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OZET

Enterococcus faecium iZOLATLARINDA ANTIBiYOTIK DUYARLILIGININ
HIZLI YONTEM KULLANILARAK TESPIiT EDILMESI

Elvina ZEYNALOVA
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Yuksek Lisans, Agustos/2023
Danisman: Dog. Dr. Kemal BILGIN

Enterococcus faecium insan ve hayvanlarda normal intestinal florada bulunan
firsat¢1 patojen niteligindeki mikroorganizmadir. Birden fazla antimikrobiyallere karsi
direng olusturma yetenegine sahip olup insan sagligi igin biiyiik bir tehdit
olusturmaktadir. Olusan enfeksiyonlarda erken tani kadar, dogru antibiyotik se¢imi ve
olusturdugu duyarlilik sonuglar1 da biiyiik 6nem tagimaktadir. Calismamizda; kan
orneklerinden izole edilen E. faecium izolatlarinda antibiyotik duyarliliginin hizh
yontem kullanilarak tespit edilmesi arastirilmistir.

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Bakteriyoloji
laboratuvarinda rutin gonderilen kan orneklerden izole edilen 122 adet E. faecium
izolat1 dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen E. faecium izolatlarinin resazurin
mikroplak yontemi kullanilarak vankomisin ve yiiksek diizey gentamisin
duyarhiliginin erken tespit edilebilmesi arastirilmistir. Calismada referans yontem
olarak mikrodiliisyon yontemi kullanilmis ve resazurin mikroplak yontemiyle referans
mikrodiliisyon yontemi sonuglari karsilagtirilmistir.

Calismaya dahil edilen izolatlarin resazurin mikroplak yonteminin altinci ve
yedinci saat sonuglari ile standart mikrodiliisyon yonteminin bir gecelik inkiibasyon
sonuglart degerlendirildiginde vankomisin igin altinci ve yedinci saat KU oran1 %99.1
olarak, ylksek diizey gentamisin i¢in altinci saat ve yedinci saat KU orani sirasiyla
%86.0, %95 olarak tespit edilmistir. Vankomisin igin altinci ve yedinci saat TU orani
sirastyla %94.2, %96.7 olarak, yiksek duzey gentamisin igin altinci saat ve yedinci
saat TU orani sirastyla %76.2, %83.6 olarak tespit edilmistir. Vankomisin i¢in altinci
ve yedinci saat CBU oran1 %4.5 olarak, yiksek dizey gentamisin igin altinci ve
yedinci saat CBU orani sirasiyla %20.5 ve %7.2 olarak tespit edilmistir. Yiksek diizey
gentamisin i¢in altincit ve yedinci saat BU oram1i  %2.5 olarak tespit edilmistir.
Vankomisin ve yiiksek dizey gentamisin antibiyotiklerinin altinci ve yedinci saatleri
icin BU ve KUU oran tespit edilmemistir.

Buna gore E. faecium izolatlarinda vankomisin duyarliligini resazurin mikroplak
yontemi ile standart yonteme kiyasla erken tespit edilebilmesine olanak saglama
potansiyeli oldugu disiiniilmektedir. Ancak yiiksek diizey gentamisin i¢in yeni
inkiibasyon siireleri gibi farkli protokollerin denenmesinin faydali olacagi
diistiniilmektedir. Cok sayida ve farkli izolatin dahil edildigi, standart yontemlerle
karsilastirmali olarak genis ¢apli tekrar edilebilirligin degerlendirildigi ¢alismalarin
yapilmasinin  yontemin uygulanabilirliginin anlasilmasina katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar Sozcukler: Enterococcus faecium, Vankomisin, Gentamisin, Resazurin
mikroplak yontemi



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY IN ENTEROCOCCUS
FAECIUM ISOLATES USING THE RAPID METHOD

Elvina ZEYNALOVA
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology
Master, August/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kemal BILGIN

Enterococcus faecium is an opportunistic pathogen found in normal intestinal
flora of humans and animals. Its resistance ability against antimicrobials has posed a
threat to human health. The early identification of a causative agent with a selective
antibiotic and its sensitivity result can be important in diagnosis. In our study, the
determination of antibiotic sensitivity in E.feaecium isolates isolated from blood
samples using the rapid method were invastigated.

The study collected 112 E. faecium isolates of blood samples from the routine
bacteriology laboratory at Ondokuz Mayis University of Medicine. The resazurin
microplate method was used to detect early susceptibility of vancomycin and high-
level gentamicin in E. faecium isolates. The microdilution method was used as a
reference method. The results of the resazurin microplate method and the reference
microdilution method then were compared.

The results of the resazurin microplate method were observed at the sixth to
seventh hour though the results of the standard microdilution method were evaluated
after 24 hours of incubation. The Categorical Agreement rates for the vancomycin
were 99.1%, and the Categorical Agreement rates for the high levels of gentamicin
were 86.0%, and 95%, respectively. The Essential Agreement rates for the
vancomycin were 94.2% and 96.7%, and the Essential Agreement rates for the high
levels of gentamicin were 76.2% and 83.6%, respectively. The VVery Major Error rates
for the vancomycin were 4.5%, and the Very Major Error rates for the high levels of
gentamicin were 20.5% and 7.2%, respectively. The Major Error rate for the high
levels of gentamicin was 2.5% respectively. The Minor Error and Major Error rate of
vancomycin and high levels of gentamicin antibiotics was not determined.

As a result, the resazurin microplate approach is anticipated to have the ability
to detect vancomycin susceptibility in E. faecium isolates earlier than the traditional
method. However, various methods, such as new incubation times for high-level
gentamicin, are thought to be advantageous. It is hoped that completing research using
a large number of diverse isolates and comparing wide-scale repeatability to
established procedures will aid in understanding the method's applicability.

Keywords: Enterococcus faecium, Vancomycin, Gentamicin, Resazurin microplate
method
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1. GIRIS

Kiiresel endise nedenlerinden biri olan antimikrobiyallere kars1 direng, giderek
artan egilimi nedeni ile insan saglig1 i¢in bilyiik bir tehdit olusturmaktadir (Holmes et
al., 2016; Laxminarayan et al., 2016).

Enterococcus tirleri olumsuz ¢evre kosullarina kars1 dayanikli olma yetenegine
sahip olup dogada yaygin olarak bulunmakla birlikte, hemen her yerde yasamlarini
stirdiirebilen mikroorganizmalardir (Berktas vd., 2013; Ciragil, 2016).

Diinya ¢apinda 6zellikle insanlar i¢in patojenik olarak tanimman Enterococcus
tirlerinden en yaygin olanlar1 Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium’dur.
Olusan tiim enterokok enfeksiyonlarindan E. faecalis %80-90 oraninda, E. faecium ise
%5-10 oraninda sorumludur (Ciragil, 2016; Ogier and Serror, 2008). E. faecium, insan
ve hayvanlarda normal intestinal florada bulunan ve Onemli saglik sorunlari
yasatabilen firsat¢1 patojen niteligindeki mikroorganizmadir (Huycke et al., 1998).
Tedavisi en zorlu Enterococcus tiirli olan E. faecium, endokardit, kateterle iliskili idrar
yolu enfeksiyonlar1 (IYE) ve bakteriyemi gibi nozokomiyal enfeksiyonlara neden
olabilir. Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis bireylerde, altta yatan énemli bir hastalig:
olan yaglilarda ve hastanede yatarak tedavi alan hasta grubunda enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (Odemis vd., 2018). Ayrica et ve sit trinlerinin fermentasyonunda
hayatta kalabilme ve ¢ogalma yetenegine sahiptirler (Hugas et al., 2003).

Yiiksek oranda antibiyotik direnci olan bakteriler hastane ortaminda bulunmakla
beraber toplum kaynakli olarak da saptanabilmektedir. Bunlardan bagirsak
kolonizasyonu sik olan enterokoklar, son yillarda 6zellikle hastane kaynakli
enfeksiyonlarda etken olarak daha fazla gériilmektedir (Erbek ve Ozakin, 2002).

Enterokoklarin en o6nemli 6zelligi, Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan bircok antimikrobiyal ajana karsi kismi veya tam direng
gostermeleridir. Bir¢ok antimikrobiyal ajana karsi intrensek diren¢ olusturan
enterokoklarin bazi tiirlerinin birden fazla antibiyotige karsi ¢oklu direng gostermeleri
tedavide zorluklarla sonuglanmistir. Onemli hastane enfeksiyonlar1 olusturan E.
faecium antimikrobiyal ajanlara kargi daha direngli olma egilimindedir (Berktas vd.,
2013; Paganelli et al., 2016). Enterococcus’larin son yillarda yulksek dizeyde
aminoglikozid’lere, glikopeptid’lere ve penisiline karsi olan direncinde belirgin artis
gozlenmektedir (Korten, 2017; Yildirnm, 2007). Aym zamanda son yillarda

enterokoklar plazmid ve transpozonlar yoluyla eritromisin, klindamisin ve



tetrasiklinlere kars1 da direng gostermektedir. Enterokoklarin gesitli antimikrobiyallere
dogal direng goOstermelerinin yaninda, yeni mekanizmalarla antibiyotik direnci
olusturdugu ve bu direnci aktarabildigi de bilinmektedir (Erbek ve Ozakin, 2002;
Yildirim, 2007).

Antibiyotiklerin bilingsiz ve yogun bir sekilde kullanimi direngli bakterilerin
olusumuna neden olmakla birlikte ayn1 zamanda bulasic1 hastaliklarin 6nlenmesinde
de birsira zorluklara neden olmaktadir. Son zamanlarda olusan enfeksiyonlara karsi
tedavide gelistirilen antibiyotiklerin kullanimi bakterilerde antibiyotiklere karsi
yiiksek oranda direng gelisimi ile sonu¢lanmistir. Bu nedenle, enterokok suslarinda
antibiyotik duyarliliginin saptanmasi, uygun tedavinin secilebilmesinde oldukga
onemlidir (Kahraman vd., 2017; Ozgiines, 2005; Y1ldirim, 2007).

Calismamizda, kan Orneklerinden izole edilen Enterococcus faecium
izolatlarinda vankomisin ve ylksek diizey gentamisin duyarliliginin hizli yontem

kullanilarak erken tespit edilmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterococcaceae’min Genel Ozellikleri
2.2. Smiflandirma

Enterococcus’lar gram pozitif, katalaz negatif, sporsuz, tek veya cift halinde
gorulebilen kok seklinde mikroorganizmalardir (Fisher and Phillips, 2009).

