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PROJE OZET BILGILERI: Tirrkgce Ozet ve ingilizce “Abstract’” seklinde hazirlanmalidr.
Projedeki faaliyetlerin kisa 6zetini icermeli ve 500 kelimeyi gegmemelidir. Anahtar sézcikler
de verilmelidir.

OZET

Gram negatif bakterilerde ortaya cikan karbapenem direnci tim dinyada énemi giderek
artan bir saglk problemidir. Karbapenem direnci ¢ogdunlukla c¢oklu ilaca direngli
mikroorganizmalarda goérulir ve tedavi secenekleri de bu nedenle kisithdir. Son yillarda
genislemis spekturumlu beta laktamazlar ve karbapenemazlar da dahil cogu beta laktamaz
Uzerine etkili relebaktam ve vaborbaktam piyasaya cikmistir. Bu beta laktamaz
inhibitorlerinin karbapenemlerle kombinasyonlari tedavi secenekleri kisith Gram negatif
bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde umut vadetmektedir. Ancak yapilan ¢alismalar bu iki
beta laktamaz inhibitdrinun, metallo-beta laktamaz (MBL) Ureten suslarda tutarl bir aktivite
gOstermedigini belirlemistir. Bu amagcla cesitli klinik érneklerden izole edilmis toplam 107
adet susun (Pseudomonas aeruginosa (16), Acinetobacter baumannii (37), Klebsiella
pneumoniae (34), Escherichia coli (13) ve Enterobacter sp. (7)) cesitli antibiyotiklere
duyarliliklari ve MBL Uretimleri arastinimistir. MBL negatif 44 adet susa karsi karbapenem-
beta laktamaz inhibitéri  kombinasyonlarinin  (imipenem-silastatin-relebaktam ve
meropenem-vaborbaktam) MiK ve MBK degerleri arastirimistir. Elde edilen sonuglara gére
imipenem-silastatin-relebaktam kombinasyonunun MiK degerleri (ug/ml) P. aeruginosa ve A.
baumannii’e karsi sirasiyla 0.125 - 8 ve 0.25 - < 64, K. pneumoniae’ye kargl 1 - < 64, E.
coli'ye karsi 0.06 - 1, Enterobacter sp.'ye karsi ise 4 - < 64 araliginda bulunmustur.
Meropenem-vaborbaktam kombinasyonunun MIK degerleri ise sirasiyla P. aeruginosa, A.
baumannii ve K. pneumoniae’ye karsi 0.125 - 8, 0.125 - < 64, 0.25 - < 64 ug/ml araliginda
tespit edilmistir. E. coli ve Enterobacter sp. suslari meropenem-vaborbaktam
kombinasyonuna daha duyarli bulunmuslar ve MiK araliklarinin sirasiyla 0.03 — 1 ve 0.06 —
32 upg/ml  oldugu godsterilmistir.  imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-
vaborbaktamin ve kolistin ile kombinasyon seklinde etkinlikleri checkerboard teknigi
kullanilarak arastiriimis ve bir K. pneumoniae (KP3) susuna kargl hem kolistin + imipenem-
silastatin-relebaktam hem de kolistin + meropenem-vaborbaktam kombinasyonlarinin, bir
Enterobacter sp. (EB1) susuna kargi da kolistin + meropenem-vaborbaktam kombinasyonun
sinerjist etki goOsterdigi tespit edilmistir. Calisilan suslarin higbirinde antagonist etki
gOrilmemistir. Zamana bagh éldirme deneylerinde de KP3 ve EB1 suslarina karsi Kolistin +
Meropenem-vaborbaktam kombinasyonu 4. ve 6. saatlerde erken sinerjist etki gosterilmistir.
imipenem ve meropenemin beta laktamaz inhibitérleri ile kombinasyonlari bes farkli cinse
ait, 28 bakterinin biyofilmlerine karsi MTT yontemi ile de denenmis ve sonuglara gore
imipenem-silastatin+relebaktam kombinasyonu calisilan tim bakterilere etkili olmus ve
canliik OD’sini kontrole goére azaltmistir. Meropenem-vaborbaktam kombinasyonu ise
yalnizca meropenemin 16 ug/ml’lik konsantrasyonunda, Enterobacter sp. hari¢ diger bakteri
gruplarina etkili olmustur. Sonug olarak; karbapenemlerin yeni beta laktamaz inhibitorleri
olan vaborbaktam ve relebaktam ile kombinasyonu tedavide 6nemli bir segenek olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Ozellikle kolistin ile kombinasyonlarinin ve biyofilmlere karsi
etkinliklerinin arastiriimasi amagclandigi ¢calismamizin sonuglarinin literatlire énemli katkilar
sunacagi dusunulmektedir.

