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ÖZ

Çok ilaca dirençli gram-negatif basillerin neden olduğu enfeksiyonlar dünya çapında artan oranlarda 
bildirilmektedir. Karbapenem dirençli Enterobacterales üyelerinin neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde 
kolistin, tigesiklin ve aminoglikozitler neredeyse tek ve son seçenek antibiyotiklerdir. Seftazidim-avibaktam, 
geniş spektrumlu bir sefalosporin ve avibaktamdan oluşan karbapenem dirençli Enterobacterales üyelerine 
karşı iyi aktivite gösteren yeni bir antibiyotik kombinasyonudur. Bu çalışmada, seftazidim-avibaktam ve ko-
listinin karbapenem dirençli Klebsiella pneumoniae izolatlarına karşı in vitro aktivitesinin değerlendirilmesi ve 
yerel antimikrobiyal sürveyans verisinin elde edilmesi amaçlanmıştır. Çalışmaya 2018-2021 yılları arasında 
hastanemizde yatan hastalara ait çeşitli klinik örneklerden izole edilmiş karbapenem dirençli toplam 150 
K.pneumoniae izolatı dahil edilmiştir. Tekrarlayan izolatlar çalışma dışı bırakılmıştır. Çalışmaya dahil edilen 
izolatlar; kan (n= 72), trakeal aspirat (n= 40), yara (n= 20), biyopsi ve apse (n= 10), steril vücut sıvıları (n= 5) 
ve periferik venöz kateter (n= 3) örneklerinden elde edilmiştir. İzolatlar matriks destekli lazer dezorpsiyon iyo-
nizasyon-uçuş zamanı kütle spektrometresi (MALDI-TOF MS, Bruker Daltonics, Almanya) ile tanımlanmıştır. 
İzolatların meropenem, kolistin, seftazidim ve seftazidim-avibaktam için minimum inhibitör konsantrasyon 
(MİK) değerleri sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle belirlenmiştir. İzolatların test edilen antibiyotiklere duyarlılık-
ları Avrupa Antimikrobiyal Duyarlılık Testi Komitesi [European Committee of Antimicrobial Susceptibility 
Testing (EUCAST)] kriterlerince değerlendirilmiştir. Karbapenemazların (VIM, IMP, NDM, KPC ve OXA-48) 
varlığı, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile özgül primerler kullanılarak araştırılmıştır. Plazmit aracılı kolistin 
direnci açısından mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5 genleri PCR ile değerlendirilmiştir. Tüm K.pneumoniae 
izolatları çalışmada değerlendirilen karbapenemaz genlerinden en az biri için pozitif bulunmuştur. İzolatların 
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107 (%71.3)’sinde blaOXA-48, 25 (%16.7)’inde blaKPC, 7 (%4.7)’sinde blaNDM, 10 (%6.7)’unda blaOXA-48 ve 
blaKPC birlikteliği, 1 (%0.6)’inde blaOXA-48 ve blaNDM birlikteliği saptanmıştır. blaVIM ve blaIMP genlerine sahip 
izolat bulunmamıştır. Çalışmada araştırılan mcr genlerinin hiçbiri izolatlarda saptanmamıştır. İzolatların sef-
tazidim-avibaktam ve kolistine olan duyarlılıkları sırasıyla %92.7 (139/150) ve %48 (72/150) olarak bulun-
muştur. İzolatların meropenem, seftazidim, seftazidim-avibaktam ve kolistin için MİK50 ve MİK90 değerleri 
sırasıyla 32/256, > 128/> 128, 1/8 ve 4/16 µg/ml olarak saptanmıştır. Seftazidim-avibaktam dirençli izolat-
lardan yedisi blaNDM, üçü blaKPC ve biri blaOXA-48 ve blaNDM genleri için pozitif bulunmuştur. Metalo-beta-lak-
tamaz üreten izolatlarda seftazidim-avibaktam için yüksek MİK seviyeleri (> 128 µg/ml) saptanmıştır. Sonuç 
olarak, verilerimiz seftazidim-avibaktamın karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatları için iyi bir alternatif 
terapötik seçenek olduğunu göstermektedir. K.pneumoniae izolatlarında yüksek oranda kolistin direncinin 
saptanmış olması dikkate değerdir. Ülkemiz için bu çalışmanın bir diğer dikkate değer bulgusu da blaKPC 
üreten K.pneumoniae izolatlarındaki artış olmuştur. Son tercih terapötik antibiyotiklerde bile görülen direnç 
gelişimini önlemek için akılcı antibiyotik kullanım ilkelerine uyulmalıdır. Seftazidim-avibaktam ve kolistin 
sürveyansı için uygun antimikrobiyal duyarlılık testleri rutin olarak yapılmalıdır.

