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OZET

INCE G. Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlarina Kars1 Plazomisin ve
Diger Aminoglikozidlerin Etkinliklerinin Karsilastirlmasi. Baskent Universitesi,
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi,
Ankara, 2021.

Enterobacteriaceae ailesi liyesi olan Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae insanlarda
cok cesitli hastaliklara neden olabilen, tibbi dnemi olan mikroorganizmalardir. Genislemis
spektrumlu-beta laktamaz (GSBL) {iireten Enterobacteriaceae ve karbapenem direncli
Enterobacteriaceae giinimiizde 6nemli bir toplum sagligi tehdidi haline gelmis olup,
Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin 'acil olarak yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi gereken
bakteriler' listesinde bulunmaktadir. Plazomisin, ¢ogu aminoglikozid modifiye edici
enzimden etkilenmeyen yeni bir aminoglikozid olup, Food and Drug Administration
(FDA) tarafindan 2018 yilinda onaylanmistir. Bu ¢aligmanin amaci GSBL iiretmeyen
(n=60), GSBL iireten (n=60) ve karbapenem direncli [n=60 (blaoxa4s saptanan 31
K. pneumoniae ile 15 E. coli, blaxpm saptanan 11 K. pneumoniae, blaoxa4s ve blanpm
birlikte saptanan 3 K. pneumoniae)] E. coli ve K. pneumoniae klinik izolatlarindan olusan
180 bakteriye kars1t plazomisin ve iki diger aminoglikozid antibiyotigin (gentamisin ve
amikasin) in vitro etkinliklerini karsilastirmaktir. izolatlarda GSBL varliginm arastiriimasi
amaciyla kombinasyon disk testi; karbapenem direncinin saptanmasi amaciyla imipenem,
meropenem ve ertapenem disk diflizyon testi kullanilmistir. Karbapenem direnci saptanan
izolatlarda karbapenemaz geni varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yOntemiyle
arastirilmustir.  Izolatlarin  gentamisin, amikasin ve plazomisin minimum inhibitdr
konsantrasyon (MIK) degerlerinin saptanmasi i¢in gradiyent diflizyon ydntemi
kullanilmistir. GSBL iireten ve GSBL iiretmeyen izolatlarin tamami plazomisine duyarli
bulunmustur. GSBL iiretmeyen izolatlarin tamami amikasine duyarli bulunmustur.
Gentamisine duyarlilik oran1 GSBL iiretmeyen izolatlarda %96,7, GSBL iireten izolatlarda
%68,3 bulunmugtur. Karbapenem direngli izolatlardaki gentamisin, amikasin ve
plazomisin duyarlilik orani; karbapenem duyarli izolatlara kiyasla anlamli olarak diisiik
bulunmugtur. Karbapenem direngli izolatlardaki plazomisin duyarlilik oran1 (%71,7), aym
izolat grubundaki gentamisin (%45) ve amikasin ['Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), 2020" kriterlerine gore %56,7; 'European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), 2021" kriterlerine gére %51,7] duyarhilik oranlarindan
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anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda
saptanan gentamisin, amikasin ve plazomisin duyarlilik oranlar1 (gentamisin i¢in %35,6;
amikasin i¢in CLSI kriterlerine gore %44,4, EUCAST kriterlerine gore %37,8; plazomisin
icin %64,4); karbapenem direngli E. coli ile kiyaslandiginda (gentamisin i¢in %73,3,
amikasin ve plazomisin i¢in %93,3) anlamli olarak diisiik bulunmustur. Sadece blanpm geni
saptanan izolatlar arasinda saptanan gentamisin, amikasin ve plazomisin duyarlilik
oranlari; sadece blaoxa4s geni saptanan izolatlardan diisiik bulunmus; fakat oranlar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Tim izolatlar g6z Oniine
almdiginda; 180 izolatin 1634 (%90,6) plazomisine duyarl olarak saptanmistir. Sonug
olarak plazomisin, K. pneumoniae ve E. coli 1zolatlarina kars1 gentamisin ve amikasinden

daha yiiksek in vitro etkinlik gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Plazomisin, amikasin, gentamisin, K. pneumoniae, E. coli

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastrma Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no: DA19/29) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir.
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ABSTRACT

INCE G. Comparison of Activity of Plazomicin and Other Aminoglycosides Against
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae lIsolates. Baskent University, Health
Sciences Institute, Department Of Medical Microbiology, Medical Microbiology
Master's Program with Thesis, Ankara, 2021.

The members of Enterobacteriacae, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae, are
medically important bacteria which can cause different types of diseases in humans.
Today, extended-spectrum [-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae and
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae have become important threats and are among
the list of World Health Organization (WHO) for which new antimicrobials are urgently
needed. Plazomicin is a new aminoglycoside which is not affeced by most aminoglycoside
modifying enzymes and was approved by Food and Drug Administration (FDA) in 2018.
Objective of this study was to compare the in vitro activity of plazomicin and two
traditional aminoglycosides (gentamicin and amikacin) against 180 clinical isolates of
K. pneumoniae and E. coli, including subsets of non-ESBL-producing (n=60), ESBL-
producing (n=60) and carbapenem-resistant [n=60 (31 K. pneumoniae and 15 E. coli
carrying blaoxa4s, 11 K. pneumoniae carrying blanxpwm, 3 K. pneumoniae carrying blaoxa-s
and blanpwm) strains. Combination disc method was used for ESBL testing. Antibiotic discs
(imipenem, meropenem and ertapenem) were used for detection of carbapenem resistance.
PCR was used for detection of carbapenemase genes for isolates which exhibit carbapenem
resistance. Gentamicin, amikacin and plazomicin minimum inhibitory concentrations
(MICs) for isolates were determined by gradient diffusion method. All non-ESBL-
producing and ESBL-producing isolates were susceptible to plazomicin. All non-ESBL-
producing izolates were susceptible to amikacin. Gentamicin susceptibility rates among
non-ESBL-producing and ESBL-producing isolates were 96.7% and 68.3%, respectively.
Gentamicin, amikacin and plazomicin susceptibility rates in carbapenem-resistant isolates
were significantly lower than those observed for carbapenem-susceptible isolates.
Plazomicin susceptibility rate (71.7%) in carbapenem-resistant isolates were significantly
higher than those observed for gentamicin (45%) and amikacin [56.7% and 51.7%
according to 'Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2020' and 'European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), 2021' breakpoints,

respectively]. Gentamicin, amikacin and plazomicin susceptibility rates (35.6% for
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gentamicin; 44.4% and 37.8% for amikacin according to CLSI and EUCAST breakpoints,
respectively; 64.4% for plazomicin) in carbapenem-resistant K. pneumoniae were
significantly lower than those observed for carbapenem-resistant E. coli isolates (73.3% for
gentamicin; 93.3% for amikacin and plazomicin). Gentamicin, amikacin and plazomicin
susceptibility rates in blanpm carrying isolates were lower than those observed for blaoxa-as
carrying isolates; but differences between susceptibility rates were not statistically
significant. Overall, 163 (90.6%) of 180 isolates were susceptible to plazomicin. In
conclusion, plazomicin demonstrated greater in vitro activity than gentamicin and

amikacin against K. pneumoniae and E. coli isolates.

Keywords: Plazomicin, amikacin, gentamicin, K. pneumoniae, E. coli

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board (Project no:

DA19/29) and supported by Baskent University Research Fund.
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1. GIRIS

Enterobacteriaceae ailesi iiyesi bakteriler, insanlarda bircok hastaliga neden
olabilen ve klinik orneklerden sik izole edilen mikroorganizmalardir. Genislemis
spektrumlu-beta laktamaz (GSBL) iireten Enterobacteriaceae ve karbapenem direngli
Enterobacteriaceae giinimiizde 6nemli bir toplum saghigr tehdidi haline gelmis olup, bu
mikroorganizmalarda beta-laktam antibiyotiklerin yani sira diger antibiyotiklere karsi da
dirence neden olan mekanizmalara siklikla rastlanmaktadir. Aminoglikozid grubu
antibiyotiklere karsi direngten sorumlu en sik mekanizma olan 'aminoglikozid modifiye
edici enzimler'in GSBL lreten Enterobacteriaceae 1ile karbapenem direngli
Enterobacteriaceae'da siklikla bulundugu bildirilmektedir. Aminoglikozid modifiye edici
enzimler; aminoglikozid yapisinda degisiklige neden olmakta, antibiyotigin baglandigi
hedefe kars1 afinitesini azaltmaktadir. Bu enzimlerin GSBL {ireten Enterobacteriaceae ile
karbapenem direngli FEnterobacteriaceae'da sik¢a bulunmasi, aminoglikozidlerin bu

mikroorganizmalarla meydana gelen enfeksiyonlardaki roliinii kisitlayabikmektedir.

Plazomisin yeni gelistirilen bir aminoglikozid olup, aminoglikozid modifiye edici
enzimlerden korunmasini saglayan yapisal modifikasyonlar igermektedir. Bu yeni
aminoglikozidin, komplike {iriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanimi1 Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan 2018 yilinda onaylanmistir. Enterobacteriaceae
ailesi 1tiyeleri olan Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae, iiriner sistem
enfeksiyonlarina neden olan en sik gram-negatif basillerdir. Bu ¢alismanin amaci gesitli
klinik 6rneklerden izole edilen GSBL iiretmeyen 60 (30 K. pneumoniae ve 30 E. coli),
GSBL fdireten 60 (30 K. pneumoniae ve 30 E. coli), karbapenem direngli 60
(45 K. pneumoniae ve 15 E. coli) olmak iizere toplam 180 izolata kars1 plazomisin ve diger
iki aminoglikozid grubu antibiyotigin (gentamisin ve gentamisin) in vitro etkinliklerini

karsilastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enterobacteriaceae Ailesi

Enterobacteriaceae ailesi kirktan fazla cinsi, ylizlerce tiirii ve alttiirii barindiran
klinik O6neme sahip Gram negatif basillerin olusturdugu en biiyilk topluluktur.
Enterobacteriaceae ailesi liyeleri sularda, toprakta, bitkilerde; ayrica insanlar ve birgok
hayvanin bagirsak florasi da dahil olmak tizere diinya iizerinde yaygin olarak bulunur.
Enterobacteriaceae ailesinin bazi tiyeleri (6rn. Shigella spp., Salmonella serotip Typhi,
Yersina pestis) insanda her zaman hastalikla iliskiliyken, baz1 iiyeler (6rn. Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli) normal florada bulunur ve firsat¢1 enfeksiyonlara neden
olabilir [1]. Kontamine eller, kontamine su ve yiyeceklerle insanlar arasinda kolayca

yayilan bu bakteriler horizontal gen transferi yoluyla genetik materyal alma egilimindedir

[2].

Insanlarda {iriner sistem enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem enfeksiyonlari,
menenjit, pndmoni, osteomiyelit, yara enfeksiyonlari, bakteriyemi ve sepsis gibi ¢cok ¢esitli
enfeksiyonlara neden olabilirler [3]. Uriner sistem enfeksiyonlarmnin %70'inden fazlasindan

ve tlim bakteriyemilerin yaklasik {i¢te birinden sorumludurlar [1].

Enterobacteriaceae ailesi igerisindeki bakteriler yaklasik 2-3 pm boyunda ve 0,3-1
um genisliginde mikroorganizmalardir [3]. Bu aile igerisindeki bakteri cinsleri
biyokimyasal 6zellikleri, antijenik yapilari, DNA-DNA hibridizasyonu ve 16S rRNA

sekanslarmna gore smiflandirilmistir [1].
Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin ortak 6zellikleri: [3,4]

e Gram-negatif boyanirlar.

e Fakiiltatif anaeropturlar.

e Spor olusturmazlar.

e Glukozu fermente ederler.

e Nitrati nitrite indirgerler.

e Oksidaz testleri negatiftir (Plesiomonas haric).
e Katalaz enzimi iiretirler.

e Zenginlestirici bir katki icermeyen bir¢cok besiyerinde kolayca tireyebilirler.



Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerde ECA (Enterobacterial Common
Antigen) adli antijen bulunur ve hiicre duvarindaki lipopolisakkarit tabakanin derin
kisimlarinda konumlanmis ortak bir antijendir. Hiicre duvarinin dig tarafinda somatik
antijen (O) bulunur. Kamgisi olan tiirlerde flajel antijeni (H) bulunur. Kapsiil antijeni (K)
ise baz1 bakterilerde hiicre duvarmi ¢evreleyen belirgin kapsiil katmaninda; bazilarinda ise
az miktarda yiizey maddesi seklinde bulunur [3]. Enterobacteriaceae'nin serolojik
smiflamasinda bu 3 major antijen grubu (O, H ve K antijenleri) esas alinir [1]. O antijeni
ayni1 zamanda, gram-negatif bir hiicre duvar1 yapisma sahip olan Enterobacteriaceae'daki
lipopolisakkarit tabakasinin 3 ana bileseninden birisidir. Lipopolisakkaritler O antijeni, kor
polisakkaridi ve lipid A bilesenlerinden olusur. Lipid A, lipopolisakkartilerin endotoksin

aktivitesinden sorumludur [5].

Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinde birgok virlilans faktorii tanimlanmis olup
bunlarin bazilar1 tiim cinslerde ortak olarak bulunmaktadir. Bazilariysa belirli viriilan
suslara Ozgiidiir. Tiim cinsler i¢cin ortak olan viriilans faktorleri endotoksin, kapsiil,
antijenik faz varyasyonu, tip 3 sekresyon sistemleri, cogalma faktorlerinin elde edilmesi,

serumun 6ldiiriicti etkisine kars1 direng ve antimikrobiyal direng olarak siralanabilir [1]:

Endotoksin: Gram-negatif bakterilerdeki lipopolisakkarit tabakasi endotoksin olarak
da isimlendirilir [1]. Endotoksin hiicre duvarinin bir pargasi oldugu i¢in bakteri 6limii ile
aciga cikar. Ates, lokositoz, kompleman aktivasyonu, yaygin damar i¢i koagiilasyon,
hipoglisemi, hipotansiyon ve sok gelisimine neden olabilir [3].

