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TURKCE OZET

Glinlimiizde gram negatif bakterilerde karbapenem direncinin artmasi ile birlikte
tedavilerde kolistin daha sik kullanilmaya baslanmistir. Bunun bir sonucu olarak
kolistine direng giderek artmaktadir. Calismamizda, kolistin ve karbapenem direncli
Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumoniae suslarinda akim sitometri tabanl
time kill ve dama tahtasi sinerji testi yontemleri ile kolistin ve meropenem

kombinasyonunun in vitro etkinliginin arastirilmast amaglanda.

Kolistin ve karbapenem direngli 10 adet A. baumannii ve 10 adet K. pneumoniae
susunda kolistin direnci broth mikrodiliisyon yontemi ile dogrulandiktan sonra,
kolistin ve meropenem kombinasyonu akim sitometri tabanli time kill ve dama tahtas1
yontemleri ile ¢alisildi. Ek olarak suslar, gradient difiizyon sinerji testi yontemi ile de
calisildi. Sonuglar, dama tahtas1 ve GDY i¢in fraksiyonel inhibitoér konsantrasyonu,

time kill i¢in logaritma tabaninda artis-azalis ile hesaplanarak degerlendirildi.

Klebsiella pneumoniae suslarinda dama tahtasi yontemi ile %40 sinerjik, %50 aditif
ve %10 indiferan etkinlik saptandi. A. baumannii suslarinda ise %70 sinerjik, %20
aditif, %10 indiferan etkinlik saptand1. Time kill yonteminde ise tiim suslarda indiferan
etkinlik saptandi. Akim sitometri tabanli time kill ve dama tahtas1 yontemleri arasinda

%10 uyum saptanirken, time kill ile GDY arasinda %55 uyum saptandi.

Literatiirde akim sitometri tabanli bir sinerji testi ile hasta izolatlar1 kullanilarak
antibiyotik kombinasyonu etkilesiminin incelendigi bir c¢aligmaya rastlamadik.
Geleneksel yontemi modernize etmesi, hizli sonug vermesi gibi yonleriyle ¢alismamiz
dikkat ¢ekicidir. Ancak sinerji testlerinin dogasinda bulunan testler aras1 uyumsuzluk

nedeniyle yeni ¢aligmalar ile testler arasindaki korelasyon iyilestirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Sinerji testi, dama tahtasi testi, akim sitometri

Vi



INGILiZCE OZET

Testing The In Vitro Efficacy of Colistin and Meropenem Combination with
Flow Cytometry Method in Colistin and Carbapenem Resistant Acinetobacter
Baumannii and Klebsiella Pneumoniae Strains and Comparison with
Checkerboard Method

Nowadays, colistin has been used more frequently in treatments with the increase in
carbapenem resistance in gram-negative bacteria. As a consequence, resistance to
colistin is gradually increasing. It was aimed to investigate the in vitro efficacy of
colistin and meropenem combination with both flow cytometry-based time-kill and
checkerboard synergy test methods in colistin and carbapenem-resistant Acinetobacter

baumannii and Klebsiella pneumoniae strains in this study.

It was studied with both flow cytometry-based time-kill and checkerboard synergy
test methods after colistin resistance was confirmed by broth microdilution method in
ten different A. baumannii and ten different K. pneumoniae strains resistant to colistin
and carbapenem. In addition, the strains also studied with the gradient diffusion
synergy test method. The results were evaluated by calculating the fractional inhibitor
concentration for the checkerboard and gradient diffusion synergy test method and the
increase-decrease at the logarithm base for the time kill. It was found that the
synergistic, additive, and indifference efficacy for Klebsiella pneumoniae strains were
40%, 50%, and 10%, and also for A. baumannii strains were 70%, 20%, and 10%
respectively considering the checkerboard method. However, indifference activity was
observed in all strains in the time-kill method. 55% agreement was found between
flow cytometry-based time kill and gradient diffusion while it was meeting 10% of
correlation between flow cytometry-based time-kill and checkerboard synergy test

methods.

We could not find any study about the interaction of antibiotic combinations using a
flow cytometry-based synergy test on patient isolates in the literature. This study is
remarkable considering modernizing the traditional method and taking quick results.
However, the correlation between the tests should be improved because of the

inconsistency between the tests inherent in synergy tests.

Keywords: Synergy test, checkerboard test, flow cytometry
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1.GIRIS

Coklu ila¢ direnci gosteren ve yiiksek viriilans 6zelliklerine sahip alti hastane
enfeksiyonu etkeni ESKAPE kisaltmasi ile anilir. Bunlar: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp.’ dir. ESKAPE patojenleri hastane
enfeksiyonlarindan sorumludur ve antimikrobiyal ajanlarin biyosidal etkilerinden

‘kagma’ 6zelligine sahiptirler (Lee ve ark., 2017).

Diinya Saghk Orgiitii 2017 yilinda bu patojenlerin bulundugu yeni antibiyotik
gelistirilmesi igin 6nceligi olan bakteriler listesi yaymlamistir. Listenin en iist sirasinda
‘kritik’ ibaresiyle karbapenem direngli Acinetobacter baumannii ve karbapenem

direngli Enterobacteriaceae bulunmaktadir.

Karbapenem direncinin ortaya ¢ikmasi ile birlikte tedavi segenegi olarak Polimiksin
grubunun bir tiyesi olan kolistin daha sik kullanilmaya baglanmistir. Ancak her gecen
giin kolistine direngte artis goriilmektedir. Elde bulunan son tedavi segenegi olan
kolistine kars1 her gecen giin artan direng gelisimini dnlemek icin tek basina yiiksek
dozlarda kullanilmas1 yerine diger antibiyotiklerle kombine edilip sinerjik etkiden

yararlanilmasi 6nerilmektedir (Aygar, 2020).

Caligmanin amaci, hastanemizdeki yogun bakim hastalar1 ve hemotoloji, onkoloji
hastalar1 gibi immiinsuprese grupta bulunan hastalardan izole edilen, 6nemli hastane
enfeksiyonu etkeni olan kolistin ve karbapenem direngli Acinetobacter baumannii ve
Klebsiella pneumoniae suslari tizerinde kolistin ve meropenem kombinasyonunun in

vitro etkinligini degerlendirmektir.

Bu ¢alismada akim sitometri yontemi ile ¢alisan, SYSMEX UF-5000 cihazinda ilk
kez antibiyotik sinerji testi gerceklestirilecek ve yaygin kullanilan sinerji testi
metodlar1 ile kiyaslanacaktir. Bu yontemle, geleneksel yontemlere kiyasla sonug

stiresini kisaltmak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Acinetobacter baumannii

2.1.1. Acinetobacter baumannii Taksonomik ve Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter cinsi ilk olarak 1800’li yillarda Morax — Axenfeld basili olarak
isimlendirilmis. Sonraki yillarda ise Diplococcus mucosus, Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi,
Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella Iwoffi var. glucidolytica,
Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus, Achromobacter mucosus gibi
isimler verilmistir. Benzer morfolojik ozellikler gosteren mikroorganizmalarin bir
kisminin hareketsiz oldugu Brisou ve Pre’vot tarafindan gosterilmis ve Yunanca
hareketsiz anlamina gelen ‘Akinetos’ kelimesinden esinlenerek ‘Acinetobacter’ olarak
adlandirilmigtir. Acinetobacter cinsinin morfolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin
tanimlanmasi 1968 yilinda olmus ve 1971 yilinda Moraxellaceae ailesi igerisinde
siiflandirilmistir. Cinsin ilk tanimlanan tiirii ise Acinetobacter calcoaceticus’dur (Dal
T, Dal MS, & Agir 2012).

