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OZET

Direncli Gram negatif bakteri enfeksiyonlariyla miicadelede son antibiyotik
seceneklerinden olan kolistine direcin giderek atmasi, insan sagligi izerine ciddi tehdit
olusturmaktadir. izolatlarin kolistin duyarliliginin dogru ve hizli bir sekilde
belirlenmesi, tedavinin basarisi i¢in ¢ok onemlidir. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi Komitesi (EUCAST) ve Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi
(CLSI)’niin, kolistin duyarlili§inin tespiti i¢in ortak onerisi, s1tvi mikrodiliisyon (BMD)
yontemidir. BMD, hazirlanmasi yogun emek ve zaman isteyen bir duyarlilik test
yontemi oldugundan laboratuvarlarda rutin kullanimi zordur. Giiniimiizde bu amagla
gelistirilmis, uygulamasi kolay bircok ticari mikrodiliisyon testi bulunmaktadir.
Laboratuvarlarda siklikla kullanilan otomatize sistemler ve diger test yontemlerinin
kolistin duyarliligini belirlemedeki gilivenilirligini arastiran ¢cok sayida ¢alisma mevcut
olmakla birlikte, BMD disindaki yontemler halen tartismalidir.

Phoenix™ M50 otomatize sistemiyle ¢oklu ilaca diren¢li (MDR) saptanan ve
kolistin MiK degeri <1 pg/mL belirlenen, 25 adet P. aeruginosa, 25 adet E. coli, 25
adet A. baumannii ve 25 adet K. pneumoniae ¢alismaya dahil edilmistir. Toplam 100
izolatta kolistin duyarliligi Sensititre™ testiyle de c¢alisilmis ve sonuglar BMD
yontemiyle karsilastirilarak bu testlerin performanslari aragtirilmstir.

Tilim izolatlar i¢in, Phoenix™ otomatize sisteminin sonuglart BMD yontemiyle
kiyaslandiginda 4 izolatta ¢ok biiyiik hata (CBH) saptandi. Kategotik uyum (KU) %96
ve CBH %100 olarak belirlendi. Tiim izolatlar i¢in Sensititre™ ticari mikrodiliisyon
yonteminin sonuglart BMD yoéntemiyle kiyaslandiginda 1 biiytik hata (BH) bulundu,
KU %99, esansiyel uyum (EU) %69, CBH %0 ve BH %1,04 olarak hesaplandi.

Bu calismada kolistin duyarliligint belirlemede referans BMD yontemi ile
karsilagtirilan iki duyarlilik test yonteminin de kabul edilebilir antimikrobiyal
duyarlilik testi performansi kriterlerini karsilamadigi gézlenmistir. Buna gore kolistin
duyarliliginin, uygulamasi zor da olsa, BMD ile belirlenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Sivi mikrodiliisyon, Antimikrobiyal duyarlilik testi,

Kolistin
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ABSTRACT

COMPARISON OF BROTH MICRODILUTION AND COMMERCIAL
MICRODILUTION METHODS TO DETECT THE COLISTIN SUSCEPTIBILITY
IN MULTIDRUG-RESISTANT GRAM-NEGATIVE BACTERIA

The increasing resistance to colistin, which is one of the last antibiotic options
in the fight against resistant Gram-negative bacterial infections, poses a serious threat
to human health. Accurate and rapid determination of colistin susceptibility of isolates
is very important for the success of treatment. The joint recommendation of the
European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) for the detection of colistin
susceptibility is the broth microdilution (BMD) method. Since BMD is a susceptibility
test method that requires intensive labor and time to prepare, its routine use in
laboratories is difficult. Today, there are many commercial microdilution tests
developed for this purpose that are easy to apply. Although there are many studies
investigating the reliability of automated systems and other test methods frequently
used in laboratories in determining colistin susceptibility, methods other than BMD
are still controversial.

25 P. aeruginosa, 25 E. coli, 25 A. baumannii and 25 K. pneumoniae isolates,
which were found multi-drug resistant (MDR) and colistin MIC value was <1 pug/mL
with the Phoenix™ M350 automated system, were included in the study. Colistin
susceptibility was also studied in 100 isolates with the Sensititre™ test, and the
performances of these tests were investigated by comparing the results with the BMD
method.

For all isolates, the results of the Phoenix™ automated system were compared
with the BMD method, and 4 isolates had very major error (VME). The categotic
agreement (CA) was determined as 96% and MDR 100%. For all isolates, 1 major
error (ME) was found when the results of the Sensititre™ commercial microdilution
method were compared with the BMD method. CA was calculated as 99%, essential
agreement (EA) as 69%, VME 0% and ME 1.04%.

In this study, it was observed that both susceptibility test methods compared

with the reference BMD method in determining colistin susceptibility did not meet the



criteria for acceptable antimicrobial susceptibility test performance. Accordingly,
colistin sensitivity should be determined by BMD, even if it is difficult to apply.

Keywords: Broth microdilution, Antimicrobial susceptibility testing, Colistin
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1. GIRIS

Tarih boyunca enfeksiy6z hastaliklarda etken mikroorganizmalarla
miicadelede oganik ve inorganik bir¢ok madde kullanilmistir. 1940’larda penisilinin
kesfiyle baslayan, "antibiyotiklerin altin ¢ag1" olarak anilan donem 1970’lere kadar
yogun calismalarla devam etmis, antibiyotiklerin baslica siniflar1 ¢ogunlukla bu
donemde kesfedilip klinik tedavide kullanilmaya baglanmistir (1,2).

Yirminci ylizyilda antimikrobiyallerin ortaya ¢ikmasi, enfeksiyoz hastaliklarin
yayilimini kontrol altina alarak tip diinyasinda yeni bir donem baglatmistir (3). 1900
yilinda %0,797 olan enfeksiyon hastaliklarindan 6liim oranlarinin, antibiyotiklerin
piyasaya siiriilmesinden sonra, 1980'de %0,036’lara kadar geriledigi gortilmistiir (2).
Ancak antimikrobiyal ajanlarin kullanilmaya baslamasindan sonra kisa siire icinde
ortaya ¢ikan antibiyotik diren¢ sorunu biiyilk bir saglik krizini de beraberinde
getirmistir (3). Antimikrobiyal ajanlarin uygunsuz kullanimi ve artan tiiketimi,
uluslararasi seyahatler ve insan gdcili bakterilerin diren¢ gelistirmesinde ve direngli
suslarin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (4).

Bakteriler, baz1 antibiyotiklere kars1 dogal direngli olabilecegi gibi duyarl
olduklar1 antibiyotiklere sonradan farkli mekanizmalarla direng gelistirebilmektedir.
Bu durum mikroorganizma tarafindan ilaci parcalayan enzimlerin sentezlenmesi ile
antibiyotigin inaktive edilmesi, antibiyotigin baglanacagi hedef molekiilde degisiklik
olusturulmasi, dis zar permeabilitesinin azaltilmas1 veya efluks pompalar ile
antibiyotigin hiicre i¢i konsantrasyonlarinin azaltilmasi gibi ¢esitli mekanizmalarla
saglanabilmektedir (5).

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezleri
(CDC ve ECDC), nozokomiyal enfeksiyonla iliskili mikroorganizmalardaki
antimikrobiyal direnci karakterize eden spesifik tanimlamalar sunmustur.
Mikroorganizma {i¢ veya ligten fazla antibiyotik sinifindan en az birer ilaca direngliyse
MDR, sadece bir veya iki antibiyotik grubuna duyarl, diger antibiyotik siniflarindan
en az birer ajana direngliyse yaygin ilaca direngli (XDR), tiim antimikrobiyallere
direncli ise de tiim ilaglara direngli (PDR) olarak adlandirilmistir (6).

Coklu ilaca direncli bakteriler, hem toplum kaynakli hem de nozokomiyal
enfeksiyon etkenleri arasinda gittikge artmakta ve halk sagligi lizerine ciddi tehdit

olusturmaktadir (7,8). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde yillik 2.8 milyonun



tizerinde antibiyotige direncli bakteriyel enfeksiyon meydana geldigi ve 35.000’den
fazla insanin bu enfeksiyonlar nedeni ile hayatini kaybettigi bildirilmektedir (9).
Bakterilerin antibiyotik direnci, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan halk
sagligiin karsi karsiya oldugu ii¢ temel sorundan biri olarak belirlenmistir (10).
Direng gelisimi ile ilgili gerekli 6nlemler alinmazsa, 2050 yilina kadar, antimikrobiyal
direngli enfeksiyonlarin diinya ¢apinda yilda 10 milyon kadar insanin 6liimiine yol
acacagl tahmin edilmektedir (11).

Diinya Saglik Orgiitii’niin, halk saglig1 {izerine en biiyiik tehdidi olusturan ve
yeni antibiyotiklere siddetle ihtiya¢ duyulan direncli bakterileri bildirdigi raporda, en
tist sirada karbapenem direncli Acinetobacter baumannii (A. baumannii), karbapenem
direncli Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve genis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) tireten, karbapeneme direngli Enterobacteriaceae iiyeleri yer almaktadir (12).
Amerikan Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi (IDSA), Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae), P. aeruginosa, A. baumannii, Enterobacter spp., Staphylococcus aureus
(S. aureus) ve Enterococcus faecium (E. faecium)’u, ‘ESKAPE’ kisaltmasiyla, hastane
enfeksiyonlarinin ¢oguna neden olmalari, potansiyel ¢coklu ilaca diren¢ mekanizmalari
ve virlilans o6zellikleri nedeniyle, o6zellikle tehlikeli olarak tanimlanan bakteriler
listelesinde bildirmistir (13,14).

Amerika Saglik Epidemiyolojisi Dernegi (SHEA) ve IDSA tarafindan, 2007
yilinda antimikrobiyal yonetim programlarinin gelistirilmesiyle ilgili yayimlanan
ortak rehberde klinik yanitin artirilmasi, ilag yan etkileri ve direng gelisiminin
Onlenebilmesi adina antibiyotik se¢imi, uygulama yolu, dozu ve tedavi siiresinin dogru
sekilde belirlenerek uygunsuz antibiyotik kullaniminin azaltilmas1 vurgulanmaktadir
(15).

Diinya ¢apinda direngli bakterilerin giderek yayilmasi yiiksek morbidite ve
mortaliteye sebebiyet vermektedir. Bununla beraber, yeni antimikrobiyal ajanlarin
kesfi nispeten yavastir ve farmasotik arastirmalar klinikteki yeni antibiyotiklere olan
ihtiyac1 karsilamada yetersiz kalmaktadir. Alternatif olarak, bakteri direncini
Onleyebilmesi ve kombine kullanimda sinerjistik etki olusturabilmeleri nedeniyle,
geleneksel antibiyotiklerin farkli kombinasyonlarda kullanimlarinin daha uygun

oldugu diistiniilmektedir (16,17).



Polimiksinler 1947°de kesfedilmis, 1960’larda Gram negatif bakteri
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmig, ancak daha sonra 6zellikle nefrotoksisitesi
hakkindaki endiseler ve alternatif olabilecek toksisitesi daha az yeni antibiyotiklerin
bulunmasi ile tedavi alanindaki yerlerini farkli antibiyotiklere birakmigtir. Ancak son
yillarda MDR Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinin artist ve bu ajanlara etkili
antibiyotiklerin kisitlilig1, polimiksinlerin tedavi se¢enegi olarak kullanimini tekrar
giindeme getirmistir (18,19).

En ¢ok A. baumannii, Enterobacterales takimi liyeleri ve P. aeruginosa olmak
tizere, MDR Gram negatif bakteri kaynakli enfeksiyonlarda kolistin kullanimina
duyulan ihtiyag artisi, kolistin duyarlilik testlerinin 6neminin altin1 ¢izmistir (20-22).
Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin standardizasyonunda takip edilen kurumlar olan
CLSI ile EUCAST 1n ortak onerisi kolistin duyarlilik testi i¢in ISO-standart (20776-
1) BMD metodunun yapilmasidir (23). CLSI daha sonra, P. aeruginosa ve
Enterobacterales {iyelerinde, agar test ve sivi disk eliisyon yontemlerini de
onaylamistir (24).

Laboratuvarlarda kolistin duyarliligini belirlemede gradyan diflizyon yontemi,
disk difiizyonu ve yar1 otomatize sistemler halen yaygin olarak kullanilmaktadir. BMD
metodu, uygulamasi yogun ugras ve zaman gerektiren bir yontem olmasi nedeniyle
laboratuvarlarin ¢ogu tarafindan rutinde kullanilmamaktadir. Bu nedenle, BMD
yontemine alternatif olabilecek kullanish, ekonomik, hizli ve dogru kolistin duyarlilik
tespit yontemlerinin gelistirmesi biiyiik 6nem tagimaktadir (25,26).

Bu tez calismasi ile Firat Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Boliimii’ne farkli birimlerden gelen klinik 6rneklerden izole edilen
MDR Gram negatif bakterilerde kolistin duyarliliginin, referans yontem BMD testi,
Phoenix™ M50 (BD®-Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemi, Sensititre™
(Thermo Fischer Scientific®, ABD) ticari mikrodiliisyon kitleri kullanilarak tespit
edilmesi ve sonuclarin referans yontemle karsilastirilarak duyarlilik testlerinin

performanslarinin tanimlanmasi amacglanmistir.



1.1. Acinetobacter baumannii (A. baumannii)

1.1.1. Tarihce ve Simiflandirma

Acinetobacter cinsi, 20. ylizyilin baslarindan itibaren benzer 6zellikler gésteren
Micrococcus calcoaceticus, Diplococcus mucosus, Mima polymorpha, Alcaligenes
haemolysans, Herellea vaginicola, Moraxella Iwoffi, Neisseria winogradskyi,
Bacterium anitratum, Achromobacter mucosus, Achromobacter anitratus gibi ¢ok
sayida farkli cins ve tiir icinde yer almistir. Brisou ve Prévot, 1954 yilinda yaptiklar
calismada benzer morfolojik 0Ozellikler gdsteren Achromobacter cinsi igindeki
mikroorganizmalardan bazilarinin hareketsiz olduklarini fark etmis ve bu gruba Yunan
dilinde hareketsiz anlamina gelen "acinetos" kelimesinden yola ¢ikarak
"Acinetobacter" adini 6nermislerdir. Baumann ve arkadaslari, 1968'de yayinladiklar
calismaile listelenen bu farkl tiirler i¢inde yer alan Acinetobacter ad1 6nerilen grubun,
ayni cins Ozelliklerini tasidigini bildirmistir. Bu bulgulara dayanilarak, 1971 yilinda
Acinetobacter cinsi resmi olarak kabul edilmistir (27).

Gilinimiizde Acinetobacter cinsine ait, gegerli taksonomik kurallara uygun
olarak yaymlanmis 68 tiir bulunmaktadir (28). Fenotipik ve genotipik olarak
birbirlerine benzer 6zellik gostermeleri ve net ayrimlarin zor olmasi nedeniyle
Acinetobacter calcoaceticus (A. calcoaceticus), Acinetobacter pittii (A. pittii),
Acinetobacter nosocomialis (A. nosocomialis), A. baumannii, Acinetobacter seifertii
(A. seifertii) ve Acinetobacter dijkshoorniae (A. dijkshoorniae), A. calcoaceticus-A.
baumannii (ACB) kompleksi olarak tanimlanmistir. Bu suslarin fenotipik testlerle
ayriminin yapilamamasi nedeniyle bir¢cok laboratuvar ACB kompleksine ait iiyeleri,
ACB kompleksi olarak bildirmektedir. Acinetobacter tiirlerinden en sik izole edileni
ve tibbi yonden en Onemli olant A. baumannii’dir. Bununla birlikte, ACB
kompleksinin A. baumannii disindaki diger iiyelerinin neden oldugu nozokomiyal
enfeksiyonlar da giderek artan oranlarda bildirilmektedir (29-31).

Enfeksiydz potansiyelleri, antimikrobiyal duyarliliklar1 ve mortalite oranlarina
iliskin  Ozellikleri birbirinden farkli olan bu tiirlerin klinik sonuglarinin
degerlendirilmesi ve tedavi rehberlerinin olusturulmasi, fenotipik temelli olmayan
testlerle net ayrimlarini gerektirir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), matriks destekli

lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS),



tire 0zgli DNA bolgelerinin dizi analizi ve amplifikasyonu, fourier dontigimlii
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), amplifiye rRNA geni restriksiyon analizi (ANDRA),

kismi rpoB gen dizi analizi bu amagcla en yaygin kullanilan yontemlerdir (29).

1.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Acinetobacter baumannii, Proteobacteria subesi, Gammaproteobacteria sinifi,
Pseudomonadales takimi, Moraxellaceae ailesi Acinetobacter cinsi iginde yer alir
(32). Acinetobacter cinsi bakteriler, nonfermentatif, zorunlu aerobik, oksidaz negatif,
hareketsiz, sporsuz, Gram negatif kokobasillerdir. Logaritmik iireme fazinda 1-1.5 pm
eninde 1.5-2.5 um boyunda basil seklinde, diger donemlerde ise kok veya kokobasil
olarak, ikili, kiime olusturmus veya kisa zincirler seklinde gozlenebilirler. Benzer
morfolojik 6zellikler gdsteren Haemophylus ve Neisseria tiirlerinden oksidaz testinin
negatif olusu ile ayirt edilirler. Pozitif sinyal veren kan kiiltiirli sisesinden veya klinik
orneklerden hazirlanan preparatlarda, Gram pozitif boyanmis kok seklinde
goriibilirler. %5 Koyun Kanli Agar (KKA), MacConkey agar, Eozin Methylen Blue
Agar (EMB) gibi rutinde siklikla kullanilan besiyerlerinde 35-37 °C’de 24 saatte
kolayca trerler. %5 KKA’da iirediklerinde pigmentsiz, yiizeyden hafif kabarik, 1-2
mm ¢apinda, seffaf ya da grimsi-beyaz, diizgiin yiizeyli, S tipi koloniler olustururken,
EMB ve MacConkey agarda laktoz negatif koloniler olustururlar. Bazi suglarda ince
bir kapsiil yapis1 bulunabilir. Katalaz pozitif, deoksiriboniikleaz ve indol negatiftirler.
Nitratlar1 rediikte etmezler, li¢ sekerli demirli besiyerinde (TSI) asit olusturmazlar

(29,32,33).



Resim 1. EMB agarda A. baumannii kolonileri

1.1.3. Viriilans Faktorleri

1.1.3.1. Lipopolisakkarit (LPS)

Gram negatif bakterilerde, peptidoglikan tabakanin etrafini saran dig
membranin iizerinde bulunan LPS tabaka; lipit A, kor polisakkaridi, O antijeninden
olusur. Lipit A, bakterinin endotoksin etkisinden sorumludur. CD14 ve TLR4/MD-
2’ye baglanarak proinflamatuar sitokinlerin salinimini tetikler ve sepsis patogenezinde

onemli rol oynamaktadir (34,35).

1.1.3.2. Biyofilm

Biyofilm, bir¢ok bakteri tiirlinlin iirettigi, organik polimerlerden olusan,
mikroorganizmalarin  ylizeye ve birbirlerine yapigsmasim1 saglayan yapidir.
Mikroorganizmalart sinirli besin mevcudiyeti gibi ¢evresel streslere, antimikrobiyal
ajanlara ve konagin immiin yanitina karsit koruyarak hayatta kalma yeteneklerini
artirmaktadir. A. baumannii, biyofilm olusturma o6zelligi ile hastane ortaminda
canliligin1 uzun siire siirdiirebilmekte ve hastane kaynakli enfeksiyonlara yol
acmaktadir. Biyofilm iligkili protein (Bap) ile tip IV pili, bakterinin adezyonu,
kolonizasyonu, biyofilm yapisinin olusumu ve olgunlagsmasinda rol oynamaktadir

(36,37).



1.1.3.3. D1s Membran Proteini A (OmpA)

Bakterinin epitelyal yiizeylere yapismasi ve biyofilm yapisinin olusumu i¢in
gerekli proteindir. OmpA, ayrica sitokrom c¢ salinimini uyararak konak epitel

hiicrelerini apoptoza siiriiklemektedir (36).

1.1.3.4. Demir Toplama Sistemleri

Demir, hiicre i¢inde hemoglobin, ferritin, hiicre disinda transferrin ve
laktoferrin gibi afinitesi yliksek demir baglayan proteinlere baglandigindan, konakc1
ortamda az miktarda serbest halde bulunmaktadir. Bu da bakterilerin {ireyebilmesi i¢in
yetersiz kalir. Bu nedenle bakteriler hayatta kalabilmek ve ¢ogalabilmek adina konak
ile demir rekabetine girmek zorundadir. Siderofor, birgok bakteride viriilans i¢in kritik
olan, c¢ok yiiksek afiniteli demir selatlayict molekiillerdir (38). Acinetobactin,
achromobactin, fimsbactins A-F ve baumannoferrin A-B, A. baumannii suslarinin

ihtiya¢ duydugu demiri saglamak i¢in salgiladigi sideroforlardir (39).

1.1.3.5. Kapsiil

D-mannoz, D-glukuronik asit ve L-ramnozdan olusan bir polisakarit
kapsiiliiniin varlig hiicre yiizeyini daha hidrofilik hale getirir. Bakterinin immiinojenik
ylizey yapilar1 ve konak savunmalar1 arasindaki etkilesimleri sinirlayarak konak
immiin yanitindan kagisa aracilik eder. Ayn1 zamanda antimikrobiyal bilesiklere ve

olumsuz ortam kosullarina kars1 bakteriyi korumaktadir (35,40).

1.1.3.6. Fosfolipaz

Acinetobacte baumannii’nin diger dnemli viriilans faktorleri Fosfolipaz C ve
D’dir. Bu proteinler, konak¢i hiicre zarinda bulunan fosfolipitleri parcalayarak

hiicrelerin lizisine aracilik eder ve bakteri invazyonunu kolaylastirmaktadir (41).

1.1.4. Acinetobacter baumannii Enfeksiyonlari

Acinetobacter tiirleri saglikli kisilerin koltuk alt1 ve kasik gibi nemli cilt
bolgeleri, agiz boslugu ve solunum sistemi florasinda bulunabilir. Canliliklarini
koruyabilmek i¢in ihtiya¢ duydugu minimum besin ortami gereksinimi, farkl: sicaklik
ve pH degerlerine uyum saglama yetenekleriyle kuru yiizeylerde haftalarca hayatta

kalabilmektedir (42, 43).



Acinetobacter cinsi bakteriler daha ¢ok hastane kokenli firsat¢1 enfeksiyonlara
yol agmaktadir. Malignite, yanik, immiin sistemi baskilayan durumlar, mekanik
ventilasyona bagli olma, yakin zaman 6nce gecirilen cerrahi operasyonlar, damar igi
kateter, hastanede uzun yatis siiresi, trakeostomi veya endotrakeal tiip varligi, idrar
sondasi, yogun bakimda kalma, enteral beslenme, uzun siire devam eden antibiyotik
kullanim1 hem kolonizasyon hem de enfeksiyon gelisimi i¢in risk olusturmaktadir.
Hastalara ait kontamine sivilarin damlaciklart kisa mesafede hava yoluyla
yayilabilmekte, cevresel kontaminasyona ve bulasa neden olabilmektedir. Ancak en
yaygin bulag seklinin hastane personelinin elleriyle oldugu bildirilmistir (44,45).

Acinetobacter tiirleri diinya genelinde nozokomiyal enfeksiyonlarla iligkili
baslica etken olarak taninmakta ve Ozellikle de yogun bakimlarda ciddi yayilim
gostermektedir. En sik alt solunum yolunu etkilemekle birlikte, basta ventilatorle
iliskili pndémoni (VIP), idrar yolu enfeksiyonu, kateter kaynakli kan dolasimi
enfeksiyonu ve cerrahi alan enfeksiyonu; daha nadir olarak endokardit, menenjit,
peritonit, konjonktivit, osteomiyelit ve sinovit gibi ¢cok c¢esitli enfeksiyonlara neden
olmaktadir (27,29,46).

Acinetobacter tiirlerinden A. baumannii, en sik, en direngli ve en viriilan
olandir. Ayn1 zamanda diinya genelinde nozokomiyal enfeksiyonlarla iligkili en
onemli etkendir (29,46-48). En sik ventilatorle iligkili pndmoni olmak iizere,
Acinetobacter'e bagl gelisen saglik hizmetleriyle iliskili enfeksiyonlarin ¢oguna
neden olabilmektedir. A. baumannii'nin neden oldugu MDR enfeksiyonlar, hastanede
kaligin uzamasina, 6liim oranlarinin ve maliyetlerin artirmasina neden olmakta, hasta
giivenligi i¢in ciddi tehdit olusturmaktadir (43,46).

Acinetobacter cinsi, tim kan dolagimi enfeksiyon etkenlerinden yaklagik
%?2'sini olugturmakta olup A. baumannii bunlardan en sik goriilenidir. Bakteriyemi ile
iligkili en yiiksek 6liim orani yine A. baumannii’de goriilmektedir (46). A. baumannii
kaynakli bakteriyemi, en sik intravaskiiler kateterler ve solunum yolu kateteri,
pndémoni; daha nadir olarak da cerrahi yaralar, yaniklar, endokardit ve iiriner sistem
kaynaklidir. Olgularin %21-70'inde ise bakteriyeminin kaynagi tespit edilememistir
(32,49). A. baumannii'ye baglh bakteriyemi, daha ¢ok yogun bakim iinitelerindeki
kritik hastalarda meydana gelmektedir (49).