Anahtar sozciikler: Karbapenem, Relebaktam, Vaborbaktam, Kolistin, Biyofilm

ABSTRACT

Carbapenem resistance in Gram negative bacteria is an increasing health problem
worldwide. Carbapenem-resistant microorganisms are often multidrug resistant
microorganisms and thus treatment options are limited. In recent years, relebactam and
vaborbactam, which are effective on most beta-lactamase including extended-spectrum
beta-lactamase and carbapenemase, has been released on the market. Combinations of
these beta lactamase inhibitors with carbapenems are promising in the treatment of Gram-
negative bacterial infections with limited therapeutic options. However, studies have
determined that these two beta lactamase inhibitors do not show consistent activity to strains
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producing metallo-beta lactamase (MBL). For this purpose, the susceptibility to various
antibiotics and MBL production of a total of 107 strains (Pseudomonas aeruginosa (16),
Acinetobacter baumannii (37), Klebsiella pneumoniae (34), Escherichia coli (13) and
Enterobacter sp. (7)) isolated from various clinical samples were investigated. MIC and MBC
values (ug/ml) of carbapenem-beta lactamase inhibitor combinations (imipenem-cilastatin-
relebactam and meropenem-vaborbactam) were investigated against 44 MBL-negative
strains. According to the results obtained, the MIC values (ug/ml) of the imipenem-cilastatin-
relebactam combination were 0.125 - 8 and 0.25 - < 64 against P. aeruginosa and A.
baumannii, respectively, 1 - < 64 against K. pneumoniae, and 0.06- 1 against E. Coli and 4 -
< 64 pg/ml against Enterobacter sp. The MIC values (pg/ml) of the meropenem-
vaborbactam combination were determined in the range of 0.125 - 8, 0.125 - < 64, 0.25 - <
64 pug/ml against P. aeruginosa, A. baumannii and K. pneumoniae, respectively. E. coli and
Enterobacter sp. strains were found to be more sensitive to the meropenem-vaborbactam
combination and the MIC ranges were shown to be 0.03 — 1 and 0.06 — 32 ug/ml,
respectively. The effectiveness of imipenem-cilastatin-relebactam and meropenem-
vaborbactam in combination with colistin was investigated using the checkerboard
technique, and both colistin + imipenem-cilastatin-relebactam and colistin + meropenem-
vaborbactam combinations against one K. pneumoniae (KP3) strain and the combination of
colistin + meropenem + vaborbactam against one Enterobacter spp. were found synergistic.
No antagonist effects were observed in any of the strains studied. In time kill assays, the
combination of colistin + meropenem-vaborbactam showed an early synergistic effect
against KP3 and EB1 strains at the 4th and 6th hours. Combinations of imipenem and
meropenem with beta lactamase inhibitors were also tested using the MTT method against
28 bacteria, and according to the results, the combination of imipenem-cilastatin-relebactam
was effective against all bacteria studied and reduced the viability OD compared to the
control. Meropenem-vaborbactam combination only found effective at a concentration of 16
Mg/ml of meropenem, except Enterobacter sp. In conclusion, the combination of
carbapenems with vaborbactam and relebactam, appears as an important option in
treatment. It is thought that the results of our study, which aims to investigate especially its
combination with colistin and its effectiveness against biofilms, will make important
contributions to the literature.

Keywords: Carbapenem, Relebactam, Vaborbactam, Colistin, Biofilm
1. GIRIS

Antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde tek etkili ilaglardir. Ancak hem tip hem
de tarim gibi alanlarda mevcut antibiyotiklerin yaygin olarak kullaniimasi antibiyotik direncine
neden olmustur. Ayrica ginimizde yeni antibiyotiklerin kesfi azaldigindan, ¢oklu antibiyotik
direncli ve mevcut tim antibiyotiklere direngli (pan-resistant) bakteriler nedeniyle ciddi
enfeksiyonlarin tedavi segenegi azalmig, hastalik yukua, hastaliga baglh mortalite ve ekonomik
kayiplar tim dunyada saglik sistemine 6nemli ylkler getirmistir (De Oliveira ve ark, 2020;
Nathan, 2020). ESKAPE grubu olarak adlandirilan ve o6zellikle hastane kaynakli
enfeksiyonlarda blyUk problemler yasatan A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve
Enterobacter sp rapor edilen pan-resistant suglarin 6nemli bir bolumunu olusturmaktadir
(Gllmez, 2013; Karakonstantis ve ark., 2020). Diinya Saglik Orgiti’niin 2017 yilinda “Acilen
yeni antibiyotiklere ihtiyag duyulan bakterilerin listesi’nde yayinladigi ESKAPE
mikroorganizmalarini ilag sirketleri icin oncelikli patojenler ilan etmesinden sonra hem bu
patojenlerin hem de antimikrobiyal direncin dnemi daha da vurgulanmigtir (Tacconelli vd.,
2018; WHO, 2017).

Biyofilm, mikroorganizmalarin herhangi bir ylzeye, ara ylzeye veya birbirlerine yapisarak
olusturduklari topluluklar olarak tanimlanmakta ve cesitli bakteri ve mantar tirleri tarafindan
olusturulmaktadir ve biyofilm igerisindeki htcreler antimikrobiyal ajanlara karsi planktonik
hicrelere gore yaklasik 1000 kat daha direnclidirler (Ciofu ve ark, 2015).

Tdm bu nedenlerden dolayr bu 6nemli saglik tehdidini ortadan kaldirmak igin direng
surveyans sistemlerinin olugturulmasi, diren¢ yodnetim uygulamalarinin yapilmasi, tip ve
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tarimda antibiyotik kullaniminin kontrol altina alinmasi gerekmektedir. Bu uygulamalardan en
onemlisi yeni ve etkili antibiyotiklerin geligtiriimesidir. Ancak son yillarda ¢ok az sayida yeni
antibiyotik Amerikan Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) tarafindan
onaylanmis ve enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi igin kullanima girmistir. Bunlardan
imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-vaborbaktam &zellikle Gram negatif
bakterilere etkin olan 6nemli kombinasyonlar olarak dikkat cekmektedir.

Karbapenemlerin yeni beta laktamaz inhibitérleri olan vaborbaktam ve relebaktam ile
kombinasyonu tedavide 6nemli bir segenek olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu nedenle
calismamizda, Ulkemizdeki hastalardan izole edilmis Gram negatif bakterilerin imipenem-
silastatin-relebaktam ve meropenem-vaborbaktamin etkinliklerinin belirlenmesi, antibiyotik
diren¢ verilerinin elde edilmesi, kolistin ile kombinasyonlarinin ve biyofilmlere Kkarsi
etkinliklerinin arastiriimasi amacglanmistir.

2. GENEL BILGILER: Proje konusunda proje teklifi sirasinda kullaniimis ve kabul edildikten
sonraki donem iginde dlnya literatiriinde gerceklesen yenilikler ve ¢ikmis olan makaleler
konusunda bilgi verilmeli, projenin mevcut literatir nasil katki sagladigi belirtiimeliidir.

