ilag kombinasyonunun daha

etkili oldugu kanaatine varilmistir.

Son birka¢ yil iginde MALDI-TOF MS ile yapilan calismalar klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda, maya ve bakteri tiirlerinin hizli bir sekilde tanimlanmasi ve

tiplendirilmesi igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Fournier et al 2013).
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Ling ve ark. na gore (2014), yaptiklart bir ¢alismada MALDI-TOF MS ile
karbapenamaz iireten bakterilerin saptanmasi i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada KPC
suslarina dogrudan kolsitin %95 ve meropenem %60 etkili iken rifampisin tek basina

dogrudan etki gostermemistir.

Tangdén and Giske (2015), tarafindan yazilan bir makalede kolistinin tek basina
suglar tlizerinde net bir etkiye sahip oldugu, ayni sekilde baska bir ¢calismada ¢ok
direngli bakterilerde bir¢ok kisiye karsi son basamak tedavisi olarak kolistin

antibiyotigi kullanildig1 bildirilmistir.

Calismamizdaki kolistintmeropenem ve kolistintrifampisin ilag kombinasyon
etkinligi karbapenemaz {iireten K. pneumoniae karsi daha etkili oldugu tespit

edilmistir.

Bu ¢alismanin bir simirliligi yalnizca K. pneumoniae izolatlarinin kullanilmasiydi,
ancak yontemimiz diger Enterobacterales tiirleri iginde gergeklestirilebilir. Bu
nedenle, sonuglarimizin dogrulugu daha fazla sayida tiir kullanilarak iyilestirilebilir
ve bu da cok cesitli salginlart onlemek icin enfeksiyon kontrol Onlemlerinin
uygulanmasina katkida bulunacaktir. Bir bagka kisitlilik ise MALDI-TOF MS tabanl
yaklasimlarda, antimikrobiyal duyarlilik veya direncinin tespitinde ve hizl teshisinde
genis verilere sahip agik erisim programlarinin bulunmamasi ¢alismamizin diger

kisithiliklaridir.

Calismamiz iilkemizde ciddi hastane enfeksiyonu nedeni olan karbepenemaz iireten
kolistin direngli K. pneumoniae suslariin ¢oklu antibiyotik kombiyansonlarina karsi
olusturduklar1 sinerjik etkileri MALDI-TOF MS cihaz1 ile irdeleyen ilk

caligmalardandir.

Sonucta; Ila¢ etkilesimi i¢cin MALDI-TOF MS ve calismamizda referans olan
checkerboard mikrodiliisyon yontemini karsilagtirdiginda, kolistintmeropenem
kombine ilag etkilesimi i¢in 9 susun 6’sinda (%66.6) sinerjik uyumlu iken
kolistin+rifampisin kombine ilag¢ etkilesimi i¢in 17 susun 12’sinde (%70.5) sinerjik
uyum gostermektedir. Sinerji belirleme icin MALDI-TOF MS sistemi hizl1 giivenilir
bir yontem gibi gdriinmekte birlikte daha ileri ve kapsamli ¢aligmalara gereksinim

vardir.
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Hig siiphe yok ki bu tarz galismalar, antimikrobiyal duyarlilik veya direncin tespiti ve
hizli teshisin gelistirilmesi i¢in umut vaat etmektedir. MALDI-TOF MS teknolojisi
stiphesiz ontimiizdeki 10 yil iginde hizli ve giivenilir sekilde klinik laboratuvarlarda
rutin mikrobiyolojik teshislerin bir pargasi haline gelecektir. Bu sonuglar 1s18inda;
kritik durumdaki hastalarda enfeksiyon varliginda miimkiin olan en kisa siirede etken
bakterinin tanimlanmasi, antibiyotik duyarliligi ve diren¢ genlerinin tanimlanmasi,
bu hastalarin uygun sekilde izole edilmesinin ve akilci antibiyotik kullaniminin

mortaliteninin azalmasina katki saglayacagi diisiincesindeyiz.
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1. Yiikseklisans: Sakarya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Mikrobiyoloji

2. On lisans: Ordu Universitesi Ikizce MYO Engelli Bakimi Rehabilitasyonu -
Mezun: 04.06.2018

3. Lisans: Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Biyoloji Béliimii — Mezun:12.01.2015

4. Lise: Farabi Mesleki ve Teknik Anadolu Lisesi (Yabanci Dil Agirlikl) (Ingilizce)
— Mezun: 15.06.2008

5. TIkégretim: 50. Y1l fIkogretim Okulu — Mezun: 15.06.2001
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I11- Unvanlar (tarih sirasina gore eskiden yeniye dogru)