Acinetobacter baumannii nin, idrar yolu enfeksiyonu etkeni olarak goriilme
siklig1 azdir. Ancak her zaman MDR olmasi tedavide zorluga neden olmaktadir (43).
Kalic1 kateterlere bagl idrar yolu enfeksiyonlarinin rehabilitasyon merkezlerinde
goriilme siklig1, yogun bakimlara gore genellikle daha fazladir. Yara enfeksiyonlari,
askeri operasyonlar sirasinda yaralanan askerler gibi ciddi yanik veya travmasi olan
hastalarda bildirilmistir (44,46).

Acinetobacter baumannii’nin yol ac¢tifi toplum kokenli pnémoni nadirdir
ancak giderek daha fazla sayida bildirilmektedir. Vakalar siklikla, hastanin
0zgee¢misindeki kronik obstriiktif akciger hastaligi, alkol, diyabet veya sigara gibi
durumlarla iliskilendirilmistir (44).

1.1.5. Antimikrobiyal Diren¢ ve Tedavi

Acinetobacter baumannii’nin, sinirl viriilans potansiyeline sahip bir patojen
oldugu kabul edilmis, fakat sonrasinda enfeksiyonlarinin yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyrettigi belirlenmistir. Bu durum, patojenin gergek viriilansinin yeterli
tedavinin mevcudiyeti tarafindan gizlenmis olabilecegini ortaya koymustur. Bu
baglamda direngli A. baumannii suslarin hizla yayilmasi onemli bir endise kaynagi
olmaktadir (45,50).

Acinetobacter baumannii'nin neden oldugu hastane enfeksiyonlari, diinya
capinda giderek yayginlasmakta olup, nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olan en
onemli direncli bakterilerden biri haline gelmistir (40,45). Acinetobacter cinsi
bakteriler bazi antibiyotiklere dis membran gecirgenliginin degisikligi, efluks
pompalarinin etkisi ile dogal direngli olabilecegi gibi plazmit, transpozon ve
integronlar aracilifiyla genetik unsurlarin kazanilmasi gibi ¢ok ¢esitli mekanizmalarla
sonradan da son derece hizli direng gelistirebilmektedir (42, 49, 51).

Acinetobacter  tiirleri  amoksisilin-klavulanat, amoksisilin, ampisilin,
aztreonam, seftriakson, sefotaksim, fosfomisin, ertapenem, trimetoprim, doksisiklin ve
tetrasikline dogal diren¢ gostermektedir (52). A. baumannii suslarinin bu kadar
tehlikeli olmasi1 bu dogal ve edinilmis genis antibiyotik direnci nedeniyle tedavilerinin
oldukg¢a zor olmasindan kaynaklanmaktadir (53).

Coklu direncli A. baumannii kaynakli enfeksiyonlarda etkili olabilecek sadece

birka¢ antibiyotik secenegi bulunmaktadir. Karbapenemler, bu tiir enfeksiyonlarda



kullanilabilmesine ragmen, artik karbapeneme direng oranlar1 da giderek artmaktadir
(51,54). WHO, karbapenem direngli A. baumannii’yi, tedavisinde kullanilacak yeni
antimikrobiyallerin gelistirilmesine kritik ihtiya¢ duyulan ii¢ bakteriden biri olarak
belirlemistir (55).

Karbapenem direncli A. baumannii suslar1 genellikle diger sik kullanilan
antibiyotiklere de direngli saptanmakta olup, yalnizca polimiksin, tigesiklin ve
minosiklin gibi ¢ok az sayida antibiyotige duyarli olabilmektedir (51, 54).

Antimikrobiyal kombinasyonlar, MDR A. baumannii enfeksiyonlariin
tedavisinde uygun bir alternatif olarak goriilmektedir. Kombinasyon tedavilerinin
etkinligi {izerine bir¢ok arastirma yapilmis olmakla birlikte, bu konuyla ilgili klinik
deneyim sinirhdir (44,51).

Bakteriler beta-laktam ajanlara, sentezledigi beta-laktamazlar yoluyla direng
gelistirebilmektedir. Bu direnci kirmaya yonelik beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii
kombinasyonlar1 kullanilir. Sulbaktam, bir beta-laktamaz inhibitoriidiir. Bununla
birlikte penisilin baglayici protein-2 (PBP-2)nin inhibisyonu yoluyla A. baumannii'ye
kars1 antimikrobiyal aktiviteye de sahiptir. Tedavide ampisilin-sulbaktam veya
sefoperazon-sulbaktam kombinasyonu seklinde uygulanmaktadir (56,57).

Karbapenem, sulbaktam veya ampisilin, sulbaktam, karbapenem
kombinasyonlarimin karbapenem direncli izolatlarda bile etkili oldugu gorilmiistiir
(54,56). Sefoperazon-sulbaktam ile kombine edilen tigesiklinin PDR A. baumannii
enfeksiyonlarinda etkili oldugu bildirilmistir. Sulbaktam veya polimiksin ile kombine
edilen imipenem, tedavide basariyla kullanilmistir (43,57). Imipenem ve amikasin;
imipenem, rifampin ve kolistin, 6nerilen kombinasyonlar arasinda bulunmaktadir (44).

Direncli A. baumannii kokenli enfeksiyonlarda kullanilan kombinasyon
tedavilerinin 6nemli bir bileseni kolistindir. Kolistin/sulbaktam, kolistin/rifampisin,
kolistin/karbapenem, kolistin/minosiklin, kolistin/tigesiklin, kolistin/daptomisin,
kolistin/teikoplanin kolistin/fusidik asit gibi kombinasyonlarin sinerjik etkili oldugu
belirlenmistir (44,54).

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinda ise yarayan karbapenem,
tigesiklin, kolistin gibi son birkag¢ antibiyotige de giderek artan oranda direng gelistigi
bildirilmekte ve bu durum hastalarin tedavisini neredeyse imkansiz hale getirmektedir

(50,53,54). Kolistine direngli A. baumannii'ye karst birgok antibiyotik
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kombinasyonunun in vitro aktivitesi arastirilmig, kolistin-rifampin ve kolistin-

teikoplanin en etkili oldugu gosterilmistir (54).
1.2. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

1.2.1. Tarih¢e ve Smmiflandirma

Pseudomonas’in tarihi, 1850 yilinda Fransiz askeri cerrah Sédillot’un,
askerlerin pansumanlarindaki mavi-yesil renk bozulmasinin enfeksiyoz bir ajanla
iliskili oldugunu gozlemlemesiyle baslamistir. 1860°ta Fordos tarafindan bu mavi
renklenmeden sorumlu pigment tespit edilip, 1862'de Lucke tarafindan bu pigmentin
basil seklindeki mikroorganizmalarla iligkili oldugu belirlenmistir. 1882°de Carle
Gessard yayinladig1 calismayla iki hastanin mavimsi-yesil irinli deri yaralarindan
organizmay1 izole ettigini bildirmistir. Bakteriye ilk o6nce 1880’lerde Bacillus
pyocyaneus ismi verilmis, daha sonra 1900 yilinda Migula tarafindan Pseudomonas
olarak adlandirilmistir. Pseudomonas ismi, Yunan dilinde yalandan anlamina gelen
“pseudes” ve birim anlamina gelen “monas” kelimelerden tiiretilmistir. P.
aeruginosa’nin tiir ad1 ise olusturdugu mavi-sar1 pigmentasyon nedeniyle Latincede

anlami bakir pasi-yesil renk olan “aeruginosa” dan gelmektedir (58,59).

1.2.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Pseudomonas, Pseudomonadaceae familyasinda yer alir. Insanlarda,
hayvanlarda, bitkilerde, toprakta, dogada hemen her ortamda bulunabilen, 200'den
fazla tiir igeren bakteri cinsidir (60,61).

Pseudomonas aeruginosa, degisken uzunlukta, nonfermentatif, tek polar
flagellasiyla hareketli, oksidaz pozitif, Gram negatif basildir. En dikkat cekici
bakteriyolojik 6zelligi, renkli pigmentler {iretmesidir. P. aeruginosa’nin, biiyime ve
enerji gereksinimini karsilamak icin nitrojen ve karbon kaynagi olarak amonyak ve
karbon dioksit gibi basit molekiilleri kullanabildiginden zenginlestirilmis ortama
ihtiya¢c duymaz. Hemen hemen her ortam sartlarinda ve genis bir sicaklik araliginda
(10-44°C) yasay1p ¢ogalabilir. Ancak optimum biiytime 35 °C’de gerceklesir. Zorunlu
aerobtur, ancak son elektron alicis1 olarak nitrat1 kullanabilir, bu ylizden anaerobik
kosullarda da yasayabilmektedir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan bir¢ok
kiiltiir ortaminda kolayca tireyebildikleri i¢in rahatlikla izole edilebilir. Agar plaginda
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karakteristik bir metalik parlaklifa sahip, yogun meyveli koku yayan, R tipinde
koloniler olusturur. %5 KKA’da genellikle hemoliz yapar. Bazi suslari aljinat
tiretimine bagl olarak mukoid koloniler seklinde goriilebilir (58,62,63).
Pseudomonas aeruginosa suslarmin ¢ogu kiiltiir ortaminda karakteristik mavi-
yesil renk veren piyosiyanin ve sar1 renk veren piyoverdin pigmentlerini
olusturmaktadir. Piyosiyanin pigmenti P. aeruginosa’ya 6zgidiir. Daha nadir olarak
bazi suslar ise kahverengimsi siyah pigment piyomelanin ve koyu kirmizi pigment
piyorubini tiretmektedir (58). 42°C’de tireme 6zelligi, diger Pseudomonas tiirlerinden
ayirt edilmesinde yardimcidir. Katalaz testi pozitif, indol testi negatiftir. Laktoz ve

siikrozu fermente etmez. H,S olusturmazlar, genellikle nitratlar1 rediikte ederler (64).

Resim 2. EMB agarda P. aeruginosa’nin R tipi kolonileri
1.2.3. Viriilans Faktorleri

1.2.3.1. Lipopolisakkarit

Gram negatif bakteri dis membraninin temel bileseni olan LPS tabaka, lipid A,
O antijeni ve kor polisakkaritinden olusmaktadir. Bakteri i¢in fiziksel bir bariyer

olusturur, dogal antibiyotik direncinde rol oynar, konak reseptorleri ile etkilesimlere
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aracilik eder. LPS yap1 ayrica dis zar vezikiillerinin {iretiminde ve biyofilm

olusumunda rol oynamaktadir (65).

1.2.3.2. Aljinat

Aljinat, bakterinin biyofilm olusturmasimni saglayan, kapsiilde yer alan
polimannuronik poliguluronik asitten olusan mukoid bir ekzopolisakkarittir.
Opsonizasyon ve fagositoza karsi koruma saglar, bakterinin adezyonunda rol oynar.
P. aeruginosa’nin solunum yolu epiteline tutunarak kolonize olmasini saglar. Bununla
birlikte antimikrobiyallere karsi polianyonik bir engel olusturup penetrasyonlarini
bozarak antibiyotik direncine neden olmaktadir. Ozellikle beta-laktam antibiyotiklerin
hiicreye girigini engelleyerek tedaviyi zorlastirmaktadir. Kistik fibrozis (KF)
hastalarinin solunum sisteminde gozlenen P. aeruginosa suslari siklikla asir1 aljinat
tiretimi nedeniyle mukoid fenotiptedir ve bu suslar KF hastalarinda kotii prognozla

iliskilendirilmistir (63,64,66).

1.2.3.3. Flagella

Pseudomonas aeruginosamin yiizeyinde polar yerlesim gosteren filamentoz
uzantidir. Bakteriyi ileriye dogru hareket ettiren bir kuvvet olusturarak P.
aeruginosa'nin yiizme seklindeki hareketini saglar. Motilitenin yani sira, akciger epitel
hiicre membran komponenti olan asialo-GM1'e baglanarak adezyona yardimci olur

(67,68).

1.2.3.4. Tip IV Pili

Pili, flagellaya gore daha kiigiik, genellikle birden fazla filament6z ylizey
uzantilaridir. P. aeruginosa'nin segirme seklindeki hareketini saglayarak hava
yollarina hizla yayilmasini ve kolonize olmasimi kolaylastirir. Flagella gibi konak
epitel hiicre membraninin asialo-GM1'ine baglanarak adezyonda Onemli rol

oynamaktadir (69,70).

1.2.3.5. Tip I Sekresyon Sistemi (T1SS)

Tip I sekresyon sistemiyle toksinlerin hiicre disindaki bosluklara salgilanma
stireci tek agamalidir. T1SS'de calisilan en 6nemli toksin alkalin proteazdir. Alkalin

proteaz, fibrin olusumunu engeller, P. aeruginosamin yayillimint destekler.
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Kompleman Clq, C3, IFN-y, TNF-a, IL-6 gibi konak¢i immiin sisteminin ¢esitli
bilesenlerini pargalar. Ayrica ndtrofil fonksiyonlarini inhibe ederek antifagositik etki

gostermektedir (66,71,72).

1.2.3.6. Tip II Sekresyon Sistemi (T2SS)

Tip II sekresyon sistemi, toksinleri oncli proteinler olarak sentezlendigi ve
ardindan pargalandigi iki agamali bir siirecte salgilar. Sitotoksik etkilere, inflamatuar
stireclere ve kolonizasyona aracilik eden eksotoksin A, fosfolipaz C, proteaz IV ve

elastaz T2SS tarafindan salgilanan toksinlerdir (66).

1.2.3.7. Ekzotoksin A

Pseudomonas aeruginosa'ya ait en Onemli virulans faktorlerinden olan
ekzotoksin A, ADP-ribozil transferaz aktivitesiyle 6karyotik elongasyon faktor-2 (EF-
2) inhibisyonu yaparak konak¢1 protein sentezine engel olur. Bu sekilde hiicre 6liimiine
yol agmaktadir (73). Hiicresel aktivitenin ve makrofaj yanitinin bozulmasiyla doku

hasarinin olusumunda goérevlidir (64).

1.2.3.8. Elastaz

Elastin, kolajen ve kolajen olmayan konakg¢1 proteinlerinin proteolitik yikimini
gerceklestirmektedir. Akciger siirfaktan proteinleri A ve D, immiinoglobiilinler ve
kompleman komponentlerini pargalar. Notrofil aktivitesinin bozulmasit ve monosit

kemotaksisinin inhibisyonunda gorevlidir (64,74).

1.2.3.9. Proteaz IV
Laktoferrin, transferrin, elastin, dekorin ve kazeinin proteolitik yikimini saglar

(74).

1.2.3.10. Hemolizinler

Ramnolipid molekiilleri ve fosfolipaz C, P. aeruginosa’da bulunan
hemolizinlerdir. Konak hiicre zarlarina hasar vererek gézenek olusturan toksinler olup

eritrositleri hemolize ugratirlar (74,75).
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1.2.3.11. Piyosiyanin

Tip II sekresyon sistemi tarafindan salgilanan, P. aeruginosa’nin mavi-yesil
pigment metaboliti olan piyosiyanin, proinflamatuar etkileriyle hastalik siddeti ve
akciger fonksiyonunda azalma ile iliskilidir. Oksidatif stresi tetikler, hiicre i¢i serbest
oksijen radikallerini artirir. Hiicre dongiisiiniin bilesenlerine, c¢esitli enzimlere,
DNA'ya zarar vererek hiicre ve dokuyu hasara ugratir. Piyosiyanin ayrica silyal
solunum yolu epitelinin siliyer fonksiyonlarin1 bozar ve solunum yollarinda mukus
salgisim1 artirarak bakterinin akciger kolonizasyonuna katkida bulunmaktadir. KF
hastalariin akcigerlerinde P. aeruginosa’nin, biiyiik miktarlarda piyosiyanin iirettigi

belirlenmistir (74,76).

1.2.3.12. Tip III Sekresyon Sistemi (T3SS)

Tip III sekresyon sistemi, hiicrede porlar olusturan karmasik pilus benzeri bir
uzanti yoluyla bakteriyel efektdr proteinlerin dogrudan konake1 hiicre sitoplazmasina
yer degistirmesini saglar (109). Hiicre iskeletinin temel elemanlarini ve protein
sentezini etkileyerek epitel hiicre hasar1 olusumu, doku invazyonu ve bakterinin kan
dolagimina yayilmasini saglar. Konak hiicre immiin yanitin1 baskilayarak hastalik
siddetini artirir. Ekzoenzim (Exo) T, Exo Y, Exo U ve Exo S olmak iizere dort major
efektor proteinin T3SS yoluyla salindig1 ve farkli suslarda degisken olarak ifade
edildigi bilinmektedir. Exo S ve T, DNA sentezini inhibe eden, hiicre iskeleti ve
hiicresel morfolojideki degisiklikleri indiikleyen proteinlerdir. Exo U, apoptozu
indiikleyen, fagosit ve parankimal hiicrelerin nekrozuna neden olan bir fosfolipazdir.
Exo Y ise, pulmoner endotel hiicrelerin bariyer fonksiyonlarini bozan bir adenilat
siklazdir. Tim P. aeruginosa suslar1 T3SS genlerini barindirsa da, sadece birkaci bu
efektor proteinleri salgilamaktadir. P. aeruginosa izolatlarinda T3SS'nin
ekspresyonunun, eksprese etmeyenlere gore daha kotii bir klinik sonucun ortaya

¢ikmasina neden oldugu bildirilmistir (66,77,78).

1.2.3.13. Antioksidan Enzimler

Pseudomonas aeruginosa, konakgidaki oksidatif stresin zararli etkilerinden

korunmasimi saglayan katalaz (KatA, KatB ve KatC/KatE), alkil hidroperoksit
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rediiktaz (AhpA, AhpB, AhpCF ve Ohr) ve siiperoksit dismutaz (SodA ve SodB)

antioksidan enzimlerini ifade eder (79).

1.2.3.14. Demir Toplama Sistemleri

Demir (Fe®*), bakteri metabolizmasinda ihtiyag duyulan ©6nemli bir
molekiildiir. Konak¢ida demir, transferrin, laktoferrin gibi hiicre dis1 proteinler
tarafindan giiglii bir sekilde selatlandigindan serbest olarak kolayca bulunmaz. P.
aeruginosa, demir gereksinimlerini karsilamak icin piyoverdin ve pyochelin

sideroforlarin tretir (74,80).

1.2.3.15. Biyofilm

Bakterilerin ¢ogu, ylizeylerindeki molekiiller ve hiicre uzantilar1 aracilig ile
birbirlerine tutunup, salgiladiklar1 polisakkarit matrikste yerleserek biyofilm adi
verilen kompleks yapiyr olusturmaktadir. Bu yapi, mikroorganizma, polisakkarit,
DNA, protein ve lipidlerden olusur. Biyofilmler, canli ve cansiz bir¢ok ylizeyde
bulunabilmekle birlikte genellikle implante edilebilir cihazlar {izerinde veya
osteomiyelit, KF gibi kronik enfeksiyonlar sirasinda olusmaktadir. Konak¢1 immiin
yanitina ve antibiyotiklere kars1 engel gorevi goriir. Sicaklik dalgalanmalar1 ve besin
maddesinin azalmasi gibi ortam sartlarindaki degisikliklere karsi koruyucu mikrogevre
olusturarak mikroorganizmalarin hayatta kalabilme sansini artirir. Ayrica hiicre

sinyalizasyonunu kolaylastirmaktadir (66,81).

1.2.3.16. Quorum Sensing

Bakterinin bulundugu mikrogevreye uyum saglamasi ve gelen farkli uyaranlari
algilayip  yamit  olusturmasi, enfeksiyonlarinin  patogenezinde  Onemlidir.
Mikroorganizma, ortamdaki bakteri popiilasyonu, pH, besin kaynagi, ozmolarite gibi
degisimleri kendine ait farkli mekanizmalarla algilayarak metabolizmasinda bazi
degisiklikler olustur ve yeni sartlara adapte olmaya calisir. Quorum sensing (QS)
sistemi, mikroorganizmalar tarafindan salgilanan kiiciik sinyal molekiilleri araciligiyla
iletisimin kurularak, bakterinin etrafindaki popiilasyon yogunlugunu saptamasini
saglar. Bakteriler, bu sayede belirli bir gogunluga ulasip ulasmadiklarini algilamakta
ve yeterli ¢ogunluga ulastiklarinda virulans faktorlerinin sentezi gibi birgok genin

ekspresyonunu diizenlemektedir. Bu sistem, bakterinin davraniglarini regiile ederek
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ayni besin i¢in yarigan diger bakterilerle savagmasini, konak¢inin immiin cevabindan
ka¢masini ve bulundugu ortama adaptasyon gelistirmesini saglamaktadir. QS ayrica

biyofilm olusumunu da kontrol etmektedir (66,82).

1.2.4. Pseudomonas aeruginosa Enfeksiyonlari

Pseudomonas aeruginosa, minimum besin maddesiyle hayatta kalma ve
cogalma yetenegi, fiziksel kosullara dayanikli yapisiyla dogada her yerde yaygin
sekilde bulunan bir mikroorganizmadir. Cogunlukla hastanelerde nemli ortamlarda
bulunmakta, solunum cihazlari, antiseptikler, sabun, ilaglar, paspaslar, hidroterapi ve
fizyoterapi havuzlari, lavabolar dahil olmak {izere c¢esitli bdolgelerden izole
edilebilmektedir (59,62). Enfeksiyonlar1 da genellikle insan viicudunda trakeostomi,
damar ici kateter, yanik, dis kulak ve akintili cilt yaralar1 gibi nemli bolgelerde
goriilmektedir. Piyosiyanin tiretimi kaynakli tizim benzeri koku ve mavi renkli piiy
sizintis1 P. aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarin karakteristik 6zellikleridir (64).

Pseudomonas aeruginosa, insan normal mikrobiyal florasinin ¢ok nadir bir
tiyesidir. En yaygin olarak, az miktarlarda, gastrointestinal kanalda bulunur. Bogaz ve
burnu kolonize edebilir. Ayrica koltuk alti, perine gibi nemli cilt yiizeylerinde gecici
olarak kolonize olabildigi gosterilmistir. Mekanik ventilasyon, trakeostomi, kateter
uygulamalari, cerrahi girisimler, ciddi yaniklar, antimikrobiyal tedavi ve bagisiklig
baskilayan durumlar P. aeruginosa kolonizasyonunu arttirmaktadir (59,68).

Pseudomonas aeruginosa, dzellikle transplant alicilari, ndtropenik hastalar ve
HIV'li hastalar gibi immiinsiipresif kisilerde hayati tehdit edebilen ¢ok ¢esitli akut ve
kronik enfeksiyona yol agan firsatgt patojendir. Immiinkompetan bireylerde
enfeksiyon olusturmasi nadirdir. Mukozal bariyerlerin kaybi, genis spektrumlu
antimikrobiyal tedavinin secici baskisi enfeksiyon gelisimi i¢in Onemli risk
faktorleridir (83,84).

Pseudomonas aeruginosa, nozokomiyal enfeksiyonlara yol agan patojenlerin
basinda yer almakla birlikte, Ozellikle yogun bakim {initelerinde ciddi sorun
olusturmaktadir. Lokalize yara enfeksiyonundan, pnémoni ve menenjite kadar degisen
genis bir hastalik tablosuna neden olmaktadir. Kan dolagimi enfeksiyonlari, iiriner
kateterle iliskili enfeksiyonlar, cerrahi alan enfeksiyonlari, transplantasyon sonrasi

enfeksiyonlarla siklikla iligkilidir. Nozokomiyal pnémoni, kronik obstriiktif akciger
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hastaligr veya KF hastalarinda yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir
(75,84,85).

Pseudomonas aeruginosa, solunum sistemi, Uriner sistem, gastrointestinal
sistem, santral sinir sistemi gibi viicutta bir¢ok sistemi tutabilir, kemik ve eklem
enfeksiyonlari, bakteriyemi, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, septisemi,
endokardit gibi viicudun hemen her yerinde enfeksiyonlara neden olabilir. Ozellikle
alt solunum yolu enfeksiyonlari, immiinsiipresif bireylerde ciddi ve Oliimciil
seyredebilmektedir (64,75,86).

Pseudomonas aeruginosa, VIP’in en yaygin nedenlerinden biridir. ViP'e
cogunlukla P. aeruginosa'min direngli suslari neden olmakta, bu da tedavide
basarisizliklara, hastanede kalis siiresinde ve mortalite oranlarinda artisa sebep
olmaktadir. P. aeruginosa'nin neden oldugu VIP’in, diger bakterilerden daha yiiksek
vaka Oliim oranlari ile iligkilendirildigi bildirilmistir (87-89).

Pseudomonas aeruginosa, KF hastalarinin solunum yolu enfeksiyonu
etkenlerinden en sik rastlanan bakteri tiiriidiir (90). P. aeruginosa bu KF hastaliginin
ortaya ¢ikis ve ilerleme siirecinde dnemli bir etkendir. Tekrarlayan P. aeruginosa
enfeksiyonlar1 ile kronik hava yolu inflamasyonu, KF hastalarindaki morbidite ve
mortalitenin baslica nedenidir (63,83).

Etkenin P. aeruginosa oldugu friner sistem enfeksiyonlar1 siklikla
nozokomiyal kékenlidir. Uriner sistemde tikanikliga sebep olan hastaliklar, cerrahi
girisimler, iiriner sistem kateterizasyonu enfeksiyon gelisimi i¢in risk olusturmaktadir.
Orta biiyiikliikteki renal damarlarin tutulmasi, ¢ok sayida olan renal infarkt alanlari,
renal pelvis, mesane mukozas1 ve iireterde (iilserasyonlar P. aeruginosa
enfeksiyonlarinda goriilen bulgulardir. P. aeruginosa bakteriyemisinin yaklasik
%40’ 1nda tiriner sistem birincil odagi olusturmaktadir (75).