Karbapenemlerin yeni beta laktamaz inhibitorleri olan vaborbaktam ve relebaktam ile
kombinasyonu tedavide onemli bir secenek olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Vaborbaktam
genis bir yelpazede beta laktamazlara karsi etkilidir ve meropenemle olan kombinasyonu
olan meropenem-vaborbaktam, FDA tarafindan 2017 yilinda onaylanmistir ve Gram negatif
bakterilere olan etkinligi ile ilgili galismalar tim dinyada devam etmektedir. Relebaktam ise
bir diger beta laktamaz inhibitorl olarak sentezlenmis ve karbapenem grubu bir antibiyotik
olan imipenem-silastatin, ile kombinasyonu komplike Uuriner sistem enfeksiyonlari ve
komplike karin ici enfeksiyonlarina karsi FDA tarafindan 2019 yilinda onaylanmistir (Smith
ve ark., 2020).

Proje kabul edildikten sonraki déonem iginde dinya literatiriinde gergeklesen yenilikler ve
¢cikmis olan makaleler incelendiginde, arastiricilarin farkli diren¢ mekanizmalarina sahip
Gram negatif bakterilere karsi meropenem-vaborbaktam ve imipenem-relebaktam
aktivitelerini arastirdigi ¢galismalarin hizla arttigi tespit edilmistir. Lasarte-Monterrubio ve ark.
(2022) tarafindan yapilan guncel bir c¢algsmada seftolozan/tazobaktam ve
seftazidim/avibaktam direngli P. aeruginosa suslarina kargl aralarinda imipenem-
relebaktamin da bulundugu cesitli antibiyotiklerin aktiviteleri arastiriimistir. Elde edilen
sonugclara gore imipenem-relebaktam, VIM-20 karbapenemaz tasiyan iki klinik izolat disinda
tim izolatlara karsi oldukga aktif bulunmustur. Bir baska calismada da karbapenem direngli
Enterobacterales ve P. aeruginosa suslarinin imipenem/relebaktama sirasiyla %98 ve %94
oranlarinda duyarl olduklari gdsterilmigtir (Wise ve ark., 2023). 2023 yilinda yapilan bir
arastirmada da seftazidim/avibaktam, meropenem-vaborbaktam ve imipenem-relebaktamin
karbapenemaz Ureten Enterobacterales’e karsi aktiviteleri arastiriimis ve suslarin %77’sinin
meropenem-vaborbaktama, %62’sinin ise imipenem-relebaktama duyarl olduklari tespit
edilmigtir.

Ancak yapilan literatir taramasi calismasinda meropenem-vaborbaktam ve imipenem-
relebaktamin kolistin ile kombinasyonlarinin gerek checkerboard gerekse zamana bagl
oldirme yontemiyle arastirildigi calismaya pek fazla rastlanmamigtir. Yapilan literatar
taramalarinda imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-vaborbaktamin
kombinasyonlarinin biyofilmlere karsi aktivitelerinin arastirildigi herhangi bir calismaya ise
rastlanmamigtir. Bu nedenle kolistin ile meropenem-vaborbaktam ve imipenem-relebaktamin
kombinasyonlarina ait ve biyofilm Uzerine etkilerinin belirlenmesine ait bulgularimizin hem
tedavisi oldukga gl¢c olan Gram negatif bakterilerin enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni bir
acilim saglayacagi hem de literatiire olumlu katkilar sunacagi disunulmektedir.

3. MALZEME ve YONTEM: Proje kapsaminda kullanilan yontemler belirtimelidir.
3.1. Mikroorganizmalarin Cesitli Antibiyotiklere Karsi Direng Profillerinin Belirlenmesi

Cesitli klinik drneklerden izole edilmis toplam 107 adet susun (Pseudomonas aeruginosa
(16), Acinetobacter baumannii (37), Klebsiella pneumoniae (34), Escherichia coli (13) ve
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Enterobacter sp. (7)) cesitli antibiyotiklere duyarliliklari EUCAST tarafindan belirtilen disk
difzyon yontemi ile saptanmigtir. Buna gore bakterilerin taze kulturleri McFarland 0.5, yani
1x 108 cfu/ml (cfu: colony-forming unit, koloni olusturan birim) olacak sekilde hazirlanmis ve
bu slspansiyonlar Mueller-Hinton agar Uzerine eklvyon yardimiyla sUrilip kisa bir sire
beklenerek agarin mikroorganizma sollisyonunu absorbe etmesi saglanmistir. imipenem (10
Mg), meropenem (10 ug), gentamisin (10 pg), tobramisin (10 pg), amikasin (30 ug),
siprofloksasin (5 pg), levofloksasin (5 ug), seftazidim (30 ug), sefepim (30 ug), piperasilin
(100 pg) ve aztreonam (30 pg) antibiyotiklerini iceren hazir diskler steril bir pens yardimiyla
agar yuzeyine yerlestirip 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan disklerin ¢cevresinde olusan
inhibisyon zon caplari dlgulerek degerlendirme yapiimigtir (EUCAST, 2019).

3.2. MBL Uretiminin Arasgtiriimasi

Disk diflzyon testi sonuclarina goére 96 sus (P. aeruginosa (13), A. baumannii (36), K.
pneumoniae (33), E. coli (8), Enterobacter sp. (6)) imipenem ve meropeneme direngli ve orta
duyarli bulunmustur. Bu bakterilerin, MBL enzim varligini belirlemek igin “meropenem-EDTA
kombine disk difiizyon testi” uygulanmistir. Buna goére bakterilerin taze kilttrleri McFarland
0.5, yani 1x 108 cfu/ml olacak sekilde hazirlanmis ve bu slispansiyonlar énceden hazirlanmis
Mueller-Hinton agar Uzerine eklvyon vyardimiyla surGlmustir. Agarin  mikroorganizma
solisyonunu emmesi saglandiktan sonra, 2 adet meropenem diski yerlestirip disklerden
birisinin Gzerine pH 8'de hazirlanmis 0.5 M EDTA solliisyonu eklenerek Petri kutulari 37°C’de
18-20 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra meropenem diski ile meropenem-EDTA’lI
diski zon ¢aplarinda 7 mm veya daha fazla fark bulunmasi MBL pozitif olarak kabul edilmistir
(Lee, 2003). MBL pozitif olarak tespit edilen suslar galismadan ¢ikariimis, MBL negatif olan
suslar ile deneylere devam edilmistir. Deneyler iki kez tekrar edilmistir.

