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Klebsiella pneumoniae Suslarinda
Cift Karbapenem ve Kolistin

Kombinasyonlarinin
In Vitro Degerlendirilmesi

Fatma Erdem, Ayham Abulaila, Mustafa Fevzi Ozsoy,
Osman ,Sahmgoz Zerrin Aktas, Oral Onciil

L U.Istanbul Tip Fakiiltesi



» Pan-drug Gram negatif bakterilerin ortaya cikmasi
kombinasyon tedavisini zorunlu hale getirmistir.

» Bu calismada, kombinasyon tedavisine yol gostermek
amaciyla,

» Kolistin ve karbapenemlere direncgli, OXA-48 (n=7)
ve NDM-1 (n=3), OXA48/NDM-1 (n=1) pozitif
Klebsiella pneumoniae suslarinda (n=10)

» Dama tahtasi sinerji testi ve zamana baglh oldirme
yontemleri kullanilarak ertapenem, meropenem,
kolistinin tek baslarina ve kombinasyonlarinin
etkinlikleri in vitro olarak degerlendirilmistir



Gerec¢ ve Yontem

» Antibiyotik duyarliliklari Gradient-test ve otomatize
sistemler (Phoenix) kullanilarak arastirildi.

» Sonuclar CLSI'in Onerilerine gore yorumlandi .

» Kolistin, ertapenem, meropenem veya imipeneme
direncli bulunan K. pneuomoniae suslari calismaya
alindi.

> zolatlarin beta laktamaz aktiviteleri
- GSBL E test,
- Blue-Carba (BCT)
- OXA-48 K-Se T test
- Modifiye Hodge test (MHT) ile tarandi.

CLSI_M100-524



Sinerji testleri

> Dama tahtasi yontemi (1XMIK)
» Zamana bagli oldurme yontemi

* Ertapenem

* Meropenem

e Kolistin

* Ertapenem/meropenem,
 Meropenem/kolistin,

* Ertapenem/meropenem/kolistin



Sinerji testleri

e Dama tahtasi yontemi degerlendirilirken FIK
FIK indeks degerleri kullanildi;
* FIK indeksi <0,5 sinerjist
FIK indeksi 0,5-1 aditif
* FIK indeksi 1-2  indiferens
F

IK indeksi >2  antagonist



Zamana bagl oldirme

yontemi

e Ertapenem (150 pg/ml),

 Meropenem (40 pug/mil)

e Kolistin (10 pg/ml)

» Cmax serum konsantrasyon degerleri kullanildi.

» Test edilen antibiyotiklerin izolatlar Uzerindeki
etkileri 2, 4, 6, 8 ve 24. saatlerde degerlendirildi.

» Kolistin ve kolistinin kombinasyonlarinin etkisi 30.
dakikada ayrica degerlendirildi.



Zamana bagl oldlirme

yontemi

> llaclarin tek tek ve kombine oldugu tuplere ekim
vapilir.(final inokulum 5x10°-1x107 arasinda olmalidir)

> Inkubasyon sirasinda tuplerden 0,2,4,6,8,12 ve 24
.saatlerde kati besiyerlerine pasaj alinir.

» Kombinasyon varliginda olusan koloni
sayisl,incelenen susa karsi en etkili ajanin tek basina
etkisi ile karsilastirildiginda koloni sayisinda 100 kat
azalma sinerji

» Daha az azalma aditif etki,
» 100 kat artis ise antagonizma olarak tanimlanir.



Direnc genleri PCR yontemi

ile arastirildi

» GSBL: TEM, SHV ve CTX-M (CTX-M-1,CTX-M-2,CTX-M-
8,CTX-M-9,CTX-M-25)

» Karbapenem direnci: OXA-48, OXA 181, KPC, IMP,
VIM, GES, SPM, SIM

» Kolistin direnci: pmrA, pmrB, phoP, phoQ ve mgrB

» Kazanilmis plazmidik kinolon direnci: gnrA, gnrB,
ve qnrS, aac(6’)-1b-cr, gepA

» Kazaniimis AmpC beta laktamaz: DHA, ACC, FOX, MOX,
CIT ve EBC

» Kazanilmis aminoglikozid direnci: 16SrRNA rmt (A-E)
genleri ve nmpA

Nordman P J Antimicrob Agents. 2015

Hanson ND J Clin Microbiol. 2002

Arakawa Y. Clin. Infect. Dis. 2007

Arakawa Y. Antimicrob. Agents Chemother 2007



PCR temelli plazmit

replikon tiplendirmesi

e 25 replikon icin 8 ayri multipleks PCR uygulandi.
* Replikonlar:

* HI1, HI2,

* 11, 12,

e X1, X2,

 L/M, N,

* FIA, FIB, FIC, FII, FIIS, FIIK,
 WYPA/TK,U,R, B/O, HIB-M

Carattoli, A. 2009. Resistance plasmid families in Enterobacteriaceae.Antimicrob. Agents
Chemother. 53:2227-2238




Klonal Iliskinin Arastirilmasi

> PFGE analizi

» MLST analizi (7 korunmus gen)

http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html



http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html

Taramali Elektron Mikroskobu

Goruntuleri (SEM)

» Antibiyotiklerin hiicre duvarina etkileri
taramali elektron mikroskobu ile gortntulendi.