Pseudomonas aeruginosa bakteriyemisi 6zellikle immiinyetmezlikli hastalarda
meydana gelir. Baz1 P. aeruginosa bakteriyemilerinde, organizma tarafindan kan
damart duvarlarmin dogrudan istilast ve tahrip edilmesiyle ektima gangrenozum
denilen siyah, nekrotik iilserlere ilerleyen kutandz papiiller gelismektedir (62,75).

Endokardit, menenjit, beyin apsesi veya hematojen yayilimla gelisen kemik ve
eklem enfeksiyonu olgular1 diizenli olarak bildirilmektedir. P. aeruginosa ilag

bagimlilarinda hem dogal hem de protez kalp kapaklarina yerlesip enfektif endokardit

18



gelisimine yol agabilir. P. aeruginosa nedenli endokarditler, enfeksiyonun
eradikasyonu gii¢ oldugundan siklikla kapak replasmani gerektirmektedir (64,75).

Bakteriyel keratitin en yaygin etkenlerinden biri P. aeruginosa 'dir. Kontak lens
kulanim1 ve travma keratit riskini artirmaktadir. Bakteri ayn1 zamanda gézde hasar
olusturan enfeksiyonlara da neden olabilmektedir. Pseudomonas kaynakli keratit,
endoftalmi ve kornea iilserleri, kalici gorme kaybina gidebilen tibbi acil durumlar
olarak degerlendirilmelidir (62,64,75).

Pseudomonas aeruginosa dis kulakta yaralanma, maserasyon, inflamasyon
gibi durumlarda eksternal kanala rahatlikla yerleserek otitis eksterna, kronik otitis
media gibi tablolara neden olabilir. Sicak su kiivetleri ve yiizme havuzlartyla iliskili
P. aeruginosa dermatiti ve eksternal otit salginlar1 tanimlanmistir. Eksternal otit
siklikla yiiziiciilerde goriildiigiinden “yiiziicli kulagi” denmistir. Kulak delinmesini
takiben ortaya ¢ikan sporadik P. aeruginosa enfeksiyonlart da bildirilmistir. Ayrica
yaslt diyabet hastalarinda malign eksternal otit gelisimine de neden olabilmektedir

(62,64,75).

1.2.5. Antimikrobiyal Diren¢ ve Tedavi

Pseudomonas aeruginosa, her yerde bulunan dogasi ve potansiyel viriilansi
nedeniyle saglik bakim ortamlarinda kontrolii zor bir patojendir. P. aeruginosa
antibiyotiklere diisiik dis zar gecirgenligi, antibiyotigi inaktive eden enzimlerin tiretimi
ve antibiyotikleri hiicreden disar1 atan efluks pompa sisteminin ekspresyonu gibi
mekanizmalarla ic¢sel; mutasyonel degisiklikler veya diren¢ genlerinin plazmit,
transpozon, integron ve profajlar ilizerinde yatay transferi yoluyla kazanilmis;
bakteriye antibiyotik erisimini sinirlayan biyofilm olusumu gibi gecici degisikliklerle
adaptif direng gosterebilmektedir (91-93).

Diinya ¢apinda MDR P. aeruginosa suslarin sayis1 giderek artmaktadir. P.
aeruginosa, sefalosporinlerden birinci ve ikinci kusaktakiler, sefiksim, sefotaksim,
seftriakson, penisilin G, aminopenisilinler, ertapenem, kanamisin, tetrasiklin,
trimetoprim, tigesiklin, kloramfenikole dogal direnglidir. Bununla birlikte,
antimikrobiyal ajanlara maruziyetten sonra kolayca farkli mekanizmalarla direng

gelistirebilmesi enfeksiyonlarinin tedavisini zorlastirmaktadir. Bununla birlikte
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giintimiizde beta-laktam, aminoglikozit, karbapenem gruplarindan siklikla kullanilan
bir¢ok ajana direngli suslar bildirilmektedir (52,60,94,95).

Pseudomonas aeruginosa’daki ¢oklu antibiyotik direnci aktaran plazmidler,
bakterinin mevcut tiim antibiyotiklere diren¢ gdstermesine neden olabilmektedir.
Birgok tlilkede K. pneumoniae karbapenemazi (KPC) lireten P. aeruginosa izolatlari
bildirilmistir. Ayrica hem KPC hem de metallo-beta-laktamaz (MBL) bulunduran
PDR P. aeruginosa izolatlar1 da rapor edilmistir (64). WHO, karbapenem direngli P.
aeruginosa’yl, tedavisi icin yeni antimikrobiyallere kritik ihtiya¢ duyulan direncli
bakteri enfeksiyon etkenleri arasina almistir (55).

Penisilinlerden piperasilin, karbenisilin, tikarsilin; piperasilin-tazobaktam,
tictincli kusak sefalosporinlerden seftazidim, sefaperozon; sefepim, aztreonam,
imipenem, meropenem, aminoglikozidlerden tobramisin, amikasin, gentamisin;
kinolonlardan siprofloksasin, levofloksasin P. aeruginosa enfeksiyonlarmin tedavisi
icin yaygin kullanilan antibiyotiklerdir (91,95).

Kombinasyon tedavisinin, patojenin antimikrobiyallerden en az birine duyarh
olma olasiligin1 artirmasi, bakteriye farkli mekanizmalarla etki etmesi, ila¢ direncinin
ortaya ¢gikmasini dnlemesi, antibiyotiklerin sinerjik etkisi gibi farkli avantajlari olsa da
hicbir randomize kontrollii ¢alisma, iki in vitro aktif ajanla tedavinin, tek bir ajana gore
sonuglart 1yilestirdigini veya direng gelisimini azalttigini belirlememistir (94,96).

Kombinasyon tedavisi uygulanacaksa, P. aeruginosa'ya karst in vitro
aktiviteye sahip, farkli smiftan iki ajan kullanilmasi Onerilir. Genellikle, bir beta-
laktam antibiyotik, aminoglikozit, polimiksin veya florokinolonlardan biriyle
kombinasyon halinde kullanilir (91,94,96).

Fosfomisin, kolistin ve polimiksin B, MDR P. aeruginosa tedavisi i¢in etkili
alternatif ajanlar olabilir. MDR P. aeruginosa'ya karst kolistinin imipenem,
piperasilin, aztreonam, seftazidim, azlosilin, rifampin veya siprofloksasin gibi bir
antipsédomonas ajani ile kombinasyonunun, tek basina kolistinden daha etkili oldugu
bildirilmistir (95,96).

Seftazidim-avibaktam ve seftolozan-tazobaktam, MDR P. aeruginosa
enfeksiyonlarmin tedavisinde giderek daha fazla kullanilmaktadir. Imipenem-
rebebaktam ve sefiderokol de MDR P. aeruginosa enfeksiyonlarina kars1 kullanilan

en yeni ajanlardandir (94).
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1.3. Escherichia coli (E. coli)

1.3.1. Tarihce ve Simiflandirma

Escherichia cins adi, 1885 yilinda yenidogan bagirsak florasi iizerine yaptigi
calismalarda E. coli bakterisini tanimlayan Theodore Escherich'ten gelmektedir. E.
coli, gastrointestinal sistemdeki en yaygin fakiiltatif anaeroptur (97,98).

Escherichia coli, dogada her yerde bulunabilmesi, dayanikli yapisi, kolay
kiiltiir kosullari, hizl1 ¢ogalmasi, hakkinda bilinen bilgi zenginligi ile biyolojideki en
O6nemli model mikroorganizma olup, endiistriyel alan ve laboratuvar uygulamalarinda
en sik kullanilan prokaryottur. Genetik kod, transkripsiyon, translasyon ve replikasyon
gibi molekiiler biyoloji temellerinin ilk kez {izerinde ¢alisildig1 organizma olmustur
(99,100).

Escherichia coli suslar1 H (flagella), K (kapsiil) ve O (somatik) yilizey
antijenlerine gore siniflandirilmaktadir. O antijenleri, LPS yapidadir. Istya ve alkole
direng gosterir, formole dayaniksizdir. 170’ten fazla sayida O serogrubu saptanmuistir.
Protein yapidaki H antijenleri hareketli suslarda bulunur. Isiya ve alkole dayaniksizdir.
Gilinlimiizde 60’a yakin H antijeni saptanmistir. O ve H antijenlerinin spesifik
kombinasyonlari, E. coli izolatinin serotipini tanimlamaktadir. Polisakkarit yapidaki
K antijeni 1stya dayaniklidir. K antijeninin yaklagik 80 cesidi belirlenmistir. Bu
antijenler spesifik viriilan klonlarla iliskili kromozomal gostergeler olup tek baslarina
viriilans1 gostermezler. Ornegin, 086 serogrubu insan bagirsak florasinda bulunurken,
serogrup 055 genellikle hastalikla iligkilidir. O157: H7 serotipi bagirsak
enfeksiyonuyla iligkiliyken, K1 antijeni iceren E. coli suslarmin yenidoganlarda

sistemik enfeksiyonlara yol actig1 bildirilmistir (101-103).

1.3.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Escherichia coli, Proteobacteria filumu, Gammoproteobacteria smifi,
Enterobacteriales takimi, Enterobacteriaceae familyasi ve Escherichia cinsinde yer
alir. Cogunlukla peritrik flagellalariyla hareketli, sporsuz, fakiiltatif anaerop, ortalama
1 pm en ve 2-6 pm boya sahip, Gram negatif basillerdir. Oksidaz negatiftir, glikozu
fermente eder, katalaz testi ise pozitiftir (101,104).

Escherichia coli, laboratuvarlarda en sik rastlanan bakteri turiadur. Aerobik

kosullarda, 37°C’de inkiibe edildiginde, rutinde siklikla kullanilan besiyerlerinde
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kolayca tirer. Besiyerinde, S tipi, ortalama 1-2 mm ¢apli koloniler olusturur. 15-45°C
araliginda {treyebilir. 44°C’de {iireyebilme Ozelligi ile Enterobacter ve Serratia
tirlerinden ayirt edilebilir. Diger Enterobacteriaceae yelerinin de iredigi
MacConkey veya EMB agarda E. coli suslarinin %90 kadar1 laktoz pozitif koloniler
olusturur. Enteroinvaziv E. coli’nin (EIEC) de dahil oldugu bazi intestinal E. coli
tipleri laktoz negatiftir. Bircok koken, M ve K antijenlerine sahip mikrokapsiil
olusturabilmektedir (101,103).

Escherichia coli’lerde indol testi %99 pozitiftir. Bu test E. coli’leri diger
Enterbacteriaceae tiirlerinden ayirt etmede en faydali testtir. Sitrat ve Voges
Proskauer testleri negatif iken, Metil Red testi pozitiftir. Genellikle H,S olusturmazlar.
Fenil alanin deaminaz ve iireaz testleri negatiftir. E. coli suslari, glikozdan asit ve gaz
olusturur. D-mannoz, maltoz, D-ksiloz, laktoz, D-mannitol, D-sorbitol, trehaloz, L-
arabinoz, L-ramnozu fermente eder. Adonitol, inositol, selobioz, D-arabinol, eritrolii
fermente etmez. Nitrati nitrite indirgerler ve bazi kdkenleri disinda {ireyi pargalamazlar

(101,103).

Resim 3. EMB agarda metalik refle veren E. coli kolonileri

1.3.3. Viriilans Faktorleri

Escherichia coli, Enterobacteriaceae’larda bulunan, gozenek olusturucu
sitotoksinler, protein sentezi inhibitorleri, konak¢i hiicrelerde haberci yolaklari
degistiren toksinler gibi her tiirlii protein ekzotoksini iiretebilmektedir (105). Dis
membran yiizeyindeki LPS, 1s1 labil (LT) ve 1s1 stabil (ST) toksinler, hemolizin,
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sitotoksik nekrotizan faktor 1 (CNF-1), Shiga toksin (Stx) gibi cesitli toksin sentezi,
kolisin iiretimi, fimbrialar, intimin gibi afimbrial adezinler, siderofor salinimi; katalaz-
peroksidaz, ekstraseliiler serin-proteaz gibi plazmid ile kodlanan faktorler E. coli

suslarinin viriilans faktorleridir (102,106).

2.3.4. Kommensal E. coli

Escherichia coli, insan hayatinin ilk saatlerinden itibaren sindirim sisteminde
kolonize olmaya baslar ve daha sonra burada kommensal olarak yasar. Ancak sindirim
sistemi savunma mekanizmalar1 veya immiin yaniti baskilayan durumlarda
kommensal E. coli suglar1 bile enfeksiyon olusumuna neden olabilmektedir. Patojen
suslarin etken oldugu enfeksiyonlar, mukozal yiizeylerde sinirli kalabildigi gibi tiim
viicuda da yayilabilmektedir. Patojen E. coli’lerin kommensal suslardan farki, her
patojenik tip i¢in kromozom, plazmid veya bakteriofaj lizerindeki patojenite
adaciklarinda kodlanan, 6zel viriilans faktorlerinin varligindan kaynaklanmaktadir.
Patojen E. coli’lerde, genetik ve klinik 6zellikleri farkli, intestinal E. coli (DEC) ve
ekstraintestinal E. coli (ExPEC) olarak iki grup bulunmaktadir (101,106,107).

1.3.5. Ekstraintestinal E. coli (ExPEC)

Escherichia coli, insan ve memeli hayvan gastrointestinal sisteminin en yaygin
flora eleman1 ve ayn1 zamanda en 6nemli patojenlerinden biridir. E. coli suslarinin
¢ogu, kolonda zararsiz bir sekilde yasamasina ve saglikli bireylerde nadiren hastaliga
neden olmasina ragmen, bazi patojenik suslar saglikli veya immiinsiipresif bireylerde
tim yas gruplarinda, bircok anatomik bdolgeyi tutabilmekte, intestinal ve
ekstraintestinal olarak enfeksiyonlara neden olabilmektedir (97,108).

Intestinal E. coli’nin aksine ExPEC suslari, insan bagirsaginda enfeksiyon
olusturmayip beyin omurilik sivis1 (BOS), kan dolasimi veya idrar yoluna
girdiklerinde ciddi patojenler haline gelebilmektedir. Uropatojenik E. coli (UPEC) ve
menenjitle iliskili E. coli (MAEC), ekstraintestinal enfeksiyonlarla iliskili E. coli
suslaridir (98).

Ekstraintestinal E. coli'nin konak¢ida mukozal ylizeyleri kolonize etmesine,
lokal ve sistemik savunma mekanizmalarindan kagmasina olanak taniyan LPS yapi,
kapsiil, ¢esitli adezinler, toksinler, sideroforlar, proteazlar, invazinler ve serum direng

proteinlerini igeren karakteristik viriilans faktorleri bulunmaktadir (106).
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En fazla idrar yolu enfeksiyonu olmak {iizere, yara enfeksiyonlari,
immiinsiipresif bireylerde pndmoni ve yenidogan menenjiti, E. coli’ye baglt yaygin
goriilen enfeksiyonlardir. Intrauterin enfeksiyonlar, kan dolasimi enfeksiyonlari,
endokardit gibi nozokomiyal ve toplum kaynakli hemen her tiirlii enfeksiyona neden
olabilmektedir (97,103,108,109).

Escherichia coli, idrar yolu enfeksiyon etkenleri arasinda en yaygin goriilen
bakteridir. Eriskindeki Gram negatif bakteriyemide en sik etken olan tiirdiir. Bununla
birlikte kateterle iligkili idrar yolu enfeksiyonlari, neonatal menenjit, neonatal sepsis,
Gram negatif sepsis ve endotoksik sokun en yaygin goriilen etkenlerinden biridir

(103,106,110,111).

1.3.6. Diyarejenik (intestinal) E. coli (DEC)

Kommensal suslarin aksine, saglikli bireylerin bagirsak florasinda DEC
suslarina nadiren rastlanir. Viriilans faktorleri bakimindan bazi patotipler arasinda bir
miktar ortiismeler olsa da, her patotip ayr1 patojenik mekanizmalar olusturan spesifik
viriillans faktdr kombinasyonlara sahiptir (97,112). Bununla birlikte, EIEC ile
Shigella’nin invazyon mekanizmalarinin benzerligi, enterohemorajik E. coli (EHEC)
ve Shigella dysenteriae (S. dysenteriae)’nin Shiga toksin salgilamasi, enterotoksijenik
E. coli (ETEC) LT’si ile kolera enterotoksininin yap1 ve fonksiyon acisindan
benzerligi, enteropatojenik E. coli (EPEC) ve EHEC’lerin Salmonella, Shigella,
Yersinia tiirleri gibi T3SS kullanmasi gibi E.coli suslarinin diger bakterilerle de ortak
patojenite mekanizmalar1 bulunmaktadir (108).

Intestinal E. coli’lerde, viriilans faktdrleri, enfeksiyon mekanizmalari, enterosit
ile etkilesim, doku tropizmi ve olusturdugu hastaligin semptomlarina gore diffiiz
aderan E. coli (DAEC), ETEC, enteroagregatif E. coli (EAEC), EHEC, EIEC ve EPEC

olarak alt1 ana patotip tanimlanmistir (107).

1.3.6.1. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Enteropatojenik E. coli, 6zellikle kotii hijyen kosullar altindaki bebeklerde
ishale neden olmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde infantil ishalinin 6nde gelen
nedenidir. EPEC enfeksiyonunda subfebril ates, halsizlik, bol sulu diyare, bulant1 ve
kusma goriilmektedir. Diger DEC suslarinda oldugu gibi EPEC’in bulas1 da kontamine
tirtinlerden fekal-oral yolladir (97,108).
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Bagirsak epitel hiicrelerine yapisip tutunma/bozma (A/E) lezyonlar1 olarak
bilinen karakteristik histopatolojik lezyonlar olusturur. intestinal epitel hiicrelerine
sikica baglanip hiicre iskeletinde degisiklik olusturarak, enterositler aras1 siki baglarin
zayiflamasina, mikrovillus yapilarinin silinmesine neden olmasi sonucunda sivi kayb1
ile birlikte ishal klinigi gelismektedir (97,103,105,113).

Demet olusturan piluslar (Bfp) olarak adlandirilan tip IV fimbria ve intimin
gibi viriilans faktorleri bu patogenezde rol oynamaktadir. Bfp, EPEC suslarinin kendi
kendine kiimelenip, mikrokoloni olusturmalarini saglar. Tutunma ve bozma etkisi,
T3SS, dis membran adezini intimin, transloke intimin reseptorii ve bazi proteinleri
kodlayan, enterosit efiizyon lokusu (LEE) denilen bir patojenite adasi tarafindan

yonetilmektedir (112,113).

1.3.6.2. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Enterotoksijenik E. coli enfeksiyonlar1 siklikla gelismekte olan {ilkelerde
cocukluk caginda veya bu bolgelere seyahat eden bireylerde goriilmektedir. Turist
diyaresine neden olan en yaygin patojendir (97,108,112).

Enterotoksijenik E. coli daha ¢ok kontamine gida {iriinleri ve sudan bulasir.
Kisiden kisiye bulas bildirilmemistir. Genellikle ani baslangigli, giinde on defaya
kadar ¢ikan siklikta sulu ishal tablosu goriiliir. Hastalik birkag giin stirer ve siklikla da
kendi kendini smurlar. Yetersiz beslenen ¢ocuklarda hastalik biraz daha uzun seyirli
olabilmektedir (97,108,114).

Enterotoksijenik E. coli, kolonizasyon faktor antijenleri (CFA) gibi fimbrial
adezinler ve spesifik baglayici reseptorler araciligiyla intestinal mukoza hiicrelerinin
mukozal yiizeyine yapistiktan sonra konakgi iizerindeki patojen etkilerini baglatir.
Sonrasinda plazmidlerin kodladigr LT ve ST salgilayarak hiicre hasarini tetikler. ST
guanilat siklazi, LT adenilat siklaz1 aktive edip hiicre icinde siklik guanozin
monofosfat (cGMP) ve siklik adenozin monofosfat (cCAMP) diizeylerini artirarak klor
(CI") sekresyonununda artisa, sodyum (Na*) ile C1~ emiliminde azalmaya ve neticede
stv1 kaybina sebep olmaktadir. Hem toksin hem de kolonizasyon faktorleri klinigin
olusumu i¢in sarttir. ETEC enfeksiyonlarinda, bagirsak mukozasinda histolojik

degisiklikler veya inflamasyon bulgusu goriilmemektedir (97,98,101).
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1.3.6.3. Enteroagregatif E. coli (EAEC)

Enteroagregatif E. coli, genel olarak persistan ishal etkeni olarak
taninmaktadir. Diinya genelinde ¢esitli salginlarla da iligkilendirilmistir. Daha ¢ok
gelismekte olan iilkelerdeki immiinstipresif kisiler ve ¢ocuklarda 6nemli bir morbidite
nedenidir (108,115). EAEC enfeksiyonlarinda ates, kusma ve kanli ishal klinigi
goriilmektedir (114).

Enteroagregatif E. coli’ler, HEp-2 hiicrelerine otoagreatif olarak baglanip,
karakteristik "tugla y1g8in1" benzeri adezyon paterni olusturmaktadir (108). EAEC’nin
patojenite mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. EAEC’nin intestinal mukozaya
agregasyonu saglayan agregatif aderens fimbrialari (AAF/I ve AAF/II) ve salgiladigi
enteroagregatif sitotoksin (EAST), virlilans faktorleridir. EAST’in enfeksiyon

semptomlarindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (97,113,116).

1.3.6.4. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

Enteroinvaziv E. coli, ¢ocuklarda ve eriskinlerde genellikle sulu ishal
yapmakla birlikte, Shigella ile benzer klinikte dizanteriform ishale de yol
acabilmektedir (113,114). Shigella tiirleri karin agrisi, ates, kanli ishalle seyreden
dizanteri tablosuna neden olurken, EIEC’de genelikle sulu ishal ve inflamatuar kolit
goriilmekte, nadiren dizanteriye sebep olmaktadir (108). Shigella spp.’nin enfektif
dozu (10® bakteri), EIEC'den (108 bakteri) daha diisiiktiir. EIEC’in olusturdugu
dizanteri, genellikle Shigella'ya bagl olandan daha hafif seyirlidir (114).

Enteroinvaziv E. coli enfeksiyonunda temel patogenez, T3SS ile hiicre igine
girme ve ardindan hiicreden hiicreye gegistir (113). Shigella spp. ile baz1 patojenik
ozellikleri benzerdir. Kolonik enterositler icinde baglanma, endositoz ve ¢ogalmaya
aracilik eden proteinler, plazmitler (pINV plazmiti) lizerinde tasinan bir gen kiimesi
tarafindan kodlanir. EIEC, kolonik enterositlere girerek sitoplazmada c¢ogalir.
Sitoplazma i¢indeki hareketi ve komsu hiicrelere gecisi aktin filamanlari ile kontrol
edilir. Olusturdugu inflamatuar infiltrasyon ile hiicre Oliimiine ve epitel hiicre
tabakasimin kaybina neden olur. Bu durum kalin bagirsagin nekrozu, iilserasyonu ve

diskiya kan, mukus salinimiyla sonu¢lanmaktadir (98,114).
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1.3.6.5. Diffiiz aderan E. coli (DAEC)

Diffiiz aderan E. coli’ler, HEp-2 hiicrelerine diffiiz sekilde yapigsma paterni
nedeniyle bu sekilde adlandirilmistir. DAEC, hem gelismekte olan hem de gelismis
ilkelerde goriilen diyare etkenidir. Su ve gidalarin diski ile kontaminasyonu ana bulas
yolunu olusturur. Enfekte olan kisilerde ates, kusma, karin kramplari, sulu veya kanl
diyare tablosu goriilmekte ve hastalik siiresi ortalama bir hafta slirmektedir
(113,116,117).

Diffliz aderan E. coli’'nin konak hiicrelere yapismasinda basta yaygin
yapigmada rol oynayan yapistirict (AIDA-1) ve F1845 fimbria olmak {izere ¢ok sayida
faktor bulunmaktadir. Adezinlerin reseptorlerle etkilesimi hiicresel g¢ikintilarin
biiylimesini kontrol eden ve bakterilerin hiicre ylizeyine siki bir sekilde baglanmasin
saglayan sinyal iletim basamaklarini tetikler. Bakteri hiicre yiizeyine sikica tutunur,
kolonizasyon adimlarini ve sinyal iletim yollarinin aktivasyonunu baglatir, bu da

inflamatuar yanitlarla sonuglanir (117).

1.3.6.6. Enterohemorajik E. coli (EHEC)/Shiga Toksin Ureten E. coli
(STEC)

Enterohemorajik E. coli, bakteriyofaj ile kodlanan Verotoksin (VT) salgilar.
Verotoksine, S. dysenteriae’nin Shiga toksiniyle benzer antijenik yapi ve biyolojik
aktiviteye sahip oldugundan Shiga benzeri toksin (Shiga like toxin) de denmektedir.
EHEC’in enfektif dozu diisiiktliir (<100 bakteri). Hastalarda hafif seyirli ishalden
hemorajik kolit veya hemolitik iiremik sendroma (HUS) kadar degisen klinik tablolara
neden olabilir (97,101,108). EHEC, o6zellikle kiiciik cocuklarda, yaslilarda ve
immiinstipresif kisilerde enfeksiyon olusturan, zoonotik ve gida kaynakli bir
patojendir (118). EHEC, hayvan diskisiyla kontamine olmus sebze, meyve, sularla
veya iyi pismemis hamburger kofteleri, ¢ig st tiiketimiyle insanlara bulasabildigi gibi
fekal-oral yolla insanlar arasinda da bulas olabilmektedir (97,119). 380'den fazla farkl
EHEC OH serotipi izole edilmistir. Bu serotiplerden O157: H7, hem salginlar hem de
sporadik siddetli hastalik vakalari ile en sik iligkili olandir (116,120).