Anahtar kelimeler: Seftazidim-avibaktam; kolistin; karbapenem-dirençli Enterobacteriaceae; Klebsiella 
pneumoniae; antibiyotik direnci.

ABSTRACT

Infections caused by multi drug-resistant gram-negative bacilli are increasingly reported worldwide. 
Colistin, tigecycline and aminoglycosides are almost the only and last choice antibiotics in the treat-
ment of infections caused by carbapenem-resistant Enterobacterales members. Ceftazidime-avibactam is 
a novel antibiotic combination consisting of a broad-spectrum cephalosporin and avibactam with good 
antimicrobial activity against carbapenem-resistant Enterobacterales members. The aim of this study was 
to assess the in vitro activity of ceftazidime-avibactam and colistin against carbapenem-resistant Klebsiella 
pneumoniae isolates and to obtain local antimicrobial surveillance data. A total of 150 carbapenem-re-
sistant K.pneumoniae isolates obtained from various clinical samples of the patients hospitalized in our 
hospital between 2018-2021 were included in the study. Duplicate isolates were excluded from the 
study. The isolates were recovered from blood (n= 72), tracheal aspirate (n= 40), wound (n= 20), biopsy 
and abscess (n= 10), steril body fluid (n= 5), and peripheral venous catheter (n= 3) samples. Isolates were 
identified by matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF 
MS, Bruker Daltonics, Germany). The minimum inhibitory concentration (MIC) values of the isolates for 
meropenem, colistin, ceftazidime, and ceftazidime-avibactam were determined by broth microdilution 
method. Susceptibility of the isolates to the tested antibiotics was evaluated by the European Committee 
of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) criteria. The presence of carbapenemases (VIM, IMP, 
NDM, KPC, and OXA-48) was investigated by polymerase chain reaction (PCR) using specific primers. 
The mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, and mcr-5 genes were evaluated by PCR for plasmid-mediated colistin 
resistance. All K.pneumoniae isolates were found to be positive for at least one of the carbapenemase ge-
nes evaluated in the study. The blaOXA-48 gene was detected in 107 (71.3%), blaKPC gene in 25 (16.7%); 
blaNDM gene in 7 (4.7%), co-production of blaOXA-48 and blaKPC genes in 10 (6.7%), co-production of 
blaOXA-48 and blaNDM genes in 1 (0.6%) isolate. None of the isolates harbored the blaVIM and blaIMP genes. 
None of the mcr genes screened in the study were detected among the isolates. The susceptibility of the 
isolates to ceftazidime-avibactam and colistin was 92.7% (139/150) and 48% (72/150), respectively. 
The MIC50 and MIC90 values for meropenem, ceftazidime, ceftazidime-avibactam, and colistin of the 
isolates were determined as 32/256, > 128/> 128, 1/8, and 4/16 µg/ml, respectively. Of the ceftazidime-
avibactam resistant isolates, seven were positive for blaNDM, three for blaKPC, and one for both blaOXA-48 
and blaNDM genes. High ceftazidime-avibactam MIC levels (> 128 µg/ml) were detected in metallo-beta-
lactamase producing isolates. Consequently, our data suggested that ceftazidime-avibactam exhibited as 
a good alternative therapeutic choice for carbapenem-resistant K.pneumoniae isolates. It is noteworthy 
that high rate of colistin resistance was detected in K.pneumoniae isolates. Another notable finding of this 
study is the increase in K.pneumoniae isolates producing blaKPC for our country. To prevent the develop-
ment of resistance which is observed even in last-choice therapeutic antibiotics, the principles of rational 
antibiotic use should be followed. The appropriate antimicrobial susceptibility testing should be routinely 
performed for surveillance of ceftazidime-avibactam and colistin.

Keywords: Ceftazidime-avibactam; colistin; carbapenem-resistant Enterobacteriaceae; Klebsiella pneumo-
niae; antibiotic resistance.
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GİRİŞ

Gram-negatif basillerin neden olduğu enfeksiyonlar dünya çapında giderek daha fazla 
bildirilmektedir. Kazanılan direnç mekanizmalarına bağlı olarak gelişen antimikrobiyal 
direnç sorunu nedeniyle tedavide yaşanan zorluklar sürekli artmaktadır. Enterobacterales 
üyesi olan Klebsiella pneumoniae Türkiye dahil olmak üzere birçok ülkede enfeksiyonlara 
bağlı ölüm ve morbidite oranlarını artıran önemli bir faktör haline gelmiştir. Karbape-
nemler, genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) ve/veya AmpC sefalosporinaz üre-
ten Enterobacterales üyelerinin neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde temel olarak 
tercih edilen beta-laktam grubu antibiyotiklerdir. Ancak karbapenem dirençli izolatların 
neden olduğu enfeksiyonlarda tedavi seçenekleri çok sınırlıdır ve kolistin, tigesiklin ve 
aminoglikozitler gibi antibiyotikler neredeyse son seçenek terapötik ilaçlar olmaya de-
vam etmektedir1,2. 

