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OZET

Alhamwi R. (2021). Kan Kiiltiirlerinden Izole Edilen Cogul Direngli Gram Negatif
Comaklarda Farkli Yontemlerle Kolistin Direncinin Saptanmasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi1 Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Ylksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Son yillarda kan kilturlerinden izole edilen ¢ogul direncli bakteriler artmaya ve tedavi
secencklerini  kisitlamaya baslamistir.  Cogul direngli  suslarin  etken oldugu
enfeksiyonlarda kolistinin kombinasyon seklinde kullanilmasi tercih edilebilmektedir.
Kolistin direncinin saptanmasi i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi altin standart olarak
tavsiye edilmis yontemdir. Ancak bu yontem emek yogun ve zaman alict olmasi
nedeniyle rutin laboratuvarlarda uygulanamadigindan yeni ve kolay uygulanabilen
yontemlerin gelistirilmesi ihtiyaci ortaya ¢ikmustir.

Bu ¢alismada 2019 -2020 yillarinda ¢esitli Kliniklerden génderilen kan kultirlerinden
izole edilen 102 ¢ogul direngli Gram negatif comaklarinin kolistine duyarliligi, dort farkli
yontem (makrodiltsyon, buyyonda disk eltisyon, ticari mikrodillisyon ve hizli polimiksin
NP testi) ile yapilarak referans yontem olan sivi mikrodilisyon (BMD) yontemi ile
karsilastirilmistir. Ardindan kolistine direngli izolatlarda kolistin-tigesiklin ve kolistin-
meropenem kombinasyonlari arasinda sinerji olup olmadigi dama tahtasi yontemiyle
arastirllmistir.  Ayrica kolistine direncli izolatlarda PCR ile mcr-1 direng geni
arastirtlmistir.

BMD yoéntemi ile 15 (%15) izolatta kolistin direnci, MiKso ve MiKgo <0.25 ug/ml ve 16
g/ml olarak saptanmistir. Denenen tim yontemlerde kategorik uyumun c¢ok iyi (%100)
oldugu bulunmustur. Bu yontemlerle c¢ok blylk hataya rastlanmamasina ragmen
makrodillisyon ve ticari mikrodillisyon yontemi en fazla ki¢ik hata veren yontemlerdir.
En iyi esansiyel uyum orani veren yontemin disk ellisyon yontemi oldugu bulunmustur.
Kolistine direngli izolatlarda kolistin-meropenem kombinasyonu %2100 ve kolistin-
tigesiklin kombinasyonu %80 oranda sinerjik etki gostermistir. Kolistine direngli suslar
arasinda mcr-1 geni saptanmamustir.

Son zamanlarda kullanilmaya baglanan yontemler olan disk eliisyon ve HPNP testlerinin,
kolistin direncini saptamada en verimli, en kolay, en diisiik maliyetli ve en iyi performans
gosteren testler oldugu ve rutin kulanima uygun oldugu saptanmistir. Cogul direngli
bakteriyemi/sepsis enfeksiyonlarinda kolistin-meropenem kombinasyonunun iyi bir
tedavi segenegi oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolistin, disk eliisyon, ¢ogul direng, sinerji, mcr-1

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36437



XV

ABSTRACT

AlHamwi R. (2021). Detecting of Colistin Resistance Via Different Methods in Multi-Drug
Resistant Gram Negative Bacilli isolated from Blood Cultures. istanbul University, Institute of

Health Science, Department of Medical Microbiology. Master Thesis. Istanbul.

The isolation of colistin-resistant bacteria from bloodstream has increased for few years, causing
therapy failure. It is recommended to use colistin in combination in infections caused by these
bacteria. Broth microdiution method is the recommended as a standard method to detect colistin
resistance. However this method could not be used in routin laboratories since it is labor-intensive

and time consuming; therefore the requirement for new easy methods has emerged.

In this study, susceptibility to colistin of MDR-GNB was studied by macrodilution, disc elution,
commercial microdilution, rapid polymyxin NP tests and compared to broth microdiution to
evaluate detecting of colistin resistance in MDR-GNB (n=102) isolated from blood cultures sent
from different wards in 2019-2020. The combination of colistin with tigecycline and meropenem
were then tested by checkerboard method. Additionally mcr-1 gene was investigated by PCR in

colistin resistant isolates.

Resistance to colistin was found to be 15%, MiKso and MiKg were found to be <0.25 ug/ml and
16 pg/ml by BMD method. The categorical agreement was very well (100%) in four methods no

very major errors. However macrodilution and commerical microdilution (Diagonistics 8011)
methods showed the highest minor errors rates amongst the four methods. The best essential
agreement rate was detected by disc elution method. Colistin-meropenem combination exhibited
100% synergism and colistin-tigecycline 80%. No mcr-1 genes were detected in colistin resistant

isolates.

In conclusion, disc elution and HPNP which those newly developed methods for detecting
resistance to colistin were the easiest, cheapest, most efficient and best performing methods, so
they are convenient to use in routine laboratory. Colistin-meropenem combination is thought to

be an excellent choice to treat bacteremia/sepsis caused by colistin-resistant bacteria.

Keywords: Colistin, multi-drug resistance, disc elution, synergy, mcr-1

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
36437



1. GIRIS VE AMAC

Kan dolagimi enfeksiyonlar1 sik rastlanan bakteriyel enfeksiyonlardan biridir.
Insan kan dokusunda herhangi bir canli bakterinin bulunmasi, bakteriyemi olarak
adlandirilir  [128]. Konak savunmasi normal olan bireylerde immiin sistem
bakteriyeminin tistesinden gelebildigi halde, risk faktorlerinin oldugu bazi durumlarda
bakteriler kan akimina karisarak tiim viicuda yayilabilir. Sepsis olarak adlandirilan bu
klinik durum, viicudun enfeksiyona karsi inflamatuar yanit olusturmasina, kendi doku ve
organlarina zarar vermesine, dolayisiyla yiliksek morbidite ve mortaliteye neden

olabilmektedir [95, 166].

Son yillarda genis spektrumlu antibiyotiklerin artan oranda kullanimi, kandan
izole edilen bakterilerin gesitli antibiyotiklere direng kazanmasina ve direngli bakterilerle

olusan kan akimi enfeksiyonlarinda tedavi basarisizligina neden olmaktadir [129].

Artan antibiyotik direnci nedeniyle ¢ogul-direncli Gram-negatif ¢omak
enfeksiyonlarinda tedavi segenegi olarak kolistin kullanilmaya baslanmis, ancak son
yillarda kolistine de direng gosteren bakteriler izole edilmeye baglanmistir. Boyle suslarin

neden oldugu enfeksiyonlarda kolistinin kombinasyon seklinde kullanilmasi tercih

edilmektedir [130].

Kolistin duyarliliginin saptanmasi i¢in tavsiye edilen altin standart yontem, sivi
mikrodilisyon (BMD) yontemidir. Bu yontem emek yogun ve zaman alici olmasi
nedeniyle rutin laboratuvarlarda uygulanamadigindan yeni ve kolay uygulanabilen

yontem arayislari ortaya ¢ikmistir [121].

Bu calismada, 2019-2020 tarihleri arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesinin
cesitli kliniklerinden Tibbi1 Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen kan kultirlerinden
izole edilen 102 cogul-direngli Gram negatif comak izolatinda kolistin direncinin
makrodillisyon, buyyonda disk eltsyon ve ticari mikrodiliisyon ve hizli polimiksin NP
testleriyle saptanmasi ve sonuglarin altin standart yontem olan sivi mikrodillisyon ile
karsilastirilmas1 amaglanmustir. Ayrica kolistine direncli suslarda kolistinin, meropenem
ve tigesiklin ile kombinasyonlarmin etkinligi arastirilmis, kolistin direncine neden
olabilen mcr-1 geni varligt PCR ile arastirilarak veri tabanina katki saglanmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kan Dolasimi Enfeksiyonlari

Bir mikroorganizma cevreden vektorler araciligiyla ya da konagm kendi
florasindan ¢esitli yollarla normalde steril olan kan dokusuna girdiginde, konak savunma
sistemi, patojen mikroorganizmalarin invazyonuna karst inflamatuvar yanit
olusturmaktadir [37, 148]. Enfeksiyon hastaliklarinin mortalite ve morbidite oraninin

yiiksek olmasinin ana sorumlusu kan dolasim enfeksiyonlaridir [78].

Kan dolasimi enfeksiyonlarinda tedaviye erken baslanmasi mortaliteyi énemli
derecede etkilediginden, etken mikroorganizma tanimlanmasi ve uygun tedavinin
baglanmasi, tibbt mikrobiyoloji laboratuvarlarinin geciktirilemeyecek en 0Onemli
islerinden biridir [32].

Insan kan dokusunda herhangi bir canli bakterinin bulunmasi, bakteriyemi olarak
tanimlanmaktadir [160]. Bakteriyemi, gegici, aralikli ve siirekli bakteriyemi olmak tizere

ti¢ sekilde ortaya ¢ikabilir [148]:

Gecici bakteriyemi: Birka¢ dakika ile birkag saat siiren tek epizoddan olusan

bakteriyemilerdir. Bu tir bakteriyemiler dis fircalama gibi giinlik yasam aktiviteleri, dis
cekimi gibi cerrahi girisimler ya da bagirsak hareketleri gibi normal biyolojik olaylar
yoluyla az sayida bakterinin kan akimina girmesiyle olusmakta olup konagin bagisiklik
sistemi tarafindan ortadan kaldirilmakta, ancak bazi hastalarda gegici bakteriyemi,
endokardite neden olabilmektedir [148, 166].

Aralikli bakteriyemi: Aralikli sekilde kan akimina karisan bakteriler ile olusan

bakteriyemilerdir. Bu tlr bakteriyemiler etken bakterilerin abse, pndmoni veya kemik
enfeksiyonu boélgesinden aralikli olarak kana ge¢mesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu dongu,
enfeksiyon tedavi edilene kadar tekrarlanabilmektedir [130, 148].

Siirekli_bakteriyemi: infektif endokardit ve enfekte introvaskiiler kateter basta

olmak {iizere yabanci cisimler iizerinde olusan biyofilmler, bakterilerin kan akimina
gecmesine yol acarak sirekli bakteriyemilere neden olmaktadir. Bakteriyeminin damar
ici enfeksiyonlarla ilgili bu formu klinik a¢isindan tehlikeli bir potansiyele sahiptir [148].

Bakteriyemi, tedavi edilmedigi takdirde sepsis gibi komplikasyonlara
ilerleyebilmektedir [95].



Yunan dilinden koéken alan “sepsis” sozciigli, “bozulma, ¢lrlime” anlamina
gelmektedir. Bu sozciik yaklasik 2700 yildir kullanilmasina ragmen sepsis 20.yiizyilda
anlasilip tanimlanmaya baslamistir. Sepsis tanimi hakkinda fikir birligi olusturma
yaklasimlar1 yillarca siirmiis, son olarak 2016 yilinda yeniden tanimlanmistir (Tablo2-1)
[146].

Tablo 2-1. Sepsis ile ilgili terimlerin kisa tanimlari.
Terim Kisa Tamim Kriterleri

Sepsis Enfeksiyonla iligkili olarak gelisen konagin - Mental durumda degisiklik.
sistemik inflamatuvar yanit - Sistolik kan basinct <100mmHg

- Solunum hiz1 >22/dk

Septik Sok  Sepsisin mortaliteyi arttiran, dolasim ve hiicresel Tedaviye ragmen:
metabolizma anormalligi gosteren sekli - Kan laktati >22mmol/L

- Diigiik tansiyon (= 65mmHg)

Organ Konagin organlarinda ortaya ¢ikan hasar SOFA skoru (=2 puan):
Yetmezligi . .
Sendrom% -Hipotansiyon < 100 mmHg (1 puan)
-Biling bozuklugu (1 puan )
- Solunum hiz1 >22/dk (1 puan)
[136, 154]

Sepsis, “enfeksiyonla iligkili olarak gelisen konagin sistemik inflamatuvar yanit1”
olarak tanimlanmaktadir. Bu abartili kontrolsiiz yanit, viicudun kendi doku ve organlarina
zarar vererek organ yetmezligiyle sonuglanabilmekte, buna bagli olarak yiiksek morbidite
ve mortalite olugsmakta, ayrica hastanede yatis siiresinin ve hastane maliyetlerinin

artmasina yol agmaktadir [39, 154].

Sepsis nedeniyle meydana gelen can kayiplari her yil artarak diinya ¢apinda ciddi
saglik sorunlarina neden olmaktadir. Ulusulararasi Sepsis Birligi (Global Sepsis Alliance-
GSA)’ne gore, her y1l 47-50 milyon kiside sepsis tablosu gelismektedir. Ayrica 11 milyon
kisinin sepsis nedeniyle hayatin1 kaybettigi bildirilmistir. Bu verilere gore sepsis diinyada
her 3-4 saniyede bir kisinin hayatini kaybetmesine neden olmaktadir [132]. Agir bir klinik
tablo olan sepsisin Tirkiye’de her yil 150-200 bin kisinin 6liimiine sebep oldugu
bildirilmistir [95, 172].

Sepsis, cogunlukla yogun bakim {initelerinde ve hastanede yatan hastalarda

(hastane kaynakl1 sepsis) gelismesine ragmen hastane disindaki (toplum kaynakli sepsis)



bireylerde de gelisebilmektedir. Hastane kaynakli sepsis/ bakteriyemi, hastanin hastaneye
yatigindan sonraki ilk 48 saatte ortaya ¢ikan enfeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir [78].
Diger yandan hastane-kaynakli sepsisler asir1 antibiyotik kullanimi, immiinosupresif
tedavi, transplantasyon ve Kateterizasyon gibi prosedirlere bagli olarak hastane
ortaminda gelismektedir [14, 148]. Genel olarak solunum sistemi ve Uriner sistem
enfeksiyonlart toplum-kaynakli sepsislerin en sik rastlanan kaynagini olustururken
hastane-kaynakli sepsisler, damar ici ve Uriner Kateterlere bagli enfeksiyonlardan
kaynaklanmaktadir [148]. Sepsis icin risk faktorleri Tablo 2-2°de verilmistir [174].

Tablo 2-2. Sepsis icin risk faktorleri.

Kronik hastahklar Maligniteler, diyabet, HIV (insan immin yetmezlik virusu), aspleni

ilaclar Immiinosiipresif kemoterapi, genis-spektrumlu antibiyotikler

Enfeksiyonlar Uriner sistem, intrabdominal, deri ve alt-solunum-yolu enfeksiyonlari, infektif
endokardit

Travma Yaniklar ve yaralar

Hastanede midahele  Tibbi1 girisimle (Kateterler, ventrikiiloatrial santlar, sondalar, prostetik kalp
kapakgiklar1 gibi), doku ve organ transplantasyonu

Yas 65 yas Ve Uzeri yashlar, pediatrik hastalar
Cinsiyet Genellikle erkeklerde kadinlara gore daha sik goriilmektedir
Irk Beyazlara gore siyah irkta sepsisin goriilme orani daha yiiksektir

Sepsis etiyolojisinde ¢esitli bakteriler etken olabilmektedir. Gram-negatif
bakterilere bagli sepsis ve bakteriyemiye 1980°li yillardan once sik rastlanmasina
ragmen, son 30 yilda sepsiste Gram-pozitif bakteriler daha sik izole edilmeye
baglanmistir. Buna ragmen Gram-negatif bakteriler sepsisteki mortalite ve morbiditenin

yuksek oranlarindan 6nemli 6l¢uide sorumlu olmaya devam etmektedir [95].

Gram-pozitif etkenli sepsisler, genellikle deri florasindan, yumusak doku hasari,
yara enfeksiyonu ve kateterlerden kaynaklanirken, Gram-negatif etkenli sepsisler daha
cok Uriner sistem ve gastrintestinal sistem enfeksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Gram-
negatif etkenli sepsislerden en sik izole edilen Gram-negatif bakteriler Escherichia coli,
Klebsiella spp. Enterobacter spp., Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa

olarak siralanabilir. Gram-pozitif bakteriler salgiladig1 ekzotoksinler ile sepsise neden



olurken, Gram-negatif bakteriler hiicre duvar yapisinda bulunan endotoksinler ile septik

soka neden olabilmektedir [99].

Gegmis ylz yillarda Gram-negatif etkenli sepsisin olusum mekanizmasi hakkinda
yeterli bilgi bulunmamakla beraber 19.ylizyilin sonuna dogru Gram-negatif bakterilerde
toksik maddeler bulundugu ve bu toksinlerin deney hayvanlarinda toksik soka neden
oldugu gosterilmistir. Isi-stabil olan bu toksin, “endotoksin” olarak adlandirilmaktadir
[65, 138].

Endotoksin, 1930°li yillarda Gram-negatif bakteri hiicre duvarindan izole
edildiginde duvarin lipopolisakkarit (LPS) bilesenlerinden oldugu anlagilmigtir. Gram-
negatif hiicre duvari lipopolisakkaridi, uzun polisakkarit zinciri olan O antijeni, kor
polisakkaridi ve lipit A olmak {izere ti¢ immiinojenik bilesenden olusur. Endotoksin
olarak da adlandirilan lipit A, estere bagli glukozamin; hem estere, hem de amide bagh

pirofosfat ve yag asitlerinden olusmaktadir, (Sekil 2-1) [91].

Bakteri hticresinin otolizisi sonucunda endotoksinin serbest birakilmasi, immun
yaniti uyararak B hiicrelerinin aktive olmasini saglamakta, makrofajlar, monositler ve
diger hiicreler indiiklenmektedir. Endotoksinler, septik soka neden olmaktadir. Insan
viicudu endotoksine asirt maruz kaldiginda doku ve organlarda anormallige ve dolayisiyla
organ fonksiyon bozukluguna yol agabilmektedir. Bu durum immiin sistem dahil tiim

sistemlere etki edebilmektedir [95, 99].

Bakteriyemi/sepsis, %25 den fazla oranda mortalite ile sonug¢lanabildiginden,
Ozellikle yogun bakimdaki hastalarin hayatini tehdit etmekte ve hastanede yatis siiresini

ve maliyetleri arttirmaktadir [95, 128].

Erken tedavinin baslatilmasi i¢in hasta kanindaki bakteriyel etkenin saptanmasi
ve antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasi son derece 6nem tasimaktadir [108].
Buna olanak saglayan kan kiiltiirQ, bakteriyemi/sepsiste altin standart olarak kabul
edilmektedir [25]. Son zamanlarda gelistirilen farkli molekiler yontemlere ragmen kan
kilturd, bakteriyemi etkenlerini saptayabilen en pratik ve en guvenilir yontem olmaya
devam etmektedir [39, 108].

Kan kultir yontemi 20.yiizyilin baginda manuel sekilde uygulanarak baglamis,
1970°’1li yillarda Johnston Laboratories tarafindan otomatize kan-kultir sistemleri

gelistirilmis, daha sonra farkli prensiplere dayali ¢esitli sistemler ortaya ¢ikmaya



baslamistir [134]. Bu sistemlerden bazilar1 (BacT/ALERT, Bactec 9000 serisi) kan-kultur
sisesi iginde bakteri Urediginde CO2 olusumuna bagli olarak degisen pH degerine
dayanirken, bazilar1 da (Versa TREK sistemi) sadece olusan gazlara degil, ayn1 zamanda
tiketilen gazlarin konsantrasyonlarina dayalidir [39, 131]. Yeni gelistirilen Bactec FX
sistemleri kan kulturu siselerinin iginde CO> konsantrasyonu arttiginda floresan 11k
yayabilen algilayic1 madde igcermektedir. Sistemin i¢inde 151k degisimlerini algilayan
duyarl diyot vardir. Bu diyodun yardimiyla sistem, mikroorganizma iiremesine bagli
olarak yayilan floresan isiklar1 6lgerek pozitif sinyal verir. Bu olay, hastanin kaninda
bakteri bulundugunu gostermektedir [39, 108, 131, 165].

Ulkemizde mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakteriyemi tanisinda otomatize
kan-kaltdr sistemlerinin ilk kez kullanilmasi 1998 yilinda baglamistir, daha dnceleri yari-

Otomatik sistemi kullanilmistir [141].

Hastadan kan alimi esnasinda cilt antisepsisi yetersiz kaldiginda, sise i¢inde
hastanin kaninda olmayan, ancak cilt florasi bakteriler Ureyebilmektedir. Sadece kan
alirken degil, laboratuvar islemleri sirasinda da kontaminasyon ortaya ¢ikabilmektedir.
Kan kultird sistemleri, gercek patojenleri tanimlamasina ragmen, %2-3 oraninda etken
olmayan  mikroorganizmalarin da  saptanmasina yol acabilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin kontaminasiyon oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu bakteriler bazi
durumlarda etken olabildiginden etken/kontaminat ayirimmin 1iyi yapilmasi

gerekmektedir [35].

2.1.1. Tedavi
Kan dolagim enfeksiyonlar1 i¢in uygun ve etkili tedaviyi bulmak, her zaman

onemli bir tibbi Oncelik olmustur [154].

Gram-negatif bakterilerle olusan sepsis, ilk 48 saatte tedavi uygulanmadiginda
yaklasik %50 6liimle sonuglanabildiginden, acilen tedaviye baslanmasi gerekmektedir.
Ancak kan kultlr( ve antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglar1 48 saatten Once
saptanmadigindan klinisyenin genis spektrumlu antibiyotiklerle tedaviye baslamasi, daha
sonra antibiyotik duyarlilik testleri sonu¢landiginda izole edilen bakteriye uygun

tedavinin ayarlanmasi tavsiye edilmektedir [122].

Gram-negatif etkili sepsislerde genellikle aminoglikozid ve genis spektrumlu
sefalosporinler gibi iki ajan kombine sekilde kullanilmaktadir. Ote yandan, antibiyotik

kullanim1 ¢ok sayida bakteri hiicresinin otolizisine ve dolayisiyla kandaki endotoksin



miktarmin artmasma yol agabilmektedir. Bu ylizden septik sokta endotoksini ve
sitokinleri n6tr hale getirebilen bir tedaviye bagvurmak gerekmektedir [154]. Bir hastada
sepsis veya septik sok gostergeleri fark edildiginde baslangi¢ tedavisi olarak olasi
patojenlere etki gosterebilen genis spektrumlu tedavi veya ampirik kombinasyon
tedavisinin uygulamasinin uygun oldugu disiiniilmektedir. Bu tedavinin, baz1 hastalarda
daha kisa surebilmekle birlikte, genellikle 7-10 giin devam etmesi uygundur. Ayrica
sepsisin olas1 kaynagini belirlemede 6nemli derecede yardimci olmaktadir. Kaynagin
intravaskiler kateter oldugu diisiiniiliirse hemen ¢ikartilmas1 ve baska damar yolunun

saglanmasinda fayda goriilmektedir [116].
2.2. Bakteriyemi/sepsiste en sik etken olan bakteriler

Daha once de bahsediligi gibi sepsis etiyolojisinde ¢ok ¢esitli Gram-negatif
bakteriler etken olabilmekle beraber E. coli ve K. pneumoniae en sik etkenler listesinin
basinda yer almaktadir [78]. Gram-negatif bakterilerde antibiyotik direnci her gegen giin
artmakta olup hastanelerde ve saglik kurumlarinda bakteriyemi ve diger enfeksiyonlarin

tedavisinde Kklinisyenler igin ciddi zorluklar ortaya ¢ikmaktadir [147].

Enterobacteriaceae tirleri bakteriyemilerin %33’tinden sorumlu tutulmaktadir.
Son donemlerde ciddi anlamda artan antibiyotik direnci, bu bakterilerin diinya ¢capinda

onemli saglik sorunu olusturmasina neden olmustur [58, 103, 127, 130].

Fermentatif Gram negatif ¢comaklarin siiflandirilmasinda daha 6nce kullanilan
niikleik asitlere dayali siniflandirma yontemi verimli olmadigindan, filogenetik analiz ile
korunmus molekiillere karakteristik analizler uygulanarak yeni bir siniflandirma
yapilmistir. Bu siniflandirmaya gore Enterobacteriaceae ailesi, Gammaproteobacteria

siifi ve Enterobacterales takimi iginde yer almaktadir. [1, 90, 139].

Mikroskop altinda sporsuz Gram-negatif c¢omaklar seklinde goriinen
Enterobacteriaceae ailesi bakterileri, 25-37°C’de, 4.0-8.0 pH, %0-5 aras1 tuz
konsantrasyonu iceren, aerop ve anaerop ortamlarda, zengin ve segici besiyerlerinin
yanisira basit besiyerlerinde bile tireyebilmektedir. Bu ailenin altinda siniflandirilan tiim
bakteri trleri ve alt turleri glukozdan fermentasyonla asit olusturabilme, nitrati nitrite
cevirme, indol olusumu ve sitokrom C oksidazi tiretmeme (Plesiomonas tlrleri haric)
Ozelliklerini paylagsmaktadir. Ayrica tiimii benzer dis membran yapisina ve virlilans
faktorlerine sahiptir [58, 103].



Biyokimyasal 6zellikler, niikleik asit igerigi ve filogenetik 6zelliklerin yaninda
somatik O antijeni, Kirpik veya kapsul antijeni ile temsil edilen bakteriyel antijenik yapi,
Enterobacteriaceae turlerinin siniflandirilmasinda 6nemli rol oynar [58, 103, 127, 130].

Enterobacteriaceae ailesinin ortak virllans faktorleri Tablo 2-3’de goriilmektedir [26,

103, 159].