Enterohemorajik E. coli'nin iki temel viriilans stratejisi, VT iretimi ve
bagirsakta kolonizasyondur. Kalin bagirsagin  mukozal epitel hiicrelerinin

kolonizasyonunu, A/E sitopatolojisi ile gergeklestirir. A/E lezyonu, EPEC ile iligkili
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olana benzer sekildedir ve mikrovilluslar yok edilir. Ancak EPEC suslarindan farkli
olarak Bfp iiretmezler. Enfeksiyonunun patogenezinde LEE patojenite adasi tarafindan
kodlanan proteinler ve NleC, NleD, NleF, NleG, NleA, NleB ve NIeE gibi LEE
disindaki patojenite adalarinda kodlanmig bircok efektor molekiil rol oynamaktadir.
VT, bagirsak epitel hiicrelerinde apoptozu indiikler, kanli ishal, hemorajik kolit,
nekroz ve bagirsak perforasyonu ile sonuglanabilen lokal hasara neden olur. VT ayrica
renal glomertillerde ve diger organlarda trombotik mikroanjiyopati olusturarak, bobrek
yetmezligi, mikroanjiyopatik hemolitik anemi ve trombosit sayisinda diisiikliik

bulgulari ile seyreden HUS'e yol agabilmektedir (112,113,120).

1.3.7. Antimikrobiyal Diren¢ ve Tedavi

Escherichia coli, normal oda sicakliginda uzun miiddet canliligini koruyabilen,
cevre sartlarina oldukca dayanikli bakterilerdir. E. coli suslart dis ortam kosullarina
dayanikli yapisi ve bakteriden bakteriye kolayca aktarilabilen diren¢ plazmitlerini
tagimasiyla, 6zellikle hastane ortaminda ¢esitli antimikrobiyallere karsi kolayca direng
gelistirebilmektedir (101).

Escherichia coli suslarinin antimikrobiyallere direng gelisiminde, antibiyotigin
inaktivasyonu, modifiye edici enzimler, porin mutasyonlari, efluks pompalari, hedef
bolgenin degistirilmesi, diren¢ genlerinin kazanilmasi gibi bir¢cok farkli mekanizma
rol oynamaktadir (121,122).

Cogu E. coli ishali, kendini sinirlayict ve hafif seyirli oldugundan, genellikle
rehidrasyon ve destek tedavisi yeterli olmaktadir. ETEC, EIEC ve EPEC
enfeksiyonlarinda, trimetoprim-siilfametoksazol veya florokinolonlarin kullanimi
diyare siiresini azaltmaktadir. Ancak EHEC’te antimikrobiyal ajanlarin kullanimu,
toksin sentezini ve salmimimi hizlandirp hemorajik kolit veya HUS riskini
artirabileceginden kontrendikedir (105,123).

Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, beta-laktam/beta-laktamaz
inhibitér kombinasyonlari, florokinolonlar, aminoglikozitler ve trimetoprim-
stilfametoksazol E. coli'nin neden oldugu ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin
sekilde kullanilmaktadir (122,124). Idrar yolu enfeksiyonlar1 siklikla ampirik olarak

tedavi edilir. Nitrofuratoin ve fosfomisin, ampisilin, trimetoprim-siilfametoksazol
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veya florokinolonlar bu amag¢ i¢in kullanilan ajanlardir. Diger antimikrobiyallerin
secimi ise antimikrobiyal duyarlilik testi ile yapilmalidir (105,124).

Escherichia coli’nin antibiyotiklere kars1 direnci, bildirilen ilk vakalardan bu
yana giderek artmakta ve halk saglig1 sistemleri i¢in diinya ¢apinda kiiresel bir tehdit
olusturmaktadir. Son yirmi yilda beta-laktamlar, kinolonlar, aminoglikozitler,
stilfonamidler ve fosfomisin gibi baslica antibiyotik smiflarina direncli E. coli
suslarinda biiyiik artiglar bildirilmistir (109,121).

Coklu ilaca direngli E. coli enfeksiyonlari, terapotik seceneklerin ciddi sekilde
siirli olmasi nedeniyle biiyiik bir endise kaynagidir. Bununla birlikte GSBL iiretimi,
karbapenem direnci ve son zamanlarda karsilagilan kolistin direnci, tedavi
seceneklerini 6nemli 6l¢iide karmasiklastirmistir (122,125,126).

Birgok Gram negatif bakteri GSBL {iretebilir. Ancak bu enzimleri eksprese
eden suslarin biiyiik cogunlugu Enterobacteriaceae ailesine aittir. Bunlar arasinda ise
E. coli ve K. pneumoniae en Ust sirada yer almaktadir (127). GSBL'ler, penisilinlere,
oksiimino-sefalosporinlere ve monobaktam antibiyotiklere diren¢ kazandiran, plazmit
aracili enzimlerin heterojen bir grubudur. GSBL iireten bakteriler ayrica
florokinolonlar, trimetoprim-siilfametoksazol, aminoglikozitler gibi diger ajanlara da
siklikla direng gostermektedir. GSBL iireten E. coli enfeksiyonlar1 diinya ¢apinda
giderek yayginlagmaktadir. Bu durum, hastalarin hastanede kalis siiresinin uzamasina
neden olmakla birlikte, mortalite oranlarin1 ve maliyetleri olumsuz ydnde
etkilemektedir (125,128,129).

Karbapenemler, AmpC veya GSBL iireten E. coli enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilabilecek antimikrobiyal seceneklerden biridir. Ancak MDR GSBL
tireten E. coli enfeksiyon sikliginin artis1, karbapenemlerin kullanimini artirmakta bu
da karbapenemaz iireten bakterilerin ve karbapenem direncinin yayilmasina neden
olmaktadir (124,125,128,129). Karbapenemaz iireten E. coli’ye kars1 in vitro olarak
en iyi etkinlik goOsteren antibiyotiklerin kolistin, tigesiklin, temosilin ve fosfomisin

oldugu bildirilmistir (124).
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1.4. Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)

1.4.1. Tarihce ve Simiflandirma

Klebsiella, ilk 6nce 1882’de Carl Friedlander tarafindan pndmoni nedeniyle
hayatin1 kaybeden hastalarin solunum 6rneklerinden izole edilmis, "Friedlander basili"
ismiyle, kotii prognozlu ve siklikla 6liimciil seyreden pndmoni etkeni olarak anilmistir.
Klebsiella cins adi ise yine o yillarda yasamis olan Alman mikrobiyolog Edwin
Klebs’e ithafen verilmistir (130,131).

Iki bin bir y1linda dokuz Klebsiella tiiriiniin rpoB genleri ve 16S rRNA’larinin
karsilastirmali dizi analizi gergeklestirilmis, Klebsiella cinsinin heterojen oldugu ve ii¢
filogenetik kiime olusturan tiirleri igerdigi dogrulanmustir. Klebsiella pneumoniae
subspecies pneumoniae (K. pneumoniae), Klebsiella pneumoniae subspecies
rhinoscleromatis (K. rhinoscleromatis), Klebsiella granulomatis (K. granulomatis),
Klebsiella pneumoniae subspecies ozaenae (K. ozaenae) Grup I'de; Klebsiella
trevisanii (K. trevisanii), Klebsiella ornithinolytica (K. ornithinolytica), Klebsiella
terrigena (K. terrigena), Klebsiella planticola (K. planticola) Grup 1I’de ve Klebsiella
oxytoca (K. oxytoca) Grup III'te yer almis ancak daha sonra elde edilen genetik veriler

sonucu Grup II'de yer alan tiirler Raoultella cinsine aktarilmistir (130).

1.4.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Klebsiella turleri, Enterobacteriaceae ailesinde bulunan, hareketsiz, fakiiltatif
anaerob, 0,3—1 pm eninde, 0,6-6 pm boyunda Gram negatif basillerdir. Cogu izolat
kalin bir polisakkarit kapsiil ve fimbriaya sahiptir. MacConkey agarda, biiyiik, mukoid
ve laktoz fermentasyonu ve asit iiretimini gosteren mor renkte koloniler olusturur.
Laboratuvarlarda kullanilan izolasyon plaklarinda, biliyilk ve mukoid kolonilerle
karsilagildig1 zaman Klebsiella tiirleri akla gelmeli ancak suslarin hepsinin mukoid
olmadigi ve bazi Enterobacter tiirlerinin de bu goriiniimde olabilecegi
unutulmamalidir. Klebsiella tiirlerinde ¢cogunlukla iireaz testi pozitiftir. Christensen
ireli egik agar ylizeyinde pembe renk degisimi olustururlar. K. oxytoca disinda
triptofandan indol olusturmazlar. K. pneumoniae nin Metil red testi negatif, Voges-
Proskauer testi pozitiftir. Lizini dekarboksile ederken ornitin ve arjinini dekarboksile
etmez. Laktoz, arabinoz, siikroz, adonitol, sorbitol gibi karbonhidratlar1 fermente eder

ve H,S olusturmazlar (130,132).
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Resim 4. EMB agarda mukoid yapida K. pneumoniae kolonileri
1.4.3. Viriilans faktorleri

1.4.3.1. Kapsiil

Klebsiella pneumoniae, cps gen kiimesi tarafindan kodlanan polisakkarit
yapida kapsiile sahiptir. Kapsiil, dis membrani cevreleyerek mikroorganizmayi
maskeler. Antifagositik etki gosterir. Antimikrobiyal ajanlarin etkisine kars1 bakteriyi
korur. Ayrica makrofajlarin farklilasmasini ve fonksiyonel kapasitesini inhibe
etmektedir. Klebsiella tiirleri tarafindan iiretilen ve suslar arasinda ayrim yapmak i¢in
kullanilan 77'den fazla farkli antijenik kapsiil tipi vardir. Ozellikle de K1 veya K2

serotiplerinin iiretimi K. pneumoniae'nin ana viriilans faktorlerindendir (133—135).

1.4.3.2. Demir Toplama Sistemleri

Sideroforlar, birgok Gram negatif bakteride viriilans i¢in kritik olan, ¢ok
yiiksek afiniteye sahip demir selatlayict molekiillerdir. Bakteriyel cogalmaya izin
vererek dolayli olarak inflamasyonu, doku hasarii ve bakteriyel yayilmay: artirirlar.
K. pnuemonia, enterobaktin, yersiniabaktin, salmokelin ve aerobaktin sideroforini
salgilar. Enterobaktin, en yliksek afiniteye sahip olan siderofordur. Bunlara karsilik
konakg¢1 notrofil ve epitel hiicreleri, patojenlerin demir aliminm1 engelleyen, siderofor

baglayici protein lipokalin-2’yi Tlretir. Ancak lipokalin-2, sadece enterobaktin
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aktivitesini engeller. Bakterilerin salgiladig1 diger sideroforlar lipokalin-2 varligindan

etkilenmemektedir (136,137).

1.4.3.3. Pili

Enfeksiyoz siirecte mikroorganizmalarin mukozal ylizeyleri kolonize
edebilmesi i¢in konak hiicrelere baglanmasi gerekir. Pililer bu baglanmanin 6nemli
aracilaridir (133). K. pneumoniae suslarinda iki pili tipi siklikla bulunmaktadir.
Bunlardan Tip 1 pili, fim geni tarafindan kodlanir. Tikriik ve idrarda normalde
bulunan, ¢oziiniir mannoz igeren glikoproteinlere baglanabilmesiyle lirogenital ve
solunum sistemi kolonizasyonunda rol oynamaktadir. Tip 3 pili ise mrk operonu
tarafindan kodlanir. Solunum epiteli, mesane epiteli, bobreklerde tiibiiler bazal
membran, bowman kapsiilii, renal damarlara baglanma ve biyofilm olusumunda rol

oynamaktadir (133,134,138).

1.4.3.4. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit, Gram negatif bakterileri hiicre duvarinda bulanan O antijeni,
oligosakarit ¢ekirdek ve lipit A olmak iizere 3 komponentten olusan, endotoksin
ozellige sahip yapidir. LPS yapinin en dis kisminda O antijeni bulunur. Immiin sistem
tarafindan karsilasilan ilk molekiildiir. C3b'yi baglayarak bakteriyi kompleman aracili
oldiirmeye kars1 korumaktir. O antijeninin farkli serotipleri vardir. Klinik K.

pneumoniae suglari arasinda en yaygin olan1 O1 antijenidir (134,136).

1.4.4. Klebsiella pneumoniae Enfeksiyonlar:

Klebsiella tiirleri dogada ve insan gastrointestinal sistemi, nazofarenks ve daha
az siklikla diger bolgelerin flora elememi olarak bulunabilir. Immiinkompetan
bireylerin K. pneumoniae ile enfekte olmasi1 nadirdir. K. pneumoniae ¢ogunlukla
hastanede yatan veya immiinsiipresif bireylerde enfeksiyonlara sebep olan firsatci bir
patojendir. En yaygin goriilen enfeksiyonlar: idrar yolu enfeksiyonu, bakteriyemi ve
pnomonidir. Daha nadir olarak yara enfeksiyonlari, karaciger apsesi, intraabdominal
enfeksiyonlar, intravaskiiler kateter enfeksiyonlari, neonatal enfeksiyonlar, septisemi,
menenjit gibi ¢esitli bolgelerde enfeksiyonlara neden olmaktadir. Diyabet, malignite,
son donem bdbrek hastalifi, immiin sistemi baskilayan durumlar, alkol enfeksiyon

gelisimi i¢in zemin hazirlamaktadir (133,135,139,140).
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Klebsiella tirleri, diinya capinda en yaygin hastane enfeksiyon etkenleri
arasinda bulunmaktadir. K. pneumoniae, yenidogan yogun bakim {initeleri dahil,
yogun bakim hastalarinda enfeksiyonlardan sorumlu en sik Gram negatif
bakterilerdendir (132,141). ABD'de Clostridium difficile (C. difficile) ve S. aureus'tan
sonra ti¢lincii siklikta hastane enfeksiyon etkeni olarak bildirilmistir (131).

Klebsiella pneumoniae, akcigerde genellikle {iist loblar1 etkileyen lober
pnomoniye neden olur. Goriilme siklig1, alkol bagimlilarinda normal bireylere gore
daha yiiksektir. Hastalarin kliniginde hemoptiziden kaynaklanan “kus {iziimi jolesi”
balgam goriliir ancak yine de diger Enterobacteriaceae iiyelerinin olusturdugu
pndmoniden ayirt edilemez. Giiniimiizde K. pneumoniae’ye bagl gelisen pnomoni i¢in
artan mortalite oranlar1 bildirilmektedir. Genellikle yasli ve immiinsiipresif bireylerde
ortaya c¢ikar. Uzun siireli yogun bakim yatislar1 da enfeksiyon gelisimi i¢in risk
olusturmaktadir. Bununla birlikte, K. pneumoniae nin geriatrik hastalarda aspirasyon
pndmonisi ile iligkilendirildigi de bildirilmistir (132,140,142,143).

Klebsiella pneumoniae idrar yolu enfeksiyonlarinda E. coli'den sonra ikinci
sirada izole edilen bakteri tiiriidiir. Olusturdugu idrar yolu enfeksiyonlarinin
patogenezi, diger Enterobacteriaceae’lar ile benzerdir. Bakterinin konak yapilarina
tutunma yeteneginin enfeksiyon gelisiminde gerekli oldugu kabul edilir. Genellikle alt
iiriner sistemi etkiler. K. pneumoniae kaynakli idrar yolu enfeksiyonlari, piyelonefrit,
genitoliriner enfeksiyonlar, perinefrik apse ve prostat tutulumu diger enfeksiydz
etkenlerden klinik olarak ayirt edici 6zelliklere sahip degildir (140,144,145).

Klebsiella pneumoniae, Gram negatif kan dolasimi1 enfeksiyonlarinin
E.coli'den sonra ikinci en yaygin nedenidir. Bakteriyemisi genellikle kotii
prognozludur ve mortalite riskini artirabilmektedir. Alkolik karaciger hastaligi ve
diyabet, toplumdan edinilmis K. pneumoniae bakteriyemisi i¢in risk faktorleridir

(132,140,146).

1.4.5. Antimikrobiyal Diren¢ ve Tedavi

Giliniimiizde tiim Enterobacteriaceae lyeleri arasinda Klebsiella tiirleri
antimikrobiyal ajanlara en direncli olanlar arasinda yer almaktadir (142). K.
pneumoniae, penisiline 6zgii bir beta-laktamaz1 kodlayan kromozomal gene sahip

oldugundan ampisiline dogal direnglidir. K. pneumoniae enfeksiyonlarini tedavi etmek
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icin penisilin/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlari, birinci kusak sefalosporinler,
trimetoprim-siilfametoksazol, kinolonlar ve aminoglikozitler kullanilabilir (140).

Klebsiella pneumoniae izolatlarinda 1960'larda ortaya c¢ikan penisilin
direncinden sonra, beta-laktamaz genleri kesfedilmeye baslamistir. 1980’lerde
Almanya'da, yogun bakimlardan izole edilen K. pneumoniae suslarinda, genis bir beta-
laktam antibiyotik toleransi sergileyen ilk GSBL geni tanimlanmistir. GSBL {ireten K.
pneumoniae daha sonra hastane enfeksiyonu salginlarinda ana GSBL kaynakli patojen
haline gelmistir (147). Ozellikle son yillarda GSBL iireten, MDR K. pneumoniae
enfeksiyonlar1 artan siklikta bildirilmektedir. Bu bakteriler igin terapotik segeneklerin
¢ok kisitli olmasi tedavilerini zorlastirmaktadir (148).

Mekanik ventilasyon, arteriyel ve santral venoz kateterizasyon, GSBL tireten
diger organizmalarla gastrointestinal sistem kolonizasyonu, uzun siire yogun bakimda
kalma, yenidogan bebeklerde diisikk dogum agirligi, antibiyotik kullanimi GSBL
tireten K. pneumoniae kolonizasyonu i¢in uygun zemin hazirlamakla birlikte
enfeksiyon gelisimi i¢in de risk olusturmaktadir (148).

Karbapenemler, GSBL pozitif K. pneumoniae suslarinin tedavisinde siklikla
kullanilan ajanlardir. Ancak, karbapenem kullaniminin yayginlagmasiyla birlikte
karbapenem direngli K. pneumoniae enfeksiyonlari da giderek artan oranlarda
bildirilmektedir (140,149,150).

Enterobacteriaceae ailesinden bir¢ok tiir karbapenemaz enzimi iiretebilir ve
karbapenemlere direngli hale gelebilir. Karbapenem direncli Enterobacteriaceae’lar,
diinya genelinde 6nemli bir halk saglig1 problemi olmustur. CDC, 2013’te karbapenem
direngli Enterobacteriaceae’lar1 acil dnlem gerektiren bir toplum sagligi tehdidi olarak
belirlemistir (9,151). Karbapenem direncli Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin
mortalite oranlar1 son derece yliksektir (150,152,153).

Karbapenemaz diren¢ genleri transfer edilebilir plazmitler yoluyla
yayilabildiginden bu tiir suslarla gelisen enfeksiyonlar1 kontrol etmek zordur
(140,150). Ayrica karbapenemazlar, sadece karbapenemleri degil ayni zamanda
penisilinleri, oksimino-sefalosporinleri ve sefamisinleri de hidrolize edebilir ve bu
sekilde en genis antibiyotik diren¢ spektrumunu saglarlar. Bu nedenle karbapenemaz

ireten izolatlar genellikle MDR veya PDR’dir (154,155).
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Klinikte karbapenem direncli K. pneumoniae enfeksiyonlarina yonelik ¢cok az
terapotik segenek bulunmaktadir. Bu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanillanilabilecek
ajanlar genellikle polimiksinler, tigesiklin, fosfomisin, aminoglikozitler veya bu
ajanlarla yapilan kombinasyon tedavileri ile sinirlidir (156—158). Ayrica son yillarda
seftazidim-avibaktam, meropenem-vaborbaktam ve imipenem/silastatin-relebaktam

gibi yeni kombinasyonlar da kullanilmaya baglanmistir (153,156,159).

1.5. Kolistin (Polimiksin E)

Polimiksinler, siklik yapili katyonik polipeptit antibiyotik grubudur. Bu grupta,
kimyasal olarak farkli yapida bes bilesik (polimiksin A-E) bulunmakta olup bunlardan
sadece polimiksin E ve polimiksin B klinik kullanim i¢in uygundur.

Kolistin 1947'de kesfedildikten sonra terapétik olarak kullanimi ilk olarak
1950'lerde Japonya ve Avrupa'da baslamistir (160). O donemde yaygin sekilde
kullanilan bir antibiyotikken, ciddi nefrotoksisite ve norotoksisite yan etkilerinin
ortaya ¢ikmasiyla 1970’lerde kullanimi birakilarak, toksik etkileri daha az, yeni
kullanima giren bagka antibiyotiklere gecilmistir (161,162). Glinlimiizde MDR Gram
negatif bakterilerin giderek yayilmasi ve tedavide kullanilacak alternatif

antimikrobiyal ajanlarin eksikligi, kolistini tekrar glindeme getirmistir (160—162).

1.5.1. Kolistinin Kimyasal Yapisi

Kolistin, toprak bakterisi Paenibacillus polymyxa subspecies colistinus’tan
izole edilmistir (160). Kolistin, hidrofilik polikatyonik peptit halkas1 ve bir hidrofobik
yag asidi kuyrugundan olusan, 1200 Da agirlifinda, polipeptit yapili antibiyotiktir.
Kolistimetat sodyum ve kolistine ait kimyasal yapilar Sekil 1°de gosterilmistir

(163,164).
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Sekil 1. Sirastyla kolistin ve kolistimetat sodyuma ait kimyasal yapilar (Thr: treonin,

Leu: 16sin, DAB: diaminobiitirik asit, FA: yag asidi) (164)

Kolistimetat sodyum (kolistin metansiilfonat) ve kolistin siilfat, klinik
uygulamalar i¢in temin edilebilen kolistinin ticari formlaridir. Kolistimetat sodyum,
kolistin siilfatin nefrotoksik ve ndrotoksik etkilerini azaltma amaciyla yapilan
calismalarla bulunmus, daha az toksik ama ayn1 zamanda etkinligi de daha az olan
formdur. Kolistimetat sodyum inaktif bir 6n ilagtir. Biyolojik sivilarda ve sulu
cozeltilerde kendiliginden hidrolize ugrayip aktif form olan kolistin stilfata doniiserek
etkinligini gosterir. Kolistin siilfat, oral yolla alindiginda gastrointestinal sistem
tarafindan absorbe edilmediginden selektif bagirsak dekontaminasyonunda
kullanilirken, cilt enfeksiyonlarinin tedavisinde topikal olarak uygulanmaktadir.
Kolistimetat sodyum, parenteral, intramiiskiiler, intratekal veya intraventrikiiler olarak
farkli uygulama yollarina sahiptir. Ayrica bu iki form inhalasyon yoluyla da

kullanilabilmektedir (160,162,164).

1.5.2. Kolistin Etki Mekanizmasi

Kolistin, bakteri hiicre zarin1 hedef alan bakterisidal etkili bir antibiyotiktir.
Katyonik polipeptit yapisiyla Gram negatif bakteri dis membranindaki anyonik
ozellikteki LPS tabakaya elektrostatik etkilesimlerle baglanir ve bu yapiy: stabilize

eden divalan katyonlarla (Mg*?, Ca*®) yer degistirip dis membrandaki biitiinliigii
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bozar. Bu durum membran gegirgenliginde artis, sitoplazmik igerigin disar1 sizmasi ve
hiicre 6liimii ile sonuglanir. Kolistinin antimikrobiyal etki mekanizmas1 sekil 2’de

gosterilmistir (164,165).

Colistin
Lipophilic end
Polycationic end @
LPS i@ E Za ; ;

Outer membrane
PG
Inner membrane

Cytoplasm

Sekil 2. Kolistinin antimikrobiyal etki mekanizmasi (164)

Gram negatif bakterilerin endotoksin etkisinden, hiicre duvarindaki LPS
yapinin lipid A kismi sorumludur. Kolistin bu bdlgeye baglanip nétralize ederek giiglii
anti-endotoksin aktivitesi gostermektedir (165).

Polimiksinlerin bir baska etki sekli de bakteriyel i¢ zardaki tip Il NADH-kinon
oksidorediiktaz (NDH-2) solunum enzimlerini inhibe ederek mikroorganizmanin

6liimiine yol agmasidir (166).