Enterobacterales üyelerinde karbapenemlere karşı iki önemli direnç mekanizması bi-
linmektedir. Birincisi serin karbapenemazlar (KPC ve OXA) ve metalo-beta-laktamazlar 
(VIM, IMP ve NDM) gibi karbapenemazların üretilmesidir. Diğeri ise, GSBL'lerin veya 
Ambler sınıf C beta-laktamazların eşlik ettiği bir ya da daha fazla dış membran por pro-
teinin fonksiyon kaybı veya azalmış ekspresyonu ile karakterize direnç gelişimidir. Karba-
penem dirençli bakteriler, daha yüksek mortalite ve morbiditeye neden olarak küresel 
bir halk sağlığı sorunu oluşturur ve tedavi seçenekleri kısıtlıdır. Avibaktam, GSBL'ler ve 
K.pneumoniae karbapenemaz (KPC), Ambler sınıf C beta-laktamazlar ve bazı D sınıfı beta-
laktamazlar dahil sınıf A beta-laktamazlara etki gösteren bir beta-laktamaz inhibitörüdür. 
Seftazidim-avibaktam, 2015 yılında Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi [U.S. 
Food and Drug Administration (FDA)] tarafından onaylanan, KPC ve/veya OXA beta-lak-
tamaz üreten K.pneumoniae suşları gibi karbapenem dirençli Enterobacterales üyelerine 
karşı iyi etkinlik gösteren yeni bir antibiyotik kombinasyonudur3,4. Polimiksin grubu an-
tibiyotiklerin bir üyesi olan kolistin, karbapenem dirençli Enterobacterales enfeksiyonla-
rının tedavisinde neredeyse son seçenek olarak kullanılmaktadır. Kolistin, gram-negatif 
bakterilerin dış hücre zarındaki lipopolisakkaritlere ve fosfolipitlere bağlanarak membran 
lipitlerinin fosfat gruplarında iki değerlikli katyonları etkilemektedir. Bunun sonucunda 
hücrenin dış zarı tahrip olmakta, hücre içeriği dışarı çıkarak bakterisidal etki göstermek-
tedir5,6. Ancak kolistin için artan direnç oranları, sınırlı etkinlik ve toksisite ile ilgili sorunlar 
devam etmektedir4,7. Çeşitli çalışmalarda karbapenem dirençli olanlar da dahil olmak 
üzere çok ilaca dirençli izolatlara (ÇİD) karşı seftazidim-avibaktam ve kolistinin etkinlikleri 
araştırılmıştır. Öte yandan, antibiyotik duyarlılığı coğrafik duruma ve sağlık merkezlerinin 
koşullarına bağlı olarak değişmektedir. 

Bu çalışmanın amacı, hastanemizde çeşitli klinik örneklerden elde edilmiş karbapenem 
dirençli K.pneumoniae izolatlarına karşı seftazidim-avibaktam ve kolistinin in vitro aktivi-
tesini değerlendirmek, izolatlarda karbapenem direnç genlerinin dağılımını belirlemek ve 
yerel antimikrobiyal sürveyans verilerini elde etmektir.
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GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Sağlık Bilimleri Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurul ona-
yı ile gerçekleştirildi (Tarih: 22.10.2019 ve Karar No: 19/320).

Bakteriyel İzolatlar

Sağlık Bilimleri Üniversitesi Gülhane Eğitim ve Araştırma Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı'nda, 1 Ocak 2018 ile 1 Şubat 2021 tarihleri arasında 141 farklı hastaya ait 
çeşitli klinik örneklerinden izole edilen toplam 150 karbapenem dirençli K.pneumoniae 
izolatı çalışmaya dahil edildi. Tekrarlayan izolatlar çalışmadan çıkarıldı. Her hasta dönemi 
için farklı antibiyotipte olan, özellikle kan ve dolaşım sisteminden elde edilmiş bir izolat 
çalışmaya dahil edildi. Çalışmadaki izolatların %48 (72/150)’i kan, %20 (30/150)’si en-
dotrakeal aspirat, %13.3 (20/150)’ü yara, %6.7 (10/150)’si transtrakeal aspirat, %6.7 
(10/150)’si doku-apse, %3.3 (5/150)’ü diğer steril vücut sıvıları (plevra sıvısı, safra sıvısı, 
bronkoalveolar lavaj ve beyin omurilik sıvısı), %2 (3/150)’si periferik venöz kateter ör-
neklerinden izole edildi. İzolatlar, geleneksel yöntemlere ek olarak matriks destekli lazer 
desorpsiyon iyonizasyon-uçuş süresi kütle spektrometrisi (MALDI-TOF MS, Bruker Dalto-
nics, Bremen, Almanya) ile tanımlandı. İzolatlar %20 gliserol takviye edilmiş beyin-kalp 
infüzyon sıvısında saklandı. Tüm izolatlar, sonraki analizlere kadar -20°C'de saklandı.

Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri

Rutin laboratuvar testlerinde izolatların karbapenemlere duyarlılıkları Kirby-Bauer disk 
difüzyon yöntemi ve/veya VITEK2 sistemiyle (bio-Merieux, Fransa) belirlendi. İzolatların 
meropenem, kolistin, seftazidim ve seftazidim-avibaktama duyarlılıkları “The Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI)” doküman M07 önerileri doğrultusunda sıvı mikro-
dilüsyon yöntemi ile belirlendi8. Antibiyotik stok çözeltileri üretici firma önerilerine göre 
hazırlandı ve -80°C'de dondurularak saklandı. Sıvı mikrodilüsyon testlerinde; seftazidim ve 
seftazidim-avibaktam için 128-0.125 µg/ml, meropenem için 512-0.5 µg/ml, kolistin için 
16-0.5 µg/ml aralıklarında konsantrasyonlar, taze hazırlanmış katyon ayarlı Mueller-Hinton 
sıvı besiyeri içeren 96 kuyucuklu mikroplaklarda seri iki kat seyreltmeler yapılarak hazırlandı. 
Avibaktam, sabitlenmiş 4 µg/ml'lik bir konsantrasyonda seftazidimle birleştirildi. İzolatların 
minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) değerleri, Avrupa Antimikrobiyal Duyarlılık Testi 
Komitesi [European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)] kriterleri-
ne göre değerlendirildi9. Bu kriterlere göre seftazidim için ≤ 1 µg/ml duyarlı, ≥ 8 µg/ml olan 
değerler dirençli; seftazidim-avibaktam için ≤ 8 µg/ml duyarlı, ≥ 16 µg/ml olan değerler 
dirençli; meropenem için ≤ 2 µg/ml duyarlı, ≥ 16 µg/ml olan düzeyler dirençli; kolistin için 
ise ≤ 2 µg/ml duyarlı ve ≥ 4 µg/ml olan sonuçlar dirençli olarak yorumlandı. Antimikrobiyal 
duyarlılık testlerinde Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, Escherichia coli ATCC® 25922, 
K.pneumoniae ATCC® 700603 ve E.coli NCTC 13846 kontrol suşları kullanıldı.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu için DNA Ekstraksiyonu

DNA eldesi, daha önce tarif edildiği şekilde kaynatma yöntemi kullanılarak gerçek-
leştirildi10. Kısaca, tüm izolatlar aerobik olarak triptik soy sıvı besiyerinde 37°C'de 18-24 
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saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda elde edilen 1 ml bakteri süspansiyonu santrifüj 
edildi. Çökelti 1 ml Tris-EDTA (TE) tamponuyla süspanse edildi ve 10 000 rpm'de santrifüj 
sonrası işlem aynı tampon çözeltisi ile üç kez tekrarlandı. Son olarak çökelti 100 µl TE 
ile süspanse edildi ve 100°C'de 20 dakika kaynatıldıktan sonra 10 dakika 14 000 rpm'de 
santrifüj edildi. Santrifüjden sonra, üstteki sıvı toplandı ve PCR yöntemi için kalıp DNA 
olarak kullanıldı. 