BULGULAR




Antibiyotik Duyarlilik Sonuclari

(mg/L)

TGC OF AMC LEV DOR PTc AK Cl CRO XM Tz/TzL IP/IPL TOB CT/CTL

E.coli ATCC 0.25 0,94 0,06 0,012 2 0,64 0,12 6 - 0,25
16* 1.5* <4/<1 <0.025/0.064*

25922/35218* *

1 3 >32 128 >32 >32 >256 >256 16 >32  >256 >32/>4 <4/<1 192 >16/>1
2 0,38 >32 >32 >32 >32 >256 4 >32 >32 >256 >32/>4 <4/1,5 24 >16/>1
14 0,50 >32 >256 >32 4 >256 12 >32 >256 >256 >32/>4 4/0,5 24 >16/>1
21 0,5 >32 >256 >32 4 >256 8 >32 >32 >256 >32/>4 <4/1,5 24 >16/>1
22 1 >32 >256 32 >32 >256 >256 >32 >32 >256 >32/>4 <4/<1 >1024 >16/>1
24 0,50 >32 >256 32 >32 >256 6 >32 >32 >256 >32/>4 4/1,5 24 >16/>1
28 0,38 >32 >256 >32 4 >256 4 >32 >32 >256 >32/>4 <4/1 32 >16/>1
31 2 32 >256 >32 6 >256 8 >32 >32 >256 >32/>4 <4/2 32 >16/>1
37 0,50 >32 >256 >32 4 >256 >256 >32 >32 >256 >32/>4 <4/<1 >1024 >16/>1

B6 0,38 >32 >256 >32 12 >256 >256 >32 >32 >256 >32/>4 <4/<1 192 >16/>1




Antibiyotik Duyarlilik Sonuclari

(mg/L)

TGC OF AMC LEV DOR PTc AK Cl CRO XM Tz/TZL IP/IPL TOB CT/CTL

E.coli ATCC 0.25 0,94 0,06 0,012 2 0,64 0,12 6 - 0,25
16* 1.5* <4/<1 <0.025/0.064*

25922/35218* *
1 3 >32 128 >32 >32 >256 [>256 | 16 >32  >256 >32/>4 <4/<1 192 >16/>1
2 0,38 >32 >32 >32 >32 >256 4 >32 >32 >256 >32/>4 <4/1,5 24 >16/>1
14 0,50 >32 >256 >32 4 >256 12 >32 >256 >256 >32/>4 4/0,5 24 >16/>1
21 0,5 >32 >256 >32 4 >256 8 >32 >32 >256 >32/>4 <4/1,5 24 >16/>1
22 1 >32 >256 32 >32 >256 |>256| >32 >32 >256 >32/>4 <4/<1 >1024 >16/>1
24 0,50 >32 >256 32 >32 >256 6 >32 >32 >256 >32/>4 4/1,5 24 >16/>1
28 0,38 >32 >256 >32 4 >256 4 >32 >32 >256 >32/>4 <4/1 32 >16/>1
31 2 32 >256 >32 6 >256 8 >32 >32 >256 >32/>4 <4/2 32 >16/>1
37 0,50 >32 >256 >32 4 >256 |[>256| >32 >32 >256 >32/>4 <4/<1 >1024 >16/>1
B6 0,38 >32 >256 >32 12 >256 |>256 | >32 >32 >256 >32/>4 <4/<1 192 >16/>1




Antibiyotik Duyarlilik Sonuclari-2

(mg/L)

o "
1 16 >256 64 >32
2 16 >128 32 >32
14 4 32 24 4
21 16 >128 32 4
22 16 128 32 >32
24 16 >128 32 >32
28 16 >128 16 4
31 16 >128 64 6
37 16 128 32 4

B6 8 256 64 12



Karbapenemaz Tarama Testleri

BLUE CARBA TEST OXA-48 K-Set

ES W = =

BUtln suslar her iki test ile de pozitif sonu¢ vermistir.



Sinerji testleri sonuclari

 Dama tahtasi yontemi

* Ertapenem/meropenem (5/10)
Meropenem/kolistin (7/10)
Ertapenem/meropenem/kolistin (9/10)
oraninda sinerji saptandi.