Tablo 2-3. Enterobacteriaceae ailesinin ortak virtilans faktorleri.
Fonksiyonu

Virilans faktori

Yizey organelleri
Toksik aktivite

Ureme faktorleri saglama

Koruma

Plazmitler

Toksik maddelerin etkili
aktarnmi

Cevreye adapte olma

Fimbria veya pili
Endotoksin
Enterotoksin

Siga toksin ve benzeri
toksinler

Hemolizinler

Sideroforlar

Kapsiil
Antibakteriyel direng

Tip 1l
sistemi

sekresyon

Faz degisimi

Bakterinin mukozaya tutunmasini saglar

Ates ve soka neden olur

Bagirsak epitel hiicrelerine saldirarak diyareye yol agar

Hedef konak hicrelerinde protein sentezini inhibe ederek
diyareye yol agar

Eritrositlerin hiicre duvarmmin pargalanmasma neden olur,
lenfositlere ve nétrofillere etki ederek fagositozu énler
parcalanan konak hiicrelerdeki demiri baglayarak bakteri
metabolizmast i¢in gerekli demiri saglar

Bakteriyi fagositozdan korur

Plazmitler araciligiyla antibiyotik direncinin ve diger virilans
faktorlerinin yayilimini saglar

Bakterinin, etkili proteinleri hedef hiicrenin sitoplazmasina
direkt enjekte etmesini saglar

Fimbria, pili ve kapsul gibi ylzey organellerinin yapisini

degistirerek ortam degisikliklerine adapte olmay1 saglar

2.2.1. Escherichia coli

Escherichia coli, kan dolagim enfeksiyonlarinin yaklagik %17-37’sinden
sorumludur [98]. Bu oran, E. coli’nin bakteriyemi ve sepsiste etken olarak en sik izole
edilen Gram-negatif bakteri oldugunu gostermektedir [78]. E. coli, ilk defa 1885 yilinda
Alman ¢ocuk doktoru Theodor Escherich tarafindan diyareli cocugun diskisindan izole
edilerek tanimlanmustir [93]. Insan bagirsak floras1 Uyesi olan bu bakteri, sadece kan
dolasim enfeksiyonlarina degil ayn1 zamanda gastrointestinal sistem enfeksiyonlari, idrar
yolu enfeksiyonlar1 ve menenjit gibi ¢ok cesitli toplum/ hastane-kaynakli enfeksiyonlara
yol lokal
enfeksiyonlardan hayati tehdit eden ciddi enfeksiyonlara kadar ilerleyebilmektedir [93].

acmaktadir. Olusturdugu hastaliklarin  ¢ogu endojen kaynakli olup

E. coli hemen hemen her doku ve organda enfeksiyon yapabilmektedir. Bu bakterinin



cesitli patotipleri diyare, sepsis, gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 ve menenjitin yant
sira  seliilit, yara ve yanik enfeksiyonlari, kemik iligi iltithabi ve miyozit
olusturabilmektedir. Ayrica bazen sinlzite, nadiren endokardite ve beyin absesine neden
olabilmektedir [118].

2-6 um boyunda ve 1-1,5 um eninde basil seklindeki E. coli, glikoz, laktoz ve
sukroz gibi sekerleri ¢ogunlukla gaz olusturarak fermente etmektedir. Ancak nisasta
fermentasyonundan gaz olusturamamakta Ve siilfatlar1 ayristiramayip hidrojen stilfiir
(H2S) meydana getirmemektedir. Indol ve metil kirmizis1 testleri pozitif olmasina karsin

Voges Proskauer testi negatiftir. Sitratli besiyerinde iirerken iireli besiyerinde
ureyememektedir [11, 58, 124].

Kanli agar besiyerinde 1-2mm ¢apinda S tipi koloniler seklinde iireyen E. coli
laktozu kullanmasina bagh olarak, MacConkey agar besiyerinde pembe kirmizi renkli
koloniler seklinde goriinmektedir. Kanli agarda genellikle hemoliz yapmamasina ragmen

bazen hemolizli koloniler gosterebilmektedir [11, 58, 124].

2.2.2. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae Gram-negatif bakteriyemilerde E. coli’den sonra en sik
izole edilen bakteridir [7].

Klebsiella cinsi bakteriler hareketsiz, spor olusturmayan kapsiillii bakterilerdir. 1-
2 um boyunda ve 0.5-0.8 um eninde olan K. pneumoniae’nin Uremesi icin gerekli

optimum sicaklik 37°C ve optimum pH 7,0’dir [58].

Laboratuvarda izolasyonlarin uygulanan testlerden laktoz ve VVoges—Proskauer
testi pozitiftir. Diger Klebsiella tlirlerinden K. pneumoniae’y1 ayiran indol negatif, ornitin
dekarboksilaz pozitif olmasidir. Ayrica glukoz fermentasyonu sonucunda gaz
olustururlar. Sitrati kullanir ve Ureaz pozitiftir. Koyun kanli agarda ve iireyebildigi diger
besiyerlerinde mukoid, biyuk S tipi, bazen de R tipi koloniler olusturmaktadir [7, 58,
103].

Klebsiella pneumoniae suslart ampisiline intrinsik direngli olmasinin disinda,
genis spektrumlu B-laktamaz ve karbapenemaz enzimlerini kodlayan genleri plazmitler
ile kazanabilmektedir. Bu nedenle hastane kaynakli ciddi enfeksiyonlara yol agmaktadir
[58].
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2.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas cinsi  Gammaproteobacteria  smifi, Pseudomonadales takimu,
Pseudomonadaceae ailesinde yer almaktadir [139]. Pseudomonas aeruginosa, spor
olusturmayan, polar flagellaya sahip ve 0.5-1.0 um eninde 1.5-5.0 um boyunda olup ilk
defa 1882 yilinda izole edilmistir [60]. P. aeruginosa kulak, g6z, yara ve yanik
enfeksiyonlarindan, {riner sistem enfeksiyonlari, pndmoni, bakteriyemi ve menenjite
kadar farkli seviyelerde ciddi hastaliklardan sorumlu tutulmustur. Genis bir genoma sahip
olan P. aeruginosa, virulansini arttiran adezinler, toksinler, enzimler ve antimikrobiyal
direnci kodlayabilen ¢esitli viriilans genleri gelistirmistir [104]. Bu nedenle tedavide iki
farkli antibiyotik grubuna ait ajanlarin kullanilmasinda fayda oldugu diisiiniilmektedir

[12].

Pseudomonas tlrleri, Gram-negatif bakteriyemi etkenleri arasinda tiglincii sirada
yer alir. Ozellikle kanserli ve bagisiklig1 baskilanmig hastalarda hayati tehdit eden
bakteriyemilerden sorumludur. Son yillarda P. aeruginosa’nin sorumlu oldugu
bakteriyemilerde, diger Gram-negatif bakteriyemilere kiyasla yiiksek mortalite oranlar
kaydedilmistir [12].

Pseudomonas cinsinde 166 tlr bulunmaktadir. P. aeruginosa, aerop, kapsulld,
non-fermentatif Gram-negatif bakteridir [61]. P. aeruginosa hareketli olma, enerjiyi
sekerleri fermente ederek degil oksidasyon yaparak temin edebilme, alternatif son
elektron alicis1 kullanarak anaerop kosullarda Ureyebilme, 25-37°C’de iyi iiremesine
ragmen 4-42°C’de de lireyebilme ve gesitli antibiyotiklere dogal direngli olma yetenekleri
nedeniyle bitki, toprak, su, nemli ortamlar, kuru zeminler, respiratorler, hastaneler,
dezenfektanlar, musluklar vb ortamlarda uzun siire canliligini siirdiirebilmektedir [104,

164]. P. aeruginosa’mn virllans faktorleri Tablo 2-4’de gortlmektedir [74, 110].

Tablo 2-4. Pseudomonas aeruginosa’nin viriilans faktorleri.

Virulans faktord Patogenez

Adezinler Flagella ve pili Kolonizasyon ve epitel hiicrelerine tutunma
LPS Konak hiicrelerine tutunma
Aljinat Tutunma, fagositoz ve antibiyotiklerden koruma
Toksinler Endotoksin A Konak hiicrelerinde protein sentezini inhibe etme
Piyosiyanin O, radikallerinin tiretimini artirma

Piyoverdin Siderofor etkisi
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Enzimler Elastaz Elastini pargalayarak akciger hasarina ve nekroza yol
agma
Fosfolipaz C Eritrositlerin hemolizi ve doku yikimi
Ramnolipit Hemolitik etki
Ekzoenzim S Solunum yolu epitel hiicrelerine tutunma
Dogal direng Ampisilin, amoksisilin —klavulanik asit, ampisilin-

sulbaktam, sefazolin, sefalotin, sefaleksin, sefadroksil,
sefotaksim, seftriakson, ertapenem, kloramfenikol,

trimetoprim, tetrasiklinler, tigesiklin.

Pseudomonas aeruginosa, kati besiyerlerinde aromatik meyve kokusu yayan S
tipi koloniler olugturmaktadir. Floresan 6zellige sahip bu bakteri piyosiyanin, piyoverdin,
piyorubin ve piyomelanin olmak (izere dort farkli pigment iiretmektedir. P.
aeruginosa’ya 0zgl piyosiyanin, mavimsi yesil renkte gorinmekte ve su ile kloroformda
erirken, yesilimsi floresan renkteki piyoverdin sadece suda erimektedir Mueller-Hinton
ve Mac Conkey agar iizerinde bu pigmentleri rahatlikla fark edilmesi, tanimlamada
onemlidir. Koyun kanl agarda hemolizli koloniler ve Mac Conkey agar besiyerinde R
tipi mukoid koloniler olusturmaktadir. Sekerleri fermente edemezken glikozu okside
ederek, asit olusturabilmektedir. Katalaz, oksidaz, arginin dehidrolaz, jelatin hidrolizi
testleri pozitiftir. Lizin ve ornitin dekarboksilaz, indol, H2S olusumu, metil kirmizisi ve

Voges-Proskauer testleri negatiftir [58].

2.2.4. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter tlrleri, bakteriyemilerin %8.4’tinden sorumlu tutulmakta ve klinik

orneklerden en sik A. baumannii izole edilmektedir [16].

Hareketsiz, sporsuz, Gram-negatif kokobasil olan Acinetobacter cinsi bakteriler
1800°1ii yillarda kesfedilmesine ragmen, A. baumannii 1911°de Berijerinck tarafindan ilk
defa izole edilmistir [119]. Bu cinse ait bakteriler 1954 yilinda “Acinetobacter” olarak
isimlendirilene kadar, farkli isimler almig, daha sonra Moraxellaceae ailesi igcinde yer
almigtir. Acinetobacter turlerinin in vitro tanmimlanmasi, biyokimyasal ve (reme
Ozelliklerine dayanmaktadir. Buna bagli olarak A. baumannii, Gammaproteobacteria

sinifi, Pseudomonadales takimi, Moraxellaceae ailesinde yer almaktadir [13, 106].

Zorunlu aerop, seckerleri fermente etmeyen, 35-37°C’de iyi {reyebilen

Acinetobacter cinsi bakteriler, hem nemli hem de kuru ortamlarda yasamini
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slirdiirebilmesine bagli olarak dogada, toprakta, suda ve ayni zamanda hastane ortaminda
da bulunmaktadir. Yizeylere yapisma yetenegine sahip olmasindan dolayi tibb1 aletlere
ve hastane cevresindeki yizeylere tutunabilmektedir. insan normal flora iiyesi
sayllmamasma ragmen, bazi insanlarin agiz ve tonsillerinde kommensal olarak
yasamaktadir. Katalaz testi pozitif iken oksidaz ve indol testleri negatiftir, nitratlar nitrite
indirgemezler [58, 104].

Acinetobacter baumannii’nin genetik yapisi, antibiyotiklere hizli direng
gelistirmesini saglamaktadir. Bundan dolay1 ¢ogu antibiyotik gruplarina duyarli degildir.
Ayrica bakteriyi fagositozden koruyan polisakkarit kapsiil, toksik etkiye sahip endotoksin
ve bakteriyi kuruluga karsi koruyan biyofilm olusumu, bakterinin en énemli virtlans
faktorleridir. Antibiyotik direnci, virulans faktorleri ile beraber A. baumannii’yi zorlu bir
bakteri kilmistir [3, 104].

Nozokomiyal enfeksiyonlarla iliskili olan A. baumannii, bakteriyeminin yani sira

pndmoni, sepsis, menenjit, endokardit ve idrar yolu enfeksiyonlari1 gibi bir¢cok hastaliga

neden olabilmektedir [104].

2.3. Bakteriyemi/ sepsis tedavisinde kullanilan antibiyotikler

Antibiyotiklerin enfeksiyonlara karsi kullanilmasi, sulfonamidlerin kesfedilmesi ve
penisilinlerin tedavide etkisinin anlasilmasiyla 1940 yillarinda baslamigtir. Bundan
sonraki yillarda farkli gruplara ait yeni antibiyotikler gelistirilmis ve tedavide

kullanilmaya baslanmistir [149].

2.3.1. Beta laktam antibiyotikler

B-laktamlar, penisilin-baglayan-proteinleri (PBP) hedef alarak bakteri hiicre
duvarindaki peptidoglikan sentezini engellemekte ve bakteri hicresinin otolizis ile

¢oziinmesine yol agmaktadir [16, 115].

Bakteriler beta laktam antibiyotiklere karsi ¢esitli mekanizmalarla direng

gelistirmektedir. Bunlar;

* B-laktam halkasina baglanarak ilaci etkisiz hale getiren [-laktamaz

enzimlerinin Uretimi (Beta laktamazlar; antibakteriyel aktivite icin temel
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yapisi olan {i¢ karbon ve bir nitrojen atomundan olusan ve B-laktam
halkasi olarak adlandirilan yapiya sahiptir), [115].

Bakteri intraseliiler ortamindan B-laktamlar gibi antibiyotikleri disariya
atma yetenegine sahip transport proteinlerinden olusan effluks pompalari,
B-laktamlarin hedefi olan PBP’lerin yerini degistirerek onlara ulagmasini
engelleme,

Antibiyotigin bakteriyel dis membrana tutunmasini, dolayisiyla
membrandan gegisini engelleyerek B-laktamlarin hedef PBP’lere

ulagmasini engelleyen mekanizmalardir [115, 142].

2.3.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, Cephalosporium adli kiif mantarinin fermentasyon urlnlerinden

izole edilmistir. Bu ajanlardaki B-laktam halkasi dihidrotiyazin halkasi ile kaynasmis

bulunmaktadir. Genig-spektrumlu etkisi nedeniyle ¢ok yaygin kullanilan bu antibiyotikler
ilk defa 1964 yilinda klinik kullanima sunulmustur [40, 105].

Sefalosporinler, kesfine ve etki spektrumuna gore Tablo 2-5.da belirtilen bes
gruba ayrilmaktadir [16, 110]

Tablo 2-5. Sefalosporin gruplari

Sefalosporin grubu Etki spektrumu Ornek ajanlar

Birinci kusak

ikinci kusak

Dar-spektrumlu: Gram-pozitif koklarin =~ Sefazolin, sefaleksin,
¢ogu, Gram-negatif bakteriler sefadroksil

Genis-spektrumlu: Sefuroksim, sefoksitin,

Haemophilus influenza, Moraxella sefakor, sefotetan

catarrhalis, Bacterioides spp.
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Uciincii kusak Genislemis-spektrumlu: Sefotaksim, sefiksim,

Enterobacteriaceae, Neisseria spp.,  sefopodoksim, seftiofor,

Haemophilus influenza seftazidim, sefriakson,
sefovesin.
Dordiincii kusak Genislemis-spektrumlu: Sefepim

B- laktamazlara direncli Gram-negatif
bakteriler

Besinci kusak Metisiline  direncli  Staphylococcus — Seftarolin, seftobiprole
aureus, penisiline-direngli

S. pneumoniae

Birinci ve ikinci kusak sefalosporinler basit cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari,
kan dolasimi, solunum sistemi, kemik, genitolriner sistemi, safra yolu enfeksiyonlar1 ve
orta kulak iltihab1 tedavisi icin kullanilmaktadir. Bu iki kusak ajanlara direngli Gram-
negatif bakterilerin ve menenjitin tedavisinde {glinci kusak sefalosporinler
kullanilmaktadir. Dérdiincii kusak sefalosporin olan sefepim; B-laktamaz treten Gram-

negatif gomaklarin neden oldugu enfeksiyonlarda kullanilmaktadir [105, 175].

2.3.3. Karbapenemler

Karbapenemler, p-laktam halkasina baglanan bes-karbonlu tiazolodin
halkasindan olusan tienamisin tirevileridir. Karbapenemlerin yapisi, genis-spektrumlu -
laktamazlarin (GSBL) lizisine karsi korunmasina, bakterinin dis membranindan niifuz
edebilmesine ve birgok PBP’ye baglanma egiliminin artmasina, dolayisiyla Gram-negatif
ve pozitif, aerop ve anaerop bakteriler lizerine genis-spektrumlu etkiye sahip olmasina
neden olmaktadir. Karbapenemleri diger beta-laktam antibiyotiklerden ayiran kimyasal
farklilik beta-laktam halkasindaki tiyazolidin halkasin1 4. pozisyonda sulfon yerine
karbon icermesidir [16, 115].

Karbapenem ajanlardan biri olan imipenem farkli bakterilerin olusturdugu
enfeksiyonlarda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak enterik bakterilere kars
meropenem daha etkilidir. Meropenem menenjit tedavisinde kullanimi onaylanmis tek

karbapenem ajandir [16, 115].
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2.3.4. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler ilk defa 1940’1 yillarda Streptomyces ailesinden izole
edilmistir. Bu gruptaki antibiyotikler aminosiklitol halkasindan adini almaktadir. Bu

halkaya amino-sekerler glikozid baglar1 ile baglanmaktadir [48].

Bakterisidal olan aminogilkozidler genis-spektrumlu antibiyotikler olup aerop
Gram-negatif ve pozitif bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmakta, anaerop bakterilerde hiicre icine giremeyeceginden anaerop
enfeksiyonlarda kullanilmamaktadir. Bu antibiyotiklerde bakterilere direng gelisimi hizli
olmamaktadir [16].

Aminoglikozidlerin etki mekanizmasi, hedef bakterideki protein sentezini
engellemesine dayanmaktadir. ilag Gram-negatif hiicrenin dis membranindan gegtikten
sonra, sitoplazmaya gecip orada 30S ribozomlara doniisimli olmayan sekilde
baglanmaktadir. Bu baglanma, protein sentezi durdurulmas: ya da anormal proteinlerin
olusmasiyla sonuglanmakta, dolayisiyla bakteri hiicresinin islev bozukluluguna ve

6limane yol agmaktadir [16, 48].

Bakteriler aminoglikozidlere karsi kendini korumak i¢in; enzimlerle antibiyotik
yapisini degistirme, ilacin ribozomdaki baglanma noktasinda mutasyonlar, ilacin hiicre

disina atilmasi ve hiicre i¢ine alinmama gibi diren¢ mekanizmalari gelistirmistir [105].
2.3.5. Florokinolonlar

Florokinolonlar genis-spektrumlu, yaygin kullanilan sentetik bakterisial
antibiyotik grubudur. Bu gruptaki ilaclar temelde karboksil, karbonil ve nitrojen iceren

cift halkali kimyasal yapiya sahiptir [16]

Florokinolonlar bakterilerin normal islevsel faaliyetleri i¢in gerekli DNA
topoizomerazlar1 (tip-11 topoizomeraz, DNA giraz ve tip-1V topoizomeraz) hedef alarak
islev gormelerini engellemektedir [171]. Florokinolonlar; topoizomerazlari, bakteri
kromozomunda anormal c¢ift zincirli molekiilleri olusturan toksik enzimlere
donitistiirmektedir [171].

Bu grupta en ¢ok kullanilan ajanlar; levofloksasin, siprofloksasin ve

moksifloksasindir. Florokinolonlar oldukga etkili ilaglar olmasina ragmen bazi
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bakterilerde direng gelisebilmektedir. Bu direng, kinolonlarin hedefini degistiren

mutasyonlarla ortaya ¢ikmaktadir [16, 105].

Florokinolonlarin bir dezavantaji, toksik yan etkileridir. Bunlar hastada tendon
agrisi, inflamasyon ve dolayisiyla tendon kopmast gibi yan etkiler igermektedir. Bu
durumlarda florokinolonlarin tedavisi kesilmedigi takdirde toksik epidermal nekroliz,

anaflaksi, hepatotoksisite ve Stevens-Johnson sendromuna yol agmaktadir [171].
e Cogul-direncli bakteriler:

Cogul-direngli bakteriler, {i¢ veya daha fazla antibiyotik grubunun birer ajanina
karst duyarli olmayan bakterilerdir. Cogul-direng, genellikle Gram-negatif comak
bakterilerde, zaman i¢inde artan genis-spektrumlu antibiyotiklerin kullanimina baglh

olarak sik goriilmektedir [92].

Gram-negatif bakteriler, antibiyotiklere kars1 korunmak i¢in, farkli antibiyotikleri
hidrolize eden enzimlerin (B-laktamaz gibi) Uretimi, antibiyotikleri engelleyen ¢esitli
radikal maddelerin salinimi, antibiyotiklerin hedefinin degisimi, bakteriyel sitoplazmik
zarin gecirgenliginin degistirilmesi gibi ¢esitli diren¢ mekanizmalar1 gelistirmektedir

[130, 133].

Cesitli Gram-negatif bakteriler tarafindan {retilen ve genis-spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize edebilme yetenegine sahip olan, normal replikasyon dongisu
esnasinda olusan nokta-mutasyonlari sonucu ortaya cikan genislemis-spektumlu beta-
laktamaz enzimleri, ilk defa 1980’11 yillarda saptanmigtir. Bu enzimlerin penisilinlere ve
ticlincii kiisak sefalosporinlere karsi bakteri direncini arttirmasindan ziyade, plazmit ve
transpozon araciligiyla tasindiklarindan, ayn1 zamanda aminoglikozidlere, kinolonlara ve
trimetoprim-sulfametoksazol gibi ajanlara direngli suslarin ortaya ¢ikmasina yol agmasi
onemli bulunmustur [18]. Bu tiir bakterilerinin olusturduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde
GSBL’larmm olusturdugu bakteriyel diren¢ mekanizmasindan etkilenmemesinden dolay1
karbapenemler, etkili bir se¢im olmustur [130]. Ancak son yillarda karbapenemlerin asirt
kullanimi nedeniyle karbapenemlere diren¢ kazandiran karbapenemez enzimleri siklikla

saptanmaya baglanmistir [153].

Karbapenemazlar, karbapenem ve sefalosporinler dahil genis spektrum-beta-

laktamlara kars1 aktif olduklarindan karbapeneme direncli bakteriler immunstprese



17

hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olmakta ve diinya ¢apinda sorun olusturmaktadir
[157].

Bu durum gogul-direncli Gram-negatif comaklar (MDR-GNC)’lerin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanabilecek antibiyotik seceneklerinin kisithi olmasina

neden olmustur [155].

2.3.6. Kolistin

Kolistin polipeptid yapiya sahip polimiksinler grubunda yer alan bir antibiyotiktir.
Polimiksinler, 1947°da Bacillus tlrlerinin Urettigi bir tiriin olarak kesfedildikten sonra
cogul-direncli Gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmistir. Bes
uyeli polimiksin ailesine ait polimiksin E olarak adlandirilan kolistin, polimiksin B ile
birlikte bu ailenin klinik tedavide kullanilan ajanlaridir [23]. Tedavide etkili olmasina
ragmen polimiksinler, nefrotoksik ve norotoksik yan etkiler gosterdiginden 1960’11
yillarda kullanimdan kaldirilmistir. Fakat son yillarda son tedavi segenegi olarak tekrar
kullanilmaya baslanmistir. Sekil 2-1.de polimiksinin tarihgesi gostermektedir [16, 77,
85, 143, 155, 157].

1940°h yillarda  Bacillus polymyxa’dan polimiksinlerin kesif edilmesi
1950 Kolistinin Japonya ve Avrupa'da ilk kullanimi
1959 Gram-negatif ¢comak enfeksiyonlarinin tedavisinde kolistimetat sodyum seklinde
kolistinin kullanilmas1
1980°li yillarin  Polimiksinlerin nefrotoksik ve norotoksik yan etkileri nedeniyle kullanimdan
ortasi kaldirilmasi
1990’h yillar  MDR-GNC'lere kars etkili antibiyotik segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle tekrar
kullanilmaya baslanmasi

Gunumuzde  Ciddi MDR-GNC'lerin enfeksiyonlara karsi son secenek olarak kullanilmaktadir

Sekil 2- 1. Polimiksinin tarihcesi
[45]

2.3.6.1. Kimyasal yapis1

Bacillus colistinus tarafindan tiretilen kolistin; amfipatik ve katyonik 6zelliklere
sahip, yag asidi zincirine, tripeptit yan zincir araciligiyla bagl dongiisel hepapeptit
yapidan olusmaktadir. Kolistinin, hidrofobik ucundaki yag asidi zinciri ve hidrofilik
ucundaki donguisel polipeptit, kolistine polar yapisini saglamakta olup bu sayede kolistin,
hedefiyle kararli bir reaksiyon olusturabilmektedir [89, 121]. (Sekil 2-2.)
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Kolistin, kolistin sulfat ve kolistimetat sodyum (kolistin metansulfonat sodyum)
formulasyonu seklinde bulunabilmektedir. Bu formlar agiz yoluyla alindiginda ilacin
emilimi ger¢eklesmediginden sadece gastrointestinal kanali dekontamine etmek icin
kullanilabilmektedir. Bu yiizden kolistin sulfat ya da kolistimetat, hidrolize edildikten
sonra parenteral yoldan inhalasyon yolu ile verilmektedir. Kolistin sulfat sadece oral ve

topikal formda kullanilirken kolistimetat sodyum, daha az toksik olmasi nedeniyle

Aminoasit
ucu

Diamino L-Dab — — Losin
butirik asit  Treonin /

X F—L-Dab — Thr — L-Dab — L-Dab

é} é \Thr—L—Dab—L—Dab
Treonin
é) @
Sekil 2- 2. Kolistinin kimyasal yapist

(X: yag asidi ucu; kolistin A ve polimiksin B1 i¢in 6-metilokaranoik asit, kolistin
B ve polimiksin B2 i¢in 6-metilheptanoik asit olmaktadir. Y: aminoasit ucu; kolistin igin
p-leu ve polimiksin igin p-phe olmaktadir. Z: kolistin ve kolistimetat igin farklilik
gosteren gruplar kolistin igin NH2, kolistimetat i¢cin NH-CH2-SO3zH) [126]

parenteral olarak kullanilmaktadir [41, 89].