PCR ile Karbapenem ve Kolistin Direnç Genlerinin Tespiti

Karbapenem direnç genlerinin (blaOXA-48, blaNDM, blaKPC, blaIMP, blaVIM) ve plazmit ara-
cılı kolistin direnç genlerinin (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5) varlığı her biri ayrı re-
aksiyonlarda olmak olmak üzere Tablo I'de listelenen özgül primerler kullanılarak PCR ile 
araştırıldı. PCR çalışmalarında araştırılan genler için pozitif kontrol izolatlarına ait DNA’lar 
kullanıldı. blaKPC dışındaki karbapenem direnç genleri için PCR amplifikasyonları, 2.5 μl 
toplam DNA, 1 X PCR tamponu [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM NaCI, 0.1 mM EDTA, 
5 mM ditiotretiol, %50 gliserol ve %1 Triton®X-100], 2.5 mM MgCl2, her bir deoksinük-
leotit trifosfattan (dNTP) 0.2 mM, her primerden 20 pmol ve 0.25 U Taq DNA polimeraz 
(5 U/µl) (ABM, Kanada) içeren 25 μl reaksiyon karışımında gerçekleştirildi. blaNDM ve 
blaOXA-48 için amplifikasyon protokolü 95°C'de beş dakika başlangıç denatürasyonu ve 
95°C'de 45 saniye, 60°C'de 45 saniye ve 72°C'de 60 saniyeden oluşan 36 döngü ve 
72°C'de sekiz dakika son uzama olacak şekilde uygulandı11. blaVIM ve blaIMP genleri için, 
PCR döngü koşulları 94°C'de beş dakika başlangıç denatürasyonü, 94°C'de 30 saniye de-
natürasyon, 52°C'de 40 saniye bağlanma ve 72°C'de 50 saniye sentez basamaklarından 
oluşan 36 döngü ve 72°C'de beş dakika son uzama şeklinde uygulandı12. blaKPC geninin 
tespiti için 2.0 µl bakteri DNA'sı, 1X PCR tampon çözeltisi, 2.0 mM MgCl2, her dNTP'den 
0.25 mM, her primerden 20 pmol ve 1 U Taq DNA polimeraz (5 U/ µl) (ABM, Kanada) 
içeren 25 μl PCR reaksiyon karışımı kullanıldı. blaKPC direnç geni için 95°C'de beş dakika 
başlangıç denatürasyonu, 95°C'de 60 saniye denatürasyon, 58°C'de 30 saniye bağlanma 
ve 72°C'de 90 saniye sentez basamaklarından oluşan 36 döngü ve 72°C'de 10 dakika son 
uzama basamağından oluşan amplifikasyon protokolü uygulandı13. mcr direnç genleri-
nin tespiti için her bir direnç geni ayrı reaksiyonlarda olmak üzere daha önce tarif edildiği 
gibi toplamda 20 µl PCR karışımı ve döngü koşullarında gerçekleştirildi14. PCR ürünleri, 
Safe View (ABM, Kanada) ile boyanmış %1'lik bir agaroz jelde, 40 dakika boyunca 100 V 
elektrik akımındaki elektroforez sonrası UV ışığıyla görüntülendi ve Tablo I'de gösterilen 
amplikon uzunluğuna göre değerlendirildi.

İstatistiksel Analiz

Kategorik veriler ki-kare testi veya Fisher's exact testi kullanılarak değerlendirildi ve < 
0.05 olan p değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

Çalışmadaki izolatların 99'u yoğun bakımlarda yatan hasta örneklerinden, 51'i ise çe-
şitli kliniklerde yatan hasta örneklerinden izole edilmiştir. Yüz kırk (%93.3) K.pneumoniae 
izolatı kan, endotrakeal aspirat, yara sürüntüsü, transtrakeal aspirat ve doku kültürü klinik 
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örneklerinden elde edilmiştir. Özellikle yara yeri, doku, apse ve solunum sistemi örnekleri 
için Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlık Derneği (KLİMUD) Klinik Örnekten Sonuç Raporuna 
uygulama rehberlerindeki kriterlere göre uygun nitelikte soyutlanmış izolatlar çalışmaya 
dahil edilmiştir15,16. 

EUCAST kriterlerinde önerilen meropenem duyarlılık sonuçlarına göre 20 (%13.3) 
izolat “duyarlı (artmış dozda)” olarak belirlenmiştir. Seftazidim-avibaktam ve kolistine 
duyarlılık oranları sırasıyla %92.7 (139/150) ve %48 (72/150) şeklinde bulunmuştur. 
İzolatların meropenem, seftazidim, seftazidim-avibaktam ve kolistin için MİK50 ve MİK90 
değerleri sırasıyla 32/256, > 128/> 128, 1/8 ve 4/16 µg/ml olarak bulunmuştur. İzolat-
ların test edilen antibiyotiklere olan duyarlılık test sonuçları Tablo II’de verilmiştir. Klinik 
örneklere göre kolistin direnç oranları kan ve periferik kateter için %38.7 (29/75), endot-
rakeal ve transtrakeal aspirat için %82.5 (33/40), yara, doku ve apse için %46.7 (14/30), 
diğer steril vücut sıvıları (plevra, safra sıvısı, bronkoalveolar lavaj, beyin omurilik sıvısı 
için %40 (2/5) şeklinde saptanmıştır. Solunum yolu klinik örneklerinde istatistiksel olarak 
anlamlı bir kolistin direnç varlığı tespit edilmiştir (p< 0.05). Kolistine dirençli 78 izolattan 
biri hariç diğer tüm kolistin dirençli izolatlar seftazidim-avibaktama duyarlı bulunmuştur.