= Antagonist etki saptanmadi.




Sinerji testleri [—

Son ugla rI i Sterilcontrol% It —_—
Sl 8 8 8
Zamana bagh oldiirme J [ s0omico]

yantemi ERAPENEM JJJ

O (

AMEROPENEM |Z| .....

COLISTIN 37°C

C

O

Kolistin+ertapenem+merop
enem kombinasyonu
bakterisidal aktivite
gosterdi.

ERT+MEM+COL

inokulumda > 2 log azalma ﬁ
sinerjistik etki , > 3 log ﬁ W CoUST
azalma bakterisidal etki

olarak yorumlandi. g

ERT+MEM

antib.

18



Sinerji testleri

Zamana bagli oldirme yontemi

Ertapenem ve meropenem ‘ indifirens etki
Meropenem/kolistin ‘ sinerjistik etki

Ertapenem/meropenem/ ‘

Kolistin sinerjistik etki



PCR, plazmit tiplendirmesi sonuclari

S S 3 [

NDM-1 INCR, INCH1b M, ST 14
CTX-M-15 INCF1b, INCFII

14

21

22
24

28

31

37

B6

TEM, SHV, rmtB, rmA

OXA-48
CTX-M-15

TEM, SHV, rmtD
OXA-48
CTX-M-15

TEM, SHV, rmtD

OXA-48
CTX-M-15,

TEM, SHV, rmtD
NDM-1,0XA-48
CTX-M-15, rmtC

OXA-48

CTX-M-15

TEM, SHV, rmt D

OXA-48

CTX-M-15

TEM, SHV

OXA-48

CTX-M-15

TEM, SHV

OXA-48, CTX-M-15, RmtC,QnrB

NDM-1

CTX-M-15, TEM. SHYV, CIT, rmtB-C, QnrS

INCR, INCL

INCR, INCL

INCR

INCR, INCL

INCR, INCL

INCR, INCL

INCR, INCL

INCR

INCR, INCA/C

ST101

ST101

ST101

ST395

ST101

ST101

ST101

ST395

ST15
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PFGE Analizi

250

1 Klebsiella pn.
b6 Klebsiella pn.
14 Klebsiella pn.
24 Klebsiella pn.
31 Klebsiella pn.
28 Klebsiella pn.
2 Klebsiella pn.
21 Klebsiella pn.
22 Klebsiella pn.
37 Klebsiella pn.



MLST analizi

> ( OXA-48) pozitif 6 izolat == ST101

> OXA -48 pozitif bir izolat =) ST395
» NDM-1 pozitif 1 izolat =) ST14
» NDM-1 pozitif 1 izolat —> ST 15

» OXA-48 ve NDM-1 pozitif m==p ST395


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26552763

Diren¢ genleri, dama tahtasi yontemi, zamana bagli

oldiirme yontemi, MLST, PFGE, plazmit tiplendirmesi
sonuclari

DAMA TAHTASI SONUGLARI ZAMANA BAGLI 6LUM MiK (MG/L) PLAZMIT
SONUCLARI PFGE, MLST
SUS GEN Ert+mem Mem+kol Ert+tmem+kol Ert+mem Mem+kol Ert+mem+kol ERT/MEM/COL SONUGLARI
NO
KP1 NDM-1 0.50.62 0.50.75 0.28 0.56 IND SYN SYN >128/64/16 INCR, INCH1b M,
CTX-M-15 SYN-ADT SYN-ADT  SYN-ADT INCF1b, INCFII
TEM, SHV, A
rmtB, rmA ST14
KP2 OXA-48 1-15 0.180.56 0.141.06 IND SYN SYN >128/32/16 INCR, INCL
CTX-M-15 IND-IND SYN-ADT  SYN-IND B
TEM, SHV ST101
rmtD
KP14 OXA-48 0.31 0.251.03 0.141.06 IND SYN SYN 32/32/4 INCR, INCL
CTX-M-15  0.56 SYN-IND ~ SYN-IND B
TEM, SHV SYN-ADT ST101
rmtD
KP21 OXA-48 0.50.75 0.50.56 0.50.62 IND SYN SYN 128/32/16 INCR
CTX-M-15, SYN-ADT ADT-SYN  SYN-ADT B
TEM, SHV ST101
rmtD
KP22 NDM- 0.50.62 0.050.5 0.150.53 IND SYN SYN 128/32/4 INCR, INCL
1,0XA-48 SYN-ADT  SYN-SYN SYN-ADT C
CTX-M-15, ST 395
rmtC
KP24 OXA-48 0.62 0.751 0.130.5 IND SYN SYN >128/32/16 INCR, INCL
CTX-M-15  0.75 ADT-IND  SYN-SYN B
TEM, SHV ~ ADT-ADT ST101
rmtD
KP28 OXA-48, 0.62 0.50.62 0.751 IND SYN SYN >128/16/16 INCR, INCL
CTX-M-15 0.75 SYN-ADT  ADT-IND B
TEM, SHV ADT-ADT ST101
rmtD
KP31 OXA-48 0.50 0.250.5 0.18 0.50 IND SYN SYN >128/64/16 INCR, INCL
CTX-M-15 1.12 SYN-ADT  SYN-SYN B
TEM, SHV SYN-IND ST101
rmtD
KP37 OXA-48 0.561 0.370.62 0.1250.56 IND SYN SYN 128/32/16 INCR
CTX-M-15, ADT-IND  SYN-ADT  SYN-ADT D, ST395
RmtC,QnrB
KPB6 NDM-1 0.50.75 0.560.75 0.260.5 IND SYN SYN 256/32/8 INCR, INCA/C
CTX-M-15, ADT-IND ADT-ADT SYN-SYN E
TEM. SHV, ST15
CIT, rmtB-