Acinetobacter baumannii, 1986 yilina kadar tam olarak smiflandirilamamistir
(Antunes, Visca, & Towner, 2014). 1986 yilinda Bouvet ve Grimont DNA — DNA
hibridizasyon ¢alismasi ile A. baumannii’ yi tanimlamistir (Moubareck & Halat,

2020). A. baumannii taksonomik hiyerarsisi Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1: Acinetobacter baumannii taksonomik hiyerarsisi (Procop et al., 2017)

Kingdom Bacteria
Subkingdom Negibacteria

Phylum Proteobacteria
Class Gammaproteobacteria
Order Pseudomonodales
Family Moraxellaceae
Genus Acinetobacter
Species Acinetobacter baumannii



Tjernberg ve Ursing, 1989 yilinda 13 ile 15 arasi kodlanmis ii¢ ek DNA grubu
tammlamistir. Aymi  zamanda Bouvet ve Jeanjean, 13 ile 17 arasinda
numaralandirdiklar1 bes Acinetobacter tiirii DNA grubu tanimlamustir (Procop ve ark.,

2017). Genomik tiirler Tablo 2’ de gosterilmistir.

Tablo 2: Acinetobacter cinsi genomik tiirler (Procop et al., 2017, Kutu 7-11)

GENOMIK TUR GUNCEL iSIMLENDiRME

1 A.calcoaceticus
2 A.baumannii
3 A pittii
4 A.haemolyticus
5 A.junii
6 Isimsiz
7 A.johnsonii
8/9 A lwoffii
10 A.bereziniae
11 A.guillouiae
12 A.radioresistens
13 U A.nosocomialis
13BJ, 14 TU Isimsiz
14 BJ Isimsiz
15BJ Isimsiz
14 U A.variabilis
16 Isimsiz
17 Isimsiz
13 U’ya yakin A.seifertii
1 ve 3 arasinda Isimsiz

Bazi tiirlerin isimsiz olmasinin nedeni, fenotipik olarak tanimlama saglayacak 6zellik

barmmdirmamalar1 veya 10 dan az sayida sus icermesi nedeniyle fenotipik 6zellikleri
hakkinda genelleme yapilamamasi olarak gosterilmektedir (Bendinelli, Friedman, &
Berezin, 2008; Garrity, Brenner, Krieg, Staley 2005).

Acinetobacter tiirleri yakin iligkili oldugundan taksonomisini fenotipik 6zellikler ile
ayirt etmek zordur (Lee ve ark., 2017). Fenotipik olarak birbirlerine benzerlik gosteren
tiirler Acinetobacter calcoaceticus — baumannii kompleks (Acb kompleks) adi altinda

toplanmustir (Dal ve ark., 2012).



Klinik ile iliskili tiirler daha ¢ok Acb kompleks igerisinde yer almaktadir. Bu
kompleks igerisinde A. baumannii, Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter pittii,
Acinetobacter seifertii, Acinetobacter dijkshoorniae ve Acinetobacter calcoaceticus
bulunmaktadir (Harding, Hennon, & Feldman 2018).

Giincel durumda, nomenklatiirde yer alan prokaryotik isimlerin listesi (LPSN - List
of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) veri tabanina bakildiginda 100
Acinetobacter tiirii bulunmaktadr.

Acinetobacter tiirleri dogada, su ve toprakda bulunur. Ayrica kanalizasyonda, ¢ig
sebzelerde, bozulmus et ve siit irlinlerinde gosterilmistir. Ciltte 6zellikle nemli
bolgelerde ve solunum florasi gibi bazi viicut bolgelerinde de bulunabilmektedir
(Bendinelli ve ark.., 2008; Bottone, 2004; Garrity, 2005). Ancak A.baumannii normal
florada (%0.5-1) sik bulunmamaktadir (Dal ve ark., 2012).

Acinetobacter baumannii gram negatif kokobasildir (Bottone, 2004). Taze kiiltiirlerde
ise gram pozitif olarak da goriilebilmektedir (Dal ve ark., 2012). Kisa ve dolgun
basiller olduklar1 igin koklarla karistirilabilmektedir (Bendinelli ve ark., 2008).
Logaritmik fazda dolgun basiller seklinde goriilebilirken, duragan fazda ¢ap1 daha
kiigtilerek kiiresel olarak goriiliir. Duragan tireme fazinda boyutlar1 0,9-1,6 x 1,5-2,5
um’dir. Cift halinde ve degisik uzunluklarda zincir halinde bulunurlar. (Garrity, 2005).

Sekil 1 de A. baumanni’nin gram boyali preparati goriilmektedir.

Sekil 1: A. baumannii broth kiiltiiriinden hazirlanan gram boyali preparat (Procop ve
ark., 2017, Goriintii 7-5A)



Ozellikle insandan izole edilen suslar triptik soy agar, koyun kanl agar gibi rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Kullanilan besiyerlerinde kolay tirerler (Bendinelli ve
ark., 2008; Dal ve ark., 2012). izolasyonunda safra tuzlari, seker ve bromkrezol moru
iceren Herelea Agar gibi secici ayirt edici besiyerleri de kullanilmaktadir (Peleg,
Seifert, & Paterson 2008).

Acinetobacter baumannii, MacConkey agarda ve %5 koyun kanli agarda piiriizsiiz,
opak koloniler olusturmaktadir. MacConkey agarda laktozu fermente etmediklerinden
acik renkli koloni olustururlar (Sekil 2) (Bottone, 2004). Diger Acinetobacter tiirleri
ise daha kiigiik ve yar1 saydam koloniler olusturmaktadir. Acb komplekse ait izolatlar
hemoliz yapmazlar (Bendinelli ve ark., 2008). Kapsiillii suslarin kolonileri mukoid
tiptedir. A. baumanni’nin 24 saatlik kiiltiirdeki koloni ¢ap1: 1,5-2,0 mm’dir. (Garrity,

2005). Pigmentsiz olarak bilinirler ancak yakin zamanda pigmentli bir sus

tanimlanmustir (Procop ve ark., 2017).

Sekil 2: A. baumannii 24 saatlik kiiltiir MacConkey agar (Bottone, 2004)

Zorunlu aerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, non fermentatif, sporsuz ve
hareketsizdirler (Moubareck & Halat, 2020). Ancak fimbria nedeniyle kayma hareketi
gosterebilirler. Tek bir karbon ve enerji kaynagi igeren ortamlarda tireyebilirler. A.
baumannii, istisnalar harig nitrati nitrite indirgemez (Garrity, 2005). A. baumannii’nin

genel ozellikleri tablo 3” de verilmistir.