2.3.6.2. Etki mekanizmasi

Kolistin, Gram-negatif bakteri hicresinin negatif-yiiklic dis membran LPS’ini
hedef almaktadir. Kolistinin pozitif yiikli hidrofilik peptit ucu, bakterinin LPS’leriyle
gucli bir elektrostatik etkilesime girmektedir. Diger taraftan da kolistinin negatif-yikIu
hidrofobik yag asidi ucu LPS’lerin lipitlerine baglanarak, lipitlerin etkilesimini
giiclendirmektedir. Bu etkilesim nedeniyle, membran lipitlerinin fosfat gruplarinin
negatif-yiikiinii stabilize eden Ca®" ve Mg?* katyonlart membrandan ayrilmaktadir. Bu
durum, LPS’lerin kararliliginin bozulmasima, membran gecirgenliginin artmasina,

sitoplazma igeriginin disartya sizmasina ve bakteri 6liimiine neden olmaktadir [16, 89,
121]. (Sekil 2-3)

Diger yandan kolistin, bakteriyel dis membranin endotoksinine baglanarak onun

etkisini bloke edebilmektedir [16].
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Sekil 2- 3. Kolistinin etkisini gosteren elekton mikroskop gorintusa.

(Kolistinin P. aeruginosa bakteriyal membraninda etkisini gosteren elekton mikroskop goriintiisii) [104]

2.3.6.3. Etki spektrumu

Dar-spektrumlu olan kolistin, aerop Gram-negatif comaklara etki gdstermekte,
Gram-negatif koklara, Gram-pozitif bakterilere ve ¢ogu anaeroplara etki
gostermemektedir. Klebsiella, E. coli, Salmonella, Shigella, Enterobacteriaceae ve
Citrobacter turleri olmak (zere Enterobacteriaceae ailesi tlrlerine etkili olmasina
ragmen Proteus spp. Campylobacter, Helicobacter, Morganella, Serratia ve Providenica
tiurlerine etkili degildir. P. aeruginosa, Acinetobacter tlrlerine, Moraxella ve
Haemophilus inflenza’ya kars1 etkilidir. Aeromonas, Burkholderia, Edwardsiella,
Brucella ve Vibrio tiirleri kolistine dogal direnglidir [13, 14]. Kolistine dogal direng,
Proteus mirabilis ve Serratia marcescens suslarinda da gorulmektedir. Bu direncin
nedeni, kolistinin hedefi olan LPS’lerin negatif-ylkun artisini tetikleyerak kolistinin

baglanmasini azaltan degisimlerdir [119].
2.3.6.4. Diren¢ mekanizmalari

Bakteri kromozomlarinda ortaya ¢ikan mutasyonlar, LPS yapisindaki degisimleri

kodlayan ¢ok sayida operon ve genlerin olusmasina neden olmaktadir [87, 111, 121].

Son yillarda artan kolistin kullanimi, plazmit-aracili kolistin-direng genlerinin
gelismesine yol agmistir. Simdiye kadar 9 (mcr-1-mcr-9) plazmit-aracili kolistin-direng
geni tanimlanmistir [87, 88].
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mcr-1 geni, fosfoetanolamin transferaz enzimini kodlayarak, lipit A’ya
fofoetanolaminin eklenmesine neden olmaktadir. Bu da LPS’lerin katyonik yiikiiniin

artmasi1 anlamima gelmekte dolayisiyla kolistinin LPS’e baglanmasini bloke etmektedir
[49, 87, 121].

Kolistine kars1 bakterilerin gelistirdikleri baska diren¢ mekanizmalarina 6rnek
olarak K. pneumoniae’nin polisakkarit kapsiilii verilebilir. Bu kapsil, Kolistinin

bakteriyel dis membranla etkilesimini azaltarak LPS’lere ulasmasini engellemektedir

[121].

Transport proteinlerinden olusan atim pompalari, bakteriyi kolistine karsi koruyan

baska bir diren¢ mekanizmasidir [2].

A. baumannii’de kolistine direng mekanizmasi, kolistinin hedefi olan LPS’lerin
kaybolmas: seklindedir. LPS’lerin yoklugu, lipit A’yr kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir [2, 121].

Cogul direngli Gram negatif comak (MDR-GNC) enfeksiyonlarinin tedavisinde
beta-laktam, aminoglikozid, kinolon ve karbapenemlerin tedavideki basarsizligndan
dolay1 kolistin tekrar ilgi kazanmistir. Bu baglamda tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kolistin duyarlilik testleri biiyiik 6l¢iide 6nemlidir [62, 86].

2.3.6.5. Kolistine Duyarhlik Testleri

Kolistinin molekuler 6zellikleri nedeniyle rutin antibiyotik duyarlilik testleriyle
elde edilen sonuglardan siiphe duyulmasi s6z konusu olmustur [51]. Kolistinin buyuk
molekiil yapisina baglh olarak agara diflize olamamasi, bakterilerin agar {izerinde
olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplara giiveni azaltmis [96] ve disk difflizyon (DD)
yonteminin kolistine duyarlilik testleri i¢in uygun bulunmamasina yol agmistir [62]. Bu
nedenle, 2016 yilinda Avrupa Atimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing-EUCAST) disk difflizyon testi icgin
breakpoint degerleri saglamak yerine, hastalarin tedavisinde kolistinin kullanilmasindan
once kesin minimal inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri saptanmasinin zorunlu
oldugunu belirtmistir [81]. Kolay uygulanilabilen bir test olan gradiyent test (E-test)
pahal1 bir test olmasindan ziyade, yine agara dayal bir ydntem oldugundan kolistin MIK
degerlerini belirlemek igin giivensiz olarak goriilmektedir [121]. Mueller-Hinton agar

besiyeri kullanan bir baska yontem, agar diliisyon yontemidir. Bu yOntem bircok
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arastirmada BMD yo6ntemi ile uyumlu sonuglar géstermesine ragmen CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) ve EUCAST rehberleri tarafindan tavsiye
edilmemektedir. Ayrica bu yontem taze (bir hafta gegmeyen) besiyeri kullanimina ihtiyag
duydugundan ¢ok zahmetli olup rutin laboratuvarlarda kullanilmasi uygun olmamaktadir.
Kolistin MiK lerini saptamak igin s1v1 mikrodiliisyon (BMD) yontemi ulusal ve uluslar

arasi rehberler tarafindan altin standart yontem olarak tavsiye edilmektedir [63, 121].

Bunun disinda, kolistin, katyonik yapisi nedeniyle, BMD i¢in kullanilan plastik
mikroplaklara yapisarak test edilen konsantrasyonlarin degismesine neden olmaktadir
[72, 156]. Kolistinin plastige yapismasini engellemek i¢in bakteri inokulumuna ya da
antibiyotik sollisyonuna polisorbat-80 surfaktan eklenebilecegi bildirilmis, ancak
polisorbat-80 surfaktanin kolistin ile etkilesime girdigi fark edildikten sonra EUCAST ve
CLSI polisorbat-80 surfaktanin eklenmesine gerek olmadigini bildirmislerdir [63, 81,
156]. Kolistinin plastige yapigmasindan kaginmak igin cam tiiplerle makrodilisyon
yontemi uygulanarak dogru MIK degerleri elde edilebilmektedir. Ancak makrodiliisyon
yontemi zahmetli, zaman alici ve daha maliyetli oldugundan rutin laboratuvarlarda

kullanilmasi tercih edilmemektedir [156].

Bircok calismada otomatize sistemlerle (BD Phoenix 100, VITEK2 ve MicroScan
vb) elde edilen MIK degerleri referans BMD yontemi ile karsilastirildiginda kabul
edilemeyen ¢ok biiyiik hata (CBH) oranlar1 gostermesi nedeniyle bu sistemlerin kolistine

duyarliligi saptamak igin giivenilir olmadig1 bildirilmistir [69, 75, 120, 121].

Bu bilgilerin 15181 altinda tek gilivenilir yontemin altin standart BMD y0dntemi
oldugu goriilmektedir. Ancak BMD yonteminde kullanilacak antibiyotik soliisyonlar1 ve
stv1 besiyerinin manual olarak hazirlanmasina gerek duyulmasi, zahmetli ve zaman alict
bir yontem olmasi ve sonuglarin gecikmesinden dolayr tibbi mikrobiyoloji rutin
laboratuvarlarinda kullanilamamaktadir [73, 81, 111].

Kolistin duyarlilik testleri uygulamasinda rutin laboratuvarlarda hala sorunlar
yasanmaktadir. MDR-GNGC’ler ile enfekte hastalarin tedavisinde yol gdsteren pratik ve
giivenilir kolistin duyarlilig1 belirleyebilen bir yontemin gelistirilmesi gerekmektedir
[120]. Bu kapsamda bir¢ok aragtirmalar yapilip Simmner’in Mueller-Hinton buyyona
dayali disk eliisyon yontemi, Nordman’nin Enterobacteriaceae tirlerinin glukozu

kullanima dayal1 hizli polimiksin NP (HPNP) testi, Lescat’in rezasurine bagli HPNP testi
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ve Sadek’in P. aeruginosa’nin metabolizmasina dayali hizli polimiksin/Pseudomonas NP
testi gibi bir¢cok yontem gelistirilmistir [84, 107, 135, 145]. Simner’in disk elusyon
yontemi ile yapilan 6n ¢alismalarda iyi sonuglar elde edilmesi ve Nordman’nin HPNP ve
Lescat’in rezasurine bagli HPNP testinin degerlendirilmek istenmesi, bu tezin konusuna

karar verilmesine onciiliik etmistir.

2.3.7. Tigesiklin

Glisilsiklin  antibiyotik grubunun iiyeleri arasinda yer alan tigesiklin,
vankomisine-direncli Enterococcus spp. ve metisiline-direncli Staphylococcus aureus
gibi ¢ogul-direngli aerop ve anaerop bakterilere karsi etkili genig-spektrumlu
antibiyotiktir. Tigesiklin, gittikce artan kolistin-direncine kars1 hala etkili olan

semisentetik yeni bir antibiyotiktir [16, 28].

Tigesiklin, bakterilerde protein translasyonunu inhibe eden bakteriyostatik etkiye
sahiptir. Tigesiklin bakteriyel 30S ribozom birimine baglandiginda, tagiyict RNA (tRNA)
molekullerinin baglanma noktasina girmesini engellemektedir. Bu sekilde amino-

asitlerin uzun peptit zinciri olusturmasini 6nlemektedir [16].

Tigesiklin P. aeruginosa, Morganella morganii, Providendica spp. ve Proteus
mirabilis gibi bazi1 bakterilere kars1 etki giistermemektedir. Tigesiklin efluks pompasi, B-
laktamazlar, hedef enzimin yerinin degismesi veya hedef degisimi gibi bakteriyel direng
mekanizmalarindan etkilenmemesine ragmen son yillarda tigisikline direngli bakteriler

izole edilmeye baglanmistir. [130, 137, 162].

Tigesiklin, MDR-GNGC enfeksiyonlarinda etkili olmasina ragmen sadece agir
enfeksiyonlarda son secenek olarak kullanilmaktadir. Ciinkii monoterapi seklinde

kullanildiginda mortalite riskinin artmasina yol agtig1 gosterilmistir [130, 168].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg:

3.1.1. Ornekler:

Istanbul T1p Fakiiltesi Tibb1 Mikrobiyoloji Laboratuvarma Ocak 2019- Temmiiz
2020 arasindaki 18 aylik siirecte gonderilen kan kulturt 6rneklerinden izole edilen 102
cogul-direncli Gram-negatif ¢comak (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A.

baumannii) ¢alismaya dahil edilmistir.

Cogul-direngli Gram-negatif ¢omaklar (MDR-GNGC); ¢ farkli antibiyotik
sinifinin bir ya da birden fazla ajanina direncli bakteriler (ligiincii kusak sefalosporinlere,

aminoglikozidlere ve florokinolonlara direncli) olarak tanimlanmustir [92].

Calismadaki bakteri izolatlari, li¢ gruba ayrilmistir:

« Grup 1: GSBL pozitif bakteriler.

»  Grup 2: Karbapenemlere direncli bakteriler

» Grup 3: Kolistin ve tigesiklin hari¢ tim antibiyotiklere direngli (yaygin
ilac direncli) bakteriler

3.1.1.1. Calismaya dahil etme kriterleri
* (Calismaya, ¢ocuk Ve yetiskin hastalar olmak {izere tiim yas gruplar1 dahil
edilmistir.
» Kolistin direncinin en sik gortldigi E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, A. baumannii izolatlar1 ¢alismaya dahil edilmistir.

» Her hastadan sadece bir izolat ¢alismaya dahil edilmistir

3.1.1.2. Calismaya hari¢ tutma Kkriterleri
* (Calismada Uguncu kusak sefalosporinlere (CTX) duyarli bakteriler hari¢
tutulmustur.
* Ayni hastaya ait birden fazla izolat oldugunda sadece ilk izolat ¢aligmaya
dahil edilmistir.
* Cogul-direngli olmasina ragmen Enterobacter, Citrobacter, Serratia.
cinsi izolatlar sayica az olmalari ve istatiksel olarak degerlendirme

giicliigii nedeniyle hari¢ tutulmustur.
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3.1.3. Kullanilan Besiyerleri
3.1.3.1. Kanh Agar
+%5 Koyun Kanli Columbia Agar (Beckton Dickinson®, ABD) igeren hazir

besiyerleri kullanilmistir.

3.1.3.2. Triptik Soy Agar (TSA)

Triptik soy agar (Beckton Dickinson®, ABD) toz besiyerinden 40 gr tartilip, 1000
ml distile su ile ¢cozUndurallp, pH: 7.2-7.4°e ayarlanip, 121°C’de, 15 dakika siireyle
otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra besiyerinin 45-50°C’ye sogumasi
beklendikten sonra 90 mm’lik petri kutularina 4 mm kalinliginda olacak sekilde

dokilmistiir. Besiyeri katilagip kuruduktan sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3.3. Mueller Hinton Agar (MHA)

Mueller Hinton agar (Condalab®, Ispanya) toz besiyerinden 38 gr tartilip, 1000
ml distile su ile ¢cozindurilip, pH: 7.2-7.4°e ayarlanip, 121°C’de, 15 dakika siireyle
otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra besiyerinin 45-50°C’ye sogumast
beklendikten sonra 90 mm’lik petri kutularina 4 mm kalinliginda olacak sekilde

dokulmistiir. Besiyeri katilasip kuruduktan sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3.4. Katyon- Ayarh Mueller Hinton Broth (KAMHB)

Katyon-Ayarli Mueller Hinton (Beckton Dickinson®, ABD) broth toz
besiyerinden 22 gr tartilip, 1000 ml distile su ile ¢ozindurilup, pH: 7.2-7.4’e
ayarlandiktan sonra cam tiiplere dagitilip, 121°C’de, 15 dakika siireyle otoklavda steril
edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra tiipler biraz soguduktan sonra +4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.1.3.5. Ure Agar

Ure agar (Beckton Dickinson®, ABD) toz besiyerinden 15 gr tartilip, 950 ml
distile su ile ¢ozundurilip, pH: 7.2-7.4’e ayarlandiktan sonra cam tiiplere dagitilip,
121°C’de, 15 dakika siireyle otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra
yaklagik 50°C’ye kadar soguyan 950 ml hazirlanmig Ure besiyerine, daha Once filtre
edilen 50 ml %40°1ik iire solisyonu ilave edilmistir. Hazirlanmis besiyeri tiiplere dagitilip

yatik olarak katilastirildiktan sonra +4°C’de saklanmustir.
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3.1.3.6. U sekerli besiyeri

Uc sekerli (Triple Sugar Iron Agar, Oxoid, ABD) agar toz besiyerinden 65 gr
tartilip, 1000 ml distile su ile ¢ozindlrilup, pH: 7.4’e ayarlandiktan sonra 121°C’de, 15
dakika sireyle otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra cam tlplere

dagitilip yatik olarak katilastirildiktan sonra +4°C’de saklanmustir.

3.1.3.7. Sitrat Agar (Simmonis-Citrate Agar)

Sitrat (Beckton Dickinson®, ABD) agar toz besiyerinden 23 gr tartilip, 1000 ml
distile su ile ¢ozlindurulip, pH:7.4’e ayarlandiktan sonra 121°C’de, 15 dakika siireyle
otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra cam tiiplere dagitilip yatik olarak

katilastirildiktan sonra +4°C’de saklanmustir.

3.1.3.8. Voges Proskauer Broth (VP Broth)

Toz (Beckton Dickinson®, ABD) besiyeriden 17 gr tartilip, 1000 ml distile su ile
¢ozundurullp, pH:7.4 *e ayarlandiktan sonra cam tiiplere 5’er ml dagitilip, 121°C’de, 15
dakika sureyle otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan c¢iktiktan sonra +4°C’de

saklanmustir.

3.1.3.9. Lizin Dekarboksilaz/ Deaminaz Besiyeri

Lizin Iron agar (Beckton Dickinson®, ABD) toz besiyerinden 28 gr tartilip, 1000
ml distile su ile ¢ozindurulip, pH:7’ye ayarlandiktan sonra 121°C’de, 15 dakika siireyle
otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra cam tiiplere dagitilip yatik olarak

katilagtirildiktan sonra +4°C’de saklanmustir.

3.1.3.10. MIO (Hareket, Indol ve Ornitin Dekarboksilaz) besiyeri

Motility indole orintine agar (Beckton Dickinson®, ABD) toz besiyerinden 26 gr
tartilip, 1000 ml distile su ile ¢oziunddrullp, pH: 7.4’e ayarlandiktan sonra cam tiiplere
dagitilip, 121°C’de, 15 dakika siireyle otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan

sonra +4°C’de saklanmustir.

3.1.3.5. Gliserol-triptik soy broth

Bakteri stoklama amaciyla kullanilan stoklama besiyerini hazirlamak igin triptik
soy broth toz (Oxoid, ABD) besiyerinden 30 gr tartilip, 800 ml distile su ile ¢dzundurulip,
ustiine 200 ml gliserin ilave edilip, 7.2-7.4 pH’ya ayarlandiktan sonra 200 ml’lik
balonlara dagitilarak, 121°C’de, 15 dakika siireyle otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan
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ciktiktan sonra biraz soguduktan sonra ependorf tiiplere 1 ml olacak sekilde boluntp

+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.4. Antibiyotikler ve Kitler

3.1.4.1. Antibiyotik toz maddeleri

Kolistin sulfat toz maddesi ( Carbosynth, Potens: 770)
Meropenem toz maddesi ( Trihidrat, Potens: 950)
Tigesiklin toz maddesi (Carbosynth, Potens: 980)

3.1.4.2. Antibiyotik Diskleri

Kullanilan disklerin igerigi, CLSI rehberlerine gore:

Ampisilin 10 pg (Biyoanalayse®)
Ampisilin/Sulbaktam 10/10 ug (Biyoanalayse®)
Amoksisilin/ Klavulanik asit 20/10 ug (Biyoanalayse®)
Piperasilin+ Tazobaktam 100/10 ug (Biyoanalayse®)
Sefazolin 30 ug (Biyoanalayse®)

Sefuroksim 30 pg (Biyoanalayse®)

Sefoksitin 30 pg (Biyoanalayse®)

Sefotaksim 30 ug (Biyoanalayse®)

Seftazidim 30 pg (Biyoanalayse®)

Sefepim 30 pg (Biyoanalayse®)

Imipenem 10 pg (Biyoanalayse®)

Meropenem 10 ug (Biyoanalayse®)

Ertapenem 10 pg (Biyoanalayse®)

Siprofloksasin 5 ug (Biyoanalayse®)

Gentamisin 10 pg (Biyoanalayse®)

Amikasin 30 ug (Biyoanalayse®)

Tobramisin 10 ug (Biyoanalayse®)
Trimetoprim/Sulfametoksazol 1.25/23.75 ug (Biyoanalayse®)
Kolistin sulfat 10 ug (Biyoanalayse®)
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3.1.4.3. Kolistin MiK Mikroplak Kiti
Yedi farkli konsantrasyonda (0.25- 16 pg/ml ) kolistin iceren 96 kuyucuktan
olusan bir mikroplakttir. Bu mikroplaklarin her siitunun sonunda bir adet pozitif tireme

kontrolu kuyucugu i¢ermektedir (Diagonistics®, Slovakya).

Slspansiyon medium (Katyon ayarli Miiller Hinton Broth) bakterilerin

rehidrasyonu i¢in kullaniimistir.

3.1.5. Diger Kimyasal Maddeler
« Rezasurin (Sigma-aldrich, Almanya)
» Fenol kirmiz1 (Difco Laboratories, ABD)
» D(+)-Glukoz monohidrat (Riedel-de haen, BK)
« Gliserin (Sigma, Almanya)
 Tris base (Sigma, Almanya)
» Borik asit (Sigma, Almanya)
+ 0.5 MEDTA (pH:8) (Sigma, Almanya)
« Etidyum bromur

« Agaroz (Sigma, Almanya)

3.1.6. Kullanmilan sarf maddeler
« Ependorf tipleri (Laposel, Tirkiye)
«  Steril petri kutular1 (Laposel, Tirkiye)
«  Mikropipet uclari (10°1uk, 100°lik ve 1000°1ik), (Laposel, Turkiye)
» Mikroplak 96 kuyucuklu, steril kapakli, (Laposel, Tirkiye)
« Steril pamuklu ekivyon, (Laposel, Turkiye)

« Cam tipler

3.1.7. Kullanilan cihazlar ve diger gerecler
« Kan kailtard sistemi (BACTEC FX, Becton Dickinson, USA)
« Etiv (Heraeus, Almanya)
 Terazi (Normal ve hassas terazi), (AXIS, Turkiye)
» Phayarlama cihazi (Xylem, Almanya)
« Otomatize identifikasyon sistem (Phoenix 100, Becton Dickinson, USA)
« Buzdolab1 (4° C), (Arcelik, Turkiye)
« Derin dondurucu (20° C), (Arcelik, Turkiye)
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« Vorteks cihazi (IKA, Almanya)

» McFarland Densitometer (Biosan®)

» Tekli mikropipet (10’1uk, 100’lik ve 1000’lik), (Hamilton, Romania)
»  Coklu mikropipet (10’luk ve 100°liik), (Ossila, UK)

* Su banyosu (Biosan®)

« DNA amplifikasyon cihazi (Thermofisher, ABD)

» Elektroforez cihazi (E-C Apparatus, UK)

« Santrifiij cihazi (Hettich Zentrifugen, Almanya)

« Transliminator (Thermofisher, ABD)

3.1.8. Standart suslar
« Pseudomonas aeruginosa: ATCC 27853
» Escherichia coli: ATCC 25922
» Escherichia coli ATCC 13846 (mcr-1 tasiyan kolistin-direncli E. coli)

3.1.9. Mastermix

Ticari sekilde mevcut bulunan bu ¢6zelti igerisinde primerler ve DNA hari¢ PCR
icin gereken tim malzemeler (ANTP, MgClz, PCR buffer) bulunmaktadir. Cozelti direkt
2X olarak sulandirilmadan kullamilmistir [2]. (Biomatik, 2XTagq PCR Master Mix,
Kanada).