Kapsiil: Kapsiil, mikroorganizmay1 fagositozdan korur [3]. Kapsiil antijenleri,
antikorlarmn  bakteriye baglanmasina engel olur. Ayrica kapsiil antijenleri zayif
immiinojenik 6zellik gdsterirler ve komplemani yeteri kadar aktive etmezler [1].

Antijenik faz varyasyonu: Somatik antijen (O), flajel antijeni (H) ve kapsiil
antijeninin (K) ekspresyonu mikroorganizmanm kontroliindedir. Bu antijenler doniisiimlii
olarak eksprese edilebilir veya hic ekprese edilmeyebilir. Bu da bakteriyi antikor aracili
hiicre 6liimiinden korur [1].

Tip 3 sekresyon sistemleri: Salmonella, Shigella, enteropatojenik E. coli gibi bazi
bakterilerde bulunan tip 3 sekresyon sistemi; Okaryotik konak hiicresiyle temas sonrasi
aktive olur. Enjektor benzeri bir yap1 vasitastyla bakteri i¢erisindeki proteinler konak hiicre
icerisine nakledilir. Nakledilen proteinler konak hiicre fonksiyonlarint manipiile edebilir

[1,6].



Cogalma faktorlerinin elde edilmesi: Konak hiicre veya dokularda bakteriler
cogalmak i¢in ihtiya¢c duydugu besinleri bulmak zorundadir. Bakterilerin konakta bulunan
demiri alarak kullanabilmek i¢in kendi demir baglayan proteinlerini veya sideroforlarmni
sentezlemesi buna drnek olarak verilebilir [1].

Serumun odldiiriicii etkisine karsi diren¢: Sistemik enfeksiyonlara neden olabilen
viriilan bakteriler, konak serumunun 6ldiiriicii etkisine karsi siklikla direnglidirler. Kapsiil,
bakteriyi serumun etkilerine karsi koruyabilir. Bazi diger faktorler de kompleman
bilesenlerinin bakteriye baglanmasmna engel olarak, kompleman aracili temizleme
mekanizmasina kars1 bakteriyi koruyabilir [1].

Antimikrobiyal diren¢: Yeni antibiyotiklerin kullanima girmesiyle birlikte
mikroorganizmalar bu antibiyotiklere karst direng gelistirebilmektedirler. Direng;

plazmidlerle tiirler, cinsler hatta aileler arasinda aktarilabilir [1].

2.1.1. Escherichia coli

E. coli, "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" ikinci baskisinda yapilmis
olan taksonomik smiflandirmaya gore ’- Proteobacteria sinifinin, Enterobacteriales
takiminin Enterobacteriaceae ailesine mensup Escherichia cinsi igerisinde yer alan bir
bakteri tiirtidiir [7]. E. coli, Escherichia cinsinin en énemli ve en yaygin liyesi olup insan
sindirim sisteminde bulunan Gram-negatif, fakiiltatif anaerobik basildir. Ayrica

Enterobacteriaceae ailesi igerisinde en sik izole edilen mikroorganizmadir [3].
2.1.1.1. Patogenez ve klinik hastahklar

E. colimin meydana getirdigi enfeksiyon hastaliklarmin bircogu konagin kendi
mikrobiyal florasindan kaynaklanir. Bununla birlikte gastroenterite neden E. coli suslar1
genellikle ekzojen kaynakhdir [1]. E. coli suslar1 somatik (O), flajel (H) ve kapsiil (K)
yiizey antijenlerine gore serotiplendirilmektedir [8]. E. coli suslarmin bir¢ogu hastalik
olusturma yeteneginde olmakla birlikte, bazi serotiplerin viriilans1 daha yiiksektir [1]. E.
coli O157:H7, hemolitik iiremik sendrom ve hemorajik kolite neden olan viriilan bir

serotiptir [8].



E. coli konakta enfeksiyon olustururken sirastyla 'mukozal yiizeylerde kolonizasyon,
konagin savunma mekanizmalarindan korunma, ¢ogalma ve konakta hasar olusturma’
stratejilerini izler [9]. E. coli kaynakli enfeksiyon hastaliklar1 genel olarak gastroenterit ve
bagirsak dis1 enfeksiyonlar olarak ikiye ayrilir [1]. Gastroenterit nedeni olabilecek bes
farkli E. coli grubu mevcuttur. Enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli
(ETEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve enterohemorajik
E. coli (EHEC) [10]. Bu gruplarin ¢ogu gelismekte olan iilkelerde hastaliga neden olurken,
EHEC'in Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) hemolitik {iremik sendrom ve hemorajik
kolitin onemli bir nedeni oldugu bilinmektedir [1]. Enteropatojenik E. coli'deki 'demet
olusturan pili (bfp)' ve intimin; enterotoksijenik FE. coli'deki 'kolonizasyon faktorii
antijenleri (CFA)', 1siya duyarh toksin (LT) ve 1s1ya direngli toksin (ST); enteroagregatif E.
coli'deki 'ST benzeri toksin (EAST1)', bir LT toksin ve 'aggregative adherence fimbriae
(AAF); enteroinvaziv E. coli'deki 'invaziv plazmid antijeni'; enterohemorajik E. coli'deki

'Shiga toksinler' onemli viriilans faktorleridir [1,8,9].

E. coli tarafindan olusturulan bagirsak dig1 enfeksiyonlar; {riner sistem
enfeksiyonlari, nozokomiyal pndomoni, yenido§an menenjiti, osteomiyelit, kolesistit,
peritonit ve sepsis olarak siralanabilir [9]. E. coli'nin sepsisli hastalardan en sik izole edilen

Gram-negatif basil oldugu bilinmektedir [1].

Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri iiriner sistem enfeksiyonlarimin en sik nedeni
olup, bu enfeksiyonlarda en sik karsilagilan etken E. coli'dir [10-12]. Sekil 1'de komplike
ve komplike olmayan iiriner sistem enfeksiyonlarindaki etken mikroorganizmalarin

dagilimi goriilmektedir [13].
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Sekil 1. Komplike ve komplike olmayan {iriner sistem enfeksiyonlarindaki etken

mikroorganizmalarin dagilimi (13 no'lu kaynaktan uyarlanmistir).

Uriner sistem enfeksiyonlar eriskinlerde en sik goriilen bakteriyel enfeksiyonlardir.
Diinya genelinde yillik olarak yaklasik 150 milyon f{riner sistem enfeksiyonu vakasi
gelistigi bilinmektedir [12]. E. coli'ye bagl iiriner sistem enfeksiyonlar1 siklikla, perineal
ve lretral bolgeyi kontamine eden bagirsak florasi bakterilerinden kaynaklanir [10].

Perineal ve liretral bolgeyi kontamine eden mikroorganizmalar mesaneye gegebilir; bobrek



veya prostat bezine kadar ilerleyebilir. E. coli suslarmin c¢ogu firiner sistem
enfeksiyonlarma neden olabilirse de belli serogruplar hastaliga daha sik neden olmaktadir!.
Uriner sistem enfeksiyonu olusturma potansiyeli yiiksek olan E. coli'lere ‘iiropatojenik
E. coli adi verilir [10]. Adezinler (mannoza diren¢li ve mannoza duyarli adezinler),
iropatojenik E. coli'ler i¢in dnemli virtilans faktorleri olup, bakterinin mesane hiicrelerine
baglanmasini saglayarak enflamatuvar cevabin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ayrica epitel
hiicresine bakterinin girisini kolaylastirir. Lipopolisakkaritler ile hemolizin gibi sitolitik
toksinler de enflamatuvar cevap olusumuna katki saglar. Toksinler hiicre hasarina da yol
acar. Bakterinin demir alim sistemleri (aerobaktin, enterobaktin, yersiniabaktin), kapsiil ve

serum direnci diger viriilans faktorleri arasinda sayilabilir [9].
2.1.1.2. Laboratuvar tanimlamasi

E. coli'nin laboratuvar tanisi i¢in anahtar biyokimyasal reaksiyonlar arasinda; indol
testinin pozitif, metil kirmizis1 testinin pozitif, Voges—Proskauer testinin negatif, sitrat
testinin negatif olmas1 sayilabilir. Ayrica iire, fenialanin deaminaz ve hidrojen siilfiir
testleri negatif; lizin dekarboksilaz ve hareket testleri pozitiftir. E. coli, Eozin metilen

mavisi (EMB) agarda metalik refle veren yesil/siyah koloniler olusturur [8].

Gastroenterite neden olan E. coli suslarmin tanimlanmasi genellikle referans
laboratuvarlarinca yapilmaktadir. EHEC suslarinin tanimlamasi ise referans laboratuvarlari
disinda da yapilabilir [1]. EHEC enfeksiyonlarinin ¢ogundan O157:H7 serotipi sorumlu
oldugu icin; bu serotipin laboratuvarda tanimlanmasi amaciyla sorbitol iceren MacConkey
agar kullanilabilir. Diger E. coli'lerin aksine, E. coli O157:H7 sorbitolii fermente
etmediginden besiyerinde renksiz koloniler olusturur. Bu koloniler daha sonra 6zgiil O157

antiserumuyla dogrulanir [8].

2.1.2. Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae  ailesine  mensup  Klebsiella  cinsi, 19.  yiizyil
mikrobiyologlarindan olan Edwin Klebs'in anisina isimlendirilmistir [14]. Klebsiella tiirleri
dogada yaygin olarak bulunmalarmin yani sira, insan bagirsak florasinda da bulunurlar
[14]. Bu cinsin en tipik mikrobiyolojik 6zellikleri, hareketsiz ve polisakkarit yapili kapsiile
sahip mikroorganizmalar olmasidir. Kapsiil, bu bakterilerin in-vitro kosullarda mukoid

goriiniime sahip koloniler olusturmasina neden olur ve serotiplendirmede kullanilir. Sahip
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olduklar1 kapsiiliin yapisina goére yetmisin lizerinde serotip tanimlanmistir [10]. Klebsiella
tiirleri Amerika Birlesik Devletleri'nde hastane enfeksiyonlarmin {i¢iincii en sik (%9,9)
nedenidirler [15]. K. pneumoniae klinik Orneklerden en sik izole edilen tirdiir [14].
K. pneumoniae ilk olarak, pnomoni nedeniyle hayatin1 kaybeden bir hastanin
akcigerlerinden izole edilmis ve 1882 yilinda Carl Friedlander tarafindan tanimlanmistir

[16].
2.1.2.1. Patogenez ve klinik hastahklar

K. pneumoniae firsat¢1 patojen olup; pndmoni, liriner sistem enfeksiyonlari, kan
dolasim1 enfeksiyonlari, yara/cerrahi alan enfeksiyonlarina neden olabilir. Enfeksiyonlar
genellikle hastanede yatan veya bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda goriilmektedir.
Ayrica 1980 ve 1990'h yillarda Asya-Pasifik bolgesi iilkelerinden; toplum kaynakli ve
saglikli insanlarda ciddi hastalik olusturabilen hipervirilan K. pneumoniae suslariyla
meydana gelen enfeksiyonlar rapor edilmeye baslamistir. Hiperviriilan K. pneumoniae'ya
bagl enfeksiyonlar genellikle piyojenik karaciger absesi, endoftalmit, menenjit veya kan

dolagimi enfeksiyonlar1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir [15].

K. pneumoniae gram-negatif bakterilere bagli kan dolasimi enfeksiyonlarmin;
E. coli'den sonra ikinci en sik nedenidir [15]. Ayrica hem komplike hem de komplike
olmayan iiriner sistem enfeksiyonlarinda etken olarak E. coli'den sonra en sik rastlanan

gram-negatif basilin K. pneumoniae oldugu bilinmektedir (Sekil 1).