1.5.3. Kolistinin Etki Spektrumu

Kolistin, Citrobacter, E. coli, Shigella, Klebsiella, Salmonella, Enterobacter;
Pseudomonas cinsinden Pseudomonas putida (P. putida), P. aeruginosa,
Pseudomonas maltophilia (P. maltophilia), Pseudomonas fluorescens (P.
fluorescens); bunula birlikte Acinetobacter, Stenotrophomonas maltophilia (S.
maltophilia), Moraxella, Haemophilus influenzae (H. influenzae), Bordetella,

Pasteurella, Legionella pneumophila (Legionella pneumophila);
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Mycobacterium’lardan ~ Mycobacterium  intracellulare (M.  intracellulare),
Mycobacterium xenopi (M. xenopi), Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),
Mycobacterium phlei (M. phlei), Mycobacterium fortuitum (M. fortuitum),
Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis) ve anaerobik tlirlerden Bacteroides
melaninogenicus (B. melaninogenicus), Bacteroides oralis (B. oralis)’e etki
gosterirken; Providencia, Proteus, Morganella, Brucella, Serratia, Nocardia ve
Camplylobacter tiirleri, Pseudomonas pseudomallei (P. pseudomallei), Pseudomonas
cepacia (P. cepacia), Pseudomonas picketti (P. picketti), Vibrio cholerae (V.
cholerae), Bacteroides fragilis (B. fragilis), kolistine diren¢li mikroorganizmalardir.
Bunun diginda, anaerop bakterilerin ¢ogu, Gram negatif kok ve Gram pozitif

bakterilere de etki gostermemektedir (160,163).

1.5.4. Kolistinin Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Kolistin metanstilfonat primer olarak renal yoldan elimine edilirken, bir kism1
da metabolize olup kolistin formuna donlismektedir. Kolistin ise genis renal tiibiiler
reabsorbsiyonu nedeniyle agirlikli olarak ekstrarenal yolla atilmaktadir (165).

Kolistinin bakterisidal aktivitesi konsantrasyon bagimli oldugundan inisiyal
etkinlikte cok aktif iken 24 saatten sonraki yeniden iiremelere engel olmaz. Ayrica
plevral sivi, biliyer sistem, BOS, sinoviyal sivilarda dagilimi zayiftir. Tedavide
hedeflenen konsantrasyonlara ulasmada problemler yasandigindan klinikte baska bir
ilagla kombine edilerek kullanilmasi ve dozlar arasinda uzun araliklardan kaginilmasi

Onerilmektedir (161,167,168).

1.5.5. Klinik Kullanim ve Endikasyonlar

Kolistin, diger antimikrobiyallere diren¢ gosteren Gram negatif bakterilerle
gelisen ciddi enfeksiyonlarin tedavisi i¢in son segenektir. Bu tiir bakterilerin etken
oldugu, 6zellikle nozokomiyal pndmoni, cerrahi alan enfeksiyonlari, bakteriyemi,
kateter enfeksiyonlari, liriner sistem enfeksiyonlarinda; KF hastalarinda gelisen MDR
P. aeruginosa kaynakli bronsiyal enfeksiyonlarda ve transplant hastalarindaki P.
aeruginosa kolonizasyonunun tedavisinde kullanilabilir (161,165).

Kolistinin tek basina kullanimi kolistine diren¢ gelisiminde onem arz
etmektedir. Yapilan arastirmalarla kolistinin Gram negatif bakterilere kars1 rifampisin,

karbapenem, seftazidim, sulbaktam, tigesiklin ve glikopeptid antibiyotiklerle sinerji
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olusturabildigi gosterilmistir. Bir¢ok ¢alisma, mikroorganizma diger antibiyotiklerle
direngli de olsa, bu sinerjistik etkilerden yararlanmak ve diren¢ gelisimini engellemek
amactyla, kolistinin kombinasyon rejimleri igerisinde tercih edilmesini Onermistir

(160,169-171).

1.5.6. Toksisite ve Olumsuz Etkiler

Kolistinin baslica yan etkileri nefrotoksisite ve ndrotoksisitedir. Iki durum da
doza bagli ve ilacin kesilmesinden sonra siklikla geri doniisiimliidiir. Nefrotoksik
etkisi genellikle serum kreatinin artisi, hematiiri, proteiniiri, silindiriiri ve oligiiri ile
kendini gosteren bobrek hasaridir. Nefrotoksisite oranlari, kullanilan farkl
nefrotoksisite tanimlari, hasta popiilasyonlarinin degiskenligi gibi nedenlerle
farkliliklar gostermektedir. Yapilan calismalarda nefrotoksisite oranlar1 siklikla %20-
60 araliginda degismektedir. Norotoksisite, kas zayiflig1 veya apneye neden olabilen
noromiiskiiler blokaj, dudak, dil ve ekstremitelerde parestezi, periferik ndropati ile
ortaya cikabilir. Genellikle semptomlarin siddeti hafif olma egilimindedir.
Norotoksisite oranlart da raporlar arasinda biiylik farkliliklar gostermektedir.
Yayinlanan raporlarda nefrotoksisiteye gore daha az siklikta olup, oranlar genel olarak

%7’nin altindadir (172—-174).

1.5.7. Kolistin Duyarhlik Testleri

Kolistin, 0zellikle karbapenemaz iireten MDR Gram negatif bakteri
enfeksiyonlarmin tedavisinde genellikle tek etkili antibiyotik ajandir. MDR Gram
negatif bakterilerin giderek yayginlagsmasiyla birlikte artan kolistin kullanimi, piyasay1
izolatlarin kolistine duyarliligin1 belirlemek i¢in hizli ve gilivenilir yontemler
gelistirmeye sevk etmistir. Ancak, kolistinin katyonik yapisi, agar icinde zayif
diflizyonu, ticari olarak temin edilebilen giivenilir bir referans yonteminin olmamasi
ve birgok tiirde kolistine kars1 heterodireng gelisimi, anitibiyotigin duyarliliginin test
edilmesinde zorluklara neden olmaktadir (175,176).

Laboratuvarlarda kullanilan disk diflizyon, gradiyent serit difiizyon, otomatize
sistemler gibi yontemlerle kolistin duyarlilig1 i¢in tutarsiz sonuglar saptandigindan,
CLSI-EUCAST Polimiksin Sinir Degerleri Ortak Calisma Grubu, Enterobacterales
tiyeleri, Acinetobacter tiirleri ve P. aeruginosa 'da kolistin duyarliliginin, ISO-standart

(20776-1) BMD yontemiyle saptanmasi gerektigini bildirmistir. BMD yontemi,
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besiyeri i¢in katyon ayarli Mueller-Hinton Broth (KAMHB), antibiyotik formu olarak
kolistin siilfat tuzu kullanilarak, polisorbat-80 gibi yiizey aktif maddeler eklenmemis,
kullanimdan ©6nce herhangi bir islem goérmemis polistiren tepsilerle yapilmalidir
(23,177).

Ulkemizde antimikrobiyal duyarlilik testleri EUCAST kriterlerine gore
yorumlanmaktadir. EUCAST, Acinetobacter tiirleri ve Enterobacterales iiyelerinde
minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) 2 mg/L ve altindaysa duyarli, 2 mg/L nin
listiindeyse direngli; Pseudomonas tiirleri icin MIK degeri 4 mg/L ve altindaysa

duyarli, 4 mg/L’nin tstlindeyse direngli olarak kabul etmektedir (178).

1.5.8. Kolistine Karsi Diren¢c Mekanizmalari

Direngli Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinin artigiyla birlikte, kolistinin
artan ve uygunsuz kullanimi, kolistine karsi diren¢ gelisimine neden olmustur.
Bakterilerin kolistin diren¢ oranlart genellikle %10'un altinda bildirilmekle birlikte
daha yiiksek direng oranlarinin raporlandigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Kullanilan
duyarlilik test yontemindeki farkliliklar nedeniyle bu varyasyonlarin var olabilecegine
dikkat edilmelidir (179,180).

Ulusal Saglik Hizmeti Iligkili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi (USHIESA)’nin
2020 raporuna gore Tiirkiye’de saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlarda saptanan
kolistin direng oranlar1 A. baumannii i¢in %3,88, K. pneumoniae ig¢in %12,10 olarak
tespit edilmistir (181).

Farkli bakteri tiirlerinde kolistin direnci ile iliskili mekanizmalar farklidir.
Polimiksinlerin hedefi Gram negatif bakteri ylizeyinde LPS'nin negatif yiiklii lipid A
bilesenidir ve temel diren¢ mekanizmalari, negatif yiikii azaltan LPS
modifikasyonlaridir.  Ayrica kolistin  baglanma bdlgesini  gizleyen kapsiil
polisakkaritinin asir1 iiretimi, dig membran porinlerinin spesifik modifikasyonlar1 ve
efluks pompa sistemlerinin asir1 ekspresyonu da diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir
(180,182).

In vitro olarak polimiksinlere duyarli mikroorganizmalar LPS'nin
modifikasyonuna yol agan kazanilmig gen mutasyonlariyla direng gelistirebilir.

Modifikasyon temel olarak 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz  (L-Ara4N) ve
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fosfoetanolaminin (pEtN) katyonik molekiillerinin, LPS'nin lipid A veya 3-deoksi-D-
mannooktulosonik asit (Kdo) komponentlerine eklenmesiyle gerceklesir (182,183).

pmrE geni ve arnBCADTEF (veya pmrHFIJKLM) operonu aktive edildiginde,
LPS'ye eklenecek L-Arad4N sentezlenir. pmrE ve arnBCADTEF operonlari,
PhoP/PhoQ ve PmrA/PmrB iki bilesenli sistemler ile diizenlenir. PhoP/PhoQ,
pmrD'nin aktivasyonu yoluyla dolayli olarak PmrA/PmrB iki bilesenli sistemini aktive
eder. PmrA/PmrB, pmrE ve arnBCADTEF operonlarini LPS'ye eklenmek {izere L-
Ara4N sentezlemesi i¢in up-regiile eder. PhoP/PhoQ ve PmrA/PmrB iki bilesenli
sistemleri pEtN sentezine de aracilik eder. PmrA/PmrB eksprese edildikten sonra
pmrC ve cptA’yl, LPS'nin lipid A veya Kdo bilesenlerine eklenecek pEtN'yi
sentezlemek iizere aktive eder (184,185).

Bu bahsedilen genlerin veya iki bilesenli sistemlerin birinde olusan
mutasyonlar, L-Ara4N ve pEtN sentezinde diizensizlige ve asir1 liretimlerine yol
acabilir. Asirt iretilen L-Arad4N ve pEtN'nin LPS'ye eklenmesi, bakteri hiicre
membraninda pozitif yiik artisina yol acarak polimiksinin baslangictaki yiike dayali
etkilesimini ortadan kaldirir, LPS'nin pozitif yiiklii polimiksinlere afinitesini azaltir ve
kazanilmis polimiksin direncine neden olur (184,186,187).

Bu mekanizmalar, Gram negatif bakterilerde yaygin olmasina ragmen, tiirler
arasi gesitlilik gostermektedir. Ornegin P. aeruginosa'da PmrD yoktur, burada PhoP,
PmrA/PmrB ile dogrudan etkilesime girer. P. aeruginosa'da PhoP/PhoQ ve
PmrA/PmrB’den baska polimiksin direncinde rol oynadigi tanimlanan ParR/ParS,
ColR/ColS ve CprR/CprS regiilatuar sistemleri de bulunmaktadir. arnBCADTEF
operonu P. aeruginosa, K. pneumoniae ve E. coli'de bulunur, ancak A. baumannii'de
yoktur. A.baumannii'de PhoP/PhoQ sistemi, L-Ara4N biyosentezi ve baglanma genleri
de bulunmamaktadir. PmrA/PmrB'deki mutasyon A.baumannii'nin ana direng
mekanizmasidir (183,188).

Klebsiella pneumoniae'de, PhoP/PhoQ ve PmrA/PmrB'deki degisikliklerin
yani sira mgrB geni inaktivasyonunun polimiksin direncine neden oldugu
bildirilmistir. mgrB, PhoP/PhoQ sinyal sistemini negatif feedback mekanizmasiyla
diizenleyerek L-Ara4N sentez yolunu bastirir. mgrB inaktivasyonu K. pneumoniae’de

en sik goriilen kolistin diren¢ mekanizmasidir (183,189).
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PmrA/PmrB sistemi, crrB, crrA ve crrC’yi kodlayan CrrAB iki bilesenli sistem
tarafindan diizenlenir. crrB mutasyonlarmin aracilik ettigi crrC ekspresyonundaki
arti, sirastyla arnBCADTEF operonu ve pmrC geni yoluyla pEtN ve L-Ara4N
modifikasyonlarini arttirir. crrB’deki mutasyonlarin, K. pneumoniae'de polimiksinlere
kars1 kazanilmig direngte etkili oldugu belirlenmistir (186).

Lipopolisakkarit yapinin tamamen kaybi, A. baumannii’de goriilen polimiksin
diren¢ mekanizmalarindan bir digeridir. LPS biyosentez yolundaki /pxA, IpxC, IpxD
veya IpsB genlerinden birinin mutasyonu, lipid A biyosentezini ve LPS olusumunu
sonlandirmaktadir (188,190).

Kolistin direnci, aktarilamayan kromozomal mutasyonlardan
kaynaklanabildigi gibi transpoze olabilen genetik elementler {izerinde de
kodlanabilmektedir. Plazmid aracili kolistin direnci ilk olarak 2015 yilinda Cin'de, E.
coli izolatlarinda tespit edilmistir. Kolistine direng gelisiminden sorumlu mcr geni bir
plazmidde kodlanmis durumdadir. mcr genleri, pEtN'nin LPS’nin lipid A'sina
eklenmesinde gorevli pEtN transferazi kodlayarak LPS modifikasyonuna neden
olmaktadir. mcr-1 geninin kesfinden sonra simdiye kadar, tiim kitalarda ve cesitli

Gram-negatif bakterilerde, mcr-10'a kadar farkli varyantlar tanimlanmistir (191-193).

1.5.9. Kolistin Heterodirenci

Heterodireng, bir antibiyotige duyarli saptanan izolatta, o antibiyotige karsi
direngli alt popiilasyonlarin da olmas1 olarak tanimlanmakla beraber, klinik 6nemi tam
anlagilamamistir. A. baumannii i¢in kolistin heterodirenci arastirildiginda, izolatlarin
kolistin MIK degeri 0.25-2 pg/mL olarak saptanirken, direngli alt popiilasyonlarinki
3-10 pg/mL araliginda bulunmustur. Kolistine maruziyetin heterodireng gelisiminde
etkili oldugu diistintilmektedir (194,195).

Heterodireng, antimikrobiyal direng ¢alismalarini karmasik hale getirmektedir.
Heterodirencin enfeksiyon tedavisinde basarisizliklara neden olabilecegine ve
saptanmasinin uygun antibiyotik seciminde oldukg¢a faydali olacagina dair artan
kanitlar bulunmaktadir (196).

Laboratuvarlarda rutinde kullanilan antibiyotik duyarlilik testleri, bakterilerin
kolistin heterodirencini kolaylikla tespit edememektedir. Popiilasyon analiz profili

(PAP), heterorezistansin belirlenmesinde altin standarttir. Ancak yiiksek maliyeti ve
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emek yogunlugu nedeniyle rutinde uygulanmasi zordur. Etest ve disk diflizyon testi de
diger sik kullan yontemlerdir. Etest ve disk diflizyon testlerinde inhibisyon bolgesi
icinde biiyiiyen kolonilerin olmasi heterodirencin gostergesidir ancak bu testler i¢in
standart kilavuzlarin  olmamasi, heterorezistansin tespitinde kullanimlarin

engellemektedir (194,196).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Bakteri Izolatlarinin Toplanmasi

Calismaya 01 Mart 2021 — 30 Kasim 2021 tarihleri arasinda Firat Universitesi
Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’na ¢esitli birimlerden goénderilen farkli
orneklerde tireyen, MDR saptanan 25’er adet K. pneumoniae, A. baumannii, E. coli ve
P. aeruginosa olmak iizere toplam 100 adet Gram negatif bakteri izolatt dahil

edilmistir. Her hastaya ait sadece bir 6rnek calismaya alinmistir.

2.2. Kiiltiir islemleri ve Bakterilerin izolasyonu

Laboratuvara gonderilen klinik 6rneklerden idrar 6rnekleri %5 KKA ile EMB
agara, idrar disindaki 6rnekler %5 KKA, EMB ve ¢ikolata agara ekilip 35-37°C etlivde
inkiibe edildi. Kan kiltiirii siseleri ise Bactec FX (BD®-Becton Dickinson, ABD)
otomotize kan kiiltiirii sisteminde bes giin siireyle inkiibe edilip, bu siire i¢cinde pozitif
sinyal veren siselerdeki 6rnekler ¢ikarilip %5 KKA, EMB ve cikolata agara ekimleri
yapilarak 35-37°C’de inkiibasyona birakildi. 16-24 saat inkiibasyon sonrasi
bakterilerin koloni yapilari, biyokimyasal 6zellikleri ve Gram boyamalar1 dikkate

alinarak degerlendirildi.

2.3. Bakterilerin Tamimlanmasi ve Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Besiyerinde iireyip enfeksiyon etkeni oldugu diisiiniilen izolatlarin ileri
tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik testi, iiretici firmanin Onerileri ve cihaza
yiikleme prosediirii dogrultusunda, Phoenix™ M50 (BD®-Becton Dickinson, ABD)
otomatize sistemi ile calisildi. Phoenix™ M50 otomatize sistemi, florojenik ve
kromojenik substratlarla identifikasyon yapmaktadir. Antibiyotik duyarlilik testi, siv1
bazli mikrodiliisyon prensibine dayanmaktadir. Kiiltiirden saf izole edilen taze
koloniler ile ID Broth igerisinde 0.5 McFarland bakteri slispansiyonu hazirlandi. AST
indikator sollisyonu oda 1s1sina getirilerek AST broth tiiplerine birer damla eklendi ve
karigmasi saglandi. ID tiipteki bakteri siispansiyonundan 25 pl alip AST broth tiipiine
eklendi ve tip ters diiz edilerek karistirildi. Ambalajindan ¢ikarilan Phoenix™
NMIC/ID-433 panelleri panel tasiyicist iizerine yerlestirildi. ID tiipteki bakteri
stispansiyonu panelin ID tarafina, AST tiipiindeki slispansiyon panelin AST tarafina

tamamen bosaltildi ve bu delikler plastik kapaklariyla kapatildi. Hasta barkodlari,
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panel barkodlariyla birlikte cihaza tanitilarak yerlestirildi. 24 saat sonra sonuglar
degerlendirildi. Antibiyotik duyarlilik sonuglar1 cihazin kendi yazilimiyla EUCAST
v.10.0 kriterlerine gore degerlendirildi (197). Suslar, en az {i¢ antimikrobiyal gruptan
birer ilaca direncliyse MDR olarak siniflandirildi (6). Phoenix™ M50 otomatize
sisteminin biyokimyasal tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik testi sonucunda
kolistin duyarli (K. pneumoniae, A. baumannii, E. coli i¢in MIK <2 pg/mL, P.
aeruginosa i¢in MIK <4 ug/mL) ve MDR olarak belirlenen P. aeruginosa, K.
pneumoniae, A. baumannii ve E. coli suslarinin kolistin duyarlilifn BMD ve

Sensititre™ yontemleriyle de arastirildi.

Resim 5. BD Phoenix™ M50 otomatize sistem cihazi
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Resim 6. Phoenix™ M50 otomatize sisteminin NMIC/ID tanimlama ve duyarlilik

paneli, ID ve AST broth tiipleri

2.4. Bakteri izolatlarin Saklanmasi ve Canlandirilmasi

Elde edilen bakteri izolatlarinin saf pasajlar1 yapildi ve bu pasajlardan koloniler
boncuklu saklama besiyerleri (Or-Bak, Tiirkiye) icerisine steril bir sekilde alindi ve -
20 °C’de saklandi. Calisilacagi zaman stok bakteri izolatlar1 derin dondurucudan
cikarilip oda sicakliginda ¢oziinmesi saglandi. Boncuklu saklama besiyerinden birkag
boncuk almarak Triptic Soy Broth besiyerinde (Oxoid, Ingiltere) 37 °C etiivde
inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibasyon sonrast %5 KKA ve EMB agara 6ze ile tek
koloni diislirme teknigiyle pasajlari yapilarak tekrar inkiibasyona birakildi. Bu iglemle

canlandirilamayan bakteri izolatlar1 ¢alismadan ¢ikarildi.
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Resim 7. -20°C’de saklanan bakteri izolatlar

2.5. Izolatlarin Kolistin Duyarhligimin Belirlenmesi

2.5.1. Sensititre™ Ticari Mikrodiliisyon Yontemi

Elde edilen saf kiiltlirlerden, iiretici firmanin dnerileri ve uygulama prosediirii
dogrultusu ile ID sisesinde 0.5 McFarland yogunlugunda inokulum siispansiyonu
hazirland1. Bu siispansiyonun 10 pl’si, kitin 11 ml KAMHB igeren tiipiine aktarildi ve
karigmalart saglandi. Hazirlanan karisimdan 50°ser pl, 11 farkli konsantrasyonda
(0.12-128 pg/ml) kolistin igeren kuyucuk ile bir ireme kontrol kuyucugundan olusan
mikroplakta, ayni satirdaki kuyucuklara inokiile edildi. Mikroplagin iizeri seffaf
yapigkan plastikle kapatilarak 35+1 °C’de inkiibasyona birakildi. Mikroplaklar 24 saat

sonra degerlendirildi. Bulanikligin gériilmedigi ilk kuyucuk, bakterinin kolistin MIK
degeri olarak kabul edildi.

Resim 8. Sensititre™ testinin mikroplaklari, ID ve KAMHB tiipleri
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Al coL | coL | coL | coL | coL | cou | coL | coL | cou | coL | coL | POs
012 025 05 1 2 4 [ 16 32 B4 128 CON

8| COL coL coL coL CcoL COoL C'OL coL coL COL CoL POS
012 | 02 05 1 2 4 g 16 32 54 1% | CON

c] cou | coL | cor | coL ] cou | cou |:icou | icoL |ico | cot | coL | POS
012 | 025 05 12 2 4 8 16 32 64 122 | CON

o] coo | coo | co. | coL | coL | coL | coL | cou | co. | coL | coL | POS
012 | 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 | CON

el coo | coo | co. | co. | co. | co. | coL | coL | coL | coL | coL | POS
0.12 025 05 1 2/ 4 8 16 32. 64 128 | CON

¢l co. | co. | coL | coL | coL | coL | coL | coL | coL | coL | coL | POS
012 | 025 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 | CON

el co. | coo | co. | coL | coL | coL | coL | coL | coL | coL | coL | POS
012 | 025 g 1 2 4 8 16 32 64 128 | CON

[ co. | coo | co. | coL | cot | coL | cou | coL | coL | coL ~coL | ros
.1 012 | 025 05 1 2 4 8 16 32 64 126 | CON

Resim 9. Sensititre™ testinin dillisyon semast
2.5.2. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi

2.5.2.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Toz halindeki 11 gr KAMHB (BD®-Becton Dickinson, ABD) balon jojede
500 mL distile suyla tamamen ¢6zdiiriildii. Daha sonra otoklavda 121°C’de 10-15 dk

sterilize edilip kullanim igin uygun hale getirildi.

Resim 10. Katyon ayarli Mueller Hinton Broth
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2.5.2.2. Antibiyotigin Hazirlanmasi

Calismada potensi 19000 U/mg olan kolistin siilfat (BLDpharm, Cin)
kullanildi. Agirlik (mg) = Konsantrasyon (mg/L) x Hacim (mL) / Potens (pug/mg)
hesaplamasiyla toz haldeki kolistinden 100 mg tartilip 39 ml steril distile suda
coziilerek 2560 pg/mL konsantrasyonda stok hazirlandi. Ependorf tliplere 1’er mL
konularak -20°C’ye kaldirildi. Calisma zamani ependorf tiiplerden bir tanesi oda
sicakliginda cozdiiriiliip steril distile suyla 1/10 seyreltilerek 256 pg/mL son

antibiyotik konsantrasyonu elde edildi.

-

Resim 11. 2560 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan stok kolistin ¢ozeltileri

2.5.2.3. Bakteri inokulumunun Hazirlanmasi

Serum fizyolojik (SF) i¢inde 0.5 McFarland bakteri yogunlugu ayarlandi.
Sonrasinda tekrar SF ile 1/20 dilie edildi ve 15 dk’yr ge¢meden mikroplak

kuyucuklarina inokiile edildi.

2.5.2.4. Mikroplak Uygulama Asamasi

Stvi mikrodiliisyon yontemi i¢in U tabanli, 96 kuyucuk igeren, steril
mikroplaklar (Citotest®, Cin) kullanildi. Hazirlanan KAMHB besiyerinden tiim
kuyucuklara 50 pl dagitildi. 256 pg/mL  konsantrasyondaki kolistin = stok
sollisyonundan 50°ser pl ikinci silitundaki kuyucuklara eklendi ve ikinci siitundaki
kuyucuklardaki son antibiyotik konsantrasyonu 128 pg/mL olarak elde edildi. 2.
kuyucuk ile 11. kuyucuk arasinda, 50 pl alip bir sonraki kuyucuga aktararak diliisyona
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devam edildi. En son pipete ¢gekilen 50 pl s1vi disart atildi. Bu sekilde 11. kuyucuktaki
antibiyotik konsantrasyonu 0,25 ug/mL oldu. 12. kuyucuk disinda ayni satirdaki tiim
kuyucuklara hazirlanan bakteri siispansiyonundan 5’er pl dagitilarak kuyucuklardaki
son bakteri inokulumunun yaklasik 5x10° CFU/mL olmas: saglandi. Birinci siitun
tireme kontrol, 12. siitun besiyeri sterilite kontrol kuyucuklar1 olarak kullanildi.
EUCAST, kolistin i¢in BMD ¢alisirken kalite kontroliin kolistin direncli E. coli NCTC
13846, kolistin duyarli E. coli ATCC 25922 veya P. aeruginosa ATCC 27853
suslariyla gergeklestirilmesi gerektigini bildirmistir (178). Yapilan her calismada
kalite kontrolii i¢in E. coli ATCC 25922 ve E. coli NCTC 13846 suslar1 kullanildi. En
son mikroplagin lizeri seffaf kapagi ile kapatilarak 35+1 °C etiivde 18-20 saat

inkiibasyona birakild1.