Tablo I. Çalışmada Kullanılan Primerler ve Dizilimleri

Direnç geni Primer dizilimi (5′-3′) PCR ürünü (bp) Kaynak

blaOXA-48

F 5’ 3’-GCG TGG TTA AGG ATG AAC AC
438 11

R 5’ 3’-CAT CAA GTT CAA CCC AAC CG

blaNDM

F 5’ 3’-GCA GCT TGT CGG CCA TGC GGG C
782 11

R 5’ 3’-GGT CGC GAA GCT GAG CAC CGC AT

blaVIM 

F 5’ 3’-GAT GGT GTT TGG TCG CAT A 
390 12

R 5’ 3’-CGA ATG CGC AGC ACC AG 

blaIMP

F 5’ 3’-GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT
188 12

R 5’ 3’-CCA AAC YAC TAS GTT ATC T

blaKPC

F 5’ 3’-TGT CAC TGT ATC GCG GTC
900 13

R 5’ 3’-CTC AGT GCT CTA CAG AAA AAC

mcr-1
F 5’ 3’-AGT CCG TTT GTT CTT GTG GC

320 14
R 5’ 3’-AGA TCC TTG GTC TCG GCT TG

mcr-2
F 5’ 3’-CAA GTG TGT TGG TCG CAG TT

715 14
R 5’ 3’-TCT AGC CCG ACA AGC ATA CC

mcr-3
F 5’ 3’-AAA TAA AAA TTG TTC CGC TTA TG

929 14
R 5’ 3’-AAT GGA GAT CCC CGT TTT T

mcr-4
F 5’ 3’-TCA CTT TCA TCA CTG CGT TG

1116 14
R 5’ 3’-TTG GTC CAT GAC TAC CAA TG

mcr-5
F 5’ 3’-ATG CGG TTG TCT GCA TTT ATC

1644 14
R 5’ 3’-TCA TTG TGG TTG TCC TTT TCT G

bp: Baz çifti.
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Tüm izolatlar çalışmada değerlendirilen karbapenemaz genlerinden en az biri için po-
zitif olarak bulunmuştur. İncelenen K.pneumoniae izolatlarından tek başına blaOXA-48 107 
(%71.3), yalnız blaNDM 7 (%4.7) ve yalnız blaKPC 25 (%16.7), hem blaOXA-48 hem de blaKPC 
birlikteliği 10 (%6.7), hem blaOXA-48 hem de blaNDM birlikteliği bir (%0.6) izolatta saptan-
mıştır. Çalışmamızda blaVIM ve blaIMP üreten izolat bulunmamıştır (Tablo III). Antimikro-
biyal duyarlılık testlerinde kolistine dirençli bulunan izolatların hiçbirinde mcr-1, mcr-2, 
mcr-3, mcr-4, mcr-5 kolistin direnç genleri saptanmamıştır.

TARTIŞMA

Enterobacterales üyeleri, sağlık hizmetiyle ilişkili ve toplumdan edinilen enfeksiyonların 
başlıca nedenlerindendir ve bu bakteriler arasında karbapenem grubu antibiyotikler için 
bile direnç ortaya çıkmaktadır. Bu nedenle, karbapenem dirençli bakteriler dünya gene-
linde özel bir ilgi alanı oluştururlar. Önceleri karbapenemlere direnç daha çok Acinetobac-
ter baumannii ve P.aeruginosa izolatları arasında saptanmışken, son yıllarda K.pneumoniae 
karbapenem direncinin en sık bildirilen etkeni ve karbapenem direncinin yayılmasına en 
çok neden olan etken haline gelmiştir2,17. Çok ilaca dirençli izolatların prevalansı son 
yıllarda giderek artmaktadır ve tedavi seçenekleri oldukça sınırlı kalmaktadır. Kolistin, ti-
gesiklin ve aminoglikozitler ÇİD izolatlar için neredeyse son seçenek tedavi edici ilaçlar 

Tablo II. İzolatların Sıvı Mikrodilüsyon ile Antibiyotiklere Olan Duyarlılıkları (n= 150)

Antibiyotikler
MİK Aralığı 

(µg/ml)
MİK50 
Değeri

MİK90 
Değeri

SDD*  
Sayı (%)

YDD**  
Sayı (%)

Dirençli 
Sayı (%)

MEM 512-0.5 32 256 - 20 (13.3) 130 (86.7)

CAZ 128-0.125 > 128 > 128 - - 150 (100)

CZA 128-0.125 1 8 139 (92.7) - 11 (7.3)

CL 16-0.250 4 16 72 (48) - 78 (52)

MİK: Minimum inhibitör konsantrasyon, MEM: Meropenem, CAZ: Seftazidim, CZA: Seftazidim-avibaktam,  
CL: Kolistin.

* SDD: Standart dozda duyarlı.
** YDD: Yüksek dozda duyarlı.

