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OZET

KLEBSIELLA PNEUMONIAE IZOLATLARINDA ANTIBIYOTIK
DUYARLILIGININ HIZLI YONTEM KULLANILARAK TESPIT
EDILMESI

Nurjemal ANNALYYEVA
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
T1bbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Agustos/2023
Danisman: Dog. Dr. Kemal BILGIN

Klebsiella pneumoniae iiriner sistem, kan, solunum, yumusak doku, pnémoni ve
bakteremi gibi nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan genellikle immiinsupresif ve
hastanede yatan hastalar1 etkileyen firsat¢1 bir patojendir. Bu mikroorganizmanin
coklu ilaca direng gelistirmesi ve enfeksiyonlariin yiiksek mortalite oranlari
nedeniyle diinya capinda bir tehdit haline geldigi diistintilmektedir.

Bakterilerin antibiyotiklere kars1 direncini tespit etmede rutin kullanilan standart
yontemler en az bir giin i¢inde sonu¢ vermektedir. Antibiyotik duyarlilik sonuglarini
kisa siirede saglayabilecek yeni yontemlerin gelistirilmesi antibiyotik tedavinin erken
baslatilmasinda, genis spektrumlu antibiyotiklerin gereksiz kullanimini azaltmada ve
bunun sonucu bakterilerde direng gelistirme riskini minimuma indirgemede katki
saglayacag diistintilmektedir.

Calismaya Haziran 2021 - Agustos 2022 tarihleri arasinda, Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvari na gesitli servislerden
rutin olarak gonderilen kan 6rneklerinden izole edilen 139 K. pneumoniae izolat1 dahil
edilmistir. Calismada mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak yontemleri ¢aligilmustir.

Calismaya dahil edilen izolatlarin gentamisin ve meropenem i¢in mikrodiliisyon
yontemi sonuglart ile resazurin mikroplak yontemi sonuglari karsilagilastiriimistir.
Buna gore gentamisin igin 6. saat sonuglari Kategorik Uyum %99.28, Temel Uyum
%92.08, Biiyik Uyumsuzluk %0 ve Cok Biiyiik Uyumsuzluk %1.53 olarak tespit
edildi. Gentamisin i¢in 7. saat sonuglart Kategorik Uyum %99.28, Temel Uyum
%96.40, Biiyik Uyumsuzluk %0 ve Cok Biiyiik Uyumsuzluk %1.53 olarak tespit
edildi.

Meropenem igin 6. saat Kategorik Uyum %97.12, Temel Uyum %91.36, Kiigiik
Uyumsuzluk %2.87, Biiyliik Uyumsuzluk %0 ve Cok Biiylik Uyumsuzluk %0 olarak
tespit edildi. Meropenem igin 7. saat Kategorik Uyum %97.12, Temel Uyum %92.08,
Kii¢iik Uyumsuzluk %2.87, Biiylik Uyumsuzluk %0 ve Cok Biiyiik Uyumsuzluk %0
olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak, elde edilen resazurin mikroplak yonteminin altinci ve yedinci saat
sonuglar1 agisindan onemli bir fark goriilmemistir. Bu sonuglara gore resazurin
mikroplak yonteminin K. pneumoniae izolatlarinda gentamisin ve meropenem
duyarliliginin altinci saatin sonunda ek bir cihaza ihtiyag duymadan minimum
inhibitér konsatrasyonu sonuglarinin elde edilmesine olanak saglama potansiyeline
sahip oldugu disiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: K.pneumoniae, Gentamisin, Meropenem, Resazurin



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY IN
KLEBSIELLA PNEUMONIAE ISOLATES USING RAPID METHOD

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

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen that causes nosocomial
infections in urinary tract, blood, respiratory organs and soft tissues, pneumonia and
bacteremia, usually affect immunosuppressive and hospitalized patients. It is thought
that this microorganism has become a worldwide threat due to the development of
multidrug resistance and the high mortality rates of its infections. Standard methods
used routinely to detect the resistance of bacteria to antibiotics give results in at least
one day. It is thought that the development of new methods that can provide antibiotic
sensitivity results in a short time will contribute to the early initiation of antibiotic
therapy, reducing the unnecessary use of broad-spectrum antibiotics and, as a result,
minimizing the risk of developing resistance in bacteria.

Between June 2021 and August 2022, 139 K pneumoniae isolates from blood
samples routinely sent to Ondokuz Mayis University Medical Faculty Hospital
Bacteriology Laboratory from various services were included in the study
Microdilution and resazurin microplate methods were used in the study. The results of
the standard microdilution method for gentamicin and meropenem of the isolates
included in the study were compared with the results of the resazurin microplate
method.

Accordingly, the 6th hour results for gentamicin were Categorical Agreement
99.28%, Essential Agreement 92.08%, Major Error 0% and Very Major Error 1.53%
detected. At the 7th hour, Categorical Agreement 99.28%, Essential Agreement
96.40%, Major Error 0% and Very Major Error 1.53% was detected.

For meropenem, the 6th hour Categorical Agreement 97.12%, Essential
Agreement 91.36%, Minor Error 2.87%, Major Error 0% and Very Major Error was
0% detected. At the 7th hour, Categorical Agreement 97.12%, Essential Agreement
92.08%, Minor Error 2.87%, Major Error 0% and Very Major Error 0% was detected.

As a result, there was no significant difference in the sixth and seventh hour
results of the resazurin microplate method. According to these results, the resazurin
microplate method has the potential to allow minimum inhibitory concentration results
of gentamicin and meropenem sensitivity in K. pneumoniae isolates at the end of the
sixth hour without the use of an extra device.

Keywords: K.pneumoniae, Gentamicin, Meropenem, Resazurin



ON SOZ VE TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve deneyimleriyle beni ydnlendiren,
caligmalarin her asamasinda sabirla, anlayisla dinleyip destegini benden esirgemeyen
degerli hocam ve tez damismanim Dog. Dr. Kemal BILGIN’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Calisma prensiplerinden Ornek aldigim yardimseverlikleriyle desteklerini
gordiigim her konuda bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim degerli hocalarim
Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr.
Asuman BIRINCI, Dog. Dr. Yeliz TANRIVERDI CAYCI ve Dr. Ogr. Uyesi Demet
GUR VURAL ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Biiyiik fedakarlik ve emekle bugiinlere getiren, hayatimin her aninda yanimda
olduklarin1 hissettigim, en biiyiik ve en giizel egitimi kendilerinden aldigim, haklarin
asla 6deyemeyecegim canim annem Ogulbeg Annalyyeva ve sonsuza kadar kalbimde
yasatacagim camim babam Berdimyrat Annalyyev’e, her daim desteklerini
esirgemeyen abilerime ve ablalarima en icten duygularimla tesekkiirlerimi sunarim.

Her daim manevi desteklerini kalbimde hissettigim sevgili Karaahmet ailesine
tesekkiirii bir borg bilirim.

Tanidigim gilinden beri bir¢ok aniyr paylastigim ve kendilerini tanidigim igin
mutluluk duydugum ytiiksek lisans arkadaslarima, egitimim boyunca gerek laboratuvar
gerekse teorik konuda destek olan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali asistanlarina,
Ars. Gor. Kiibra Hacieminoglu Ulker’e ve basta Biyolog Hilal Carike1 ve laboratuvar
teknikeri Ilkay Koksal olmak iizere tiim laboratuvar ¢alisanlarima ¢ok tesekkiir ederim.
Ayn1 zamanda gerek akademik hayatta gerek O6zel hayatimda yardimlarmi hig
esirgemeyen Dr. Sare Kaya Dastan’a ve Ars. Gor. Ilknur BIYIK’a, cok tesekkiir

ederim.

Nurjemal ANNALYYEVA



ICINDEKILER

TEZ KABUL VE ONAY T oottt bbb s i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK BEYANI ....cviiiiiirineicineineieisneeesesesesssssesssesessseans i
TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI ........cocoooviieiivieeeeeieee e ii
OZET ..o iii
ABSTRACT bbbt bbbt bt bbb bbb e iv
ONSOZ VE TESEKKUR ........cooiioiieiieieeeeeeteee st eses s esas s senss s s s sennans v
ICINDEKILER .........oooviiieiiceeeeeeee ettt sttt an s Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR ..ottt viii
SEKILLER DIZENT ......cooooviiiiceecee ettt iX
TABLOLAR DIZINT ..ot X
Lo GERIS oottt 1
2. GENEL BILGILER...........cccooooiiiiiiiiiiniees s 3
2.1. ENterobacteriaCae @ilSi...........coveviiiiiiiiieiieeee s 3
2.2. Enterobacteriaceae Ailesinin Genel Ozellikleri ve Morfolojileri ............ocvvevcuernnnnn 3
2.3, KIEDSIEHA TULLETT ...t 4
2.3.1. Klebsiella pneumoniae.........ccccoveiiiiiiiieieeee s 5
2.3.2. TAKSONMOMI ...tttk ettt ettt ettt nb e 5
2.3.3. Biyokimyasal OZellIKIETi ...........ccovrveruerireiresieeeiesseeieseesetsssee e, 6
2.3.4. ViIrtlans FaKtOrIeri.......cccviiiieiiieeiiie e cieesiee e e et sve e st e e saae e te et e e sneeesnneens 6
2.3.4.1. HipermuKoViSKOZIt (HV) ..ot 7
2.3.4.2. Demir Alim Determinantlart ...........ccooovveiiieiienic i 7

2.3.4.3. Biyofilm OIUStUIMA .........oooviiiiiiiiiiiiesiieeie e 7

2.3 4.4, KAPSTL ..eiiieieiices e 8
2.3.4.5. PiluS (FIMBIIA) ..ccveiiiiiie ettt st e 8
2.3.4.6. LipopolisaKarit (LPS) ..ottt 8
2.3.4.7. SEIUM DIFBNCH .ottt 8

2.3.5. Epidemiyol0ji V& PatOgENEZ........cccecveiiiiieeiese ettt st 9
2.3.6. K. pneumoniae ENfeKSIYONIAr..........cccoviiiiiii e 10

2.4, KaN KUIGIT vvveivieiiee et sate e st e st e st e e snteeenaeeantae e sreeesnneennes 10
2.5. AntiMIKrobiyal AJanIar............ccooviiiiiciie e e 11
20 I AV T 0] T 1= PSR 11
2.5.2. GENTAMISIN ...eveeieiete sttt b et e e 11

2.6. Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri (ADT) ....cooveiieiiiiiieiisee e 12
2.6.1. Fenotipik YONIEMIET ......cceeiviiiiiiiieiii ittt 12
2.6.1.1. Disk DIifUzZyomn TSt .....c.cciuieiiiiiiiiiiiiieeiee sttt 13
2.6.1.2. Gradient Diflizyon TSt .......ccuriririiririeieieiei s 13
2.6.1.3. Agar DilSYON TS .....cueeiuiiiiiiiiiiiiiiie et 13
2.6.1.4. Makrodillisyon TeSti.......cccueeiiiiiiiiiiii e 14
2.6.1.5. MiKrodiliSyon TeSt.......uiveriiiieeieiieeieie et 14

2.6.2. OtOMOTIZE SISTEMIET .. ...uiiiiiiicic e 15
TR TY () (51 0 (S ) 11153 01 ) SR 15

2.7. Hizl1 Antibiyotik Duyarlilik YOntemler..........cccooveviiiiiiiiiieiciecec e 16
2.7.1. Alamar Mavisi (ReSAZUIN) TSI .......cverviriiieieisiesisie e 16

3. MATERYAL VE METOT ..ottt nne s 18
BRI AV -1 (=] V7 | P 18
3.1.1. Calismaya Dahil Edilen BaKteriler ..........cccovveiiiiiiiiieiieii e 18

B2 IMIBLOL ... 18
3.2.1. Izolatlarin TanimIAnmMAST ...........cceveveeereeererereceeeseees s es e ss st seseseeesens 18
3.2.2. Besiyerinin Hazirlanmast ...........ccooeiiiiiiiiiiisiinece s 18
3.2.3. Resazurin Stoklarinin Hazirlanmasi.........ccceceieriiiiiieiee e 18
3.2.4. Antibiyotik Stokunun Hazirlanmasi............ccoevevvnineininc e 18
3.2.5. Plaklarin Hazirlanmasl.........ccccocvueeiiieeiiiie ettt et 19
3.2.6. Inokiilasyon ISleminin Yapilmast ..........cccccoveuevrieeveiirersicreiieeseseeee e, 19