Tablo 3: A. baumannii genel 6zellikleri (Procop ve ark., 2017, Tablo 7-18)

TEST OZELLIK
Oksidaz Negatif
Hareket Negatif

MacCoﬁrlIz(leI)l/eagarda Pozitif
42 °¢’ de iireme Pozitif
Glikoz oksidatif Pozitif

fermentasyon
Nitrat indirgeme Negatif
Jelatin Degisken
Ure Degisken
Pigmentasyon Negatif

Cogu Acinetobacter susu 20 °C ile 37 °C arasinda tireyebilir. A. baumannii’nin
karakteristik bir 6zelligi ise 44 °C’de de iireyebilmesidir (Bendinelli ve ark., 2008).
Optimum tireme pH's1, 6,5 dir (Garrity, 2005). Sekil 3’de A. calcoeaceticus —

baumannii kompleks identifikasyon semas1 goriilmektedir.

Gram boyama

—®
Gram negatif o, ¥~

kokobasil o f
Nutrient agar | ) MacConkey agar Kanli agar 9
<>0pak, Stipl koloni Cj Laktoz negatif, C Non hemolitik, S tipi,

* S tipi koloni gri koloni
Oksidaz testi e Negatif
. . TSI Agar: / \\‘
Mann!tol: Hareket: Dip ve yiizey Itk Sitrat:
Mannitolli fermente alkali, Negatif e

etmez - Hareketsiz gaz ve H2S yok

*Glikozun Oksidatif
Fermentasyonu (+)

*Arjinin dekarboksilasyonu (+)
* (reaz negatif

*Nitrati nitrite indirgemez

Sekil 3: Acb kompleks identifikasyon algoritmasi (Biswas & Rather, 2019, Figiir 2)

Ticari sistemler ile Acinetobacter tiirlerini tanimlamak &zellikle de Acb kompleks

icerisinde ayirim yapmak oldukg¢a zordur (Bendinelli ve ark., 2008).
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Ayirim i¢in RNA polimeraz - subunit (rpoB) geni, DNA giraz (gyrB) geni sekans
analizi veya multilocus sekans analizi (MLSA) altin standart metod olarak kabul
edilmistir. Ayrica tiir diizeyinde ayrim i¢in  Matriks ile Desteklenmis Lazer
Desorpsiyon / Iyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometresi (MALDI- TOF MS),
Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FTIR), Amplifiye Ribozomal DNA
Restriksiyon Analizi (ARDRA) gibi yontemler kullanilmaktadir (Esen & Goézalan,
2020).

2.1.2. Acinetobacter baumannii, Klinik Onemi ve iligkili Enfeksiyonlar
Acinetobacter baumannii, kuru ve nemli ortamlarda hayatta kalma yetenegi,
dezenfektan ve antibiyotiklere direnci, tibbi aletlerde kolonize olabilmesi gibi
ozellikleri nedeniyle saglik kurumlarinda yiiksek insidans gosterirler (Bendinelli ve
ark., 2008; Ramirez, Bonomo, & Tolmasky 2020).

Acinetobacter baumannii, immunsuprese bireylerde enfeksiyonlara neden olmaktadir
(Garrity, 2005).Yogun bakim iiniteleri (YBU), yanik iiniteleri gibi riskli hastalarin

bulundugu kisimlarda enfeksiyon etkeni olarak 6nem tasimaktadirlar (Mayers, 2009).

Yogun bakim {initelerinde ki salginlarda yogun antibiyotik kullanimi nedeniyle
ozellikle yiiksek direngli suslar goriilmektedir (Bendinelli ve ark., 2008). Diinya
capinda YBU’lerde ki enfeksiyonlarin %20’sinden sorumludur (Lee ve ark., 2017).

Acinetobacter cinsinin hastanede bulunabilecegi yerler arasinda iyi steril edilmemis
arteriyel 6l¢lim cihazlari, yatagin nemli kisimlari, igme suyu, intravenoz (IV) beslenme
stvilari, idrar toplama kaplari, distile su, nemlendiriciler (humidifer), aspirasyon
(suction) kateterleri ve mekanik ventilator cihazlar sayilabilir (Mayers, 2009). Enfekte
bir hastanin taburculugu sonras1 9 giine kadar yatak korkuluklarinda canli kalabildigi
gosterilmistir (Catalano, Quelle, Jeric, Martino, & Maimone 1999). Salgin durumunda
bulas daha ¢ok saglik personelinin elleri araciligiyla olmaktadir. (Bendinelli ve ark.,
2008).

Hastane enfeksiyonu salginlarina, toplum kokenli enfeksiyonlara, savas ve dogal
afetler sonras1 enfeksiyonlara neden olmaktadir (Biswas & Rather, 2019). Hastane
kaynakl1 olarak, ventilator iliskili pndmoni, cilt ve yumusak doku enfeksiyonu, yara
enfeksiyonu, idrar yolu enfeksiyonu, sekonder menenjit ve kan dolasimi

enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Dijkshoorn, Nemec, & Seifert 2007).
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Ayrica osteomiyelit, sinovit, peritonit, ve konjunktivit gibi enfeksiyonlara da neden
olabilmektedir (Goziitok ve ark., 2013).

Nozokomiyal enfeksiyonlardan ventilator iligkili pnémoni ve kan dolasimi
enfeksiyonlariin mortalite orant %5 ile %54 arasinda degismektedir (Moubareck &
Halat, 2020).

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinda predispozan faktorler; major cerrahi,
major travma (dzellikle yanik), yenidogan da prematiirelik, 6nceden YBU' de kalma,
hastane veya YBU’de uzun kalis siiresi, A. baumannii’nin endemik oldugu birimde
ikamet etmek, kontamine tibbi alete maruz kalma, mekanik ventilasyon, kalic1 kateter
varligi (IV kateter, {iriner kateter, drenaj tiipleri gibi), gergeklestirilen invaziv islemler

ve Onceki antimikrobiyal tedavi ile ilgili faktorlerdir (Dijkshoorn ve ark., 2007).

Toplumdan edinilmis A. baumannii enfeksiyonu nadir olmakla beraber giderek
artmaktadir. Toplum koékenli pndmoni hasta bakimi kaynakli pndmoniden daha
ciddidir (Antunes ve ark., 2014). Toplum kaynakli pnémoniler de yaklasik %40-60
mortalite oran1 vardir (Dijkshoorn ve ark., 2007). Toplum kaynakli enfeksiyonlarda
alkolizm, diyabetes mellitus, kanser ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi

yatkinlik olusturan faktorler mevcuttur (Harding ve ark., 2018).