Resim 12. S1vi mikrodiliisyon yonteminde kullanilan steril mikroplaklar

2.5.2.5. MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Inkiibasyon sonrasi plaklarda kalite kontrol suslarinin beklenen MIK
degerlerinde olmasi, sterilite kontrol kuyucuklarinda tireme olmamasi, tireme kontrol
kuyucuklarinda iiremenin saptanmasi durumunda test gegerli olarak degerlendirildi.
Bu sartlar1 saglamayan durumlarda test tekrara gidildi. Ciplak gozle bakildiginda,
bakteri tiremesini tamamen inhibe oldugu, bulaniklik gozlenmeyen ilk kuyucuk, o

izolatin kolistin MIK degeri olarak kabul edildi. Arada atlayan sadece bir kuyucuk

50



varsa en yiiksek MIK degeri alinirken, birden fazla atlayan kuyucuk varliginda test
tekrar edildi.

Bu calismada izolatlarin duyarhilik kategorileri, EUCAST i MIK leri
yorumlayan sinir deger tablolar1 versiyon 12.0 baz alinarak belirlendi. Buna gore
Acinetobacter tiirleri ve Enterobacterales iiyeleri icin MIK 2 mg/L ve altindaysa
duyarli, iizerindeyse direncli; Pseudomonas tiirleri i¢in MiK 4 mg/L ve altindaysa

duyarl, lizerindeyse direncli kabul edilmektedir (178).

A
003333

(Pozitif kontrol E. coli NCTC 13846’nin MIK degeri 4 ug/ml, negatif kontrol E. coli
ATCC 25922’nin <0.25 pg/ml; 1,3,4,5 numarali izolatlarin 1 pg/ml; 2 numarali
izolatin 0.5 pg/ml; 6 numarali izolatin <0.25 pg/ml)

Resim 13. Kolistin duyarlilifinin BMD yontemiyle degerlendirilmesi

2.6. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizi

Referans BMD yontemiyle uyumsuz duyarlilik sonuglari elde edilen izolatlar
her ii¢ yontem ile tekrar calisildi ve bu sonuglar degerlendirmeye alindi. Test edilen
yontemle saptanan antibiyotik MIK’inin referans BMD y&ntemiyle +1 ¢ift kat
diliisyon degeri i¢indeki uyumu esansiyel uyum (EU), test edilen yontemle saptanan
duyarlilik kategorisinin (duyarli, direngli) referans BMD ydntemiyle uyumu kategorik
uyum (KU), referans yontemle direngli saptanan izolat1 test edilen yontemin duyarl
bulmasi1 ¢ok biiyiik hata (CBH), referans yontemle duyarli saptanan izolat1 test edilen
yontemin direngli bulmasi biiyiik hata (BH) olarak tanimlandi. CBH ve BH oranlari
hesaplamalarinda sirasiyla referans yontemle direncli ve duyarli izolatlarin sayisi

payda olarak kullanildi. ISO 20776-2 standartlarina gore test edilen yontem i¢in kabul
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edilebilir performans, KU ve EU i¢in >%90; BH ve CBH i¢in <%3 olarak
belirlenmistir (198,199).

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics programi versiyon 22.0 ile yapildi.
Tanimlayici istatistikler n ve yiizde (%) degerleri kullanilarak verildi. Enfeksiyon
etkenlerinin kolistin duyarliligina ait test sonuglarini degerlendiren yontemler
arasindaki uyum Kappa testi ile degerlendirildi. istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05

kabul edildi. Kappa degerlerinin gosterdigi uyum diizeyleri tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Kappa degerlerinin gdsterdigi uyum diizeyleri (200)

Kappa Uyum diizeyi
<0,00 Cok zayif
0,00-0,20 Zayif
0,21-0,40 Diistik
0,41-0,60 Orta
0,61-0,80 Iyi

0,81-1,00 Cok iyi
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3. BULGULAR

Calismaya Phoenix™ M50 otomatize sistemiyle MDR saptanan ve kolistin
MIK degeri <1 pg/mL olarak belirlenen, 25’er adet P. aeruginosa, E. coli, A.
baumannii ve K. pneumoniae olmak iizere toplam 100 adet izolat dahil edildi.

Bakterilerin izole edildigi hastalarin 85°1 yetiskin, 15’1 ¢ocuk hastaydi. Cinsiyet
dagilimina bakildiginda 66’s1 erkek, 34’1 kadin hastaydi. Hastalarin yas araligi 0-93
arasinda degismekte olup yas ortalamasi 53,2 bulundu. Bakterilerin izole edildigi

hastalarin cinsiyet ve yas grubu dagilimi sekil 3’te gosterildi.

Kiz Cocuk
6%
Kadin
28%
Erkek Cocuk
9%
Erkek
57%

Sekil 3. Bakterilerin izole edildigi hastalarin cinsiyet ve yas grubu dagilimi

Izolatlarm 32’si trakeal aspirat, 27’si yara, 19’u kan, 13’ii balgam, 6’s1 bogaz,
2’si eklem s1visi, 1’1 kateter kiiltiiriinden izole edildi. E. coli izolatlar1 en sik yara (9
ornek) olmak {izere, sirasiyla balgam (5 Ornek), trakeal aspirat (4 6rnek), bogaz (3
ornek), kan (3 6rnek) ve eklem sivisi kiiltiirtinden (1 6rnek); K. pneumoniae izolatlar
en sik kan (10 6rnek) olmak iizere, sirasiyla trakeal aspirat (7 6rnek), balgam (4 6rnek),
yara (2 6rnek), eklem sivisi (1 6rnek) ve kateter kiiltiirlinden (1 6rnek); P. aeruginosa
izolatlar1 en sik yara (12 6rnek) olmak lizere, sirasiyla trakeal aspirat (6 6rnek), kan (4
ornek) ve bogaz kiiltiiriinden (3 6rnek); A. baumannii izolatlar ise en sik trakeal aspirat
(15 6rnek) olmak tizere, sirastyla balgam (4 6rnek), yara (4 6rnek) ve kan kiiltiirtinden
(2 ornek) izole edildi. Bakterilerin izole edildigi orneklerin dagilimi tablo 2’de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2. Bakterilerin izole edildigi 6rneklerin dagilimi

Klinik 6rnek E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa A. baumannii Toplam
Trakeal aspirat 4 7 6 15 32
Yara 9 2 12 4 27
Kan 3 10 4 2 19
Balgam 5 4 - 4 13
Bogaz 3 - 3 - 6
Eklem s1vist 1 1 - - 2
Kateter - 1 - - 1
Toplam 25 25 25 25 100

Tiim izolatlarin 47’si servis, 46’s1 yogun bakim, 7’si poliklinik hastalarindan

gonderilen orneklerden izole edildi. En fazla MDR Gram negatif bakteri izole edilen

birim dahiliye yogun bakim iinitesi (23) olup, bunu anestezi yogun bakim {initesi (15)

ve genel cerrahi klinigi (6) takip etmekteydi. Bakterilerin izole edildigi ornek,

gonderen birim ve saptanan kolistin MIK degerleri tablo 3’te gdsterilmistir.

Tablo 3. Bakterilerin izole edildigi 6rnek, génderen birim ve saptanan kolistin MIK degerleri

Say1  Béliim Ornek tipi izolat Phoenix ™ SMD _Sensititre ™
Dahiliye Yogun Bakim Kan K. pneumoniae <1 1 0,5
2 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat K. pneumoniae <1 0,5 1
3 Kulak Burun Bogaz Klinigi Yara P. aureginosa <1 1 4
4 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat P. aureginosa <1 1 2
5 Cocuk Alerji Poliklinigi Bogaz E. coli <l 1 0,5
6 Ortopedi Klinigi Eklem S1visi E. coli <1 <0,25 1
7 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <l <0,25 0,5
8 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 1
9 Hematoloji Klinigi Kan K. pneumoniae <1 <0,25 <0,12
10 Hematoloji Klinigi Balgam E. coli <1 <0,25 0,5
11 Genel Cerrahi Klinigi Yara E. coli <1 <0,25 0,25
12 Plastik Cerrahi Poliklinigi ~ Yara E. coli <1 0,5 0,5
13 Plastik Cerrahi Poliklinigi ~ Yara E. coli <l <0,25 <0,12
14 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 1
15 Plastik Cerrahi Klinigi Yara P. aureginosa <1 0,5 1
16 Kalp Damar Cerh. Klinigi  Trakeal Aspirat E. coli <1 <0,25 0,5
17 Dahiliye Yogun Bakim Yara K. pneumoniae <l <0,25 0,5
18 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
19 Yenidogan Yogun Bakim  Kan K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
20 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 1
21 Yenidogan Yogun Bakim  Kan K. pneumoniae <l <0,25 1
22 Yenidogan Yogun Bakim  Kan K. pneumoniae <l <0,25 0,5
23 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat P. aureginosa <1 0,5 2
24 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 1
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Say1  Béliim Ornek tipi izolat Phoenix ™ SMD _Sensititre ™
25 Onkoloji Klinigi Yara E. coli <1 <0,25 0,5
26 Cocuk Cerrahi Klinigi Yara P. aureginosa <1 2 2
27 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat E. coli <1 <0,25 2
28 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat P. aureginosa <1 2 2
29 I¢ Hastaliklar1 Klinigi Balgam E. coli <1 <0,25 <0,12
30 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat K. pneumoniae <1 <0,25 1
31 Yenidogan Yogun Bakim  Kan K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
32 Goz Hastaliklar1 Klinigi Yara P. aureginosa <1 <0,25 1
33 Nefroloji Klinigi Yara E. coli <1 <0,25 0,5
34 Dahiliye Yogun Bakim Yara A. baumannii <1 <0,25 0,5
35 Kalp Damar Cerr Klinigi Balgam E. coli <l <0,25 0,5
36 Plastik Cerrahi Poliklinigi ~ Yara P. aureginosa <1 <0,25 1
37 Beyin Cerrahi Klinigi Balgam A. baumannii <1 <0,25 <0,12
38 Genel Cerrahi Klinigi Yara E. coli <1 <0,25 1
39 Kardiyoloji Klinigi Kan E. coli <1 <0,25 0,5
40 Romatoloji Klinigi Yara P. aureginosa <1 0,5 1
41 Kardiyoloji Klinigi Yara E. coli <1 <0,25 0,5
42 Palyatif Bakim Merkezi Yara E. coli <1 <0,25 0,25
43 Onkoloji Klinigi Balgam K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
44 Plastik Cerrahi Klinigi Yara P. aureginosa <1 0,5 2
45 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 0,5
46 Hematoloji Klinigi Balgam E. coli <1 <0,25 <0,12
47 Onkoloji Klinigi Balgam K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
48 Dahiliye Yogun Bakim Kan P. aureginosa <1 <0,25 2
49 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 128 128
50 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 1
51 Anestezi Yogun Bakim Kan P. aureginosa <1 <0,25 0,25
52 Anestezi Yogun Bakim Kateter K. pneumoniae <1 <0,25 1
53 Cocuk Klinigi Bogaz P. aureginosa <1 0,5 2
54 Genel Cerrahi Klinigi Yara K. pneumoniae <1 128 128
55 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
56 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 0,5
57 Beyin Cerrahi Klinigi Kan P. aureginosa <1 0,5 1
58 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat P. aureginosa <1 4 2
59 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 0,5
60 Siit Cocugu Klinigi Kan K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
61 Anestezi Yogun Bakim Kan P. aureginosa <1 1 2
62 Dahiliye Yogun Bakim Kan K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
63 Pandemi Klinigi Balgam K. pneumoniae <1 <0,25 1
64 Onkoloji Klinigi Yara A. baumannii <l <0,25 0,5
65 Dahiliye Yogun Bakim Kan A. baumannii <l <0,25 8
66 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <l <0,25 1
67 Cocuk Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 1
68 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 0,5
69 Genel Cerrahi Klinigi Yara P. aureginosa <1 0,5 2
70 Gastroenteroloji Klinigi Trakeal Aspirat A. baumannii <l <0,25 0,5
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Say1  Béliim Ornek tipi izolat Phoenix ™ SMD _Sensititre ™
71 Genel Cerrahi Klinigi Balgam A. baumannii <1 <0,25 0,5
72 Gogiis Hastaliklar: Klinigi  Balgam A. baumannii <1 <0,25 1
73 Gogiis Hastaliklart Klinigi ~ Yara A. baumannii <1 <0,25 0,5
74 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat A. baumannii <1 <0,25 0,5
75 Plastik Cerrahi Klinigi Yara A. baumannii <1 0,5 0,25
76 Genel Cerrahi Klinigi Yara E. coli <1 <0,25 0,25
77 Palyatif Bakim Merkezi Yara P. aureginosa <1 0,5 1
78 Cocuk Yogun Bakim Trakeal Aspirat P. aureginosa <1 1 1
79 Ortopedi Klinigi Eklem Sivisi K. pneumoniae <1 <0,25 <0,12
80 Cocuk Yogun Bakim Bogaz E. coli <1 <0,25 0,25
81 Gogiis Hastaliklar Klinigi  Balgam K. pneumoniae <1 <0,25 0,5
82 Nefroloji Klinigi Kan A. baumannii <1 <0,25 0,5
83 Gogiis Hastaliklar: Klinigi  Balgam A. baumannii <1 <0,25 2
84 Ortopedi Poliklinigi Yara P. aureginosa <1 1 2
85 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat E. coli <1 <0,25 0,5
86 Onkoloji Klinigi Kan E. coli <1 <0,25 <0,12
87 Cocuk Alerji Poliklinigi Bogaz P. aureginosa <1 0,5 2
88 Noroloji Klinigi Kan K. pneumoniae <1 <0,25 1
89 Pandemi Klinigi Kan E. coli <1 <0,25 0,5
90 Romatoloji Klinigi Balgam E. coli <1 <0,25 2
91 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat E. coli <1 0,5 1
92 Anestezi Yogun Bakim Trakeal Aspirat K. pneumoniae <1 <0,25 0,25
93 Cocuk Alerji Poliklinigi Bogaz P. aureginosa <1 <0,25 1
94 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat K. pneumoniae <1 16 8
95 Dahiliye Yogun Bakim Kan K. pneumoniae <1 <0,25 1
96 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat P. aureginosa <1 4 2
97 Cocuk Yogun Bakim Bogaz E. coli <1 <0,25 0,5
98 Palyatif Bakim Merkezi Yara P. aureginosa <1 <0,25 <0,12
99 Palyatif Bakim Merkezi Yara P. aureginosa <1 0,5 2
100 Dahiliye Yogun Bakim Trakeal Aspirat K. pneumoniae <l 16 8

3.1. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi Sonuclari

Phoenix™ otomatize sisteminin kolistin MIK degerini <I pg/ml buldugu 100
MDR izolat, BMD yontemiyle calisildiginda, izolatlarin 96’s1 kolistine duyarlt (E.
coli, A. baumannii, K. pneumoniae i¢in MIK degeri <2 pug/ml; P. aureginosa i¢in MIK
degeri <4 pg/ml), 4’1 kolistine direngli (E. coli, A. baumannii, K. pneumoniae igin
MIK degeri >2 pg/ml; P. aureginosa igin MIK degeri >4 pg/ml) bulundu. Kolistine
direngli saptanan suslarin 3’ii K. pneumoniae, 1’1 A. baumannii olup, P. aeruginosa ve
E. coli izolatlarinda kolistine diren¢ saptanmadi. Bakteri tiirlerinin kolistin direng

oranlar1 K. pneumoniae i¢in %12, A. baumannii i¢in %4 olarak bulundu.
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Tiim izolatlar i¢in Phoenix™ otomatize sisteminin sonu¢lart BMD yontemiyle
kiyaslandiginda KU %96 bulundu. Phoenix™ otomatize sistemi ile BMD arasindaki
EU, Phoenix™ antibiyotik duyarlilik panelleri tarafindan kolistin i¢in test edilen MIK
deger aralig1 dar oldugundan (1, 2, 4 pg/mL olmak lizere yalnizca ii¢ diliisyon degeri)
analiz edilemedi. 4 izolatta CBH saptanirken, Phoenix™ otomatize sisteminin kolistin
MIK degerini <1 pg/ml olarak belirledigi izolatlar calisildig: icin CBH oran1 %100
olarak hesaplandi, BH gozlenmedi ve kappa analizi yapilamadi (Sekil 4).

Kolistin referans MIK (pg/mL)
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Sekil 4. Phoenix™ otomatize sistemi ve referans BMD yontemiyle belirlenen kolistin

MIK degerlerine sahip izolat sayilari

Referans BMD yontemi ile 25 E. coli izolatinin hepsi kolistine duyarli bulundu.
E. coli izolatlar1 i¢in Phoenix™ otomatize sisteminin sonuglart BMD yontemiyle

kiyaslandiginda KU oran1 %100, CBH ve BH oranlar1 %0 olarak hesaplandi (sekil 5).
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Kolistin referans MIK (ug/mL)
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Sekil 5. E. coli izolatlar1 i¢in, Phoenix™ otomatize sistemi ve referans BMD

yontemiyle belirlenen kolistin MiK degerlerine sahip izolat sayilar:

S1vi mikrodiliisyon yontemi ile 25 K. pneumoniae izolatinin 22 (%88)’si
kolistine duyarli bulunurken, 3 (%12)’1i direngli bulundu. K. pneumoniae izolatlar1 i¢in
Phoenix™ otomatize sisteminin sonuglart BMD yontemiyle kiyaslandiginda 3 CBH
elde edildi. KU orani1 %88, CBH oran1 %100 ve BH oran1 %0 olarak hesaplandi (sekil
6).

Kolistin referans MiK (pg/mL)
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ekil 6. K. pneumoniae izolatlar1 i¢in, Phoenix™ otomatize sistemi ve referans BMD
p ¢

yontemiyle belirlenen kolistin MIK degerlerine sahip izolat sayilari
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S1vi mikrodiliisyon yontemi ile 25 P. aureginosa izolatinin tiimii kolistine
duyarli bulundu. P. aureginosa izolatlar1 i¢in Phoenix™ otomatize sisteminin
sonuglart BMD yontemiyle kiyaslandiginda KU oran1 %100, CBH ve BH oranlar1 %0

olarak hesapland1 (sekil 7).
Kolistin referans MIK (ug/mL)
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Sekil 7. P. aureginosa izolatlar1 igin, Phoenix™ otomatize sistemi ve referans BMD

yontemiyle belirlenen kolistin MIK degerlerine sahip izolat sayilari

S1vi mikrodiliisyon yontemi ile 25 A. baumannii izolatinin 24 (%96)’1i kolistine
duyarli, 1 (%4)’1 direngli bulundu. A. baumannii izolatlar1 i¢in Phoenix™ otomatize
sisteminin sonuglart BMD yontemiyle kiyaslandiginda 1 CBH elde edildi. KU oram
%96, CBH oran1 %100 ve BH oran1 %0 olarak hesaplandi (sekil 8).

Kolistin referans MiK (pg/mL)
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Sekil 8. A. baumannii izolatlar1 i¢in, Phoenix™ otomatize sistemi ve referans BMD

yontemiyle belirlenen kolistin MIK degerlerine sahip izolat sayilar:
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3.2. Sensititre™ Ticari Mikrodiliisyon Yontemi Sonuglar:

Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yontemi ile izolatlarin 5’1 kolistine direngli
(E. coli, A. baumannii, K. pneumoniae i¢in MIK degeri >2 pg/ml; P. aureginosa igin
MIK degeri >4 pg/ml), 95’1 kolistine duyarli (E. coli, A. baumannii, K. pneumoniae
icin MIK degeri <2 pg/ml; P. aureginosa i¢in MIK degeri <4 pg/ml) bulundu.
Kolistine direncgli saptanan suslarin 3’4 K. pneumoniae, 2’si A. baumannii olup P.
aeruginosa ve E. coli izolatlarinda kolistine diren¢ saptanmadi. Kolistine direncli
saptanan 5 sustan 3 K. pneumoniae, 1 A. baumannii izolat1, referans BMD yontemiyle
de direnc¢li bulunurken, kolistine direngli saptanan 1 A. baumannii izolati1 referans
BMD yontemiyle duyarliydi.

Tiim izolatlar i¢in Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yonteminin sonuglar
BMD yontemiyle kiyaslandiginda 1 BH bulundu. KU %99, EU %69, CBH %0 ve BH
%1,04 olarak hesaplandi (sekil 9). Kolistin duyarliligini belirlemede Sensititre™ ticari
mikrodilisyon testinin duyarlilifit %99, ozgilligi %100; pozitif prediktif degeri
(PPD) %100, negatif prediktif degeri (NPD) %80 bulundu. Tiim izolatlar i¢in BMD
yontemiyle Sensititre™ testi arasinda ¢ok iyi diizeyde uyum tespit edildi, bu uyum

istatistiksel olarak anlamliydi (kappa katsay1s1=0,884, p<0,001).

Kolistin referans MIK (ug/mL)
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Sekil 9. Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yontemi ve referans BMD yontemiyle belirlenen

kolistin MIK degerlerine sahip izolat sayilari
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Referans BMD yoOntemiyle duyarli saptanan 25 E. coli izolatinin hepsi
Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yontemi ile de kolistine duyarli bulundu. E. coli
izolatlar1 i¢in Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yonteminin sonuglart BMD yontemiyle

kiyaslandiginda KU %100, EU %84, CBH %0 ve BH %0 olarak hesapland (Sekil 10).

Kolistin referans MIK (pg/mL)
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Sekil 10. E. coli izolatlar1 i¢in, Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yonteminin BMD y&ntemiyle

EU ve KU grafigi

S1vi mikrodiliisyon y&temiyle kolistine direngli saptanan 25 K. pneumoniae
izolatinin 3 (%12)’1i Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yontemi ile de direngli; BMD
yotemiyle duyarli saptanan 22 (%88) izolat Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yontemi
ile de duyarli bulundu. K. pneumoniae izolatlar1 i¢in Sensititre™ ticari mikrodiliisyon

yonteminin sonuglart BMD yontemiyle kiyaslandiginda KU %100, EU %76, CBH %0
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ve BH %0 bulundu (Sekil 11). K. pneumoniae izolatlar1 i¢in BMD yontemiyle
Sensititre™ testi arasinda ¢ok iyi diizeyde uyum gozlendi, bu uyum istatistiksel olarak

anlamliyd: (kappa katsayisi=1, p<0,001).

Kolistin referans MIK (pg/mL)
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Sekil 11. K. pneumoniae izolatlar1 i¢in, Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yonteminin

BMD yontemiyle EU ve KU grafigi

Referans BMD yontemiyle kolistine duyarli saptanan 25 P. aureginosa
izolatinin hepsi Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yontemi ile de duyarli bulundu. P.
aureginosa izolatlar1 i¢in Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yonteminin sonuglart BMD
yontemiyle kiyaslandiginda KU %100, EU %56, CBH %0 ve BH %0 olarak
hesaplandi (sekil 12).
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Kolistin referans MIK (pg/mL)
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Sekil 12. P. aureginosa izolatlar icin, Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yonteminin BMD

yontemiyle EU ve KU grafigi

S1vi mikrodiliisyon ydteminin 25 A. baumannii izolatindan, kolistine direngli
saptadig1 1 (%4) izolat Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yontemi ile de direngli; BMD
yoteminin duyarli saptadigi 24 izolattan 23 (%92)’li Sensititre™ ticari mikrodillisyon
yontemi ile de duyarl, 1 (%4)’1 direngli bulundu. A. baumannii izolatlar1 i¢in
Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yonteminin sonuglart BMD  yontemiyle
karsilastirildiginda 1 BH elde edildi, KU %96, EU: %60, CBH %0 ve BH %4,17 olarak
hesaplandi (sekil 13). A. baumannii izolatlar1 i¢in BMD yontemiyle Sensititre™ testi
arasinda iyi diizeyde uyum belirlendi, bu uyum istatistiksel olarak anlamliydi (kappa

katsay1s1=0,648, p=0,001).
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Kolistin referans MIK (ug/mL)
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Sekil 13. A. baumannii izolatlar igin, Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yonteminin BMD

yontemiyle EU ve KU grafigi

Phoenix™ otomatize sistemiyle tiim izolatlar i¢in kabul edilebilir KU (%96)
belirlenmesine ragmen, degerlendirilen bakteri tiirline gore farkliliklar gozlemlendi.
K. pneumoniae i¢in Phoenix™’in KU oran1 (%88) kabul edilebilir degerin altindaydi.
3 K. pneumoniae ve 1 A. baumannii izolatinda toplam 4 CBH tespit edildi. Calismaya
Phoenix™ otomatize sisteminin kolistin MIK degerini <1 pg/ml olarak belirledigi
izolatlar dahil edildigi i¢in Phoenix™ otomatize sisteminin CBH oran1 %100 olarak
hesapland1 ve BH gozlenmedi. Sensititre™ testiyle tlim izolatlar i¢in %99 ve farkl
bakteri tiirleri icin %96 ile %100 araliginda kabul edilebilir KU oranlar1 belirlendi.
Sensititre™ testi ve referans BMD yontemiyle belirlenen kolisin MIK degerleri

arasinda tutarsizliklar vardi. Tiim izolatlar i¢in %69 ve farkli bakteri tiirleri igin %56 -
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%84 arasinda degisen EU oranlari, kabul edilebilir degerin altindaydi. Tiim izolatlar
icin %1,04 BH ve %0 CBH belirlenmis olup, A baumannii izolatlarinda kabul
edilebilir smirin iizerinde CBH orant (%4,17) saptandi. Sensititre™ ticari
mikrodiliisyon testinin izolatlar i¢in duyarlilik, 6zgiillik, PPD, NPD ve kappa
degerleri tablo 4’te, Phoenix™ otomatize sistemi ve Sensititre™ ticari mikrodiltisyon
yontemlerinin BMD yontemiyle karsilastirildiginda EU, KU, BH ve CBH oranlari
tablo 5’te Ozetlenmistir.