3.1.10. Kullamlan primerler
« mcr-1 (CRL-F) [2] 5'-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3’ (Oligomer, Tlrkiye)

* mcr-1 (CRL-R) 5'-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3 (Oligomer, Turkiye)

3.1.11. Agaroz jel hazirlanmasi

Agaroz (1 gr), 100 ml 0.5X TBE tamponu i¢inde ¢oziiliip mikrodalga firinda
1sitilarak % 1°lik agaroz jel hazirlanmistir. Hazirlanan jel, 55 °C sicakliginda 10-15 dakida
bekletildikten sonra igerisine 5 pl etidyum bromiir ilave edilmistir. Jeli dokmek i¢in
icinde tarak yerlestirilmis kenarlar1 kapatilmis bir kaset hazirlanmistir. Jel, bu kasete

dokilerek Gizerinde kuyucuklar olusturulmus ve oda 1sisinda katilagsmaya birakilmistir.
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3.1.12. Elektroforez tampon ¢ozeltisi
Tris-asetat 242 g ile 100 ml 0.5 M EDTA (pH: 8.0) hazirlanip oda sicakliginda
saklanmistir. Daha 6nce hazirlanilan agaroz jelinin istiinii kapatacak sekilde bu ¢ozelti

ile elektroforez tanki1 doldurulmustur.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Bakteri izolasyonu

Kliniklerden gonderilen kan kiiltiirii siseleri otomatize kan kiiltiirii sisteminde
(BACTEC FX, Becton Dickinson, USA) bes giin siireyle inkibe edilmistir, pozitif sinyal
veren sigselerden Gram boyama yapilarak iireyen bakterinin morfolojisi tanimlanmuistir.
Ardindan 6rnekler koyun kanli agar besiyerine ekilip 37° C’deki etiivde 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra konvansiyonel ve biyokimiyasal yontemlerle ve gerektiginde
otomatize sistem (Phoenix 100, Becton Dickinson, USA) araciligiyla identifikasyon
yapilmistir. Bakteri izolatlar1 ¢alisma yapilana kadar saklama besiyerine (Gliserol-triptik
soy broth) alinarak -80°C’de saklanmigtir [80].

(Calisma zamaninda izolatlarin saflifindan emin olmak ve testleri uygulamak
uzere taze kolonileri kullanabilmek icin triptik soy agara (TSA) iki kez pasajlar1 alinip

37° C etlivde bir gece inkiibe edildikten sonra ¢alismaya alinmistir [80].
3.2.2. Antibiyotik Duyarhlik Deneyleri

3.2.2.1. Disk Diftizyon

Her bakteri izolatina, direngli oldugu antibiyotik grubunu belirlemek i¢in Kirby
Bauer disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal duyarlilik test uygulanmistir. TSA
besiyerine yapilmis taze pasajlardan birer stvi KAMHB besiyerinde dogrudan koloni
stispansiyon yontemiyle 0.5 McFarland bulanikta olacak sekilde bakteri siispansiyonu
hazirlanmigtir. Hazirlanan bakteri siispansiyonundan steril pamuklu ekiivyon araciligiyla
MHA besiyeri yiizeyine yayilmistir. Ardindan 15 dakikayi asmadan yayilan MHA
petrileri (zerine, dispenser araciligiyla antibiyotik diskleri [ampisilin  (AMP),
ampisilin+sulbaktam (SAM), amoksisilin+klavulanik asit (AMC), sefazolin (KZ2),
sefoksitin (FOX), sefotaksim (CTX), seftazidim (CAZ), sefepim (FEP), imipenem (IMP),
meropenem (MEM), ertapenem (ERT), gentamisin (CN), tobramisin (TOB), amikasin
(AK), kotrimoksazol ~(SXT), siprofloksasin  (CIP), levofloksasin (LEV),
piperasilin+tazobaktam (TZP)] her petriye sekiz disk olacak sekilde yerlestirilmistir.
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GSBL varligin1 saptamak igin ¢ift disk sinerji testi (CTX, AMP, FEP) esas alinmigtir
(Sekil 3-1.). Deney sonuglar1 CLSI Onerilerine gore degerlendirilmistir [64, 80].

Sekil 3- 1. Cift disk sinerji testine 6rnek resim.
(CTX, AMC ve FEP diskleri arasinda olusan gift disk sinerji)

Tablo 3- 1. Kullanilan antibiyotiklerin CLSI rehberine gore inhibisiyon zon ¢aplari
Antibiyotik Enterobacteriaceae P. aeruginosa A. baumannii

()]

AMP (10) >17 1416 = <13 - - - - - -
SAM (10/10) >15 1214 <11 - - : >15 12114 <11
AMC (20/10) >18 @ 1417 @ <13 - - - - - -
TZP (100/10) >21 1820 <17 =21 1520 <14 >21 1820 <17

KZ (30) >23 | 2022 @ <19 - - - - - -

FEP (30) >25 1924 <18 >18 1517 <14 >18 1517 <14

CXM (30) >18 @ 1517 @ <14 - - - - - -

FOX (30) >18 1517 <14 - - - - - -

CTX (30) >26 @ 2325 @ <22 - - - >23 1522 @ <14

CAZ (20) >21 1820 <17 =18 1517 <14 >18 1517 <14

iMP (10) >23 | 2022 <19 @ >19 1618 <15 >22 = 1921 = <18

MEM (10) >23 2022 <19 >19 1618 <15 >18 1517 <14

ERT (10) >22 | 1921 <18 - - - - - -

CN (10) >15 1314 <12 >15 1314 <12 >15 1314 <12
TOB (10) >15 @ 1314 <12 >15 1314 <12 | >15 1314 <12
AK (30) >17 1516 <14 >17 1516 <14 >17 1516 <14
SXT (1.25/23.75) = >16 1115 = <10 - - - >16 1115 <10
cip (5) >21 1115 <10 =21 1620 <15 >21 1620 <15
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3.2.2.2. Sivi Mikrodillisyon

Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MIK); bir gece inkiibasyon ardindaki
mikroorganizmanin  goriinebilir iiremesi inhibe eden antibiyotigin en diisiik
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir [4]. Kolistin MIK degerini BMD yontemiyle
saptamak icin ASM (American Society for Microbiology) ve CLSI 6nerilerine gore
kolistin sllfat (Carbosynth AC20542) tozu kullanilmistir [64]. Antibiyotik toz
maddelerinden istenen miktar hassas terazi ile tartilip ¢oziiciileri olan steril distile su
icinde ¢ozdiirtilmiistiir. Hazirlanan antibiyotik soliisyonlar1 ependorf tiiplere dagitilarak -
+4°C’de muhafaza edilmistir. Antibiyotik stok soliisyonu hazirlamak i¢in gerekli olan

miktar asagidaki formiil ile hesaplanmigtir [80]:

Coziici Hacmi(ml)x Antibiyotik konsantrasyonu (pg/ml)

Antibiyotik Miktari(mg) = Potens (pg/ml)

10 ml x 2560 pg/ml
770

Kolistin Icin: = 33,25mg

Potensi 770 olan kolistin siilfat tozundan baslangigta 2560 pug/ml konsantrasyonda
antibiyotik solusyonu hazirlamak i¢in stok soliisyon hazirlama formuline gore 33,25 mg
tartilip ¢6zUclsu olan 10 ml steril distile su icinde ¢ozindirilip 1’er ml’lik ependorflara
bolinerek -20° C’de muhafaza edilmistir. Calisma giininde kullanilacak miktara gore
2560 pg/ml konsantrasyondaki solusyondan 1:10 dilue ederek sulandirma yapilmistir. (1

ml alinip 9 ml steril distile suda ¢oziilerek)

Triptik Soy agar besiyerinde bir gece inkiibe edilmis taze pasajlardan, KAMHB
sivi besiyerine alarak koloni slispansiyon yontemiyle birkag koloni aktarilarak 0.5
McFarland (1.5 x 108 CFU/mI) bulamkliginda bakteri siispansiyonu hazirlandiktan sonra
bu stispansiyondan baska bir KAMHB steril tiip i¢cinde 1:10 sulandirim yapilarak nihai

bakteri siispansiyonu hazirlanmistir [80].

Icinde BMD uygulanacak olan 96 kuyucuklu polistiren mikroplaklarin her
kuyucuguna, ¢oklu mikropipet vasitasiyla 100 ul steril KAMHB s1v1 besiyeri dagtilmistir.
Ardindan mikroplaktaki ilk sutunun her kuyucuguna 256 ug/ml konsantrasyondaki
antibiyotik solisyonundan 100 ul aktarilmakla ilk kuyucukta 128 ug/ml konsantrasyon
elde edilmistir. Her siradaki birinci kuycuktan 100 pl almip, bir kuyucuk disinda

(11.kuyucuk: sadece bakteri stispansiyonu icerecek olan pozitif kontrol kuyucugu) tim
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kuyucuklara iki kat seri diliisyon yapilmistir. 12.kuyucuk; antibiyotik igerecek ama
bakteri stispansiyonu icermeyecek sekilde negatif kontrol olarak kullanilmistir. Son seri
diliisyonu yapilan kuyucuktan (12.kuyucuk), 100 ul siv1 ¢ekilip disartya atilmistir. Sonra
negatif kontrol kuyucugu disinda tiim kuycuklara hazirlanan sulandirilmis bakteri
stispansiyonundan 10 pl inokule edilmistir. Mikroplagin birinci sirasina kotntrol standart
suslar (P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 13846 (mcr-1
tastyan Kolistin-direngli E. coli) inokiile edilmistir. Bu sekilde mikroplak iginde 0.25-128
ug/ml araligindaki antibiyotik konsantrasyonlari ve her kuyucukta 5 x 10° CFU/ml
bakteri konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Aym sekilde geriye kalan yedi siraya diger
bakteri suslar1 inokule edilmigtir. Testin dogrululugundan emin olabilmek igin her

mikroplak ayni sartlar altinda iki defa yapilmstir.

Mikroplaklar steril seffaf kapaklariyla kapatilip 35°C’de, 18- 24 saat
inkiibasyondan sonra g0zle okunup kuyucuklarin bulanikligina gore bulaniklik
gozlenmeyen ilk kuyucuk, MiK degeri olarak kaydedilip CLSI ve EUCAST breakpoint
(Tablo 3-3.) tablolarina gore degerlendirilmistir [43, 64, 80].

Tablo 3- 2. CLSI ve EUCAST ’a gore breakpoint tablosu.
Antibiyotik CLsI EUCAST
Duyarl1  Direngli  Duyarli Direngli

Kolistin MiK (ug/ml) <2 >4 <2 >2
Tigesiklin MiK (pg/ml) <0.5 >0.5 <0.5 >0.5
Meropenem MIK (ug/ml) <1 >4 <2 >8

3.2.2.3. Sivi makrodiltsyon

Kolistin MIK degerini BMD ydntemiyle saptamak icin ASM ve CLSI 6nerilerine
gore kolistin silfat (Carbosynth AC20542) tozu kullanilmistir [64]. Potensi 770 olan
kolistin siilfat tozundan baslangigta 2560 pg/ml konsantrasyonda antibiyotik sollisyonu
hazirlamak i¢in stok soliisyon hazirlama formiiliine gore 33,25 mg tartilip ¢oziiciisii olan
steril distile su iginde ¢ozindirilip 1’er ml’lik ependorflara béliinerek -20° C’de

muhafaza edilmistir. Calisma giiniinde kullanilacak miktara goére 2560 ug/ml
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konsantrasyondaki soltisyondan 1:10 (1 ml alinip 9 ml steril distile suda ¢6ziilerek) dillie

ederek sulandirma yapilmustir.

Triptik Soy agar besiyerine yapilmis ve bir gece inkiibe edilmis taze pasajlardan,
KAMHB s1v1 besiyerine birka¢ koloni aktarilarak 0.5 McFarland (1.5 x 108 CFU/mI)
bulanikliginda bakteri stuspansiyonu hazirlandiktan sonra bu siispansiyondan baska bir
KAMHB steril tipu icinde 1:100 sulandirma yapilarak nihai bakteri slispansiyonu
hazirlanmistir [80].

Her bakteri i¢in 1 ml KAMHB s1v1 besiyeri igeren 12 steril cam tiip kullanilmistir.
Birinci tlpe 256 pug/ml konsantrasyondaki antibiyotik sollisyonundan 1 ml aktarilarak 128
ug/ml konsantrasyonu elde edilmistir. Ardindan birinci tiipten 1 ml alinip, son iki tiip (11.
tlp: sadece bakteri stispansiyonu icerecek olan pozitif kontrol tiipd) tim tuplere iki kat
seri diliisyon yapilmistir. 12.tlp: antibiyotik igcerecek ama bakteri suspansiyonu
icermeyecek sekilde negatif kontrol olarak kullanilmistir. Son seri diliisyonu yapilan
tlpten (12.tiip), 1 ml s1v1 ¢ekilip disariya atilmistir. Sonra da negatif kontrol tiibii disinda
tlm tlplere hazirlanan sulandirilmis bakteri siispansiyondan 1 ml inokiile edilmistir. Ayni
sekilde her s1vi makrodiliisyon galisma setinde uygun kontrol standart sus (P. aeruginosa:
ATCC 27853, E. coli: ATCC 25922, mcr-1 tasiyan E. coli (kolistin-direncli): ATCC
13846) calisilmistir. Bu sekilde tiipler iginde 0.25-128 pg/ml araligindaki antibyotik
konsantrasyonlari ve her tiipte 5 x 10° CFU/mI bakteri konsantrasyonlari elde edilmistir.
Tupler 35°C’de, 18- 24 saat inkubasiyondan sonra gozle okunup tiiplerin bulanikligina
gore bulaniklik gézlenmeyen ilk tiip, MIK degeri olarak kaydedilip, CLSI ve EUCAST
breakpoint tablolarina gore degerlendirilmistir [43, 64].

Sivi mikrodilisiyon ile ¢ok buytk/ blylk hata gosteren izolatlar tekrar test

edilmistir.
3.2.2.4. Ticari Mikrodiltisyon

Her test mikroplag: yedi farkli konsantrasyonda (0.25-16 pg/ml) kolistin igeren
kuyucuk ve bir adet pozitif tireme kontrol kuyucugundan olusmaktadir (Diagonistics®
8011, Slovakya)

TSA besiyerinde pasaji yapilmig 18-24 saatlik saf kiiltiirden iyi izole edilmis

kolonileri alarak, iiretici firma 6nerisi dogrutusunda steril tuzlu su iginde 0,5 McFarland
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bulaniklikta bir siispansiyon hazirlanmistir. Taze siispansiyondan 60 pl alinarak kit ile
beraber saglanmis siispansiyon medium (KAMHB) besiyerine inokile edilmistir.
Karisimi 4-5 kez ters duiz ederek hafifce calkalanmistir Hazirlanan son siispansiyondan
kit icindeki test mikroplaginin her kuyucuguna 100 ul bakteri siispansiyonu inokiile
edilmistir. Mikrodillisyon plag kilitli bir poset igerisine konduktan sonra 35°C sicaklikta
16-20 saat inkube edilmistir (CLSI'a gore). Renk degisimine gbre bakteri ureyip

iiremedigine karar verilmistir (Pembe = Ureme var, Mavi/Mor = Ureme yok).

MIK degeri, kontrol kuyucugundan belirgin olarak farkli renkte olan ilk
kuyucuktaki konsantrasyon olarak kabul edilip, CLSI ve EUCAST breakpoint tablolarina
gore degerlendirilmistir [43, 64].

3.2.2.5. Disk Elusyon

Cesitli kolistin duyarlilik testleri bulunmasina ragmen hala BMD yerine rutin
laboratuvarlarda kullanabilecek pratik, kolay ve az masrafli bir yontem bulunmamasi
nedeniyle Simmer ve arkadaslari, boyle bir yontem bulmak amaciyla disk elisyon
yontemini gelistirmislerdir [145]. Disk elisyon yontemi icin, 10 ml KAMHB iceren dort
adet cam tiipe, lireme kontrol tiipii hari¢ sirayla 1, 2 ve 4 adet kolistin diski (10 pg)
eklenip, 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra, her tiipe 50 pl
bakteri suspansiyonu (0.5 McFarland) ilave edilmistir. Her testte tireme kontroll olarak
P. aeruginosa 27853 ATCC susu kullanilmigtir. TUpler 37° C’de 24 saat etiivde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerin bulanikligina gére bulaniklik
gozlenmeyen ilk tiip, MIK degeri olarak kaydedilmis CLSI ve EUCAST breakpoint
tablolarma gore degerlendirilmistir. Simner ve arkadaslarina goére > 2 pg/ml
konsantrasyonlar elde edildiginde sivi mikrodilisyon ile dogrulanmasi gerekmektedir
[43, 64, 145].

3.2.2.6. Hizh Testler

3.2.2.6.1. Hizh polimiksin Nordman-Poriel Testi (HPNP)

Son yillarda Nordman ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bir yontem,
Enterobacteriaceae ailesinden bakterilerde kolistin direnci belirleyebilen hizli polimiksin
NP testidir (HPNP) [68, 107].
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Bu testte, 225 ml distile su icinde 6.25 g KAMHB besiyeri ile 125 mg fenol
kirmizis1 ¢ozundurdlip pH’1 6.7°e ayarlandiktan sonra otoklavda 121° C de 15 dakika
stireyle steril edilmistir. Otoklavdan c¢ikip oda 1sisna kadar soguduktan sonra %10
anhydrous D(+)glukoz’dan 25 ml filtre edilip eklenmistir. Daha sonra, solusyon, kolistinli
hizli polimiksin NP (C-HPNP) sollisyonu ve kolistin igermeyen hizli polimiksin NP
(HPNP) soltisyonu olmak (izere ikiye boliinmiistiir. Kolistin igermeyen hizli polimiksin
NP (HPNP) sollisyonuna hi¢ antibiyotik katmadan; kolistinli hizli polimiksin NP (C-
HPNP) soltsyonu, kolistin stok solusyonu (5 pg/ml) eklenerek hazirlanmistir [68, 107].

Standart sus ve test edilecek izolatlarin bakteri suspansiyonlart 3.0-3.5 McFarland

olacak sekilde ayarlanmustir.

Test, tek bir izolat i¢cin 8 kuyucuk kullanilacak sekilde mikroplak dzerinde
uygulanmustir. Ilk yatay siradaki dort kuyucuga (A1°den A4’e) kolistin icermeyen HPNP
soliisyonudan 150 upl konup, ikinci yatay siradaki dort kuyucuga (B1’den B4’¢) kolistin
iceren HPNP sollisyonudan 150 ul konmustur. Ardindan ilk dikey siitundaki kuyucuklara
(Al ve B1) 50 pl tuzlu su (%0.85 NaCl) ekleyerek sterilite testi olarak kullanilmustir.
Ikinci dikey siitun kuyucuklarma (A2 ve B2), negatif-kontrol olarak kullanilmak iizere,
kolistin-duyarli sus (E. coli: ATCC 25922) bakteri slispansiyonudan 50 ul inokule
edilmistir. Ugiincii dikey siitiin kuyucuklarma (A3 ve B3), pozitif-kontrol olarak
kullanilmak tizere, mcr-1 tagiyan E. coli ATCC 13846 bakteri siispansiyonudan 50 pl
inokule edilmistir. Dordiincii dikey siitiin kuyucuklarina (A4 ve B4), test edilecek izolatin
bakteri suspansiyonu 50 ul olarak inokule edilmistir. Bdylece her C-HPNP’i igeren
kuyucuktaki son kolistin konsantrasyonu 3.75 pg/ml olarak belirlenmistir. Diger bakteri
suslart mikroplak tizerinde ayni sirada dizilerek inokule edilmstir. Sonra 37° C’deki
etivde dort saat inkiibe edilmistir [107].

Inkiibasyon sonrasinda C-HPNP sollsyonu iceren kuyucuklar, kirmizidan sariya
renk degisimi gosterdiginde test pozitif (kolistin-direncli) olarak kabul edilmistir.
Kuyucugun rengi degismediginde (kirmizi renkte kaldiginda), test negatif (kolistin-
duyarl) olarak kabul edilmistir [107].

Bu testte MIK degerleri gozle okunup, CLSI ve EUCAST breakpoint tablolarina
gore degerlendirilmistir [43, 64].
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3.2.2.6.2. Rezasurine dayal hizh polimiksin NP testi (R-HPNP)

Son yillarda Lescat ve arkadaslari tarafindan gelistirilen ve non-fermentatif
bakterilerde kolistin direnci belirleyebilen rezasurine dayali hizli polimiksin NP testidir
[84].

Bu testte 225 ml distile su i¢inde 6.25 g KAMHB besiyeri ¢ozindirilup pH’1
7.2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121° C de 15 dakika silreyle steril edilmistir.
Otoklavdan ¢ikarilip oda 1sisina gelinceye kadar soguduktan sonra soliisyon ikiye
boliinmdstiir: kolistinli polimiksin NP (C-HPNP) sollisyonu ve Kkolistin igermeyen
polimiksin NP (HPNP) solusyonu. Kolistin icermeyen polimiksin NP (HPNP) soliisyonu
hi¢ antibiyotik eklenmeden, kolistinli polimiksin NP (C-HPNP) soliisyonu kolistin stok
solusyonu eklenerek hazirlanmigtir. C-HPNP soliisyonu 3.75 pg/ml konsantrasyonda

kolistin igerecek sekilde hazirlanmistir [84].

Standart sus ve test edilecek izolatlarin bakteri siispansiyonlar1 3.0-3.5

McFarland olacak sekilde ayarlanmistir [84].

Test, tek bir izolat icin 8 kuyucuk kullanilacak sekilde mikroplak dzerinde
uygulanmustir. ilk yatay siradaki dort kuyucuga (Al1’den A4’e) kolistin icermeyen R-
HPNP soliisyonundan 180 ul konup, ikinci yatay siradaki dort kuyucuga (B1’den B4’e)
kolistin iceren R-HPNP (CR-HPNP) sollisyonundan 180 ul konlmustur. Ardindan ilk
dikey sttundaki kuyucuklara (Al ve B1) 20 ul tuzlu su (%0.85 Na CI) ekleyerek sterilite
testi olarak kullanilmustir. ikinci dikey stitun kuyucuklarmna (A2 ve B2), negatif-kontrol
olarak kullanilmak tizere, kolistin-duyarli sus (P. aeruginosa: ATCC 27853) bakteri
stispansiyonundan 20 ul inokule edilmistir. Ugiincii dikey siitiin kuyucuklarina (A3 ve
B3), pozitif-kontrol olarak kullanilmak tizere, mcr-1 tasiyan E. coli ATCC 13846 bakteri
stispansiyonudan 20 pl inokule edilmistir. Dordiincii dikey siitiin kuyucuklaria (A4 ve
B4), test edilecek izolatin bakteri siispansiyonu 20 pl inokule edilmistir. Boylece her CR-
HPNP’i iceren kuyucuktaki son kolistin konsantrasyonu 3.75 pg/ml olarak belirlenmistir.
Diger bakteri suslart mikroplak iizerinde ayni sirada dizilerek inokule edilmis ve 37° C’de
{ic saat etiivde inkiibe edilmistir. Ug saat inkiibasyon sonrasinda her kuyucuga %10
konsantrasyondaki rezasurin solusyonundan 22 upl eklenmistir. Sonra tekrar etiive
kaldirtlip bir saat boyunca her 15 dakikada bir renk degisimi gozlemlenmistir. CR-HPNP

soltisyonu igeren kuyucuklarda maviden mor veya pembeye renk degisim gozlendiginde
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test pozitif (kolistin-direncli) olarak kabul edilmistir. Kuyucugun rengi degismediginde
(mavi renkte kaldiginda) , test negatif (kolistin-duyarli) olarak kabul edilmistir [84].

Bu testte MiK degerleri gozle okunup, CLSI ve EUCAST breakpoint tablolarina
gore degerlendirilmistir [43, 64].

3.2.3. Dama Tahta yontemi

Calismada saptanan kolistine direngli izolatlarin (n=15), kolistin-tigesiklin ve
kolistin-meropenem kombinasyonlarina etkinligi sivi mikrodilisyon dama tahtasi
(Checker board) yontemi ile arastirnlmistir. Tigesiklin, meropenem ve kolistin stok
solusyonlar1 hazirlanip ilgili suslarda MIK degerleri test edildikten sonra mikroplak
panelleri hazirlanmistir. Bu deneyde, sinerjik etkileri arastirilacak her izolat bagina biri
kolistin-tigesiklin ve biri kolistin-meropenem olmak lzere iki 96 kuyucuklu ve U tabanl

steril polistiren mikroplak kullanilmigtir [80].

Her mikroplakta ilk sira kuyucuklarina kolistin, ve ilk situn kuyucuklarina
tigesiklin veya meropenem aktarilmistir. Ilk kuyucuk (Al: Pozitif kontrol) ile son
kuyucuk (H12: Negatif kontrol) disinda kalan tum kuyucuklar, iki antibiyotigin
kombinasyonlarin1 icermektedir [80]. Sekil 3- 2.’de kolistin-meropenem mikroplagi
iizerinde kombinasyonlarm dizilimi ve XFIK Indeksi hesaplanmasini gdsteren 6rnek
grafik, ve Sekil 3- 3.’de kolistin-tigesikilin mikroplag: iizerinde kombinasyonlarin

dizilimi ve TFIK indeksi hesaplanmasini gdsteren rnek grafik verilmistir.

Kombinasyona girecek her antibiyotigin, denenen izolat icin BMD ile belirlenen
MIK degerinin dért diliisyon asagisindan baslayan diliisyonlar: kullanilmistir. Kolistin
igin 0.25-256 pg/ml arasindaki diliisyonlar, tigesiklin i¢in 0.007-0.5 pg/ml arasindaki
diliisyonlar ve meropenem igin 2- 128 pg/ml arasindaki diliisyonlar kullanilmistir. Sadece
bir bakteri susu icin (MIK degeri 0.5 pg/ml olarak bulundugundan) meropenemin 0.06-4
pg/ml arasindaki diliisyonlar1 kullanilmistir. Antibiyotik stok solUsyonlari, ayr tiiplerde
cift kat dilisyonlar seklinde hazirlanmistir. Bu tlplerden de ilgili meropenem veya
tigesiklin soliisyonlar1 yatay kuyucuklara 50 pl, ardindan kolistin soliisyonlar1 50 pl
aktarilmistir. Bu sekilde her bir test kuyucugunda son hacim 100 pl olacak sekilde her iki
antibiyotik soliisyonundan kuyucuklara 50 pl aktarilmistir [80].
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Bakteri, MHB iginde 0,5 McFarland bulanikliga kadar siispanse edilip 1:30
oraninda diliie edilmistir. Bundan sonra bakteri stispansiyonu negatif kontrol kuyucugu
disindaki tim kuyucuklara dagitilmistir. Farkli bir mikroplak iizerinde ATCC susu ile
ayni deney kalite kontrol i¢in tekrarlanmistir [80].

