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Karbapenemaz Ureten Klebsiella pneumoniae Suslarinin
Fosfomisin ve Kloramfenikol Duyarhliklarinin Arastiriimasi

Investigation of Fosfomycin and Chloramphenicol Susceptibility of Carbapenemase-

Producing Klebsiella pneumoniae Strains
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Ozet

Amag: Antimikrobiyal direng, tum diinyada son yillarin en ciddi
saglik sorunlarindan birisidir. Son yillarda, Glkemiz de basta ol-
mak Uzere bir¢ok ulkede coklu antibiyotik direncine sahip Kleb-
siella pneumoniae ciddi sorun olusturmaktadir. Bu calismanin
amaci, rektal surinti 6rneklerinden izole edilen karbapeneme
direncli K. pneumoniae suslarinda dirence neden olan moleku-
ler mekanizmalarin tespiti ve bu bakterilerin tedavide alternatif
olabilecek kloramfenikol ve fosfomisine duyarhliklarinin arasti-
rilmasidir.

Yontemler: Calismaya, yogun bakim Unitesi hastalarindan alinan
rektal surlntl orneklerinden 2 mg/It meropenem iceren Mac-
Conkey agarinda izole edilen 46 K. pneumoniae susu dabhil edil-
mistir. Suslarin karbapeneme direngleri gradyan serit yontemiyle
meropenem minimum inhibitor konsantrasyon degerleri belirle-
nerek dogrulanmistir. Karbapeneme direncli bulunan kokenler-
de bla,., bla,, bla,,, bla,, ve bla,, genlerinin varhg gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi kullanilarak arasti-
rilmistir. Kloramfenikol duyarhligi sivi mikrodiliisyon, fosfomisin
duyarhligi ise gradyan serit yontemleriyle degerlendirilmistir.
Bulgular: Tum K. pneumoniae suslarinda en az bir karbape-
nemaz geni saptanmistir. Bunlardan, OXA-48 tipi karbapene-
maz geninin tim suslarda pozitif oldugu, ayrica suslarin 12
(%26)'sinde OXA-48 ve NDM-1, 1 (%2)’inde ise OXA-48, NDM-1
ve IMP-1 karbapenemaz genlerinin ayni anda varligi saptanmis-

Abstract

Objective: Antimicrobial resistance is one of the most impor-
tant health problems of recent years. Multidrug-resistant Kleb-
siella pneumoniae strains have been causing serious problems
in many countries including Turkey in recent years. Aim of this
study was to detect molecular mechanisms behind the car-
bapenem resistance in carbapenem-resistant K. pneumoniae
strains isolated from rectal swab samples and investigate the
susceptibility of two potentially alternative drugs, fosfomycin,
and chloramphenicol.

Methods: 46 K. pneumoniae strains isolated from rectal screen-
ing cultures of intensive care unit patients by using MacConkey
agar containing 2 mg/L meropenem were included in this study.
Carbapenem resistance of strains were confirmed by minimum
inhibitor concentrations of meropenem obtained with gradient
strip test. Presence of the bla,,., blay,, bla,,, bla,,. and bla,,
genes were investigated by the real-time polymerase chain
reaction. Broth microdilution method was used to investigate
chloramphenicol susceptibility, and gradient strip test was used
to investigate fosfomycin susceptibility of the strains.

Results: At least one carbapenemase gene was detected in all
K. pneumoniae strains. While all strains were found positive for
the presence of OXA-48 type carbapenemase gene, 12 (26%)
out of 46 were positive for both OXA-48 and NDM-1 carbapen-
emase genes, and only one (2%) strain was positive for OXA-
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tir. Karbapeneme direncli K. pneumoniae suslarindan sadece 3 (%6)’l
fosfomisine duyarli bulunmus olmakla beraber, 23 (%50)’U kloramfe-
nikole duyarli bulunmustur. Birden fazla tiirde karbapenemaz ireten
suslarda gerek kloramfenikol gerekse de fosfomisin direncinin daha
yuiksek olma egilimi gézlenmistir.

Sonuclar: K. pneumoniae suslarindan sadece %6'sinin fosfomisine
duyarl bulunmasi, Glkemizde direncli kokenlerin neden oldugu infek-
siyonlarin tedavisinde bir secenek olma ihtimalinin diistik oldugunu
gostermektedir. Kloramfenikol duyarliligi fosfomisine oranla daha
yuksek (%50) bulunmus olmakla beraber, bu antibiyotigin sistemik in-
feksiyonlarda kullanilmaya baslanmasiyla ilgili daha fazla klinik veri-
ye gerek vardir. Ote yandan, farkl karbapenemazlari bir arada lreten
kokenler gerek kloramfenikol gerekse de fosfomisine daha direngli
olabilmektedir.
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Anahtar Sozciikler: Fosfomisin, karbapenemler, Klebsiella pneumo-
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48, NDM-1, and IMP-1 carbapenemase genes. Only 3 (6%) out of 46
strains were found susceptible to fosfomycin while 23 (50%) of them
were susceptible to chloramphenicol. Additionally, we observed that
the resistance rates to fosfomycin and chloamphenicol tended to be
higher among carbapenemase producers.