3.3. Karbapenem+Beta laktamaz Iinhibitorlerinin Antimikrobiyal Etkinliklerinin
Belirlenmesi

3.3.1. Minimum inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerlerinin Saptanmasi

MBL negatif 44 adet susun karbapenem-beta laktamaz inhibitéri kombinasyonuna
(imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-vaborbaktam) karsi duyarliliklari EUCAST
tarafindan belirlenen mikrodilisyon ydntemi ile belirlenmis ve antimikrobiyal ajanlarin MiK
degerleri saptanmistir. Buna gdre relebaktam ve vaborbaktam hari¢ (relebaktam
konsantrasyonu 4 pg/ml, vaborbaktam konsantrasyonu ise 8 pg/ml tim kuyularda sabit
olacak sekilde uygulanmistir), antimikrobiyal maddelerin hazirlanan ¢ift kath seri
dilisyonlarina, mikroplaktaki son konsantrasyonu 5x10° cfu/ml olan bakteri stispansiyonlari
ilave edilmis ve 37°C’de 24 saat inklbasyonun ardindan Uremenin goérilmedigi en disuk
antimikrobiyal madde konsantrasyonu MiK degerleri olarak tanimlanmistir (EUCAST, 2019).
Deneyler en az iki kez tekrar edilmistir.

3.3.2. Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu (MBK) Degerlerinin Saptanmasi

Antimikrobiyal maddelerin (imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-vaborbaktam)
MBK degerlerini saptamak icin, MiK degerleri saptandiktan sonra Giremenin gérilmedigi her
kuyudan ikiser drnek olmak lGzere 2 x 10’ar pl pipetdr yardimiyla alinarak Petri kutusundaki
Triptik Soya agarin ylzeyine tatbik edilmis ve 37°C’de 24 saat inklbasyona kaldiriimistir.
Ertesi gun olusan koloniler sayilarak, inokulumun %99.9'unu dldiren en diguk antimikrobiyal
madde konsantrasyonu MBK degeri olarak kabul edilmistir (NCCLS, 2002). Deneyler en az
iki kez tekrar edilmigtir.

3.4. Karbapenem+Beta laktamaz inhibitorlerinin Kolistin ile Kombinasyonlarinin
Mikrodiliisyon “Checkerboard” Yontemiyle Arastiriimasi

MiK sonuglarina gore 44 adet sustan 28 tanesi (K.pneumoniae (4), P. aeruginosa (9), A.
baumannii (2), E. coli (8), Enterobacter sp. (5)) ile calismaya devam edilmesine karar
verilmistir (MiK degeri < 64 pg/ml cikan suslar calismadan cikarilmistir). MiK'leri belirlenen
karbapenem-+beta laktamaz inhibitorlerinin (imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-
vaborbaktam) ve kolistinin kombinasyon seklinde etkinlikleri checkerboard teknigi
kullanilarak arastiriimistir. Buna gére karbapenem+beta laktamaz inhibitérlerinin ve kolistinin
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mikroplak igerisinde farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerini iceren kombinasyonlari elde
edilmistir. Bunun igin antibimikrobiyallerin 2xMiK, MiK, MiK/2, MiK/4 ve MIK/8
konsantrasyonlarinin 4 kati konsantrasyonlar dis ortamda hazirlanip, mikroplagin dikey
duzlemine kolistinin agagidan yukari dogru artan konsantrasyonlari, yatay duzlemine ise
karbapenem+beta laktamaz inhibitérlerinin sagdan sola dogru artan konsantrasyonlari
koyulmustur. Daha sonra bu kuyulara 24 saatlik bakteri kiiltir stispansiyonlari 108 cfu/ml’ye
ayarlanarak ilave edilmis ve bir gece 37 °C’de inklbasyon sonrasi Ureme goérilmeyen
kuyularda bulunan iki antimikrobiyal maddenin en dislk konsantrasyonlari saptanarak
fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu (FiK) indeksi belirlenmistir. Calismada elde edilen
sonuglar FiK indeksi esas alinarak sinerjist (< 0.5 olan degerler), additif (0.5-4 olan degerler)
ve antagonist (= 4.0 olan degerler) olarak degerlendirilmistir (Odds, 2003).

3.5. Karbapenem+Beta laktamaz inhibitérlerinin Kolistin ile Kombinasyonlarinin
“Zamana Bagh Oldiirme” Yontemiyle Arastiriimasi

Kombinasyon testi sonuclarina goére secilen suslarin 24 saatlik bakteri kiltlr sispansiyonlari
ile antimikrobiyal maddelerin 1xMiK konsantrasyonlari karsilastiriimis ve 0., 2., 4., 6. ve 24.
saatlerde dérnekler alinarak seyreltmeler yapilarak 24 saat inkiibasyona kaldirilmigtir. Ertesi
glin olusan koloniler sayilarak, bakteri sayimlari yapilmis ve elde edilen sonucglar zaman ‘X’
ekseninde, logaritmik olarak ifade edilen bakteri sayisi ‘y’ ekseninde olacak sekilde
gosterilerek zaman- 6lim egrileri cizilmis ve sonuglar “National Committee for Clinical
Laboratory Standards-NCCLS” verilerine goére sinerjist, additif ve antagonist olarak
degerlendirilmistir (NCCLS, 2002).