2015- Biyolog
2018- Saglik Teknikeri
2019- Is Saghig ve Giivenligi Uzmani

2020- Master of Science (Msc) Medical Microbiology

IVV- Mesleki Deneyimi

1- OZEL YUKSEKOVA DEVLET HASTANESI — 2012 Staj — Mikrobiyoloji ve

Biyokimya Laboratuvar1 Mevcut alanda ¢alisarak bilgi edinme

2- Mugla Universitesi — 2011-2013 Is — Molekiiler Biyoloji ve Mikrobiyoloji

Laboratuvari

Mevcut alanda ¢alisarak bilgi edinme ve pratige dokme

3- Ordu Yogunoluk CPL Anadolu Lise - 2015-2016 Is — Matematik Ogretmenligi

Ucretli Ogretmenlik

4- Ordu Ozel Karadeniz Engelli Bakim ve Hizmet Merkezi- 2016-2017 Is —
Saglik Teknikeri

Mevcut alanda hastanin saglik sorunlariyla ilgilenmek

5- Ordu Unye Devlet Hastanesi - 2017-2018 Is — Palyatif bakim, Acil ve Fizik

Tedavi ve Rehabiltasyon
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V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

1. Tirkiye Biyologlar Dernegi

2. Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti

VI- Bilimsel Ilgi Alanlar

Yaynlari:

Makaleler

1. S Altindis, N Asici, U Senol, AB Bakir, CY Yiicedag, C Demir, R Giin.
Transfiizyon Amagh Kan Verme Oniindeki Engellerin Belirlenmesi Sakarya Tip

Dergisi 9 (2), 237-244

VI1I- Bilimsel Etkinlikleri

1. Klasik Sistematik Tekniklerle Plantago major L. Olarak Tanimlanabilen
(SinirOtu) Bitkisinde DNA Izolasyonu Ile 28S ribosomal RNA Gen Haritastyla Tiir
Tanim1 Ve Antimikrobiyal Aktivitesi Diizeyde Inceleme - TUBITAK — 2013

VI11- Diger Bilgiler

Egitim programi haricinde aldig1 kurslar ve katildig1 egitim seminerleri

1. Temel Bilgi Teknolojisi Kullanimi (Mugla Universitesi Enformatik Boliimii)
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2. Microsoft Office programlarini etkin kullanma:
1) Microsoft Word

2) Microsoft Excel

3) Microsoft PowerPoint

4) Microsoft Outlook

3. Bilgisayarda Biyoloji Uygulamalar1 (Mugla Universitesi Biyoenformatik

Béliimii)

4. Klasik Gitar ve San Egitimi (Mugla Universitesi Egitim Fakiiltesi Giizel Sanatlar
Egitimi Boliimii / Miizik Egitimi Anabilim Dalr)
5. Goriintii Isleme Paketleri (Mugla Universitesi Enformatik Boliimii) Adobe

Photoshop programlarini etkin kullanma

6. Etkili Iletisim Stratejileri ve Beden Dili Sertifika Programu (Istanbul Isletme
Enstitiisti) Sertifika Kodu: 290314100525

7. Satis ve Pazarlama Teknikleri Sertifika Programi (istanbul Isletme Enstitiisii)
Sertifika Kodu: 290332102392

8. Mikrobiyoloji Sertifika Programi (Sertifika Press American Association for

Higher Education and Accreditation (AAHEA) Onayli) Sertifika Kodu:
20130620011032

9. Tiiketici Davraniglar1 Egitimi Sertifika Program (Istanbul Isletme Enstitiisii)
Sertifika Kodu: 290336102783

10. Genel Muhasebe Sertifika Programi (Istanbul Isletme Enstitiisii) Sertifika
Kodu: 280317100685

11. Finansal Yonetim Sertifika Programi (istanbul Isletme Enstitiisii) Sertifika
Kodu: 280316100628
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12. Stratejik Y&netim Sertifika Programi (istanbul Isletme Enstitiisii) Sertifika
Kodu: 110434101957

13. Is Giivenligi ve Saglhgi Sertifika Programi (T.C. Milli Egitim Bakanlig1)
Numara: 29050920170052452851

14. Filografi Teknigi Sertifika Programi (T.C. Milli Egitim Bakanligi) Numara:
29050920180054779065

15. Blog Yazarlig1 Egitimi Sertifika Programi (Istanbul Isletme Enstitiisii) Sertifika
Kodu: 160800380094

16. Python Egitimi Sertifika Programu (Istanbul isletme Enstitiisii)

17. Yaratic1 Diisiinme Teknikleri ve Inovasyon Sertifika Programi (Istanbul Isletme

Enstitiisii)

18. T.C. Aile, Calisma ve Sosyal Hizmetler Bakanlig1 - Is Sagligi ve Giivenligi
Genel Miidiirliigii Is Giivenligi C Sinifi Uzmanlik Belgesi
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