Enterococcaceae familyasinin iiyesi olan Enterococcus’lar ilk defa 1899 yilinda,
Fransa’da Thiercellin tarafindan yayinlanan bir makalede gram pozitif koklar olarak
tanimlanmustir (Fisher and Phillips, 2009; Stiles and Holzapfel, 1997). Enterokoklar
taksonomide 1980’11 yillara kadar Streptococcus cinsinin bir parcasi olarak kabul
edilmistir. Schleifer ve Klipper-Balz tarafindan 1984 yilinda yapilan DNA-DNA ve
DNA-rRNA hibridizasyon c¢alismalari, 16S rRNA c¢alismalar sonucunda
Streptococcus faecium ve Streptococcus faecalis suslarinin diger streptokoklardan
onemli farklar1 oldugu ve Enterococcus olarak diger bir grupta degerlendirilmesi
gerektigi ortaya konulmustur (Klein, 2003; Schleifer and Klipper-Balz, 1984).

Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda Enterococcus cinsi igerisinde en
az 34 farkl tiir oldugu tamimlanmistir (E. flavescens, E. avium, E. casseliflavus, E.
durans, E. gallinarum, E. hirae, E. malodoratus, E. mundtii, E. raffinosus, E. solitarius
ve E. faecalis, E. faecium) (Billstrom et al., 2008). E. faecium tiirii en sik izole edilen
patojenlerden biri olup, yaygin olarak gastrointestinal (GI) sisteme yerleserek normal

bagirsak florasini olusturmaktadir (Etiz vd., 2014).

2.2.1. Epidemiyoloji

Enterokoklar olumsuz ¢evre kosullarina karsi toleranslarindan dolay1 su, bitki,
toprak ve besin gibi maddelerden de izole edilebilmektedirler. insan ve hayvan
mikroflorasinin dnemli bir pargasi olarak kabul edilen enterokoklar son zamanlarda
giderek artan siklikta karsilasilan hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlardan %60°n1 nozokomiyal
enfeksiyonlar olusturmaktadir. Insanlarda ve hayvanlarda olusan enterokok kdkenli
enfeksiyonlarin %80-90°dan E. faecalis’in, geriye kalan %10-20 enfeksiyondan ise E.
faecium’un sorumlu oldugu belirtilmistir. Belirli bir zamana kadar enterokoklarin
genellikle endojen kaynakli enfeksiyonlara yol agtig1 diisiiniilse de, son yillarda

yapilan calismalarda hastane enfeksiyon patojeni olduklar1 ortaya ¢ikmistir.



Hastanede yatan veya periton diyalizli, diyabetik ayak enfekiyonlu hastalarda
Enterococcus kolonizasyonu enfeksiyon kaynagidir. Ayrica akciger, yumusak doku,
menenjit, paranazal sinus, kulak, goz ve periodontal doku enfeksiyonlarina da neden
olabilirler (Ciragil, 2016; Gur, 2015; Yildirim, 2007).

2.2.2. Morfoloji ve Kimyasal Ozellikleri

Enterococcus cinsi bakteriler ¢iftler ve kisa zincirler halinde bulunan gram-
pozitif kok seklinde, spor olusturmayan, fakultatif anaerob mikroorganizmalardir.
Zenginlestirilmis koyun kanli agarda iiretildigi zaman kabarik, gri-beyaz renkli, 1-2
mm biiyiikliiglinde S tipi koloniler olustururlar. Nadir olarak R tipi olugturmaktadirlar.
Asirt sicaklik (10-45°C), disik pH (4.5-10) ve %6.5 NaCl konsantrasyonu gibi
olumsuz cevre kosullarina karsi tolerans gosterebilmeleri 6nemli 6zelliklerindendir
(Ciragil, 2016; Korten, 2017). Ayrica 60°C’de 30 dakika canliliklarin1 da
koruyabilirler (Aktas ve Derbentli, 2009).

Enterokoklar kanli agarda Urerler ve 24 saatlik inkiubasyon sonucunda non-
hemolitik, alfa hemolitik ve bazen de beta hemolitik koloniler olustururlar.
Hemolizleri degerlendirmek igin insan veya at kani kullanilirsa, hemoliz sitolizin
aktivitesine dayanir ve bir B-hemolitik reaksiyona neden olur. Bu nedenle olusan
hemolizleri degerlendirmek amaciyla Triptikaz soya agar veya Columbia agar1 (%5
(hh) defibrine koyun kani igeren) kullanilmaktadir (Korten, 2017).

Enterokoklar olumsuz cevre kosullarina, fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi
dayanikli mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar gliikozun son Urlnu olarak
laktik asit tiretmelerinden dolay:1 laktik asit bakterileri grubuna dahil bir cinstir
(Garcia-Solaghe and Rice, 2019).

Safra varhiginda eskiilin hidrolizi yapabilme yetenegine sahiptirler. Hem E.
faecalis’in hem de E. faecium’un pH 4,6-9,9 araliginda tireme gosterebilmekle birlikte
optimal pH 7,5 olarak kabul edilmistir. Enterokoklarin {iremelerine etki gésteren
faktorlerden en 6nemlisi pH olmakla birlikte, tuz konsantrasyonu ve sicaklik daha az
etki gostermektedir. Hiicre zari asit ve alkalilere kars1 dayanikli olan E. faecalis genis

bir pH araligina direng olusturmaktadir (Berghe et al., 2006; Nakajo et al., 2006).
2.2.3. Enterococcus Enfeksiyonlari

Enterokoklar hastane kaynakli ve hastane dis1 etkenler olarak goriilebilmektedir.

Bu bakteriler, tiim nozokomiyal enfeksiyonlarin %10’undan, bakteriyemilerin



%9’undan, nozokomiyal {iriner sistem enfeksiyonlarinin %16’sindan sorumludur
(Crragil, 2016).

Son yillarda enterokoklarin sebep oldugu enfeksiyonlarda artis gdzlenmektedir.
Tedavi basarisizliklarinda rol oynayan enterokoklar duyarli hastalarda en sik iiriner
sistem enfeksiyonlari, sepsis, endokardit, bakteriyemi, pelvik enfeksiyonlari, karin igi
enfeksiyonlar, cerrahi yara enfeksiyonlar1 ve menenjit gibi enfeksiyonlara aymni
zamanda hastada kalici olan cihazlar (intravaskiiler kateter gibi) yoluyla da
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Enterokoklarin son zamanlarda vankomisine ve
aminoglikozidlere karsi olusturdugu direng sebebiyle de Onemleri her gegcen gin
artmaktadir (Sakaryali vd., 2022; Yildirim, 2007).

Uriner sistem enfeksiyonlari

Enterokoklarin en sik sebep oldugu nozokomiyal enfeksiyonlardan biri Griner
sistem enfeksiyonlar1 olup genellikle tekrarlayan hastaligi olan kisilerde
goriilmektedir. Ayrica liriner kateterizasyon isleminden sonra ortaya ¢ikarak sistite,

prostatite ve piyelonefrite sebep olabilmektedir (Yildirim, 2007).

Endokardit

Endokardite neden olan etkenler arasinda Gigiincu sirada yer alan enterokoklarin
bakteriyel endokarditin %5-15"ni olusturdugu bilinmektedir. Enterokoklarin neden
oldugu diger enfeksiyonlarda da oldugu gibi, siklikla etken olan tiir E. faecalis’dir.
Ancak enterokoklarin diger iiyelerinin de bu hastalig1 olusturdugu bilinmektedir.
Enterokoklar ¢ogunlukla subakut bakteriyel endokardite sebep olmaktadir (Yildirim,
2007).

Bakteriyemi

Enterokokal bakteriyemi zaman iginde artis gostermektedir. Cevresel kaynakli
olabilecekleri gibi siklikla triner sistem enfeksiyonlari sonucu nozokomiyal
bakteriyemi olarak da olusum gosterebilirler. Bunlarin yaninda protezler, yaralar ve
intraven0z kateterler de diger giris yollar1 olarak s6z edilebilmektedir (Yildirim,
2007).

Menenjit

Enterokokal menenjit daha ¢ok santral sinir sistemi cerrahisi, kafa travmasi ile

yabanci1 cisimlerin yerlestirilmesi gibi risk artiran faktorlerin varliginda goriilmektedir.



Menenjite bagli bir hastalik gegmisi olan hastalarda immiin sistemi baskilayici ya da
uriner sistem enfeksiyonu gibi altta yatan klinik sebeplerin oldugu bildirilmektedir.
Ayrica enterokoka bagli menenjit enfeksiyonu ayni zamanda AIDS hastalarinda, ¢cok

nadir hallerde de neonatal sepsisli hastalarda goriilebilmektedir (Y1ldirim, 2007).

2.3. Antimikrobiyal Ajanlar
2.3.1. Vankomisin

Glikopeptid bir antibakteriyel olan vankomisin yaklasik 50 y1l 6nce penisilinaz
ureten Staphylococcus aures suslarini tedavi etmek igin gelistirilmistir (Levine, 2006).
Glikopeptidler arasinda yalnizca vankomisin gram pozitif bakterilere karsi etki
gosteren bir antibiyotiktir (Yunusoglu vd., 2020).

Vankomisin pentapeptidin D-ala-D-ala terminal dizisine geri doniisiimsiiz
olarak baglanir ve bu sayede hiicre duvar sentezini inhibe eder. Son zamanlarda
antibiyotiklerin bilingsiz bir sekilde kullanimi vankomisine direngli enterokoklarin

(VRE) artis1 ile sonuglanmistir (Yunusoglu vd., 2020).
2.3.2. Yiuksek Duzey Genatmisin

Kesfi 1944 yilina dayanan aminoglikozidler genis spekturumlu antibiyotiklerdir
ve 1970 yilindan 1980’lerin ortalarina kadar ampirik tedavilerde siklikla
kullanilmislardir  (Drusano et al., 2007; Mingeot-Leclercq et al., 1999).
Aminoglikozidler arasinda gentamisin, bakterisidal etkili bir antibiyotiktir.
Sitoplazmaya girdikten sonra bakteri ribozomunda mRNA translasyonunu bozarak
protein sentezini engelleyip yanlis protein sentezine neden olur (Beganovic et al.,
2018).