3.6. Karbapenem+Beta laktamaz inhibitorlerinin Biyofiim Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesi

Calismaya devam edilen 28 bakterinin bir gecelik kilttrleri uygun islemlerden gegcirilerek 1x
108 cfu/ml olacak sekilde seyreltimis ve hazirlanan slispansiyonlari 96 kuyulu diz taban
polistiren mikroplaklara 100’er ul aktarilmistir. Plaklar 37°C’'de 24 saat inklibe edilerek
biyofilm olusumlari saglanmistir. Biyofilm olusumundan sonra ¢ok kanalli pipetér yardimiyla
besiyeri ortamdan uzaklastiriimis ve steril fosfat tamponu ile kuyucuklar yikanmistir.
imipenemin (¢ farkhh konsantrasyonu (1, 2 ve 4 ug/ml) relebaktam (4 pg/ml) ile;
meropenemin U¢ farkli konsatrasyonu ise (4, 8 ve 16 ug/ml) vaborbaktam (8 pg/ml) ile
kombine edilmis ve ilgili kuyucuklara ilave edilmistir. Mikroplaklar tekrar 24 saat inkibasyona
kaldiriimis ve inklibasyon sonrasi kuyucuklar tekrar steril fosfat tamponu ile yikanip 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) yéntemi ile incelenmistir. Uygun
sekilde hazirlanan MTT solusyonu kuyucuklara ilave edilip plaklar 35°C’de karanlikta 5 saat
inkibe edildikten sonra, ELISA mikroplak okuyucu cihazda (EON, Biotek) 490 nm dalga
boyunda kuyucuklarin optik dansiteleri saptanip kontrolle karsilastirilarak degerlendirilmeleri
yapllmigtir (Sabaeifard ve ark., 2014).

4. BULGULAR: Proje teklifinde belirtiimis olan is paketleri kapsaminda yurutilen faaliyetler
siralamasi ile elde edilen bulgular verilmelidir. Elde edilen bulgular gerekiyorsa tablo ve
grafik olarak verilmelidir. Varsa istatistik sonuglar, ara ¢iktilar ifade edilmelidir.

4.1. Mikroorganizmalarin  Cesitli Antibiyotiklere Karsi Direng Profillerinin
Belirlenmesine Ait Bulgular

Elde edilen sonuglara gore calisilan suslarin ¢gogunun karbapenemlere direngli olduklari
tespit edilmistir. A. baumannii, K. pneumonia ve E. coli izolatlarinin %90'iIndan fazlasinin
seftazidim ve piperasiline direngli oldugu bulunmustur. Siprofloksasin ve piperasilinin E.
coli'ye hicbir etki gostermedidi (zon gaplari=0 mm) ve P. aeruginosa susglarinin ¢cogunun
imipenem ve aztreonama direngli olduklari tespit edilmistir. Gentamisin ve amikasin hari¢
tim antibiyotiklerin Enterobacter sp.’e karsi etkisiz olduklari bulunmustur. Sonuglar Tablo
1'de gOsterilmistir.



Tablo 1: Disk difiizyon testine gére meydana gelen zon ¢aplari ve duyarli, orta duyarh
ve direg¢li sus sayilari

A. baumannii K. pneumoniae P. aeruginosa E. coli Enterobacter sp.
(n=37) (n=34) (n=16) (n=13) (n=7)

Arahk S I R | Aralk S I R | Aralk S | R | Aralk S | R | Aralk S I R

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
IPM 4-30 1 30 0-40 15 9 10 0-30 4 - 12 11-27 7 1 5 0-18 - - 7
MEM 0-30 3 1 33 0-24 2 5 27 0-40 5 - 11 8-28 7 - 6 0-10 - - 7
GN 0-32 3 - 34 0-34 6 1 27 0-36 7 - 9 0-24 9 - 4 0-14 - 1 6
™ 0-28 8 - 29 0-28 4 2 28 0-32 8 - 8 0-22 5 3 5 0-10 - - 7
AN 0-26 2 1 34 0-30 7 1 26 0-30 8 - 8 0-22 11 - 2 0-21 5 1 1
CIpP 0-36 2 - 35 0-36 4 1 29 0-42 7 - 9 0 - - 13 0 - - 7
LVX 0-30 3 3 31 0-36 5 - 29 0-40 7 1 8 0-15 - - 13 0-8 - - 7
CAZ 0-24 1 2 34 0-19 - 1 33 0-32 8 - 8 0-14 - - 13 0 - - 7
FEP 0-30 2 1 34 0-20 - 5 29 0-40 9 1 6 0-11 - - 13 0 - - 7
PIP 0-22 1 - 36 0-26 1 1 32 0-26 4 4 8 0 - - 13 0 - - 7
ATM 0-17 * * * 0-34 4 - 30 0-38 4 - 12 0-9 - - 13 0 - - 7

S: Duyarli, I: Orta Duyarli, R: Direngli
Imipenem (IPM), meropenem (MEM), gentamisin (GN), tobramisin (TM), amikasin (AN), siprofloksasin
(CIP), levofloksasin (LVX), seftazidim (CAZ), sefepim (FEP), piperasilin (PIP), aztreonam (ATM)

4.2. Metallo-Beta-Laktamaz (MBL) Uretiminin Arastirilmasina Ait Bulgular

Sonuglarimiza goére caligilan 96 sustan, 44 tanesi (K.pneumoniae (15), P. aeruginosa (9), A.
baumannii (6), E. coli (8), Enterobacter sp. (6)) MBL negatif olarak bulunmus ve deneyler bu
suslar ile devam etmisgtir.