3.2.7. Resazurin Mikroplak YONtemi......ccocovrverviiinieiinece e 19

3.2.8. IstatistikSel YONLEIM ......cucvviiviiecieieeeieseee sttt 20

4. BULGULAR VE TARTISMA .. ..ottt 21
4.1. Sivi Mikrodiliisyon Yontem ve Resazurin Mikroplak Yontem Sonuglarimin

DeGerleNIriIMES i .. e veeveeteiieeie sttt bbbt ee e 21

4.1.1. GeNntamiSin SONUGIATIT......cveiireiireiiriiirii et sre st sre e s ebe e sbeesbeesbaesree e 21

4.1.2. Meropenem SONUGLATT........ccviieriiiiieiiiee s 25

A 1 5 31 Y- PR P OO UR PP 31

B, USONUC ..t b bbb bbb bbbt bt e et b be b nne s 37

KCAYNAKLAR Lottt bt bbb bt b e et ae e b bt e e b eees 38

N I PSR 44

OZGECMIS.....cooeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt n et esen s 45

vii



ADT
ATCC
CLSI
DSO

E test
EUCAST
EMB
FDA

HV
KAMHB
LPS
MIK
PBP

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Anti Mikrobiyal Duyarlilik Testi

: American Type Culture Collection

: Clinical and Laboratory Standarts Institute
: Diinya saglik orgiitii

: Epsilometre Testi

: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
: Eosin Methylene Blue agara

: ABD Gida ve Ila¢ Dairesi

: Hiperviriilan

: Katyon ayarli Mueller-Hinton broth

. Lipopolisakarit

: Minimum inhibisyon konsantrasyonu

: Penisilin baglayici proteinler

: Direngli

: Duyarlt

: Mikrogram

: Mikrolitre

viii



SEKILLER DiZINI

Sekil 4.1. Izolatlarin servislere gore dagilim grafifi ........cccccoveevevvererircrerieeeeseee e 21
Sekil 4.2. Gentamisin resazurin testi 6. saat Plagl ........cccvvvririiineieiee s 24
Sekil 4.3. Gentamisin resazurin testi 7. Saat plagl ........ccvceviiiiiiiniienen e 25
Sekil 4.4. Meropenem resazurin testi 6. Saat Plagl.......c.cccovveeerieriereninie e 28
Sekil 4.5. Meropenem resazurin testi 7. Saat Plagl......c.cccvvveeeririerinenee e 29



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 2.1. K. pneumoniae’nin takSOMOMIST .......ecververeieiriiisresiesie st 5
Tablo 2.2. K. pneumoniae Biyokimyasal GZelliKIETi..........cvviririririiniiiiisisisesese e 6
Tablo 4.1. izolatlar gentamisin mikroplak, resazurin mikroplak 6. ve 7. saat

MIK SONUGIATT. ...ttt ettt en e 22
Tablo 4.2. izolatlarm meropenem mikroplak, resazurin mikroplak 6. ve 7. saat

MIK SONUGIALT. ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt s sttt e s s e e s 25
Tablo 4.3. Resazurin mikroplak ve mikrodiliisyon yontemden elde edilen MiK sonuglarinm

ULYUITY QAL 11ttt st et sreesreeseeeseeesen e se e e e r e nr e e eb e e ebe e e sn e e n e e nn e e nne e nreenenennneenns 30
Tablo 4.4. Resazurin mikroplak yonteminin hata ve uyum oranlari...........c.ccoevevvrenerennennnn. 31



1. GIRIS

Saglikli bireylerde cilt ve nazofarinksin de kolonize olabilen Klebsiella
pneumoniae izolatlari, normal bagirsak mikrobiyotasinin bir pargasi olup idrar yolu
enfeksiyonlari, pndmoni, bakteriyemi ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi hastane ve
toplum kaynakl1 enfeksiyonlarin etkeni olarak karsimiza ¢ikabilmektedirler (Follador

et al., 2016). Ozellikle hastane ortamindan izole edilen Klebsiella’larin farkli

antibiyotiklere kars1 direngli olmalarindan dolay1 6nemi artmistir (Tlinger vd., 2005).

2019'da yapilan bakteriyel antimikrobiyal direncinin sistematik analizinde,
bakterilerin antibiyotik direnci ile iligkili 6liime neden olan alt1 patojen siralamasinda
Klebsiella pneumoniae 'nin de yer almasi bu mikroorganizmanin 6nemini bir kez daha

ortaya koymaktadir (Murray et al., 2022).

Antimikrobiyallere kars1 mikroorganizmalarin direnci tiim diinyada kiiresel bir
sorun haline gelmistir. Ozellikle uluslararasi seyahatin kolaylig1 ve yaygmlig1 sonucu,
cok ilaca direngli (MDR) olan patojenlerin diinya ¢apinda yayilimi artmaktadir (Singh
et al., 2017). Ayn1 zamanda toplumda antibiyotiklerin bilingsiz tiikketilmeside patojen
bakterilerilerin antibiyotiklere karsi direng olusturma siirecini kisaltmakta ve dnemli

bir sorun haline gelmektedir (Ciftci ve Aksoy, 2015).

Kiiresel olarak artmakta olan antibiyotik direnci, bakterilerin neden oldugu
enfeksiyon oranlarini da yonlendirdigi diistiniilmekte ve insan sagligi i¢in dnemli bir
tehdit olarak kabul edilmektedir (Follador et al., 2016). Antibiyotiklerin arastirilmasi
ve gelistirilmesi slirecinde gram negatif basiller basta olmak iizere ¢oklu ilaca direncli

olan patojenler, kiiresel bir 6ncelik olarak kabul edilmektedir (Singh et al., 2017).

Antimikrobiyal direncinin kazanilmasi biyokimyasal reaksiyonlar ile olusur ve
bunun temelinide ii¢ genetik mekanizma olusturmaktadir. Bunlar; kromozomal
genlerin mutasyon gegirmesi, direng genlerinin disardan alinmasi veya digardan alinan

genlerin mutasyona ugramasidir (Giir, 2004).

Direncin  6nlenmesi igin, antibiyotiklerin dogru sekilde kullanilmasi,
slirveyansin c¢alismalarinin titizlikle yapilmasi, enfeksiyonu 6nleme ve kontrol altina

alinma ¢abalarinin gelistirilmesi gerekmektedir (Singh et al., 2017).

Kiiresel ¢apta antibiyotige direngli bakteriler hizla artis gosterirken, enfeksiyonu

ayirt edebilen, tedaviye yol gosterebilen, antibiyotiklerin gereksiz kullanimini en aza



indirebilen ve belirli hastalarin terapotik stratejileri 6zellestirebilen teknolojiler yavas

kalabilmektedir (Syal et al., 2017).

Antimikrobiyal duyarlilik testleri (ADT), bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin  tedavisinde en iyl terapotik tedavinin se¢iminde uygun
antibiyotiklerin recete edilmesini ve enfekte bireylerde olasi direngli patojenlerin
ortaya ¢ikisini takip etmeyi amaglamaktadir. Ayrica antimikrobiyal duyarlilik testleri,
enfeksiyonun 6nlenmesinde ve kontrol edilmesinde, 6nemli olan tanimlanmis direng
mekanizmalarina sahip izolatlarin tanimlanmasin da yardimci olabilmektedirler. Ayni
zamanda epidemiyolojik ¢aligmalarda diren¢ insidanst ve prevalansinin
degerlendirilmede 6nemli anahtardir (Van Belkum et al., 2019). Antibiyotik duyarlilik
testleri patojenlerin neden oldugu enfeksiyona en etkili antibiyotik tedavisini
uygulamak ve bilinen bir bakteri tiirliniin antibiyotige direngli hale gelip gelmedigini

gozlemeyi saglamaktadir (Heller and Spence, 2019).

Klinik laboratuvarlar giiniimiizde sagladiklar1 ekipman ve laboratuvar testlerine
bagli olarak bir¢ok antimikrobiyal duyarlilik yontemlerini kullanmaktadirlar (Gajic et
al., 2022). Fakat klinik mikrobiyolojide antimikrobiyal duyarliligin profilini anlamak
i¢in kullanilan teknolojiler zaman alic1 ve nispeten pahalidir. Bunun sonucunda da
hastaya genellikle ampirik antimikrobiyal tedaviler ve genis spektrumlu antibiyotikler
recete edilmektedir. Antimikrobiyal direncin siirekli olarak artmasiyla, antimikrobiyal
duyarlilik i¢in yenilikgi, hizli, dogru ve tekrarlanabilir yontemlerin ve araglarinin

gelistirilmeye ihtiyaci vardir (Gajic et al., 2022).

Calismamizda; resazurin mikroplak yontemi ile Klebsiella pneumoniae

izolatlarinda meropenem ve gentamisin duyarliliginin erken tespiti arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enterobacteriaceae Ailesi

Enterobacteriaceae ailesi gram negatif basillerden olusan oldukga genis ve
heterojen bir topluluktur. Enterik bakteriler, enterik gram negatif basiller veya
koliform bakteriler olarakta isimlendirilmektedirler. Enterobacteriaceae ailesindeki

bakteriler hastane enfeksiyonlar1 yoniinden 6nemli patojenlerdir (Giir, 2004).

Bu aileye ait tiirler hatane enfeksiyonlar1 yoniinden onemli olan biitiin
izolatlarin yarisini, izole edilen patojen gram-negatif izolatlarin %80'ini ve iriner
sistem enfeksiyonlarina neden olan izolatlarin ise %70'ini olusturmaktadirlar
(Zarakolu, 2004). Enterobacteriaceae grubu biitiin diinyada, dogada, insanlarda ve
hayvanlarda bulunarak o6nemli potojenik potansiyeline sahip ¢ok yaygin
mikroorganizmalari igermektedir (Brenner and Farmer Lii, 2015). Ailenin 50 cinsi,
100’den fazla tiirii ve alt tlirii tanimlanmis olsada, bunlardan az sayidaki tiir insanlarda
hastaliga neden olmaktadir. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis gibi tiirleri insanlarin normal kommensal florasinda bulunarak firsat¢i
enfeksiyonlara neden olurlarken, Salmonella serotip Typhi, Shigella tiirleri, Yersinia

pestis gibi bazilar1 da her zaman hastalik ile iliskilidir (Zarakolu, 2016).

Enterobacteriaceae ailesi li¢ major antijen grubuna gore serolojik olarak
siniflandirmast yapilir. Bu antijenler kapsiilde bulunan K antijeni, somatik O
polisakkaritleri, ve hareketli tiirlerinin flajellasinda bulunan H proteinleridir. Her bir

susa 0zgiil olan O antijenleri her cinste ve tiirde bulunmaktadir (Zarakolu, 2016).
2.2. Enterobacteriaceae Ailesinin Genel Ozellikleri ve Morfolojileri

Enterobacteriaceae ailesinin {iyeleri 0,3-1 pm genigliginde, 0,6-6,0 pm
uzunlugunda olup, ¢ogu tiirleri peritris flagellalar1 sayesinde hareketliyken bazilarida
hareketsizdir. Aerobik ve anaerobik ortamlarda iireyebilen bu bakteriler diizgiin
kenarli koloni olusturan, sporsuz, basil veya kokobasillerdir. MacConkey agar gibi
cesitli segici ve kanli agar gibi secici olmayan besiyerlerinde hizla iireyebilmektedirler
(Kaleli, 2009). Bazilar1 glikozu tek karbon kaynagi olarak kullanirken, bazilarida
glikozu pargalayarak asit olustururlar ve bircogu da gaz olusturur (Bilgehan, 2009).
Oksidaz reaksiyonu negatif, katalaz pozitif ve nitrati nitrite indirgerler (Morales-

Lopez, 2019). Ayrica Enterobacteriaceae’nin sitokrom oksidaz aktivitelerinin



olmamasida diger bir¢ok fermentatif ve non-fermentatif gram-negatif basillerden ayirt
edilmesini saglayan ozelligidir. Sitokrom oksidaz aktivitesi basit ve hizli bir test ile

kolayca saptanabilmektedir (Zarakolu, 2016).
2.3. Klebsiella Tiirleri

Klebsiella cinsindeki gesitli suslar degisime ugrayarak diinya ¢apinda 6nemli bir
klinik ve halk saglig1 tehdidi haline gelmistir (Dong et al., 2022). Klebsiella cinsinde
onde gelen klinik 6nemi olan tiirler K. pneumoniae, K. ornithinolytica, K. ozaenae, K.
rhinoscleromatis, K. planticola, K. terrigena olarak siralanabilmektedir (Erdem,
1999). Besiyerlerinde genis M koloni olusturmasi ve tiimiiniin hareketsiz olmasi
Klebsiella cinsin en belirgin 6zelligidir (Tiinger et al., 2005). Kalin ve belirgin bir
polisakkarit kapsiil tabakasi tiirlerin agar besiyerinde biiyiik, mukoid koloniler
yapmast ve gram boyama ile genis goriintii olusturmasini saglamaktadir (Erdem,
1999). Glikozlu ve kanli besiyer ortaminda en iyi kapsiillenme goriiliir. McConkey
agarda pembe mukoid, Eosin Methylene Blue (EMB) agarda morumsu, Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) agarda sar1 ve Salmonella Shigella (SS) agarda pembe koloni
olusturmaktadirlar (Bilgehan, 2009).