Kapsiil, pili yapisi, lipopolisakkarit, sideroforlar, allantoin kullanimi (siklikla
hiperviriilan suslarda), diger demir alim sistemleri, atim pompalar1 ve tip VI sekresyon
sistemi K. pneumoniae nin sahip oldugu viriilans faktorleri arasindadir [15]. Konak yiizey
hiicrelerine tutunma, bakterinin enfeksiyon olusturabilmesi i¢in kritik onem sahip bir
basamaktir. K. pneumoniae, sahip oldugu pili yapilar1 vasitasiyla konak dokularina
tutunmaktadir. K. pneumoniae'da tip 1 ve tip 3 olmak iizere iki ¢esit pili bulunmaktadir.
Her iki tip pili de bakterinin konaga tutunmasini saglamakla birlikte, tip 3 pilinin ayrica
biyofilm olusumunda rol oynadigi bilinmektedir [17]. Kapsiil, 'kapsiiler polisakkarit
lokusunun (cps)' gen friinleri tarafindan sentezlenmekte olup en Onemli viriilans
faktorlerinden birisidir. Bakterinin immiin sistem yanitindan kagigsinda 6nemli rol oynar.
Lipopolisakkarit yapis1 konakta meydana gelen septik sokun en 6nemli nedenidir [15].
Sideroforlar ise; diisik molekiil agirlikli, yiiksek afiniteli, demir alimmna yardimci

molekiillerdir [18]. Enterobaktin (Ent), aerobaktin (Aer), yersiniabaktin (Ybt) ve
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salmochelin (Sal) K. pneumoniae tarafindan iiretilen sideroforlara 6rnektir. Bu sideroforlar,
demir alimmi saglamanin Otesinde mikroorganizmanmn konakta meydana getirdigi
enfeksiyon hastaliklarinda farkli rollere sahiptir. K. pneumoniae'nin salgiladig: sideroforlar
inflamasyona ve bakterinin yayilimina neden olmaktadir [15]. Ayrica yersiniabaktin (Ybt)
solunum yolu enfeksiyonlart ile iligkili bulunmustur [19]. Diger bir viriilans faktorii olan
atim pompasi sistemleri, antibiyotikleri hiicre disina atabildikleri i¢in K. preumoniae'daki
antibiyotik direnciyle iliskilidirler. Ayrica Padilla ve ark. tarafindan yiiriitilen ¢aligmada
K. pneumoniae'daki AcrAB atim pompasinin farelerde dogal bagisiklik mekanizmalarma
kars1 direng olusturdugu ve pnoémoni olusumunu kolaylastirdigi gosterilmistir [20]. Son
olarak tip VI sekresyon sistemi; bakteri hiicre membranma bagl sirmga benzeri bir yap1
olup ¢esitli efektdr proteinlerin dkaryotik ve prokaryotik hedef hiicrelere aktarilmasini
saglamaktadir [15,21]. Bu sekresyon sisteminin hem okaryotik hiicreleri hem de diger
bakterileri hedef alabildigi gosterilmis, dolayisiyla hem patogenezde hem de diger
bakterilerle rekabette rol oynadigi diisiiniilmiistiir. Hsieh ve ark. tarafindan yiiriitiilen
calismada K. pneumoniae tip VI sekresyon sisteminin diger bakterilerle rekabete, insan
epitel hiicrelerinin invazyonuna, tip 1 pili ekspresyonuna ve in vivo kolonizasyona katki

sagladig1 gosterilmistir [21].
2.1.2.2. Laboratuvar tanimlamasi

Mikroskop altinda Gram-negatif basil olarak gorilen K. pneumoniae,
Enterobacteriaceae ailesi iiyesi oldugu i¢in glukozu fermente eder ve oksidaz testi
negatiftir. Besiyerinde mukoid koloniler olusturur [14]. Laktoz fermentasyonu pozitif
oldugu i¢in MacConkey ve EMB agar gibi besiyerlerinde olusturdugu koloniler renklidir.
Hareket testi negatiftir. K. pneumoniae izolatlarinin laboratuvar tanimlamasinda kullanilan
biyokimyasal 6zellikleri arasinda indol, metil kirmizisi, ornitin dekarboksilaz testlerinin

negatif; Voges—Proskauer, sitrat ve {ire testlerinin pozitif olmasi sayilabilir [8].



2.2. Enterobacteriaceae ve Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢

Beta-laktam grubu antibiyotikler —diinya genelinde en sik kullanilan
antibiyotiklerdendir [22]. Bu antibiyotikler; yapisinda bir azot ve ii¢ karbon bulunan
doymus bir beta-laktam halkas1 icermektedirler [23]. Penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar ve karbapenemler beta-laktam grubunda yer alan antibiyotiklerdir.
Etkilerini, bakterilerdeki hiicre duvari sentezinden sorumlu olan ve penisilin baglayan

proteinler (PBP) olarak da adlandirilan enzimlere baglanarak gosterirler [22].

Bakterilerde antibiyotiklere karsi temel direng mekanizmalar1:

1) Antibiyotiklerin enzimlerle inaktivasyonu veya modifikasyonu,

2) Antibiyotiklerin bakteride hedef aldig1 bolgede degisiklik olusturulmasi,

3) Dis membran gec¢irgenliinin azaltilarak bakteri hiicresine antibiyotik girisinin

engellenmesi,

4) Disa atim pompalariyla bakteri hiicresindeki antibiyotigin disar1 atilmasi
seklinde Ozetlenebilir [24].

Enterobacteriaceae  ailesinde  bulunan  bakterilerde  beta-laktam  grubu
antibiyotiklere kars1 direncin en sik nedeni bla genleri tarafindan kodlanan, beta-laktamaz
ad1 verilen enzimlerdir. Bu enzimler beta-laktam halkasinin hidrolizine ve antibiyotigin
etkisini kaybetmesine neden olmaktadir [25]. ilk beta-laktamaz enzimi 1940 yilinda
Bacillus (Escherichia) coli'de tamimlanmistir [26].

Gilintimiizde tanimlanan beta-laktamaz enzimlerinin sayis1 2000'in {izerindedir [27].
Beta-laktamazlar; substrat profillerine (inaktive ettikleri beta-laktam antibiyotiklerin
tipleri), inhibitér profillerine (beta-laktamazlar1 inaktive eden bilesiklerin tipleri) ve
aminoasit sekans homolojilerine gore farklilik gostermektedirler [22]. Bu farkliliklar
beta-laktamazlarin smiflandirilmasinda kullanilmaktadir. Giiniimiizde beta-laktamazlar i¢in
Ambler ve Bush-Jacoby-Mederios siniflamasi olmak iizere, baslica iki smiflama sistemi
kullanilmaktadir. Ambler siiflamasinda beta-laktamazlar aminoasit sekans homolojilerine
gore (smif A, B, C ve D) smiflandirilmaktadir [27]. Bush-Jacoby-Mederios smiflamasinda
ise beta-laktamazlar substrat ve inhibitér profillerine gore (grup 1, 2, 3)
smiflandirilmaktadir [22]. Beta-laktamazlari siniflama semalar1 Tablo 1'de gosterilmistir

[28].
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Tablo 1: Beta-laktamazlarm siniflandirilmasi (28 no'lu kaynaktan uyarlanmigtir).

INHIBISYON
GRUP | SINIF AYIRT EDICI SUBSTRATLAR Al B> | ORNEK ENZIMLER
1 C Sefalosporinler - - AmpC, ACC
le C Sefalosporinler - - CMY-10
2a A Penisilinler + - Blaz(PCl)
2b A Penisilinler, dar spektrumlu sefalosporinler + - TEM-1,TEM-2
2be A Genis spektrumlu sefalosporinler, + - TEM-3, SHV-2
monobaktamlar
2br A Penisilinler, dar spektrumlu sefalosporinler - - TEM-30,SHV-10
2ber A Genis spektrumlu sefalosporinler, - - TEM-50
monobaktamlar
2¢ A Karbenisilin + - PSE-1, CARB-3
2ce A Karbenisilin, sefepim + - RTG-4
2d D Oksasilin +/- - OXA-1
2de D Genis spektrumlu sefalosporinler +/- - OXA-11
2df D Karbapenemler +/- - OXA-23, OXA-48
2f A Karbapenemler - - KPC-2, IMI-1
3a B Karbapenemler - + NDM-1, VIM-1

! Klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam; 2EDTA.

Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin ¢cogu TEM-1 ve SHV-1 genleri tarafindan

kodlanan beta-laktamazlar tiretmektedir [29]. TEM-1 ve SHV-1 enzimleri penisilinleri ve
dar spektrumlu sefalosporinleri hidrolize etmektedir [24]. Genis spektrumlu (li¢iincii ve

dordiincii kusak) sefalosporinler ise bu enzimlerden etkilenmezler.

2.2.1. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar

[k kez 1983 senesinde, bir K. pneumoniae izolatinda, genis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize eden bir beta-laktamaz enzimi kesfedilmis ve genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) olarak adlandirilmistir. Giiniimiizde 200'in {izerinde
GSBL alt tipi oldugu bilinmektedir [29]. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlarin ¢cogu
Ambler sinif A'da bulunmaktadir. TEM-1, TEM-2, SHV-1 gibi genlerde meydana gelen

mutasyonlarla olusan TEM veya SHV tipi enzimler ile CTX-M tipi enzimler, genislemis
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spektrumlu beta-laktamazlarin biiyiik kismini olusturur [22]. Genislemis spektrumlu beta-
laktamazlar; penisilinler, oksiimino-sefalosporinler (sefotaksim, seftazidim, seftriakson,
sefuroksim, sefepim) ve aztreonami hidrolize eden; fakat sefamisinler (sefoksitin,
sefotetan) ve karbapenemleri hidrolize etmeyen enzimlerdir [24]. Genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar baslica Enterobacteriaceae (¢ogunlukla K. pneumoniae, K. oxytoca ve E.
coli) tarafindan tretilmekle birlikte, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii'de de bulunabilir [29]. Klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta-
laktamaz inhibitdrleri bu enzimleri inhibe eder. Onceleri SHV-1, TEM-1, TEM-2 gibi
genlerde meydana gelen mutasyonlarla olusan GSBL'lere sik rastlanirken; 2000 yilindan
sonra CTX-M tipi enzimlerin sikilig1 artmaya baslamistir [22]. GSBL iireten bazi spesifik
bakteri klonlarinin yayilmasi ve GSBL iretiminden sorumlu genlerin plazmidler ile
aktarilabilmesi, bu enzimlere sahip bakteri prevalansinin diinya genelinde artmasina neden
olmustur [30]. Giiniimiizde CTX-M tipi enzimler, diinya genelinde en sik goriilen
GSBL'lerdir [22]. CTX-M-15 ve CTX-M-14, en sik rastlanan CTX-M tipi enzimlerdir
[22,31]. Genellikle CTX-M tipi enzimlerin sefotaksim ve seftriaksona karsi etkinligi,
seftazidimden daha yiiksektir.

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten suslarla olusan enfeksiyonlar, uygun
antibiyotik tedavisindeki gecikme nedeniyle, GSBL {iretmeyen suslarla olusan
enfeksiyonlara gore daha uzun hastanede kalis siliresine ve daha yiiksek tedavi
maliyetlerine neden olmaktadir. GSBL {ireten bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarda

karbapenem grubu antibiyotikler tercih edilmektedir [29].

2.2.2. AmpC beta-laktamazlar

Penisilini parcaladigi rapor edilen ilk bakteriyel enzim, ilk kez 1940 senesinde bir
E. coli susunda kesfedilmis olan AmpC beta-laktamazdir. AmpC beta-laktamazlar, Ambler
smiflamasina gore 'C smifi'nda yer alirlar. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlara benzer
sekilde penisilinleri ve tiglincii kusak sefalosporinleri hidrolize ederler [29]. AmpC
beta-laktamazlar, GSBL'lerden farkli olarak sefamisinleri (sefoksitin, sefotetan) de
hidrolize ederler. Ayrica, GSBL'leri inhibe eden klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam
gibi beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe olmazlar [32]. AmpC enzimleri; kloksasilin,
oksasilin ve aztreonam ile inhibe olmaktadirlar [33].

AmpC beta-laktamazlar genellikle bakteri kromozomu iizerinde bulunan genler
tarafindan kodlanmakla birlikte, plazmid kaynakli AmpC enzimlerinin prevalansi1 da

giderek artmaktadir [33]. Bununla birlikte, plazmid kaynakli AmpC enzimlerinin
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prevalansi, GSBL enzimlerine kiyasla ¢cok daha diisiiktiir [29]. Enterobacteriaceae ailesi
iiyeleri icerisinde Klebsiella spp., Salmonella spp. ve Proteus spp.; kromozomal AmpC
genleri tasimayan cinslerdir [33]. Bununla birlikte; plazmidler iizerinde bulunan AmpC
genleri, plazmidlerle bu bakterilere gecerek dirence neden olabilir.

Bir bakteride AmpC enzimleri, GSBL enzimleri ile birlikte de bulunabilir.
Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz {ireten bakterilerde oldugu gibi, AmpC {ireten
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda da karbapenem grubu antibiyotikler tercih

edilmektedir [29].

2.2.3. Karbapenemazlar

Genislemis  spektrumlu  beta-laktamaz ve  AmpC  enzimleri iireten
Enterobacteriaceae prevalansindaki artis, karbapenem grubu antibiyotiklerin kullaniminin
artmasima neden olmustur. Karbapenem grubu antibiyotiklerin tiiketiminin artmasinin bir
sonucu olarak karbapenem direngli suslar ortaya ¢cikmistir [29,31]. Karbapenem direncli
Enterobacteriaceae ile meydana gelen enfeksiyonlarda oliim riski ve hastanede yatis
stiresinin, duyarh suslarla meydana gelen enfeksiyonlara kiyasla daha yiiksek oldugu
gosterilmistir  [29]. Enterobacteriaceae tiyelerinde karbapenem direnci iki temel
mekanizma sonucu meydana gelmektedir: 1. Bakteride GSBL veya AmpC enzimleriyle
birlikte; porinlerde degisiklik veya kayba neden olan mutasyonlarm bulunmasi (bu
durumda karbapenemlerin bakteri hiicresine girisi yavaglamakta ve karbapenemlere
afinitesi diisiik oldugu bilinen GSBL ve AmpC enzimleri daha kolay etki gostermektedir)
[34]. 2. Karbapenemleri hidrolize eden karbapenemaz enzimlerinin {iretimi.

Gram-negatif bakterilerde karbapenem direncine neden olan baslica mekanizma,
karbapenemaz enzimlerinin liretimidir [35]. Karbapenemaz enzimi iiretimine bagl gelisen
karbapenem direnci, diger mekanizmaya kiyasla daha biiyiikk bir problemdir. Ciinkii
karbapenemaz enzimlerini kodlayan genler ¢cogunlukla plazmidler iizerinde tasinmakta ve
bakteriler arasinda aktarilabilmektedir [2,35]. Karbapenemaz enzimlerinin diger ¢ogu beta-
laktam antibiyotigi hidrolize edebilmesi ve karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae'da
diger antibiyotik gruplarina (florokinolonlar, aminoglikozidler) kars1 da dirence neden olan
mekanizmalarin siklikla bulunmasi nedeniyle, bu bakterilere kars1i kullanilabilecek
antibiyotiklerin sayis1 azdir [36].