Mikroplaklar steril seffaf kapakla kapatilip 35°C’de, 18- 24 saat inkuibasyondan
sonra gozle okunup, kuyucuklarin bulanikligina gore bulaniklik gézlenmeyen ilk
kuyucuk, MIK degeri olarak kaydedilip CLSI ve EUCAST breakpoint tablolarina gére
degerlendirilmistir [43, 64, 80].

Sinerjizim, indiferans veya antagonizm durumlarini belirlemek icin elde edilen
her iki antibiyotigin fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK) degerleri hesaplanip iki
antibiyotigin toplam fraksiyonel inhibitér konsantrasyonlar1 (XFIK) CLSI ve ASM
rehberlerine  gore hesaplanip  degerlendirilmistir  [23].  Fraksiyonel inhibitor

konsantrasyon (FIK) degerlerini hesaplamak icin asagidaki formuller kullanilmustir:

_ Antibiyotigin kombinasyondaki MIK degeri

Antibiyotigin tek basina MIK degeri

Daha sonra sonuglar ASM ve CLSI rehberlerine gore asagidaki tablodaki gibi
yorumlanmis ve denenen konsantrasyonlar arasinda antagonizm rastlanmadan sinerjizm
rastlandiginda, bu kombinasyon sinerjistik etkiye sahip olarak degerlendirilmistir. Aksi
durumda panel Uzerinde bir tane kombinasyonda bile antagonizme rastlandiginda
kombinasyon, antagonistik etkiyi sahip olarak degerlendirimistir [80]. ASM ve CLSI

rehberlerine gore TFIK Indeksi’lerin yorumlanmasi Tablo 3-3."de verilmistir.

Tablo 3- 3. ASM ve CLSI’a gére XFIK Indeksi’nin yorumlanmast.

YFiK indeksi (FIK.+FiKy) Yorum
<0.5 Sinerjik etki
05-<14 Indiferans etki
>4 Antagonist etki

Sinerjik etki; iki antibiyotigin birlikte kullanildiginda artan bakterisidal etkisidir. Bu etki

kombinasyona giren her antibiyotigin bir kat fazla konsantrasyonunun etkisinden daha
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hizlidir. indiferans etki, kombinasyondaki antibiyotiklerin birlikte kullanildiginda, her

birinin tek basina gosterdigi bakterisidal etkiden fazla olmayan etkidir. Antagonist etki,

kombinasyondaki antibiyotiklerin birlikte gosterdigi etkinin, her birinin tek basina

gosterdigi etkiden daha az olan etkidir [55].

Pozitif 1 Colistin 2 Col: 0.5 3 Col:1 4 Col: 2 5 Col: 4 6 Col: 8 7 Col: 16 8 Col: 32 9 Col: 64 10 Col: 128 Col: 256
Kontrolu 0.25
12
Meropenem | Col: 0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Col: 4 Col: 8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Col: 256
2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2 Mem: 2
B
Mem: 4 Col: 0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Col: 4 Col: 8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Col: 256
C Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4 Mem: 4
Mem: 8 Col: 0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Col: 4 Col: 8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Col: 256
Mem: 8 Mem: 8 Mem: 8 Mem: & Mem: & Mem: 8 Mem: 8 Mem: & Mem: & Mem: 8 Mem: 8
D
Mem: 16 Col: 0.25 Col: 0.5 Col:1 Col: 2 Col: 4 Col:8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Col: 256
E Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16 Mem: 16
Mem: 32 Col:0.25 Col: 0.5 Col:1 Col: 2 Col: 4 Col:8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Col: 256
F Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32 Mem: 32
Mem: 64 Col:0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Col: 4 Col: 8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Col: 256
G Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64 Mem: 64
Mem: 128 Col:0.25 Col: 0.5 Col:1 Col: 2 Col:4 Col:8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Sterilite
H Mem: 128 | Mem: 128 | Mem: 128 | Mem: 128 | Mem: 128 | Mem: 128 | Mem: 128 | Mem: 128 | Mem: 128 | Mem: 128 | Kontrolu
Ulfe“"e Kolistin (Antibiyotik A) Meropenem (Antibiyotik B)
olmayan . . . . .
kueuk  Kons. (pg/ml) FiK(A) Kons. (pug/ml)  FiK(B) 2Fik (Fik A +Fik B)  Yorum
A9 32 A MIK'I 0 A MIK'I A MIK'I A MIK'I
BS 2 0.0625 2 0.0625 0.125 Syn
C5 2 0.0625 4 0.125 0.1875 Syn
D5 2 0.0625 8 0.25 0.3125 Syn
E4 1 0.03125 16 0.5 0.53125 ind.
E3 0.5 0.015625 16 0.5 0.515625 ind.
F1 0 B MIK'I 32 B MIK'I B MIK'I B MIK'I

Sekil 3- 2. Dama tahtas1 yonteminin 6rnek grafigi
Kolistin-meropenem mikroplag {izerinde kombinasyonlarin dizilimini ve XFIK Indeksi

hesaplanmasini gdsteren grafik.
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Pozitif Colistin Col: 0.5 Col:1 Col: 2 Col: 4 Caol: 8 Cal: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Cal: 256
Kontrolu' | 0.25 2 3 4 5 6 ? 8 9 ].0 1 1 12

Tigesiklin | Col: 0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Col: 4 Col: 8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Col: 256
0.0078 Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078 | Tig: 0.0078

B

Tig: Col: 0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Cal: 4 Caol: 8 Cal: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Cal: 256
0.0156 Tig: 0.0156 | Tig: 0.0156 | Tig- 0.0156 | Tig: 0.0156 | Tig: 0.0156 | Tig: 0.0156 | Tig: 0.0156 | Tig- 0.0156 | Tig: 0.0156 | Tig: 0.0156 | Tig: 0.0156
Tig: Col: 0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Cal: 4 Caol: 8 Cal: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Cal: 256
0.0312 Tig: 0.0312 | Tig: 0.0312 | Tig- 0.0312 | Tig: 0.0312 | Tig: 0.0312 | Tig: 0.0312 | Tig: 0.0312 | Tig- 0.0312 | Tig:0.0312 | Tig: 0.0312 | Tig: 0.0312
Tig: Col: 0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Cal: 4 Caol: 8 Cal: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Cal: 256

0.625 Tig:0.625 | Tig:0.625 | Tig-0.625 | Tig:0.625 | Tig:0.625 | Tig:0.625 | Tig:0.625 | Tig-0.625 | Tig:0.625 | Tig:0.625 | Tig: 0.625

Tig: Col: 0.25 Col: 0.5 Col: 1 Col: 2 Cal: 4 Caol: 8 Cal: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Cal: 256
0.125 Tig:0.125 | Tig:0.125 | Tig-0.125 | Tig:0.125 | Tig:0.125 | Tig:0.125 | Tig:0.125 | Tig-0.125 | Tig:0.125 | Tig:0.125 | Tig: 0.125

I

Tig: 0.25 | Col:0.25 Col: 0.5 Col:1 Cal: 2 Col: 4 Col:8 Cal: 16 Col: 32 Col: 64 Cal: 128 Col: 256
Tig: 0.25 Tig: 0.25 Tig: 0.25 Tig: 0.25 Tig: 0.25 Tig:0.25 Tig: 0.25 Tig: 0.25 Tig:0.25 Tig: 0.25 Tig: 0.25

Tig: 0.5 Col: 0.25 Col: 0.5 Col:1 Col: 2 Col: 4 Col: 8 Col: 16 Col: 32 Col: 64 Col: 128 Sterilite
H Tig: 0.5 Tig: 0.5 Tig: 0.5 Tig: 0.5 Tig: 0.5 Tig:0.5 Tig: 0.5 Tig: 0.5 Tig:0.5 Tig: 0.5 Kontrolu

Ureme Kolistin (Antibiyotik A) Tigesiklin (Antibiyotik B)
olmayan  Kons. (ug/ml) FiK(A) Kons.(pg/ml) Fik(B) ZFik (Fik A+FikB) Yorum

A7 8 A MIK'I 0 A MiK'| A MIK'| A MiK'i
B5 2 0.25 0.0078 0.0156 0.2656 Syn
c5 2 0.25 0.0156 0.0312 0.2812 Syn
D5 2 0.25 0.0312 0.0624 0.3124 Syn
E5 2 0.25 0.0625 0.125 0.375 Syn
F5 2 0.25 0.125 0.25 0.5 Syn
G5 2 0.25 0.25 0.5 0.75 ind.
H1 0 B MIK'i 0.5 B MiK'| B MiK'| B MiK'|

Sekil 3- 3. Dama tahtas1 yonteminin drnek grafigi.
Kolistin-tigesikilin mikroplag: {izerinde kombinasyonlarm dizilimini ve XFIK indeksi
hesaplanmasini gdsteren ornek grafik.

3.2.4. Molekdler testler

Calismaya alinan 102 bakteri susu i¢indeki kolistine direngli bakterilerin (n=15)
mcr-1 direng genine sahip olup olmadigi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
arastirilmistir. Literattre gore Glkemizde sadece mcr-1 geni bulundugu i¢in sadece bu gen

arastirilmistir [76].

3.2.4.1. DNA ekstraksiyonu

TSA besiyerinde pasaji yapilmis 18-24 saatlik saf kllturden bir ka¢ koloni
alinarak, 1000 pl filtre edilmis steril distile suda ependorf i¢inde siispanse edilmistir.
Stspansiyon su banyosunda 95° C’de 10 dakika kaynatildiktan sonra 13000 g’de santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra dibe ¢oken pelletin iist kismindaki sividan, baska bir steril
ependorf tlipe 400 ul aktarilmistir. Elde edilen DNA ekstrakti -20° C’de saklanmigtir
[136].
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3.2.4.2. DNA Amplifikasyonu
Total hacmi 25 pl olan 6rnek PCR karigimi hazirlamak igin;

e 12,5 ul 2x Taq PCR Master Mix [2]
e 0,5%er ul (10 pmol) primer (CLRS5-F, CLR5-R) (Son konsantrasyon 2

uM)
¢ 105uldHO

e | ul DNA
Primerler, iiretici firma 6nerileri dogrultusunda nukleaz-free su ilave edilip pipetaj
yapilarak ¢Oziinmiistiir. 25 uM primer olacak sekilde hesaplama yapilip her 100 pum
derisimi stok haline getirebilmek i¢in 649 ul nlikleaz-free su ilave edilerek buz tzerinde
pepitaj yapilarak sulandirilmistir. Bu ¢alismada kullanilmak tizere primerler ayri tiiplere
12,5 uM’a 37,5 uM su ilave ederek hazirlanmistir. Daha sonra son konsantrasyon 2 uM

olmak tizere her primerden 2 pl kullanilmistir [2].

Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 13846 (mcr-1 pozitif, kolistin-direncli, 309
bp) susundan ekstrakte edilen DNA kullanilmistir. Negatif kontrol olarak hedef DNA
yerine ayn1 miktarda distile su kullanilmistir . Daha sonra elde edilen PCR karigimlari,
PCR cihazina (Thermofisher, ABD) konarak asagidaki amplifikasyon programina gore
cogaltilmistir.

Amplifikasyon programi:

94 °C’de 30 saniye denatlrasyon,
57 °C’de 90 saniye baglanma,

72 °C’de 60 saniye uzama.

3.2.4.3. Agaroz jel elektroforezi

Bir parafilm lzerine yuklenecek amplifikasyon driiniinden 9 ul, bromfenol mavisi
1 ul ile karigtirtlip agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklendikten sonra, elektroforez cihazinda
100 V’da 40 dakika yiiriitiilmiistiir [102].

3.2.4.4. Agaroz jel goruntileme

Agaroz jel, transliminator (Thermofisher, ABD) lizerine alinarak UV 1s1k altinda

goriintiilenmistir.
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3.2.5. Istatistiki degerlendirme

Calismanin istatistiki olarak anlamligin1 belirlemek igin asagidaki testler
uygulanmstir:

Elde edilen MIK degerlerinin altin standart yontem ile uygunlugu icin;

1. Esansiyel uyum (EU) ve kategorik uyum (KU),

2. Kuguk hata (KH), buytk hata (BH) ve cok buyuk hata (CBH) oranlari,

Kategorik uyum-KA: Denenen test yontemi, altin standart yontemle elde edilen

sonuglar ile ayn1 kategorik sonuglari (duyarli-direngli-orta duyarli) gostermelidir.

__ Altin standart yontemle kategorik uyum gosteren izolatlarin say1siX 100

Tiim izolatlarin sayisi

Esansiyel uyum-EU: Denenen test yontemi ile elde edilen MIK degerleri, altin

standart yontemle elde edilen MIK degerlerinden 1 diliisyon fark gostermelidir. (KU ve
EU % 90’dan biiyiik olmalidir)

U= Altin standart ydntemle elde edilen MiK degerlerinden + 1 diliisyon fark gdsteren izolatlarin sayisiX 100

Tiim izolatlarin sayisi

Cok blyik hata-CBH: Denenen test yontemi, altin standart yontem ile elde edilen

direngli sonuglarin duyarli olarak bulunmasidir (CBH % 3’den az olmalidir) [43].

_ Yanls olarak duyarhlik gosteren izolatlarin sayis1 X 100

Standart yonteme gore direncli izolatlarin sayisi

Biylk hata-BH: Denenen test yontemi, altin standart yontem ile elde edilen

duyarli sonuglarin direngli olarak bulunmasidir. (BH %3 ‘den az olmalidir)

_ Yanhs olarak direng gosteren izolatlarin sayis1 X 100

Standart yonteme gore duyarl izolatlarin sayisi

Kiiciik hata-KH: Denenen test yontemi ile elde edilen MIK degeri, altin standart

yontemle elde edilen MIK degerinden farkli, ancak aym kategorik sinirlar icinde

olmalidir. (KH %10°den az ya da esit olmalidir)

__ Ayni kategorik sinirlar icinde ancak farkh MiK degeri gosteren izolatlarin sayis1 X 100

KH
Tiim izolatlarin sayisi

Bu degerleri hesaplayabilmek i¢in bir grafik hazirlanmistir. BMD y0ntemi ile
karsilagtirilacak olan her yontem i¢in bir tablo ¢izilmistir. Tablonun ilk yatay sirasinda

BMD’unun MIK degerleri, ilk dikey sutunda denenen yontemin MIK degerleri sirayla
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dizilmistir. Tablo, kolistin breakpoint araliginda (MIK:2 pg/ml ve MiK: 4 pg/mi
arasinda) yatay ve dikey cizgilerle dort boliime ayrilmistir. Ornegin; 1.bolge (yesil): Her
iki yonteme gore de duyarli, 2.b6lge (turuncu): sadece BMD’a gore direngli (CBH),
3.boélge (sar1): sadece BMD’a gore duyarli (BH), 4.b6lge (mavi): her iki yonteme gore de
direncli (KH), toplam izolat sayist: 15; ii¢ izolat hem BMD hem diger yontemle <0.25
pag/ml, bir izolat BMD ile <0.25 pg/ml ve diger yontemle 0.5 png/ml vermistir. Dort izolat.
Iki biiyiik hata, bes kiiciik hata vardir. Referans yéntem ve denenen yontem ile elde edilen
MIK degerleri caprazlama sekilde tabloya yerlestirilir. Dort izolat BMD’a gore direngli,
diger yonteme gére duyarli bulunmustur (cok biiyiik hata). Iki izolat, BMD’e gore
duyarli, diger yonteme gore direngli bulunmustur (biiyiik hata). Bes izolat referans
yontem ile elde edilenden farkli, ama aym kategrik sinirlar i¢inde bir MIK degeri

vermistir (kiigiik hata)(Sekil 3-4).

BMD
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s 32
2]
64
128

Sekil 3- 4. Kategorik ve esansiyel uyum igin drnek tablo
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4. BULGULAR

4.1 izolatlar

4.1.1. Hastalarin yas ve cinsiyete gore dagilimi

Calismaya dahil edilen suslarin izole edildigi hastalarin ¢ogunun (%79) yetiskin
hasta oldugu, ve erkek hasta sayisinin (n=52-%>51) kadin hasta sayisindan (n=49-%50)
birbirine yakin oldugu, hastalarin yas araliginin 0-96 arasinda ve yas ortalamasinin 50 +

27 oldugu goriillmistiir (Sekil 4-1).

Cocuk Hasta

21%

Sekil 4- 1. izolatlarin hasta cinsiyetine gére dagilimi

4.1.2. Hastalarin altta yatan hastaliklarina gore dagilim

Caligmaya alinan bakterilerin izole edildigi hastalarda mevcut klinik tanilar
tabloda belirtilmistir. On bes (%15) hastada tan1 belirlenmemis olup kalan hastalarda altta
yatan hastaliklar tabloda belirtilmistir. (Tablo 4-1.)

Tablo 4- 1. Hastalarin altta yatan hastaliklarina gore dagilimi

Altta Yatan hastahk n % Altta Yatan hastahk n %
Kanser 14 13 Bobrek yetmezligi 6 6
COVID-19 9 9 Losemi 5 5
Uriner sistem enfeksiyonu 9 Safra kesesi srozu 3 3
Diyabet 8 7.5 HepatitB 3 3
Karaciger sirozu 7 6.5 BatiNil atesi 3 3
Pnémoni 6 6  Febril nétropeni 2 2
Solid organ transplantasyonu 6 6  Yumusak doku enfeksiyonu 1 1
Sindirim sistemi hastaliklar1 6 6  Tam belirlenmemis 15 15

Toplam 102 100
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4.1.3. Tzolatlarin Kliniklere Gére Dagihm

Bu calismada kullanilan izolatlar, Ocak 2019- Temmuz 2020 arali§indaki 18 aylik
stirecte, ¢esitli kliniklerden Tibb1 Mikrobiyoloji laboratuvarina goénderilen kan
kiiltiirlerinden izole edilen ¢ogul-direncli Gram-negatif bakterileri kapsamaktadir. Cogul
direngli bakteri izole edilen kan kiiltiirlerinin gonderildigi klinikler grafikte gosterilmistir.
En fazla cogul direngli bakteri izole edilen klinigin I¢ Hastaliklar Birimi oldugu
goriilmektedir (Sekil 4-2).

Sekil 4- 2. Hastalarin kliniklere gore dagilimi

4.1.4. izolat Tiiriine Gore Dagilim

Caligma kriterlerine uygun 102 c¢ogul-direngli Gram-negatif bakteri izole
edilmistir. Bakterilerin ¢gogunlugunun (%87) K. pneumoniae (n=43) ve E. coli (n=46),

kalaninin A. baumannii (n= 8) ve P. aeruginosa (n=5) oldugu gortlmektedir (Sekil 4-3).

Ty P.aeruginosa
A.baumannii 5%
8%
E.coli
45%

Sekil 4- 3. Bakteri tiiriine gore izolatlarin dagilim orani

K.pneumoniae
42%
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Tablo 4- 2. K. pneumoniae izolatlarimin disk diflizyon yontemine gore antibiyotik duyarliliklari.

Antibiyotikler

Ampisilin+Sulbaktam
Amoksasilin+Klavulanik asit
Piperasilin +Tazobaktam
Sefazolin

Sefuroksim

Sefoksitin

Sefotaksim

Seftazidim

Sefepim

imipenem

Meropenem

Ertapenem

Gentamisin

Amikasin

Tobramisin
Trimetoprim/Sulfametoksazol
Siprofloksasin

Duyarh
n %
8 19
4 9
15 35
0 0
0 0

22 51
0 0
2 5
3 7

21 49

20 46

19 44

17 40

22 51

11 25
6 14
7 16

Orta duyarh
n %
9 21
15 35
3 7
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
10 23
7 16
5 12
1 2
1 2
3 7
2 5
0 0
14 33

Direngli

n %
26 60
24 56
25 58
43 100
43 100
21 49
43 100
41 95
30 70
15 35
18 42
23 54
25 58
18 42
30 70
37 86
22 51

Tablo 4- 3. E. coli izolatlarinin disk diflizyon yontemine gore antibiyotik duyarliliklari.
Duyarh

Antibiyotikler

Ampisilin+Sulbaktam
Amoksasilin+Klavulanik asit
Piperasilin +Tazobaktam
Sefazolin

Sefuroksim

Sefoksitin

Sefotaksim

Seftazidim

Sefepim

imipenem

Meropenem

Ertapenem

Gentamisin

Amikasin

Tobramisin
Trimetoprim/Sulfametoksazol
Siprofloksasin

n
26
25
40

0

1
39

0

0

6
45
46
45
22
44
27
18
11

%
56.5
54
87
0
2
85
0
0
13
98
100
98
48
96
59
39
24

Orta duyarh
n %
9 19.5
10 22
4 9
0 0
1 2
2 4
0 0
18 39
22 48
1 2
0 0
0 0
1 2
0 0
5 11
0 0
3 6.5

Direngli
n %
11 24
11 24
2 4
46 100
44 96
5 11
46 100
28 61
18 39
0 0
0 0
1 2
23 50
2 4
14 30
28 61
32 69.5
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Tablo 4- 4. A. baumannii izolatlarinin disk difiizyon yontemine gore antibiyotik duyarliliklar.

Antibiyotikler Duyarli(n) Ortaduyarli(n) Direngli(n)
Amoksasilin+Sulbaktam 3 3 2
Piperasilin+Tazobaktam 0 0 8
Seftazidim 0 0 8
Sefepim 0 0 8
imipenem 0 1 7
Meropenem 0 0 8
Gentamisin 1 0 7
Amikasin 2 0 6
Tobramisin 1 0 7
Trimetoprim/Sulfametoksazol 1 0 7
Siprofloksasin 0 0 8

Tablo 4- 5. P. aeruginosa izolatlarinin disk difiizyon yontemine gore antibiyotik duyarliliklari.

Antibiyotikler
Piperasilin+Tazobaktam
Seftazidim

Sefepim

imipenem

Meropenem
Gentamisin

Amikasin

Siprofloksasin

Duyarl (n)

0

S 00 1 O LB W U

2

b O O +»r N -, O

Orta duyarli (n)

3

O © o o N » O

Direngli (n)

Sekil 4- 4. Caligilan disk diflizyon deneyi sonuglarina ait 6rnek plak
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Antibiyotik duyarliliklarina goére iic gruba ayrilan izolatlarin, gruplara gore

dagilim grafiklerde gosterilmistir (Sekil4-5,6,7).

Grup 3

Grup 2
18.5% Grup 1

63%

Sekil 4- 5. TUm izolatlarin gruplarini gosteren sekil.

Grup 2
10%

Grup 3
18%

Sekil 4- 6. Enterobacteriaceae izolatlarinda gruplara gore yiizde oranlari

Grup 3 Grup 2
37%

Grup 1
44%

Sekil 4- 7. K. pneumoniae izolatlarinda gruplara gore yiizde oranlari.
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Grup 1
98%

Sekil 4- 8. E. coli izolatlarinda gruplara gore yiizde oranlari.

[zolatlarin karbapenemlere direng oranlar1 grafikte gosterilmistir (Sekil 4-9).

120

100

80 87.5

%

60

40 .

35 40
20 i ‘
0 0 2

K. pneumoniae (n=43) E. coli (n=46) A. baumannii (n=8) P. aeruginosa (n=>5)

imipenem ® Meropenem Ertapenem

Sekil 4- 9. Tiim izolatlarin karbapenemlere direng oranlari.

4.3. Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MIiK) deneyleri

Calisilan dort yonteme gore izolatlarin %85’inin kolistine duyarli (MIiK: <2
ug/ml) oldugu goriilmiistiir. izolatlarin %151 kolistine direngli (MIK: >2 pg/ml) olarak

bulunmustur.

4.3.1. Sivi Mikrodiliisyon sonuclar:

Calismada standart BMD y&ntemine gore izolatlarin %151 kolistine direngli (MIK: >2
ug/ml), %85’ kolistine duyarli (MIK: <2 pg/ml) bulunmustur.
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Sekil 4- 10. Calisilan BMD test sonucu 6rnek resmi.

*(30,38,39,44 ve 45 nolu izolatlarin MIiK degeri <0.25 pg/ml, 41 nolu izolatin
MIK degeri: 0.5 pg/ml ve 42 nolu izolatin MIK degeri: 32 pg/ml).

Calismaya alman izolatlarm kolistin icin MIK araligt BMD yoéntemine gore <0.25-32
ug/ml arasinda bulunmustur. Tim suslar i¢in ikiser defa ¢alisilmistir. Negatif kontrol
kuyucuklarinda iireme gozlemlendiginde veya pozitif kontrol kuyucuklarinda tireme
gozlemlenmediginde test tekrarlanmustir. Her sus igin, yatay sirada (reme olmayan (nokta
iireme seklinde) ilk kuyucuktaki kolistin konsantrasyonu, o izolatin MIK degeri olarak
kabul edilmistir (Sekil 4-10).

Kolistine direngli suslarin K. pneumoniae, A. baumannii ve E. coli izolatlarina ait
oldugu goriilmektedir. Kolistine direngli P. aeruginosa susuna rastlanmamistir (Tablo 4-
8).