Gentamisinin yani sira diger antibiyotiklerle kombine edildigi zaman gram
pozitif bakterilere sinerjik etki gosterdikleri soylense de etki mekanizmalar1 heniiz tam
olarak bilinememektedir (Kohanski et al., 2007).

2.4. Enterococcus’larin Virulans Faktorleri

Normal bagirsak florasinda bulunan enterokoklar viriilans faktorleri sayesinde
bircok dokuya yayilarak ciddi hastaliklara neden olabilmektedirler. Bu nedenle
enterokoklarin virtlans faktorleri, olusturduklar1 enfeksiyonlarda ©nemli rol
oynamaktadir (Fisher and Phillips, 2009; Upadhyaya et al., 2009).

Enterokoklar uzun yillar boyunca diisiik virtilansli mikroorganizmalar olarak
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bilinmelerine ragmen, son yillarda hastane kaynakli enfeksiyonlar olusturabilen
Ozelliklere sahip olduklar1 anlasilmistir. Bu Ozellikleri sayesinde, gastrointestinal
sistemde kolonize olabilir, idrar yolu ve agiz boslugu epiteline yapisabilirler (Baylan,
2019; Fisher and Phillips, 2009).

Virulans faktorleri Patojenik Adalar (PAI) olarak isimlendirilen ve genom
uzerinde secici bolgelerde bulunan virtilans genleri ile diizenlenmektedir. Bu virllans
genlerinin biiyiik bir kismi1 kromozom ya da plazmidler {izerinde kodlanir (Jett et al.,
1994; Upadhyaya et al., 2009). Enterokoklar basta ekstraseluler yiizey proteini (ESP)
ve Agregasyon maddesi (Agg), hemolizin/sitolizin, jelatinaz, MSCRAMM Ace-Acm
(yapiskan matris molekiillerini taniyan mikrobiyal ylizey bilesenleri), serin proteaz,
kapsiil, hiicre duvar polisakkariti ve siiperoksit olmak Uzere birgok virllans faktoriine
sahiptir (Fisher and Phillips, 2009).

2.4.1. Hemolizin/Sitolizin

E. faecium suslari tarafindan iretilen ve ayni zamanda hemolizin olarak da
adlandirilan sitolizin bakteriyel bir toksindir. Ancak bu suslarin bazilar1 tarafindan
iiretilen sitolizin insan ve hayvan eritrositlerine etki gostermesine ragmen insanda
hastalik olusturan enfeksiyonlarin patogenezindeki rolii heniiz net olarak
bilinmemektedir (Koch et al., 2004; Upadhyaya et al., 2009). Uretilen sitolizin gram
pozitif bakteriler {izerinde bakterisidal etki saglar ve insanlarda g —hemolitik 6zellige

sahiptir. Gram negatiflere karsi ise etkisizdir (Hallgren et al., 2009).
2.4.2. Jelatinaz

Jelatinaz ilk olarak 1964 yilinda Bleiweis ve Zimmerman tarafindan saflagtirilan
ekstraseliiler ¢inko metallo endopeptinazdir (Bleiweis and Zimmerman, 1964; Koch
et al., 2004). Jelatinaz enzimi Enterococcus’larin viriilans faktorlerinde yer almasina
ragmen kesin rolleri heniiz bilinememektedir (Semedo vd., 2003). Ancak jelatinaz ve
serin proteazin enterokok patogenezinde biyofilm olusumunda ve ayni zamanda
konak¢1 dokuyu parcalayarak oradaki bakterilerin besin ihtiyacini1 karsilamak gibi
rolleri olabilecegi diistintlmektedir (Kayaoglu and Orstavik, 2004; Mohamed and
Huang, 2007). Kazein, hemoglobin, kollajen gibi bircok biyoaktif peptidleri hidrolize
etme yetenegine sahiptir. Jelatinazi kodlayan gen kromozom iizerinde bulunur ve
hiicrenin yogunluk derecesine gore diizenlenir (Koch et al., 2004). GelE ile birlikte
kopyalanan bir diger gen ise serin proteazi kodlayan sprE genidir (Lopes et al., 2006).
Bu genlerin transkripsiyonu, quorum sensing mekanizmasi tarafindan biyime fazina
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bagli olarak diizenlenir (Sifti et al., 2002).
2.4.3. Agregasyon maddesi

Agregasyon maddesi mikroorganizmalarin kiimelesmesini saglayan, bakteriyel
konjugasyonu kolaylastiran, asal geni tarafindan kodlanan ve feromon duyarli bir
bakteriyel adezindir (Ciragil, 2016; Fisher and Phillips, 2009; Upadhyaya et al., 2009).

Enterokoklarin hiicre yiizeyinin hidrofobikligini artiran agregasyon maddesi
hiicre yiizeyinde saga benzer bir yapi1 olarak gorilmektedir. Bunun sonucunda
kolesteroliin fagozom ve lizozomal vezikullerle flizyonuna etki ettigi veya engelledigi
diisiiniilmektedir (Eaton and Gasson 2002; Wanner et al., 1989).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda agregasyon maddesi sayesinde enterokoklarin
notrofillere ve kiiltiir ortamindaki tiriner sistem epitel hicrelerine baglanabildigi
gorulmektedir (Baylan vd., 2011).

2.4.4. Ekstraseltler ylzey proteini (ESP)

1999 yilinda Shankar ve digerleri tarafindan Enterococcus tiirlerinde tanimlanan
ekstraseliler ylzey proteini (ESP), hiicre duvari ile iliskili bir proteindir. E. faecium
izolatlar1 fazla miktarda ekstraseliiler yiizey proteini sentezleme yetenegine sahiptir.
Yapilan ¢alismalarda ESP’nin enterokoklarda biyofilm olusumuna katkida bulundugu
gosterilmistir (Shankar etal., 2001; Toledo-Aranaetal., 2001). Ayni zamanda ESP’nin
bakterinin antibiyotiklere direng saglamasini arttirdigi da diisiiniilmektedir (Fisher and
Phillips, 2009).

2.4.5. HiyalUronidaz

Dogada yaygin olarak bulunan hiyaliironidaz, enterokok tiirlerinin viriilansinda
rol oynayan, hyallronik asit zerine etki eden bir enzimdir. Hiyaliironidaz bag
dokusunu parcalayarak enterokoklarin toksinlerinin konak¢1 doku yoluyla yayilmasini
kolaylagtirmaktadir. Enterokoklar gibi streptokoklar ve diger bakteriler tarafindan da
yiiksek miktarda tiretilmektedir. Hiyaliironidazin diger bir rolii ise bakterilere besin
saglamaktir. Kromozomal hyl geni tarafindan kodlanan hiyaliironidazin
enterokoklarin viriilansindaki rolii heniiz net olarak anlasilmamistir (Hynes and

Walton, 2000; Kayaoglu and Orstavik, 2004; Semedo vd., 2003).
2.4.6. MSCRAMM Ace-Acm

E. faecium’un yiizeyinde bulunan Ace ve Acm adli kollajen baglayici proteinleri



ozellikle hiicrenin dis yiizeyindeki proteinlerine kollajen ve laminine baglanmayi
saglayan mikrobiyal yiizey bilesenleridir. Fekal izolatlara nispeten kollajen baglayici
protein olan Ace klinik izolatlarda daha ¢ok bulunmaktadir (Hubble et al., 2003; Singh
et al., 2010; Silllanpaa et al., 2009).

2.4.7. Ekstra Seluler Superoksit

Superoksitler genellikle kan ve idrar gibi 6rneklerden izole edilerek inflamasyon
bolgelerinde doku hasarlarina sebep olmaktadir. Ayni zamanda enterokoklari canli
ortamlarda daha baskin hale getirerek onlarin hayatta kalmalarina sebebiyet

vermektedirler (Kayaoglu and Orstavik, 2004; Upadhyaya et al., 2009).
2.5. Standart Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri (ADT)

Antimikrobiyal ajanin bulasici hastaliklara neden olan etken bakteri tiiriine karsi
in-vitro etkinligini saptamak amaciyla klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
antimikrobiyal duyarlilik testleri uygulanmaktadir. Duyarlilik testleri sonucunda
enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarin, antimikrobiyal ajanlara karsi duyarlilik
durumunun belirlenmesi tedavi basarisini belirlemede 6nem tasir (Datar et al., 2022;
Miller et al., 2018).

Etken olarak kabul edilen bakterilerin gosterdikleri diren¢ nedeniyle tedavi
basarisizliklarinin azaltilmasi, yalnizca duyarlilik testlerinin standart bir yontem ile
uygulanmasi ve klinisyenler tarafindan dogru yorumlanmasi ile miimkiindiir (Datar et
al., 2022; Miller et al., 2018).

Laboratuvarlarda antimikrobiyal duyarlilik testlerinin standardizasyonu
amaglayan Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ve European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) gibi yonergeler
kullanilmaktadir. Sonug olarak patojen mikroorganizmalarin antimikrobiyallere karsi
tepkisi duyarli (S), orta (I) ve direngli (R) seklinde siniflandirilmaktadir (Gllmez;
Turnidge and Paterson, 2007).

2.5.1. Disk Diflizyon Testi

Bakterilerin duyarliligini dogrulmak i¢in altin standart kabul edilen disk
difiizyon duyarlilik testleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Disk diflizyon yénteminde
elde edilen inhibisyon zonu ile olusan zon ¢ap1 degerlendirilir. YOntem, bakteri izole
edilmis bir agar ortammin yiizeyinde antimikrobiyal doyurulmus kagit diskleri

yerlestirmekten, bir gece boyunca 35°C’de inkiibasyondan ve disklerin gevresinde
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inhibisyon zonunun varliginin ve yoklugunun 6l¢iilmesinden olusur. Eger test dogru
sekilde yapilmis ise, inhibisyon zonunun Ol¢iimii ve netligi kolay olmalidir.
Antimikrobiyal ile doyurulmus disk agar yiizeyine temas ettikten sonra antimikrobiyal
madde hemen ortama yayilir ve ilacin diflizyonu baslar. Antimikrobiyal maddenin
diskten disariya ¢ikis orani, besiyerinin igine dogru olan yayilim oranindan biiyiiktiir.
Dolayisiyla, diskin hemen simirindaki ilag yogunlugu diskteki yogunlugun iizerine
cikabilir (Karatuna vd., 2017). Sonu¢ olarak disk difiizyon testinde elde edilen zon

caplar1 yorumlama standartlari ile karsilagtirihir. (Karatuna vd., 2017).
2.5.2. Gradient Diflizyon Testi

Gradient diflizyon testi, disk difiizyon ve agar diliisyon yontemlerinin bir arada
uygulanmasinin esasina dayanan bir yontemdir. Bu yontemde yapilan ¢aligmalarin
sonuglar1 konvansiyonel Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) testleri ile benzer
sonuglar vermektedir. Uygulamasi diger yontemlere nispeten pratik ve kolay olsa da,
maliyet bakimindan uygulanmasi yeterince cazip degildir. Antimikrobiyal ile
doyurulmus serit disk difiizyon testinde oldugu gibi bakteri ile zengin agar yiizeyine
yerlestirildikten sonra inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonucu serit etrafinda damla
seklinde inhibisyon zonu olusur ve zonun serit ile kesistigi nokta MIK degeri olarak
elde edilir (Karatuna vd., 2017).