Askeri yaralanmalar, dogal afet yaralanmalar1 gibi travmalarda, yara ve yaniklarda
cilt ve yumusak dokudan izole edilebilmektedir. 2003-2005 yillar1 arasinda Irak’taki
askeri operasyonlarda askerlerden yara enfeksiyonu ve osteomyelit etkeni olarak izole
edilmistir. Ozellikle Afganistan ve Irak, travma yaralarindan A. baumannii izole edilen
iki dnemli cografik bolgedir ve bu sebeple A. baumannii ‘Traqgibacter’ olarak da anilir.
Savas bolgelerinden donen yarali askerlerden ¢apraz bulas yoluyla sivil hastanelere de
coklu ilag direnci (CID) olan A. baumannii suslar1 yayilmistir (Lee ve ark., 2017;
Moubareck & Halat, 2020). Ulkemizde 1999 Marmara depremi dogal afeti sonrasi
kazazedelerin tedavi aldiklar1 yogun bakim iinitesinden yara enfeksiyonu etkeni olarak

en sik izole edilen patojen A. baumannii olmus (Onciil ve ark., 2002).

Liilbnan da iiglincii basamak bir kurumda yapilan siirveyans analizinde izolatlar
incelendiginde A. baumannii en yaygin solunum yolu 6rnekleri olmak iizere cerrahi

yara, kan, idrar ve diger Orneklerden izole edilmistir (Kanafani ve ark., 2018).



Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise sirastyla en sik solunum sistemi &rnekleri, kan

kiiltiirti, yara ve idrar 6rneklerinden izole edilmistir (Goziitok ve ark., 2013).

2.1.3. Acinetobacter baumannii Virulans Faktorleri

OmpA, A. baumannii’nin ana dis membran proteinidir. OmpA apoptoz ve hiicre
invazyonunda gorev alir. Konak epitel hiicresine baglanir, sitokrom C gibi proapoptoik
molekiiller birakarak apoptozu indiikler. Ayrica insan serumunda faktor H’ye baglanir
bu da kompleman aracili 6ldiirmeden kagmasina izin verebilmektedir. OmpA ayrica
biyofilm olusumunu indiikleme kapasitesine sahiptir (Antunes ve ark., 2014; Lee ve
ark., 2017; Moubareck & Halat, 2020). Dis membran proteini sitotoksisite ile de
iligkilendirilmistir (Dijkshoorn ve ark., 2007). CarO, karbapenem iliskili digs membran

proteinidir ve karbapenem direncinde rol oynamaktadir (Lee ve ark., 2017).

Lipopolisakkarit (LPS) tabakanin antijenik 6zellikteki O polisakkariti, pili ile birlite
konak hiicreye yapisma da gorev almaktadir (Moubareck & Halat, 2020). LPS
makrofaj aktivasyonuna, atese, sok ve 6liime yol agan hemodinamik degisikliklere yol
acabilir ve septik sokla iligskilendirilmistir (Antunes ve ark., 2014; Bendinelli ve ark.,
2008).

Kapsiil, kuruluk ve dezenfeksiyon gibi ¢evre kosullarina ve fagositoz gibi immiin
sistem reaksiyonlarina karst bariyer olusturmaktadir (Moubareck & Halat, 2020).
Kapsiiler polisakkaritin kompleman aracili oldiirmeyi Onledigi belirtilmektedir
(Dijkshoorn ve ark., 2007). Ayrica kapsiiliin hiicre yiizeyi hidrofobisitesini arttirdigi
ve medikal aletlere yapismada da rol aldigi gosterilmistir (Dal ve ark., 2012).

Fosfolipazlar, insan hiicre membraninda bulunan fosfolipitlere lipolitik etki
gostermektedir (Moubareck & Halat, 2020). Fosfolipazlarin yaptigi fosfolipid
degredasyonu konak hiicre sinyallemelerine etki ederek immiin yanitta degisikliklere
neden olabilmektedir (Lee ve ark., 2017). Fosfolipaz D, insan serumunda canli
kalmasina, Fosfolipaz C ise epitel hiicrelere toksik etki gostererek invazyonda gorev
almaktadir (Antunes ve ark., 2014).

CpaA enzimi, koagiilasyonu engelleyerek A. baumannii nin intravaskiiler alanda

yayilmasini kolaylagtiran bir faktordiir (Moubareck & Halat, 2020).



Acinetobacter, klorheksidin eflix protein (Acel) giiglii bir antiseptik olan
klorheksidini aktif bir sekilde hiicre disina pompalamaktadir. Hastane ortaminda uzun

siire canli kalabilmesini saglayan etkenler arasinda Acel 6nemli bir faktor olarak

gosterilmektedir (Moubareck & Halat, 2020).

Biyofilm iliskili protein (BapAb) stresor faktorler ortaya ¢iktiginda biyofilm matrisi
olusturmak i¢in bir araya gelme egilimindedir. Biyofilm olusmasinda énemli bir diger
faktor birgok gram negatif tiir tarafindan iiretilen yapisma ve agregasyonda gorev alan
ekzopolisakkarit bir madde olan poli — - 1,6 — N — asetilglukozamin (PNAG)’dir.
(Moubareck & Halat, 2020). A. baumannii deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda,
yara yerinde ve tikayici pansumanlarda biyofilm olusturabilmektedir (Harding ve ark.,
2018).

Csu pili sistemi, hiicreye tutunma ve antibiyotik yaniti olarak koruyucu kapsiil
olusumunda gorev alir. A. baumannii flagellast olmadig1 i¢in hareketsiz olarak
tanimlanir ancak tip IV pili ile ileriye dogru uzama ve geri ¢ekilme seklinde kayma
hareketi yapmaktadir. Bu hareket hastane ortaminda Ki yayilimi ile iligkilendirilmistir.
Pili ayn1 zamanda biyofilm formasyonu olusturmasi ve gen transferinde de gorev
almaktadir (Moubareck & Halat, 2020). Pililer insan epitel hiicreleri ile de etkilesime
girmektedir (Dijkshoorn ve ark., 2007).

Tip 6 sekresyon sistemi, niikleaz, peptidoglikan hidrolaz gibi toksinlerle diger
bakterilere saldirmaktadir. Tip 2 sekresyon sistemi ise ¢oklu efektdr proteinleri
iletmede gorev alir (Moubareck & Halat, 2020). Tip 6 sekresyon sistemi, hedef
hiicreye ulagmak i¢in igne veya sivri bir yapi tagimaktadir (Lee ve ark., 2017).
Sekresyon sistemleri o6zellikle polimikrobiyal enfeksiyonlar agisindan Onem

tasimaktadir (Harding ve ark., 2018).

Acinetobacter baumannii demir selatlayict molekiil olan sideroforlar1 kullanmaktadir.
(Moubareck & Halat, 2020). A. baumannii’nin sideroforlarindan en iyi tanimlanmis
olan1 acinetobactin’dir (Lee ve ark., 2017). Siderofor acinetobaktin, A. baumannii’nin
insan serumunda yasayabilmesi i¢in 6nemlidir, kan dolasiminda hayatta kalmasini
saglar (Antunes ve ark., 2014; Dijkshoorn ve ark., 2007). Sekil 4’te A. baumannii

virulans faktorleri gosterilmistir.
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Acinetobacter tiirlerinin virulansi agisindan en &nemli &zellikleri yeni virulans
ozellikleri ve antimikrobiyal dirence yol acabilecek genetik materyalleri edinebilme

ve yeniden diizenleyebilmeleridir (Clark, Zhanel, & Lynch 2016).