Tablo 4- 6. Kolistine direngli izolatlarin farkli parametrelere gore dagilimi
no % |

Parametre

Bakteri gruplari

Bakteri tirt

Hasta cinsiyeti
Hasta yas1

Klinik

Hastahik Tanis1

Grup 1

Grup 2

Grup 3

K. pneumoniae

A. baumannii

E. coli

Kadin

Erkek

Yetiskin

Cocuk

I¢ Hastaliklar

Cerrahi Birimi

Pandemi servisi

Kadin Hastaliklar:

Cocuk Hastaliklar
Reanimasyon Anestezi Birimi
Kanser

Solid organ transplantasyonu
COVID-19

Bobrek yetmezligi

Peptik ulser

Yumusak doku enfeksiyonu
Tani belirtilmemis

2
3
10
12

© o~ DN

[N
w

P PR R NMNWARRPRRNDOON

13.3
20
66.7
80
13
7
40
60
86.7
13.3
40
26.6
13.3
6.6
6.6
6.6
40
20
13.3
6.6
6.6
6.6
6.6

51
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Tum izolatlarin Turleri

100

i
I
90 !
80 :
70 :
60 Zi
]
® 50 2
1
40 =l
0
20 =
-

. n 0 il

0 [ | [ | : - [ | I
<0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
Axis Title
H K. Pneumoniae E.coli MA.baumannii MP. aeruginosa

Sekil 4- 11. Suslarin BMD yontemine gore dilisyonlardaki dagilimi

izolatlarin Gruplari

100

92
90
80
70
60
50 42
40 37
30 | 21 21 21 21
20 11 11
3| ET A
0 m B = = 0
5 1 8 16 32 64

<0.25 0. 2 4
MIK Diliisyon

%

128

B Grupl Grup2 mGrup3

Sekil 4- 12. Suslarin BMD yontemine gore dillisyonlardaki dagilimi

Tablo 4- 7. Suslarin BMD yontemine gore MiKso Ve MiKso diliisyonlari

MiK Diliisyonu Toplamsayi K. pneumoniae E. coli A. baumannii P. aeruginosa Grupl Grup 2
Mikso (Mg/ml)  <0.25 <0.25 <0.25 0.5 0.5 <0.25 0.5 4
Mikgo (Ug/ml) 8 16 <0.25 8 1 <0.25 16 32
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4.3.2. Stvi Makrodiltisyon sonuglari

Calismaya alinan izolatlarin makrodiliisyon yontemine gore kolistine duyarlilik
aralign <0.25-64 pg/ml arasinda bulunmustur. MiKso, MiKoeo sirayla <0.25, 8 pg/ml olarak
buunmustur. Makrodiliisyon yoéntemi ile izolatlarin 15’inde kolistin MIK’i >2 pg/ml
oldugu, 4’iiniinde MIK’i 2 pg/ml ve 83’sininde kolistin MIK’i <2 ug/ml oldugu

bulunmustur.

Pozitif Negatif ~ 0.25pg/ml 05 1 pg/ml 2 yg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml 16 pg/ml 32 pg/ml
kontrol kontrol pg/ml

F a
Pozitif Negatif
kontrolu kontrol

0.25 pg/ml- 0.5 pg/ml

1 pg/ml 2 yg/ml 4 ve/ml 8 pg/ml 16 pg/ml 32 pg/ml

) Sekil 4- 13. Calisilan makrodiliisyon tuplerini gosteren 6rnek resimi.
[Ustteki resim: 17 nolu izolat (MIK: >32 pg/ml), Alttaki resim: 16 nolu izolat (MIK: 1

png/ml)].

BMD (ug/ml)
<025 05 1 2 4 8 16 32 64 128
<025 49 4 1
0.5 15 3 2
1 5 1
£ 2 3 2
[o]0]
=2
= 4 2 2 1
@]
o
S 8 1 3 2
=
o
g 16 1 1 3
s
32
64 1
128

Sekil 4- 14. Makrodilusyon yonteminin BMD ile KU ve EU grafigi.
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Makrodiliisyon yonteminin sonuglari, standart BMD sonuglariyla kiyaslandiginda iyi
(%98) kategorik uyum (KU) ve nispeten iyi (%86) esansiyel uyum (EU) gosterdigi
gorulmektedir. Cok biyuk hata gorilmemesine ragmen, 2 (%2) biiyiik hata ve 12 (%12)
kiicuk hata gortlmiistiir (Sekil 4-12).

4.3.3.Ticari Mikrodilisyon sonuc¢lar:

Calisma kapsamina alinan izolatlarin ticari mikrodillisyon yontemine gore,
kolistine duyarlilik araligi <0.5->16 pg/ml arasinda oldugu bulunmustur. Mikso, Mikao
sirayla 0.5, 8 pg/ml olarak buunmustur Ticari mikrodillisyon yontemi ile izolatlarin 15’inin

kolistin MIK’i >2 pg/ml ve 87’sinin kolistin MIK’i <2 pg/ml olarak bulunmustur.

RE PR s UL R R R

‘\”E.calif 15 | 16 45 ,'"46 pas  WSla7 17 12 |3 19 . 56

Sekil 4- 15. Calisilan ticari mikrodillisyon mikroplagini gosteren 6rnek resim

*(15,17,19 nolu izolatlarin kolistin MiK’i: >16 pg/ml ve 16 nolu izolatin kolistin MIK i:
8 ug/ml olarak bulunmustur).
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BMD (pg/ml)
<0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
— <0.25
£
Ei 0.5 55
5 1 18 3
)
3 2 1 2 3
©
o
ke, 4
S
= 8 1 1
S
[ 16 2
>16 1

Sekil 4- 16. Ticari mikrodilusyon yontemin BMD ile KU ve EU grafigi.

Ticari mikrodiliisyon yénteminin sonuglar, BMD yénteminin MIK sonuglariyla
kiyaslandiginda ¢ok iyi (%100) KU ve diistik (%78) EU gosterdigi goriilmektedir. CBH
gorilmemesine ragmen 22 (%20) KH gorulmektedir (Sekil 4-14).

4.3.4. Disk Ellisyon sonuglari

Disk eliisyon yéntemine gore, izolatlarm 15’inde kolistin MiK’i >2 pg/ml oldugu

ve 87’inin kolistin MiK’i <2 pg/ml oldugu bulunmustur.

£
B
.

1 Kolistin 2 kolistin [##4 kolistin
disk Idisk ‘ disk igeren|
igeren tiip Yliceren tiip ‘ up

L v

0 ' \ ':j.t ‘ | .

Ureme 1 kolistin 2 kolistin § 4 kolisti
' kontrolu I disk disk n disk
Bakteri iceren iceren liceren
iispansyonu tip up Jitip

Sekil 4- 17. Calisilan disk eliisyon yontemine drnek.

*Solda: Duyarli sus (MIK: <1 pg/ml). Sagda: Direngli sus (MIK: >4 pg/ml)
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Sivi mikrodiltisyon (pg/ml)

<0.25 0.5 1 2 | 4 8 16 32 64 128

s <t]| 70 7
> o
S E 2 4
w o
%2 4 1
()]

>4 1 5 6

Sekil 4- 18. Disk ellsyon yontemin BMD ile KU ve EU grafigi.

Disk eliisyon yénteminin sonuglari, standart BMD niin MiK sonuglariyla kiyaslandiginda
cok iyi (%100) kategorik uyum ve cok iyi (%100) esansiyel uyum gosterdigi
goriilmektedir. Kiigiik hata, biiylik hata veya ¢ok biiyiik hata gézlenmemistir (Sekil 4-15).

4.3.5. Hizh Testler
4.3.5.1. Hizh polimiksin Nordman-Poriel (HPNP) testi sonuglari

Bu teste gore 13 (%14.6) Enterobacteriaceae izolatinin renk degisimi géstermeyerek
kolistin duyarli oldugu ve 76 (%85.4) izolatin renk degisimi gostererek kolistin direngli
oldugu bulunmustur.

Caligilan bakteri suglari

Kolistin icermeyen
NP solusyonu

Kolistin iceren NP ;
olusyonu b

:) 4 1 ) ) \v NS it

Sekil 4 19. Caligilan HPNP testine ait ikrlag1 rnegi.
*(Kolistin-direngli izolatlar: 15, 16, 17, 19, 22)
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<0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128

<3.75 71 3 2

>3.75 2 2 4 5

HPNP testi (ug/ml)

Sekil 4- 20. Enterobacteriaceae izolatlarinda HPNP testinin altin standart BMD ile KU ve EU grafigi.

HPNP testin sonuglari, BMD y6ntemin MIK sonuglariyla kiyaslandiginda ¢ok iyi (%100)
kategorik uyum gosterdigi bulunmustur. Test, hesaplanan kolistin son konsantrasyonuna
gore sadece duyarli ve direngli olarak sonug verebildiginden esansiyel uyum orani
hesaplanamamuistir. Kiigiik hata, biiyiik hata veya ¢ok biiyiik hata gézlenmemistir. Ayrica
testin standart BMD testine gore %100 oraninda duyarlilik ve o6zgiillik gosterdigi
gorulmektedir (Sekil 4-18).

4.3.5.2. Rezasurine bagh hizh polimiksin NP testi sonuglar:
Bu yontemle test edilen bes P. aeruginosa ve sekiz A. baumanni suslarinda sadece

iki A. baumannii susunun kolistine direngli oldugu goriilmistiir.

- o : s R O = . : i .
P.aeruginosa Pt A.baumannii suglart 97 100 | Negatif sus Pozitif sus

: arh) ~ Mirengli
it L s o5 pos S0l )|

Sekil 4- 21. Calisilan R-HPNP testine ait mikroplak 6rnegi.
(kolistine-direngli izolatlar: 98,102)

Iki A. baumannii izolatiin oldugu kuyucukta renk degisimi gézlemlenmis ve bu izolatlar
kolistine direngli olarak kabul edilmistir. Kalan alt1 izolatin oldugu kuyucuklarda renk

degisimi gézlenmeyerek negatif olarak kabul edilmistir. Alt sirada P. aeruginosa
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izolatlarinin oldugu kuyucuklarda renk degisimi gézlenmemis ve tiimii duyarli olarak

kabul edilmistir (Sekil 4-19.).

. BMD
E . .

Y Duyarh Direngli

=2

'*5 <0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
= <3.75 3 4 4

[a

T

o >3.75 1 1

Sekil 4- 22. P. aeruginosa ve A. baumannii i¢in R- HPNP testinin BMD ile KU ve EU grafigi

R-HPNP testin sonuglari, BMD MIK sonuglariyla kiyaslandiginda ¢ok iyi (%100)
kategorik uyum gosterdigi bulunmustur. Test, hesaplanan kolistin son konsantrasyonuna
(3.75 pg/ml) gore sadece duyarli ve direngli olarak sonug verebildiginden esansiyel uyum
oran1 hesaplanamamigtir. KUgUK hata, biiyiik hata veya ¢ok biiyiik hata gézlenmemistir.

(Sekil 4-20.)

Kolistin MiK sinir degerinin (2 ug/ml) iizerinde bir konsantrasyon (3.75 ug/ml) olmas1

nedeniyle, diger yontemlerle kiyaslanmasi dogru yorumlamay1 engelleyebilmektedir.
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4.4. Tum Yontemlerin Karsilastirilmasi:

Tablo 4- 8. Tim izolatlarin dort yonteme gére kolistin MIK sonuglari
No Mikroorganizma BMD Makrodillsyon Ticari Disk HPNP

(rg/ml) (ng/ml) Mikrodilusyon  Elisyon Testi
(ng/ml) (ug/ml)  (ug/ml)

1 K. pneumoniae <0.25 0.5 0.5 <1 S
2 K. pneumoniae <0.25 1 0.5 <1 S
3 K. pneumoniae 32 16 16 >4 R
4 K. pneumoniae <0.25 0.5 0.5 <1

5 K. pneumoniae 1 0.5 1 <1 S
6 K. pneumoniae <0.25 0.5 0.5 <1 S
7 K. pneumoniae <0.25 1 0.5 2 S
8 K. pneumoniae <0.25 <0.25 1 <1 S
9 K. pneumoniae 8 8 8 4 R
10 K. pneumoniae 8 16 16 >4 R
11 K. pneumoniae <0.25 1 1 <1 S
12 K. pneumoniae <0.25 0.5 0.5 <1 S
13 K. pneumoniae <0.25 1 0.5 <1 S
14 K. pneumoniae <0.25 0.5 0.5 <1 S
15 K. pneumoniae 32 16 16 >4 R
16 K. pneumoniae 4 1 8 4 R
17 K. pneumoniae 32 64 >16 >4 R
18 K. pneumoniae <0.25 <0.25 0.5 <1 S
19 K. pneumoniae 16 8 >16 >4 R
20 K. pneumoniae 1 <0.25 1 <1 S
21 K. pneumoniae <0.25 <0.25 0.5 <1 S
22 K. pneumoniae 32 8 8 >4 R
23 K. pneumoniae <0.25 1 2 <1

24 K. pneumoniae <0.25 4 0.5 <1 S
25 K. pneumoniae <0.25 <0.25 1 <1 S
26 K. pneumoniae <0.25 <0.25 0.5 2 S
27 K. pneumoniae <0.25 <0.25 1 2 S
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No Mikroorganizma Makrodillsyon Ticari Disk HPNP
(rg/ml) Mikrodilusyon  Elusyon Testi
(ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml)
28 K. pneumoniae <0.25 <0.25 0.5 <1 S
29 K. pneumoniae <0.25 <0.25 0.5 <1 S
30 K. pneumoniae <0.25 <0.25 0.5 <1 S
31 K. pneumoniae <0.25 <0.25 0.5 <1 S
32 K. pneumoniae <0.25 <0.25 0.5 <1 S
33 K. pneumoniae <0.25 0.5 0.5 <1 S
34 K. pneumoniae <0.25 2 0.5 <1 S
35 K. pneumoniae 0.5 <0.25 0.5 <1 S
36 K. pneumoniae <0.25 4 0.5 <1 S
37 K. pneumoniae 16 8 16 >4 R
38 K. pneumoniae <0.25 2 0.5 <1 S
39 K. pneumoniae <0.25 2 0.5 <1 S
40 K. pneumoniae 16 4 16 >4 R
41 K. pneumoniae 0.5 0.5 1 <1 S
42 K. pneumoniae 32 16 16 >4 R
43 K. pneumoniae 16 8 16 >4 R
44 E. coli <0.25 0.5 0.5 <1 S
45 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
46 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
47 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
48 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
49 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
50 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
51 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
52 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
53 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
54 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
55 E. coli <0.25 0.5 0.5 <1 S




No

Mikroorganizma

Makrodillsyon
(ng/ml)

Ticari

Mikrodillsyon

(mg/ml)

Disk
Ellsyon

Gl

61

HPNP
Testi

Gl

57 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
58 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
59 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
60 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
61 E. coli <0.25 0.5 0.5 <1 S
62 E. coli <0.25 0.5 1 <1 S
63 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
64 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
65 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
66 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
67 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
68 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
69 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
70 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
71 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
72 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
73 E. coli <0.25 0.5 1 <1 S
74 E. coli <0.25 <0.25 05 2 S
75 E. coli <0.25 0.5 0.5 <1 S
76 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
77 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
78 E. coli <0.25 0.5 0.5 <1 S
79 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
80 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
81 E. coli 0.5 <0.25 0.5 <1 S
82 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
83 E. coli <0.25 <0.5 0.5 <1 S
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No Mikroorganizma BMD Makrodillsyon Ticari Disk HPNP
(rg/ml) (ng/ml) Mikrodilusyon  Elisyon Testi
(ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml)

84 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
85 E. coli <0.25 <0.25 1 <1 S
86 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
87 E. coli <0.25 <0.25 0.5 <1 S
88 E. coli 4 4 4 >4 R
89 E. coli <0.25 0.5 0.5 <1 S
90 P. aeruginosa 1 0.5 2 <1 S
91 P. aeruginosa 0.5 0.5 2 <1 S
92 P. aeruginosa 1 2 1 <1 S
93 P. aeruginosa 1 2 2 <1 S
94 P. aeruginosa 0.5 0.5 2 <1 S
95 A. baumannii <0.25 <0.25 1 <1 S
96 A. baumannii <0.25 <0.25 1 <1 S
97 A. baumannii 1 1 2 <1

98 A. baumannii 8 16 8 >4 R
99 A. baumannii 0.5 <0.25 1 <1

100 A. baumannii 0.5 <0.25 1 <1 S
101 A. baumannii <0.25 <0.25 1 <1 S
102 A. baumannii 32 8 >16 >4 R

Tablo 4- 9. Yontemlere gore suslarin MiKso ve MiKgo degerleri.

BMD (pg/ml) Makrodiltsyon Ticari BMD (pg/ml) Disk Eltsyonu

(mg/ml)

(mg/ml)

MiKso MiKgo

MiKso

MiKgo

MiKso

MiKopo

K. pneumoniae <0.25 16 0.5 16 0.5 16 <1 >4
E. coli <0.25 <0.25 <0.25 0.5 0.5 1 <1 <1
A. baumannii 0.5 8 <0.25 1 8 <1 >4
P. aeruginosa 0.5 1 0.5 2 2 2 <1 <1
Toplam sus <0.25 16 <0.25 8 0.5 8 <1 >4
Grup 1 <0.25 <0.25 <0.25 05 05 1 <1 <1
Grup 2 0.5 16 0.5 8 1 16 <1 >4
Grup 3 4 32 4 16 8 16 4 >4
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Tablo 4- 10. Tum yontemlerin karsilastirmali sonuclar

Yontem Kategorik Esansiyel Cok Buyuk Blyuk Hata Kugik Hata
uyum (%b) Uyum (%) Hata (%0) (%) (%)
Makrodilisyon 98 86.3 0 2.3 12
Ticari kit 100 78.4 0 0 20.6
Disk Eliisyonu 100 100 0 0 0
HPNP testi 100 - - - -

4.4, Dama Tahtas1 Yonteminin Sonuclari

Kolistine direngli izolatlarin tim CT-MEM kombinayonunda sinerjik etki
gostermistir. CT-TIG kombinasyonunda (ig izolat (iki K. pneumoniae, bir A. baumannii)
indiferans etki, kalan1 sinerjik etki gostermistir. Antagonistik etki gézlenmemistir (Tablo

4-11).

Tablo 4- 11. Dama tahtasi sonuglarin1 gosteren tablo.

CT MEM TiG

Sus  Turd MIK SR MIK SR MIK SR COL-MEM COL-TIG
No (mg/ml) (ng/ml) (ng/ml)

3 K. pneumoniae 32 R 32 R 0.25 S SY SY
9 K. pneumoniae 8 R 64 R 0.5 S SY SY
10 K. pneumoniae 16 R 16 R 0.5 S SY D
15 K. pneumoniae 32 R 16 R 0.5 S SY SY
16 K. pneumoniae 4 R 16 R 0.5 S Sy iD
17 K. pneumoniae 32 R 64 R 0.25 S SY SY
19 K. pneumoniae 16 R 16 R 0.25 S SY SY
22 K. pneumoniae 32 R 64 R 0.5 SS SY SY
93 A. baumannii 8 R 32 R 0.25 S SY D
37 K. pneumoniae 16 R 32 R 0.5 S SY SY
88 E. coli 4 R 16 R 0.25 S SY SY
40 K. pneumoniae 16 R 64 R 0.5 S SY SY
97 A. baumannii 32 R 32 R 0.25 S SY SY
42 K. pneumoniae 32 R 1 S 0.5 S SY SY
43 K. pneumoniae 16 R 16 R 05 S SY SY
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I 2P
il .“ { A ( ulk ‘ A
Sekil 4- 23. Calisilan dama tahtas1 mikroplak 6rnegi.
*(Sol: Kolistin-tigesklin sinerjisini gosteren mikroplak 6rnegi. Sag: Kolistin-meropenem
sinerjisini gosteren mikroplak 6rnegi).

Tablo 4- 12. Dama tahtasi yonteminin sonuglari ve yiizde oranlari.

K. pneumoniae A. baumannii

CT-MEM | 12(100) _ _ 2 (100) 1(100) 15 (100)

CT-TiG 1083 2@17) - 1(50)  1(50) 1 (100) 12(80)  3(20)

*(S: Sinerji, ID: Indiferans, A: Antagonstik).



65

4.5. Molekuler deneyler
Sekil 4-22°de goriildiigii gibi kolistine direngli suslarin (n=15) hi¢ birinde plazmit

aracil1 kolistin-diren¢ geni mcr-1 saptanmamustir.

19 22 93 37 88 40 97 42 43 PK NK

A

L 4

Sekil 4- 24: Transluminatorde gozlenen agaroz jel elektroforez goriintisu.
L: DNA Ladder. PK: mcr-1 pozitif E. coli (309 bp). NK: Negatif kontrol.
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5. TARTISMA

Bakteriyemide etkenlerin belirlenmesi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmasi, sepsisin dogru tedavinin ve mortalitenin azaltilmasinda biiyiik 6nem
tagimaktadir [110]. Tirkiye’de ve yurt diginda yapilan ¢alismalara gore kan
kilturlerinden sefalosporinler, aminoglikozidler ve kinolonlarla birlikte karbapenemlere
direng gelistiren ¢ogul-direncli Gram-negatif comaklar1 (MDR-GNGC’lar1) siklikla izole
edilmektedir [54]. MDR-GNC’lerin etken oldugu enfeksiyonlarda kullanilabilecek
antibiyotik segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle, son tedavi secenegi Kolistin olarak
kalmaktadir [77, 85, 155, 157]. Bu nedenle, MDR-GNC bakteriler ile enfekte hastalarin
tedavisinde kolistin duyarliligi igin yol gosterecek guvenilir bir ydnteme ihtiyac

duyulmustur.

Kolistin duyarlilik testlerinde MIK degerlerini belirlemek amaciyla cesitli
yontemler bulunmaktadir. Ancak ulusal ve uluslararasi rehberler tarafindan altin standart
olarak tavsiye edilen yontem, BMD yontemidir. MDR-GNC enfeksiyonlarinin
tedavisinde kolistin kullanimiin 6neminden kaynaklanan ulusal ve ulusalararasi ilgi,
bilim insanlarimi kolistin direncini saptamak icin yeni yontemler arastirip bu yontemleri
degerlendirmeye tesvik etmektedir. Simner ve arkadaslar1 kolistin direncini saptamada
disk eliisyon yonteminin kullanilabilecegini bildirmislerdir [120, 145]. Tez ¢alismamizin
¢ikis noktast bu yontemin duyarliliginin ve laborauvarda uygulanabilirliginin aragtirilmak
istenmesidir. Cesitli kolistin duyarlilik testleri bulunmasina ragmen hala BMD yerine
rutin laboratuvarlarda kullanabilecek pratik, kolay ve diisiik maliyetli bir yontem
bulunmamaktadir [43, 120, 145].

Kolistin minimal inhibitdr konsantrasyonunu saptamak icin otomatize sistemler
kullanildiginda, kolistin hemen hemen testin her agsamasinda plastik ile temas etmektedir
ve kolistinin plastige yapismasindan dolay1 konsantrasyon kayiplar1 olmakta ve direncli
suglarin duyarli goriinmesine neden olmaktadir. Bu nedenle otomatize sistemlerden
Phoenix 100, Microscan ve VITEK-2’nin ¢ogu calismalarda giivenilir olmadigi
belirtilmistir [23, 75, 121, 150, 161]. Daha sonra kolistin direncini saptayan ¢esitli ticari
kitler piyasaya siiriilmiistiir. Calismamizin bu testlerin kolistin duyarliliginin saptamak
icin test edilmesi ile rutin laboratuvarlarda hizli ve giivenilir bir yontem olarak kullanilip

kullanilamayacag1 konusunda yol gosterici olacag: diisiiniilmektedir.
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Bu calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina cesitli
kliniklerden gonderilen kan kultirlerinden izole edilen MDR-GNGC’lerde makrodiliisyon,
ticari mikrodilisyon, buyyonda disk eliisyon ve HPNP testleriyle kolistin duyarliliklar:
saptanarak referans BMD yontemi ile karsilastirilmistir. Boylece bu yontemlerin
verimliligi karsilagtirillarak en iyi, pratik, gulvenilir ve BMD yontemi yerine
kullanilabilecek ve her laboratuvarda uygulanabilecek bir yontem se¢cme arayisinda
bulunulmustur. ilave olarak kolistine diren¢ saptanan izolatlarda kolistin-tigesiklin ve
kolistin-meropenem kombinasyonlar1 test edilmis, ayrica diren¢ mekanizmasini

belirlemek amaciyla PCR ile mcr-1 genlerinin varligi arastirilmigtir.

MDR-GNGC’lere bagli bakteriyeminin risk faktorlerini arastiran calismalar az
sayidadir. Bu ¢aligmada literatiirdekine benzer sekilde, erkek hastalarda kadin hastalardan
daha sik olarak (%52 ve %50) bakteriyemi goriilmektedir. Bu konu ile ilgili Gudiol ve
arkadaglarinin yaptiklar arastirmada, uzun sureli antibiyotik tedavisi, kanser, nétropeni,
uriner sistem kateteri ve erkek cinsiyetin MDR-GNGC’lerle olusan bakteriyemilerde risk
faktori oldugunu bildirilmistir [53]. Benzer sekilde Patolia ve arkadaslari risk
faktorlerine odaklanan galismalarinda diyabet, iiriner sistem hastaligi, doku ve organ
nakli, karaciger hastaliklari, kemoterapi ve dort haftalik antibiyotik tedavisinin MDR-
GNC’lerin etken oldugu bakteriyemilerde risk faktorii oldugunu bildirmislerdir [117].