2.5.3. Agar Dillisyon Testi

Testin uygulanacagi zaman antibiyotik sulandirimi kadar sayida besi yeri
eritilerek steril edilir. Besi yerleri sogutulduktan sonra antimikrobiyal ajan erimis agar
ile karistirillarak petri plaklarina dokiiliir. Boylelikle hazirlanan her plakta antibiyotigin
farkli konsantrasyonlar1 bulunur. Mikroorganizmanin biiyiimesine 6nemli 6lciide etki

eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak belirlenir (Korkak vd., 2022).
2.5.4. Makrodillisyon Testi

Eski referans bir yontem olarak kullanilan makrodilisyon yonteminin
mikrodillisyon yonteminden farki antibiyotiklerin biiyiik hacimde kullanilmasidir.
Deney tipleri 35°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi degerlendirilir. inkiibasyon
stresinin sonunda tiipler bulaniklik agisindan ¢iplak goézle incelenerek iireme
goriilmeyen en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edilir. iki kat seri
sulandirim sonucunda antibiyotiklerin belirli mikroorganizmalara kars1 MIK degerleri

belirlenebildiginden kantitatif sonu¢ alinabilir. Kantitatif bir sonucun elde edilmesi
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makrodiliisyon yoOnteminin avantaji olarak kabul edilir. Test edilmesi gereken
antibiyotiklerin sayisindaki biiytik artis ve zahmetli bir yontem olmasi nedeniyle klinik
laboratuvarlarda makrodiliisyon testinin bir uyarlamasi olan mikrodiliisyon testi
kullanilmaktadir (Karatuna vd., 2017).

2.5.5. Mikrodiltsyon Testi

Antimikrobiyal ajanlarin MIK degerlerinin tespit edilmesi icin diliisyon
yontemleri kullamlmaktadir. Mikrodiliisyon, EUCAST ve CLSI tarafindan MIK
tayininde yaygin olarak kullanilan uluslararasi referans bir yodntemdir. Bir
mikroorganizmanin gozle goriinebilen liremesini engelleyen en diisiik antimikrobiyal
ajan konsantrasyonu "Minimal Inhibitér Konsantrasyon" olarak belirlenir.
Mikrodillisyon yontemi prensip olarak makrodilisyon yoéntemi ile benzerlik
gostererek uyumlu sonuglar vermektedir. Bu yontem sayesinde, ¢cok sayida farkl
mikroorganizmanin basit ve ucuz bir sekilde bir antibiyotik paneline kars1 test edilmesi
miimkiin olmaktadir. Ancak standart ticari panellerde bulunan antibiyotik segimlerinin
bir miktar kati olabilmesi yontemin ana dezavantaji olarak kabul edilmektedir
(Karatuna vd., 2017; Reller et al., 2009).

2.6. Molekduler Yontemler

Antibiyotik tedavisine gereksinim duyan bakterilerin hizli bir bigimde
antimikrobiyal tanisin1 koyabilmek amaciyla protein ve niikleik asit bazli yontemler
kullanilabilmektedir (Hasdemir, 2014).

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik kullanilan bir yontem olan Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), bakterinin tan1 ve antimikrobiyallere karsi duyarliliginin
saptanmasinda kullanilabilen bir yontemdir. Ayrica bakterilerde antimikrobiyal
direncini saptamak icin “Matrix-assisted desorption ionization-time of flight mass
spectrometry” (MALDI-TOF MS) umut verici yeni bir yontem olarak
degerlendirilebilmektedir (Hasdemir, 2014).

2.7. Otomatik Sistemler

Halk saglig1 i¢in giderek daha 6nemli hale gelen antimikrobiyal duyarliligin
belirlenmesinde tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda manuel yontemlere gore daha
cok tercih edilen otomatik sistemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Otomatik
sistemler mikroorganizmalarin antimikrobiyal ilaglara kars1 duyarliligina, sonuglarin

daha hizli elde edilebilir ve tekrarlanabilirligine olanak saglar. Her ne kadar otomatik
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sistemler onemli Olciide gelistirilmis olsa da olagan dis1 direng¢ fenotiplerinin ¢ogu

kolaylikla tespit edilememektedir (Gajic et al., 2022).
2.8. Alternatif Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri
2.8.1. Kolorimetrik yontemler

XTT [2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2Htetrazolyum-5-karboksanilid]
ile MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum tuzlari] testleri hiicre
canlilig1 ve sitotoksisite ile ilgili yapilan caligmalarda yaygin olarak kullanilan
yontemlerin basinda gelmektedir (O’brien et al., 2000; Rampersad, 2012). MTT testi
yalnizca hiicre canliliginda degil ayn1 zamanda in-vitro olarak doku kulttrlerinde de
kullanima uygundur (Erkekoglu ve Baydar, 2021).

1993’ten beri MTT testi i¢in iyi bir alternatif olarak kullanilan alamar mavisi
oksidasyon-rediiksiyon indikatori olup ortam icinde hicre aktivitesiyle koyu mavi
renkten pembe bir fliioresan boyaya doniismektedir. Alamar mavisi kantitatif olarak
insan, bakteri ve birgok hiicre canliliginin belirlenmesinde, ayni zamanda hiicre
biiyiimesinin izlenmesinde de kullanilmaktadir (Erkekoglu ve Baydar, 2021; O’brien
et al., 2000).

2.8.2. Resazurin (Alamar Mavisi) Testi

Alamar mavisi testi, ilk kez 1950 yilinda biyolojik sivilarda ve siitte bakteriyel
kontaminasyonun belirlenmesi i¢in kullanilan bir testtir. Bu testin amac1 canli hiicreler
tarafindan alamar mavisi (resazurin) adli bilesigin resorufin  bilesigine
donistiiriilmesidir. Hiicre zarindan serbestgce gecerek hiicre icerisinde pembe renkli
resorufin bilesigine doniisen resazurin, oksidatif formda bulunan koyu mavi renkte bir
redoks boyasidir. Metabolik aktivitelerini kaybeden 6lii hiicreler ise resazurin boyasini
floresans bir madde olan resorufin’e indirgeyemez ve sinyal olusturamazlar.
Florometre kullanilarak tespit edilen sinyalin yeterli olusumunun saglanmasi igin
inkiibasyon siiresinin artirtlmasit olduk¢a oOnemlidir. Resazurin testinde lizis,
ekstraksiyon ve yikama gibi prosediirler yer almamaktadir. Ek olarak bu test pH
degisikliklerine kars1 dayaniklilik gostermektedir. Test zamam renk degisiminden
sonra ortamdaki hiicreler ¢ikarilsa veya olse dahi renk degisikligi sabit kalmaktadir
Resazurin ve resorufinin kimyasal yapilar1 Sekil 2.1’de gosterilmistir (Erkekoglu ve
Baydar, 2021; Tokur ve Aksoy, 2017).
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Sekil 2.1. Resazurin ve resorufinin kimyasal yapilar1 (Erkekoglu ve Baydar, 2021)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsmaya Dahil Edilen izolatlar

Calismamiz Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar ve Etik
Kurulu’nun 27.04.2023 tarihinde alinan OMU KAEK 2023/125 karar nolu izni ile
ylriitilmistir.

Calismaya dahil edilen izolatlar Ocak 2021 — Aralik 2022 tarihleri arasinda
Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi, Bakteriyoloji Laboratuvari’na
rutin inceleme i¢in gonderilen kan d6rneklerinden izole edilen suslardan se¢ilmistir. Bu
kapsamda calismamiza toplam 122 E. faecium izolat1 dahil edilmistir. Ornekler
belirlenirken tekrar izolatlarin dahil edilmemesine dikkat edilmistir. Ayrica E. faecalis
ATCC 29212 susu ¢alismaya dahil edilmistir. izolatlar ¢alisilincaya kadar saklama

ortaminda, -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.2. Metot
3.2.1. Bakterilerin tanimlanmasi

Calismaya dahil edilen E. faecium izolatlarinin tanimlanmasi, Bakteriyoloji
Laboratuvari’nda yapildi. Bu amagla iireme sinyali veren kan kiiltiirii siselerinden %5
koyun kanli agara ve (bioMérieux, Fransa) ve Eosin Methylene Blue (EMB)
(bioMérieux, Fransa) agara ekim yapilarak 36°C’de 18-24 saat inkiibasyona kaldirildi.
Inkiibasyon isleminin sonucunda Ureyen koloniler degerlendirildi ve tanimlanma
islemi icin Vitek-MS (bioMérieux, Fransa) sistemi kullanildi. Bu islemlerin sonunda
E. faecium olarak tanimlanan izolatlar saklama ortamina alinarak ¢alisilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi.
3.2.2. Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Mueller-Hinton Broth (MHB) (Himedia; Mumbai, India)
besiyeri tireticinin onerileri dogrultusunda hazirlandi ve otoklavda 121°C’de 1 atm

basingta 15 dakika steril edilip sogutulduktan sonra katyon ayar1 yapildi. Hazirlanan

bu Katyon Ayarli MHB (KAMHB) kullanilincaya kadar 4°C*de saklandi.
3.2.3. Antibiyotik Stoklarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan antibiyotik stoklari; gentamisin (Sigma-Aldrich) 8192
pg/ml, vankomisin (Sigma-Aldrich) 4096 pg/ml konsantrasyonlarinda olacak sekilde
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steril su ile ¢oziilerek hazirlandi. Tamamen ¢oziindiigiinden emin olunan antibiyotik
soliisyonlart 0,22 um’lik filtreden gecirildi ve steril mikrosantrofij tuplerine
dagitilarak calisilincaya kadar -20°C’de saklandi. Calismaya baglamadan &nce
antibiyotikler oda sicakliginda eritilerek kullanildi.