O-Antigen

& ﬁ Kapstler polisakkarit Csu Pilus
Lipid A 2 \ A ﬁ

N ' '

LPS

<‘\\iﬁ4vix . T65S
Acel ‘ ’7__‘71 11 >

Fosfolipaz D

&bd

Fosfolipaz C

- |
\ 4 g

1 ) " Ic membran
PNAG v v :
% BapAb Omp Dis membran
" Polisakkarit kapstl

Sekil 4: A. baumannii virulans faktorleri (Moubareck & Halat, 2020, Figiir 2)

B 1255

2.1.4. Acinetobacter baumannii Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari
Antimikrobiyal direncin majér mekanizmalari, hedef bolge modifikasyonu, enzimatik

inaktivasyon ve efliiks pompalaridir (Dijkshoorn ve ark., 2007).

Acinetobacter baumannii’nin intrinsik direngli oldugu antibiyotikler, ampisilin,
amoksisilin, amoksisilin / klavulanat, aztreonam, ertapenem, trimetoprim,

kloramfenikol ve fosfomisindir (Biswas & Rather, 2019).

Sekans homolojisine dayanarak betalaktamazlar A, B, C ve D molekiiler siniflarina

ayrilmaktadir (Mayers, 2009).

Ambler smif A betalaktamazlar, klavulanat veya tazobaktam tarafindan inhibe
edilebilen ve serin bagimli enzimlerdir. Sefamisin hari¢ tiim penisilin ve
sefalosporinleri hidrolize eder. Bu smifta bulunan CTX-M, GES, PER, SCO, SHV,
TEM ve VEB A. baumannii’de tanimlanmistir (Moubareck & Halat, 2020). Simif A
betalaktamazlar dar spektrumludur (Mayers, 2009).
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Simif B betalaktamazlar, tiim betalaktamlar1 giiclii bir sekilde hidrolize eden ¢inko
bagimli metallo betalaktamazlardir. Karbapenemler dahil tiim betalaktamlar1 inhibe
eder — aztreonam hari¢-EDTA ve dipikolinik asit gibi metal selatorler tarafindan inhibe
edilebilmektedir. Sinif B de en endise verici olant NDM-1 dir ve A. baumannii’den
2011 yilinda Cin de izole edilmistir (Moubareck & Halat, 2020).

Sinif C; Acinetobacter derive sefalosporinaz (ADC) olarak bilinmektedir. Bu AmpC
sefalosporinazlar A. baumannii suslarinda bulunur ve kromozomal olarak
kodlanmistir. Sefamisin, sefalosporin, penisilin ve beta laktamaz inhibitorlerine

direnglidir. Sefepim ve karbapenem AmpC’de stabildir (Moubareck & Halat, 2020).

Sinif D betalaktamazlar; serine bagimlidir ve oksasilinazlar (OXA) olarak bilinirler.

Ik 1985 yilinda iskog bir hastanin kan kiiltiiriinden izole edilmistir. A. baumannii
kromozomda kodlanmis olan OXA-51 grubu karbapenemazlar1 dogal olarak diisiik
seviyelerde tiretmektedir. Kromozomal ADC tipi betalaktamazlar promotdr gorevi
saglayan ISAbal dizisinin regiilasyonu ile diizenlenir. Ayrica ISAbal intrinsik olan
OXA-51 benzeri karbapenemazlarin ekspresyonunu da arttirmaktadir. A. baumanni’de
en yaygin karbapenemazlar D simifi betalaktamazlardir (Dijkshoorn ve ark., 2007;
Moubareck & Halat, 2020).

Ayrica beta laktam direncinde rol oynayan diger faktorler ise, OMP ve efliiks
pompalaridir. A. baumannii dis membrandaki ana porini antibiyotiklerin hiicre igine
girigine izin veren yapidir. Porin kaybi penisilin ve sefalosporin direncine neden
olmaktadir. (Moubareck & Halat, 2020). CarO kayb1 imipenem ve meropenem direnci
ile iligkilendirilmistir (Dal ve ark., 2012).

Tetrasiklin ve glisiklin direnci efliiks pompast ile iligkili bulunmustur (Moubareck &
Halat, 2020). Efliiks pompalarindan TetA tetrasiklin, TetB ise tetrasiklin ve minosiklin
direncine yol acar. Tet(M) geninin kodladig1 proteinlerde ribozomal hedef degisikligi

yaparak tetrasiklin, doksisilin, minosiklin direncine yol agmaktadir (Dal ve ark., 2012).

Florokinolon direnci ise gyrA ve parC tarafindan kodlanan DNA giraz ve DNA
topoizomeraz IV’de mutasyon sonucu gergeklesir ayrica efliiks pompalar: da dirence

neden olmaktadir.
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Makrolid direncine de efliiks pompas1 neden olmaktadir. Kiigiik Coklu ilag Direnci
(SMR) efliikks pompasi eritromisin ve kloromfenikol direnci ile iliskilendirilmistir

(Moubareck & Halat, 2020).

Aminoglikozid direnci, Aminoglikozid Modifiye Edici Enzim (AME) ile iliskilidir.
Bu enzim aminoglikozidin ribozomdaki hedefledigi alana baglanma giiciinii azaltir.
Bir diger aminoglikozid direnci nedeni 16S rRNA metilaz genidir. Bu 30S ribozomal

subiinitteki hedef baglanma bolgesini degistirir. (Moubareck & Halat, 2020).

Trimethoprim / siilfametoksazol direncinde ise integronlar ve bunlarla tasinan gac,
sul, dHfr genleri sorumludur (Dal ve ark., 2012). AbaF yakin zamanda fosfomisin
direnci ile iliskili bulunmustur (Lee ve ark., 2017).

Acinetobacter baumannii’de bulunan Kkolistin direncinde primer mekanizma
kromozomal olarak kodlanmistir ve dis zarin lipid A’sina fosfoetanolamin (PetN)
eklenmesi ve yapisinin degismesi, lipid A sentezi i¢in gerekli gen mutasyonu sonucu
tamamen kaybolmasi, dis zarin stabilitesi i¢in gerekli proteinlerin diisiik ekspresyonu
ve LPS sentez kofaktorlerinin yetersiz ekspresyonunu igerir. PetNt gibi pozitif yiikli
kalintilar LPS’ye kontrollii eklenmesi bakteri yilizeyindeki negatif yiikii azaltir ve
polimiksin ile LPS arasindaki etkilesimi siirlar. pmrCAB operonu degisimi PetN
transferazi kodlar (Moubareck & Halat, 2020). Plazmit aracili kolistin direnci saglayan
PetN transferaz, mcr-1 geni ile tasinmaktadir (Trebosc ve ark., 2019).