Karbapenemazlar Ambler siniflamasma gore A, B ve D siniflarinda bulunmaktadir.
Smif A'da; baslica KPC (Klebsiella pneumoniae karbapenemaz) olmak iizere, bundan ¢ok

daha az rastlanilan NMC-A ve SME enzimleri bulunmaktadir [36]. ilk defa 1996 senesinde

13



ABD'de (Amerika Birlesik Devletleri) bir K. pneumoniae izolatinda tanimlanan KPC
enzimi, Enterobacteriaceae ile ilgili tim diinyada en yaygin goriilen karbapenemaz olup,
11 adet varyant1 (KPC-2'den KPC-12'ye kadar) tanimlanmistir [2,36]. KPC-2 ve KPC-3'iin
en sik goriilen varyantlar oldugu bilinmektedir. Brezilya, ABD, Kolombiya, Italya,
Yunanistan ve Cin, KPC iireten Enterobacteriaceae prevalansinin yiiksek oldugu
iilkelerdir [35]. KPC enzimleri penisilinleri, sefalosporinleri, karbapenemleri ve
aztreonami hidrolize edebilmektedir [2]. Bu enzimlerin aktivitesi klavulanik asitle minimal
sekilde inhibe olurken, boronik asit bilesikleriyle iy1 bir sekilde inhibe olmaktadir [35].

Ambler smiflamasma gore B smifinda, metallo-beta-laktamazlar bulunmaktadir.
Aktif bdlgelerinde ¢inko iyonu (Zn*?) bulunan metallo-beta-laktamazlar, ¢inkoya ihtiyag
duyarlar. Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleriyle
inhibe olmazlar [2]. Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve dipikolinik asit gibi ajanlarla
inhibe olurlar [37]. Metallo-beta-laktamazlar aztreonam haricindeki beta-laktam
antibiyotikleri (tiim penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler) hidrolize edebilmektedir
[2]. VIM (Verona integron-encoded-metallo-beta-laktamaz), IMP (imipenemaz) ve NDM
(New-Delhi-metallo-beta-laktamaz) FEnterobacteriaceae'da tanimlanan baslica metallo-
beta-laktamaz enzimleri olup, bu enzimleri kodlayan genler bakteriler arasinda
aktarilabilmektedir [2,34].

IMP ilk tanimlanan kazanilmis metallo-beta-laktamaz olup, 1991 senesinde
Japonya'da bir Serratia marcescens izolatinda tanimlanmistir [37]. Su ana kadar IMP
genlerinin en az 52 varyanti tanimlanmistir. IMP tipi metallo-beta-laktamaz tasiyan
Enterobacteriaceae Japonya ve Tayvan'da endemik olarak goriilmektedir. Diger iilkelerden
yapilan 'TMP tipi metallo-beta-laktamaz' bildirimlerinin ¢ogu sporadik salginlara veya tekil
raporlara dayanmaktadir [34].

VIM tipi metallo-beta-laktamazlar ilk defa 1997 senesinde Italya'da bir
P. aeruginosa izolatinda tanimlanmistir [2]. Sonrasinda, VIM tipi metallo-beta-
laktamazlara FEnterobacteriaceae'da da rastlanmistir. VIM tipi metallo-beta-laktamaz
tastyan Enterobacteriaceaenin merkezinin Yunanistan oldugu bilinmektedir. Simdiye
kadar diinyadaki ¢ogu bolgeden 'VIM iireten Enterobacteriaceae' ile olusan salgmlar
bildirilmistir [34].

[k kez 2008 senesinde, dnceden Yeni Delhi-Hindistan'da hastaneye yatis ykiisii
olan Isveg'li bir hastadan izole edilen K. pneumoniae susunda tanimlanan NDM enziminin
su ana kadar 16 adet varyant1 rapor edilmistir [34]. En sik goriilen varyantin NDM-1
oldugu bilinmektedir [35]. Diinyada bir¢ok iilkede NDM fireten Enterobacteriaceae
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izolatlarna rastlanmig olmakla birlikte [24], bu izolatlar 6zellikle Giiney Asya (Hindistan,
Pakistan, Banglades, Nepal) ve baz1 Balkan iilkelerinde goriilmektedir [35].

Ambler smiflamasma gore D smifinda bulunan beta-laktamaz enzimleri
oksasilinazlar (OXA) olarak da adlandirilir [37]. Bu sinifta 232 enzim bulunmakta olup, az
miktarda enzimin karbapenemaz aktivitesi mevcuttur. OXA-163  haricindeki
'karbapenemleri hidrolize edebilen smif D beta-laktamazlar' genislemis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize edememektedir. Genel olarak 'karbapenemleri hidrolize edebilen
smif D beta-laktamazlar'in karbapenemaz aktivitesi zayiftir. Bu enzimler klavulanik asit ve
EDTA ile inhibe olmazken, NaCl tarafindan inhibe edilirler [2]. 'Karbapenemleri hidrolize
edebilen smif D beta-laktamazlar'in ¢ogu Acinetobacter tiirlerinde tanimlanmistir. Bununla
birlikte OXA-48, sadece Enterobacteriaceae'da bulunmus olup, Enterobacteriaceae
icerisinde en sik rastlanan 'karbapenemleri hidrolize edebilen smif D beta-laktamaz'dir
[2,37]. OXA-48 enzimi, ilk defa 2001 senesinde Tiirkiye'de izole edilen bir K. pneumoniae
izolatinda tanimlanmistir [38]. Daha sonra OXA-48 benzeri enzim {reten
Enterobacteriaceae, Tiirkiye'de endemik hale gelmis ve Akdeniz iilkeleri ile Avrupa
iilkelerine yayilmistir [24,36]. Giiniimiizde OXA-48 benzeri enzimlere, diinya genelinde
bir¢ok kita ve lilkedeki Enterobacteriaceae suslari arasinda rastlanabilmektedir [36]. Su
ana kadar OXA-48'in en az alt1 adet varyant1 (OXA-48, OXA-162, OXA-163, OXA-181,
OXA-204, OXA-232) tanimlanmis olup, OXA-48 bunlar igerisinde kiiresel olarak en genis
dagilimi gosterir [27]. Enterobacteriaceae'da karbapenemaz iiretiminden sorumlu diger
genlerden farkli olarak, OXA-48'in yayilimindan tek bir plazmid sorumludur [31]. OXA-
48 enzimi TUreten izolatlar genellikle karbapenemlere karsi yiiksek diizey direng
gostermediginden, ek bir diren¢ mekanizmasi bulunmamasi halinde bu enzimlerin
saptanmas1 zor olabilmektedir. Dolayisiyla, OXA-48 iireten izolatlarin gercek sikligmnin

daha fazla oldugu sanilmaktadir [2].

2.3. GSBL Ureten Enterobacteriaceae ve Karbapenemlere Direncli

Enterobacteriaceae i¢in Yeni Antibiyotik Thtiyac

Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz iireten Enterobacteriaceae izolatlarinda beta-
laktam  antibiyotiklerin  disindaki  antibiyotik  smiflarma da  (florokinolonlar,
aminoglikozidler, siilfonamidler, tetrasiklinler) direng gelisiminden sorumlu olan
'aktarilabilir genetik materyallere (plazmidler, transpozonlar, insersiyon sekanslari vs.)'

siklikla rastlanmaktadir [24]. Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae i¢in de benzer
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durum s6z konusu olup, farkli antibiyotik siniflarina karsi dirence neden olan
mekanizmalar bu izolatlarda da sikga bulunmaktadir. Ustelik karbapenem direngli
Enterobacteriaceae'da; GSBL iireten izolatlara karst kullanilabilen ve son segenek ilaglar
arasinda olan karbapenemler de yetersiz kalmaktadir. Genislemis spektrumlu beta-
laktamaz {lireten Enterobacteriaceae ve karbapenemlere direngli Enterobacteriaceae
kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Diinya
Saghk Orgiitii (DSO) 2017 yilinda, mevcut antibiyotiklere gosterdigi direng nedeniyle
insan saglig1 i¢in bliylik tehlike olusturan 12 adet patojenden olusan bir liste yaymlamis ve
bu patojenler i¢in acil olarak yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi gerektigini ilan etmigtir
[39]. DSO, yeni antibiyotik ihtiyacmnn aciliyetine gore bu listeyi kritik, yiiksek ve orta
oncelikli patojenler olmak tizere ii¢ boliime ayirmistir. GSBL iireten Enterobacteriaceae
ve karbapenem direngli Enterobacteriaceae, bu listenin 'kritik' boliimiinde yer almaktadir
(Tablo 2). Dolayistyla DSO'niin yaymnladig: listede, GSBL iireten ve karbapenemlere
direngli Enterobacteriaceae iiyelerinin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in acil olarak yeni

antibiyotiklerin gelistirilmesi gerektigini vurgulamaktadir.

Tablo 2. Diinya Saglik Orgiitii'niin, acilen yeni antibiyotik gelistirilmesi gereken patojenler

listesi (39 no’lu kaynaktan alinmigtir).

Kategori-1: Kritik Oncelik Kategori-2: Yiiksek Oncelik Kategori-3: Orta Oncelik

Karbapenem direngli
Acinetobacter baumannii
Karbapenem direngli
Pseudomonas aeruginosa,
GSBL pozitif, karbapenem
direncli
Enterobacteriaceae

Vankomisin direncli
Enterococcus faecium
Metisiline direngli,
vankomisine orta diizeyde
duyarli ve direngli
Staphylococcus aureus
Klaritromisin direngli
Helicobacter pylori
Florokinolon direncli
Campylobacter spp.
Florokinolon direncli
Salmonella
Sefalosporin direngli,
florokinolon direngli
Neisseria gonorrhoeae

Penisilin duyarl olmayan
Streptococcus pneumoniae
Ampisilin direngli
Haemophilus influenzae
Florokinolon direngli
Shigella spp.

Cok ilaca diren¢li gram-negatif basil enfeksiyonlar1 i¢in kullanilabilecek yeni

gelistirilen antibiyotikler arasinda plazomisin, tigesiklin, eravasiklin; yeni gelistirilen beta-
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laktam/beta-laktamaz inhibitorleri arasinda ise seftazidim-avibaktam, seftolozan-

tazobaktam, meropenem-vaborbaktam yer almaktadir [40,41].

2.3.1. Aminoglikozid grubu antibiyotikler ve plazomisin

Plazomisin, yeni gelistirilen, aminoglikozid grubunda yer alan bir antibiyotiktir.
Aminoglikozid grubu antibiyotikler, en eski antibiyotik gruplar1 arasinda olup 1944 yilinda
tedavi i¢in kullanilmaya baslamislardir [42]. Streptomyces ve Micromonospora cinsi
bakterilerden elde edilen dogal veya yar1 sentetik antibiyotiklerdir. Bu grup antibiyotikler
icerisinde streptomisin, paromomisin, kanamisin, neomisin, spektinomisin, tobramisin,
sisomisin, dibekasin, netilmisin, isepamisin, arbekasin, gentamisin, amikasin [43] ve
plazomisin bulunmaktadir. Amikasin kanamisinin; netilmisin ve plazomisin ise sisomisinin
yar1 sentetik tiirevleridir [43,44]. Aminoglikozidler, bakteri hiicre duvarini1 ve sitoplazma
membranini gegerek hiicre icerisine girerler. Bakteri ribozomlarinin 30S alt {initesinde
bulunan 16S rRNA'nin 'A bdlgesine' baglanarak protein sentezini inhibe ederler [45]. Bu
grup antibiyotiklerin bakteri ribozomuna baglanmasi, mRNA'nin yanlis okunmasi sonucu
anormal proteinlerin olusmasima; ayrica mRNA'nin ribozomdan erken ayrilarak protein

sentezinin kesilmesine neden olmaktadir [46].

Protein sentezini inhibe ederek etki gosteren diger antibiyotiklerin (tetrasiklinler,
makrolitler, kloramfenikol vs.) aksine, aminoglikozidler bakterisidal etki gosterirler [43].
Ciinkii ribozomlara geri doniistimsiiz olarak baglanirlar [46]. Aminoglikozidler baslica
aerobik Gram-negatif basillere (Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Acinetobacter spp.)
etkinlik gosteren; Gram-pozitif bakterilere kars1 etkinlikleri olduk¢a kisithh olan
antibiyotiklerdir [43,47]. Bununla birlikte bu antibiyotikler, Gram pozitif koklara bagl
baz1 enfeksiyonlarda, sinerjik etkilerinden faydalanmak amaciyla belli antibiyotiklerle
(6rn: beta-laktamlar, vankomisin) birlikte kullanilabilirler [43]. Aminoglikozidlerin
sitoplazma membranindan girisi aerobik, enerjiye bagimli bir siirectir. Dolayisiyla
anaerobik  bakteriler aminoglikozidlere karsi direnglidirler [46]. Bakterilerde

aminoglikozidlere kars1 sonradan kazanilan direng 4 sekilde gelismektedir. Bunlar:
1) Mutasyona bagli olarak, ribozomlara baglanma bolgesinde degisiklik,
2) Bakteri igerisine girigin azalmasi,

3) Bakteri hiicresi digmna atilimin artmasi,
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4) Bakteri enzimleriyle modifiye edilmesidir.

Bu mekanizmalar icerisinde en sik goriileni ve en Onemlisi, dordiinci mekanizmadir
[43,46]. Gliniimiizde 100'den fazla 'aminoglikozid modifiye edici enzim' tanimlanmis olup;
bu enzimler aminoglikozidleri asetilasyon, fosforilasyon veya adenilasyon yoluyla inaktive
etme kabiliyetlerine gore {ii¢ gruba ayrilirlar: Fosfotransferazlar, niikleotidil veya
adeniltransferazlar ve asetiltransferazlar [43,45]. Bunlar igerisinde en biiyilkk grubu
asetiltransferazlar olusturmaktadir [45]. Aminoglikozid modifiye edici enzimleri kodlayan
genetik materyaller plazmid ve transpozonlar iizerinde tasindigindan, diger bakterilere
aktarilabilirler. Plazomisinden 6nce kesfedilen aminoglikozidler igerisinde, bu enzimlere
duyarlilig1 en az olan aminoglikozid amikasindir. Aminoglikozid modifiye edici enzimlere
bagl direng bazi Gram pozitif bakterilerde de goriilebilmekle birlikte; asil olarak aerobik
Gram negatif basillerde goriilmektedir [43].