Klebsiella’larin kolonizasyonunu destekleyen durumlarin, hastanin hastanede
uzun siire kalmasi, damar i¢i veya iiriner kateterinin uygulanmasi, gegirmis oldugu
operasyon Oykiisiinlin olmas1 ve antimikrobiyallerin fazla kullanilmasiyla iliskili
oldugu bildirilmistir (Terzi vd., 2013). Hastane kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu
olan patojen bakteriler igerisinde Klebsiella tiirleri ilk on sirada yer almaktadir (Yenen,
2015). Yatan hastalarda kolonizasyon oran1 iki ile dort kat daha arttig
gozlemlenmistir. Bu hastalarda diskida %77, farenkste %19 ve ellerde %42 oraninda
taginmaktadir. Klebsiella tiirlerine baglh olarak gelisen hastane enfeksiyonlarinin; %6-
17 iiriner sistem enfeksiyonlarinda, %7-14 pnomonilerde, %4-15 sepsislerde, %2-4
yara enfeksiyonlarinda ve %4-17 oraninda yogun bakim initelerinde etken olarak
saptanmistir. Yenidogan sepsislerinde ise %3-20 oraninda izole edilmistir (Podschun
1998). Kan dolasimi enfeksiyonlarinda da yaygin etkiye sahip olabilen Klebsiella

tiirleri dokuzuncu sirada yer almaktadir (Kaleli, 2009).

Klebsiella’nin klinikte en sik izole edilen tiirleri K. pneumoniae ve K. oxytoca
dir. Bunlar; iiriner sistem enfeksiyonlarina, cerrahi alan enfeksiyonlarina,

bakteriyemiye, pndmoniye, ¢esitli organ apselerine neden olmaktadirlar (Terzi et al.,
2013).



2.3.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella tiirleri i¢cinde enfeksiyona en sik neden olan tiir K. pneumoniae ‘dur.

Saglikl1 bireylerin bagirsak ve solunum yolu floralasinda %5 oraninda bulunmaktadir

(Tinger et al., 2005).

K. pneumoniae hastane ortaminda bagisikligi baskilanmis bireyler arasinda
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan en 6nemli toplumsal firsatg1 patojenlerden biri
olarak kabul edilmektedir (El Fertas-Aissani et al., 2013). Ancak hiperviriilent suslarin
ortaya ¢ikmasi sonucu son zamanlarda yayilma hizini ve enfeksiyonlara kars1 duyarli
kisilerin sayisini, saglikli ve bagisikligi baskilanmamis kisileri kapsayacak sekilde
genislemistir (Paczosa et al., 2016). K. pneumoniae pnomoni (Friedlaender
pnoémonisi) olusturdugu enfeksiyonlarda balgamdan, iiriner sistem enfeksiyonlarinda
idrardan, menenjitte BOS'dan ve septisemide kandan izole edilmektedirler (Bilgehan,
2009).

K. pneumoniae’nin karbapenemler karsi direng yiizdesi AB/EEA (Avrupa
Birligi/ Avrupa Cevre Ajansi) verilerine gore niifus agirlikli ortalama 2012'de

%6,2’dan 2015 yilinda %8, 1'e yiikselmistir (Summary of the latest, 2016).
2.3.2. Taksonomi

Enterobacteriaceae ailesinde bulunan Klebsiella cinsi ismini  Alman
mikrobiyolog Theodor Albrecht Edwin Klebs’in ismini almistir. Ancak Carl
Friedlander tarafindan pndmoniden 6len bir hastanin akcigerinden ilk kez izole edilen
K. pneumoniae uzun yillar ‘Friedlander basili’ olarak anilmigtir. Daha sonraki yillarda
ise mikroorganizma Schroeter tarafindan  "Hyalococcus pneumoniae" olarak
isimlendirilmistir. 19’uncu yiizyilin sonlarinda ise Trevisan tarafindan Edwin Klebs
onuruna "Klebsiella pneumoniae" diye ismi degistirilmistir (Ristuccia ve Cunha, 1984,
Grimont ve Grimont, 2015). K. pneumoniae’nin taksonomisi Tablo 2.1°de

gorilmektedir.

Tablo 2.1. K pneumoniae’nin taksonomisi

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Smif: Gammaproteobacteria
Takim: Enterobacterales
Aile: Enterobacteriaceae
Cins: Klebsiella

Tir: Klebsiella pneumoniae




2.3.3. Biyokimyasal Ozellikleri
K. pneumoniae sekerleri asit ve gaz olusturarak parcalamaktadir. Bagirsak
bakterilerinden farkli olarak nisastay1 en ge¢ dort giin icerisinde pargalamakta ve gaz

olusturmaktadirlar (Bilgehan, 2009).

Triple Sugar Iron (TSI) besiyerinde H.S negatiftir ve fenilalanini deamine
etmemektedirler. Bu besiyerin dip kisminda asit (sar1) yatik kisminda alkali (kirmiz1)

reaksiyonu vererek gaz olusturmaktadirlar (Bilgehan, 2009).

Baslica diger baz1 biyokimyasal 6zellikleri, triptofandan indol olusturmamalarsi,
laktozu fermentasyonu ve iireaz enzime sahip olmalaridir (Tiinger et al., 2005). K.

pneumoniae’nin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2.2’de goriilmektedir.

Tablo 2.2. K. pneumoniae Biyokimyasal 6zellikleri (Bilgehan, 2009; Erdem, 1999)
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Konak hiicresine girerek enfeksiyonu basarmak icin, K. pneumoniae o6nce
mekanik ve kimyasal engelleri asarak konagin hiimoral bagisikligi ve hiicresel
bagisikligr tarafindan taninmaktan kaginmalidir (Wang et al., 2020). Bu durumda K.
pneumoniae ¢esitli viriilans faktorleri kullanarak konakg1 hiicrede kolonize olabilir ve
cogalabilir (Effah et al., 2020). Klinik olarak ¢oklu ilaca direngli ve hiperviriilan K.
pneumoniae (hvKP) izolatlarinin kesfedilmesiyle birlikte bu izolatlarin cografyada
hizla yayilmasi birer tehdit haline gelmis ve endiseye neden olmustur (Wang et al.,
2020).



K. pneumoniae konak savunma mekanizmalarini asabilmek i¢in ¢ok sayida
farkli viriilans faktoriine sahiptir. Bunlardan bazilari; kapsiil polisakkarid, biyofilm,
hipermukoviskozite (HV), fimbriya (pilus) ve fimbiriya olmayan adezinler,
lipopolisakarit (LPS), demir alim determinantlar1 ve serum bakterisidal direnci olarak
siralanabilmektedir (Kus et al., 2017; Kaleli et al., 2006).

Viriilans faktorleri sayesinde, K. pneumoniae izolatlar1 dogal konak bagisiklik
sisteminden kacgarak, konak¢ida uzun siire hayatta kalip enfeksiyonunu siirdiirebilme

kabiliyeti kazanmaktadir (El Fertas-Aissani et al., 2013).
2.3.4.1. Hipermukoviskozit (HV)

K. pneumoniae’de HV fenotipleri bakterinin invaziv sendromu ve demir
baglama aktivitesi ile iligkili olup, wviriilansin artmasinda katki sagladigi

distiniilmektedir (Kus et al., 2017).
2.3.4.2. Demir Alim Determinantlari

Mikroorganizmalarin hayatta kalmasi i¢in en 6nemli maddelerden biri demirdir
(Kus et al., 2017). Demiri elde etme yetenekleri, bakterilerin konakcida enfeksiyon
olusturabilmesi i¢in biiylimesinde ve ¢ogalmasinda kritik 6neme sahiptir (Kaleli et al.,
2006, Wang et al., 2020). Diisiik molekiil agirhikligina sahip sideroforlar demiri
baglamada yardimei1 olan viriilans faktoridiir (Kaleli et al., 2006).

K. pneumoniae'de dort farkli demir tasiyict molekiil bulunmaktadir. Bunlar
sirastyla enterobaktin, yersiniabaktin, salmochelin ve aerobaktindir (Wang et al.,
2020). Enterobaktin (fenolat) ve aerobaktin (hidroksamat) bagirsakta bulunan suslarda
bulunmaktadirlar. (Kaleli et al., 2006). Enteromisin hem tipik suslarda hem de oldukca
virlilent suslarda bulunmaktadir. Aym1 zamanda demir i¢inde en yiiksek afiniteye
sahiptir ve ana demir emilim sistemi olarak kabul edilmektedir. Bir diger demir tasiyict
molekiil olan salmochelin ise invaziv hastaliklarla iliskilidir. K. pneumoniae’nin
oldukg¢a viriilent suslarinda bulunarak, karaciger apsesi ve pndmoni gibi ciddi

toplumsal enfeksiyonlara neden olmaktadir (Wang et al., 2020).
2.3.4.3. Biyofilm Olusturma

K. pneumoniae’nin biyofilm olusturma yetenegi diger bir onemli viriilans
faktortdir. Biyofilm, bakterilerin bir araya gelip, biyotik veya abiyotik yiizeylere

tutunarak kendi iirettikleri organik polimer matriks i¢ine gdmiilmesidir. Bakterilerin



ekzopolisakkarit matriks igerisinde kiimeler halinde bulunmasi sonucu humoral
immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulagmalar1 engellenir ve fagosite edilmesi

giiclestirir (Kus et al., 2017).
2.3.4.4. Kapsiil

Kapsiiler polisakkaritler hem bakterinin konak fagositozuna karsi direnci
saglayan hem de bakterisidal serum faktorleri tarafindan bakterinin dldiiriilmesini

engelleyen 6nemli bir viriilans faktoridiir (Kus et al., 2017).

K. pneumoniae'nin plazmitin de bulunan RmpA, Kkapsiiler polisakkaritin
sentezini diizenlemesini yapan viriilans faktordiir. RmpA’y1 tasiyan izolatlar, yiiksek
mukuslu hvKP'nin fenotipidir ve karaciger apsesi gibi piiriilan doku enfeksiyonlarina
onemli Ol¢iide neden olmaktadir. K. pneumoniae’yi konak hiicrenin bagisiklik
sisteminden korumada kapsiil 6nemli bir rol oynamasina ragmen, farkli faktorlerde

viriilansina neden olabilir (Wang et al., 2020).
2.3.4.5. Pilus (Fimbria)

K. pneumoniae’de adezinler tip 1 ve tip 3 pilus tarafindan saglanir ve bakteriyi
epitelyal hiicrelere, bagisiklik hiicrelere ve abiyotik ylizeylere yapigsmasini destekler

(Wang et al., 2020).
2.3.4.6. Lipopolisakarit (LPS)

Aslinda, K. pneumoniae suslarindaki LPS kismen degistirilebilir. Bazi suslar ise
kapsiilii kullanarak LPS'yi kamufle ederler ve konakgi hiicre tarafindan taninmazlar.

Bu modifikasyonlar sonucu bakterilere kars1 klirens azalmakta ve enflamatuar yanit

inhibe edilmektedir (Wang et al., 2020).
2.3.4.7. Serum Direnci

Enfeksiyonun gelisimi sonucu konagin ilk savunma basamaklar1 serumun
bakterisidal etkisi ve polimorfonuklear 16kositlerle fagositozdur. Serumun bakterisidal
etkisi kompleman proteinleriyle iliskili olup, ozmolarite ile bakterilerin seruma karsi

direnci degisebilmektedir (Kaleli et al., 2006).

Gram negatif bakterilerin kommensal suslarmin ¢ogu serumun bakterisidal
etkisine duyarli iken patojen suslar1 direnclidir (Kaleli et al., 2006). Fakiiltatif gram-
negatif bakterilere karst normal insan serumunun bakterisidal etkisi arastirmalar

sonucu, digki 6rneklerinden ve lokal enfeksiyonlardan izole edilen suslarin genellikle
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serumun Oldiirme aktivitesine duyarli oldugu, kan kiiltiirlerinden izole edilen susglarin

ise genellikle direngli oldugu gosterilmistir (Casciato et al., 1979).