3.2.4. Resazurin Stogunun Hazirlanmasi

Resazurin (Sigma-Aldrich) distile suda ¢ozilerek %0,02 konsantrasyon olacak
sekilde hazirlandi. Hazirlanan resazurin soliisyonu 0,22 um’lik filtreden gegirilerek

steril edildi ve kullanilincaya kadar 4°C*de saklandi.

3.2.5. Mikroplaklarin Hazirlanmasi

Mikrodilusyon yontemini uygulayabilmek i¢in steril 96 kuyucuklu U tabanli
plaklar kullanildi. Vankomisin MIK degerlerinin tespit edilebilmesi igin
mikrodiliisyon plaklari su sekilde hazirlandi: Tim kuyucuklara 100 pl KAMHB
(HiMedia, Hindistan) eklendi. Daha 6nce hazirlanmis olan stok vankomisin 1-10.
satirlara 64-0.125 pg/ml final konsantrasyonlari olacak sekilde dagitildi. 11. kuyucuk
ureme kontrol, 12. kuyucuklar ise negatif kontrol olarak kullanildi. Yuksek diizey
gentamisin MIK degerlerinin tespit edilebilmesi i¢in mikrodiliisyon plaklari su sekilde
hazirlandi: Tum kuyucuklara 100 ul KAMHB (HiMedia, Hindistan) eklendi. Daha
once hazirlanmis olan stok gentamisin A-G siitiinlarina 512-8 pg/ml  final
konsantrasyonlari olacak sekilde dagitildi. Her izolat i¢in H kuyucugu Greme kontrol
olarak kullanildu.

Her iki antibiyotik i¢in de ayr1 plaklarda hazirlandi ve ¢alisilincaya kadar -20°C
de saklandi (Aktas, 2013).

3.2.6. Mikroorganizmalarin inokiilasyonu

Mikrodiliisyon calisilacak izolatlar kanli agar besiyerinde taze olarak tiretildi ve
saf oldugundan emin olunduktan sonra 0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyonlar
hazirland1. Bu siispansiyon KAMHB kullanarak 1/10 oraninda diliie edildi ve negatif
kontrol hari¢ tiim kuyulara 5 pl dagitildi. Inokiiliim islemi tamamlanan plaklar
37°C’de bir giin inkiibe edildikten sonra iiremenin olmadigi en diislik konsantrasyon,
MIK degeri olarak degerlendirildi (Diindar, 2013).

Caligmaya dahil edilen her mikroorganizma i¢in her iki antibiyotik calisildi ve
sonuclar European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)’a
gore degerlendirildi ve kaydedildi (EUCAST, 2021).
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3.2.7. Resazurin Mikroplak Yoéntemi

Resazurin mikroplak yontemi i¢in kullanilacak plaklar mikrodilisyon yéntemi
ile aymt sekilde hazirlandi. Mikrodiltsyon ve resazurin mikroplak yonteminde ayni
inokiiliim icerikleri kullanildi ve ayni ortamda inkiibasyona kaldirildi. Mikrodiliisyon
yonteminden farkli olarak resazurin mikroplak yonteminde inkiibasyon isleminin
besinci saatinde %0.02°lik 15 ul resazurin damlatildi ve tekrar inkiibe edildi.
Inkiibasyonun altinci ve yedinci saatlerinde sonuglar degerlendirildi. Degelendirmede
kuyucuklardaki renk degisimi (maviden kirmizi/pembeye) gozlemlendi ve Ureme
kontrol kuyucugundaki renk degisimi ile karsilastirilarak not edildi. Uremenin
olmadig1 son kuyucuk (mavi renkli en diisiik antibiyotik konsantrasyonu olan

kuyucuk) MIK degeri olarak belirlendi.
3.2.7. istatistiksel Yontem

Sonuglar ADT (Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri) icin ABD FDA kriterlerine
gore degerlendirildi. Buna gore temel uyum (TU), kategorik uyum (KU), ¢ok biiyiik
uyumsuzluk (CBU), biiyiik uyumsuzluk (BU), kiiciik uyumsuzluk (KUU) oranlari
asagida gosterilen formiiller ve tanimlamalar kullanilarak hesaplandi (US FDA. Class
IT Special Controls Guidance Document, 2009).

TU: Yeni yontemin MIK’lerinin referans ydéntemle + 1 diliisyon icindeki

uyumudur.

_ MIK’in + 1 diliisyon i¢cinde uyumlu olanlar 100
~ Testedilen toplam organizma sayisi x

KU: Yeni yontem ve referans yontem arasinda duyarli, orta duyarli, direngli

kategorik sonuclari arasinda uyum olmasidir.

_ Referans yontemle kategorik uyumlu olanlar 100
B Test edilen toplam organizma sayisi x

CBU: Referans yontemle kategorik olarak direngli iken yeni yontemle duyarl

bulunmasidir.

BU — Kategorik uyuma bagli ¢ok biiyiik uyumsuzluklar 100
(BU = Standart yontemle direngli bulunan organizma sayisi X
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BU: Referans yontemle kategorik sonu¢ duyarli, yeni yontemle direngli sonug

vermesidir.

BU = Kategorik uyuma bagh biiyiik uyumsuzluklar

= 100
Referans yontemle duyarli bulunan organizma sayisi x

KUU: Referans yontemle kategorik olarak direncli veya duyarli, yeni ydntemle

orta duyarli ya da tam tersi sonug¢ vermesidir.

. Kategorik uyuma bagh kiiciik uyumsuzluklar
KUU = ; , x 100
Test edilen organizma sayisi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. izolatlar

Caligmamizda dahil edilen 122 E. faecium’un izole edildigi kan 6rneklerinin
gonderildigi servislerin dagilimi; yogun bakim %350 (n=61), onkoloji %9.02 (n=11),
hematoloji %7.38 (n=9), gastroenteroloji %4.1 (n=5), nefroloji %4.1 (n=5) ve digerler
servisler %25.4 (n=31) seklinde siralanmaktadir. Izolatlarin gonderildigi servislerin

dagilimi1 Sekil 4.1°de verilmektedir.

Chard Title

B Yogun bakim m Onkoloji & Hematoloji Gastroenteroloji B Nefroloji m Diger servisler

Sekil 4.1. Caligmaya dahil edilen izolatlarin servislere gore dagilim grafigi diger servisler; Cocuk Genel
Servis % 4.1 (n=5), Genel Cerrahi % 4.1 (n=5), Gogiis Hastaliklar1 % 4.1 (n=5), Acil ve ilk
yardim % 3.28 (n=4), Enfeksiyon Hastaliklar1 % 3.28 (n=4), Cocuk Hematoloji ve Onkoloji
Servis % 3.28 (n=4), Beyin Cerrahi % 1.64 (n=2), i¢ Hastaliklar1 % 0.82 (n=1), Kardiyoloji
% 0.82 (n=1).

4.1.2. Stvi Mikrodiliisyon Yontem ve Resazurin Mikroplak Yoéntem
Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

4.1.3. Vankomisin Sonuglari

Calismamiza dahil edilen tiim izolatlarin vankomisin mikroplak, resazurin
mikroplak altinct saat MIK sonuglari degerlendirilebilmistir. Izolatlardan 121
tanesinin resazurin yedinci saat MIK sonuglar1 degerlendirilebilmis ancak bir izolatin

sonucu degerlendirilememistir. Tiim izolatlarin vankomisin mikroplak, resazurin
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mikroplak 6. ve 7. saat MiK sonuglar1 ve duyarlilik durumlar1 Tablo 4.1’de toplu

olarak verilmistir.

Tablo 4.1. izolatlarin vankomisin mikroplak, resazurin mikroplak 6. ve 7. saat MIK sonuglari ve
duyarlilik durumlart

izolatlar Referans MiK 6. Saat Resazurin 7. Saat Resazurin
MIK MIK
1. 1/S 05/S 05/S
2. 1/S 05/S 1/S
3. 05/S 05/S 05/S
4, 05/S 05/S 05/S
5. 1/S 1/S 1/S
6. 1/S 05/S 05/S
7. 1/S <0.125/S 1/S
8. 1/S 05/S 05/S
9. 1/S 05/S 05/S
10. 1/S 0.5/S 0.5/S
11. 1/S 05/S 05/S
12. 05/S 05/S 05/S
13. >64 /R >64 /R >64 /R
14. 1/S 05/S 05/S
15. 1/S 05/S 05/S
16. 1/S 05/S 05/S
17. >64 /R >64 /R >64 /R
18. 05/S 0.25/S 0.25/S
19. >64 /R >64 /R >64 /R
20. 05/S 05/S 05/S
21. 64 /R 64 /R 64/R
22. 05/S 05/S 1/S
23. 05/S 05/S 05/S
24, 05/S 05/S 05/S
25. >64 /R >64 /R >64 /R
26. 05/S 0.25/S 05/S
27. 1/S 05/S 05/S
28. 1/S 05/S 1/S
29. 1/S 05/S 1/S
30. 1/S 05/S 05/S
31. 0.25/S 05/S 05/S