4.3. Karbapenem+Beta laktamaz inhibitorlerinin MiK ve MBK Degerlerine Ait Bulgular

Sonuglarimiza gére imipenem-silastatin-relebaktam kombinasyonunun MiK degerleri (ug/ml)
P. aeruginosa ve A. baumannii’e kargi sirasiyla 0.125 - 8 ve 0.25 - < 64, K. pneumoniae’ye
karsi 1 - < 64, E. coliye kargi 0.06 - 1, Enterobacter sp.’'ye karsi ise 4 - < 64 araliginda
bulunmustur. Meropenem-vaborbaktam kombinasyonunun MIK degerleri ise sirasiyla P.
aeruginosa, A. baumannii ve K. pneumoniae’ye karsi 0.125 - 8, 0.125 - < 64, 0.25 - < 64
pug/ml araliginda tespit edilmistir. E. coli ve Enterobacter sp. suslari meropenem-
vaborbaktam kombinasyonuna daha duyarli bulunmuslar ve MiK araliklarinin sirasiyla 0.03 —
1 ve 0.06 — 32 pg/ml oldugu gdsterilmistir (Tablo 2).

Elde edilen sonuglara gore imipenem-silastatin-relebaktam kombinasyonu c¢alisilan hi¢ bir
konsantrasyonda P. aeruginosa ve K. pneumoniae suslarina kargi bakterisit etki
gbsterememistir. Kombinasyonlara ait MBK deg@erleri Tablo 2’de g&sterilmistir.

Tablo 2: Karbapenem+Beta laktamaz inhibitérlerinin MiK ve MBK araliklari (ug/ml)

imipenem-silastatin+relebaktam  Meropenem+vaborbaktam

MiK MBK MiK MBK
P. aeruginosa 0.125- 8 <64 0.125-8 1-<64
A. baumannii 0.25 -<64 1-<64 0.125-<64 2-<64
K. pneumoniae 1-<64 <64 0.25-<64 32-<64
E. coli 0.06 -1 0.25-< 64 0.03-1 0.06 - 16
Enterobacter sp. 4-<64 16 - <64 0.06 - 32 4-<64




4.4. Karbapenem+Beta laktamaz inhibitorlerinin Kolistin ile Kombinasyonlarina Ait
Bulgular

28 susa kars! karbapenem+beta laktamaz inhibitérlerinin ve kolistinin kombinasyon seklinde
etkinlikleri checkerboard teknigi kullanilarak arastiriimis ve elde edilen FIK degerleri Tablo
3'te gosterilmistir. Sonuclarimiza goére bir K. pneumoniae (KP3) susuna karsi hem kolistin +
imipenem-silastatin+relebaktam hem de kolistin + meropenem+vaborbaktam
kombinasyonlari sinerjist etki gostermistir. Bir diger sinerjist etki de Enterobacter sp. (EB1)
susunda kolistin + meropenem+vaborbaktam kombinasyonunda go6sterilmistir. Calisilan
suslarin higbirinde antagonist etki gorilmemistir.

Tablo 3: Karbapenem+Beta laktamaz inhibitorlerinin kolistin ile kombinasyonlari ile
elde edilen FiK degerleri

Sus numarasi K+iR K+MV
KP1 2 1,125
KP 2 1,06 1,06
KP 3 0,185 0,185
KP 4 1,03 1,03
AB 1 2 2
AB 2 1,06 1,06
EB 1 1,06 0,12
EB 2 2 1,125
EB 3 1,06 1,06
EB 4 1,25 1,25
EB 5 1 1,25
PA 1 1,06 1,06
PA 2 2,06 2,06
PA 3 1,125 1,25
PA 4 0,53 0,53
PA 5 1,125 1,06
PA 6 1,06 1,06
PA 7 1,06 1,06
PA 8 1,125 1,25
PA9 1,03 1,03
EC1 1 15
EC2 1,03 1,03
EC3 0,53 1,03
EC4 0,53 1,03
EC5 15 2
EC6 1 1
EC7 1 1
EC8 15 2

K+IR: Kolistin + imipenem-silastatin-relebaktam
K+MV: Kolistin + meropenem-vaborbaktam
KP: K. pneumoniae AB: A. baumannii EB: Enterobacter sp. PA: P. aeruginosa EC: E. Coli
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4.5. Karbapenem+Beta laktamaz inhibitérlerinin Kolistin ile Kombinasyonlarinin
“Zamana Bagh Oldiirme” Yontemiyle Arastiriimasina Ait Bulgular

Kombinasyon deneyi sonuglarina gére segilen 4 susun (KP3, EB1, PA4 ve EC3) sinerijist
veya sinerjiste en yakin kombinasyonlarina zamana bagl éldirme deneyleri yapilmistir. Elde
edilen sonugclara goére kolistin ¢calisilan dort susa karsgi da bakterisit aktivite géstermistir. KP3
ve EB1 suslarina karsi Kolistin + meropenem-vaborbaktam kombinasyonu 4. ve 6. saatlerde
erken sinerjist etki goOsterirken; PA4 susuna karsi da 4. saatte erken sinerjist etki
gOstermistir. EC3 susuna karsi ise Kolistin + imipenem-silastatin-relebaktam kombinasyonu

6. saatte erken sinerjist etki, 24. saattin sonunda ise additif etki gostermistir. Sonuclar Figlr
1’de gosterilmistir.
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Figlir 1: Karbapenem+beta laktamaz inhibitorlerinin kolistin ile kombinasyonlarinin
zamana-bagh éldiirme egrilerine ait bulgular

4.6. Karbapenem+Beta laktamaz inhibitérlerinin Biyofilm Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesine Ait Bulgular

imipenem ve meropenemin beta laktamaz inhibitérleri ile kombinasyonlari bes farkli cinse
ait, 28 bakteriye kargi MTT yontemi ile denenmis ve sonuglar Figlr 2'de goOsterilmigtir.
Sonuglara gére imipenem-silastatin+relebaktam kombinasyonu galisilan tim bakterilere etkili
olmus ve canliik OD’sini kontrole gore azaltmistir. Meropenem vaborbaktam kombinasyonu

ise yalnizca meropenemin 16 pg/mllik konsantrasyonunda Enterobacter sp. hari¢ diger
bakteri gruplarina etkili olmustur.
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Figir 2: Karbapenem+beta laktamaz inhibitorlerinin biyofilm Uzerine etkileri,
Imipenem () ve Meropenem (M) farkli konsantrasyonlarda kullaniimigtir.