Tiirkiye’de yapilan bir arastirmada Klebsiella cinsinin suslarinda %29-77
oraninda serum direnci bildirilmistir. Podschun vd. tarafindan yapilan bir arastirmada
hastanede izole edilen K. pneumoniae suslarinin %25°de serum direnci oldugu
gosterilmistir. Cevresel faktorlerin ve LPS’in seruma kars1 direncinin etkisi sonucu,
ayni izolat farkli ortamlara kondugunda seruma duyarliliginin degisebilecegi

belirtilmektedir (Podschun, 2001).
2.3.5. Epidemiyoloji ve Patogenez

Klebsiella tiirleri hastane enfeksiyonlarinin  %8’inden sorumlu olarak
bilinmektedir. Hastanede yatan hastalardaki tiriner enfeksiyonlarin %9’una ve tim
primer bakteriyemilerin %14’{ine Klebsiella tiirlerinin neden oldugu yapilan aragtirma
sonucu bildirilmistir (Ustagelebi, 1999). Klebsiella’nin enfeksiyonlarla iliskili suslart,
hiperviriilent olarak kabul edilmektedir. Epidemiyolojik c¢alismalarin sonucu bu
suslarin benzer bazi genetik 6zellikleri paylastigini gostermektedir (Bengoechea ve

Pessoa, 2019).

Klebsiella’lanin yetmisten fazla K antijen tipi tanmimlanmustir. Tipe 6zgi K
antiserumlar Klebsiella’nin neden oldugu enfeksiyonlarin epidemiyolojik yonden

incelenmesinde yarar saglamaktadir (Ustagelebi, 1999).

K. pneumoniae saglikli kisilerin orofarinksinde nadiren bulunurken, hastanede
yatan hastalarda ise prevalans oranm1 %?20'lere kadar ¢ikabilmektedir. Alkol bagimlisi,
diyabetli ve kronik obstruktif akciger hastalig1 olan bireylerde akciger enfeksiyonlar
stk goriilmektedir. Bu hastalardaki bakteri kolonizasyonu enfeksiyon kaynagi olarak
bilinmektedir (Ozakin, 2008). K. pneumoniae’nin klinik 6nemine ragmen,
patogenezine iliskin bilgiler tam olarak aydinlatilmamis ve Onemli bosluklar
doldurulmamistir. Bu nedenle olusturdugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in yeni
stratejiler tasarlamak amacila enfeksiyon biyolojisini daha 1yi anlamamizda zorluk

olugsmaktadir (Bengoechea and Pessoa, 2019).

Klebsiella tiirlerinin insidansinin son zamanlarda artis1 hem debilize hastalardaki
nozokomiyal enfeksiyonlarm artist hem de antibiyotiklere direng gelistiren
immunsiiprese  hastalarinin  artisindan ~ kaynaklanmaktadir.  Klebsiella’larda

antibiyotiklere direng egilimi plasmidlerin aracilig1 ile olusmaktadir (Ozakin, 2008).
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2.3.6. K. pneumoniae Enfeksiyonlar

K. pneumoniae klinikte en sik izole edilen Klebsiella tiiriidiir. Insanlarda ve
hayvanlarda ¢esitli hastaliklardan sorumludur (Briss, 2009). Genellikle immiinsupresif
ve yatan hastalar1 etkileyen firsat¢1r patojenidir. K. pneumoniae’nin neden oldugu
enfeksiyonlar baslica iiriner sistem, pndmoni, yumusak doku, bakteremi ve menenjite
gibi nozokomiyal enfeksiyonlara neden olmaktadir (Giinaydin, 2004; Kus, et al.,
2017). Yara enfeksiyonlarina neden olma potansiyeline sahiptir ve siklikla kan, idrar
ve solunum yolu 6rneklerinden izole edilebilmektedir (Glinaydin, 2004; El Fertas-
Aissani et al., 2013). Asya iilkelerinde son zamanlarda ortaya ¢ikan karaciger apsesi

sendromu da yaygin oldugu bildirilmistir (El Fertas-Aissani et al., 2013).

K. pneumoniae biitiin bakteriyel pndmonilerin %?2' sinden sorumlu olarak
bilinmektedir. Pnémoni (Freidlander pndmoni) olusturdugu en 6nemli hastalik olup

akciger fonksiyonlar1 bozuk kisilerde toplumsal olarak yaygindir (Tiinger et al., 2005).

Gram pozitif organizmalar gore 4-5 kat daha az siklikla sepsise neden olan K.

pneumoniae ve E. cloacae’nin mortalite orani iki kat daha fazladir (Kaleli, 2009).
2.4. Kan Kiiltiirii

Kan kiltiirii islemi bakterilerin neden oldugu sistemik enfeksiyonlari
belirlemede 6nemlidir. Atesli ve lokalize bulgusu olan veya olmayan hastalar i¢in kan
kiiltiirii onemli bilgiler saglamaktadir. Ciddi hastaligir goriilmeyen veya akut infektif

endokarditli hastalarda esas tan1 yontemidir (Yenen, 2015).

Farkli mikroorganizma tiirleri kan kiiltiirlerinde tireyebilmektedir. Gram negatif
E. coli ve K. pneumoniae gibi enterik tiirler kan kiiltiiriinde tirerler ve izole edilirler
(Yenen, 2015). Kanda bulunan mikroorganizmalari en iyi sekilde izole edebilmek igin,
yeterli miktarda kanin kiiltiire edilmesi gerekmektedir. Arastirmalar, alinan kan
miktarinin yetersiz olmasi yanlis negatif sonug riskini artirdigini géstermistir (Clinical
Excellence Commission, 2021). Cesitli faktorler kan kiiltiiriiniin ~ pozitif
sonu¢lanmasini etkilemektedir. Bu faktorler, besiyerinde ekilen kanin diliisyonu,
alinan kanin miktari, aerop ve anaerop besiyerlerin kullanilmasi, inkiibasyon siiresi
seklinde siralana bilmektedir. Kan tiirlerinin inkiibasyon siiresi 5 ila 7 giindiir.
Otomatik sistemin pozitif sonug verdigi kiiltiirler sonrasinda kat1 besiyerine pasaj

yapilmaktadir (Yenen, 2015).
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2.5. Antimikrobiyal Ajanlar
2.5.1. Meropenem

Karbapenemler icgerisinde bulunan meropenem, klinikte dnemi olan hemen
hemen tiim aeroblara ve anaeroblara karsi in vitro bakterisidal aktiviteye sahip
parenteral bir antibiyotiktir (Edwards, 1995). Karbapenem ¢ekirdegine sahip f -
laktam antibiyotik olan karbapenemler 1970'lerin ortalarinda kesfedildi ve 1986'dan
beri klinik kullaniminda mevcutturlar (Fish ve Singletary, 1997).

Meropenem, yar1 sentetik parenteral bir antibiyotik olup, bakteri hiicre
duvarlarinin biyosentezinde bulunan penisilin baglayici proteinlere (PBP) kovalent
olarak baglanarak bakteri hiicrenin 6liimiine neden olurlar. PBP'ler, bakteriyel hiicre
boliinmesinde, hiicre duvarinin sentezinde ve bu duvarin yapisinin korunmasinda
gorev yapan proteinlerdir. Bu nedenle meropenem bakteri hiicre duvarmin
biitiinltiglinli bozar, hiicrenin biiylimesini ve bdliinmesini engelleyerek bakterisidal

etkilere neden olmaktadir (Fish ve Singletary, 1997).

Klinik de izole edilen patojenler icin Minimum Inhibitér Konsantrasyonunu
(MIK) asan meropenem'in insan plazma, doku veya idrar konsantrasyonlar: ile
birlestiginde, birgok viicut bolgesindeki enfeksiyonlarin tedavisinde etkili olacag

distintilmistiir (Edwards, 1995).
2.5.2. Gentamisin

[lk olarak 1963'te kesfedilen gentamisin, Micromonospora purpurea
fermantasyonu ile tiiretilmis olup, diger antimikrobiyallere direng gosteren bakterilerin
tedavisinde yarar saglayan antibiyotiktir. Gram negatif ve bazi gram pozitif
mikroorganizmalara karsi bakterisidal etki etmektedir (Appel and Neu, 1978;
Hayward et al., 2018).

Gentamisin suda ¢ozilinbilen, genis pH araliginda stabil olan ve kismen 1s1ya
dayanikli antibiyotiklerdir. Bu antibiyotikler bakterilerin 30 S ribozomundaki spesifik
reseptor bolgelerine baglanir ve anormal polipeptit sentezine neden olarak protein
sentezini engeller. Aminoglikozit bilesiklerinin bakteri hiicresine girmesine ve
ribozomuna baglanmasina yetecek kadar hiicreye temas etmesi gerekmektedir (Appel
and Neu, 1978).
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2.6. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri (ADT)

Bu testlerin amaci, yaygin patojenlerin gelistirdigi olas1 ila¢ direncini tespit
etmek ve enfeksiyonlar ic¢in tercih edilen ilaglarin duyarliligini belirlemektir
(Jorgensen and Ferraro, 2009). Duyarlilik testleri etkili antibiyotigi belirlemede
yardimci olmaktadir (Heller & Spence, 2019).

Antibiyotik duyarlilik testinin yapildigi durumlara, antibiyotiklere siklikla
direngli olan mikroorganizmanin elde edildilmesi, 6zgiil tedavi gerektiren oldiriicii
olma olasiligi olan enfeksiyon durumlart ve hizli bakterisidal antibiyotigin
kullaniminin gerektirdigi enfeksiyonlara neden olan patojenlerin varligi, 6rnek olarak

verilebilir (Yenen, 2015).

Yaygin olarak kullanilan ADT yontemleri, sivi mikrodiliisyon veya hizl
otomatik cihaz yontemlerdir. Esnek ve maddi tasarrufu saglayan manuel yontemler ise
disk difiizyon ve gradyan difiizyon yontemlerini igerir. MIK gibi kantitatif sonug
verebilen yontemler ve digerleri; duyarli, orta duyarli veya direngli kategorilerini

kullanarak kalitatif degerlendirmeye olanak saglarlar (Jorgensen and Ferraro, 2009).
2.6.1. Fenotipik Yontemler

Fenotipik testler, standart kosullar altinda mikroorganizmalar ile antibiyotigi bir
araya getirerek, test edilen antibiyotik tarafindan izolatin inhibe edilip edilmeyecegini
olgmektedir. Islem sonunda MIK degerleri veya inhibisyon zon caplar elde
edilmektedir. Cikan bu sonuglar esik deger ile karsilastirilarak tedavinin basarisi
tahmin edilmeye calisiimaktadir (Giilmez, 2014; Spencer et al., 2020). Fenotipik
yontemler igerisinde broth mikrodiliisyon yontemi, disk difiizyon yontemi ve gradient

difiizyon yontemi en yaygin kullanilan ti¢ yontemdir (Heller ve Spence, 2019).

Testte kullanilacak besiyerleri, inkiibasyon kosullari, kalite kontrol izolatlari,
antibiyotikler ve ¢alisilacak izolatlar CLSI (Clinical and Laboratory Standarts
Institute) veya EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) standartlarinda belirlenir (Aydemir et al., 2016). Fenotipik yontemler diinya
capindaki mikrobiyoloji laboratuvarlar1 tarafindan referans standardi olarak

kullanilmaya devam etmektedir (Spencer et al., 2020).
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2.6.1.1. Disk Difiizyon Testi

Disk difiizyon testi, A.W. Bauer, W.M. Kirby ve arkadaglarinin ¢aligmasi ile
standardize edildiginden bu yana uygulama kolaylig1 ve diger yontemlere gére daha
disik maliyetli oldugu icin mikrobiyoloji laboratuvarlar1 tarafindan sik

kullanilanilmaktadir (Karatuna et al., 2017).