19



32. 1/8 05/8S 05/S
33. 1/8 05/S 05/S
34, >64 /R 64 /R 64 /R
35. 2/S 1/S 1/S
36. 1/S 05/S 05/S
37. 1/S 05/S 05/S
38. 05/S 05/S 05/S
39. 1/8 1/S 1/S
40. 05/S 05/S 05/S
41. 1/S 05/S 05/S
42, 1/S 05/S 1/S
43. 4/S 1/s 1/S
44, 32/R 05/S Degerlendirilemedi
45, 1/S 1/S 1/S
46. >64 /R >64 /R >64 /R
47. >64 /R >64 /R >64 /R
48. >64 /R >64 /R >64 /R
49, 64 /R 64 /R >64 /R
50. >64 /R 64 /R >64 /R
51. >64 /R 64 /R >64 /R
52. >64 /R 64/R 64 /R
53. >64 /R 64 /R 64 /R
54, 64/R 64/R >64 /R
55. 16/R 8/R 8/R
56. >64 /R >64 /R >64 /R
57. >64 /R >64 /R >64 /R
58. 64 /R 16/R 16 /R
59. 05/S 05/S 05/S
60. 1/S 05/S 05/S
61. 0.25/S 05/S 05/S
62. 1/S 1/S 1/S
63. 2/S 05/S 2/S
64. 05/S 1/S 1/S
65. 05/S 05/S 05/S
66. 05/S 1/S 1/S
67. 05/S 05/S 05/S
68. 05/S 05/S 05/S
69. 05/S 05/S 05/S
70. 05/S 05/S 05/S
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71. 1/8 05/8S 05/S
72. 1/8 05/S 05/S
73. 1/8 05/S 1/S
74. 1/S 05/S 1/S
75. 1/S 05/S 1/S
76. 1/S 05/S 1/S
77. 1/S 05/S 1/S
78. 1/8 05/S 1/S
79. 1/S 05/S 05/S
80. 05/S 05/S 05/S
81. 1/S 05/S 05/S
82. 1/S 05/S 05/S
83. 05/S 05/S 05/S
84. 1/S 05/S 05/S
85. 4/S 2/S 4/S
86. 4/S 4/S 4/S
87. 05/S 05/S 05/S
88. 1/S 05/S 05/S
89. 1/S 1/S 1/S
90. 1/8 05/8S 05/S
91. 1/8 05/S 05/S
92. 1/8 05/S 1/S
93. 1/8 05/S 05/S
94, 05/S 05/S 05/S
95. 64 /R >64 /R >64 /R
96. 1/S 05/S 05/S
97. 1/8 1/S 1/S
98. 2/S 1/8 1/S
99. 05/S 0.25/S 0.25/S
100. 1/S 05/S 05/S
101. 05/S 05/S 05/S
102. 05/S 05/S 05/S
103. 05/S 05/S 05/S
104. 1/S 05/S 05/S
105. 05/S 1/S 1/S
106. 64/R >64 /R >64 /R
107. 1/S 05/S 05/S
108. 1/S 1/S 1/S
109. 1/S 05/S 1/S
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110. 2/S 2/S 2/S

111 1/8 05/S 05/S
112. 05/S 05/S 1/8s

113. 2/S 05/S 05/S
114. 0.25/S 0.25/S 0.25/S
115. 05/S 05/S 05/S
116. 05/S 05/S 05/S
117. 05/S 05/S 05/S
118. 05/S 05/S 05/S
119. 05/S 2/S 1/S

120. 1/S 05/S 05/S
121. 1/S 05/S 05/S
122. 0.25/S 0.5/S 05/S

S: Duyarli, R: Direngli, I: Orta duyarl

Vankomisin icin resazurin mikroplak yontemi ile galisilan 6rnek plagin altinci

ve yedinci saat goriintiileri Sekil 4.2 ve 4.3’de verilmistir.

Vankomizsin Kunmtrasyunn ("I:\L.G_l'lmi}

Treme Besi

025 0125 Eomral

64 32 16

Sekil 4.2. Vankomisin; altinci saat resazurin MiK degeri
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Sekil 4.3. Vankomisin; yedinci saat resazurin MiK degeri

4.1.4. Yiiksek Diizey Gentamisin Sonuclari

Calismamiza dahil edilen tiim izolatlarin ylksek duzey gentamisin mikroplak
MIiK sonuglar1 degerlendirilebilmistir. izolatlardan 112 tanesinin resazurin altinci saat
MIK sonuglar1 degerlendirilebilmis ancak 10 izolatin sonucu degerlendirilememistir.
[zolatlardan 120 tanesinin resazurin yedinci saat MIK sonuglar degerlendirilebilmis
ancak iki izolatin sonucu degerlendirilememistir. Tim izolatlarin ylksek dizey
gentamisin mikroplak, resazurin mikroplak 6. ve 7. saat MiK sonuglar1 ve duyarlilik
durumlar1 Tablo 4.2°de toplu olarak verilmistir.

Tablo 4.2. izolatlarin yiiksek diizey gentamisin mikroplak, resazurin mikroplak 6. ve 7. saat MiK
sonuglar1 ve duyarlilik durumlar

izolatlar Referans MIK 6. saat Resazurin 7. saat Resazurin

MIK MIK

1. >512 /R >512 /R >512 /R

2. >512 /R Degerlendirilemedi 256 /R

3. >512 /R Degerlendirilemedi 256 /R

4. >512 /R >512/R >512/R

5. >512 /R >512/R >512/R

6. >512 /R Degerlendirilemedi 256 /R

7. <8/S <8/S <8/S
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8. <8/S <8/S <8/S

9. <8/S <8/S <8/S

10. >512 /R Degerlendirilemedi 256 / R
11. >512/R 256 /R 512 /R
12. >512/R 128 /S 256 /R
13. >512 /R Degerlendirilemedi 256 /R
14. >512 /R >512 /R >512 /R
15. >512 /R Degerlendirilemedi 256 /R
16. <8/S <8/S <8/S

17. >512 /R Degerlendirilemedi 512 /R
18. 512/R <8/S 128/S
19. >512/R >512/R >512/R
20. 256 /R Degerlendirilemedi 256 /R
21. >512/R 512 /R 512 /R
22. >512 /R 128/S 128/S
23. >512/R 256 /R 512 /R
24. >512 /R 128/S 128/S
25. >512 /R <8/S 512 /R
26. <8/S <8/S <8/S

27. >512 /R 128/S 128/S
28. >512 /R 512 /R 512 /R
29. 64/S <8/S <8/S

30. >512/R 512 /R 512 /R
3L >512/R 512 /R 512 /R
32. >512 /R >512 /R >512 /R
33. >512/R 256 /R 256 /R
34. >512 /R >512 /R >512 /R
35. 16/S <8/S <8/S

36. >512 /R >512/ R 512 /R
3r. >512/R >512/R >512/R
38. 16/S 16/S 16/S

39. >512/R 512 /R 512 /R
40. <8/S <8/S <8/S

41. >512/R 512 /R 512 /R
42. >512/R 512 /R 512 /R
43. 16/S 16/ S 16/S

44, >512/R >512 /R >512/R
45, <8/S <8/S <8/S

46. >512 /R 256 /R 512 /R
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47. >512/R >512 /R >512 /R
48. >512 /R >512 /R >512 /R
49. >512 /R Degerlendirilemedi Degerlendirilemedi
50. >512 /R >512 /R >512 /R
51. >512 /R >512 /R >512 /R
52. >512 /R >512 /R >512 /R
53. >512 /R >512 /R >512 /R
54. >512 /R >512 /R >512 /R
55. >512/R >512/R >512/R
56. >512/R 512 /R 512 /R
57. >512/R >512/R >512/R
58. >512/R >512/R >512/R
59. 512/R >512/R 512 /R
60. <8/S <8/S <8/S
61. >512 /R 512 /R 512 /R
62. >512/R 512 /R 512 /R
63. 16/S <8/S <8/S
64. >512 /R 512 /R 512 /R
65. <8/S <8/S <8/S
66. >512 /R 512 /R 512 /R
67. >512 /R 512 /R 512 /R
68. >512 /R 512 /R 512 /R
69. >512 /R 512 /R 512 /R
70. >512 /R 512 /R 512 /R
71. >512/R 512 /R 512 /R
72. >512/R 512 /R 512 /R
73. <8/S <8/S <8/S
74. >512/R 512 /R 512 /R
75. <8/S <8/S <8/S
76. >512/R 256 /R 256 /R
77. 16/S <8/S <8/S
78. >512/R >512/R >512/R
79. <8/S <8/S <8/S
80. >512/R >512/R >512/R
81 16/S <8/S <8/S
82. 16/S <8/S <8/S
83. >512/R >512 /R 512 /R
84. >512/ R >512/R 512 /R
85. <8/S <8/S <8/S
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86. 16/S 16/S 16/S
87. >512/R 256 /R 512 /R
88. >512 /R >512 /R >512 /R
89. >512 /R 512 /R 512 /R
90. 16/S <8/S <8/S
91. 512 /R 512 /R 512 /R
92. >512 /R 512 /R 512 /R
93. >512 /R 256 /R 512 /R
94. >512 /R 512 /R 512 /R
95. >512 /R >512/R >512 /R
96. 16/S <8/S <8/S
97. <8/S <8/S <8/S
98. 16/S 16/S 16/S
99. <8/S <8/S <8/S
100. <8/S <8/S <8/S
101. >512/R 256 /R 512 /R
102. <8/S <8/S <8/S
103. 512/R 512 /R 512 /R
104. <8/S 16/S 16/S
105. >512 /R 512 /R 512 /R
106. >512 /R >512 /R >512 /R
107. >512/R 128/S 256 /R
108. >512/R 512 /R 512 /R
1009. >512/R 256 /R 256 /R
110. >512 /R >512 /R >512 /R
111. >512 /R 256 /R 256 /R
112. >512 /R 512 /R 512 /R
113. <8/S <8/S <8/S
114. <8/S Degerlendirilemedi Degerlendirilemedi
115. 16/S 16/S 16/S
116. 64/S <8/S <8/S
117. >512 /R >512/R >512/R
118. 16/S <8/S <8/S
119. <8/S <8/S <8/S
120. <8/S <8/S <8/S
121. 16/S <8/S <8/S
122. <8/S <8/S <8/S

S: Duyarli, R: Direngli, I: Orta duyarl
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Yiksek diizey gentamisin igin resazurin mikroplak yontemi ile galisilan 6rnek

plagin altinci ve yedinci saat goriintiileri Sekil 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

Crentazsisin Fensantrasyom | /ml)

Crentarnsin Konsantrasyoon ( p/ml)

Sekil 4.5. Gentamisin; yedinci saat resazurin MiK degeri
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Calismaya dahil edilen izolatlarin resazurin mikroplak yonteminin altinci ve
yedinci saat sonuglari ile standart mikrodillisyon ydnteminin bir gecelik inkibasyon
sonunda tespit edilen sonuglari degerlendirildiginde vankomisin igin altinci ve yedinci
saat KU oran1 %99.1 olarak, yiiksek diizey gentamisin i¢in altinci saat ve yedinci saat
KU orani sirasiyla %86.0 ve %95.0 olarak tespit edilmistir. Vankomisin igin altinci ve
yedinci saat TU orani sirasiyla %94.2 ve %96.7 olarak, yiiksek diizey gentamisin igin
altinci saat ve yedinci saat TU orani sirastyla %76.2 ve %83.6 olarak tespit edilmistir.
Vankomisin igin altinci ve yedinci saat CBU orant %4.5 olarak, yiiksek diizey
gentamisin i¢in altinci ve yedinci saat CBU orani sirastyla %20.5 ve %7.2 olarak tespit
edilmistir. YUksek dlzey gentamisin igin altinci ve yedinci saat BU orani %2.5 olarak
tespit edilmistir. Vankomisin ve yiiksek diizey gentamisin altinct ve yedinci saatleri
icin BU ve KUU orani tespit edilmemistir. Resazurin mikroplak ve standart yéntemden
elde edilen MIK sonuglarmin altinci ve yedinci saatlerdeki uyum dagilimi Tablo 4.3’de

verilmigtir.