KP: K. pneumoniae AB: A. baumannii EB: Enterobacter sp. PA: P. aeruginosa EC: E. coli
R: Relebaktam V: Vaborbaktam

5. TARTISMA VE SONUG: Projede elde edilen bulgular ve degerlendirmeleri sonucunda bir
hikim olusturulmah ve literatlr veriler ile karsilastirimalidir. Proje kapsaminda varsa
yontemde gerekli goérulen veya gerceklestirilen degisiklikler gerekceleri ile beraber bu
bélimde ifade edilmeli ve sonucunda hedeflenen noktaya ulasilip ulasiimadigi hikme
baglanmalidir.

Gram negatif bakterilerde gorilen yaygin diren¢ mekanizmalarindan biri beta-laktam
antibiyotiklere kargi gelisen direnctir. Bu direncin en yaygin mekanizmasi beta laktamaz
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uretimi ile bakterilerin beta laktam antibiyotikleri pargalamalari ve etkinliklerinin yok olmasina
neden olmalaridir. Geniglemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) enzimlerin varligi beta
laktam antibiyotiklerle birlikte beta laktamaz inhibitdrlerinin de etkinliginin yok olmasina
neden olmustur (Tooke ve ark., 2019). Bu nedenle yeni beta laktamaz inhibitorleri
sentezlenmis ve kullanimi onaylanmistir. Yeni beta laktamaz inhibitérlerinin beta laktam
antibiyotikleri ile kombinasyonlari Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde umut
vadetmektedir. Beta laktam grubu antibiyotiklerden olan karbapenemler beta laktamazlardan
etkilenmektedir ve karbapenem direnci tum dunyada yaygin olarak rapor edilmektedir.

DSO 2017 yilinda yeni antibiyotiklere ihtiyac duyulan éncelikli patojenler listesi yayinlamistir.
Bu rapora goére kritik durumda bulunan ve birinci Oncelik olarak belirlenen bakteriler
karbapenem direngli A. baumannii, karbapenem direngli P. aeruginosa ve karbapenem
direncli, GSBL Ureten Enterobacteriaceae’dir (WHO, 2017). Bu diren¢ mekanizmalarina
karsi mucadelede yenilik¢i tedavi seceneklerine ihtiyag vardir.

Calismamizda cesitli klinik drneklerden izole edilmis toplam 107 adet susun (P. aeruginosa
(16), A. baumannii (37), K. pneumoniae (34), E. coli (13) ve Enterobacter sp. (7)) cesitli
antibiyotiklere duyarliliklari EUCAST tarafindan belirtilen disk difluzyon yontemi ile
saptanmistir. Elde edilen sonuglara goére calisilan suslarin ¢ogunun karbapenemlere,
seftazidim ve piperasiline direncli olduklar tespit edilmistir. Yapilan diger ¢calismalarda da A.
baumannii (Namaei ve ark., 2021, Yadav ve ark., 2020), K. pneumoniae (Candan & Akstz
2015), P. aeruginosa (Dumaru ve ark., 2019), E. coli (Avcioglu ve ark., 2020) ve
Enterobacter sp. (Tanriverdi Cayci ve ark., 2020) suslarinin benzer duyarlilik profillerine
sahip olduklari gosterilmistir.

imipenem-relebaktam ve meropenem-vaborbaktam kombinasyonlari, karbapenemlere karsi
gelisen direngte en dnemli mekanizmalardan olan MBL pozitif suglara karsi etkisizdirler
(Leone ve ark., 2019). Bu amacla disk diflizyon testi sonuclarina gére karbapenemlere
direncli ve orta duyarli bulunan bakterilerin, MBL enzim varhgini belirlenmis ve 96 sustan, 44
tanesi (%45.83) MBL negatif olarak bulunmus ve deneyler bu suslar ile devam etmistir.
imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-vaborbaktamin MIK ve MBK degerleri
arastiriimistir. imipenem-silastatin-relebaktam kombinasyonunun MiK degerleri (ug/ml) P.
aeruginosa ve A. baumannii’e kargi sirasiyla 0.125 - 8 ve 0.25 - < 64, K. pneumoniae’ye
karsi 1 - < 64, E. coliye karsi 0.06 - 1, Enterobacter sp.’ye karsi ise 4 - < 64 araliginda
bulunmustur. Meropenem-vaborbaktam kombinasyonunun MiK degerleri ise sirasiyla P.
aeruginosa, A. baumannii ve K. pneumoniae’ye karsi 0.125 - 8, 0.125 - < 64, 0.25 - < 64
Mg/ml araliginda tespit edilmistir. E. coli ve Enterobacter sp. suslari meropenem-
vaborbaktam kombinasyonuna daha duyarli bulunmuslar ve MiK araliklarinin sirasiyla 0.03 —
1 ve 0.06 — 32 ug/ml oldugu gdsterilmistir. Elde edilen sonuglara gére imipenem-silastatin-
relebaktam kombinasyonu c¢alisilan hi¢ bir konsantrasyonda P. aeruginosa ve K.
pneumoniae suslarina karsi bakterisit etki gdsterememistir.