Aminoglikozidlerin baslica yan etkileri arasinda nefrotoksisite, ototoksisite ve
noromiiskiiler blokaj yer almaktadir [48].

Plazomisin, yeni gelistirilen bir aminoglikozid olup sisomisinden elde edilmistir
[44,49]. Amikasin, gentamisin, tobramisin gibi eski aminoglikozidlerden farkli olarak
plazomisin; aminoglikozid modifiye edici enzimlerden korunmasini saglayan yapisal
modifikasyonlar icermekte ve bu enzimler varliginda da etkisini devam ettirdigi
bildirilmektedir [42,50]. Bununla birlikte, yine aminoglikozidlere karsi direngten sorumlu
fakat daha az gorilen bir diren¢ mekanizmasi olan, 30S ribozomal alt {initesinin
modifikasyonuna neden olarak aminoglikozidlerin baglanmasmi engelleyen 16S rRNA
metiltransferaz enzimine sahip bakterilere karsi plazomisinin de etkili olmadigi

bildirilmektedir [44]. Plazomisinin kimyasal yapis1 sekil 2'de gosterilmistir [51].
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Sekil 2. Plazomisinin kimyasal yapist (51 no’lu kaynaktan alinmustir).
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Plazomisinin E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter cloacae ve Proteus mirabilis'e
baglt olusan komplike idrar yolu enfeksiyonlarnin (pyelonefrit dahil) tedavisinde
kullanimi Food and Drug Administration (FDA) tarafindan Haziran-2018 tarihinde

onaylanmistir [52,53].

Karbapenem direngli Enterobacteriaceae ve GSBL fireten Enterobacteriaceae,
insanlar i¢in tehdit olusturan en Onemli antibiyotige diren¢li bakteriler arasinda yer
almaktadir.  Aminoglikozid modifiye edici enzimlerin; karbapenem  direngli
Enterobacteriaceae ve GSBL lireten Enterobacteriaceae'da sikga bulundugu bildirilmekte
[44], bu da geleneksel aminoglikozidlerin bu mikroorganizmalar tarafindan olusturulan
enfeksiyonlardaki roliinii kisitlayabilmektedir. Aminoglikozid modifiye edici enzimlerden
etkilenmemesi nedeniyle plazomisin; karbapenem direngli Enterobacteriaceae ve GSBL
iireten Enterobacteriaceae'ya kars1 geleneksel aminoglikozidlerden daha iyi bir segcenek

olabilir.

Calismamizda klinik 6rneklerden izole edilen karbapeneme direngli, GSBL iireten
ve GSBL tretmeyen K. pneumoniae ve E. coli izolatlarina karsi plazomisinin in vitro
etkinliginin  arastirilmast  ve bu mikroorganizma gruplarmna karst etkinliginin
karsilagtirilmast amaclanmistir. Ayrica bu mikroorganizma gruplarina kars1 diger iki
aminoglikozid grubu antibiyotigin (amikasin ve gentamisin) etkinligi de arastirilmis;

plazomisin, amikasin ve gentamisin antibiyotiklerinin etkinlikleri karsilagtirilmigtir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiza ¢esitli klinik orneklerden izole edilen GSBL negatif ve
karbapenemlere duyarli 60 (30 K. pneumoniae ve 30 E. coli), GSBL pozitif ve
karbapenemlere duyarli 60 (30 K. pneumoniae ve 30 E. coli), karbapenem direngli 60 (45
K. pneumoniae ve 15 E. coli) olmak iizere toplam 180 izolat dahil edilmistir. Bu 180
izolatin 161'1 (90 K. pneumoniae, 71 E. coli) Baskent Universitesi Adana Dr. Turgut
Noyan Uygulama ve Arastrma Merkezi'nde; 19'u (15 K. pneumoniae, 4 E. coli) Bagkent
Universitesi Ankara Hastanesi'nde izole edilmistir. Izolatlar Mart-2018 ile Mart-2021

tarihleri arasinda izole edilmis olup, her hastadan tek bir izolat calismaya alinmastir.

Izolatlar deneyler yapilincaya kadar %5 skim-milk besiyeri igerisinde -20°C'de
saklanmugtir. Deneysel calismalardan 6nce, dondurulan izolatlar ¢oziilerek %5 koyun kanli

agara iki kez pasajlanmistir.

3.1. Laboratuvarda Kullanilan Gere¢ ve Malzemeler

3.1.1. Gerecler
e Etiiv (Niive, Tiirkiye)
e Pastor firmi (Niive, Tiirkiye)
e Is1blogu (Biosan, Tiirkiye)
e Santrifiij (Hettich, Almanya)
e Otoklav (Hirayama, Japonya)
e Biyogiivenlik kabini (Heraeus, Almanya)
e Vorteks (Daihan, Gliney Kore)
e Derin dondurucu (Argelik, Tiirkiye)
e Otomatik pipet seti 0,5-10; 20-200; 100-1000u1 (Eppendorf, Almanya)
e ThermalCycler (Labnet, Finlandiya)
e Hassas terazi (Scaltec, ABD)
e 1,5 mL mikrosantrifiij tiip

e 8’1 0,2 mL PZR tiipii
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e 10;200; 1000 pl steril filtreli pipet ucu (Eppendorf, Almanya)
e Balon joje

e 16x100 mm cam deney tiipii

e Petri kabi

e Steril serum fizyolojik

o Steril plastik 6ze

e Steril pamuk uglu ekiivyon ¢cubuk

3.1.2. Besiyerleri, kimyasal ve kitler

e Eozin Metilen Blue Agar (Oxoid, Ingiltere)
e %5 Koyun Kanli Agar (Or-Bak, Tiirkiye)

e %S5 Skim-milk besiyeri (BD Difco, ABD)
e EDTA (SRL, Italya)

e Agaroz (SeaKem, ABD)

e PCR Master mix (Qiagen, Almanya)

e EtBR (AppliChem, Almanya)

e TrisBase (Sigma Aldrich, Almanya)

e Borik asid (SRL, Italya)

e Triptik Soy Agar (CondoLab, ispanya)

e Mueller Hinton Agar (Biolab, Budapeste)

e Jel yiikleme soliisyonu/ Bromofenol (SNP Biyoteknoloji, Tiirkiye)

e Primerler (Oligomer, Tilirkiye)
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3.1.3. MK test stripleri ve antibiyotik diskleri

Tablo 3. MIK Test Stripleri, Antibiyotik Diskleri ve Icerikleri

MIK Test Strip/Antibiyotik Diski Antibiyotik icerigi | Firma, Uretim Yeri
Plazomisin MIK test stribi 0.016-256 ug/mL | Liofilchem, italya
Gentamisin MIK test stribi 0.016-256 pg/mL | Liofilchem, italya
Amikasin MIK test stribi 0.016-256 pg/mL | Liofilchem, Italya
Sefotaksim antibiyotik diski 30 ug Bioanalyse, Tiirkiye
Sefotaksim-klavulanat antibiyotik diski 30/10 pg Bioanalyse, Tiirkiye
Seftazidim antibiyotik diski 30 ug Bioanalyse, Tiirkiye
Seftazidim-klavulanat antibiyotik diski 30/10 g Bioanalyse, Tiirkiye
Imipenem antibiyotik diski 10 pug Bioanalyse, Tiirkiye
Meropenem antibiyotik diski 10 pug Bioanalyse, Tiirkiye
Ertapenem antibiyotik diski 10 g Bioanalyse, Tiirkiye

3.1.4. Standart kalite kontrol suslan
E. coli ATCC 25922
o K. pneumoniae ATCC 700603

e K. pneumoniae blaoxa-s pozitif konfirme sus

o K. pneumoniae CDC529 blanpwm-1

3.2. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz Uretiminin Gésterilmesi

Klinik orneklerden izole edildigi laboratuvar tarafindan GSBL iiretim durumu
bildirilen K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda, GSBL varligmin dogrulanmasi amaciyla
'kombinasyon disk testi' kullanilmistir [54]. Bu amagla seftazidim (30 pg),
seftazidim-klavulanik asit (30/10 pg), sefotaksim (30 pg) ve sefotaksim-klavulanik asit
(30/10 pg) antibiyotik diskleri kullanilmugtir. Sadece sefalosporin igeren diskler
(seftazidim, sefotaksim) ile bu sefalosporinlere klavulanik asit eklenmis disklerin
(seftazidim-klavulanik asit, sefotaksim-klavulanik asit) inhibisyon zon caplar1 6lgiilerek
inhibisyon zon ¢ap1, yalniz sefalosporin igeren diskin ¢apindan en az 5 mm daha fazla ise
test sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir. Inhibisyon zon ¢aplar1 arasindaki fark <5 mm

ise, test sonucu negatif olarak degerlendirilmistir [54,55]. Kombinasyon diski testi i¢in
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kalite kontrol suslar1 olarak E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603

kullanilmistir.

3.3. Karbapenem Direncinin Saptanmasi

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC);
karbapenem grubu antibiyotiklerden en az birine kars1 direngli bulunan veya karbapenemaz
iretimi  fenotipik/molekiiler bir testle gosterilen Enterobacteriaceae izolatlarini
'karbapenem direngli Enterobacteriaceae' olarak tanimlamaktadir [56]. Calismamizda
K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda karbapenem direncinin saptanmas1 amaciyla disk
difiizyon testi kullanilmig; ayrica disk diflizyon testi ile karbapenem direngli olarak
saptanan izolatlarda karbapenemaz enzimi kodlayan gen bolgesi varligi, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yontemi ile arastirilmistir. Caligmaya sadece PZR ile direng geni

saptanan izolatlar dahil edilmistir.
3.3.1. Disk difiizyon testi

K. pneumoniae ve E. coli 1zolatlarinda karbapenem direncinin saptanmasi amaciyla
ertapenem, meropenem ve imipenem disk diflizyon testi kullanilmistir. Disk difiizyon testi
icin kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 kullanilmistir. Antimikrobiyal
duyarhilik kategorilerinin belirlenmesi amaciyla 'Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)' ve 'European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)' tarafindan onerilen smir degerler kullanilmistir (Tablo 4) [55,57]. CLSI veya
EUCAST sinir degerlerine gore ertapenem, meropenem veya imipenem antibiyotiklerinden
en az birine kars1 direncli bulunan izolatlar, CDC tanimi dogrultusunda karbapeneme

direncli olarak kabul edilmistir.

Tablo 4. Karbapenemlerin Enterobacteriaceae i¢in zon ¢apt sinir degerleri (mm) ve

duyarlilik kategorileri (CLSI/EUCAST)

S I R
Ertapenem >22 /225 19-21 / --- <18/<25
Imipenem >23 /222 20-22/19-21 <19/<19
Meropenem >23 /222 20-22/16-21 <19 /<16

S: Duyarly, I: Orta diizeyde duyarli, R: Direngli
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3.3.2. Karbapenemaz genlerinin PZR ile saptanmasi

Ulkemizde Enterobacterales iiyesi bakterilerde en sik goriilen karbapenemaz

kodlayan genlerin blaoxa-4g ve blanpm-1 oldugu bilinmektedir [58]. Disk difiizyon testi ile

karbapenem direnci saptanan izolatlarda blaoxa4s ve blanpm genleri varligi PZR

yontemiyle arastirilmistir.

3.3.2.1. DNA izolasyonu

Bakterilerin DNA izolasyonlar1 gecelik taze kiiltiirleri kullanilarak biyogilivenlik

kabini igerisinde yapilmustir.

1.

%5 Skim-milk icerisinde -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilen izolat
stoklar1 c¢ozdiiriilerek Triptik Soy Agar (TSA) besiyerine tek koloni ekimi
yapilmistir.

Ekim yapilan plaklar 35-37 °C’de bir gece (18-24 saat) inkiibasyona birakilmistir.
Taze pasajlarindan tek kullanimlik steril 6ze ile 1-2 koloni alinip 1.5 ml’lik
santrifiij tiiplerinde 1 ml steril ultra saf su igerisine siispanse edilmistir.

95 °C’ye ayarlanmig 1s1 bloguna yerlestirilen tiipler 10 dakika inkiibasyona
brrakilmistir.

Siire sonunda buz igerisine aktarilan tiipler soguduktan sonra, 14.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir.

Ust faz numaralanmis temiz tiipe aktarilarak PZR ¢alismalarina kadar -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.3.2.2. Primerler

blaoxa-as ve blaxpm genlerini hedefleyen primer dizileri sirastyla 438 ve 621 bp

fragmanin1 tanimlayacak sekilde asagidaki gibidir.

blaoxa-4s 438bp;

o OXA-48-Forward; 5'-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3',
o OXA-48-Reverse; 5'-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3',

blaxpm 621bp;

e NDM-Forward; 5'-GGTTTGGCGATCTGGTTTTC-3',
e NDM-Reverse; 5'-CGGAATGGCTCATCACGATC-3'
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3.3.2.3. PZR reaksiyon miksi

Toplam 50 pL reaksiyon karigimi olacak sekilde 4ul. DNA, 25 pL Tag PCR master
Mix kiti ve her bir primerden 10 pmol/L igeren 50 pL'lik bir reaksiyon karigimi PZR’ye tabi
tutulmustur. 250 tinite 7ag DNA Polimeraz igeren 7ag PCR Master Mix kiti kullanilmistir.