Tablo III. İzolatlarda Saptanan Karbapenemaz Genlerinin Dağılımı

Karbapenemaz Geni Klebsiella pneumoniae (n= 150) Sayı (%)

blaOXA-48 107 (71.3)

blaKPC 25 (16.7)

blaNDM 7 (4.7)

blaOXA-48+blaKPC 10 (6.7)

blaOXA-48+blaNDM 1 (0.7)

blaVIM -

blaIMP -

Toplam 150 (100)
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olarak kullanılmaktadırlar18,19. Bu nedenle, ÇİD izolatlara etkili yeni antibiyotiklere her 
zamankinden daha fazla gereksinim duyulmaktadır. Seftazidim-avibaktam, geniş spekt-
rumlu bir sefalosporin olan seftazidim ve beta-laktam dışı beta-laktamaz inhibitörü olan 
avibaktamın kombinasyonundan oluşan yeni bir antibiyotiktir. Seftazidim-avibaktam, sı-
nıf A beta-laktamazlar, blaKPC gibi serin karbapenemazlar, sefalosporinazlar ve blaOXA-48 
dahil olmak üzere çeşitli sınıf D beta-laktamazları üreteren Enterobacterales izolatlarına 
karşı in vitro etki gösterebilmektedir. Seftazidim-avibaktam, aktif bölgede serin kalıntıla-
rının olmaması nedeniyle sınıf B tipi metalo-beta-laktamazlara etkili değildir20. Bu çalış-
mada seftazidim-avibaktam ve kolistinin karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatlarına 
karşı MİK değerleri ve çalışma izolatlarında karbapenem direnç genlerinin dağılımı değer-
lendirilmiştir.

Seftazidim-avibaktam için çeşitli çalışmalarda izolatların antibiyotiklere olan direnç 
durumu ve özellikle popülasyonun karbapenem direnç geni dağılımlarının farklılığına 
dayalı olarak değişen direnç oranları bildirilmektedir. Enterobacterales üyeleri için dünya 
genelinde seftazidim-avibaktamın direnç oranı genellikle %0.6'dan daha az bildirilmek-
tedir. Duyarlılık oranları, ÇİD ve GSBL pozitif K.pneumoniae izolatları arasında ise genel-
likle %94.8 ve üzerinde bildirilmiştir. Ancak karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatları 
arasında %21'e varan direnç oranları saptanmıştır21. Ayrıca, yapılan çalışmalarda izolat 
direnç profiline bağlı olarak daha yüksek direnç oranları bildirilmiştir. James A. Karlowsky 
ve arkadaşları22, 85 karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatının %51.8'inin seftazidim-
avibaktama dirençli olduğunu bildirmiştir. Öte yandan, Livermore ve arkadaşları23 sınıf 
A ve/veya sınıf D karbapenemaza sahip olan 572 Enterobacterales izolatının %1.2'sinin 
seftazidim-avibaktama dirençli olduğunu saptamıştır. Ülkemizde OXA-48 üreten Entero-
bacterales türlerinin antibiyotiklere duyarlılıklarının araştırıldığı yakın zamanda yapılmış 
bir çalışmada, 42 K.pneumoniae izolatında seftazidim-avibaktam ve kolistine direnç oran-
ları sırasıyla %48 ve %43 olarak bildirilmiştir24. Çalışmamızda yer alan tüm izolatların test 
edilen karbapenem direnç genlerinden en az birisine sahip olduğu bulunmuştur. Buna 
rağmen çalışmamızda, seftazidim-avibaktamın karbapenem dirençli K.pneumoniae klinik 
izolatlarına karşı iyi in vitro etkinlik gösterdiği saptanmıştır. Bu çalışmada toplam 150 
karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatının 11 (%7.3)’i seftazidim-avibaktama dirençli 
bulunmuştur. Seftazidim-avibaktam dirençli izolatlardan yedisinin sadece blaNDM, birinin 
blaOXA-48 ve blaNDM genlerine ve üçünün blaKPC genine sahip oldukları saptanmıştır. Bek-
lendiği gibi, metalo-beta-laktamaz üreten izolatlarda seftazidim-avibaktam için yüksek 
MİK seviyeleri (> 128 µg/ml) belirlenmiştir.