Bu c¢alismada kolistin duyarliligini belirlemede referans BMD yontemi ile
karsilastirilan yontemlerden Sensititre™ testi, Phoenix™ otomatize sistemine gore
daha iyi performans gosterdi. Sensititre™ testi ile ¢ok iyi diizeyde uyum tespit
edilmesine ragmen (kappa katsayis1=0,884, p<0,001), iki yontem de kabul edilebilir

antimikrobiyal duyarlilik testi performansi kriterlerini karsilamadi.

Tablo 4. Sensititre™ ticari mikrodiliisyon testinin izolatlar i¢in duyarhilik, 6zgiillik, PPD,

NPD ve kappa degerleri

Bakteri tiirii Duyarhhk Ozgiilliik PPD NPD Kappa
degeri

E. coli %100 - %100 - -

K. pneumoniae %100 %100 %100 %100 1

P. aeruginosa %100 - %100 - -

A. baumannii %96 %100 %100 %50 0,648

Tiim izolatlar %99 %100 %100 % 80 0,884
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Tablo 5. Phoenix™ otomatize sistemi ve Sensititre™ ticari mikrodiliisyon yontemlerinin

BMD yontemiyle karsilastirildiginda EU, KU, BH ve CBH oranlar

- Duyarh Direncli EU KU BH CBH
S Bakteri tiirii
< n (%) n(%)  n(%) n (%) n (%) n (%)
Tiim izolatlar 96 (%96) 4 (%4)
E. coli 25 (%100) 0 (%0)
g K. pneumoniae 22 (%88) 3(%12)
s P. aureginosa 25 (%100) 0 (%0) Referans yontem
A. baumannii 24 (%96) 1 (%4)
Tiim izolatlar 100 (%100) 0 (%0) - 96 (%96)  0(%0) 4 (%100)
- E. coli 25 (%100) 0 (%0) - 25 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
:E) K. pneumoniae 25 (%100) 0 (%0) - 22 (%88)  0(%0) 3 (%100)
é P. aureginosa 25 (%100) 0 (%0) - 25 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
A. baumannii 25 (%100) 0 (%0) - 24 (%96)  0(%0) 1 (%100)
Tiim izolatlar 95 (%95) 5 (%5) 69 (%69) 99 (%99) 1(%1,04) 0(%0)
= E. coli 25 (%100) 0 (%0) 21 (%84) 25 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
;é K. pneumoniae 22 (%88) 3(%12) 19 (%76) 25 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
é P. aureginosa 25 (%100) 0 (%0) 14 (%56) 25 (%100) 0 (%0) 0 (%0)
A. baumannii 23 (%92) 2 (%8) 15 (%60) 24 (%96) 1(%4,17) 0(%0)
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4. TARTISMA

Direngli Gram negatif bakterilerin kiiresel yayilimi, saglik sistemleri iizerinde
artan bir yiikk olusturmakla birlikte mevcut terapotik secenekleri belirgin sekilde
sinirlamaktadir.  Bu  bakteri  enfeksiyonlarinin  tedavisinde kullanilabilecek
antibiyotiklerin kisitlilig1 ve yeni antimikrobiyallerin nispeten az iretimi, yillar evvel
kullanimi1 terk edilmis bir antibiyotik olan kolistinin yeniden giindeme gelmesine
neden olmustur. Kolistin, P. aeruginosa, karbapenem direncgli Enterobacteriaceae, A.
baumannii gibi etkenin direngli Gram negatif bakteriler oldugu ciddi enfeksiyonlarda
son secenek antibiyotiktir (22,201-203). Ancak giliniimiizde bakterilerin kolistin
direnci giderek artmaktadir (204,205).

Kolistine karsi artan diren¢ oranlari ve ila¢ toksisitesine iliskin endiseler,
kullaniminin gerekli olmast durumunda uygun tedaviyi saglamak adina, klinik
laboratuvarlarda hizli ve giivenilir antimikrobiyal duyarlilik testlerinin uygulanmasini
cok onemli hale getirmistir (204-206). Kolistin duyarliliginin tespitinde kulanilan
cesitli yontemler bulunmaktadir. Antibiyotigin katyonik yapisi, biiyilk molekiiler
boyutu nedeniyle agarda zayif diflizyonu ve heterodiren¢ kavrami, duyarlilik
testleriyle ilgili zorluklara neden olmaktadir (202,205,207,208).

Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi, disk difiizyon ve gradient
testlerin kolistin duyarliligin1 saptamada kullanilmamast uyarisinda bulunmustur
(208). CLSI-EUCAST Polimiksin Sinir Degerleri Ortak Calisma Grubu tarafindan 22
Mart 2016’da yayinlanan raporda, Enterobacterales tiyeleri, Acinetobacter tiirleri ve
P. aeruginosa 'da kolistin duyarliliginin saptanmasinda, ISO-standart (20776-1) BMD
yonteminin uygulanmasi gerektigi bildirilmistir (23,208).

Referans kabul edilen BMD yontemi zahmetli ve zaman alict oldugundan
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda nadiren uygulanmakta olup disk difiizyon testi,
gradient testleri ve otomatize sistemler, bildirilen sorunlara ragmen siklikla
uygulanmaktadir. Bununla birlikte son donemlerde kullanimi1 kolay s1vi mikrodiliisyon
yontemine dayali ticari testler kullanima sunulmustur (206,207).

Bu caligmada kolistin duyarliligin1 belirlemede, BMD yontemine alternatif
olabilecek, giivenilir ve zahmetsiz bir test belirlemek amaciyla, MDR Gram negatif

bakterilerin kolistin duyarligini Phoenix™ M50 otomatize sistemi ve Sensititre™
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ticari s1ivit mikrodiliisyon testiyle belirleyip, referans BMD yontemi ile karsilastirarak
bu yontemlerin verimliligini arastirdik.

Yapilan c¢alismalar incelendiginde yiiksek kolistin dire¢ oranlar1 goze
carpmaktadir. Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada (2015), 41°1 K. pneumoniae, 20’si
A. baumannii toplam 61 karbapenem direngli izolattan, 40 K. pneumoniae, 18 A.
baumannii olmak tizere 58 (%95,1)’inde kolistin direnci belirlenmistir (204).
Vietnam’daki bir calismada (2015), 99 Enterobactericeae, 102 A. baumannii ve 40 P.
aeruginosa’dan olusan 241 adet MDR Gram negatif bakteri izolatindan 1 P.
aeruginosa ve 13 Enterobactericeae olmak lizere toplam 14 (%5,8)’iinde kolistine
diren¢ saptanmigtir (209). 2017 yilina ait bir ¢alismada, 143 klinik izolatta (60 A.
baumannii, 44 P. aeruginosa, 11 Enterobacter spp., 13 E. coli, 15 Klebsiella spp.),
BMD ile %11 oraninda kolistin direnci tespit edilmistir (210). Yunanistan’da yapilan
baska bir ¢alismada (2017), BMD yontemi ile 117 karbapenem direncgli A. baumannii
izolatinin 29 (%?24,8)’unda kolistin direnci bulunmustur (211). 2018’deki bir
calismada, 120’si A. baumanii, 121’1 K. pneumonaie toplam 241 izolatta, referans
BMD yontemiyle belirlenen kolistin direng orani %15°tir (212). 2018’de 34 K.
pneumoniae, 20 E. coli, 17 A. baumannii ve 38 P. aeruginosa olmak lizere 109 Gram
negatif bakteri dahil edilerek yapilan bir c¢alismada, 2 A. baumannii, 14 K.
pneumoniae, 5 P. aeruginosa’dan olusan 21 (%19,3) izolatta kolistin direnci
saptanmistir (213). Slovenya’da yapilan bir ¢aligmada (2019), 82 A. baumannii’den 37
(%45,1)’sinde BMD yontemiyle kolistin direnci tespit edilmistir (214). 2019’daki bir
calismada, 22’si E. coli, 109’u K. pneumoniae, 52’si P. aeruginosa ve 42’si A.
baumannii olan 225 izolatin, 2 E. coli, 52 K. pneumoniae, 14 P. aeruginosa ve 5 A.
baumannii olmak iizere, toplam 73 (%32,4)’iinde kolistin direnci bulunmustur (215).
2019 yilia ait bagka bir calismada, 320 karbapenem direncli ve 44 karbapenem
duyarl olmak {izere toplam 364 Gram negatif bakteri izolatinda belirlenen kolistin
direng oran1 %13,5’tir (216). Ulkemizdeki bir ¢alismada (2019), 199 K. pneumoniae
izolatimin 110 (%55,3)’u, 163 A. baumannii izolatiin 52 (%31,9)’si, 34 E. coli
izolatinin 7 (%?20,6)’si, 20 Enterobacter spp. izolatinin 8 (%40)’1 ve 3 Citrobacter spp.
izolatinin 1 (%33,3)’1 referans BMD ydntemi ile kolistine direngli saptanmistir (217).
Ulkemizdeki baska bir calismada (2020), 97 A. baumannii’de BMD yéntemiyle %8,2

oraninda kolistin direnci tespit edilmistir (218). Yine lilkemizde yapilan bir ¢alismada
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(2021), MDR 657 Gram negatif bakterideki kolistin direnci %53,9 bulunmustur (219).
Hindistan’da  yapilan bir ¢alismada (2021), 200 karbapenem direncli
Enterobacteriaceae'dan BMD yontemi ile saptanan kolistin direng orani1 %13,5tir
(220). Yaptigimiz bu calismada belirledigimiz kolistin direncinin (%4) diger
calismalara kiyasla az olmasinin sebebi, calismaya Phoenix™ M50 otomatize
sistemiyle kolistin MIK degeri <1 ug/mL saptanan izolatlarin dahil edilmis olmasidur.

Yapilan calismalarda MDR Gram negatif bakteri ornekleri incelendiginde
benzer dagilim goriilmektedir. Misir’da yapilan bir ¢alismada, dahil edilen 60 MDR
Gram negatif bakteri izolatinin (26 K. pneumoniae, 19 P. aeruginosa, 14 A. baumannii,
1 E. coli), %41,67’si yara, %30’u solunum oOrnekleri, %20’si idrar, %8,33’1 kan
kiiltiirlerinden elde edilmistir (221). Dafopoulou ve ark.’larinin (204) ¢alistigi, 41°1 K.
pneumoniae, 20°s1 A. baumannii toplam 61 karbapenem direncli izolatin %42,6’s1 kan,
%16,4’1 solunum yolu, %16,4’1 idrar, %11,5’1 deri ve yumusak doku ve %13,1°1 diger
klinik Orneklerdendir. Ugrakli ve ark.’larinin (219) ¢alismasinda MDR 657 Gram
negatif bakteri (538 K. pneumoniae, 90 A. baumannii complex, 14 P. aeruginosa, 11
E. Coli, 4 Enterobacter cloacae), sirastyla en ¢ok kan (%46,1), bronkoalveolar lavaj
(%28,9) ve idrar (%9,3) orneklerinden izole edilmistir. Ulkemizde Tiizemen ve
ark.’larinin (222) yaptigi 2018 yilina ait bir ¢alismada, Phoenix™ 100 otomatize
sistemiyle kolistine direngli bulunan 5 P. aeruginosa, 9 A. baumannii ve 36 K.
pneumoniae, toplamda 50 izolatin dagilim1 %36 yara akintisi/pii, %26 solunum, %22
idrar ve %16 kan olarak bildirilmistir. Simar ve ark.’larmin (210) c¢alistig1 143 klinik
izolatin (60 A. baumannii, 44 P. aeruginosa, 11 Enterobacter spp., 13 E. coli, 15
Klebsiella spp.) ornek tipine gore dagilimi %30 solunum sistemi, %26 yara/apse, %21
idrar, %13 kan, %35 deri/doku, %6 diger kiiltiirler seklindedir. Yaptigimiz bu ¢calismada
da benzer dagilim goriilmiis, 100 MDR Gram negatif bakteri izolatinin 32’si trakeal
aspirat, 27’si yara, 19’u kan, 13’1 balgam, 6’s1 bogaz, 2’si eklem sivisi, 1’1 kateter
orneginden izole edilmistir.

Onceki ¢alismalarda, dahil edilen MDR Gram negatif bakterilerin kliniklere
gore dagilimina bakildiginda, Shabban ve ark.’larinin (39) yaptigi calismada, 60 MDR
Gram negatif bakteri izolatinin %76,67'si yogun bakim, %23,3" farkli servislerinden
gelen orneklerden izole edilmistir. Ugrakli ve ark.’larinin (219) ¢alismasinda, MDR

657 Gram negatif bakteriden, 459 (%69,9)’unun birimi yogun bakim iinitesidir.
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Tilizemen ve ark.’larinin (222) ¢alismasinda, Phoenix™ 100 otomatize sistemiyle
kolistin direnci saptanan, 36 K. pneumoniae, S5 P. aeruginosa ve 9 A. baumannii’den
olusan toplam 50 izolatin %46’s1 reanimasyon yogun bakim, %30’u genel cerrahi
klinigi ve %24’ diger kliniklerden gonderilmistir. Yaptigimiz bu caligmada da diger
calismalarla uyumlu olarak, 100 MDR Gram negatif bakterinin %47’si servis, %46’s1
yogun bakim, %7’si poliklinik hastalarinin 6rneklerinden elde edilmistir. En fazla
MDR Gram negatif bakteri izole edilen birim dahiliye yogun bakim {initesi (%23)
olup, bunu anestezi yogun bakim {iinitesi (%15) ve genel cerrahi klinigi (%6) takip
etmektedir.

Duyarlilik test yontemlerinin kolistin duyarliligini belirlemedeki performasini
arastiran birgok calisma bulunmaktadir. Almanya’da Pfennigwerth ve ark.’lar1 (25),
karbapenemaz iireten 325 Enterobacteriaceae izolatinda, kolistin duyarliligini
Micronaut-S, Sensititre, Vitek 2, Phoenix, MicroScan ve E-test yontemleri ile
arastirmis. Referans BMD ile karsilastirdiklarinda Micronaut-S i¢in %90,6 EU orani,
%98,5 KU orani, %0,5 BH orani, %3,8 CBH orani; Sensititre i¢in %81,7 EU oran,
%92,9 KU oran1, %7,3 BH orani, %6,6 CBH orani; Vitek 2 i¢in %75,9 EU orani,
%90,5 KU orani, %0 BH orani, %29,2 CBH orani; MicroScan prompt inokiilasyon
yontemi i¢in %90,2 EU orani, %95,1 KU orani, %1,8 BH orani, %9,4 CBH orant;
MicroScan tiirbidite yontemi i¢in %95,1 EU orani, %96 KU orani, %2,3 BH orani,
%5,7 CBH orani; Phoenix i¢in EU hesaplayabilmek adina simir degerlerini <1->8
pg/mL olarak kabul edip, referans yontemin de bu smir disinda saptadigi izolat
sonuglarii hesaplamaya katmamigslar ve %76,1 EU orani, %92 KU orani, %0 BH
orani, %24,5 CBH oran1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Calisma sonucuna gore
Micronaut-S’nin en 1iyi performansi gosterdigini, tiirbidite yontemi kullanan
MicroScan yar1 otomatik sisteminin ikinci en iyi iirlin oldugunu ancak bu sistemi, %5,7
CBH orani1 nedeniyle tavsiye etmediklerini, Sensititre testinin ¢ok fazla yanlis direncli
sonu¢ gosterdigini, Vitek 2 ve Phoenix performansinin, ¢ok sayida yanlis duyarh
sonu¢ nedeniyle kabul edilemez oldugunu, E-test yontemini bircok yanlis duyarl
sonug nedeniyle onermediklerini vurgulamislardir.

Jayol ve ark.’lar1 (223) caligmaya dahil ettigi 185 Gram negatif bakterinin
kolistin duyarliligin1 Sensititre, UMIC ve MicroScan sistemleriyle arastirmis ve

referans BMD ile karsilastirdiklarinda, Sensititre testi i¢cin %3 CBH orani, %0 BH
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orani, %97,8 KU orani; MicroScan sistemi i¢in %0,8 CBH orani, %26,9 BH orani,
9%91,9 KU oran1; UMIC sistemi i¢in %11,3 CBH orani, %0 BH orani, %91,9 KU orani
saptamislardir. Calisma sonucunda Sensititre testinin kolistin duyarliligini belirlemek
i¢in giivenilir oldugunu belirtmislerdir.

Singapur’da Chew ve ark.’larinin (203) yaptig1 2017 yilina ait ¢alismada, 76
Enterobacteriaceae izolatinda kolistin duyarliligi referans BMD, Sensititre,
MicroScan, Vitek 2 sistemi, E-test yontemleriyle arastirilmis. Sensititre testinin EU
oran1 %89,5, KU oran1 %90,1, BH oranm1 %11,8, CBH oran1 %4; MicroScan sisteminin
siirl diliisyon degerleri nedeniyle EU orani hesaplanmamis olup KU oran1 %88,2,
BH oran1 %15,8, CBH oranm1 %4; Vitek 2 sisteminin EU oran1 %93,4, KU orani1 %88,2,
BH oran1 %0, CBH oran1 %36; E-test yonteminin EU oran1 %75, KU oram1 %92,1,
BH oran1 %5,9, CBH oran1 %12 bulunmus. Sensititre testi ile Vitek 2 sisteminin
saptadigi MiK degerlerinin BMD ile korelasyonunun E-test yonteminden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir.

Matuschek ve ark.’lar1 (206) 2018°de, 22 Acinetobacter spp., 21 P. aeruginosa,
18 K. pneumoniae ve 14 E. coli’den olusan toplam 75 Gram negatif bakteri izolatinda
referans BMD yontemiyle SensiTest, Sensititre, UMIC, Micronaut-S ve Micronaut
MIC-Strip ticari s1v1 mikrodiliisyon iirtinleri ile E-test ve MIC Test Strip olmak tizere
iki gradient testin kolistin duyarlilik sonuglarini karsilastirmis. Sensititre testiyle 4 BH,
%96 EU, %95 KU; Micronaut MIC-Strip ile 5 BH, 2 CBH, %99 EU, %91 KU;
Micronaut-S ile 6 BH, 2 CBH, %96 EU, %89 KU; UMIC ile 3 BH, 3 CBH, %82 EU,
%92 KU ve SensiTest™ ile 7 BH, 1 CBH, %88 EU, %89 KU elde etmislerdir.
Calismanin sonucuna gore ticari sivi mikrodiliisyon yontemlerinden, Sensititre,
Micronaut MIC-Strip ve Micronaut-S testlerinin referans yontemle en iyi korelasyona
sahip olup iyi performans gosterdigini, gradient testlerin sonuglarinin ise glivenilmez
oldugunu belirtmislerdir.

Yusuf ve ark.’larinin (207) yaptig1 2020 yilina ait ¢alismada, 70 Gram negatif
bakteri izolat1 ile kolistin duyarliligin1 saptamada Sensititre, SensiTest Colistin,
Micronaut MIC-Strip ve UMIC ticari testlerinin kolistin duyarliligini1 saptamadaki
performansini aragtirmig. Referans BMD yontemiyle karsilastirdiklarinda Sensititre
icin %92,9 KU, %87,1 EU, %0 BH, %14,7 CBH; SensiTest i¢cin %95,7 KU, %92,8
EU, %0 BH, %8.,8 CBH; Micronaut MIC-Strip i¢in %95,7 KU, %82,9 EU, %0 BH,
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%8,8 CBH ve UMIC i¢in %94,3 KU, %87,1 EU, %0 BH, %5,9 CBH saptamislardir.
Sensititre testi sonuglarina ayr1 ayr1 bakildiginda E. coli izolatlarinin EU oran1 %100,
K. pneumoniae izolatlarinin EU oran1 %78,6, P. aeruginosa izolatlarinin EU orani
%86,9, Acinetobacter spp. izolatlarin EU orami ise %100°diir. Sonu¢ olarak,
calismada incelenen dort ticari yontemin de referans yontemle karsilastirildiginda,
kabul edilebilir performans gosterdigini bildirmislerdir.

Kansak ve ark.’lar1 (224), 38 MDR K. pneumoniae izolatinda kolistin
duyarliligini sivi mikrodiliisyon temelli Sensititre ve Micronaut MIC-Strip testleriyle
aragtirmis. Referans BMD yontemine gore, Sensititre testinin EU oran1 %74, KU oran1
%97, BH oran1 %0, CBH oran1 %2,8; Micronaut MIC-Strip testinin EU oran1 %76,
KU oran1 %100, BH oran1 %0, CBH oran1 %0 bulunmustur. Calisma verilerine gore,
iki ticari yontemin de BH, CBH ve KU oranlarinin kabul edilebilir sinirlarda iken, EU
oranlarinin %90’1n altinda oldugunu ve bu diisiikliiglin ¢aligmadaki izolat sayisinin
azlig1 ve suslarin ¢gogunun direngli olmasina bagli olabilecegini bildirmis ve her iki
testin de, kullaniminin kolay olmasi, ek ekipman ve tecriibe gerektirmemesi, kisa
siirede sonuc¢ verebilmesi nedeniyle kolistin duyarliligini saptamada rutinde
kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

Javed ve ark.’lar1 (205) 2018’deki ¢alismalarinda, 131 P. aeruginosa izolatinin
kolistin duyarliligin1 Sensititre, Micronaut-S, E-test, SensiTest Colistin, Rapid
Polymyxin Pseudomonas testlerini kullanarak arastirmis. Referans BMD yontemiyle
karsilastirdiklarinda Micronaut-S ile %94,7 KU, %86,7 EU, %5 BH, %6,5 CBH;
SensiTest ile %93,9 KU, %88 EU, %6 BH, %6,5 CBH; Sensititre ile %96,9 KU, %90,7
EU, %2 BH, %6,5 CBH; E-test ile 24 saatte %84 KU, %70,5 EU, %0 BH, %67,7 CBH,
48 saatte %84,7 KU, %72 EU, %1 BH, %61,3 CBH; Rapid Polymyxin Pseudomonas
test ile %92,4 KU, %9 BH, %3,2 CBH elde etmislerdir. Sonuclara gore Sensititre
testinin en yiiksek kategorik uyuma sahip oldugunu (%96,9) ve referans yontemle iyi
korelasyon gosterdigini, E-test ile referans yontem arasindaki korelasyonun diger test
yontemlerinden O6nemli Olglide zayif oldugunu, E-test yoneminin yiiksek CBH
oranlariyla direncli izolatlar1 tantyamadigini, E-test disindaki tiim yontemlerin KU
orani >%90 olmasina ragmen, yine de hi¢birinin tiim kategorilerde, 6zellikle de CBH

kriteri i¢in beklenen diizeyde olmadigini vurgulamislardir.
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Bu calismada Sensititre™ testiyle tiim izolatlar i¢in %99 ve farkli bakteri
tiirlerinde %96 ile %100 araliginda kabul edilebilir KU oranlar1 belirlendi. Tiim
izolatlar i¢in %69 ve farkli bakteri tiirleri igin %56-%84 arasinda degisen EU oranlari
kabul edilebilir degerin altindaydi. Tiim izolatlar i¢in %1,04 BH ve %0 CBH
belirlenmis olup, A baumannii izolatlarinda kabul edilebilir sinirin iizerinde CBH oran1
(%4,17) saptand1. Sensititre™ testi ile ¢ok iyi diizeyde uyum tespit edilmesine ragmen
(kappa katsay1s1=0,884, p<0,001), yine de kabul edilebilir antimikrobiyal duyarlilik
testi performansi kriterlerini karsilamadig1 gozlendi.

Vourli ve ark.’lar1 (211), 117 karbapenem diren¢li A. baumannii izolatinin
kolistin duyarliligini, BMD ydntemini referans alarak, agar diliisyon yontemi, Vitek 2
ve Phoenix 100 otomatize sistemleri ile arastirmistir. Phoenix 100 otomatize sistemini
karsilastirabilmek igin <1 ve >4 mg/L olan kolistin MIK deger aralig1, 1 ve 8 mg/L
olarak kabul edilmis. EU orani1 Phoenix 100 i¢in %91,5, Vitek 2 i¢in %88,9 ve agar
diliisyon yontemi i¢in %93,2; KU oran1 Phoenix 100 i¢in %88,9, Vitek 2 i¢in %89,7
ve agar diliisyon yontemi i¢in %87,2; BH orani Phoenix 100 ve Vitek 2 i¢in %1,1 ve
agar diliisyon yontemi i¢in %15,9, CBH oran1 Phoenix 100 i¢in %41.,4, Vitek 2 i¢in
%37,9 ve agar diliisyon yontemi i¢in %3,4 olarak tespit edilmistir. Caligma sonucunda,
otomatize test yontemlerinin direngli suslar1 belirlemede yetersiz oldugunu ve bunun
uygunsuz kolistin uygulamasina yol agabilecegini, 6zellikle 2 mg/L MIK degerine
sahip izolatlarin referans yontemle dogrulanmasi gerektigini vurgulamislardir.