Conclusions: It is estimated that fosfomycin is not going to be a
good option for the treatment of infections caused by carbapenem-
resistant K. pneumoniae strains in Turkey since only 6% of them
were susceptible. Although the chloramphenicol susceptibility rate
(50%) was higher than fosfomycin, further clinical studies are re-
quired to provide a better knowledge about the usage of this an-
tibiotic in systemic infections. Moreover, multiple carbapenemase
producers tended to be more resistant to fosfomycin and also chlor-
amphenicol.
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Key Words: Fosfomycin, carbapenems,
chloramphenicol.

Klebsiella pneumoniae,

Giris

Karbapeneme direncli Enterobacteriaceae tirlerinin, ko-
lonize hastalarin saglik kuruluslarina girmesiyle beraber hizla
yayilabildikleri bilinmektedir. Hastane yogun bakim unitele-
rinde bu bakterilerin yayilliminin kontrolii amaciyla uygula-
nan Oonlemlerin basinda, rezervuar rolii oynayan infekte ve
kolonize hastalarin saptanmasi gelmektedir (1). Bu ¢oklu ilaca
direncli bakterilerin neden oldugu infeksiyonlara rastlandi-
ginda, kolonize hastalarin varhigini saptamak amaciyla rektal
suruantu orneklerinden tarama yapilmasi ve pozitif hastalarin
izolasyonu onerilmektedir (2,3).

Karbapenemler, ¢oklu ilaca direncli bakterilerle olusan
infeksiyonlarin tedavisinde sik kullanilan tedavi segeneklerin-
den biridir. Son yillarda, karbapenemaz treten Gram-negatif
bakterilerin neden oldugu infeksiyonlar 6zellikle hastanede
yatmakta olan hastalarda ciddi tedavi sorunlarina neden ol-
makla beraber, morbidite ve mortaliteyi artiran en 6nemli se-
bepler arasinda yer almaktadir (2,4). Bununla beraber, tim
diinyada giderek artan antibiyotik direnci ve direncli bakteri-
lere karsi tedavide kullanilabilecek antibiyotik segeneklerinin
kisith olmasi, bu infeksiyonlarin tedavisinde zorluklar yasan-
masina neden olmaktadir. Coklu ila¢ direncine sahip mikro-
organizmalarin tedavisindeki bu sorun, eski antibiyotiklerin
yeniden kullanimi gibi farkli tedavi arayislarina gidilmesine
sebep olmustur (5,6). Bunlardan birisi, komplike olmayan (ri-
ner sistem infeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kullaniimakta
olan fosfomisinin sistemik kullaniminin giindeme gelmesi ol-
mustur (7,8). Hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif etkin-
ligi olan fosfomisinin ¢oklu ilaca direncli bakterilerin neden
oldugu hastane infeksiyonlari dahil olmak tzere ciddi infek-
siyonlarin sistemik tedavisinde tek basina ve/veya kombine
olarak kullanilabilecegini bildiren ¢calismalar mevcuttur (7,9).
ilk kez 1949'da kullanima girmis olan kloramfenikoliin ise
genis bir etki spektrumuna sahip olmasi nedeniyle, 6zellikle
gelismekte olan ulkelerde, ¢oklu ilaca direngli bakterilerin ne-
den oldugu infeksiyonlar dahil olmak Uzere birgok infeksiyo-
nun tedavisinde alternatifler arasinda yer aldigi bilinmektedir
(5,10).

Bu calismanin amaci, rektal stirlintli 6rneklerinden izole
edilen karbapeneme direncli Klebsiella pneumoniae suslarin-
da dirence neden olan molekiiler mekanizmalarin tespiti ve

bu bakterilerin tedavide alternatif olabilecek kloramfenikol ve
fosfomisine duyarliliklarinin arastiriimasidir.