Kolistin direncinde 6nemli bir noktada standart duyarlilik testinde duyarli olarak
sonuclanmasina ragmen onemli Ol¢lide direngli sub popiilasyon bulunmasidir. Bu
durum heterorezistans olarak tanimlanir ve A. baumannii’de de tanimlanmistir (Fong,

Shlaes, & Drlica, 2018).

Coklu Ilag Efliiks Sisteminde, Diren¢ — Nodiilasyon — Hiicre Béliinmesi (RND)
ailesinin iiyeleri olan AdeABC betalaktamlar, aminoglikozidler, eritromisin,
kloramfenikol, tetrasiklin, florokinolon ve trimetoprim gibi olduk¢a genis substrat
araligina sahiptir. AdeABC substratlar1 olan ilaglar AdeABC genlerinin asiri
ekspresyonuna yol acarak ¢oklu ila¢ direncine neden olur. (Moubareck & Halat, 2020).
RND ailesinin iiyesi AdeDE, amikasin, seftazidim, kloramfenikol, siprofloksasin,
eritromisin, meropenem, rifampisin, tetrasiklin ve etidyum bromidi substrat olarak

kullanmaktadir (Dal ve ark., 2012).
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Coklu ilag¢ direnci gosteren A. baumannii suslarinda AbaR1 adinda direng adasi
tanimlanmistir. 45 adet diren¢ geni saptanmis ve VEB-1, AmpC, OXA-10
betalaktamazlari, AME ve tetrasiklin aktif efliiks proteinlerini kodlamadan sorumlu
oldugu belirtilmis (Fournier ve ark., 2006). Sekil 5’de A. baumannii antibiyotik direng

mekanizmalar1 yer almaktadir.

AdeABC " *Betalaktamlar ¥ - ~—» Kolistin
efliks pompasi 71 *Tetrasiklinler
_*Florokinolonlar

>

Betalaktamlar*’*p" . D|§
‘ \ 7 "membran
@ * Aminoglikozid
S Antibiyotik substrata
Betalaktamlar baglanmis AME
@ ™ Florokinolon
. PRI VE——
Betalaktamlar < DNA giraz < gwA
v M
| Antibiyotik substrata baglanmis
betalaktamaz iR
I\ | Tetrasiklin
\\» . v:“l
\ ) /;./,/
¥ ek Polisakkarit kapsil

Sekil 5: Acinetobacter baumannii Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar1 (Moubareck &
Halat, 2020, Figiir 3)

2.1.5. Acinetobacter baumanii Enfeksiyonlarinda Tedavi Secenekleri

Tedavi secenckleri arasinda ampisilin - sulbaktam, piperasilin — tazobaktam,
seftazidim, sefepim, imipenem, meropenem, tigesiklin, polimiksin, florokinolonlar ve
aminoglikozidler yer almaktadir. Bu ajanlarin se¢imi, yerel direng paternleri, bireyin
bobrek fonksiyonlar1 ve alerji durumlarina gore degismekte ve genelde kombinasyon

olarak kullanilmaktadirlar (Mayers, 2009).
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Kolistinin bagka bir antibiyotikle kombine olarak kullanilmasi onerilmektedir

(Goziitok ve ark., 2013).

En sik onerilen kombinasyonlar; imipenem ve amikasin, kolistin ve rifampin,

imipenem — rifampin ve kolistini icermektedir (Dijkshoorn ve ark., 2007).

2.2. Klebsiella pneumoniae

2.2.1. Klebsiella pneumoniae Taksonomik ve Mikrobiyolojik Ozellikler

Edwin Kleb tarafindan 1875 yilinda tanimlanmistir. Cinsin adi da Alman
mikrobiyolog Edwin Kleb’den gelmistir (Reyes, Aguilar, & Caicedo 2019). ilk kez
1882 yilinda Carl Friedlander tarafindan pndmoni nedeniyle 6len bir kisinin akciger
dokularindan izole edilmistir (Moya & Maicas, 2020). Klebsiella cinsi tiir diizeyinde
ti¢ ana kiimeye ayrilmaktadir. K. pneumoniae (K. pneumoniae) taksonomik hiyerarsisi

Tablo 4’de verilmistir.

Kiime I: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, : K. pneumoniae subsp. ozaenae, : K.

pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, K. granulomatis.
Kiime II: K. planticola, K. ornithinolytica, K. terrigena.
Kiime III: K. oxytoca’yi igerir.

Tablo 4: Klebsiella pneumoniae taksonomik hiyerarsisi (Procop et al., 2017)

Kingdom Bacteria
Subkingdom Negibacteria

Phylum Proteobacteria
Class Gammaproteobacteria
Order Enterobacteriales
Family Enterobacteriaceae
Genus Klebsiella
Species Klebsiella pneumoniae

Gram negatif, hareketsiz, kapsiillii basildir. Fakiiltatif anaerop, oksidaz negatif ve

tireaz pozitiftir (Bottone, 2004; Johnson, 2017).
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Fermentatiftir ve Voges — Proskauer genellikle pozitiftir (Garrity, 2005). Klebsiella

pneumoniae’nin genel 6zellikleri Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5: Klebsiella pneumoniae genel 6zellikleri (Procop et. al.,2017)

TEST OZELLIK
indol Negatif
Hareketlilik Negatif
Lizin Pozitif
Arjinin Negatif
Ornitin Negatif
DNaz (25°C) Negatif
Jelatinaz (22°C) Negatif

Fermentasyonlar:

Laktoz Pozitif
Siikroz Pozitif
Sorbitol Pozitif
Adonitol Pozitif
Arabinoz Pozitif

Boyutlar1 yaklasik 0,3 — 1,0 X 0,6 — 6,0 um’dir. Tek tek, ¢iftler halinde veya kisa zincir
seklinde goriilebilir (Sekil 6) (Garrity, 2005).

Sekil 6: Klebsiella pneumoniae — gram boyama (Garrity, 2005).
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Kolonileri, laktoz pozitiftir, 37°C veya 30°C’de gece boyu inkiibasyon sonrasi 3-4 mm
capinda, mukoid koloni olugturmaktadir. Kapsiil varligt mukoid koloni olusumu ile

iligkilidir (Garrity, 2005). Sekil 7°de kanl agarda Klebsiella pneumoniae kolonileri

goriilmektedir.

Sekil 7: Klebsiella pneumoniae kanli agar (Bottone, 2004, Figiir 157)

Klebsiella tiirleri bitkiler, hayvanlar ve insanlar da dahil dogada yaygin olarak bulunur
(Martin & Bachman, 2018). Kontamine toprak ve yiizey sularinda karsilasilsa da
primer kaynak insandir. insan da gastrointestinal sistem ve nazofarenks gibi mukozal

yiizeylerde kolonize olabilmektedir. (Johnson, 2017).

Suslarin serotiplendirmeleri LPS (O) ve kapsiil (K) antijenlerine gore yapilmaktadir.
En yayginit Ol olmak iizere 9 tane O antijeni ve 78 tane K antijeni bulunmaktadir

(Johnson, 2017).