3.3.2.4. Amplifikasyon
Amplifikasyon kosullar1 termal dongii cihazinda asagidaki gibi programlanmistir: [59]

1. On Denatiirasyon: 94°C’de 10 dakika
2. 36 dongti:
e Denatiirasyon: 94°C’de 30 saniye
e Baglanma: 52°C’de 40 saniye
e Uzama: 72°C’de 50 saniye
3. Final: 72°C'de 5 dakika

3.3.2.5 PZR iiriinlerinin jel elektroforezinde analizi

PZR iirlinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmistir. Agaroz jel i¢in
0,5X TBE (44,5 mM Trisma Base; 44,5 mM Borik asit; ImM EDTA; pHS8.4)
kullanilmistir. %2’lik agaroz jel 200 ml 0,5X TBE, 4 gr agaroz ve 4 pL etidyum bromiir
(EtBr) kullanilarak hazirlanmistir. Agaroz jel, elektroforez tankina dokiiliip donduktan
sonra PZR iiriinleri jel ylikleme soliisyonu ile siispanse edilip, 20 puL’si jeldeki kuyucuklara
yliklenmistir. Gii¢ kaynagi 100 V’a ayarlanmig ve jele yiiklenen PZR iirlinleri 1 saat
yiritiilmistiir. Jel UV 1s1k altinda degerlendirilmistir. blanpm-1 tasiyan K. pneumoniae
CDC529 ve K. pneumoniae blaoxa-4s dogrulanmis pozitif suslar [60] pozitif kontrol olarak;
K. pneumoniae ATCC 700603 ve E. coli ATCC 25922 negatif kontrol olarak

kullanilmustir.
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3.4. Gentamisin, Amikasin ve Plazomisin Duyarhliklarinin Belirlenmesi

K. pneumoniae ve E. coli izolatlarmin gentamisin, amikasin ve plazomisin
antibiyotiklerine duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla gradiyent diflizyon testi [MIK
Test Strip (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italya)] kullamlmustir. Bu amagla 0.5
McFarland bulaniklik standardinda hazirlanan bakteri stispansiyonu 'Mueller-Hinton Agar'
iizerine steril bir ekiivyon ile yayilmistir. Yaklasik 15 dk ylizeyin kurumasi beklendikten
sonra, oda sicakligina getirilmis antibiyotik seritleri agar ylizeyine yerlestirilmistir. 35 +
2°C'de 16-20 saat inkiibasyondan sonra gentamisin, amikasin ve plazomisin MIK degerleri
degerlendirilmistir. Elips seklindeki inhibisyon bolgesiyle antibiyotik seridinin kesistigi
bolgedeki sayisal deger, MiK degeri olarak kabul edilmistir. Gradiyent difiizyon testi ile
elde edilen MIK degerlerinin, ¢ift kat seri diliisyon degerlerine tam denk gelmedigi
durumlarda, MIK degeri bir iist konsantrasyona yiikseltilmistir. izolatlarin gentamisin ve
amikasin antibiyotiklerine duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla CLSI ve EUCAST
tarafindan Onerilen smir degerler kullanilmistir [55,57]. Plazomisin i¢in heniiz CLSI ve
EUCAST tarafindan Onerilen sinir degerlerin bulunmamasi nedeniyle, FDA tarafindan
onerilen smir degerler kullanilmistir (Tablo 5) [61]. Gradiyent difiizyon testi i¢in kalite
kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 kullanilmistir.
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Tablo 5. Gentamisin, amikasin ve plazomisin antibiyotiklerinin Enterobacteriaceae igin

MIK sinir degerleri (mg/L) ve duyarlilik kategorileri

S I R
Gentamisin (CLSI/EUCAST) <4/<2 8/- >16/>2
Amikasin (CLSI/EUCAST) <16/<8 32/- >64/>8
Plazomisin (FDA) <2 4 >8

S: Duyarly, I: Orta diizeyde duyarli, R: Direngli

3.5. istatistiksel Analiz

Farkli bakteri gruplar1 arasindaki antibiyotik (gentamisin, amikasin, plazomisin)
duyarhlik oranlarmin karsilastirilmas: amaciyla Pearson ki kare testi kullanilmistir. Ayni
bakteri grubu igerisinde, farkli iki antibiyotik i¢in elde edilen duyarlilik oranlarmnin
karsilagtirilmas1 amaciyla McNemar testi kullanilmistir. P-degerinin 0,05'ten kiigiik olarak
bulunmas: durumunda, oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma siiresi boyunca, EUCAST veya CLSI kriterlerine goére en az bir
karbapeneme (imipenem, meropenem, ertapenem) direngli bulunan 102 (83
K. pneumoniae, 19 E. coli) izolatin 83'inde (68 K. pneumoniae, 15 E. coli) karbapenemaz
geni tespit edilmistir. Elli dort K. pneumoniae ve 15 E. coli izolatinda blaoxass, 11
K. pneumoniae izolatinda blanpm, 3 K. pneumoniae izolatinda hem blaoxa-4s hem blanpm
saptanmistir. E. coli izolatlarinda blanpm saptanmamustir. Karbapenemaz geni saptanan 83
izolattan 601 (blaoxa-4g saptanan 31 K. pneumoniae ile 15 E. coli, blanpm saptanan 11
K. pneumoniae, blaoxa-4g ve blanpwm saptanan 3 K. pneumoniae) 'karbapenem direngli izolat
grubu' olarak calismaya dahil edilmistir. Karbapenem direngli 60 izolattaki karbapenemaz

kodlayan genlerin dagilimi1 Tablo 6'da gosterilmistir.

Tablo 6. Calismaya dahil edilen karbapenem direncli izolatlardaki karbapenemaz

genlerinin dagilimi

Karbapenemaz geni Mikroorganizma Toplam

K. pneumoniae (n=45) E. coli (n=15)

blaoxais 31 15 46
blaNDM 11 - 11
blaoxaas ve blanpm 3 - 3

Sekil 3'te blaoxa-4g pozitif bir izolat, blanpm pozitif bir izolat ile her iki genin

negatif bulundugu izoltlara ait 6rnek bir agaroz jel elektroforez goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil 3. A: blanpm pozitif kontrol; B: blaoxa-s pozitif kontrol; C: blaoxa-4s pozitif izolat;

D: blanpwm pozitif izolat; E: blaoxa-as negatif izolat; F: blanpm negatif izolat

Calismaya dahil edilen 60 adet karbapenem direngli izolatin imipenem, meropenem
ve ertapenem antibiyotiklerine direng durumlar1 Tablo 7'de gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen toplam 180 susun ¢ogunlugu (%63,3) idrardan izole
edilmistir. Toplam 105 K. pneumoniae izolatinn 601 (%57,1) idrardan, 30'u kandan
(%28,6), 15'1 (%14,3) diger o6rneklerden izole edilmistir. Toplam 75 E. coli izolatinin 544
(%72) idrardan, 8'1 yaradan (%10,7), 7'si (%9,3) kandan, 6's1 (%8) diger drneklerden izole
edilmistir. Calismaya dahil edilen K. pneumoniae ve E. coli suslarinm izole edildikleri

klinik 6rnek tipleri Tablo 8'de gdsterilmistir.
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Tablo 7. Karbapeneme direngli izolatlarin imipenem, meropenem ve ertapenem antibiyotiklerine direng oranlari

KD K. pneumoniae (n=45)

KD E. coli (n=15)

KD Toplam (n=60)

n(%)S/n(% ) Un(% )R

n(% ) S/n(% ) Un(% )R

n(%)S/n(% ) Un(% )R

CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST
imipenem | 13(28,9)/14(31,1)/18(40) | 22(48,9)/9(20)/14(31,1) | 3(20)/5(33,3)/7(46,7) | 3(20)/7(46,7)/5(33,3) | 16(26,7)/19(31,7)/25(41,7) | 25(41,7)/16(26,7)/19(31,7)
Meropenem | 7(15,6)/5(11,1)/33(73,3) | 9(20)/9(20)227(60) | 1(6,7)/2(13,3)/12(80) | 1(6,7)/8(53,3)/6(40) | 8(13,3)/7(11,7)/45(75) | 10(16,7)/17(28,3)/33(55)
Ertapenem | 3(6,7)/5(11,1)/37(82,2) 0(0)/0(0)/45(100) 0(0)/0(0)/15(100) 0(0)/0(0)/15(100) 3(5)/5(8,3)/52(86,7) 0(0)/0(0)/60(100)

KD: Karbapenem direngli, S: Duyarli, I: Orta duyarli, R: Direngli




Tablo 8. Calismaya dahil edilen K. pneumoniae ve E. coli suslarinin izole edildikleri klinik

ornek tipleri

Mikroorganizma
Klinik Ornek K. pneumoniae (n=105) E. coli (n=75) Toplam (n=180)

Idrar 60 54 114

Kan 30 7 37

Yara 7 8 15
DTA* 5 1 6
Balgam 2 - 2
Dren Sivist - 3 3
Doku - 2 2
Vajinal Siiriinti 1 - 1

*DTA: Derin trakeal aspirat

GSBL-negatif izolatlara kars1 en etkili aminoglikozidler plazomisin ve amikasin
olarak bulunmus olup, bu grup izolatlar arasinda plazomisin ve amikasine direng
gbzlenmemistir. GSBL-pozitif izolatlarm duyarlilik oranmmin en yiiksek (%100) oldugu
aminoglikozid plazomisin olarak bulunmus olup, bu grup izolatlar arasinda da plazomisine
direng gozlenmemistir. GSBL-pozitif izolatlar arasindaki gentamisin duyarlilik orani
(%68,3), GSBL-negatif izolatlara (%96,7) gore daha diisiik saptanmis, oranlar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). GSBL-pozitif izolatlar arasindaki
amikasin duyarlhilik orani da (CLSI kriterlerine gore %96,7, EUCAST kriterlerine gore
%93,3), GSBL-negatif izolatlara (%100) gore diisiik saptanmis olsa da, oranlar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (CLSI kriterleri esas alindiginda p=0,496;
EUCAST kriterleri esas alindiginda p=0,119). GSBL-negatif ve GSBL-pozitif izolatlarin
gentamisin, amikasin ve plazomisine duyarliliklar1 sirasiyla Tablo 9 ve Tablo 10'da

gosterilmistir.
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Karbapenem direngli izolatlar icerisinde K. pneumoniae ve E. coli'nin gentamisin,
amikasin ve plazomisine duyarlilik oranlar1 karsilastirildiginda; tiim aminoglikozidler igin
K. pneumoniae'da saptanan duyarlilik oranlarinin E. coli'de saptanan duyarlilik
oranlarindan daha diisiik oldugu goriilmiis ve oranlar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlt bulunmustur (gentamisin i¢in p=0,011; amikasin i¢in CLSI kriterleri esas
alindigimda p=0,001, EUCAST kriterleri esas alindiginda p<0,001; plazomisin i¢in
p=0,032). Karbapenem direncgli K. pneumoniae ve karbapenem direngli E. coli izolatlarin
gentamisin, amikasin ve plazomisine duyarliliklar1 Tablo 11'de gosterilmistir. Tiim
karbapenem direngli izolatlar (n=60) arasinda plazomisine duyarlilik orani (%71,7),
amikasin (CLSI kriterlerine gore %56,7, EUCAST kriterlerine gore %51,7) ve gentamisine
(%45) kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Plazomisin ile gentamisin duyarlilik orani
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<<0,001). Plazomisin ile amikasin
duyarhlik orani arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (amikasin i¢in
CLSI kriterleri esas alindiginda p=0,004; EUCAST kriterleri esas alindiginda p<0,001)(
Tablo 11).
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Tablo 9. GSBL iiretmeyen izolatlarin gentamisin, amikasin ve plazomisine duyarliliklari

GSBL (-) K. pneumoniae (n=30)

GSBL (-) E. coli (n=30)

GSBL (-) Toplam (n=60)

n(% ) S/n(%) Un(% )R

n(% ) S/n(% ) Un(% )R

n(% ) S/n(% ) Un(% )R

CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST

Gentamisin 29(96,7)/0(0)/1(3,3) | 29(96,7)/-/1(3,3) | 29(96,7)/0(0)/1(3,3) | 29(96,7)/-/1(3,3) | 58(96,7)/0(0)/2(3,3) | 58(96,7)/-2(3,3)

Amikasin 30(100)/0(0)/0(0) | 30(100)/~/0(0) 30(100)/0(0)/0(0) | 30(100)/-/0(0) 60(100)/0(0)/0(0) | 60(100)//0(0)
FDA FDA FDA

Plazomisin 30(100)/0(0)/0(0) 30(100)/0(0)/0(0) 60(100)/0(0)/0(0)

Tablo 10. GSBL {ireten izolatlarin gentamisin, amikasin ve plazomisine duyarliliklari

GSBL (+) K. pneumoniae (n=30)

GSBL (1) E. coli (n=30)

GSBL (+) Toplam (n=60)

n(% ) S/n(% ) Un(% )R

n(% ) S/n(% ) Un(% )R

n(% ) S/n(% ) U/n(% )R

CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST

Gentamisin 21(70)/0(0)/9(30) | 21(70)/-/9(30) 20(66,7)/1(3,3)/9(30) | 20(66,7)/-/10(33,3) | 41(68,3)/1(1,7)/18(30) | 41(68,3)/~/19(31,7)

Amikasin 30(100)/0(0)/0(0) | 29(96,7)/-/1(3,3) | 28(93,3)/2(6,7)/0(0) | 27(90)/-/3(10) 58(96,7)/2(3,3)/0(0) 56(93,3)/-/4(6,7)
FDA FDA FDA

Plazomisin 30(100)/0(0)/0(0) 30(100)/0(0)/0(0) 60(100)/0(0)/0(0)




Tablo 11. Karbapenem direncli izolatlarin gentamisin, amikasin ve plazomisine duyarliliklar

KD K. pneumoniae (n=45)

KD E. coli (n=15)