Ulkemizde ¢ok merkezli olarak gergeklestirilen Ulusal Antimikrobiyal Direng
Siirveyans Sistemi (UAMDSS) verilerine gore E.coli izolatlarinin %45,5’inin GSBL
urettigi, %3.6’smin karbapenemlere, %8.7’sinin amikasine, %55.5’inin siprofloksasine
direngli oldugu; K. pneumoniae izolatlarinin %68.5’inin sefotaksime, %70’inin
amikasine, %62.7’sinin siprofloksasine ve %40’ nin karbapenemlere direngli oldugu; P.
aeruginosa izolatlarmmn  %46.1°sinin  karbapenemlere, %23.2’sinin  amikasine,
%37.7’inin  siprofloksasine direngli oldugu; A. baumannii izolatlarinin %72’inin
amikasine, %91’inin siprofloksasine ve %92’inin karbapenemlere direncli oldugu
bildirilmistir [158]. Ulkemizin de dahil oldugu Central Asian and Eastern European
Surveillance of Antimicrobial Resistance (CAESAR) verilerine gore tlkemiz E.coli
izolatlarinin %15.1’ini 3.sefalosporinlere, %11.4’iinii aminoglikozidlere, %25.7’sinin
florokinolonlara ve %17.2’sinin karbapenemler direngli oldugu, K. pneumoniae
izolatlarin  %31.2°s1 3.kusak sefalosporinlere, %?24.1°1 aminoglikozidlere, %31.5’1

florokinolonlara ve %97.2’si karbapenemlere direngli oldugu bildirilmistir [158].
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Calismanin yapildig1 dénemde istanbul Tip Fakiiltesi Tibb1 Mikrobiyoloji laboratuvarina
cesitli kliniklerden gonderilen kan kdlturlerinde pozitiflik oraninin %14.2 oldugu
gozlenmistir ve E. coli izolatlarmda %46.5 CTX, %17 AK, %30.1 CIP ve %5.6 IMP
direnci gozlenirken K. pneumoniae izolatlarda %63.6 CTX, %31.8 AK, %45.1 CIP ve
%34.8 IMP direnci gézlenmistir [109]. Bu ¢alismadaki Enterobacteriaceae izolatlarmin
timu sefotaksime direnclidir. E.coli izolatlarinin %4’ amikasine, %2’si ertapeneme ve
%069.5’1 siprofloksasine direngli olup, K. pneumoniae izolatlarinin %42’si amikasine,
%35 imipeneme ve %51°1 siprofloksasine direnglidir. A. baumannii izolatlarin %75’
amikasine, %87.5’1 imipeneme ve %100’si siprofloksasine direnglidir. P. aeruginosa
izolatlarin tiimii amikasine ve siprofloksasine duyarli ve timi karbapenemlere
direnclidir. Calismaya alinan tiim P. aeruginosa ve A. baumannii suslarmin en az bir
karbapenem ajana direncli oldugu saptanmistir. Calismamizdaki veriler UAMDSS ve
CAESAR verileriyle kiyaslandiginda E.coli izolatlarinda karbapenem ve amikasin
direncin daha diisiik, siprofloksasin direncin daha yiksek oldugu; K. pneumoniae
izolatlarinda karbapenem, amikasin ve siprofloksasin direncin daha diisiik oldugu; A.
baumannii izolatlarinda karbapenem direncin daha diisiik oldugu, siprofloksasin direncin

daha yuksek oldugu goriilmiistiir.

Kolistin, 1947 yilinda kesedilmis, 1950°1i yillarda iiriner ve sindirim sistemi
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Yirmi yil boyunca kulak, g6z
enfeksiyonlarinda ve sindirim sistemi enfeksiyonlarinda segici bakterisidal ajan olarak
kullanildiktan sonra 1970’1 yillarda nefrotoksik ve norotoksik etkileri tespit edilince
kullanimdan kaldirilmigtir.  Ardindan 1990’11 yillarda MDR-GNC ve 6zellikle
karbapeneme direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve diger seceneklerin kisitlanmasi

nedeniyle kolistin tekrar kullanilmaya baglanmistir [41].

Kolistin direncinin, kemoterapi ajanlari, tarimda ve hayvancilikta asir1 kolistin
kullanimi, bakteri mutasyonlari ve ampirik tedavideki hatalara (antibiyotik duyarlilik
testlerindeki uygulamalar) bagl olarak gelistigi bildirilmektedir [45, 170]. MDR-GNGC
bakteriler, 6nceleri kolistine duyarli olmasina ragmen 1990’11 yillarda LPS’lerin kaybina
ya da yapisinin degisimine neden olan mutasyonlar, attm pompalar1, porin kaybi, kolistini
inaktive eden enzimler veya polisakkarid kapsiiliin daha yogun iiretimi gibi yollarla
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmeye baslamistir [41, 44, 88, 121, 167]. Turkiyede 2009

yilinda Eser ve arkadaslar1 124 A. baumannii izolatinda BMD ile %27.5 kolistin-direncini
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saptamiglardir [42]. Aygar ve arkadaslart 2015, 2016 ve 2017 yillarina ait izolatlari
kullanarak Enterobacteriaceae suslarinda kolistin-direnci arastirmiglar sirasiyla %37,
%35 ve %41.7 direng bulmuslardir [8]. Yunanistan’da, Dafopoulou ve arkadaglari, 2008-
2013 yillar1 arasinda farkli klinik 6rneklerden izole edilen 61 MDR-GNC izolatinda
bizimkinden ¢ok yuksek olmak tzere, BMD ile %95.1 kolistin-direnci saptamislardir
[23]. Lellouche ve arkadaslari, 2013-2017 yillar1 arasinda Italya, Filistin ve
Yunanistan’da izole edilen 364 Gram-negatif bakteri (Enterobacteriaceae, P.aeroginosa
ve A. baumannii) izolatinda BMD ile kolistin direncini arastirdiklarinda bizim
sonuglarimizla uyumlu olarak %13.5 (n=49) kolistin-direnci saptamiglardir [82]. Bardet
ve arkadaslari, 2019 yilinda 235 bakteri izolatinda BMD ile %63.4 Kolistin direnci
saptamiglardir [10]. Hindistan’da, Wattal ve arkadaslari, 2019 yilinda bir y1l boyunca
izole edilen 225 Gram-negatif bakteride BMD ile %32.4 (n= 73) Kkolistin-direnci
saptamiglardir [163]. Misirda, Zafer ve arkadaglarinin yaptiklari arastirmada, 2016-2017
yillarinda izole edilen 450 Enterobacteriaceae izolatinda bizim sonuglarimizdan daha
diisiik olarak, BMD ile %8.8 (n=40) kolistin-direnci saptamislardir [174]. Almanya’da
Germ ve arkadaglar1 2019 yilinda 82 A. baumannii izolatinda BMD ile kolistin direncini
arastirmiglar ve %45.1 (n=37) kolistin-direnci raporlamislardir [47]. Polonya’da 2019
Sekowska K. pneumoniae izolatlarinda BMD ile %17 oranda kolistin-direnci
bulmuslardir [140]. Averbuch ve arkadaslar1 Avrupa, Asya ve Avustralya olmak (izere
diinyanin farkli bélgelerinden kan kiltir izolatlarinda BMD ile kolistin direnci arastirmis
ve %6.1 oranda direng saptamuslardir [6]. Tiirkiye’de 2019 yillinda Koyuncu Ozyurt ve
arkadagslar1 tarafindan yapilan bir aragtirmada 2016-2018 yillarinda izole edilen 419
Gram-negatif bakteri izolatinda BMD ile %42.5 (n=178) kolistin-direnci saptanmistir
[75]. Tiirkiye’den baska bir aragtirmada Kogak ve arkadaslart 2018 yilinda izole edilen
81 karbapeneme direngli K. pneumoniae susunda BMD ile %56 kolistin-direnci
saptamiglardir [113]. Yine 2019 yilinda Cezeroglu ve arkadaslari 217 Gram-negatif
comak bakteride BMD ile kolistin direncini arastirdiklarinda 50 (%23) izolatin kolistine
direngli oldugunu bulmuslardir [22]. Arabaci ve arkadaslar1 2019 yilinda %59.65 oranda
kolistin-direnci Phoenix (BD) ile saptamislardir. Cayc1 ve arkadaglar1 2020 yilinda 126
Gram-negatif bakteri izolatinda BMD ile 34 (%27) kolistine direngli izolat bulmustur
[151]. Calismamizda, 2019 -2020 yillarinda farkli kliniklerden gelen kan kiiltiirlerinden
izole edilen 102 MDR-GNG bakteri izolatinda BMD ile %15 oraninda kolistine-direngli

bakteri oldugu saptanmistir. Calismamizda saptanan kolistin-direnci diger ¢aligmalara
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gore daha diisiik olmasina ragmen literatlirde son on yil i¢cinde kolistin-direncinin artmaya
devam ettigi g6zlenmektedir. Direncin diisiik olmasinin, hastanemizde tiim ilaglara
direngli bakteriler disinda kolistinin yogun olarak kullanilmamasina bagli olabilecegi
diistintilmustiir. Kolistin direncine DD veya otomatik sistemler ile bakilmamasi gerektigi
2018’de bildirilmis bu nedenle bu c¢aligma yapildigi dénemde bu ydntemler
kullanilmamaistir [25].

Son yillarda MDR-GNC’lerin yaygmhgi tim dinyada degisik oranlarda
gorulmektedir, ancak insidansi istikrarli bir sekilde artmaya devam etmektedir. Buna
bagli olarak MDR-GNC’ler ile enfekte bakteriyemi hastalarinda mortalite, hastanede
yatig stiresi ve maliyet oranlari artmaktadir. GSBL iireten bakterilere bagli kan dolasimi
enfeksiyonlarinda mortalite oranlarinin %57 artis gosterdigi raporlanmistir. Bu durumda,
GSBL ureten bakteriler karbapenemler ve kolistin gibi antibiyotiklere de direng gelistirip
plazmit araciligiyla  direng mekanizmalarii diger bakterilere aktarma egilimi
gostermektedir [117]. Bu bilgiyle uyumlu olarak ¢alismamizda 1.grup (GSBL pozitif)
izolatlarin (n=64) %13’i (n=2), 2.grup (karbapenemlere direncli bakteriler) izolatlarin
(n=19) %16’s1 (n=3) ve 3.grup (Kolistin ve tigesiklin hari¢ tim antibiyotiklere direncli
bakteriler) izolatlarin (n=19) %53’#i (n=10) kolistine direngli oldugu goriilmiistiir.

Escherichia coli uzun yillardir antibiyotiklere kars1 yuksek diizeyde direng
gelistiren bir bakteri olarak dikkati cekmektedir. Direncin surekli artis1 nedeniyle halk
saglig1 agisindan biiyiik sorun olusturmakta ve insan hayatini tehdit eden bakteriler
arasinda yer almaktadir. Bu nedenle E. coli diinya ¢apinda endise kaynagi olarak dikkat
cekmistir [45, 74]. Janssen ve arkadaslari1 2019 yilinda kan-kdltirlerinden izole edilen
1140 E. coli suslarinda 12 (%0.88) kolistine direngli sus bulmuslardir [66]. Matuschek ve
arkadaslar1 2018 yilinda 14 E. coli’de bizim ¢alismamizda saptanan orana gore ¢ok
yuksek %64.3 kolistin-direnci bildirmislerdir [97]. Koyuncu ve arkadaslar1 E. coli
izolatlarinda %20.6 Kkolistin-direnci bildirmislerdir [75]. Calismamizda 46 E. coli
izolatinda bir susun (%2) kolistine direngli oldugu goériilmektedir. Bu sus Acil Cerrahi
kliniginden gelen ve peptik iilseri olan 70 yasinda bir erkek hastaya ait kan-kultlrinden

izole edilmis olup 1.grubu olusturan GSBL pozitif izolatlar arasinda yer almaktadr.

Karbapenemlere direngli K. pneumoniae (KRKP) izolatlari, diinyanin her yerinde,
Ozellikle hastanede yatan hastalarda ve yogun bakim hastalarinda giderek artmakta,

tedavide ciddi sorunlara yol agmakta, hastanede yatig siirelerini uzatmaktadir. Bu
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mikroorganizmalar kolistine de diren¢ kazandiginda immiin sistemi baskilanmig
hastalarda ciddi invazif enfeksiyonlara yol agmaktadir [50, 79, 123]. Kogak ve arkadaslari
2019 yilinda yaptiklar1 arastirmada BMD ile 81 karbapenem-direncli K. pneumoniae
izolatinin %39.5’inde kolistin-direnci saptamislardir [113]. Matuschek ve arkadaslar K.
pneumoniae izolatlarinda %55.5, Dafopoulou ve arkadaslart %97.6, Lalloche ve
arkadaslarinin %38.6, Koyuncu ve arkadaslar1 %55.3, Haeili ve arkadaslar1 %41.2 ve
Zafer ve arkadaslar1 %9.5 oranlarda kolistin-direnci bildirmislerdir [29, 57, 75, 82, 97,
174]. Calismamizda 43 K. pneumoniae izolatinin 12’sinin (%28) kolistine direngli oldugu
gorilmektedir. Bu suslar farkli kliniklerden gelen farkli yasta ve farkli hastaliga sahip
olan kadin ve erkek hastalarin kan-kiiltiirlerinden izole edilmis olup biri 1.grup, biri
2.grup ve kalanlar1 (n=10) 3.grup i¢inde yer almaktadir. Calismamizda en yiiksek kolistin
direnci gosteren bakteri tiri K. pneumoniae olmasi yanina en yiiksek kolistin direnci
gosteren bakteri grubu 3.grup oldugu gorilmistiir. Kolistine direngli K. pneumoniae
izolatlar1 arasinda COVID-19 tanis1 olan hastadan sadece bir adet izolat izole edilmis

oldugu farkedilmistir.

P. aeruginosa kolonizasyon vyapabilen bir bakteridir. P. aeruginosa
bakteriyemilerinin tedavisi komplikedir ve genellikle agir tablolardan kaynaklanmaktadir
[30, 52]. Goli ve arkadaslar1 2016 yilinda P. aeruginosa izolatlarinda kolistin-direncini
DD ile arastirdiklarinda %2 direng¢ bulmuslardir [52]. Matuschek ve arkadaslar1 2018°da
%42.8, Lalloche ve arkadaslar1 2019°da %8.6, Haeili ve arkadaslar1 2019°da %13.1 ve
Hameed ve arkadaslar1 2019°da %11.9 oranlarda kolistin-direnci bildirmislerdir [57, 59,
82, 97]. Calismamizda bes MDR P. aeruginosa izolatlar1 arasinda kolistin direncine
rastlanmamistir. Calismamizda sadece bes P. aeruginosa izolatinin ¢alismaya alinmasi
kolistine direncli izolata rastlama olasiligini azaltmistir. Ayrica ¢alismanin hedefi daha
¢ok kolistin duyarliligi saptanma yontemlerini arastirmak oldugundan, ¢aligmaya alinan

bakteri turlerinin sayis1 belli sinirlarda olmustur.

Son 20 yi1lda MDR A. baumannii enfeksiyonlar1 artmaya baslamis, ardindan da A.
baumannii izolatlar1 kolistin-direnci kazanmaya baslamistir. Intravendz kateter veya
solunum sistem enfeksiyonlar1 mevcudiyetinde bu bakteriyle enfeksiyon olasilig:
artmaktadir [31, 125]. Dogan ve arkadaslari kolistin-direncini arastirmak amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada, ¢alismaya alinan A. baumannii suslarinda %1.5 oraninda Kkolistin-
direng saptamislardir [36]. Cetin ve arkadaslar1 %3, Matuschek ve arkadaslar1 %36.4,
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Dafopoulou ve arkadaglar1 %90, Lalloche ve arkadaslarinin %13.6, Koyuncu ve
arkadaslar1 %31.9, Haeili ve arkadaslar1 %11.8 ve Hameed ve arkadaslar1 %9.6 kolistin-
direnci saptamuislardir [21, 29, 57, 59, 75, 82, 97]. Calismamizda, sekiz A. baumannii
izolatlarinin ikisi (%25) kolistine direncli bulunmustur. Bu suslardan birinin 2.gruba ait
oldugu ve 61 yasindaki COVID19 enfeksiyonu olan bir hastadan izole edildigi
belirlenmistir. Calismamizda kolistine en yiiksek direng orani gosteren iki bakteriden biri

A. baumannii ( digeri K. pneumoniae) olmustur.

Bizim ¢alismamizda 81 yetiskin hastalardan soyutlanan izolatlarin 13’{iniin (%16)
ve 21 cocuk hastadan soyutlanan izolatlarin ikisinin (%9.5) kolistine direngli oldugu ve
dolayistyla yetigkinlerde rastlanan kolistin-direncinin daha fazla oldugu goriilmektedir.
Ayrica kadin hastalardan (n=50) soyutlanan izolatlarinin altisinin (%12) ve erkek
hastalardan (n=52) soyutlanan izolatlarin dokuzunun (%17) kolistine direngli oldugu;
dolayistyla erkek hastalarda kolistine-direng oraninin daha fazla oldugu goriilmistiir.
Calismamizda organ nakilli hastalardan soyutlanan izolatlariin ii¢liniin (%50), kanserli
hastalardan soyutlanan izolatlarinin besinin (%36), bobrek yetmezligi olan hastalardan
soyutlanan izolatlarinin birinin (%16) ve COVID-19 ile enfekte hastalardan soyutlanan
izolatlarinin ikisinin (%22) kolistine direngli oldugu bulunmustur. Dolayisiyla bu
hastaliklarinin kolistin direnci igin risk faktorii oldugu diisiiniimektedir. Calismamizda
kolistin-direnci saptanan hastalarin yas ortalamasi 55 = 21 ve yas araliginin 0-80 oldugu
bulunmugstur. Bu bilgilere gore, kolistin direncine her yas grubunda rastlanabilmekte,
direngli sus sayisinin az olmasi nedeniyle risk faktorii olarak yas hakkinda bilgi
verebilmek mimkiin gérinmemektedir. Kanserli ve transplante hastalarda kolistin direng
oranin yiiksekligi dikkat ¢ekici bulunmustur. Pandemi servisi izolatlarindaki kolistin-

direng oraninin nispeten yiksek olmasinin 6nemli oldugu diisiniilmektedir.

Kolistin direnci igin uygun yontem arayisi kapsaminda BMD yontemi kadar
giivenilir bir yontem bulmak i¢in diliisyon yontemlerinden baglanmasinin uygun olacagi
diistiniilmiistiir. Dillisyon yontemleri arasinda bulunan sivi makrodiliisyon yonteminin
hazirlanis1 ve asamalari, standart yontem olan BMD ile ayni olup tek farki polistiren
mikroplak yerine cam tlplerin kullanilmasidir [121]. Bu ydntem uygulandiginda
kolistinin plastik malzemeler ile temas1 azalmakta ve kolistinin plasti§e baglanmasindan
kaynaklanan sorunlar géz oniine alindiginda daha giivenilir olmaktadir [57]. Esau ve

arkadaglar1 2019 yilinda 536 Enterobacteriaceae izolatlarinda sivi makrodiliisyon ile
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kolistin direncini aragtirmislar ve kolistine direngli 41 izolatta makrodiliisyon yonteminin
BMD ile ayn1 sonuglar verdigini bildirmislerdir [72, 90]. Bu sonuca goére makrodilusyon
yontemin uyumlulugunu diisiik oldugu soylenebilir. Haeili ve arkadaslar1 2019 yilinda
109 Gram-negatif bakteri susunda farkli yontemlerle kolistin-direnci arastirarak BMD ile
karsilastirip disk diffiizyon, agar diflizyon ve makrodiliisyon yontemlerinin verimliligini
incelemisler ve makrodiliisyon yonteminin referans yontemle hem kategorik uyum (KU)
hem de esansiyel uyum (EU) icin %100 uyumlu ve giivenilir bir yontem oldugunu
belirtmislerdir [57]. Hindler ve ark., 2010-2011 yillarinda izole edilen, MDR-GNC
izolatinda (107 K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii); stvi makrodiliisyon, agar
dilisyon, TREK GNXF Sensititre ve polisorbat 80 ilaveli BMD yontemlerinin
glivenilirligini aragtirmiglar ve makrodiliisyon ile yiiksek KU (%98), nispeten disiik EU
(%83) elde etmislerdir [62]. Calismamizda, makrodiliisyon yontemi ile elde edilen
veriler, referans yontem BMD’nin verileri ile karsilastirildiginda daha yiksek uyum
beklenirken diisiik uyumlu oldugu; 12 (%12) kiigiik hata ve 2 (%2) biiyiik hata gosterdigi,
cok biiyiik hata (CBH) saptanmadigi ve %100 KU ve %86.3 EU gdsterdigi bulunmustur.
Ancak c¢alisma esnasinda bazi sonuglarin dogrulugunu tespit etmek amaciyla
makrodiliisyon testi birka¢ kez tekrarlanmis ve testin tekrarlanabilirliginin diisiik oldugu
goriilmistiir. Buna ek olarak bu maliyet agisindan uygun (bir izolat basina yaklasik 12
TL’ye denk gelmektedir) olan yontemin ¢ok zahmetli, emek yogun ve zaman alici oldugu,
buna bagli olarak da kii¢lik ve biiylik hatalara neden olabildigi farkedilmistir. Bu

baglamda rutin laboratuvar kullanimina uygun olmadig: diistintilmektedir.

Rutin laboratuvarlarda EUCAST ve CLSI rehberleri tarafindan giivenilir altin
standart olarak tavsiye edilen BMD yonteminin uygulanmasi ¢ok zahmetli ve zaman alic
olmasindan dolay1, son yillarda birka¢ firma BMD prensibine dayali daha kolay ve hizli
uygulanabilen ticari Mikrodiliisyon kitleri hazirlamistir [97, 120]. Yusuf ve arkadaslar
2020 yilinda yaptiklar1 arastirmada, 2009-2017 yillar arasinda farkli 6rneklerden izole
edilen Enterobacteriaceae, A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinda kolistin direncini
dort farkli yontemle (UMIC Colistin, SensititreTM, Colistin Micronaut MIC strip ve
SensiTestTM) calisip BMD verileri ile karsilastirdiklarinda, UMIC Colistin, Sensititre™,
Colistin Micronaut MIC strip ve SensiTest™ yontemlerinin KU ve EU oranlari sirastyla
%94, %87; %93, %87; %96, %83 ve %96, %93 olarak bulmuslardir [173]. Pfennigwerth
ve arkadaslarinin, 2019 yilinda yaptiklar ¢alismada 325 Enterobacteriaceae izolatinda,

yar1 otomatize sistem (Microscan, BD Phoenix, Vitek2), gradient test (E test) ve iki ticari



74

test (Mikronaut-S ve TREK Sensititer ) ile kolistin direncini arastirmiglardir. Mikronaut-
S ve TREK Sensititer Kitleri ile sirasiyla %98.5 KU, %90.6 EU, ve %93 KU, %82 EU
elde edildigini bildirmislerdir [120]. Bardet ve arkadaslarinin, 2019 yilinda yaptiklar
arastirmada, 235 Gram-negatif bakteri izolatinda ticari BMD kitinin (UMIC Colistin)
verimliligini degerlendirmisler ve kicik, bluik veya ¢ok buyik hata gdstermedigini ve
%100 KA, %94 EU gosterdigini bulmuslardir [10]. Jayol ve arkadaslari, 2018 yilinda,
185 Gram-negatif bakteri izolatin1 kolistin direnci agisindan degerlendirmek i¢in UMIC
sistemi, Sensititre ve Microscan Kitlerinin performansini BMD  yontemi ile
karsilastirdiklarinda UMIC sisteminin %11.3, Sensititre’in %3 ve Microscan’in %0.8
oranlarinda BH verdigini bildirmislerdir [69]. Javed ve arkadaslarinin, 2018 yilinda
Micronaut-S ve SensiTest olmak Uzere iki ticari kitin verimliligini degerlendirmek i¢in
yaptiklar1 ¢calismada Micronaut-S ile %94.7 ve SensiTest ile %93.9 oraninda KU elde
etmisglerdir [67]. Carretto ve arkadaslari 2018 yilinda yaptiklar1 arastirmada 353 Gram-
negatif izolatinda SensiTest’in %98.9 KU, %96 EU, iki CBH ve iki BH gosterdigini
bildirmislerdir [20]. Matuschek ve arkadaglar1 2018 yilinda, P. aeruginosa, A. baumannii
ve Enterobacteriaceae olmak Uzere toplamda 75 Gram-negatif bakteri kullanarak
Sensititre, Micronaut MIC-Strip, Micronaut -S, UMIC ve SensiTest olmak {izere bes
farkl ticari BMD iirtinlerinin ve iki gradient testin kolistin duyarliligindaki verimliligini
arastirmislar; Sensititre ile %95 KU, %96 EU, dort BH, MICRONAUT MIC-Strip ile
%91 KU, ,%99 EU, iki CBH, bes BH, MICRONAUT-S ile %89 KU, %96 EU, iki CBH,
altt BH, UMIC ile %92 KU, ,%82 EU, t¢ CBH, (i¢ BH, ve SensiTest ile %89 KU, %88
EU, bir CBH, yedi BH, bildirmislerdir [97]. Tiirkiye’de Kansak ve arkadaslar1 2017-2018
yillart arasindaki izole edilen 38 K. pneuomoniae suslarinda BMD yo6ntemi ile iki ticari
yontemi karsilagtirarak kolistin duyarlil@ini arastirdiklarinda, kullandiklar1 Sensititre kit
ile %97 KU, %74 EU ve %2.8 CHB oranlar1 saptarken Micronaut Kitleri ile %100 KU,
%76 EU ve %0 CBH rastlamislardir [71]. Calismamizda kullanilan Diagnostic testini
kullamldig1 yurt dist calismaya rastlanmamustir. Ulkemizde Altinkanat ve arkadaslari
ticari mikrodilusyon (Diagnostic colistin MIC-strip) testinin verimliligini degerlendiren
bir ¢alismada %98 KU, %84 EU ve %3.8 BH rastlamislardir [46]. Bu ¢alismada ticari
BMD (Diagonistics 8011) yontemi ile elde edilen veriler, referans yontem BMD’nin
verileri ile karsilastirildiginda ¢ok iyi (%100) kategorik uyum ve diisiik (%78) esansiyel
uyum saptanmis, 22 (%22) susta KH gosterdigi ve hi¢ CBH saptanmadigi goriilmiistiir.