Klebsiella pneumoniae temelde klasik ve hiperviriilent (hvKP) olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Asir1 kapsiil iiretimi olmayan, saglikli bireylerde nadiren enfeksiyona
neden olan suslar ‘klasik’ suslar olarak kabul edilir (Paczosa & Mecsas, 2016).
Hiperviriilent K. pneumoniae ise saglikli/ayaktan hastalar1 da enfekte edebilir, goz,
karaciger gibi farkli alanlarda enfeksiyon yapabilir, metastatik yayilim yapabilir ve

besiyerlerinde hipermukoviskoz koloniler olusturur (Procop ve ark., 2017).

17



Giincel durumda, nomenklatiirde yer alan prokaryotik isimlerin listesi (LPSN - List
of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) veri tabanina bakildiginda

Klebsiella cinsinin 27 tiirii, 8 tane de alt tiiri bulunmaktadir.

2.2.2. Klebsiella pneumoniae Klinik Onemi ve iliskili Enfeksiyonlar
Immunsuprese, kronik solunum yolu rahatsizhgi olan, geriatrik veya neonatal
bireylerde cerrahi alan enfeksiyonu, sepsis, liriner sistem enfeksiyonu, kateter iligkili

enfeksiyonlar ve pnémoni gibi enfeksiyonlara neden olmaktadir (Biiyiiktuna ve ark.,
2021).

Pnémoni, toplum veya hastane kaynakli olabilmektedir. Pndmoni, konagin kendi
nazofaringeal florasinin aspirasyonu ve kontamine tibbi cihazlarla iliskilendirilmistir
(Johnson, 2017). Yogun bakim iinitelerinde ventilator iliskili pndmoni etkeni olarak
da karsilagilmaktadir. Diyabetes mellitus ve karaciger hastaligi, toplum kokenli
pndmoni, kanser ise nozokomiyal dolagim sistemi enfeksiyonu ile iligkilendirilmistir.
K. pneumoniae pnomonilerinde mortalite oran1 yaklasik %50 civarinda bildirilmis
(Martin & Bachman, 2018).

Uriner sistem enfeksiyonu, kontamine iiriner kateter veya kisinin gastrointestinal

sistem florasindan bulas ile olmaktadir (Martin & Bachman, 2018).

Bakteriyemi, primer veya akciger ya da mesaneden yayilmaya bagli olarak sekonder

olarak goriilmektedir (Johnson, 2017).

Hiperviriilent K. pneumoniae’ya bagh enfeksiyonlar, piyojenik karaciger absesi,

endoftalmi, menenjit ve kan dolasimi enfeksiyonlaridir (Martin & Bachman, 2018).

Bulas kaynagi olarak saglik personelinin elleri dnemli bir kaynaktir (Martin &
Bachman, 2018). Saglik personeli ve hastalar arasi direkt temas, kontamine alet ve
ylizeyler bulasi kolaylastirir (Moya & Maicas, 2020). Entiibasyon tiipii, implant,
kateter gibi tibbi aletler K. pneumoniae igin giris kapisidir (Paczosa & Mecsas, 2016).

Coklu antibiyotik direnci gostermeleri nedeniyle tedavi segenekleri sinirlidir, basa
cikilamayarak salginlar meydana getirebilir ve enfeksiyonlar yiiksek mortalite ve
morbidite ile seyretmektedir (Biiyiiktuna ve ark., 2021).
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2.2.3. Klebsiella pneumoniae Virulans Faktorleri
Klebsiella pneumoniae igin dort virulans faktorii tanimlanmigtir. Bunlar; kapsiil, pili

(fimbria), LPS ve sideroforlardir.

Kapsiil, K. pneumoniae’nin ana viriilans faktorii olarak belirtilmektedir (Johnson,
2017). Hiicreyi kaplayan polisakkarit bir matrisdir (Paczosa & Mecsas, 2016). Kapsiil,
spesifik antikor yoklugunda bakteriyi opsonofagositozdan korur (Garrity, 2005). K1
ya da K2, hipervirulent susta sik goriilen kapsiil tipidir (Martin & Bachman, 2018).
Hiperkapsiil tiretimi kromozomal mukoviskozite ile iliskili gen A tarafindan rmpA
veya rmpA2 yoklugunda tetiklenebilir. Klve K2 kapsiil viriilan suslarda bulunur
(Paczosa & Mecsas, 2016).

Tip 1 fimbria, bakteri hiicre yiizeyinde ipliksi, ince ¢ikintilardir ve klinik ve gevresel
izolatlarin %90°’ninda bulunur. Tip 1 fimbria sekresyonu i¢in ¢evresel etmenleri
kullanir 6rnegin tiriner sistemde ise ekspresyona baslar (Paczosa & Mecsas, 2016). Tip
1 pili, insan mukozal veya epitelyal yiizeylere yapisma yetenegi gosterir (Martin &
Bachman, 2018).

Tip 3 fimbrialar heliks benzeri flamentlerdir (Paczosa & Mecsas, 2016). Tip 3
ozellikle biyofilm olusumunda rol oynamaktadir (Martin & Bachman, 2018). Tip 3
fimbrialar endotrakeal tiiplerde kolonizasyona dolayli olarak da akciger

enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Paczosa & Mecsas, 2016).

LPS, endotoksin olarak da adlandirilmakta, bakterinin neden oldugu septik sokun en
onemli sebebi olarak goriilmektedir (Martin & Bachman, 2018) LPS komplemana
kars1 birincil koruma aracidir. O 1 ise en yaygin antijendir (Paczosa & Mecsas, 2016).

Bakterilerin demir elde etme yetenegi iireme ve ¢ogalmasi i¢in oldukg¢a dnemlidir. K.
pneumoniae’nin dort demir tasityict molekiilii vardir; enterobaktin, yersiniabaktin,
salmoselin ve aerobaktin (Wang G., Zhao, Chao, Xie, & Wang H. 2020). Bunlardan
demir afinitesi en diisiik aerobaktin en yiiksek ise enterobaktindir. (Paczosa & Mecsas,
2016)

Hemolizinler, eritrosit ile birlikte monosit, polimorfoniikleer 16kosit gibi hiicrelere de
in vitro toksik etki gosterirler (Kus, Arslan, Tiirk Dagi, & Findik 2017).

Sekil 8’de K. pneumoniae viriilans faktorleri goriilmektedir.
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Sekil 8: K. pneumoniae viriilans faktorler (Paczosa & Mecsas, 2016, Figiir 1)

2.2.4. Klebsiella pneumoniae Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Iki énemli diren¢ mekanizmasi, Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) ve
karbapenemaz iiretmesidir (Paczosa & Mecsas, 2016). Betalaktam antibiyotikleri
hidrolize eden karbapenemazlar en yaygin goriilen direng mekanizmasidir (Reyes ve
ark., 2019). Karbapenemaz iireten K. pneumoniae ile enfekte hastalarda yaklagik 6liim
orani % 40 ile 50 arasindadir (Reyes ve ark., 2019).