KD Toplam (n=60)

n(% ) S/n(%) Un(% )R

n(% ) S/n(% ) Un(% )R

n(% ) S/n(% ) Un(% )R

CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST

Gentamisin 16(35,6)/0(0)/29(64,4) | 16(35,6)/-29(64,4) | 11(73,3)/0(0)/4(26,7) | 11(73,3)/-/4(26,7) |  27(45)/0(0)/33(55) 27(45)/-/33(55)

Amikasin 20(44.4)/5(11,1)/20(44,4) | 17(37,8)/-28(62,2) | 14(93,3)/00)/1(6,7) | 14(93.3)/-/1(6,7) | 34(56,7)/5(8,3)21(35) | 31(51,7)/-129(48 3)
FDA FDA FDA

Plazomisin 29(64,4)/0(0)/16(35,6) 14(93,3)/0(0)/1(6,7) 43(71,7)/0(0)/17(28,3)

KD: Karbapenem direngli

Tablo 12. Karbapenem duyarli ve karbapenem direngli izolatlarin gentamisin, amikasin ve plazomisine duyarliliklar1

Karbapenem duyarli (n=120) Karbapenem direngli (n=60) Toplam (n=180)
n(%)S n(%)S n(%)S
CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST
Gentamisin 99(82,5) 99(82,5) 27(45) 27(45) 126(70) 126(70)
Amikasin 118(98,3) 116(96,7) 34(56,7) 31(51,7) 152(84,4) | 147(81,7)
FDA FDA FDA
Plazomisin 120(100) 43(71,7) 163(90,6)




Karbapenem duyarl izolatlar (n=120) ile karbapenem direngli izolatlarin (n=60)
gentamisin, amikasin ve plazomisin duyarlilik oranlar1 karsilastirildiginda; tim
aminoglikozidler i¢in karbapenem diren¢li izolatlarda saptanan duyarlilik oranlarinin,
karbapenem duyarli izolatlardan daha diisiik oldugu goriilmiis ve oranlar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (gentamisin, amikasin ve plazomisin igin
p<0,001). Karbapenem duyarli izolatlar ile karbapenem direngli izolatlarin gentamisin,

amikasin ve plazomisine duyarliliklar1 Tablo 12'de gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen GSBL-negatif, GSBL-pozitif ve karbapenem direngli
izolatlarin gentamisin, amikasin ve plazomisin i¢cin MiKso, MiKg ve MIK aralig1 degerleri

Tablo 13'te gosterilmistir.

Toplamda 180 izolatin 17'si (%9,4) plazomisine diren¢li bulunmus olup, 17 izolatin
tamaminda bu antibiyotige kars1 yiiksek diizey direng (MIK : >256 mg/L) saptanmistir. On
yedi izolatin 16's1 K. pneumoniae, 1'i ise E. coli'dir. Plazomisine direngli izolatlarin hepsi
gentamisin ve amikasine de diren¢li bulunmustur. Gentamisin, amikasin ve plazomisine

direngli bulunan bir izolatin gradiyent diflizyon testine ait fotograflar Sekil 4'te

gosterilmistir.

Sekil 4. Gentamisin, amikasin ve plazomisine direngli bir E. coli izolati. Gentamisin,

amikasin ve plazomisin MIK : >256 mg/L.
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Tablo 13. GSBL iiretmeyen, GSBL iireten ve karbapenem direngli izolatlarm gentamisin, amikasin, plazomisin igin MiKso, MiKeo ve MIK

aralig1 degerleri

GSBL (-) (n=60) GSBL (+) (n=60) Karbapenem Direncli (n=60) Toplam (n=180)

MiKs() MiKg() MIK Arahgl MiKso MiKgo MIK Arahgl M1K5o M1K9o MIK Arahgl MIKs() MIK9() MIK Al‘allgl

Gentamisin | 0,5 0,5 0,25->256 0,5 128 0,125->256 | 32 >256 | 0,25->256 0,5 >256 | 0,125->256

Amikasin | 2 4 1-8 2 8 1-32 8 >256 | 1->256 2 128 1->256

Plazomisin | 0,5 1 0,25-2 0,5 1 0,125-2 0,5 >256 | 0,25->256 0,5 2 0,125->256




Plazomisine direngli izolatlarn tamami ‘'karbapenem direngli izolat grubu'
icerisinde saptanmis olup; 9 izolatta blaoxass, 5 izolatta blanpm, 3 izolatta hem blanpm
hem de blaoxa-4s saptanmigtir. Her iki genin birlikte saptandig1 3 izolat da plazomisine
direngli bulunmustur. Sadece blanpm geni saptanan izolatlar arasinda saptanan gentamisin,
amikasin ve plazomisin duyarlilik oranlari; sadece blaoxa4s geni saptanan izolatlardan
diisiik bulunmustur. Bununla birlikte; oranlar arasindaki fark hi¢bir aminoglikozid igin
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (gentamisin i¢in p=0,416; amikasin i¢in CLSI
kriterleri esas alindiginda p=0,285, EUCAST kriterleri esas alindiginda p=0,508;
plazomisin i¢in p=0,073). Sadece blanpm saptanan izolatlarm %45,5'inde (5/11), sadece

blaoxa-ag saptanan izolatlarin ise %19,6'sinda (9/46) plazomisin direnci goriilmiistiir.

Sadece blaoxa-as geni saptanan K. pneumoniae (n=31) izolatlarindaki gentamisin,
amikasin ve plazomisin duyarlilik oranlari; sadece blaoxa-4s geni saptanan E. coli (n=15)
izolatlarma kiyasla diisiik bulunmustur. Bununla birlikte plazomisin duyarlhiliklar1
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamis (p=0,125); gentamisin ve amikasin
duyarlhliklar1 arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (gentamisin i¢in
p=0,028; amikasin i¢in CLSI kriterleri esas alindiginda p=0,003; EUCAST kriterleri esas
almdiginda p<0,001). Farkli karbapenemaz genleri saptanan izolatlarin gentamisin,

amikasin ve plazomisin duyarlilik oranlar1 Tablo 14'te gdsterilmistir.

Tablo 14. Farkli karbapenemaz genleri saptanan izolatlarin gentamisin, amikasin ve

plazomisin duyarlilik oranlar1

Gentamisin, n(%) Amikasin, n(%) Plazomisin, n(%)
Karbapenemaz geni
CLSI | EUCAST CLSI | EUCAST FDA
blaoxa-13 (n=46) 23(50) 23(50) 29(63) | 26(56,5) 37(80,4)
K .pneumoniae (n=31) 12(38,7) | 12(38,7) | 15(48,4) | 12(38,7) 23(74,2)
E. coli (n=15) 11(73,3) | 11(73,3) | 14(93,3) | 14(93,3) 14(93,3)
blaxpm (n=11) 4(36,4) 4(36,4) 5(45,5) 5(45,5) 6(54,5)
blaoxa-4s + blaxpm (n=3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
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Gentamisin ve amikasin antibiyotiklerinden sadece birisine duyarli olmayan

izolatlar arasinda plazomisin duyarlilik orant %100 bulunmustur. CLSI kriterlerine gore

gentamisin ve amikasine duyarli olmayan izolatlarda plazomisin duyarlilik orani %19;

EUCAST kriterlerine gore gentamisin ve amikasine duyarli olmayan izolatlarda

plazomisin duyarlilik orani1 %29,2 olarak bulunmustur. Farkli 'aminoglikozid duyarlilik

profilleri'ne sahip izolat gruplarinda plazomisine duyarlilik oranlar1 Tablo 15'te

gosterilmistir.

Tablo 15. Farkli aminoglikozid duyarlilik profillerine sahip izolat gruplarinda plazomisine

duyarlhlik oranlar1

Aminoglikozid duyarhhk profili

Plazomisine duyarh izolat sayisi

(oramn)
Gentamisin ve amikasine duyarli (CLSI) (n=119) 119(100)
Gentamisin ve amikasine duyarli (EUCAST) (n=117) 117(100)
Sadece gentamisine duyarli olmayan (CLSI) (n=33) 33(100)
Sadece gentamisine duyarli olmayan (EUCAST) (n=30) 30(100)
Sadece amikasine duyarli olmayan (CLSI) (n=7) 7(100)
Sadece amikasine duyarl olmayan (EUCAST) (n=9) 9(100)
Gentamisin ve amikasine duyarli olmayan (CLSI) (n=21) 4(19)
Gentamisin ve amikasine duyarli olmayan (EUCAST) (n=24) 7(29,2)
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Gentamisin ve amikasine direnc¢li; plazomisine ise duyarli bulunan bir izolatin

gradiyent diflizyon testine ait fotograflar Sekil 5'te gosterilmistir.
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Sekil 5. Gentamisin ve amikasine direngli; plazomisine duyarl bir K. pneumoniae izolat1.

Gentamisin ve amikasin MIK: 96 mg/L, plazomisin MIK: 0,38 mg/L

Tiim izolatlar (n=180) dikkate alindiginda; K. pneumoniae izolatlarindaki (n=105)
gentamisin, amikasin ve plazomisin duyarlilik oranlari, E. coli izolatlarma (n=75) kiyasla
daha diisiik saptanmig; oranlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(gentamisin i¢in p=0,013; amikasin i¢in p<0,001; plazomisin i¢in p=0,002). Tiir ve direng
fenotipi ayrimi yapilmaksizin tiim izolatlara (n=180) kars1 gentamisin, amikasin ve
plazomisinin etkinlikleri karsilagtirildiginda; izolatlarin duyarlilik oranmin en yiiksek
oldugu (%90,6) aminoglikozid plazomisin olmustur. Plazomisin ve gentamisin duyarlilik
oranlar1 arasindaki fark ile plazomisin ve amikasin duyarlilik oranlar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (gentamisin ve plazomisin duyarliliklar:
karsilagtirildiginda p<0,001 ; amikasin ve plazomisin duyarliliklar1 karsilastirildiginda
CLSI kriterleri esas alindigimda p=0,001, EUCAST kriterleri esas alindigimda p<0,001).
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5. TARTISMA

Calismamizda plazomisin, amikasin ve gentamisinin in-vitro etkinlikleri; GSBL
iireten, GSBL iiretmeyen ve karbapenem direngli K. pneumoniae ile E. coli izolatlarindan
olusan toplam 180 bakteriye karsi saptanmis ve karsilastirilmistir. GSBL {ireten ve GSBL
iretmeyen, karbapenemlere duyarli izolatlar arasinda plazomisine karsi direng
saptanmamig; ancak karbapeneme direncli izolatlar arasinda plazomisin direng oran1 %28,3
olarak bulunmustur. Plazomisin direnci, karbapenem diren¢li K. pneumoniae izolatlari
arasinda %35,6'ya; blanpm geni saptanan izolatlar arasinda (blaoxa4s ve blanpm genlerinin

birlikte saptandigi 3 izolat hari¢) %45,5'e yiikselmistir.

Walkty ve ark. tarafindan vyiiriitilen caliyjmada da, GSBL iireten ve GSBL
iretmeyen K. pneumoniae ile E. coli izolatlarina karsi plazomisinin yiiksek etkinlik
gosterdigi saptanmistir [62]. Walkty ve ark., GSBL iireten K. pneumoniae (n=73) ve E. coli
(n=343) izolatlar1 arasinda plazomisin duyarlilik oranlarmi sirastyla %98,6 ve %100 olarak
rapor etmislerdir. Ayni1 ¢alismada, GSBL {iretmeyen K. pneumoniae (n=966) ve E. coli
(n=2751) izolatlar1 arasinda plazomisin duyarlilik oranlarmi sirasiyla %99,9 ve %99,4

olarak bulmuslardir. Bu sonuglar ¢alismamizin sonuglar1 ile uyumludur.

Calismamizda plazomisin direnci sadece karbapeneme direngli izolatlarda
goriilmiistiir. Bununla birlikte karbapenem direngli izolatlarda plazomisin duyarlilik orani
(%71,7); gentamisin (%45) ve amikasin (EUCAST kriterlerine goére %51,7; CLSI

kriterlerine gore %56,7) duyarlilik oranindan anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Karbapenem direngli  Enterobacteriaceae izolatlar1 arasinda plazomisin
duyarliliginin arastirildigi calismalarda farkli sonuglarm elde edildigi goriilmektedir.
Calismamizda, karbapenem direncli izolatlar arasindaki plazomisin duyarhilik orani1 Serio
ve ark. tarafindan rapor edilen oran ile uyumludur. Serio ve ark. tarafindan yiiriitiilen, 19
farkli tilkeden toplam 488 adet karbapenem direngli Enterobacteriaceae izolatinin dahil
edildigi ¢aligmada plazomisine duyarlilik oran1 %76,4 olarak saptanmustir [52]. Jacobs ve
ark. tarafindan ytirtitiilen ve 697 adet karbapenem direngli K. pneumoniae izolatmin dahil
edildigi diger bir ¢alismada, izolatlarin %97,6's1 plazomisine duyarli bulunmustur. Ayni
caligmada, izolatlar arasinda gentamisin duyarlilik oran1 %53,3; amikasin duyarlilik orani

%064,1 olarak bulunmustur [63].
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Yunanistan'da 14 hastanenin katilimiyla yapilan ve karbapenem duyarli olmayan
300 adet K. pneumoniae'nin dahil edildigi bir ¢alismada, plazomisin duyarlilik oran1 %87
olarak bulunmustur. Ayni c¢aligmada; izolatlar arasinda gentamisin duyarlilik orani
EUCAST kriterlerine gore %43, CLSI kriterlerine gore %61,3 olarak bulunmustur.
Amikasin duyarlilik orani ise EUCAST kriterlerine gore %18, CLSI kriterlerine gore
%?31,3 olarak bulunmustur [64].