Diliisyon ydntemlerinden farkli olarak MIK degeri elde edilemez, ancak ilacin
inhibisyon zonunun ¢api ile duyarlilik kategori uyumu tahmin edilebilir (Karatuna vd.,
2017). Bu yontemde bakteri izolatinin farkli antimikrobiyal ajanlara kars1 duyarli, orta
duyarli ve direngli olarak kategorize edilir. Disk diflizyon yontemleri ticari olarak
hazirlanmuis, belirli bir antimikrobiyal madde konsantrasyonu ile doygun disk seklinde
ki filtre kagitlarinin, test edilecek mikroorganizma ile ekim yapilmig besiyeri ylizeyine
uygulanmasi ile yapilir. Diskteki antimikrobiyal, besiyerin i¢ine dogru dagilip yayilir.
Antibiyotigin difiizyonu, besiyeri lizerine yerlestirildikten kisa bir siire sonra
baslamaktadir. Antimikrobiyal maddenin konsantrasyonu logaritmik olarak diskten
uzaklastikca azalmaktadir. Konsantrasyonunun mikroorganizmay1 inhibe ettigi
alanlarda, her bir diskin etrafinda bir inhibisyon zonu olusur ve bu bolgede herhangi

bir biiylime meydana gelmez (Jorgensen and Turnidge, 2015).
2.6.1.2. Gradient Difiizyon Testi

Gradient difiizyon testi disk difiizyon testinin baz1 6zelliklerini tasimaktadir. Bu
yontemde agar ylizeyine antimikrobiyal madde ile doyurulmus, ince plastik test seritler
yerlestirilir. Serit boyunca antibiyotigin konsantrasyonlari diizenli olarak azalmakta ve
MIK degeri elde edilmektedir (Karatuna et al., 2017). Gradient difiizyon testinde elips
seklinde biiylimeyi engelleyen alaninin alt kisminin seritle temas ettigi yerden

konsantrasyonu degerlendirilerek MIK belirlenir (Jorgensen and Ferraro, 2009).
2.6.1.3. Agar Diliisyon Testi

Agar dillisyon testi, antimikrobiyallerin sadece se¢ilmis konsantrasyonlar1 test
edilmek suretiyle, biiyiik laboratuvarlarda rutin olarak basariyla kullanilmaktadr. lag
endiistrisinde yeni ila¢ arastirmasi gibi ¢ok sayida izolatlarin dahil edildigi bir veya
birden fazla ila¢ etkinligini ayn1 anda test edildigi bir islemdir. Ayn1 zamanda
inokiilum kontaminasyonlarinin ve heterojen direng fenotiplerinin kolayca

saptanabilmesinde de uygun yontemdir (Karatuna et al., 2017; Kayacan, 2009).
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Her bir standart bakteri slispansiyonu antimikrobiyallerin terapotik araliktaki
farkli bir konsantrasyonunu iceren agar plaklarina ekilir (Karatuna et al., 2017;
Kayacan, 2009). Agar dillisyon testinin en Onemli dezavantaji ise, plaklarin
hazirlanmas1 agsamasinin zaman alic1 ve yogun emek harcanan bir yontem olmasidir.
Ozellikle birden fazla antimikrobiyal ilacin az sayida bakteriye karsi test edilen
deneylerde pratik bir yontem olmamasi bir diger dezavantajidir (Karatuna et al., 2017,

Kayacan, 2009).
2.6.1.4. Makrodiliisyon Testi

Ik duyarlilik testleri arasinda bulunan makrodiliisyon duyarlilik testi Fleming
tarafindan  gelistirilmistir. ~ Prosediir = olarak  Oncelikle  sivi  besiyerine
antimikrobiyallerin ~ seri sulandirmalart  yapilir (Karatuna et al., 2017).
Antimikrobiyallerin dillisyonu test tliplerine dagitilan siv1 biiylime ortamina iki kat
yogunlukta hazirlanip dagitilmasi islemidir (Jorgensen and Ferraro, 2009). Ardindan,
tizerlerine standart hazirlanan bakteri siispansiyonu eklenmektedir (Karatuna vd.,
2017). Fakat stv1 besiyeri makrodiliisyon testi klinik patojenlerine karsi es zamanli
olarak test edilmesi gerekli olan antibiyotiklerin sayisindaki biiyiik artis sebebiyle,
klinik laboratuvarlarda artik uygulanmamaktadir (Karatuna et al., 2017).

2.6.1.5. Mikrodiliisyon Testi

S1vi mikrodiliisyon yontemi, mikrodiliisyon plaklarinda yapilan sivi diliisyon
testlerinden biridir (Aydemir et al., 2016) Standart plak 96 kuyucuk igerir. Tek bir
plakta iki katli farkli diliisyon araliginin test edilmesine olanak saglamaktadir
(Jorgensen and Ferraro 2009). Son zamanlarda sivi mikrodiliisyon yontemi yeni
duyarlilik yontemler i¢in uluslararasi referans durumundadir. Arastirma amagh veya
farkli islemler i¢in istenirse laboratuvar ortaminda manuel olarak hazirlanabilecegi
gibi, ayn1 zamanda farkli antibiyotik panellerini igeren tek kullanimlik dondurulmug

plaklari liyofilize halde hazir olarakta satin alinabilir (Kayacan, 2009).

S1v1 mikrodiliisyon plaklarinin diliisyon semasinin hazirlanmasida tipki agar ve
stvi makrodiliisyon yontemleri i¢in tanimlanan basamaklar ile aynidir. Antibiyotik
cozelti dagitma iglemi tamamlandiktan sonra kontaminasyon riskini azaltmak ve
buharlasmay1 onlemek amaciyla mikrodiliisyon plaklarin1 bekletmeden -20 veya -
60°C ya da daha diisiik sicaklikta olan derin dondurucuya kaldirilmalidir. Islem

yapilacagi zaman plaklar oda sicakliginda ¢ozdiirtilmelidir ve inokiilum hazirlandiktan

14



sonra en kisa zamanda mikrodiliisyon plaklarma dagitilarak inokiilasyon islemi
tamamlanmalidir. Inkiibasyon sonrasinda éncelikle iireme kontrolii ve kontaminasyon
kontrolii kuyucuklarin degerlendirmesi yapilir. Daha sonra duyarlilik testleri yapilan

bakterilerin MIK degerleri okunur ve kaydedilir (Kayacan, 2009).
2.6.2. Otomotize Sistemler

Antibiyotik duyarlilik testi i¢in ticari otomatize sistemler 1990'dan bu yana
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sistemler, geleneksel fenotipik testlere gore islemin
daha hizl1 tamamlanmasi sonucu 6rnek-cevap siiresini kisaltma imkan saglamaktadir.
Ayni zamanda basitlik, taginabilirlik ve tek hiicreli analiz kapasitesi nedeniyle daha az
isglicii ile ¢cok sayida sonug liretmeye olanak saglamaktadir. Otomatize sistemlerin
sonuglar1 yiiksek oranda tekrarlanabilirlige sahiptir (Karatuna et al., 2017; Li, et al.,
2017).

Cok sayida ticari otomatik sistemler gilinlimiizde klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Li, et al., 2017). Fakat bu
sistemlerin, dezavantaji sira dis1 fenotipler ve tayini gii¢ direng tipleri gibi karsilagilan
mikroorganizmalarin tiim patojen tiplerini test edebilme yeteneginden yoksun

olmasidir (Karatuna et al., 2017).
2.6.3. Molekiiler Yontemler

Farkli antimikrobiyal ajanlara karsi mikroorganizmalarin duyarliliginin
azalmasima yol acan mekanizmalarin genotipik tespitinde olusan ¢esitli zorluklara
ragmen, molekiiler yontemler hem arastirma hem de referans laboratuvarlar
tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir (Anjum et al., 2018). Giiniimiizde klinikte
Oonemi olan bakterilerin antimikrobiyal direncinin hizli tanisinda niikleik asit ve protein
bazli yontemler kullanilmaktadir (Hasdemir, 2014). PCR-bazl Niikleik Asit Testleri
(NAT) ve hibridizasyon teknikleri gibi yontemlerden bazilari diinya ¢apinda rutin
olarak yillardir kullanilirken, tam genom dizileme gibi yeni yontemler iizerinde
caligmalar yapilmaktadir. PCR bazli yontemler diger molekiiler yontemlerle
karsilastirildiginda maliyet ve verim agisindan daha ilerdedir (Anjum et al., 2018).
Niikleik asit bazli teknolojiler antimikrobiyal direncin saptanmasinda ¢ogu avantaja
sahip olmalarina ragmen 6zellikle gram negatif bakterilerde diren¢ determinantlarinin
fazlaligindan dolay1 fenotipik direng sonuglari ile her zaman uyum gostermemektedir
(Hasdemir, 2014).
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2.7. Hizhh Antibiyotik Duyarhhk Yontemler

Standart fenotipik antimikrobiyal duyarlilik yontemlerinin sonuglari ¢ok zaman
almalarindan dolayr daha kisa siire igerisinde sonug¢ verebilen yeni yontemlerin
arayislart devam etmektedir (Giilmez, 2014). Ayn1 zamanda direng¢li bakterilerin
tanimlanmasinda ve bakterilerin gelistirdigi antibiyotik direncine kars1 miicadelede
hizli testlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi 6ncelik olarak belirlenmistir (Li et al.,
2017). Antimikrobiyal direncin yayilmasinin azaltilmasina yardimci olabilmek igin,
antibiyotiklerin etkinligini belirlemede minimum karmasiklikla hizli bir sekilde
degerlendire bilen ve hangi antibiyotigin regete edilecegini belirleye bilen yeni
yontemlere ihtiyag vardir (Hannah et al., 2019). Bununla birlikte antimikrobiyal
direncli bakteriyemi vakalarinin artmasiyla beraber, hizli fenotipik duyarlilik testlerine
olan ilgide artirmaktadir (Tibbetts et al., 2022).

2.7.1. Alamar Mavisi (Resazurin) Testi

Alamar mavisi testi, ilk kez siitte bakteriyel veya maya kontaminasyonunu olup
olmadigini degerlendirmek amaciyla 1950’lerde Erb ve Ehlers tarafindan kullanilan
bir yontemdir (Tokur ve Aksoy, 2017). Aktif bilesen diazo-resorsinol, resazoin,
azoresorsin ve resazurin olarak da bilinmektedir (Rampersad, 2012). Resazurin,
fliioresan olmayan koyu mavi renkli bilesigin canli olan hiicreler tarafindan resorufin
bilesigine indirgemesi ile fliloresans Ozellikteki pembe renge doniisen bir boyadir.
Yani suda kolaylikla ¢oztinen, kiiltiir ortaminda stabil olan, toksik olmayan, hiicre
zarlarindan serbestce gecerek hiicre igerisinde indirgenmesi sonucu pembe rengine
dontiserek kiltiirdeki hiicrelerin  siirekli olarak izlenmesine izin vermektedir

(Rampersad, 2012; Tokur ve Aksoy, 2017)

Fakat olii olan hiicreler metabolik aktiviteleri olmadigi igin resazurini
indirgeyemezler ve bunun sonucunda da pembe renkli floresans sinyalini
olusturamazlar. Sadece canli olan hiicreler resazurini resorufin bilesigine
dontistiirebilirler. Bu nedenle canli hiicre sayis1 arttikca sinyal siddetinin de arttigi

gozlemlenmektedir. (Tokur ve Aksoy, 2017).

Farkli pH degisikligine kars1 dayanikli oldugu gosterilen resazurin testinin lizis,
ekstraksiyon ve yikama gibi uzun zaman ve emek gerektiren prosediirleri yoktur.
Alamar mavisi testi direk olarak bir vasatta canli olan hiicreyi toksik bir maddeye

maruziyeti sonunda uygun bir inkiibasyon periyoduna birakilir ve siire sonunda 6l¢iim
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yapilarak test tamamlanir. Metabolik aktivitesi diisiik olan hiicre ile galisiliyorsa
yeterli yanit saglanabilmesi i¢in inkiibasyon siiresinin uzatilmasi gerekmektedir

(Tokur ve Aksoy, 2017).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Calismaya Dahil Edilen Bakteriler

Bu ¢alisma Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
27.04.2023 tarihinde verilen OMU KAEK 2023/126 Karar nolu izni ile yiiriitiilmiistiir
(Ek-1).

Calismamiza; Haziran 2021 - Agustos 2022 tarihleri arasinda, Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Bakteriyoloji Laboratuvari’na gesitli
servislerden rutin gonderilen kan drneklerden izole edilen 139 Klebsiella pneumoniae
izolat1 dahil edildi. Ayrica Escherichia coli ATCC 25922 susu ¢alismaya katildi.