Bir siklik polipeptit antibiyotik sınıfı olan polimiksinler, ilk olarak 1947'de sporlu bir bak-
teri olan Paenibacillus polymyxa'dan (eski adıyla Bacillus polymyxa subsp. colistinus) elde 
edilmiştir. Polimiksinlerin bir üyesi olan kolistin (polimiksin E), ventilatörle ilişkili pnömoni 
ve bakteriyemi gibi karbapenem dirençli Enterobacterales üyelerine ait enfeksiyonlarının 
tedavisinde sıklıkla kullanılan bir başka değerli terapötik seçenektir5,6. Kolistin ile ilgili baş-
lıca olumsuzluklar nefrotoksisiteye neden olması, doz ayarlamasındaki zorluk ve direnç 
gelişimidir. Kolistinin gittikçe artan klinik kullanımı, özellikle karbapenem dirençli Ente-
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robacterales ile ilişkili enfeksiyonların yaygın olduğu ülkelerde yüksek direnç oranlarının 
gelişmesine neden olmaktadır4,7. Kolistinin hedefi olduğu lipopolisakkarit yapısındaki de-
ğişiklikler, lpxA, lpxC ve lpxD'deki mutasyonların neden olduğu lipid A kaybı, dış membran 
protein yapısının değişimi, pmrA ve pmrB genlerindeki mutasyonlar ve pmrA ve phoP'nin 
düzenleyici lokuslarındaki değişiklikler bakterilerde kolistin için başlıca direnç mekanizma-
larıdır. Ayrıca aktarılabilir plazmit aracılı direnç genleri, bakteriler arasında kolistin direnci-
nin gelişmesi ve yayılmasında da rol oynayabilir5,25. Son yıllarda farklı coğrafi bölgelerde 
yapılmış çeşitli çalışmalarda karbapenem dirençli Enterobacterales izolatları için kolistine 
karşı %13'ten %30.2'ye kadar değişen yüksek direnç oranları bildirilmiştir6,26-29. Çalışma-
mıza benzer bir popülasyonda yapılmış uluslararası bir sürveyans çalışmasında, blaOXA-48 
için pozitif olan 265 Enterobacterales izolatının %21.3'ünün kolistine dirençli olduğu bu-
lunmuştur30. Ülkemizden yakın zamanda yürütülmüş iki çalışmada K.pneumoniae izolat-
larının kolistine direnç oranları sırasıyla %39.5 ve %55.3 olarak bildirilmiştir31,32. Çalış-
mamızda izolatların 78 (%52)'inin kolistine dirençli olduğu bulunmuştur. Kan ve periferik 
kateterden elde edilen invaziv K.pneumoniae izolatları için kolistin direnç oranı ise %38.7 
(29/75) olarak saptanmıştır. Transtrakeal ve endotrakeal aspirat örneklerinde %82.5 ora-
nında kolistine yüksek direnç saptanmıştır. Literatürde kolistine duyarlılığın araştırıldığı 
çok merkezli sürveyans çalışmaları bulunmasına rağmen, kan ve dolaşım sistemi örnekleri 
dışında ve özellikle alt solunum yollarına ait karbapenemlere dirençli K.pneumoniae kli-
nik izolatlarında kolistin direncini bildiren sınırlı sayıda çalışmaya ulaşılmıştır. Asya-Pasifik 
bölgesinde antimikrobiyal direnç değişikliklerinin takip edildiği sürveyans programına ait 
bir çalışmada kolistin direnci çalışmamıza göre oldukça düşük oranda bildirilmiştir. Ça-
lışmada, alt solunum yollarından elde edilmiş ve karbapenemlere duyarlı olmayan 111 
K.pneumoniae izolatında kolistine direnç %8.1 olarak bulunmuştur33. Çalışmamızda yer 
alan karbapenem dirençli K.pneumoniae izolatlarında yüksek oranda kolistin direncinin 
saptanmış olması endişe verici bir duruma işaret etmektedir. 

Bakterilerin antibiyotiklere duyarlılıkları bir coğrafi bölgeden diğerine hatta bir mer-
kezden diğer merkeze değişiklik göstermektedir. Her ne kadar önemli laboratuvar verileri 
elde edilmiş olsa da çalışmamızın başlıca kısıtlılığı tek merkezli bir çalışma olmasıdır. Bu 
nedenle verilerimizin ülke verilerine genellenmesi doğru olmayacaktır. Antibiyotiklere di-
renç mekanizmalarının dağılımı, sağlık kuruluşlarında antibiyotiklerin klinik etkinliklerinin 
bir diğer önemli belirleyicisidir. Antibiyotiklerin etkinliklerinin araştırılacağı gelecekteki 
çalışmalarda, izolatların antibiyotik direnç mekanizmalarının kapsamlı moleküler anali-
zini içeren çalışmamıza benzer özellikte çalışmalar yürütülmelidir. Sonuç olarak, verile-
rimiz seftazidim-avibaktamın karbapenem dirençli K.pneumoniae klinik izolatları için iyi 
bir alternatif terapötik seçenek olduğunu göstermektedir. Çalışma izolatlarımızda yüksek 
oranda kolistin direncinin saptanmış olduğu göz önünde bulundurulmalıdır. Son çare 
tedavi seçeneği olan antibiyotiklerde yüksek oranda gözlenen direnç gelişimini önlemek 
için akılcı antibiyotik kullanım ilkelerine uyulmalıdır. Seftazidim-avibaktam ve kolistinin, 
özellikle karbapenem dirençli izolatların neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde kulla-
nımı öncesinde, uluslararası rehberlerde belirtilen esaslara uygun şekilde antimikrobiyal 
duyarlılık testleri yapılmalıdır.
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