Plazomisin ¢ogu aminoglikozid modifiye edici enzimden etkilenmeyen bir
antibiyotik olsa da, 16S rRNA metiltransferaz enzimi iireten bakterilere karsi etkinlik
gosterememektedir [52,58]. 16S rRNA metiltransferaz enzimleri, bakterilerde ribozomun
30S alt tinitesinde aminoglikozidlerin baglandig1 bdlgenin metilasyonuna neden olmakta
ve aminoglikozidlerin baglanmasmi engellemektedir. 16S rRNA metiltransferaz
enzimlerinin, plazomisin de dahil olmak iizere tiim aminoglikozidlere kars1 yiiksek diizey

dirence neden oldugu bilinmektedir [44,58].

Enterobacteriaceae igerisinde tanimlanan ve aminoglikozid direncine yol acan ilk
16S rRNA metiltransferaz geni, 2000 yilinda iiriner sistem enfeksiyonundan izole edilen
bir K. pneumoniae susunda rapor edilmis ve ArmA (aminoglycoside resistance methylase)
olarak adlandirilmistir [65]. Su ana kadar 10 tip 16S rRNA metiltransferaz geni (rmtA,
rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF, rmtG, rmtH, armA, npmA) tanimlanmistir [58].

Bazi arastirmacilar, Enterobacteriaceae'da plazomisin MIK degerlerinin 64 mg/L
ve lizerinde saptanmasina yol acan tek direng mekanizmasinin 16S rRNA
metiltransferazlar oldugunu 6ne stirmektedir [52]. Bizim ¢alismamizda, plazomisin direnci
saptanan 17 izolatm tamaminda; gentamisin, amikasin ve plazomisin MIK degerleri >256
mg/L  olarak bulunmustur. Calismamizda aminoglikozidlere direngten sorumlu
mekanizmalar arastirilmamis olsa da, tiim aminoglikozidlere kars1 yiiksek diizey direng
saptanan 17 izolatin 16S rRNA metiltransferaz enzimine sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu izolatlarda 16S rRNA metiltransferaz enzimlerini kodlayan gen
varliginin PZR yontemi ile arastirilmasi faydali olacaktir.

16S rRNA metiltransferaz genlerinin genellikle biiyiik konjugatif plazmidler
iizerinde bulundugu ve bakteriler arasinda yayilma potansiyelinin oldugu bilinmektedir
[58]. Ayrica 16S rRNA metiltransferazlarin bakterilerde siklikla diger direng
mekanizmalar1 (GSBL, metallo-beta-laktamazlar, OXA tipi karbapenemazlar) ile birlikte
bulundugu bildirilmektedir [66]. Ozellikle blanpm ile 16S rRNA metiltransferaz genlerinin

iliskisi vurgulanmakta olup [66], baz1 caligmalarda 16S rRNA metiltransferaz enzimlerini
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kodlayan genler ile blanpm'nin siklikla birlikte bulundugu gosterilmistir [58,67,68,69].
Hidalgo ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢alismada 16S rRNA metiltransferaz genlerinden
birisi olan rmtF ile blaxpm arasinda iliski bulunmustur [68]. Taylor ve ark. tarafindan
yiritiilen ¢alismada 16S rRNA metiltransferaz iireten 762 Enterobacteriaceae izolatinin
712'sinde (%93,4) karbapenemaz geni saptanmig; 712 izolatin 592'sinde (%83,1) blanom
tespit edilmistir [69]. Literatiirde 16S rRNA metiltransferaz genleri ile blanpm arasinda bir
iliskinin gosterilemedigi ¢alismalara da rastlamak miimkiindiir. Galani ve ark. tarafindan
yiiriitiilen caliysmada, NDM karbapenemaz iireten 50 adet K. pneumoniae izolatinin
hi¢birisinde 16S rRNA metiltransferaz geni saptanmamistir [64]. NDM karbapenemaz ile
16S rRNA metiltransferazlar arasindaki iliskinin cografi olarak degiskenlik gosterebildigi
diistiniilmektedir [70].

Calismamizda plazomisin ve diger aminoglikozidlere karsi yiiksek diizey direng
saptanan 17 izolatin 5'inde blanpwm, 9'unda blaoxa-4s, 3'iinde hem blanpm hem de blaoxa-as
saptanmustir. ki genin birlikte saptandigi 3 izolat dahil edilmediginde; ¢alismamizda
blaxpm saptanan izolatlarin  %45,5'inde (5/11), blaoxa4s saptanan izolatlarin ise
%19,6'sinda  (9/46) yiiksek diizey plazomisin direnci goriilmiistiir. Yiiksek diizey
plazomisin direncinin 16S rRNA metiltransferaz enzimi varliginin bir gostergesi oldugu
kabul edilirse; blanpm saptanan izolatlarin yaklagik yarisinin, blaoxa-4g saptanan izolatlarin
ise yaklasik beste birinin 16S rRNA metiltransferaz iirettigi kanaati olusmaktadir. Kesin bir
sonuca varmak i¢in molekiiler yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Calismamizda
blanpm saptanan izolatlar arasindaki plazomisin duyarlilik orani, blaoxa4s saptanan
izolatlardakinden diisiik bulunsa da, oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Calismaya dahil edilen blanpm pozitif izolat sayismm (n=11) diisiik
olmasinin, sonuglara etki etmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda blanpm
saptanan izolatlar arasindaki plazomisin duyarlilik oran1 (%54,5), Serio ve ark. tarafindan
yiiriitiilen ¢alismada bulunan oran ile (%66) benzerlik gostermektedir [52]. Fleischmann ve
ark. tarafindan ylriitillen calismada, blanpm geni saptanan 42 Enterobacterales izolati
arasinda plazomisine duyarlilik oran1 daha diisiik (%35,7) bulunmustur [70].

Caliymamizda, sadece blaoxa4s saptanan 46 izolat arasinda plazomisin duyarlilik
orant %380,4 olarak bulunmustur. Martins ve ark. tarafindan yiiriitiilen calismada, blaoxa-4s
saptanan 12 Enterobacteriaceae izolatmin 11'inde (%91,7) plazomisin MiK degeri <2
mg/L (duyarl) olarak bulunmustur [71]. Fleischmann ve ark. tarafindan yiiriitiilen
caligmada, blaoxa4s benzeri gen tasiyan 20 adet Enterobacterales izolatnm 10'a (%50)

plazomisine duyarl olarak bulunmustur [70]. OXA-48 enzimi iireten izolatlar arasmdaki
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plazomisin duyarlilik oranlarinin da, c¢aligmalar arasinda degiskenlik gosterdigi
goriilmektedir.

Calismamizda GSBL iireten, karbapenemlere duyarl izolatlar arasinda plazomisin
direncinin goriilmemesi, GSBL ve 16S rRNA metiltransferaz enzimleri birlikteliginin bu
izolatlarda olmadigmi diigiindiirmektedir.

Plazomisinin komplike idrar yolu enfeksiyonlar1 tedavisinde kullannmi FDA
tarafindan 2018 yilinda onaylansa da bu antibiyotik heniiz iilkemizde kullanima
girmemistir. Tiirkiye'de 14 hastaneden toplanan ve kandan izole edilen toplam 714 adet
Enterobacterales izolatina karsi plazomisin ve diger aminoglikozidlerin etkinliginin
arastirildigr bir calismanm sonuglart 2020 yilinda yaymlanmistir [58]. Bu c¢alismada
izolatlarin plazomisin haricindeki aminoglikozidlere kars1 duyarlilik kategorilerinin
belirlenmesi amaciyla EUCAST kriterleri kullanilmistir. Toplamda; izolatlarin %7,4'linde
amikasin, %7,7'sinde plazomisin, %31,5'inde netilmisin, %32,9'unda gentamisin ve
%34,7'sinde tobramisin direnci gézlenmistir. Calismaya izolat gonderen 14 merkez ayri
ayrt degerlendirildiginde, plazomisin duyarlilik oranmm %0 ile %39,6 arasinda
degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir. Bizim calismamizda tiim izolatlar (n=180) g6z Oniine
alindiginda plazomisin diren¢ oran1 %9,4; EUCAST kriterleri kullanildiginda amikasin
diren¢ oram1 %18,3, gentamisin diren¢ oran1 %30 olarak bulunmustur. Calismamizda
saptanan plazomisin ve gentamisin diren¢ oraninin Giir ve ark. tarafindan ylriitiilen
calismadaki oranlarla uyumlu oldugu; amikasin direng oraninin ise Giir ve ark. tarafindan
yiiriitiilen calismadaki orandan yiiksek oldugu goriilmektedir [58]. Antibiyotiklere direng
oranlarmin kurumlar arasinda farklilik gosterebildigi bilinmektedir. Ayrica, ¢alismamiza
esit sayida 'GSBL iireten, GSBL {iretmeyen ve karbapeneme direngli izolat' dahil edilirken,
Giir ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢alismaya dahil edilen izolatlar arasinda boyle bir
smiflama yapilmamistir. Calismamiza sadece K. pneumoniae ve E. coli izolatlar1 dahil
edilmisken, Giir ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢calismaya K. pneumoniae ve E. coli'ye ek
olarak K. oxytoca, Enterobacter spp., Citrobacter spp. ve S. marcescens izolatlar1 da dahil
edilmistir. Bu hususlarin iki ¢alismada saptanan antibiyotik diren¢ oranlar1 iizerinde
etkisinin oldugu diistiniilmektedir.

Hem gentamisin hem de amikasine duyarli olmayan izolatlar arasinda plazomisin
duyarlilik orani, calismamizda %30'un altinda bulunmustur. Martins ve ark. tarafindan
yiriitillen caligmada gentamisin ve amikasine duyarli olmayan FEnterobacteriaceae

izolatlarmin %60'inda plazomisin MIK degeri <2 mg/L (duyarli) olarak bulunmustur [71].
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Galani ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada bu oran %77,9 olarak bulunmustur [64]. Bu
calismalarla kiyaslandiginda, ¢calismamizdaki oranin diistikliigii dikkati cekmektedir.
Calismamizin klinik izolat toplama asamasinda; karbapenem direnci ile karsilagilan
izolatlarin c¢ogunlugunu K. pneumoniae olusturmustur. Karbapenem direngli E. coli
izolatlarinin goriilme sikligmin K. preumoniae izolatlarindan daha diisiik olmas1 yaninda;
E. coli izolatlarinda goriilen gentamisin, amikasin ve plazomisin duyarlili§inin
K. pneumoniae izolatlarindan yiiksek oldugu dikkati ¢ekmektedir. Ayrica blanpm saptanan
izolatlar ile blanpm ve blaoxa-as'in birlikte saptandigi izolatlarin tamaminin K. pneumoniae
olmasi1 dikkat ¢ekicidir. Dolayisiyla karbapenem diren¢li K. pneumoniae'nin, karbapenem

direngli E. coli'den daha biiylik bir sorun oldugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Geniglemis spektrumlu-beta laktamaz iiretmeyen, GSBL iireten ve karbapenem
diren¢li gruplardan olusan toplam 180 adet K. pneumoniae ve E. coli izolatma karsi
plazomisin, gentamisin ve amikasinin in vitro etkinliklerinin karsilagtirildigi ¢alismamizin
bulgular1 1s5181nda; K. pneumoniae ve E. coli'ye kars1 plazomisinin etkinliginin gentamisin
ve amikasinden yliksek oldugu kanaatine varilmistir. Klinik uygulamada plazomisinin
giivenligi ve etkinligi ile ilgili smirli bilgi olmasi nedeniyle ve bakterilerde plazomisin
direncinin artmasmi 6nlemek amaciyla, bu yeni antibiyotigin bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde ilk secenekler arasinda yer almamasi gerektigi diistiniilmektedir.

Hem gentamisine hem de amikasine duyarli olmayan izolatlar arasinda plazomisin
duyarhlik oraninin %30'un altinda saptanmis olmasi nedeniyle, bu direng¢ profiline sahip
izolatlara kars1 plazomisinin etkinlik gostermeyebilecegi akilda tutulmalidir.

Calismamizda karbapenemaz iireten K. pneumoniae izolatlarinin %35,6'sinda
yiiksek diizey plazomisin direnci saptanmasina karsilik, karbapenemaz tireten E. coli
izolatlarinda bu oranin %6,7 olarak saptanmasi; karbapenemaz iireten K. pneumoniae
izolatlarmin siklikla 16S rRNA metiltransferaz enzimi de iirettigini diisiindiirmektedir. Bu
durumda, karbapenemaz iireten K. pneumoniae izolatlarinin 6nemli bir kisminda,
plazomisin de dahil olmak tlizere diger aminoglikozidlere kars1 direncle karsilasilabilecegi
unutulmamalidir. Karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda plazomisin duyarlilik
oraninin (%64,4), karbapenem direngli E. coli izolatlarindaki plazomisin duyarlilik oranina
(%93,3) kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmasi nedeniyle; plazomisinin karbapenem
direngli E. coli izolatllariyla gelisen enfeksiyonlar i¢in daha iyi bir se¢enek olacagi
diistiniilmektedir. Yiiksek diizey plazomisin direnci goriilen izolatlarda 16S rRNA
metiltransferaz enzimi kodlayan genlerin arastirilamamis olmasi c¢alismamizin bir
kisithligidir. Bu izolatlarda 16S rRNA metiltransferaz enzimi kodlayan genlerin PZR
yontemiyle arastirilmasi halinde; plazomisine diren¢ mekanizmalari, genlerin varhigi,
tipleri ve izolatlar arasindaki dagilimi1 konusunda bilgi sahibi olunabilecektir. Yine de
calismamizin, yeni bir antibiyotik olan plazomisinin iilkemizdeki farkli direng fenotiplerine
sahip Enterobacteriaceae izolatlarma karsi etkinligi konusunda 6nemli bilgiler sagladigi

diisiiniilmektedir.
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