Yontemler

Yogun bakim unitelerinde tedavi goren hastalardan ta-
rama amaciyla alinarak Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na
gonderilen rektal struntd orneklerinden izole edilen kar-
bapeneme direnc¢li 46 K. pneumoniae susu calismaya da-
hil edilmistir. Hastalardan alinan slrintd ornekleri 2 mg/
It meropenem iceren MacConkey agar besiyerine ekilmis;
37°C’de 18-24 saat inklibasyonun ardindan kiltiirde ireyen
laktoz-pozitif Gram-negatif comaklar BD Phoenix™ (Becton
Dickinson, Sparks, MD, ABD) otomatize idantifikasyon ve
duyarhlk test sistemi kullanilarak tanimlanmistir. K. pne-
umoniae suslarinin karbapeneme direngleri meropenem
gradyan serit yontemi kullanilarak European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) kriterlerine
gore dogrulanmistir. Karbapeneme direngli bulunan bakte-
rilerde bla,,., bla,, bla,,,, bla,,. ve bla,, genlerinin varligi
arastirilmistir. Bu amagla DNA izolasyonu, High Pure PCR
Template Preparation (Roche Diagnostics GmbH, Mannhe-
im, Almanya) kiti kullanilarak tretici 6nerileri dogrultusunda
yapilmigtir. Elde edilen DNA 6rnekleri LightMix® (TIB Molbi-
ol GmbH, Berlin, Almanya) karbapenem paneli kullanilarak
LightCycler® 480 1l (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Almanya) cihaziyla ¢ogaltiimis; data analizleri LightCycler®
480 yazilimiyla yapilmistir.

Kloramfenikol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)
duyarhhgr sivi mikrodillisyon yontemiyle belirlenmistir. Bu
amacgla, katyon ayarli Mueller-Hinton buyyonu (Biolife ltalia-
na, Milano, italya) kullanilarak kloramfenikoliin 0.125-32 pg/
ml arasindaki seri diliisyonlari hazirlanmistir (11). Elde edilen
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri EUCAST
onerileri dogrultusunda degerlendirilmistir. Fosfomisin du-
yarlihginin belirlenmesinde kullanilan gradyan serit (Lio-
filchem S.r.l.., Roseto degli Abruzzi, italya) yontemi, iretici
firmanin onerileri dogrultusunda Mueller-Hinton agari (Sa-
lubris Biyoteknoloji Uriinleri, istanbul, Tirkiye) kullanilarak
uygulanmis, sonuglar EUCAST kriterleri kullanilarak deger-
lendirilmistir (12). Calismada, Escherichia coli ATCC 25922
standard susu kontrol olarak kullaniimistir.
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Bulgular

Kiltirde Ureyen tim K. pneumoniae susglarinda en az bir
karbapenemaz geni saptanmistir. Calismaya dahil edilen 46
karbapeneme direncli K. pneumoniae susunda saptanan kar-
bapenemaz genleri degerlendirildiginde; OXA-48 tipi karba-
penemaz geninin tim susglarda pozitif oldugu, ayrica bunlarin
12 (%26)'sinde OXA-48 ve NDM-1, 1 (%2)'inde ise OXA-48,
NDM-1 ve IMP-1 karbapenemaz genlerinin ayni anda bulun-
dugu saptanmistir.

Kloramfenikol icin MiK degerleri, suslarin sekizinde >256
pug/ml, birinde 64 pg/ml, sekizinde >32 pug/ml, tg¢iinde 32 pg/
ml, tGgtiinde 16 pg/ml, 13'Gnde 8 pg/ml, 10'unda ise 4 pg/ml
olarak saptanmistir (Tablo 1). Buna gore, suslarin 23'(i (%50)
kloramfenikole duyarli olarak bulunmustur. OXA-48'in yani
sira NDM-1 karbapenemaz genine de sahip 12 susun kloram-
fenikol duyarliligi %30 olarak saptanirken, bu oran sadece
OXA-48 karbapenemazini tiretenlerde %57 olarak bulunmus-
tur.

Fosfomisin igin gradyan seridi yéntemiyle saptanan MiK
degerleri, suslarin 43'inde >256 pg/ml olarak saptanmis ve
direngli olarak yorumlanmis, sadece 3 (%6) sus fosfomisine
duyarli bulunmustur. Fosfomisine duyarh bulunan 3 sus sa-
dece OXA-48 karbapenemaz geni agisindan pozitifken, fosfo-
misine direngli bulunan 43 sustan 30°'unda sadece OXA-48,
13'linde ise OXA-48'in yani sira diger karbapenemazlarin
varhigr da saptanmistir (Tablo 2). Ayrica, fosfomisine duyarli
lic sugun tamaminin ayni zamanda kloramfenikole de duyarh
olmasi dikkat cekmistir.