3.2. Metot
3.2.1. izolatlarin Tamimlanmasi

Bakteriyoloji laboratuvarina rutin gonderilen ve {iireme tespit edilen kan
kiltirleri koyun kanli agara (bioMérieux) ve Eosin Methylene Blue agara
(bioMérieux) ekimi yapildi ve inkiibasyon sonunda saf oldugundan emin olunan
kiiltirlerde treyen mikroganizmalar Vitek-MS (bioMerieux, Fransa) sistemi
kullanilarak tanimlandi. Bu islem sonunda K. pneumoniae olarak tanimlanan izolatlar

saklama besiyerine alinarak calisilincaya kadar -80°C'de saklandi.
3.2.2. Besiyerinin Hazirlanmasi

Mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak yonteminde besiyeri olarak Mueller-
Hinton Broth (MHB) (Himedia; Mumbai, India) kullanildi. Besiyerleri iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda hazirlanarak 15 dakika otoklavda 121°C’de 1 atm basing ile
steril edildi. Yeterince soguyan besiyerlerinin katyon ayari yapilarak kullanilacag

zamana kadar 4°C*‘de muhafaza edildi.
3.2.3. Resazurin Stoklarimnin Hazirlanmasi

Rezasurin (Sigma) steril distile su ile ¢oziilerek %0,02'lik rezasurin soliisyonu
elde edildi. Hazirlanan bu soliisyon 0,22 pm’lik filtre membranindan gegirilerek steril

edildi ve kullanilincaya kadar + 4°C‘de muhafaza edildi.
3.2.4. Antibiyotik Stokunun Hazirlanmasi
Calismada kullanilan antibiyotik stoklari; gentamisin (Sigma-Aldrich) 8192
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ug/ml, meropenem (Sigma-Aldrich) 4096 pg/ml olacak sekilde steril su ile ¢oziilerek
hazirlandi. Tamamen ¢oziindiiglinden emin olunan antibiyotik soliisyonlar1 0,22
pm’lik filtreden gegirildi steril mikrosantrofiij tiiplerine dagitilarak ¢alisilincaya kadar
-20°C’de saklandi. Calismaya baslamadan Once antibiyotikler oda sicakliginda

eritilerek kullanildi.
3.2.5. Plaklarin Hazirlanmasi

Mikrodilisyon yontemini uygulayabilmek i¢in steril 96 kuyucuklu U tabanl
plaklar kullanildi. Gentamisin ve meropenem MiK degerlerinin tespit edilebilmesi igin
mikrodiliisyon plaklar1 su sekilde hazirlandi: Tiim kuyucuklara 100 ul KAMHB
(HiMedia, Hindistan) eklendi. Daha once hazirlanmis olan stok gentamisin ve
meropenem ayr1 ayri plaklarin 1-10. satirlarina 64-0.125 pg/ml final konsantrasyonlari
olacak sekilde dagitildi. 11. kuyucuk iireme kontrol, 12. kuyucuklar ise negatif kontrol
olarak kullanildi. Tiim plaklar ¢alisilincaya kadar -20°C de saklandi (Aktas, 2013).

3.2.6. Inokiilasyon Isleminin Yapilmasi

Onceden hazirlanan mikroplaklar kullanilmadan once oda sicakliginda
¢ozliniinceye kadar bekletildi. Taze olarak tiretilen bakteri kolonisi serum fizyoloji
icerisinde 0,5 McFarland bulaniklig1 olacak sekilde siispanse edildi. Bu silispansiyon
KAMHB kullanarak 1:10 oraninda diliie edildi. Elde edilen bu son karisimdan negatif
kontrol kuyucugu hari¢ tiim kuyucuklara 5 pl olacak sekilde inokiilasyon islemi
yapildi. Hazirlanan plaklar 36°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
liremenin olmadigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu, MIK degeri olarak

kaydedildi (Diindar, 2013).

Elde edilen sonuglar The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) MIK degerleri ile karsilastirilarak yorumland:i (Tablo 3.1)
(EUCAST, 2021).

3.2.7. Resazurin Mikroplak Yontemi

Resazurin mikroplak ve mikrodiliisyo yontemi icin plaklar aynmi sekilde
hazilandi. Mikrodiliisyon ve resazurin mikroplak yonteminde ayni inokiiliim igerikleri
kullanildi ve ayni ortamda inkiibasyona kaldirildi. Bunu yaninda resazurin
mikroplaklar1 inkiibasyon isleminin besinci saatinde %0.02’lik 15 pl resazurin

damlatild: ve tekrar inkiibe edildi. inkiibasyonlarinin altinci ve yedinci saatlerinde test
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sonuglar1 degerlendirildi. Mavi renkten pembe renge donmeyen (iireme olmayan) son

kuyucuk MIK degeri olarak belirlendi ve not edildi.
3.2.8. Istatistiksel Yontem

Sonuglar ADT (Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri) icin ABD FDA kriterlerine
gore degerlendirildi. Buna gore temel uyum (TU), kategorik uyum (KU), ¢ok biiyiik
uyumsuzluk (CBU), biiyiik uyumsuzluk (BU), kiiciik uyumsuzluk (KUU) oranlari
asagida verilen formiiller ve tanimlamalar kullanilarak hesapladi (US FDA. Class Il

Special Controls Guidance Document, 2003).

TU: Yeni yontemin MIK lerinin referans yontemle + 1 diliisyon icindeki uyumu.

n MIK’in 1 diliisyon i¢inde uyumlu olanlar 100

Test edilen toplam organizma sayisi

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

sonuglari arasinda uyum olmasi.

Ref ontemle kat ik lu olanl
" eferans yontemle kategorik uyumlu olanlar %100

Test edilen toplam organizma sayisi

CBU: Referans yontemle kategorik olarak direngli iken yeni yontemle duyarli

bulunmasi.

CBU- Kategorik uyuma bagli ¢cok biiyiik uyumsuzluklar %100
Referans yontemle direngli bulunan organizma sayist

BU: Referans yontemle kategorik sonug duyarli, yeni yontemle direncli sonug vermesi.

BU= Kategorik uyuma bagh biiylik uyumsuzluklar %100

Referans yontemle duyarli bulunan organizma sayist

KUU: Referans yontemle kategorik olarak direngli veya duyarli, yeni yontemle orta

duyarli ya da tam tersi sonug¢ vermesi.

KOU= Kategorik uyuma bagli kii¢iik uyumsuzluklar %100
Test edilen toplam organizma sayisi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismamiza dahil edilen 139 K. pneumoniae nin izole edildigi kan 6rneklerinin
gonderildigi servislerin dagilimi; dahilye %32.37 (n=45), yogun bakim %17.98
(n=25), hematoloji %8.64 (n=12), onkoloji %5.75 (n=8), noroloji %1.45 (n=2),
digerler %33.81 (n=47) (Digerler: Genel Cerrahi, Gastroenteroloji, Enfeksiyon
Hastaliklar1, Nefroloji, Kardiyoloji, Acil ve ilkyardim, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar,
Uroloji, Kalp Damar Cerrahi, Gogiis Cerrahi, Beyin Cerrahi) seklinde siralanr.

Gonderilen servislerin dagilimi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

SERVIS DAGILIMI

Digerler; %33.81 Dahiliye; %32.37

Noroloji; %1.45

Onkoloji; %5.75

Yogun Bakim;
Hematoloji; %17.98

%8.64

Sekil 4.1. Izolatlarm servislere gére dagilim grafigi

4.1. Sii  Mikrodiliisyon Yontem ve Resazurin Mikroplak Yontem

Sonuc¢lariin Degerlendirilmesi
4.1.1. Gentamisin Sonuclari

Caismamiza dahil edilen tiim izolatlarin gentamisin mikroplak, resazurin
mikroplak altinc1 ve yedinci saat MIK sonuglar1 karsilastirmali olarak Tablo 4.1.°de

verilmistir.
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Tablo 4.1. izolatlarin gentamisin mikroplak, resazurin mikroplak 6. ve 7. saat MIK sonuglar1

Izolatlar Resazurin 6. saat Resazurin 7. saat Standart MIK
1 0.25/S 0.25/S 0.25/S
2 0.25/S 0.25/S 0.25/S
3 >64 /R >64 /R >64 /R
4 0.25/S 0.25/S 05/S
5 >64 /R >64 /R >64 /R
6 >64 /R >64 /R >64 /R
7 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
8 >64 /R >64 /R >64 /R
9 0.25/S 0.25/S 05/S
10 <0.125/S <0.125/S 0.25/S
11 >64 /R >64 /R >64 /R
12 0.25/S 0.25/S 05/S
13 0.25/S 0.25/S 05/S
14 >64 /R >64 /R >64 /R
15 0.25/S 0.25/S 0.25/S
16 0.25/S 0.25/S 05/S
17 >64 /R >64 /R >64 /R
18 >64 /R >64 /R >64 /R
19 16 /R 32/R 64 /R
20 0.25/S 0.25/S 05/S
21 05/S 05/S 1/8
22 64 /R 64 /R >64 /R
23 0.25/S 0.25/S 05/S
24 0.25/S 0.25/S 0.25/S
25 32/R 64 /R >64 /R
26 1/S 1/S 1/S
27 0.25/S 0.25/S 05/S
28 64 /R 64 /R >64 /R
29 64 /R 64 /R >64 /R
30 0.25/S 0.25/S 0.25/S
31 0.25/S 0.25/S 05/S
32 64 /R 64 /R >64 /R
33 0.25/S 0.25/S 0.25/S
34 05/S 05/S >64 /R
35 05/S 05/S 1/S
36 >64 /R >64 /R >64 /R
37 >64 /R >64 /R >64 /R
38 64 /R 64 /R >64 /R
39 >64 /R >64 /R >64 /R
40 0.25/S 0.25/S 05/S
41 4/R 4/R 16 /R
42 0.25/S 0.25/S 05/S
43 >64 /R >64 /R >64 /R
44 0.25/S 0.25/S 05/S
45 >64 /R >64 /R >64 /R
46 0.25/S 0.25/S 05/S
47 32/R 32/R >64 /R
48 0.25/S 0.25/S 0.25/S
49 <0.125/S <0.125/S 0.25/S
50 >64 /R >64 /R >64 /R
51 05/S 05/S 05/S
52 >64 /R >64 /R >64 /R
53 0.25/S 0.25/S 05/S
54 05/S 05/S 0.25/S
55 >64 /R >64 /R >64 /R
56 >64 /R >64 /R >64 /R
57 0.25/S 0.25/S 05/S
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117

64 /R
>64 /R
05/S
0.25/S
>64 /R
2/S
32/R
0.25/S
0.25/S
0.25/S
64 /R
0.25/S
0.25/S
32/R
0.25/S
>64 /R
0.25/S
1/S
>64 /R
<0.125/S
05/S
32/R
64 /R
05/S
05/S
16 /R
0.25/S
>64 /R
64 /R
0.25/S
0.25/S
>64 /R
05/S
64 /R
<0.125/S
05/S
05/S
>64 /R
0.25/S
>64 /R
0.25/S
>64 /R
0.25/S
0.25/S
05/S
05/S
8/R
>64 /R
0.25/S
>64 /R
05/S
>64 /R
1/S
>64 /R
>64 /R
1/S
0.25/S
64 /R
>64 /R
05/S

64 /R
>64 /R
05/S
0.25/S
>64 /R
2/S
64 /R
0.25/S
0.25/S
0.25/S
64 /R
0.25/S
0.25/S
32/R
0.25/S
>64 /R
0.25/S
1/S
>64 /R
<0.125/S
05/S
32/R
64 /R
05/S
05/S
32/R
0.25/S
>64 /R
64 /R
0.25/S
0.25/S
>64 /R
05/S
64 /R
0.25/S
05/S
05/S
>64 /R
0.25/S
>64 /R
0.25/S
>64 /R
05/S
0.25/S
05/S
05/S
64 /R
>64 /R
0.25/S
>64 /R
05/S
>64 /R
1/S
>64 /R
>64 /R
1/S
0.25/S
64 /R
>64 /R
05/S

>64 /R
>64 /R
1/8
05/S
>64 /R
2/S
>64 /R
05/S
1/8
05/S
>64 /R
0.25/S
0.25/S
>64 /R
05/S
>64 /R
05/S
1/S
>64 /R
<0.125/S
1/S
64 /R
>64 /R
05/S
1/S
64 /R
0.25/S
>64 /R
>64 /R
05/S
05/S
>64 /R
05/S
>64 /R
0.25/S
05/S
05/S
>64 /R
05/S
>64 /R
0.25/S
>64 /R
05/S
0.25/S
05/S
1/S
>64 /R
>64 /R
0.25/S
>64 /R
05/S
>64 /R
1/8
>64 /R
>64 /R
1/8
0.25/S
>64 /R
>64 /R
1/S
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118 >64 /R >64 /R >64 /R

119 64 /R 64 /R >64 /R
120 0.25/S 0.25/S 0.25/S
121 0.25/S 0.25/S 0.25/S
122 >64 /R >64 /R >64 /R
123 05/8 05/S 05/S

124 0.25/S 0.25/S 0.25/S
125 32/R >64 /R >64 /R
126 >64 /R >64 /R >64 /R
127 64 /R 64/R >64 /R
128 >64 /R >64 /R >64 /R
129 0.25/S 0.25/S 05/S

130 0.25/S 0.25/S 05/S

131 >64 /R >64 /R >64 /R
132 64 /R 64 /R >64 /R
133 0.25/S 0.25/S 0.25/S
134 >64 /R >64 /R >64 /R
135 <0.125/S <0.125/S 0.25/S
136 0.25/S 0.25/S 05/S

137 >64 /R >64 /R >64 /R
138 05/S 05/S 05/S

139 >64 /R >64 /R >64 /R

S: Duyarli, R: Direncli

Gentamisin duyarliligmin erken tespitinde resazurin mikroplak yontemi ile

calisilan 6rnek plagin altinci ve yedinci saat goriintiileri Sekil 4.2 ve 4.3°de verilmistir.