C, QnrS




Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) Goruntuler-1

HV |[mode/ mag O| WD ‘ HFW
30.00kV| SE [40000 x/11.7 mm|6.40 ym

KONTROL K. PNEUMONIAE B6
(ANTBIYOTIKSIZ) SUSUNUN EM
GORUNTUSU

KOLISTININ BAKTERI HUCRE ZARINDA
OLUSTURDUGU DEGISIKLIGIN EM GORUNTUSU




SEM Goruntuler-2

10 ym X
I.U. Chem. Eng. [mode| mag O] HFW |
3000kV SE |60 000 x 117mm 4.27 pm|

ERTAPENEMIN BAKTERI HUCRE DUVARINDA MEROPENEMIN BAKTERI HUCRE DUVARINDA
OLUSTURDUGU DEGISIKLIGIN EM MIKROSKOBI OLUSTURDUGU DEGISIKLIGIN EM
GORUNTUSU GORUNTUSU.




SEM Goruntuler-3

4 ,

mode ma mode | ma
e o ot 0 T e
MEROPENEM VE KOLISTIN ERTAPENEM/MEROPENEM
KOMBINASYONUNUN HUCRE

KOMBINASYONUNUN HUCRE DUVARI
DUVARINDA OLUSTURDUGU

UZERINDE OLUSTURDUGU DEGISIKLIGIN EM
DEGISIKLIGIN EM GORUNTUSU GORUNTUSU




SEM-4

‘ \

3 -

‘,’ 4' N

! ?

' ?
HV ~|mode| mag O WD | HFW 1 ym | HV [mode[mag O] WD | HFW 5 um

0.00kv| SE_|80000x|9.9 mm|3.20 um LU. Chem. Eng. §130.00kv| SE |20000x[11.7 mm|12.8 ym .U. Chem. Eng.
.00KVSE_L10000x 1.7 mm 16.0um) LU Chem. Eng. B0.00kv| SE [10000x[11.7 mm|25.6 ym| LU, Chem. Eng.

ERTAPENEM/MEROPENEM/KOLISTIN KOMBINASYONUNUN HUCRE DUVARINDA OLUSTURDUGU
DEGISIKLIGIN EM GORUNTUSU




Sonuc-1

» Bu calisma verilerine gore, ikili karbapenem
kombinasyonuna kolistinin eklenmesi suslar Uzerindeki
sinerjistik etkiyi bariz bir sekilde arttirmistir.

» Kolistin ve karbapeneme direncli K. pneumoniae
izolatlarinin tedavisinde Uc¢li kombinasyonun 6nemli
bir alternatif olacagi in vitro testlerle ortaya konmustur.

» Tedavinin yani sira epidemiyolojik acidan da
bakterilerin diren¢ mekanizmalarinin bilinmesi ve
tiplendirilmesi onemlidir.



Sonuc-2

» Calismamizda llkemizde endemik hale gecen ve
karbapenem direncinden sorumlu olan OXA-48 beta
laktamaz disinda, G¢ susta NDM-1 tipi beta laktamazin da
bulundugu saptanmistir.

» Bir sus hem NDM-1 hem de OXA-48 genini birlikte
tasimaktadir.

> Ulkemizde MLST analizi ile ilgili cok az yayin bulunmaktadir.
Bildigimiz kadariyla NDM-1 pozitif suslarda ST14 ve
ST15,ST395 tipi ilk defa bildiriimektedir.

» ST tiplerinin bilinmesi hem genetik evrim hem de suslarin
yvayllimiyla ilgili epidemiyolojik iliskileri kurmak acisindan
cok onemlidir