Bu ticari yontemin nispeten pahali (izolat basina maliyeti 40 TL’ye denk gelmektedir)
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kolay ve hizli uygulanabildigi ve sonuglarin ¢iplak gozle rahatlikla okunabildigi
goriilmiistiir. Kesin MIK degerleri vermemesine ragmen duyarlilik ve diren¢ hakkinda

dogru sonug verdigi goriilmiustiir.

Cesitli kolistin duyarhilik testleri bulunmasina ragmen hala BMD yerine rutin
laboratuvarlarda kullanabilecek pratik, kolay ve az masrafli bir yontem bulunmamasi
nedeniyle Simner ve arkadaslari kolay uygulanabilen disk ellisyon yontemini
gelistirmislerdir. Disk ellisyon yonteminin verimliligini BMD ile karslastirdiklarinda
%98 KU ve %99 EU ile biyik 6l¢ide uyumlu oldugunu bulmuslar [145]. Koyuncu
Ozyurt ve arkadaslar1 2019 yilinda, bu yontemi 419 Gram-negatif bakteri izolat: ile
denediklerinde, %99.3 KU, % 0.2 CBH ve %0.5 BH bulduklarint belirtmislerdir [75].
Esau ve arkadaslar1 2019 yilinda 536 Enterobacteriaceae izolatint BMD ydntemi ile
karsilastirarak, disk eliisyon ile kolistin direncini saptamak i¢in bir arastirma yapmislar;
calismanin sonucunda 41 (%7.6) izolatta kolistin-direnci saptayarak disk eliisyon
yonteminin BMD ile ayni sonuglart verdigini bildirmislerdir [90]. Dalmolin ve
arkadaslarinin, 2019 yilinda yaptiklar arastirmada 2013-2017 yillar1 arasinda izole edilen
85 Gram-negatif bakteri susunda disk eliisyon yontemini degerlendirmisler, non-
fermentatif izolatlarda %76.5 KU ve %82.4 EU ve Enterobacteriaceae izolatlarinda
%91.2 KU ve %95.6 EU saptamiglardir [34]. Cielo ve arkadaslarinin 2020 yilinda
yaptiklar arastirmada 196 Enterobacteriaceae susunda disk eliisyon yontemiyle elde
edilen kolistin MIK degerlerini BMD verileri ile karsilastirarak bu ydntemin
dogrululugunu arastimiglar, disk eliisyon ile bir CBH ve %99.5 KU gdsterdigini
bulmuslardir [24]. Baris ve arkadaslar1 56 Enterobacteriaceae izolatinda disk eliisyon
yonteminin verimliligini degerlendirdiklerinde KU, 6zgiilliik ve duyarliligi %100 olarak
bildirmislerdir [9]. Calismamizda disk eliisyon yontemi ile elde edilen veriler, referans
yontem BMD’nin verileri ile kiyaslandiginda, kiiguk hata, biylk hata veya ¢ok biylk
hata gostermeyerek ¢ok iyi (%100) kategorik uyum ve cok iyi (%100) esansiyel uyum
gosterdigi goriilmistiir. Bu yontemin kolay, nispeten uygun maliyetli (izolat basina 20
TL), her laboratuvarda uygulanabilen ve dogru, giivenilir sonuglar verebilen bir yontem
oldugu ve c¢iplak gozle rahatlikla okunabildigi goriilmiistiir (Tablo 5.1). Yontemin
dezavantaj, arasticilar tarafindan MIK> 2, MIK’lerde BMD ile dogrulanmas: gerekliligi
seklinde belirtilmigtir [145].
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Tablo 5-1. Kolistin-duyarlilik testleriyle ilgili literatiir verilerinin karsilagtirmasi.

Yil ve izolatlar izolat Yontem Kolistin
arastirmaci sayisi direnclilik
(n) (%)
Haeili et al. Gram-negatif 109 Makrodiliisyon 100 100 - - 19.3
2019
Hindler et al. K. pneumoniae, 107 Makrodiliisyon >90 83 0 - 18
2012 A. baumannii,

P. aeruginosa

Carretto et al. Gram-negatif 353 SensiTest 98.9 96 0.56 0.56 39
2018
Bardet et al. Gram-negatif 235 UMIC Caolistin 100 94 - - 63.4
2019
Javed et al. P.aeruginosa 131 Micronaut-S 949  86.7 6.5 -
2018
SensiTest 93.9 88 6.5 - 23.5
Sensititre 96.9 90.7 6.5 -
Jayol et al. Gram-negatif 185 UMIC 91.9 - 11.3 0
2018
Sensititre 97.8 - 3 0 71
Microscan 91.9 - 0.8 26.9
Kansak et al. K. pneumoniae 38 Sensititre 97 74 2.8 -
2020 92
Micronaut 100 76 0 -
Matuschek et Enterobacteriaceae, 75 Sensititre 95 96 0 5.3
al. 2018 P. aeruginosa, A.
baumannii Micronaut-MIC 91 99 2.6 6.6
Micronaut-S 89 96 2.6 8 50.5
UMIC 92 82 4 4

Sensitire 89 88 1.3 9.3



Yil ve

arastirmaci

Pfennigwerth
etal. 2019

Yusuf et al.
2020

Cielo et al.
2020

Dalmolin et al.
2020

Esau et al.
2019

Koyuncu-
Ozyurt et al.
2019

Baris A et al.

2019

Bu Calismada

izolatlar izolat

sayisi

Q)

Enterobacteriaceae 325

Enterobacteriaceae, 70
A. baumannii, P.

aeruginosa

Enterobacteriaceae 196

Gram-negatif 68

Non-fermentetif 17

Enterobacteriaceae 536

Gram-negatif 419
Enterobacteriaceae 56
K. pneumoniae, 102
E.coli

A. baumannii,

P. aeruginosa

Yontem

Micronaut-S

Trek Sensititre

UMIC Colistin

Sensititre

Micronaut-MiK

SensiTest

Disk eliisyon

Disk ellisyon

Disk elusyon

Disk ellisyon

Disk eliisyon

Makrodiliisyon

Ticari

Mikrodiliisyon

Disk ellisyon

KU
(%)

98.5

93

94

93

96

96

99.5

91.2

76.5

100

99.3

100

98

100

100

EU
(%0)

90.2

82

87

87

83

93

95.6

82.4

100

86.3

78.4

96

1.2

2.1

5.9

14.7

8.8

8.8

1.11

2.3

5.8

0.2

5.8

17.6

0.5

2.3

77

Kolistin
direnglilik

(%)

32.5

48.5

46

60

7.5

425

78.5

15
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Bakteriyemide etken bakteri tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmasi acil bir durum oldugundan, yeni hizli test gelistirme ¢abalar1 mevcuttur. Bu
testler arasinda, son yillarda gelistirilen ve sadece Enterobacteriaceae ailesinden
bakterilerde kolistin direnci belirleyebilen hizli polimiksin NP testi (HPNP) karsimiza
cikmaktadir. Bu test Jayol ve arkadaglar1 tarafindan degerlendirildiginde biiyiik oranda
direngli izolatin saptanmasini sagladigi belirtilmistir. Calismanin sonuglarina gére HPNP
testinin rutin laboratuvarlarda kan Kkdltlrlerinden izole edilen Enterobacteriaceae
suslarinda kolistin direncinin saptanmasi i¢in hizli ve giivenilir bir segenek olabilecegi
bildirilmistir [69]. HPNP testinin, agara difiizyon ilkesine dayali olmamasindan dolay,
BMD yontemi kadar glvenilebilir bir ydntem oldugu belirtilmistir [38, 107]. Conceicaa-
Neto ve arkadaslar1 farkli klinik 6rneklerden izole edilen 170 K. pneumoniae susunda
kolistin MIK degerlerini BMD yo6ntemi ile karsilastirarak HPNP test, Colispot test ve
Superpolymyxin medium testlerini degerlendirmisler, HPNP testinin %91 KU, %6.4
biiyiik hata (BH) ve %9.7 ¢ok biiyiik hata (CBH) gosterdigini bildirmislerdir [27]. Shoaib
ve arkadaglarinin, 2018-2019 yillarinda izole edilen 121 Enterobacteriaceae susunda,
BMD referans yontem kullanilarak Nordman ve arkadaslarinin 6nerdigi yontem olan
HPNP testini degerlendirdiklerinde %97 oranda duyarlilik ve %100 oranda 6zgulluk
gosterdigini  bulmuslardir [144]. Mitton ve arkadaslar1 2019 yilinda 215
Enterobacteriaceae izolatinda HPNP testini degerlendirmek icin BMD ile
karsilastirmislar ve %1.8 oraninda BH ve %1.9 oranda CBH ve %98 KU gosterdigini
bildirmislerdir [100]. Dalmolin ve arkadaslar1 2019 yilinda Enterobacteriaceae izolatinda
HPNP testinin %98 oraninda duyarlilik ve 6zgiillik gosterdigini bildirmislerdir [33].
Belda-Orlowski ve arkadaslari, 2019 yilinda yaptiklart bir ¢alismada 120
Enterobacteriaceae izolatinda bu testi degerlendirerek %91 duyarlilik ve %70 6zgiilliik
raporlamiglardir [15]. Yainoy ve arkadaslart 2019 yilinda 339 Enterobacteriaceae
izolatinda %100 duyarlilik ve %95.9 6zgulluk oranlar1 raporlamiglardir [169]. Malli ve
arkadaglar1 ise %99 duyarlilik ve %82 06zgiilliikk orani bildirmislerdir [94]. Baris ve
arkadaslar1 56 Enterobacteriaceae izolatlarinda HPNP testi denediklerinde %96.4 KU,
%95.4 duyarlilik ve %100 ozgiilliik elde ettiklerini bidirmislerdir [9]. Bu ¢alismada
HPNP ile elde edilen veriler, referans yontemi BMD’nin verileri ile kiyaslandiginda hig
hata bulunmamus, ¢ok iyi (%100) kategorik uyum gosterdigi bulunmustur. Bu testin kolay

uygulanabilir, diisiik maliyetli (izolat basina 22 TL), her laboratuvarda uygulanabilen,
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dort saatte hizli sonug verebilen, renk degisimine bagl olarak ¢ok rahat okunabilen bir

test oldugu sonucuna varilmstir.

HPNP mantigina dayali olarak nonfermentatif bakteriler olan A. baumannii ve P.
aeruginosa suslarinda kolistin direnci saptayabilen rezasurine bagli hizli polimiksin NP
(R-HPNP) testi de gelistirilmistir [83]. Jia ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklari
arastirmada A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarinda R-HPNP testini BMD yontemi
ile karsilastirarak dogrululugunu arastirmiglardir. Testin A. baumannii suslarinda sadece
2 BH, %100 duyarlilik ve %96 6zgiilliikk ve P. aeruginosa suslarinda %100 duyarlilik ve
Ozgiillik gosterdigini bildirmigler [70]. Germ ve arkadaslari 2019 yilinda, 82 A.
baumannii susunda R-HPNP testinin dogrululugunu aragtirmak igin yaptiklar
arastirmada %95 KU, %1.2 CBH ve %3.7 BU’1 bildirmislerdir [47]. Bu ¢alismada R-
HPNP ile elde edilen veriler, referans yontem BMD nin verileri ile kiyaslandiginda kiiglik
veya bliylik hata gozlenmedigi, ¢ok iyi (%100) kategorik uyum gosterdigi ancak
P.aeruginosa izolatlarinda A. baumannii suslarina gére daha yavas renk degisimi oldugu
goriilmistiir. Bu testin kolay uygulanabilir, diisitk maliyetli (izolat basina 22 TL), her
laboratuvarda uygulanabilen, dort saatte hizli sonug¢ verebilen, renk degisimine bagl
olarak ¢ok rahat okunabilen bir test olugu diistiniilmektedir (Tablo 5.2). HPNP ve R-

HPNP testlerinde kolistin konsantrasyonlarmin 3.75 pg/ml olmasi breakpoint’in >2

pg/ml olmasi nedeniyle KU ytiksek olarak bulunmustur.
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Tablo 5-2. R-HPNP ve HPNP ile ilgili literatir karsilastirmasi.

izolatlar CBH BH  Duyarhhk Ozgulluk
(%) (%) (%) (%)

Cahisama Kolistine

direnglilik
(%)

Coceicda-Neto et
al. 2020

Shoaib et al. 2020

Mitton et al. 2019

Dalmoli et al.
2020

Belda-Orlowski
et al. 2019

Yainoy et al. 2019

Baris A et al
2019

Malli et al. 2019

Jia et al. 2020

Germ et al. 2019

Bu calismada

K. Pneumoniae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

K. Pneumoniae

Enterobacteriaceae,

A. baumannii

P. aeruginosa

A. baumannii

Enterobacteriaceae,

A. baumannii

P. aeruginosa

170

121

215

68

120

339

56

131

192

61

82

89

13

91

98

96.4

95

100

100

9.7 6.4
1.9 1.8
= 1
1.2 3.7
0 0
0 0

97

98

91

100

95.4

99

100

100

100

100

100

98

70

95.9

100

82

96

100

100

100

72

58.5

74

50

33

69

78.5

75

27.5

45

15
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Kolistine-diren¢li Gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde, Kkolistin
kombinasyonlar1 kullanilmakta ve en sik karbapenemlerin ve protein sentezini inhibe
eden ajanlarin kombinasyonda kullanilmasi tercih edilmektedir. Kolistin kombinasyonu
uygulamasi, daha etkili bir tedaviyi saglayabilmenin yanisira toksik yan etkilerin ve
diren¢ gelisiminin engellemesine yardimci olabilmektedir [114, 126, 152]. Ayrica tek
basina kullanildignda yan etkileri riskli olabilen ve kolistin-direncine karsi son segenek
tedavi olan tigesiklinin de kolistinle kombinasyon seklinde kullanilmasi tavsiye
edilmektedir [19]. Bu konu ile ilgili olarak Ran Pek ve arkadaslari, alt1 karbapenem-
direncgli A. baumannii susu ile yaptiklari ¢alismada kolistin-direngli iki susa kolistin-
imipenem ve Kkolistin-tigesiklin kombinasyonlarini dama tahtasi yoOntemiyle
denediklerinde ikisinin de sinerjik etki gosterdigini bildirmislerdir [118]. Ramesh ve
arkadaslari, 2017 yilinda on kolistin-direncli E. coli ve K. pneumoniae susu ile yaptiklari
arastirmada, kolistin-meropenem kombinasyonunu dama tahtasi yontemiyle arastirmislar
ve bu kombinasyonun tiim izolatlar Uzerinde sinerjik etki gosterdigini bildirmislerdir
[126]. Diindar ve arkadaslari, 2019 yilinda 25 karbapenem-direncli Enterobacteriaceae
izolat1 arasinda bulunan bes kolistine direngli izolata kolistin-tigesiklin ve kolistin-
imipenem kombinasyonlarin1 denemisler, kolistin-tigesiklin kombinasyonunun iki
izolatta sinerji, iki izolatta indiferans ve bir izolatta antagonistik etki gosterdigini,
kolistin-imipenem kombinasyonunun da bir izolatta sinerjistik ve dort izolatta indiferans
etki gosterdigini bildirmiglerdir [40]. Tascini ve arkadaslarni tarafindan 2013 yilinda
yapilan bir arastirmada 13 kolistin-direncli izolatta cesitli antibiyotik kombinasyonlari
arastirilmig; Kolistin-tigesiklin ve kolistin-meropenem kombinasyonlarinin %38.5 oranda
sinerjik etki gosterdigini raporlamislardir [152]. Liu ve arkadaslar1 2016 yilnda %1 E.coli
izolatlarinda mcr-1 genine rastlamiglardir [88]. Brennan-Krohn ve arkadaslari, 2018
yilinda 20 kolistin-direncli Enterobacteriaceae izolatinda kolistin-tigesiklin ve kolistin-
meropenem kombinasyonlarinin diisiik sinerjik etki ve %5.1 oranda antagonistik etki
gosterdigini bildirmiglerdir [17]. Calismamizda kolistin-meropenem ve kolistin-tigesiklin
kombinasyonlari denenen 15 kolistine direngli izolatta [ K. pneumoniae (n=12), A.
baumannii (n=2) ve E. coli (n=1)] kolistin-meropenem kombinasyonu %2100 sinerjik etki
gosterirken, kolistin-tigesiklin kombinasyonu %80 sinerjik, %20 indiferans etki

gostermistir.

Kolistinin yogun kullanimina bagli olarak bakterilerin gelistirdigi direng

mekanizmalar1 arasinda son dort yilda plazmit aracili kolistin diren¢ geni Onem
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kazanmaya baslamustir. Ik defa Cin’de, 2015 yilinda mcr-1 geni tasityan E. coli izole
edildikten sonra mcr-2 geni Belgika’da 2016 yilinda yine E. coli izolatindan izole
edilmistir ve diinyanin her yerine yayilmaya baslamistir [88, 167]. Simdiye kadar bu gen
ailesine ait dokuz (mcr-7’den mcr-9’a kadar) plazmit aracili kolistin direng geni
bulunmustur [87]. Zafer ve arkadaslart 2019 yilinda Misir’da yaptiklari arastirmada 40
izolat arasinda biri E. coli ve biri K. pneumoniae olmak (izere sadece iki izolatta mcr-1
geni saptanmig ve MCr-2 genine rastlanmamustir [174]. Yine Misir’da, Ahmet ve
arkadaslarinin 2019 yilinda P. aeruginosa ve Enterobacteriaceae olmak tizere toplam 50
izolatta mcr-1 ve mcr-2 arastirdigi bir calismada bir mer-1 pozitif ve bir mcr-2 pozitif E.
coli; bir mer-1 ve iki mcr-2 pozitif K. pneumoniae oldugu goriilmiistiir [2]. Baska bir
calismada Zhang ve arkadaslari, 2019 yilinda kan kiiltiirlerinden izole edilen 144 E. coli
susunda kolistin-direncini arastirdiklarinda ii¢ izolatta (%2.1) kolistin-direncinin mcr-1
geni varligia bagli oldugunu bulmuslardir [175]. Umman’da Mohsin ve arkadaslarinin,
2017 yilinda yaptiklarn ¢aligmada 2014-2016 yillar1 arasinda kan kiiltiirlerinden izole
edilen 25 kolistin-direncli Enterobacteriaceae izolatinda sadece bir E. coli izolatinda
mcr-1 geni saptamiglar ve mcr-2 geni saptamamislardir [101]. Luis ve arkadaslarinin
kolistin-direncini arastiran ¢alismasinda mcr-1 genine bagl kolistin-direncgli izolati
rastlanmamistir [90]. Luis ve arkadaslarinin kolistin-direncini arastiran ¢alismasinda mcr-
1 genine bagl kolistin-direngli izolata rastlanmamistir [59]. Zhang ve arkadaslar
Enterobacteriaceae izolatlarinda %0.7 mcr-1 ve %1.5 mcr-2 genlerine bagl kolistin-
direncine rastlamiglardir [175]. Tirkiye’de Sari ve arkadaglarinin, 2015-2016 yillari
arasinda izole edilen 329 Enterobacteriaceae izolatinda mcr-1 genine bagh kolistin-
direnci arastiran bir ¢alismada plazmit aracili kolistin direng genine rastlanmamigtir
[137]. Giizel ve arkadaslar1 2011-2015 yillarinda toplanan 48 E. coli izolatlarinda plazmit
aracili kolistin direng genine rastlanmamustir [56]. Tiirkiye’de mcr-1 geni ilk defa Kurekci
ve arkadaslar tarafindan 2018 yilinda tavuk etlerinden izole edilen E. coli izolatlarinda
rastlanmistir [76]. Adigiizel ve arkadaslar1 2020 yilinda hayvan izolatinda %2.2 mcr-1
geni saptamiglardir [4]. Arabaci ve arkadaglar1 2019 yilinda yaptiklart arastirmada 56
hastadan izole edilen 57 KRKP izolatlarinda %5.25 (n=3) mcr-1 geni saptamiglardir [5].
Ozkaya ve arkadaslari 14657 Enterobacteraceae izolatinda %0.13 (n=2) mcr-1 geni
bulmuslardir [112] Caligmamizda mcr-1 pozitifligine rastlanmamasina ragmen mcr-1
geni gittikce diinyanin her tarafinda yayildigi gibi Tiirkiye’de yayilmaya devam

etmektedir. Ulkemizde hayvanlardaki karbapeneme direncli enfeksiyonlarda kolistinin
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stk kullanimi, kolistin direncndeki artista biiylik rol oynamaktadir [5]. Calismamizda
kolistin direncli izolatlarda diren¢ mekanizmasinin kaynaginin, mcr-1’den baska bir
plazmit aracili direng geninin varhigi, hiicre duvar LPS’lerinin yoklugu ya da yapisinda
degisiklikler, attm pompalarinin varligi, porin sayisindaki artis veya kolistini inaktive
eden enzimlerin varligr gibi farkli direng mekanizmalarindan biri olabilecegi
diistintilmektedir. Ancak bu ¢aligmanin ana hedefi diger kolistin diren¢ mekanizmalari
arastirmak olmadigindan bu izolatlarda temel diren¢ mekanizmasi arastirilmamistir. Bu
diren¢ mekanizmalarmni saptamak icin ileri diizey arastirmalara ihtiya¢ vardir. izolat

sayist artirilarak mcr-1 geni arastirilmasina devam edilmesi planlanmstir.
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SONUCLAR:

. Transplantasyon hastalari, kanser hastalari, bobrek yetmezligi olan hastalar ve
COVID-19 ile enfekte hastalarda kolistin-direncli bakterilerin bakteriyemi
acisindan risk faktorii oldugu soylenebilmektedir.

. Disk eliisyon yontemi, BMD ydntemi ile ¢ok 1yi uyum gostermistir Kolistin
konsantrasyonlarinin kaybina yol agmayan cam tiiplerde uygulanmasi nedeniyle
kolay, pratik, diisiik maliyetli ve rutin laboratuvarda kullanima uygun bir test
oldugu diistiniilmektedir.

Makrodiliisyon yontemi, altin standard yontem olan BMD yontemine ¢ok
benzemesine ragmen daha zahmetli, zaman alici, tekrarlanabirligi disiik bir
yontem olmasindan dolay1 rutin laboratuvarda kullanim i¢in uygun bir yontem
olmadig: diistiniilmektedir.

. Ticari test, BMD yontemi ile (disk elisyon kadar olmasa da) kabul edilebilir
oranda uyum gostermistir, Kolay, pratik, rutin laboratuvarda kullanim i¢in uygun
olmasina ragmen diger yontemlere gore biraz daha maliyetli oldugu
distiiniilmektedir.

HPNP testi BMD yontemi ile ¢ok iyi uyum gostermistir. Testin Kolay, pratik,
diisiik maliyetli, rutin laboratuvarda kullanima uygun ve en énmlisi dort saatte
hizl1 sonug verebilen, renk degisimi nedeniyle kolay okunabilen bir test oldugu
diistiniilmektedir.

. Maliyet agisindan en uygun yontemlerin sivi diliisyon yontemleri oldugu, ikinci
sirada hizli testlerin geldigi belirlenmistir.

Calismamizda kolistin-meropenem kombinasyonunun sinerjik etkili oldugu
bulunmustur. Kolistinin kombinasyon seklinde kullanilmasinin hem direng artis
oranini digiirebildigi, hem de kolistinin toksik yan etkilerini sinirlayabildigi
diistiniilmektedir.

Calismamizda Kkolistine direng gosteren izolatlarda plazmit aracili kolistin direng
genine (mcr-1) rastlanmamasi, hastanemizde heniiz bu geni tasiyan bakteri
yayitliminin olmadigimi disiindiirmektedir. Ancak literaturdeki bircok ulusal
merkezli arastirmada bu genin bulunmus olmasi iilkemizde mevcut oldugunu ve

her an yayilabilecegini diistindiirmektedir. Plazmit aracili diren¢ kolaylikla
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taginabildiginden kolistin-direncinin surekli takip edilmesi gerekmektedir.
Hayvancilikta ve tarimda kolistinin yogun kullanilmasi bu direncin geninin insana
tasinmasini kolaylastirmaktadir. Direng takibi i¢in farkli diren¢ mekanizmalarinin

da arastirilacagi bagka ¢alismalara ihtiyag vardir.
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