Nordmann ve ark. (2023) tarafindan yayinlanan g¢alismada sahip olduklari karbapenemaza
bagll olarak degismekle birlikte imipenem-relebaktamin MiK degerleri (ug/ml) E. coli, K.
pneumoniae ve Enterobacter cloacae igin sirasiyla, 32-0.06, >128-0.06 ve 32-0.125;
meropenem-vaborbaktamin ise >64-0.016, >64-0.023 ve >64-0.016 olarak tespit edilmistir.
imipenem direncli dokuz P. aeruginosa susuna aralarinda imipenem-relebaktamin da
bulundugu cesitli antibiyotiklerin etkisinin arastirildigi bir baska calismada da, imipenem-
relebaktamin bu suslara karsi MiK degerinin 1-8 pg/ml arasinda degistigi tespit edilmistir
(Asempa ve ark., 2019).

Birden fazla sayida antimikrobiyalin eszamanh olarak kullaniimasi olarak tanimlanan
‘kombinasyon tedavisi”’, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi igin kullanilan ydntemlerden
biridir. Calismamizda imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-vaborbaktamin kolistin
ile  kombinasyon seklinde etkinlikleri checkerboard teknigi kullanilarak arastiriimistir.
Sonuglarimiza gore bir K. pneumoniae susuna karsi hem kolistinin hem imipenem-silastatin-
relebaktam hem de meropenem-vaborbaktam ile kombinasyonlari sinerjist etki gostermistir.
Bir diger sinerjist etki de Enterobacter sp. susunda kolistin ile meropenem-vaborbaktam
kombinasyonunda gdsterilmistir. Bu sonuglarina gére secilen 4 susun kombinasyonlarina
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zamana bagh o6ldirme deneyleri de yapimistir. K. pneumoniae ve Enterobacter sp.
suslarina kargi Kolistin + meropenem-vaborbaktam kombinasyonu 4. ve 6. saatlerde erken
sinerjist etki gosterirken; P. aeruginosa susuna karsi da 4. saatte erken sinerjist etki
gostermigtir. E. coli suguna kargi ise kolistinin imipenem-silastatin-relebaktam kombinasyonu
6. saatte erken sinerijist etki, 24. saattin sonunda ise additif etki gostermistir.

Asempa ve ark. (2019) dokuzu imipenem direncli olan, 10 P. aeruginosa susuna karsi
imipenem-relebaktamin amikasin veya kolistin ile kombinasyonlarini arastirmislardir.
Calismanin sonuglarina gére imipenem-relebaktam+kolistin  kombinasyonunun dokuz
imipenem direncgli sustan sekiz tanesine sinerjist etki gosterdigi tespit edilmistir. Zamana
bagl éldirme deneylerinde de ayni kombinasyonun 6 saatte tUm suslara karsi bakterisidal
etkili oldugu ve sekiz susa karsi yine sinerjist etki gosterdigi bulunmustur.

Karbapenem direngli K. pneumonaie suglarina kargi aralarinda meropenem-vaborbaktam ve
imipenem silastatin-relebaktamin da bulundugu cesitli antibiyotiklerin ve kombinasyonlarin
arastirlldigi bir bagka calismada ise imipenem silastatin-relebaktamin 12. saatte suslarin
cogunun sayisini 5 log’dan fazla azalttigi, meropenem-vaborbaktamin ise 24. saatte
bakterisidal aktivite gdsterdikleri tespit edilmistir (Yu ve ark., 2021). Benzer sekilde yapilan
birka¢ ¢alismada da bu kombinasyonlarin doza bagli olarak bakterisidal aktivite gosterdikleri
tespit edilmigtir (Biagi ve ark., 2020; Rogers ve ark., 2023).

Biyofilm icerisinde yer alan hucreler antibiyotiklere olduk¢a direncli oldugundan farkli
antibiyotik toleransli alt populasyonlari ortadan kaldirmak ve biyofilm icerisinde bakterilerde
antibiyotik direncine neden olan mutasyonlarin meydana gelmesini énlemek icin biyofilm
enfeksiyonlarinin tedavisinde yuksek dozda antibiyotik ve/veya kombinasyon tedavisinin
kullanilmi gerekmektedir (Ciofu ve ark., 2015). Bu amagcla calismamizda imipenem ve
meropenemin beta laktamaz inhibitérleri ile kombinasyonlari biyofilm igerisindeki hicrelere
karsi denenmis ve imipenem-silastatin-relebaktam kombinasyonunun calisilan tim
bakterilere karsi etkili meropenem vaborbaktam kombinasyonu ise yalnizca meropenemin 16
Mg/ml'lik konsantrasyonunda etkili oldugu (Enterobacter sp. harig) tespit edilmistir.

Yapilan literatir taramalarinda  imipenem-silastatin-relebaktam ve  meropenem-
vaborbaktamin kombinasyonlarinin biyofilmlere karsi aktivitelerinin arastirildigi herhangi bir
calismaya ise rastlanmamistir.

Sonug¢ olarak; karbapenemlerin yeni beta laktamaz inhibitorleri olan vaborbaktam ve
relebaktam ile kombinasyonu tedavide dnemli bir se¢enek olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ancak yapilan literatir arastirmalarinda kombinasyon ile illgili calismalarin oldukga kisitl
oldugu goérilmis hatta biyofilmlere karsi aktivitelerinin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle, tlkemizdeki hastalardan izole edilmis Gram negatif bakterilerin
imipenem-silastatin-relebaktam ve meropenem-vaborbaktamin etkinliklerinin belirlenmesi,
antibiyotik direng verilerinin elde edilmesi, kolistin ile kombinasyonlarinin ve biyofilmlere karsi
etkinliklerinin arastirlmasi amaglandigi ¢alismamizin sonuglarinin literatlire édnemli katkilar
sunacagi dusunulmektedir.
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EKLER: Proje faaliyetleri sirasinda yapilmig makale, kongre bildirisi, teknik rapor, patent
basvurusu gibi ¢iktilar belirtiimeli ve kunyeleri ile hem akademik veri yonetim sistemine proje
atif edilerek islenmeli hem de bu boélimde listelenmelidir. Yayinlanmis makalelere alinmis
atiflar var ise bu bélumde bunlarda gosteriimelidir.
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