Tablo. 4.3. Tim izolatlarin hata ve uyum oranlari

_ Hata Oram (%) Uyum Oram (%)
KUU BU CBU KU TU
o saat ] 1 121 115
o %4.5 %99.1 %94.2
Vankomisin (%)
7. saat 1
n - - o 121 %118
%4.5
(%) %99.1 9%96.7
6. saat
1 17 105 93
Yiiksek On %2.5 %20.5 %:86.0 %76.2
Diizey (%)
Gentamisin I saat ! 6 116 102
(%) %2.5 %7.2 %95.0 %383.6

KUU: Kiigiik uyumsuzluk, BU: Biiyik uyumsuzluk, CBU: Cok biiyik uyumsuzluk, KU: Kategorik

uyum, TU: Temel uyum

Vankomisin i¢in 6. saat sonuglarinda 115 (%94.2) izolat temel uyum
gosterirken, 1 (%0.82) izolat iki diliisyon yiiksek, 4 (%3.28) izolat iki diliisyon disiik,
1 (%0.82) izolat {i¢ diliisyon diisiik, 1 (%0.82) izolat dort veya daha fazla diliisyon
diisiik olarak tespit edilmistir. Vankomisin igin 7. saat sonuglarinda 118 (%96.7) izolat
temel uyum gosterirken, 3 (%2.48) izolat iki diliisyon diisiik olarak tespit edilmistir.

Resazurin mikroplak ve mikrodiliisyon ydntemden elde edilen MIK sonuglarmin
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uyum orant Tablo 4.4’de toplu olarak verilmektedir.

Yksek diizey gentamisin i¢in 6. saat sonuglarinda 93 (%76.2) izolat temel uyum
gosterirken, 10 (%8.93) izolat iki diliisyon diisiik, 7 (%6.25) izolat ii¢ diliisyon diisiik,
2 (%1.78) izolat dort veya daha fazla diliisyon diisiik olarak tespit edilmistir. Y Uksek
diizey gentamisin i¢in 7. saat sonuglarinda 102 (%83.6) izolat temel uyum gosterirken,
13 (9%10.83) izolat iki diliisyon diisiik, 5 (%4.17) izolat {i¢ diliisyon diisiik olarak tespit

edilmistir.

Tablo 4.4. Resazurin mikroplak ve standart yontemden elde edilen MIK sonuglarmin uyum dagilimu.

>-4 -3 2 -1 0 +1 +2  +3 >4
6.
saat 1 1 4 58 49 8 1
N %0.82 %0.82 %3.28 %47.54 %40.16 %6.56 %0.82 i
(%)
Vankorisi 7.
ankomIsIN®— aat 3 42 63 13
n i i %2.48 %3471 %52.07 %10.74 i i
(%)
6.
saat 2 7 10 34 57 2
n %178 %6.25 %8.93 %30.36 %50.9 %1.78 . i i
Yiksek (%)
Duzey
Gentamisin 7.
saat 5 13 45 56 1
n T %4.17 %1083 %37.5 %46.67 %0.83 i i i
(%)

4.2. Tartisma

Toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlar olusturan mikroorganizmalar
arasinda Enterococcus tiirlerine siklikla rastlanmaktadir. Gastrointestinal sistemde
bulunan E. faecium, ozellikle bagisikligi baskilanmis bireylerde idrar yolu
enfeksiyonlari, bakteriyemi, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 ve endokardit gibi
birgok hastaliga neden olabilen firsat¢i patojen bir tirdlr (Byappanahalli et al., 2012;
Van Hal et al., 2021).

Nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikan enterokoklarin birden
fazla antimikrobiyale karsi gostermis oldugu direng iilkemizde de biiylik bir sorun
olusturmaktadir. Enterokoklarin antibiyotige karsi dogal direng¢ gostermeleri ile
birlikte bu direnci aktarabildigi de bilinmektedir. Bu sebeple klinik drneklerden izole

olunmus enterokok suslarinin neden oldugu enfeksiyonlara uygun tedavinin se¢ilmesi
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acisindan antibiyotik duyarliliginin saptanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (Agus vd.,
2006; Cmar vd., 1999).

Enterococcus ailesinden siklikla E. faecium ve E. faecalis vankomisine direng
gostererek enfeksiyonlara neden olmaktadir (Ardi¢ vd., 2013). Uygunsuz antibiyotik
kullanim1 sonucu VRE kolonizasyonu giderek artma potansiyeli gostermektedir (Agus
vd., 2006).

E. faecium diinyada VRE izolatlar1 arasindan baskin tiir oldugu bilinmektedir.
2016 yilinda E. faecium izolatlarinin vankomisin direnci %11.6 oranindayken, 2020
yilinda %16.8 olarak belirgin artig gostermistir. Tiirkiyede ise bu oranin 2016 yilinda
%14.6 iken, 2020’de %15.4 oldugu bildirilmistir (Glimis, 2023).

Son yillarda VRE suslarin sayisi1 giderek artmaktadir. Kanada’da 2007-2011
yillar1 arasinda yapilan ¢alismalarda VRE etkenli enfeksiyon orani %6 olarak
bulunmustur. Bu oran Fransa, Ispanya ve Isve¢’te %1’in altinda iken, Yunanistan,
Irlanda, Portekiz ve Birlesik Krallik’ta %20’nin iizerindedir (Tarakci vd., 2020;
Karahocagil vd., 2011; Zhanel et al., 2013). Ayrica direng genlerini diger Gram pozitif
mikroorganizmalara da aktarilabildiginden vankomisinin bilingli bir sekilde kullanimi
gerektigi bildirilmektedir (Tarake1 vd., 2020).

Enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin sayisi zaman iginde
artmaktadir. Ote yandan; bu antibiyotiklerin kullaniminda etkili sonu¢ almak
amaciyla, mikroorganizmalar {izerinde antibiyotiklerin etkilerini in-vitro ortamda
belirlemek rutin haline gelmistir. Insan saghg: igin biiyiik bir tehdit olusturan
antimikrobiyal direncin belirlenmesinde c¢esitli ADT’ler kullanilmaktadir. ADT,
mikroorganizmalarin direngli veya duyarh fenotiplerini belirlemek i¢in kullanilan
yontemlerdir. Kullamlan in-vitro yontemler antibiyotiklerin etkisini ve MIK
degerlerini belirleyebilmektedir. Sonug¢ olarak glvenilir ve hizli sonug verebilen
yontemler tercih edilmektedir (Abbasoglu, 1996; Datar et al., 2022).

Idelevich ve Becker ¢alismalarinda, uygun tedavinin en kisa siirede uygulanmasi
acisindan, ADT sonuglarinin 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Bu amagcla fenotipik ve
kolorimetrik yontemlerin etkili olabilecegini vurgulamuslardir (Idelevich and Becker,
2019).

Enfeksiy6z bir patojenin antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesi amaciyla
broth mikrodilisyon (BMD), agar dilisyon ve disk diflzyon gibi ADT testleri
uygulanabilmektedir (Chen and Hong, 2021). Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
altin standart olarak kabul edilen ve kantitatif sonug verebilen BMD yontemi ile tim
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yeni ADT yontemleri uyumluluk gostermelidir (Datar et al., 2022).

Maliyet ve zaman bakimindan avantaj saglayarak, hizli ve giivenilir sonuglar
elde edilmesinin mikrobiyoloji laboratuvarlarindaki 6nemi bir¢ok arastirmaci
tarafindan belirtilmistir (Barenfanger et al., 1999; Barenfanger et al., 2001; Doern et
al., 1994). Bu amagla bakteri izolatlarinin tanimlanmasi (ID) ve ADT igin hizli sonug
verebilen ticari fenotipik yontemler kullanilmaktadir (Eigner et al., 2005).

Gunumuzde Kantitatif olarak hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan
yontemler bulunmaktadir. En sik kullanmilan kolorimetrik ydntemlerden biri
AlamarBlue testidir. AlamarBlue yonteminde mavi indikatdr olarak kullanilan
resazurin, bakterinin canliligini izleme potansiyeline sahip bir floresan boyadir. Bu
yontem ayni1 zamanda resazurin rediiksiyon yontemi olarak da bilinmektedir (Avesar
et al., 2017; Erkekoglu ve Baydar 2021).

Humphries ve arkadaslari, tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda altin standart
olarak kullanilan sivi mikrodiliisyon referans yoOnteminin ticari antimikrobiyal
duyarlilik test sonuglarini karsilastirmak amaciyla kullanilmasi gerektigini belirtmistir
(Humphries et al., 2018).

Tiballi ve arkadaslari, Candida albicans izolatlarinin flukonazol duyarliliklarini
test etmek icin referans sivi mikrodiliisyon yontemiyle, alamar ayiraci ile modifiye
edilen makrodiliisyon ve mikrodiliisyon yontemi sonuglarii karsilastirmislardir.
Sonuglar degerlendirildiginde alamar ayiract ile modifiye edilen makrodiliisyon
yontemiyle sivi mikrodiliisyon yontemi %94 uyumlu, alamar ayiraci ile modifiye
edilen mikrodiliisyon yontemi %95 uyumlu oldugu tespit edilmistir (Tiballi, 1995).

Kansak ve arkadaslari, ¢alismalarinda K. pneumoniae izolatlarinda kolistin
duyarliligiin hizli tespitinde iki ticari sistemin sonuglarim1 ve referans sivi
mikrodiliisyon yontemini karsilastirmislardir. Sensititre ve Micronaut Kitleri ile
referans yontemin TU ve KU oranlarini sirasiyla %74-76 ve %97-100 olarak tespit
etmisler (Kansak, 2020).