irdeleme

Gram-negatif bakterilerde 6ncelikle sinif A (6rnegin KPC)
ve sinif B (6rnegin IMP VIM ve NDM) g-laktamazlarla basla-
yan, ancak sonrasinda Turkiye basta olmak lizere birgok Ulke-
de sinif D (6rnegin OXA-48) pB-laktamazlarin hizla yayilmasiy-
la devam eden karbapenem direnci ciddi tedavi sorunlarina
yol agmaktadir (13). Calismamizda da karbapeneme direncli
oldugu tespit edilen tim bakterilerde pozitif bulunan OXA-
48 tipi karbapenemaz, digerlerine oranla zayif enzimatik ak-

Tablo 1. Klebsiella pneumoniae Suslarinin Kloramfenikol
Duyarhhiklar:

Karbapenemaz Duyarh Direncli
Tara Say1 (%) Sayi (%)
OXA-48 (n=33) 19 (83) 14 (61)
OXA-48 + NDM-1 (n=12) 4(17) 8 (35)
OXA-48 + NDM-1 + IMP-1 (n=1) 0 1(4)
Toplam (n=46) 23 (50) 23 (50)

Tablo 2. Klebsiella pneumoniae Suslarinin Fosfomisin
Duyarhhiklar:

Karbapenemaz Duyarh Direncli
Tard Sayi (%) Sayi (%)
OXA-48 (n=33) 3(100) 30 (70)
OXA-48 + NDM-1 (n=12) 0 12 (28)
OXA-48 + NDM-1 + IMP-1 (n=1) 0 1(2)

Toplam (n=46) 3(6) 43 (94)

tivitesi olmasina ragmen ciddi diren¢ sorunu olusturmaya
devam etmektedir. Bu ve benzeri karbapenemaz enzimlerini
kodlayan genlere sahip bakterilerle kolonize olan hastalarin
hastaneye yatis sirasinda tespit edilmesinin, bu bakterilerin
yayllmasinin engellenmesi acgisindan buyuk 6nem arz ettigi
kanaatindeyiz.

Son yillarda ¢oklu ilaca direngli bakteri sorununun sirek-
li artis gostermesi, bu infeksiyonlarda kullanilan antibiyotik
tedavilerinin yeniden gozden gecirilmesini gerekli kilmistir.
Fosfomisin, oncelikle Uriner sistem infeksiyonlarinin teda-
visinde kullanihyor olmakla beraber, karbapenemaz Ureten
Gram-negatiflerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde
de yeni bir alternatif olarak ele alinmaktadir (8). Literatlirde
coklu ilaca direncli Gram-negatif bakterilerin fosfomisin duyar-
lihk oranlarn yuiksek bildirilmis olmasina ragmen, calismamiza
dahil edilen karbapeneme direncli K. pneumoniae suslarindan
sadece 3 (%6)’inln fosfomisine duyarli bulunmasi, tilkemizde
boyle bir uygulamadan 6nce diren¢ oranlarinin belirlenmesi
gerektigini gostermistir (14,15). Calismamizda kloramfenikol
duyarlihg: fosfomisine oranla daha yliksek bulunmakla bera-
ber; Eliakim-Raz ve arkadaslari (16) yaptiklari ¢alisma netice-
sinde kloramfenikoliin solunum yolu infeksiyonlari ve menen-
jitlerde monoterapi olarak kullanildiginda mortalitenin artmasi
nedeniyle ilk secenek olarak kullanilamayacagini, ancak coklu
ilaca direncli bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarda baska
alternatif olmadiginda kullanilabilecegini belirtmigler; ayrica
bu antibiyotigin sistemik infeksiyonlarda yeniden kullaniimaya
baslanmasiyla ilgili daha fazla klinik calismaya gerek duyul-
makta oldugunu vurgulamislardir.

Gram-negatif bakterilerde antimikrobiyal direnc oranlari-
nin tium dlinya ¢apinda hizla artmasi, Ozellikle karbapeneme
direncli Enterobacteriaceae tirlerinin neden oldugu ciddi in-
feksiyonlarda tedavi segeneklerini ¢ok sinirli kilmakla bera-
ber, en uygun tedavi stratejileri olarak gliinimiizde mevcut
olan antimikrobiyal ajanlarin optimizasyonu ve kombinasyon
terapileri goriinmektedir. Bu infeksiyonlarin engellenmesin-
de ise yatan hastalardaki gastrointestinal kolonizasyonlarin
saptanmasi basta olmak Uzere, stirveyans kultirlerinin alin-
masi ve diger infeksiyon kontrol nlemlerinin dizenli sekilde
uygulanmasi 6nem tasimaktadir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemistir.
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