Gentamisin konsandasyonlan Kontrol

025 0.125 (+) ()

l ll ll l_l__l-,LLll

A\ A A )x /\/\ /\/\/\, ._,/ & i

)\ )\ )\ )\ J\ /\ /\ /\.,\ \

Sekil 4.2. Gentamisin resazurin testi 6. saat plagi

24



Gentamisin konsandasyonlari Kontrol

64 32 16 8 -+ 2 1 0.5 0.25 0.125 (+) (-)
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Sekil 4.3. Gentamisin resazurin testi 7. saat plagi
4.1.2. Meropenem Sonuclari

Caismamiza dahil edilen tiim izolatlarin meropenem mikroplak, resazurin
mikroplak altinc1 ve yedinci saat MiK sonuglar1 karsilastirmali olarak Tablo 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4.2. izolatlarin meropenem mikroplak, resazurin mikroplak 6. ve 7. saat MiK sonuglar1

Izolatlar Resazurin 6. saat Resazurin 7. saat Standart MIK
1 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
2 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
3 32/R 32/R 32/R
4 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
5 64 /R 64 /R 64 /R
6 16 /R 16 /R 32/R
7 <0.125/S <0.125/S 0.25/S
8 16 /R 16 /R 32/R
9 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
10 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
11 16 /R 16 /R 32/R
12 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
13 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
14 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
15 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
16 >64 /R >64 /R >64 /R
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

16/R
32/R
<0.125/S
411
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
0.25/S
<0.125/S
32/R

64 /R
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
0.25/S
16 /R

16 /R
<0.125/S
16 /R
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
16 /R
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
32/R

64 /R
0.25/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
32/R
<0.125/S
<0.125/S
32/R
>64 /R
<0.125/S
16 /R

16 /R
<0.125/S
0.25/S
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
411
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
<0.125/S
<0.125/S
32/R

16 /R
32/R
<0.125/S
411
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
05/S
<0.125/S
32/R

64 /R
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
0.25/S
16 /R

16 /R
<0.125/S
16 /R
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
16 /R
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
32/R

64 /R
0.25/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
32/R
<0.125/S
<0.125/S
32/R
>64 /R
<0.125/S
16 /R

16 /R
<0.125/S
0.25/S
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
8/1
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
<0.125/S
<0.125/S
64 /R

32/R
>64 /R
<0,125/S
16 /R
<0,125/S
<0,125/S
<0,125/S
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
411
0.25/S
32/R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
05/S

16 /R
32/R
0.25/S
64 /R
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
32/R
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 / R
<0.125/S
64 /R
>64 /R
0.25/S
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
64/R
<0.125/S
<0.125/S
32/R
>64 /R
<0.125/S
32/R
>64 / R
<0.125/S
0.25/S
0.25/S
<0.125/S
<0.125/S
16 /R
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
<0.125/S
64/R
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77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136

<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
64 /R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
32/R

64 /R
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
32/R
<0.125/S
32/R
<0.125/S
32/R
<0.125/S
<0.125/S
32/R

64 /R
2/S

64 /R
<0.125/S
32/R
1/S

>64 /R
>64 /R
411
32/R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
32/R
>64 /R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
>64 /R
<0.125/S
>64 /R
>64 /R
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
0.25/S

<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
64 /R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
32/R

64 /R
<0.125/S
<0.125/S
0.25/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
32/R
<0.125/S
32/R
<0.125/S
32/R
<0.125/S
<0.125/S
32/R

64 /R
2/S

64 /R
<0.125/S
32/R
1/8

>64 /R
>64 /R
411
32/R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
32/R
>64 /R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
>64 /R
<0.125/S
>64 /R
>64 /R
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0,125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
0.25/S

<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
>64 /R
0.25/S
<0.125/S
64 /R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
0.25/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
64 /R
<0.125/S
<0.125/S
64 /R

64 /R
4171

64 /R
<0.125/S
64 /R
0.25/S
>64 /R
>64 / R
411
64/R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
>64 /R
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
>64 / R
0.25/S
>64 /R
>64 /R
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
<0.125/S
>64 /R
<0.125/S
05/S
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137 >64 /R >64 /R >64 /R
138 <0.125/S <0.125/S <0.125/S
139 64/R 64/R >64 /R

S: Duyarli, R: Direncli
Meropenem duyarliliginin erken tespitinde resazurin mikroplak yontemi ile

caligilan 6rnek plagin altinci ve yedinci saat goriintiileri Sekil 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

Meropenem konsandasyonlari Kontrol

32 16 8 4 2 1 05 025 0125 () ()

LA Ll )]

v, 129900 uvv\;\,\
9999990V

}‘ )K)\ AN )\ /\ }\J\. \}
| )£ /\ )‘\ )\ /\ )\ /\ /\ )\ \\)
)‘\ I\ t\ /rf \

Sekil 4.4. Meropenem resazurin testi 6. saat plagi

28



Meropenem konsandasyonlari Kontrol

64 32 16 8 4 2 1 0.5 025 0.125 (+) (v)
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Sekil 4.5. Meropenem resazurin testi 7. saat plagi

Gentamisin i¢in 6. saat sonuglarinda 128 (%92.08) izolat temel uyum
gosterirken, 9 (%6.47) izolat iki dillisyon diisiik, 2 (%1.44) izolat dort veya daha fazla
diliisyon diisiik olarak tespit edilmistir. Gentamisin i¢in 7. saat sonuglarinda 134
(%96.40) izolat temel uyum gosterirken, 4 (%2.88) izolat iki diliisyon diisiik, 1
(%0.72) izolat dort veya daha fazla diliisyon diisiik olarak tespit edilmistir.

Meropenem igin 6. saat sonuglarinda 127 (%91.36) izolat temel uyum
gosterirken, 1 (%0.72) izolat iki diliisyon yiiksek, 7 (%5.04) izolat iki diliisyon disiik,
3 (%2.16) izolat ti¢ diliisyon diisiik, 1 (%0.72) izolat dort veya daha fazla diliisyon
diisiik olarak tespit edilmistir. Meropenem igin 7. saat sonuglarinda 128 (%92.08)
izolat temel uyum gosterirken, 1 (%0.72) izolat iki diliisyon yiiksek, 6 (%4,32) izolat
iki dilisyon diisiik, 4 (%2.88) izolat ii¢ diliisyon diisiik olarak tespit edilmistir.
Resazurin mikroplak ve mikrodiliisyon yéntemden elde edilen MIK sonuglarmin

uyum orani Tablo 4.3’de toplu olarak verilmektedir.
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Tablo 4.3. Resazurin mikroplak ve mikrodiliisyon yontemden elde edilen MiK sonuglarinin uyum orani.

>-4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 >4
6. saat (n) 2 9 53 74 1
(%) %1.44 %6.47 %38.12 %53.24 %0.72
Gentamisin
7. saat (n) 1 4 56 77 1
(%) %0.72 %2.88 %40.29 %55.40 %0.72
6. saat (n) 1 3 7 33 94 1
(%) %0.72 %2.16 %5.04 %23.74 %67.62 %0.72
Meropenem
7. saat (n) 4 6 31 97 1
(%) %2.88 %4,32 %22.30 9%69.78 %0.72

Gentamisin i¢in 6. saat sonuglar1 degerlendirildiginde BH, CBH, KU ve TU
degerleri sirasiyla: 0; 1 (%1.53); 138 (%99.28); 128 (%92.08) olarak tespit edilmistir.
Gentamisin i¢in 7. saat sonuglar1 degerlendirildiginde BH, CBH, KU ve TU degerleri
sirasiyla: 0; 1 (%1.53); 138 (9%99.28); 134 (%96.40) olarak tespit edilmistir.

Meropenem igin 6. saat sonuglar1 degerlendirildiginde KH, BH, CBH, KU ve
TU degerleri sirasiyla: 4 (%2.87); 0; 0; 135 (%97.12); 127 (%91.36) olarak tespit
edilmistir. Meropenem igin 7. saat sonuglar1 degerlendirildiginde KH, BH, CBH, KU
ve TU degerleri sirasiyla: 4 (%2.87); 0; 0; 135 (%97.12); 128 (%92.08) olarak tespit
edilmistir. Resazurin mikroplak yonteminin hata ve uyum oranlar1 Tablo 4.4’de toplu

olarak verilmistir.
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Tablo 4.4. Resazurin mikroplak yonteminin hata ve uyum oranlari

Hata Oram (%) Uyum Orani (%)
KH BH CBH KU TU
6. saat (n) - 0 1 138 128
(%) - %0 %1.53 %99.28 %92.08
Gentamisin
7. saat (n) - 0 1 138 134
(%) - %0 %1.53 %99.28 %96.40
6. saat (n) 4 0 0 135 127
(%) %2.87 %0 %0 %97.12 %91.36
Meropenem
7. saat (n) 4 0 0 135 128
(%) %2.87 %0 %0 %97.12 %92.08

KH: Kii¢iik hata, BH: Biiyiik hata, CBH: Cok biiyiik hata, KU: Kategorik uyum, TU: Temel uyum

4.2. Tartisma

Enterobacteriaceae ailesine ait ¢oklu ilaca direngli ve asiri ilaca direngli (XDR)
tiirlerin neden oldugu enfeksiyon prevalansindaki ¢arpici artig, modern tipta ve diinya
capinda bir tehdit olarak kabul edilmektedir. Bu ailenin 6nemli bir iiyesi olan K.
pneumoniae, klinik ve halk sagligi agisindan endise uyandirabilen bir tiirdiir (Navon-
Venezia et al., 2017).

Firsatg1 patojen olan K. pneumoniae, saglikli bireylerin bagirsaklarinda,
derisinde, burnunda ve bogazinda asemptomatik olarak tasinir. Ancak hastanede yatan
hastalarda pnomoni, yara, yumusak doku veya idrar yolu enfeksiyonlar gibi cesitli
enfeksiyonlara neden olurlar (Holt et al., 2015). Giiniimiizde K. pneumoniae, Amerika
Birlesik Devletleri'nde hastane kaynakli pndmoninin en yaygin nedeni olarak kabul
edilir ve tiim hastane kaynakli bakteriyel enfeksiyonlarin %3 ila %8'ini olustururlar
(Wyreset al., 2020). Aym1 zamanda antibiyotiklere kars1 giderek diren¢ kazanmasi

sonucu 6nemli enfeksiyonlara da neden olabilmektedir (Effah et al., 2020).
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Antibiyotiklere kars1 direngli olan K. pneumoniae suslar1 tedavi edilmesi zor
enfeksiyonlara neden olabilmektedirler (Paczosa et al., 2016). Bu mikroorganizmanin
antibiyotiklere diren¢ gelistirme insidansini gozlemlemek ve belirlemek i¢in birgok
calisma yapilmustir (Joseph et al., 2015). Bu ¢alismalar sonucunda aminoglikozitlere,
karbopenemlere, sefalosporinlere ve florokinolonlara karsi direng gosterme oraninin
onemli derecede arttig1 goriilmiistiir (Hidron et al., 2008; Joseph et al., 2015). Ayrica,
bu tiirlerin olusturdugu enfeksiyonlar genellikle yiiksek mortaliteye, hastanede kalis
siiresinin uzamasina ve bunun sonucu maliyette artisa neden olmaktadir (Navon-
Venezia et.al., 2017). K. pneumoniae'deki antimikrobiyal diren¢ tehdidini kontrol
altina almada yapilmas1 gerekenlerden biri giiclii bir siirveyans calismasidir (Effah et
al., 2020). Bunun yaninda yapilmasi gerekenlerden bir digeride hizli ve dogru sonug

veren antibiyotik duyarlilik testlerinin kullanilmasindir (Kandavalli et al., 2022).

K. pneumoniae ¢oklu ilaca direng gelistiren hastane salginlarina neden olan
suslarin ve ciddi toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olan hiperviriilan suslarin
ortaya cikmasiyla birlikte artik insan sagligir i¢in acil bir tehdit olarak kabul
edilmektedir (Holt et al., 2015). Etkili tedavinin verilmedigi her saat igin 6liim riskinin
arttig1 tahmin edilen septik hastalarin uygunsuz antibiyotiklerle tedavi edildigi
taktirde, bunun mortalite sebeplerinden biri olabilecegi bildirilmektedir (Kandavalli et
al., 2022).

Antimikrobiyal direng (AMR) Diinya Saghk Orgiitine (DSO) gore,
“Mikroorganizmanin baslangigta duyarli oldugu bir veya birden fazla antimikrobiyal
maddeye kars1 gelistirdigi direng olup, antimikrobiyal ilaglarin etkisiyle miicadele eder
ve standart uygulanan tedavileri etkisiz hale getirir. Bunun sonucu enfeksiyonlarin
uzun siire devam etmesini saglayarak bagkalarina yayilma riskini artirir” seklinde
tanimlanmaktadir (Joseph et al., 2015). Direng ya dogal yollarla rekombinasyon olarak
ve ya bakteri genomuna entegrasyon seklinde igsel olarak gelistirilebilir ya da
konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon gibi yatay gen mutasyonlar1 sonucu da

gelistirilebilir (Khan et al., 2019).