Pfennigwerth ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismada K. pneumoniae izolatlarinda
kolistin direncinin hizli tespitinde alt1 farkli yontem kullanmiglardir. Micronaut-S ve
Sensititre kitleri i¢in TU ve KU oranlart sirasiyla %82.8-91.3 ve %94.2-98.5 olarak
bulunmustur. Calismada Micronaut-S Kiti ile bir izolatta BU, iki izolatta CBU;
Sensititre Kiti ile 10 izolatta BU, iki izolatta ise CBU saptanmislar (Pfennigwerth et
al., 2019).

Gun ve arkadaslari, yaptigi ¢alismada 110 klinik E. coli izolatlarinin antibiyotik
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duyarliliklarini mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak yontemi ile ¢alisarak sonuglari
karsilagtirmiglardir.  Sekiz  farkli  antibiyotigin  kullanildigi  ¢alismada  tiim
antibiyotikleri i¢cin TU ve KU oranlarinin sirastyla %82.72-100 ve %95.45-100
arasinda degistigini tespit etmistir (Giin, 2021).

Matuschek ve arkadaslari, ¢alismalarinda yedi farkli yontemle E. coli ve K.
pneumoniae izolatlarinda kolistin direncini arastirmislar. Sonug olarak hem Sensititre
hem de Micronaut kiti icin TU ve KU oranlarim1 >%90 olarak tespit etmistir
(Matuschek et al., 2018).

Lescat ve arkadaslari, ¢alismalarinda Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas
aeruginosa izolatlarindaki polimiksin direncini Hizli ResaPolymyxin Acinetobacter /
Pseudomonas NP yontemi kullanarak degerlendirmislerdir. Arastirmacilar elde
ettikleri sonuglar1 sivi mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirmislardir. Sonug olarak
Hizli ResaPolymyxin Acinetobacter / Pseudomonas NP yonteminin referans sivi
mikrodilisyon yontemine gore duyarliligi ve 6zgiilligii sirastyla %100 ve %95 olarak
tespit edilmistir (Lescat et al., 2019).

Jayol ve arkadaslari, calismalarinda gram negatif basillerin kolistine karsi
gosterdikleri direng ve duyarlilik sonuglarmi ¢ farkli yontem kullanarak
degerlendirmislerdir. Sonuglar degerlendirildiginde Sensititre sisteminin KUU orani
%97.8 olarak tespit edilirken, %3 CBU orani saptanarak BU saptanmamustir (Jayol et
al., 2018).

Besli ve arkadaslari, ¢calismalarinda K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda
kolistin  duyarliliginin  belirlenmesinde ResaPolymyxin NP testinin etkisini
degerlendirmislerdir. Calisma sonuglarini referans sivi mikdoriliisyon yontemi ile
karsilastirmislardir. Sonug olarak ResaPolymyxin NP testinde KUU ve BU oranlar1 E.
coli ve K. pneumoniae izolatlar1 igin sirasiyla %85.7; %92.3 ve %14.7; %10.8 oraninda
oldugu goriiliirken, CBU oraninin K. pneumoniae igin %1.8 oldugu tespit etmislerdir
(Besli vd., 2022).

Jia ve arkadaslari, galismalarinda Gram negatif bakterilerde kolistin duyarliligini
Rapid ResaPolymyxin NP testi kullanarak degerlendirmiglerdir. Sonuglar1 sivi
mikrodilusyon yontemi ile karsilastirmislardir. Sonug olarak Rapid ResaPolymyxin
Acinetobacter / Pseudomonas NP testinin sivi - mikrodilisyon ydntemine gore
duyarliligi ve 6zgiilligii sirastyla %100 ve %99 olarak tespit edilmistir (Jia et al.,
2020).

Germ ve arkadaslari, ¢alismalarinda, hizli Alifax testi ile hizli Polimiksin NP
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testi kullanarak Enterobakterlerde kolistin direncinin tespit etmislerdir. Her iki test ile
elde edilmis sonuglar1 referans sivi mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirmislardir.
Alifax testi i¢in genel KU %81.5 oraninda bulunurken, Rapid Polimiksin NP testi i¢in
%98.3 oraninda tespit edilmistir (Germ et al., 2021).

Baker ve Tenover, c¢aligmalarinda klinik Enterococcus ve Stafilococcus
izolatlarinda yirmi farkli antibiyotik duyarhiligi test etmek ig¢in resazurin
mikordiliisyon yontemiyle referans s1vi mikrodiliisyon yontemini karsilastirmislardir.
Sonuglar degerlendirildiginde tiim izolatlar i¢in TU oraninin >%99 oldugunu tespit
etmislerdir. Enterococcus izolatlar1 i¢in CBU gériilmedigi halde, BU ve KUU oranlari
tespit edilmistir. Stafilococcus izolatlari i¢in ise hem CBU hem de BU ve KUU oranlari
tespit edilmistir. Referans yontemi ile test yontemi arasindaki mutlak kategorik uyum
enterokoklar icin %91.5 oksasiline duyarli stafilokoklar i¢in %99.8 ve oksasiline
direncli stafilokoklar igin %97.4 olarak bulmuslardir (Baker and Tenover, 1996).

Bardet ve arkadaglari, tarafindan yapilan c¢alismada  sonuglar
karsilastirildiginda, Sensititre kitinin TU oran1 %96, KU oran1 ise %94.7 olarak
bulunmus; %10.2 oraninda BU saptanirken, CBU saptanmamistir. Ayni1 ¢alismada
Micronaut testinin TU ve KU oranlari sirastyla %99 ve %90.7 olarak bulunurken, BU
(%12.8) ve CBU (%5.6) kabul edilebilir degerin iizerinde saptanmistir (Bardet and
Rolain, 2018).

(Coban ve arkadaslari, yaptiklari c¢alismada Enterococcus izolatlarinda
vankomisin duyarliliklarinin  hizli belirlenebilmesi igin Resazurin Microplate
Method’u sonuglarini sivi mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirmiglardir. Calismanin
sonunda KU ve TU %100 oldugunu, KUU, BU ve CBU oranlarinin %0 oldugunu
bildirmislerdir (Coban vd., 2005).

Zabransky ve arkadaslari, yaptiklart c¢aligmada 100 klinik Enterococcus
izolatlarinda vankomisin direncinin tespit etmek i¢in Resazurin mikroplak yontemini
kullanmislardir.  Arastirmacilar ~ sonuglarin  agar  dilisyon  yontemiyle
karsilastirmiglardir. Sonuglar degerlendirildigi zaman 88 izolattan 47’i her iKi
yontemle duyarli, 41’1 her iki yontemle direngli bulunmustur. Ancak izolatlardan
liciiniin resazurin mikroplak sonuglar1 duyarli bulunurken, agar diliisyon sonuglari
direngli bulunmustur. Alamar MIK sonuglar1 igin degerler %94 duyarli ve %88 orta
ve direncli olarak tespit edilmistir (Zabransky et al., 1995).

Calismaya dahil edilen izolatlarin resazurin mikroplak yontemi sonuclari ile

mikrodilisyon yonteminin bir gecelik inkiibasyon sonunda tespit edilen sonuglari
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degerlendirildiginde; vankomisin igin altinci ve yedinci saat KU oran1 %99.1 olarak,
yuksek duzey gentamisin igin altinci saat ve yedinci saat KU orani sirastyla %86.0 ve
%095 olarak tespit edilmistir. Vankomisin i¢in altinci ve yedinci saat TU orani sirastyla
%94.2 ve %96.7 olarak, yuksek duzey gentamisin i¢in altinci saat ve yedinci saat TU
orani sirasiyla %76.2 ve %83.6 olarak tespit edilmistir. Vankomisin igin altinct ve
yedinci saat CBU oran1 %4.5 olarak, yiksek diizey gentamisin i¢in altinci ve yedinci
saat CBU oran1 sirasiyla %20.5 ve %7.2 olarak tespit edilmistir. Yuksek diizey
gentamisin icin altinct ve yedinci saat BU orant %2.5 olarak tespit edilmistir.
Vankomisin ve yuksek duzey gentamisin antibiyotiklerinin altinci ve yedinci saatleri
icin BU ve KUU oranlari tespit edilmemistir.

Buna gore E. faecium izolatlarinda vankomisin duyarliligini resazurin mikroplak
yontemi ile standart yonteme kiyasla erken saatlerde tespit edilebilmesine olanak
saglama potansiyeli oldugu diistiniilmektedir. Yiksek duzey gentamisin icin 6zellikle
altinc1 saat sonuglarinda CBU oranmi beklenilen degerlerden yiiksek oldugu
gorulmektedir. Yedinci saat yapilanan degerlendirmede CBU oraninin altinci saate
gore daha diisiik oranlara indigi goriilmekle birlikte, resazurin mikroplak yontemiyle
yiiksek diizey gentamisin duyarliliginin tespiti i¢in; yeni inktibasyon sureleri gibi farkl
protokollerin denenmesinin faydali olacag: diistiniilmektedir.

Resazurin mikroplak yonteminin; ¢ok sayida ve farkli izolatlarin dahil edildigi,
farkli antibiyotiklerin kullanildigi, standart yontemlerle karsilastirmali olarak genis
capli tekrar edilebilirligin degerlendirildigi ¢aligmalarinin yapilmasinin yontemin

uygulanabilirliginin anlasilmasina katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

5. SONUC

Vankomisin; altinci saat TU ve KU oranlari sirasiyla %94.2, %99.1 olarak
bulunmustur.

Vankomisin; yedinci saat TU ve KU oranlart sirasiyla %96.7, %99.1 olarak
bulunmustur.

Vankomisin; altinci ve yedinci saat CBU oran1 %4.5 olarak bulunmustur.
Vankomisin; altinci ve yedinci saat BU ve KUU oranlari tespit edilmemistir.
Gentamisin; altinct saat TU ve KU oranlar sirasiyla %76.2, %86.0 olarak
bulunmustur.

Gentamisin; yedinci saat TU ve KU oranlar sirasiyla %83.6, %95.0 olarak
bulunmustur.

Gentamisin; altinct ve yedinci saat CBU orani sirastyla %20.5, %7.2 olarak
bulunmustur.

Gentamisin; altinct ve yedinci saat BU %2.5 olarak bulunmustur.

Gentamisin; altinci ve yedinci saat KUU orani tespit edilmemistir.
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