Carretto ve ark.’lar1 (22), 2018’de yaptiklar1 ¢alismada, kolistin duyarliligin
Phoenix 100 sistemi ve SensiTest Colistin ile arastirmis ve referans yontem BMD ile
karsilastirdiklarinda, Phoenix 100 sisteminin kolistin MIK aralig1 cok dar oldugundan
EU oraninin hesaplanmadigini, KU oraninin %96,8, BH oraninin %0,63 ve CBH
oraninin %10 oldugunu; SensiTest Colistin’in ise %98,9 KU, %96 EU, %1,46 CBH
ve %0,93 BH gosterdigini bildirmislerdir.

Jayol ve ark.’lar1 (21), 2018’de, referans BMD ile saptadigi, 40’1 kolistin
duyarl, 83’1 direngli 123 Enterobacteriaceae izolatin1 kullanarak, hizli polimiksin NP
testi ve Phoenix 100 otomatize sisteminin kolistin duyarliligin1 belirlemedeki
performanslarini arastirmis. Hizli polimiksin NP testi, polimiksin varliginda bakteri
iiremesinin, glukoz metabolizmasiyla olusan asit metabolitlerinin birka¢ saatte pH

gostergesinde olusturdugu renk degisimi ile belirlendigi bir yontemdir. Phoenix 100
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otomatize sisteminin CBH oranint %12, BH oranini %0; hizl1 polimiksin NP testinin
CBH oranint %1,2, BH oranimni %2,5 olarak bulmuslardir. Sonuclara gore hizli
polimiksin NP testinin, BMD ydntemiyle iyi uyum gosterdigini, Phoenix 100 sistemi
ile duyarli elde edilen sonuglarin referans BMD yontemiyle dogrulanmasi gerektigini
vurgulamiglardir.

Tiizemen ve ark.’larinin (222), calismasinda, Phoenix 100 otomatize sistemiyle
kolistin direnci saptanan 36 K. Pneumoniae, 9 A. baumannii, 5 P. aeruginosa olmak
izere toplamda 50 izolatin kolistin duyarlilik test sonuglarini, gradient diflizyon testi
ve BMD yontemi sonuglartyla karsilagtirilmig. Phoenix 100 otomatize sisteminde,
BMD yontemine kiyasla tiim izolatlar i¢in %92 KU, %8 BH; K. pneumoniae izolatlar
icin %100 KU, %0 BH; A. baumannii izolatlan icin %77,8 KU, %?22,2 BH; P.
aeruginosa izolatlar i¢in %60 KU, %40 BH orani elde edilmis ve Phoenix 100’le
kolistin direnci tespit edilen izolatlar ¢alisildigi icin CBH saptanmamistir. Gradient
difiizyon testinde tiim izolatlar i¢cin %20 KU, %80 CBH; K. pneumoniae izolatlar1 i¢in
%16,7 KU, %83,3 CBH; A. baumannii izolatlar i¢in %22,2 KU, %77,8 CBH; P.
aeruginosa izolatlar1 i¢in %40 KU, %60 CBH oran1 bulunmus ve bu yontemde BH
saptanmamustir. Elde edilen verilerle, kolistin i¢cin Phoenix 100 otomatize sisteminin
KU, BH ve CBH oranlariin, kabul edilebilir degerlerde oldugu, gradient difiizyon
testi oranlarmin ise standardi karsilamadigi, bu nedenle kolistin direnci BMD
yontemiyle dogrulanamayacaksa, Phoenix 100 otomatize sistem sonuglarinin
bildirilmesinin uygun olacag bildirilmistir.

Koyuncu Ozyurt ve ark.’lar1 (217), 199 K. pneumoniae 163 A. baumannii, 34
E. coli, 20, Enterobacter ve 3 Citrobacter spp.’den olusan toplam 419 izolatta kolistin
duyarliligini belirlemede, referans BMD yontemine gore Phoenix 100 sistemi ve sivi
disk eliisyon yonteminin performasini aragtirmis. Sivi disk eliisyon ydntemi igin
%99,3 KU, %0,5 BH ve %0,2 CBH; Phoenix 100 sistemi i¢in tiim izolatlar birlikte
degerlendirildiginde %95 KU, %5 CBH ve %0 BH; A. baumannii izolatlarinda %96,3
KU, %3,7 CBH; Enterobacteriaceae izolatlarinda %94,1 KU, %5,9 CBH orani
belirlemislerdir. Elde ettikleri verilerle, sivi disk eliisyon yonteminin, referans
yontemle yiiksek uyumu nedeniyle, kolistine in vitro duyarlilifin saptanmasinda

kullanilabilecegini, Phoenix 100 sistemi ile CBH oraninin kabul edilebilir sinirlarin
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tizerinde bulunmus olmasi nedeniyle, bu sistemin 6zellikle kolistine duyarli olarak
belirledigi izolatlarin sonucunun dogrulanmasi gerektigi sonucuna varmislardir.

Giani ve ark.’lar1 (225) 2012’de, kolistin duyarliligin1 saptamada Phoenix
otomatize sisteminin performansint 109 P. aeruginosa izolat1i kullanarak
degerlendirmis ve referans BMD ile kiyasladiklarinda EU oranin1 %99,1, KU oranini
%100, BH oranin1 %0, CBH oranini %0 bulmuslardir.

Yunanistan’da Malli ve ark.’larinin (226), 2018’deki ¢alismalarinda, ComASP
Colistin ticari s1vi mikrodiliisyon yontemiyle belirlenen, 98 kolistine direngli ve 33
kolistine duyarli olmak tizere 131 K. pneumoniae izolat1 kullanarak, hizl1 polimiksin
NP testi, E-test, Phoenix ve Vitek 2 sitemlerinin direngli suslar1 belirlemedeki
performansini, bu ticari sivi mikrodiliisyon yontemiyle karsilagtirmis. Sirasiyla
duyarhiliklart ve 6zgiilliikleri hizli polimiksin NP testi i¢in %99-%82, E-test i¢in %97-
%85, Phoenix i¢in %95-%94 ve Vitek 2 i¢in %98-%88 bulmuslardir. Caligma
sonucunda, hizli polimiksin NP testinin duyarliliginin diger yontemlerden daha
yiiksek, 6zgiilliigiiniin ise daha diisiik tespit edildigini, ancak uygulanmasinin hizli ve
pratik olmasi nedeniyle MDR Gram negatif bakteri prevalansinin yiliksek oldugu
yerlerde tarama testi olabilecegini vurgulamiglardir.

Cin’de Zhu ve ark.’larinin (227) yaptig1 2020 yilina ait ¢alismada, 257 Gram
negatif bakteri susu kullanilarak altin standart BMD ydntemine gore Vitek 2, Phoenix
M50 ve Bio-kont antibiyotik duyarlilik test sistemlerinin performansi
degerlendirilmis. Vitek 2 i¢in %64,2 EU, %86,8 KU, %41 CBH, %0 BH; Bio-kont
icin %86,7 EU, %96,5 KU, %7,2 CBH, %1,7 BH; Phoenix M50 i¢in %92,9 EU, %92,9
KU, %21,7 CBH, %0 BH elde etmislerdir. Calisma verilerine dayanarak, sistemlerin
hi¢birinin kolistin antibiyotik duyarlilik test standartlarini karsilamadigini, iglerinden
en tatmin edici sistemin en yiiksek KU ve en az hatayla Bio-kont oldugunu, bunu daha
yiiksek EU, kabul edilebilir KU, ancak daha fazla hata ile Phoenix M50 sisteminin
izledigini bildirmislerdir.

Bu calismada tiim izolatlar i¢in Phoenix™ otomatize sisteminin sonuglari
BMD yontemiyle kiyaslandiginda, KU %96 bulunmus olup; Phoenix™ otomatize
sistemi ile BMD arasindaki EU, Phoenix™ antibiyotik duyarlilik panelleri tarafindan
kolistin igin test edilen MIK deger aralig1 dar oldugundan (1, 2, 4 pg/mL olmak iizere

yalnizca ii¢ dillisyon degeri) analiz edilmemistir. 4 izolatta CBH saptanirken,
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Phoenix™ otomatize sisteminin kolistin MIK degerini <1 pg/ml olarak belirledigi
izolatlar ¢aligildig1 icin CBH orani %100 olarak hesaplanmis ve BH gézlenmemistir.

Galani ve ark.’lar1 (228) 2018°de, Yunanistan'in alt1 sehrindeki 15 hastaneden
toplanan 392 karbapenem direncli K. pneumoniae susunu alarak, ComASP Colistin
panelini referans BMD yoOntemiyle karsilagtirmis ve ComASP Colistin panelinin BMD
yontemine gore EU oranini %94,9, KU oranin1 %97,2, BH oranint %4, CBH oranini
%0,7 bulmusglardir. Sonu¢ olarak, bu testin kolistine direngli K. prneumoniae
izolatlarinin ¢ogunu giivenilir bir sekilde tanimladigini, kabul edilebilir KU ve EU
oranlarinin oldugunu belirtmislerdir.

Simner ve ark.’lar1 (202) 2019 yilina ait ¢alismalarinda, 6’sinin mcr-1 pozitif
E. Coli oldugu, P. aeruginosa, Enterobacteriaceae ve Acinetobacter spp.’detn olsan
172 izolat ile kolistin duyarliliginin belirlenmesinde, sivi disk eliisyon yonteminin
verimliligini arastirmis. Referans BMD ile karsilastirdiklarinda tiim izolatlar i¢in %98
KU, %99 EU, %8 CBH ve %0 BH; 6 mcr-1 pozitif E. coli izolat1 i¢cin %50 KU, %100
EU ve %50 CBH oranlarini elde etmislerdir. Calisma sonuglarina gore, sivi disk
eliisyon yénteminin kolistin MIK degerini belirlemek i¢in uygulamasi kolay bir metod
oldugunu, fakat mcr-pozitif izolatlarin MiK degerlerini oldugundan diisiik belirlemesi
nedeniyle sivi disk eliisyon yontemiyle MIK degeri 2 pg/ml saptanan izolatlarin
referans BMD yontemi ile dogrulanmasi gerektigini vurgulamislar. MiK degeri >2
pug/ml bulunanlarin suslarin ise mcr genleri varligi agisindan degerlendirilmesini
Onermislerdir.

Lescat ve ark.’lar1 (229), 43 A. baumannii ve 49 P. aeruginosa izolatinda,
BMD  yontemine gore hizli resazurin  rediiksiyon bazli  polimiksin
Acinetobacter/Pseudomonas NP testin performansini degerlendirmis. Duyarlilig
%100, 6zgilligl %97 ve 3 izolatta BH bulunurken, CBH gozlenmemistir. Calisma
sonucunda, bu testin MIK degerini belirlemese de duyarli/direngli kategorizasyonunu
4 saatten daha kisa siirede yaptigini, kolistin direncini belirlemede giivenilir oldugunu
belirtmislerdir.

Jia ve ark.’lart (26) 2020°de, 253 Gram negatif bakteri izolatinda BMD
yontemi ile kiyaslayarak, hizli resazurin rediiksiyon bazli polimiksin
Acinetobacter/Pseudomonas NP testinin performansini degerlendirmis. KU oranini

%99,2, duyarliligint %100 ve 6zgiilliiglinii %99 bulmuslar. Calisma verilerine gore
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testin, kolistin direnci i¢in dogru bir tespit yontemi olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Dafopoulou ve ark.’lar1 (204), 41’1 K. pneumoniae, 20°si A. baumannii toplam
61 karbapenem direncli izolat1 kullanarak, kolistin MIK test yontemlerinden polisorbat
80 eklenmis BMD, agar diliisyon, E-test, MIC Test Strip ve Vitek 2’yi degerlendirmis.
Referans BMD ile kiyasladiklarinda polisorbat-80 eklenmis BMD icin %82 KU,
%95,1 EU, %18 CBH, %0 BH; agar diliisyon yontemi i¢in %91,8 KU, %55,7 EU,
%3,3 CBH, %4,9 BH; E-test i¢in %59 KU, %50,8 EU, %39,3 CBH, %1,6 BH; MIC
Test Strip testi i¢in %67,2 KU, %65,6 EU, %31,1 CBH, %1,6 BH ve Vitek 2 i¢in
%96,7 KU, %78,6 EU, %0 CBH, %3,3 BH orani bulmuslardir. Elde edilen sonuglara
gore, Vitek 2'nin referans yontemle miikemmel KU sergiledigini, ancak yine de
karsilastirilan  yontemlerin  hi¢birinin  kabul edilebilir performans kriterlerini
kargilamadigini, gradient diflizyon yontemlerinin yanlis duyarli sonuglarla uygun
olmayan kolistin tedavilerine yol acabilecegini, klinik laboratuvarlarin bu
tutarsizliklarin farkinda olmasi ve 6zellikle kolistin tedavisinin gerekli goriildiigii
durumlarda duyarlilik testi i¢in referans yOntemin uygulanmasi gerektigini
belirtmislerdir.

Lutgring ve ark.’lar1 (230) 2019°da, 111 Enterobacteriaceae izolat1 kullanarak,
kolistin duyarliliginm1 belirmede MicroScan sistemi ve gradyan difiizyon testinin
performansini, referans BMD yontemine kiyasla degerlendirmis. Gradient difiizyon
testinde %86,4 KU, %77,3 EU, %0 BH ve %53,6 CBH; MicroScan sisteminde %92,7
KU, %6,1 BH ve %10,7 CBH elde etmislerdir. Calisma sonucuna gore, MicroScan
sisteminin gradient diflizyon testinden daha iyi performans gosterdigini, MicroScan
sisteminin, yiiksek kolistin MIK degerleri ve mcr geni arastirilacak izolatlar igin,
tarama testi olabilecegini vurgulamiglardir.

Arroyo ve ark.’lar (231), E-test yonteminin kolistin duyarliligini saptamadaki
giivenilirligini 115 A. baumannii izolat1 kullanarak arastirmis. Referans test BMD ile
karsilastirdiklarinda >%90 KU, %16,5 EU, iki izolatta CBH elde etmisler ve BH
saptamamiglardir. Calisma verilerine gore, A. baumannii ig¢in kolistin direncinin
saptanmasinda E-test yonteminin giivenilir oldugunu ve referans yonteme alternatif

olabilecegini, ancak 2 CBH saptanan izolattaki gibi MIK degerinin 1 veya 2 pg/ml
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olarak belirlendigi durumlarda, E-test sonu¢larinin BMD yontemi ile dogrulanmasini
gerektigi sonucuna varmislardir.

Bakthavatchalam ve ark.’lar1 (212), 120 A. baumanii ve 121 K. pneumonaie
izolat1 kullanarak, referans BMD yontemine gore E-test ve Vitek 2’nin kolistin
duyarliligini belirlemedeki performansini arastirmis. E-test icin %87 KU, %37 EU,
%42 CBH, %1 BH; Vitek 2 i¢in %95 KU, %74 EU, %11 CBH, %0 BH elde
etmislerdir. Sonuglara gore, E-test ve Vitek 2’nin performansinin diisiik oldugunu, bu
yontemlerin tedaviyi yanlis yonlendirebilecegini, Ozellikle de kolistin direngli
izolatlarin referans yontemle dogrulanmasi gerektigini belirtmislerdir.

Kar ve ark.’lar1 (220), 200 karbapenem direngli Enterobacteriaceae'da kolistin
duyarliligini referans BMD, agar diliisyon, hizl1 kolistin NP testi ve E-test yontemiyle
aragtirmis. Referans yonteme gore agar diliisyonun %90,5 KU, %22 EU, %11 CBH,
%9,2 BH; E-test yonteminin %95 KU, %42,5 EU, %37 CBH, %0 BH gdosterdigini
saptamiglardir. Hizli kolistin NP testinin 6zgiilligiini %97,6, duyarliligint ise %85
bulmuslardir. Calisma sonucuna gore, agar diliisyon ve E-test yontemindeki ytliksek
CBH oranlarmin, kolistin duyarlilik tespiti i¢in referans yonteme alternatif olarak
kullanilmalarina engel teskil ettigini, hizli kolistin NP testinde uyumsuz sonuglarin en
fazla Enterobacter spp.’de saptandigini, orta derece duyarliliga ve miikemmel
Ozgiilliige sahip hizli kolistin NP testinin, Enterobacter spp. disinda karbapenem
direngli Enterobacteriaceae izolatlarinda kolistin duyarliligini belirlemek i¢in iyi bir
secenek olabilecegini vurgulamislardir.

Ugrakli ve ark.’larmin (219), calismasinda, MDR 657 Gram negatif bakteri
kullanilarak kolistin duyarliligin1 belirlemede referans BMD yontemine gore E-test ve
Vitek 2’nin performansi degerlendirilmis. Vitek 2 i¢cin %92,4 KU, %14,5 CBH, %1,7
BH; E-test i¢cin %71,9 KU, %36,5 CBH, %0 BH bulunmustur. Sonug olarak, E-test
yonteminin, tlim izolatlar i¢in Vitek 2'den daha diisiik performans sergiledigini, her iki
yontemin de CBH oranlarinin kabul edilebilir smirlarin iizerinde oldugunu,
laboratuvarlarin  E-test ile Vitek 2’nin kolistin duyarlilik testi sonuglarina
giivenmemeleri gerektigini bildirmislerdir.

Haeili ve ark.’lar1 (213), K. pneumoniae, E. coli, A. baumannii, P. aeruginosa
suslarini igeren toplam 109 Gram negatif bakteriyi dahil ettigi ¢alismada referans

BMD yontemine gore sivi makrodiliisyon, agar diliisyon ve iki farkli ticari disk
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kaynagi kullanan disk difiizyon yontemlerinin performansini aragtirmig. Sivi
makrodiliisyon yonteminde %100 KU, %100 EU, %0 BH, %0 CBH; agar diliisyon
yonteminde %67,9 KU, %23,8 EU, %39,77 BH, %0 CBH; Neo-Sensitabs tabletlerin
(Rosco, Taastrup, Danimarka) kullanildig1 disk difiizyon ile %92,6 KU, %3,4 BH,
%23,8 CBH; BBL Sensi-Disc (Becton Dickinson, Sparks, MD) kullanilan disk
difiizyon ile %95,4 KU, %0 BH, %?23,8 CBH elde etmislerdir. Sonuglara gore sivi
makrodiliisyonun ¢ok giivenilir bir yontem oldugunu, disk diflizyonun yiiksek
diizeyde kolistin direngli tiim K. pneumoniae ve A. baumannii suslarinda direnci
saptayabildigini ve bu nedenle {ist diizey direngli suslarin tespiti i¢in 6n tarama testi
olarak yeniden ele alinabilecegini belirtmislerdir.

Lellouche ve ark.’lar1 (216), 364 Gram negatif bakteri izolatinda kolistin
duyarliligin1 belirlemede, referans BMD yontemiyle Vitek 2 ve agar diliisyon
yontemlerini karsilagtirmis. Vitek 2 i¢in %87,4 EU, %95,9 KU, %0 BH, %30,6 CBH;
agar diliisyon i¢in %91,5 EU, %97,3 KU, %1,6 BH, %10,2 CBH saptamislardir. Vitek
2 ve agar diliisyon yontemlerini kombine ettikleri yeni bir strateji denemisler ve
bununlada %97,3 KU, %1,6 BH, %10,2 CBH tespit etmislerdir. Buna gore Vitek 2’nin
tek basina kullaniminin kabul edilemez CBH oraniyla sonuglandigini, Vitek 2 ile
direncli saptanan izolatin direngli kabul edilebilecegini; Vitek 2 ile duyarli saptanan
izolatin ise agar tarama plaginda tireme yoksa duyarli kabul edilebilecegini, ancak agar
tarama plaginda iireme varsa sonucu BMD ile dogrulamak gerektigini, zira bu
stratejinin uygulanmasinin nispeten kolay oldugunu ve agar tarama plaginin Vitek 2
ile yanlis simiflandirilan direngli izolatlar1 tanimladig1 icin CBH oranini %30,6'dan
%10,2'ye azalttigin1 bildirmislerdir.

Wattal ve ark.’lar1 (215), E-test, Micronaut-S ve Vitek 2’nin Kolistin
duyarliligini1 belirlemedeki giivenilirligini referans BMD yontemiyle karsilastirarak
arastirmis. Vitek 2 i¢in %98,2 KU, %92 EU, %1,8 BH, %0 CBH; Micronaut-S i¢in
%99,6 KU, %92,4 EU, %0,4 BH, %0 CBH ve E-test i¢cin %96,4 KU, %72 EU, %?2,2
BH, %1,3 CBH saptamislar. Elde ettikleri verilere goére Micronaut-S ve Vitek 2 nin
kabul edilebilir yontemler oldugunu, E-test yonteminin diisiik EU oraniyla giivenilmez
oldugunu bildirmislerdir.

Das ve ark.’lar1 (232), kolistin duyarliligini belirlemede, E-test ve Vitek 2 nin

referans BMD yontemine gore performansini arastirmis. Vitek 2 i¢in %92,6 KU,
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%88,7 EU, %4,3 BH, %17,2 CBH; E-test i¢in %95,9 KU, %68,6 EU, %0 BH, %17,2
CBH oranlar1 belirlemisler ve iki test yonteminin de giivenilir olmadigi sonucuna
varmiglardir.

Germ ve ark.’lar1 (214), 2019 yilinda, referans BMD yontemine gore resazurin
rediiksiyon bazli hizli polimiksin NP testinin dogrulugunu arastirmis. 82 A. baumannii
susu icin %95,1 KU, %1,2 CBH ve %3,7 BH; 10 E. coli, 4 E. cloacae, 6 K.
pneumoniae’den olusan 20 Enterobacteriaceae izolat1 i¢in %100 KU elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Nhung ve ark.’lart (209), 102 A. baumannii, 40 P. aeruginosa ve 99
Enterobactericeae’dan olusan 241 adet MDR Gram negatif bakteri izolatinda BMD
yontemine kiyasla E-test yonteminin kolistin duyarliligini saptamadaki giivenilirligini
arastirmis. Tim izolatlar birlikte degerlendirildiginde 1 BH, O CBH, %81 EU; P.
aeruginosa izolatlart i¢in %98, Enterobacteriaceae ve A. baumannii izolatlar1 igin
%100 KU elde etmislerdir. Bulgulara gore E-test icin BMD yontemiyle iyi uyum
gosterdigini bildirmislerdir.

Simar ve ark.’lar1 (210), 143 klinik izolatta 143 Gram negatif bakteri izolatinda
E-test ile elde ettikleri kolistin MIK degerlerini BMD ydntemiyle karsilastirdiklarinda
%59 EU, %89 KU, 2 BH, 14 CBH elde etmisler ve sonug olarak E-test ile BMD
arasinda yiiksek oranda tutarsizlik oldugunu, kolistin duyarliliginin BMD ile test
edilmesi gerektigini vurgulamislardir.

Sonuc olarak;

Bu calismada Phoenix™ M50 otomatize sistemiyle MDR saptanan ve kolistin
MIK degeri <1 pg/mL olarak belirlenen, 25’er adet E. coli, P. aeruginosa, K.
pneumoniae ve A. baumannii’den olusan toplam 100 izolatta, kolistin duyarlilig
Sensititre™ testiyle de calisilmis ve sonuclar BMD yontemiyle karsilagtirilarak bu
testlerin performanslari arastirilmistir.

Phoenix™ otomatize sistemiyle tiim izolatlar i¢in kabul edilebilir KU (%96)
belirlenmesine ragmen, degerlendirilen bakteri tiirline gore farkliliklar gozlemlendi.
K. pneumoniae ig¢in Phoenix™’in KU orani (%88) kabul edilebilir degerin altindaydi.
3 K. pneumoniae ve 1 A. baumannii izolatinda toplam 4 CBH tespit edildi. Calismaya
Phoenix™ otomatize sisteminin kolistin MIK degerini <1 pg/ml olarak belirledigi

izolatlar dahil edildigi i¢in CBH oran1 %100 olarak hesaplandi, BH belirlenmedi ve
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kappa analizi yapilamadi. Sensititre™ testiyle tiim izolatlar i¢in kabul edilebilir KU
(%99), BH (%1,04) ve CBH (%0) belirlenmis olup; EU (%69) kabul edilebilir degerin
altindaydi. A baumannii izolatlarinda kabul edilebilir simirin {izerinde CBH orani
(%4,17) saptandi. Bu calismada kolistin duyarliligimmi belirlemede, referans BMD
yontemi ile karsilastirilan yontemlerden Sensititre™ testinin gosterdigi performansin
Phoenix™ otomatize sisteminden daha iyi oldugu, Sensititre™ testi ile cok iyi
diizeyde uyum tespit edilmesine ragmen (kappa katsayisi=0,884, p<0,001), iki
yontemin de kabul edilebilir antimikrobiyal duyarlilik testi performansi kriterlerini
karsilamadig1 gozlenmistir. Yaptigimiz bu ¢aligmada elde edilen sonuglara gore
kolistin duyarliliginin, uygulamasi zor da olsa CLSI ve EUCAST 1n ortak Onerisi olan

BMD ile belirlenmesi gerekmektedir.
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