Antibiyotik duyarlilik testleri direng ile iliskili belirli genlerin veya gen
riinlerinin varligin1 tespit eden genotipik testler ve antibiyotiklerin patojenler
tizerindeki etkisini belirleyen fenotipik testler olarak ikiye ayrilabilirler (Tannert et al.,
2019). Giintimiizde klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik kullanilan standart

fenotipik yontemler disk difiizyon, gradyan difiizyon ve s1vi mikrodiliisyondur. Ayrica
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klinik mikrobyoloji laboratuvarlarinda ticari otomatik sistemlerde rutin olarak
kullanilmaktadir (Tannert et al., 2019). Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda
kullanilan standart antibiyotik duyarlilik yontemleri giivenilir ve ucuz olmakla birlikte
nispeten yavas oldugu diistiniilmektedir (Tannert et al., 2019; Wistrand-Yuen et al.,
2020). Rutin kullanilan antibiyotik duyarlilik testleri, 24 ile 72 saat arasinda
stirebilmektedir (Pulido et al., 2013).

Ciddi enfeksiyonlarda antibiyotik tedavinin erken baslanabilmesine katki
saglayacak, klinik sonuclar iyilestirecek, genis spektrumlu antibiyotiklerin gereksiz
kullaniminm1 azaltacak ve boylece direng¢ gelisimi riskini en aza indirecek, hedefe
yonelik antibiyotik se¢imini regete edilmesini miimkiin kilacak, antibiyotik direng
sonuclarini giinler yerine saatler icerisinde saglayabilecek yeni hizli ve dogru sonug
veren yontemlere ihtiyag vardir (Tannert et al., 2019; Wistrand-Yuen et al., 2020).
Bunun yaninda hizli ve etkili antibiyotik testleri, kan dolagimi enfeksiyonu ve sepsis
gibi ciddi enfeksiyonu olan hastalarda daha gerekli olabilecegi de diisiiniilmektedir
(Kadri et al., 2021).

Son yillarda antibiyotik duyarlilik yontemler i¢in farkli ve genellikle yenilik¢i
teknoloji platformlar1 gelistirilmektedir (Datar et al., 2022). Hali hazirda bu tiir
antibiyotik direng profillerinin hizli belirlenmesini saglayabilecegi diisiiniilen birgok

yontem test asamasindadir (Tannert et al., 2019).

Son  zamanlarda  antibiyotik  duyarlilik  testlerini  hizi  sekilde
gerceklestirilebilmek icin mikro konsollar kullanilmaktadir. Bu yontemde mikro
hareketleri ile bakteriyel metabolizmasi tespit edilir. Farkli bakterilerde degisim
gostermekle birlikte iki saat i¢inde antibiyotik duyarliliklar saptanabilir (Syal et al.,
2017). Plazmonik bir gériintiileme ve izleme teknigi ile metabolik canlilikla iliskili tek
bakteri hiicrelerinin 3 boyutlu hareketlerini izlemek i¢in kullanilir ve bdylece hizl
ADT gergeklestirilebilir (Syal et al., 2017). Akis sitometrisi, ADT gerc¢eklestirmek i¢in
etiketleme yoluyla morfoloji, hiicre sayisi ve yasayabilirligini 6lgeyebilen bir tekniktir
(Syal et al., 2017).

Spencer ve arkadaglariin gelistirdigi Empedans tabanli Hizli Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi (iFAST) olarak adlandirdiklar teknikte ise, binlerce organizmanin
elektriksel ve morfolojik olarak degisikliklerini mikroakiskan empedans sitometri
kullanarak 6l¢tim yapilabilmektedir (Spencer et al., 2020). Ayn1 zamanda fliioresan,
kolorimetrik ve elektrokimyasal mikroakiskan sensdrler gibi yeni ortaya ¢ikan birkag
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yaklasimda bulunmaktadir. Bunlarin iginde mikroakiskan tabanli teshis,
antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in en umut verici gelismekte olan araglardan biridir

(Khan et al., 2019).

Wang ve Erickson’nun gelistirdigi yontemde, sivi  mikrodiliisyonun
islevselligini basitlestirilmis bir bicimde ¢ogaltan yeni bir kagit-mikroakiskan
kullanarak, bakteriyel antibiyotik duyarliliginin yar1 niceliksel bir bigimde kisa siirede
gorsel olarak okunabilen kagit tabanli bir test gelistirmislerdir (Wang and Erickson,

2021).

Choi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada antibiyotik varliginda ince bir agaroz
levha tizerinde biiyiiyebilen tek hiicredeki morfolojik degisikligi otomatik olarak
kategorize ederek antimikrobiyal duyarliligini 4 saat gibi kisa siirede hizlandirilmis

goriintiileme teknigi gelistirmislerdir (Choi et al., 2014).

Choi ve arkadaslarin gelistirdikleri bir diger hizli duyarlilik yontemi gram
negatif patojenlerine uygulanabilen propidyum ve alamar mavisi ile ¢ift boyamali
yontemide umut verici hizli bir yontem olabilecegi diistiniilmektedir (Choi et al.,

2020).

Hizli antimikrobiyal direng testinin gelistirilmesi, antibiyotik duyarlilik
bilgilerinin erken elde edilmesinde, daha az laboratuvar testi istenmesinde,
gerceklestirilen invaziv prosediirlerin sayisin1 azaltilmasinda ve hastanede yatis
stiresinin azaltilmasinda saglik hizmeti maliyetlerinin diisiiriilmesinde biiyiik katki

saglayacagi ¢alismalar sonucu gosterilmistir (Pulido et al., 2013).

Resazurin (alamar mavisi) hiicrenin canliligi deneylerinde ve bakteriyel
kontaminasyonu belirlemede kullanilabilmektedir. Bununla birlikte antimikrobiyal
aktivitenin de belirlenmesinde kullanilan 6rneklerde bulunmaktadir (Palomino, et al.,
2002 ; Hafez et al., 2017).

Hizli bir antibiyogramin sonug giivenilirligini degerlendirmek, ABD Gida ve
[lag Dairesi'ne (FDA) gore, altin standart yoluyla elde edilen antibiyograma kiyasla,
kategorik uyum, kii¢iik hatalar (hatali orta duyarlilik sonucu), biiyiik hatalar (yanlis
direnc) ve ¢ok biiyiik hatalar (yanlis duyarlilik) olarak siniflandirilir (March-Rossello,
2017).

Needs vd. resazurin kullanarak uyguladiklart antibiyotik duyarlilik yonteminde

50 E. coli ve 49 K. pneumoniae izolatinin ve 10 farkli antibiyotigin dahil edildigi
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calismada meropenem icin KU %93, BU %0 ve CBU %4 gentamisin i¢in de KU %93,
BU %0 ve CBU %4 olarak tespit etmislerdir (Needs et al., 2022).

Konu ile ilgili olarak, Giin vd. yaptig1 ¢alismada resazurin mikroplak yontemi
ile 110 E. coli Klinik izolatinin, farkli antibiyotiklere duyarliliklarini arastirmislardir.
Yaptiklar1 ¢alismada gentamisin i¢in KU, BU ve CBU sirasiyla; % 97.27, % 1.35 ve
% 5.7 olarak tespit etmislerdir (Giin et al., 2021).

Foerster vd. resazurin bazli sivi mikrodilisyon testi ile 132 Neisseria
gonorrhoeae dort antibiyotige kars1 duyarliligini belirleme ¢alismasinda genel olarak
yontemin referans yontemle uyumu %97.1 ve Ozgilligi %78.5 olarak tespit

etmislerdir (Foerster et al., 2017).

Coban konuyla ilgili yaptigi bir calismada 275 Staphylococcus aureus izolatinda
metisilin direncinin resazurin mikroplak yontemi kullanilarak hizli belirlenmesini
arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucu KU, TU, BU ve CBU sirasiyla %100, %99.6, %0 ve
%0 olarak tespit etmistir (Coban, 2012).

Coban ve arkadaglar1 resazurin mikroplak yontemi ile 90 S. aureus izolatinin
vankomisin ve oksasiline karsi direncini arastirdigi ¢alismada vankomisin igin KU,
TU, BU ve CBU sirasiyla %98,9, %81,2, %0, %0 ve oksasilin i¢in KU, TU, BU ve
CBU sirastyla %100, %86,5, %0, %0 sonuglar bulunmustur (Coban et al., 2006).

Lescat vd. kolistine direngli ve duyarli 92 Acinetobacter baumannii ve
Pseudomonas aeruginosa izolati kullanarak resazurin indirgeme esasli yaptiklari
caligmada standart brot mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirildiginda duyarlilik ve

ozgiilliik sirasiyla %100 ve %95 olarak bulmuslardir (Lescat et al., 2019).

Jung vd. Rapid ResaPolymyxin yontemi kullanarak toplam 135 P. aeruginosa
ve 66 A. baumannii dahil ettikleri calismada standart yontem ile duyarlilik ve 6zgilliik

orani sirastyla %89.8 ve %100 olarak tespit etmisler (Jung et al., 2021).

Calismaya dahil edilen izolatlarin gentamisin igin resazurin mikroplak
yonteminin altinci saat sonuglari ile mikrodiliisyon yonteminin bir gecelik inkiibasyon
sonunda tespit edilen sonuglar1 degerlendirildiginde KU, TU, BU ve CBU sirasiyla;
%99.28, %92.08, %0, ve %1.53 olarak tespit edildi. Gentamisin igin yedinci Saat
sonuglar1 KU, TU, BU ve CBU sirasiyla; %99.28, %96.40, %0, ve %1.53 olarak tespit
edildi. Gentamisin igin altinci ve yedinci saat sonuglart degerlendirildiginde KU, BU

ve CBU ayni; TU oranlarinin ise birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.
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Meropenem i¢in resazurin mikroplak yonteminin altinci saat sonuglar1 ile
mikrodiliisyon yonteminin bir gecelik inkiibasyon sonunda tespit edilen sonuglari
degerlendirildiginde KU, TU, KUU, BU ve CBU sirasiyla; %97.12, %91.36, %2.87,
%0 ve %0 olarak tespit edildi. Meropenem i¢in yedinci saat sonuglart KU, TU, KUU,
BU ve CBU sirasiyla; %97.12, %92.08, %2.87, %0 ve %0 olarak tespit edildi.
Meropenem igin altinci ve yedinci saat sonuglar1 degerlendirildiginde KU, KUU, BU

ve CBU ayni1; TU oranlarinin ise birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.

Buna gore K. pneunoniae izolatlarinda gentamisin ve meropenem duyarliligini
resazurin mikroplak yontemi ile standart yonteme kiyasla ek bir cihaza ihtiyag
duymadan erken saatlerde tespit edilebilmesine olanak saglama potansiyeli oldugu
diistiniilmektedir. Ancak resazurin mikroplak yonteminin standart yontemlerle
karsilastirmali olarak ¢ok sayida ve farkli izolatlarin dahil edildigi genis ¢apli tekrar
edilebilirligin  degerlendirildigi  calismalarinin ~ yapilmasina ihtiyag¢ oldugu

distiniilmektedir.
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5. SONUC

1. Gentamisin i¢in resazurin mikroplak yonteminin 6. saati KU %99.28, TU
%92.08, BU %0 ve CBU %1.53 olarak tespit edildi.

2. Gentamisin i¢in resazurin mikroplak yonteminin 7. saati KU %99.28, TU
%96.40, BU %0 ve CBU %1.53 olarak tespit edildi.

3. Gentamisin 6. ve 7. saat sonuglar1 arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir.

4. Meropenem igin resazurin mikroplak yonteminin 6. saati KU %97.12, TU
%91.36, KUU %2.87, BU %0 ve CBU %0 olarak tespit edildi.

5. Meropenem ig¢in resazurin mikroplak yonteminin 7. saati KU %97.12, TU
%92.08, KUU %2.87, BU %0 ve CBU %0 olarak tespit edildi.

6. Meropenem 6. ve 7. saat sonuglar1 arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir.

7. Resazurin mikroplak yontemi K. pneunoniae izolatlarinda gentamisin ve
meropenem duyarliligini 6. ve 7. saatte tespit edilebilme potansiyeli oldugu

distiniilmektedir.

8. Konu ile ilgili olarak ¢ok sayida ve farkli izolatlarin dahil edildigi, genis ¢apli,
tekrar edilebilirligin degerlendirildigi c¢aligmalarinin yapilmasina ihtiya¢ oldugu

diistiniilmektedir.
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