Klebsiella pneumoniae, ¢ekirdek genomunda kodlanan enzimler etkisiyle bazi beta
laktamlara intrinsik direng gdsterir. Cekirdek genomunda bulunan SHV penisilinazi
nedeniyle ampisilin, amoksisilin ve tikarsiline intrinsik diren¢ saglar (Martin &
Bachman, 2018; Moya & Maicas, 2020).

Klebsiella pneumoniae da en sik goriilen karbapenemaz sinif A’ya ait olan KPC’dir
ve plazmid tarafindan kodlanir (Martin & Bachman, 2018; Yu ve ark., 2018).

Ayrica ¢inko bagimli olan Sinif B karbapenemazi da bulunur. Bu gruptan NDM-1 ilk
olarak K. pneumoniae’da kesfedilmistir. Smif D karbapenemazlardan da OXA

imipeneme yiiksek oranda dirence neden olur. (Martin & Bachman, 2018).
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Beta laktam diren¢ mekanizmasindan bir digeri, PBP’lerde degisiklik yapilmasi
seklinde meydana gelmektedir (Moya & Maicas, 2020).

Ilk polimiksin direngli, CID K. pneumoniae 2004 yilinda Yunanistan’da izole
edilmistir. Ana polimiksin diren¢ mekanizmas1 kromozomal olarak kodlanan hedef
yap1 modifikasyonudur. Mutasyonlar ile Lipid A tabakasinin elektriksel ytikii ndtralize
hale gelir. Bu diizenleyici genler de (pmrB’nin asir1 eksprese olmasi veya mgrB’nin
inaktivasyonu ile sonuglanan) meydana gelen mutasyonlar polimiksin direnci ile
ilgilidir. Kapstiler polisakkaritte kolistin direnci ile iliskilendirilmistir. (Wang ve ark.,
2020).

Plazmid aracil1 kolistin direncinden mcr-1, mer-2 ve mer-3 genleri sorumludur (Ozkul
Kogak & Cetin Hazirolan, 2019). K. pneumoniae’deki kolistin direncinin en yaygin

mekanizmas1 mgrB genindeki insersiyonel inaktivasyondur (Kanwar ve ark., 2018).

Tigesiklin diren¢ mekanizmalari kromozomal olarak kodlanmistir. 30S ve 16S
ribozomal hedef birimleri ve hiicre permeabilitesi degisikliklerini igermektedir (Wang
ve ark., 2020).

Florokinolon direncinde DNA giraz ve topoizomeraz IV’de nokta mutasyonlari

seklindedir (Moya & Maicas, 2020).

2.2.5. Klebsiella pneumoniae Enfeksiyonlarinda Tedavi Secenekleri
Beta laktam ailesinin karbapenem grubunda yer alan imipenem, meropenem,
ertapenem ve doripenem siklikla Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinda o6zellikle

ESBL iireten suslarda tedavide yer alir.

Karbapenemaz iireten suslarda ise kolistin kullanim1 6nerilmektedir. Tedavi rejiminde

monoterapiye kiyasla kombine tedavi Onerilmektedir. Kolistinin karbapenem,
tigesiklin ya da rifampisinle kombinasyonlari monoterapiye gore daha etkin bulunmus
(Reyes ve ark., 2019).
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2.3. Kolistin

Kolistin, 1947 yilinda Koyama tarafindan kesfedilmis, 1959 yilindan itibaren gram
negatif bakteri enfeksiyonlarinda kullanilan eski bir lipopeptid antibiyotiktir (Loho &
Dharmayanti, 2015).

Polimiksinler A, B, C, D ve E olmak {izere 5 gruba ayrilir. Ancak B ve E disindaki
gruplar insanlarin kullanimi igin ¢ok toksiktir (Conly & Johnston, 2006). Polimiksin
E (kolistin), Bacillus colistinus tarafindan tiretilir (Loho & Dharmayanti, 2015).

Kolistinin klinik kullanimi, 1950-1970 yillar1 arasinda genel olarak gram negatif
bakteriyel enfeksiyonlar, 1990-2000 yillar1 arasinda kistik fibroz hastalarinda CIiD
gram negatif enfeksiyonlarda, 2000 sonrasi ve giiniimiizde ise gram negatif CiD
enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (Andrade, Silva, Rodrigues, & Pina-Vaz, 2020).

Kolistin, 1750 Da molekiiler agirhiga sahip, D- ve L- aminoasitleri, heptapeptid
halkasi, 2,4-diaminobiitirik asit ve bir amid bagi ile baglanmig yag asidi igerir (Sekil

9) (Bialvaei & Samadi Kafil, 2015; Conly & Johnston, 2006).

¥ —NH,

() L-Dab = D-Leu —* L-Leu
Fafty acid = () L-Dab = L-Thr —{w) L-Dab — (o) L-Dab l

|
¥—NH, 7-NH, L-Thr —— (@) L-Dab =—(cx) L-Dab

Y NH2 Y NHQ

Sekil 9: Kolistin kimyasal yapis1 (Bialvaei & Samadi Kafil, 2015, Figiir 1).

Pozitif yiiklii kolistin L — diaminobutirik asit, gram negatif basillerin LPS tabakasinin
onemli bilesini olan lipid A’nin negatif yiiklii fosfat gruplarina elektrostatik etkilesim
ile baglanir. Kolistin divalan katyonlar olan kalsiyum ve magnezyum ile rekabetci
olarak yer degistirir ve LPS’nin {i¢ boyutlu yapisin1 bozar. Sonrasinda kolistin
hidrofobik terminal agil yag zincirini ekleyerek dis membranin genislemesine neden
olur ve i¢ membrana ulasir, i¢ membrandaki fosfolipid tabakasinin biitiinliiglinii
degistirir, hiicresel igcerik korunamaz ve bu siire¢ hiicre lizisi ile sonuglanan etki

gosterir (Andrade ve ark., 2020).
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Kolistin bakterisidal ajan olarak kabul edilir ve gram negatif bakterilerin endotoksin
Lipid A kismina baglanarak molekiilii inaktive edici bir etki de gosterir (Conly &

Johnston, 2006). Kolistinin etki mekanizmasi Sekil 10 da gosterilmistir.
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Sekil 10: Kolistin etki mekanizmasi (Bialvaei & Samadi Kafil, 2015, Figiir 3)

Etki spektrumu Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Citrobacter spp.,
Yersinia pseudotuberculosis ve Haemophilus influenza dahil olmak {izere gram negatif
bakterilerle sinirlidir (Conly & Johnston, 2006). Proteus spp. ve Serratia marcescens
polimiksinlere direngli gram negatif bakterilerdendir. Ayrica gram pozitifler ve

anaerob bakterilerde kolistine direnclidir (Hamel, Rolain, & Baron 2021).

Ticari olarak iki kolistin formu bulunmaktadir. Kolistin siilfat topikal kullanim veya
bagirsak dekontaminasyonu amaciyla oral yoldan kullanir. Diger form olan
kolistimetat sodyum (kolistin metansiilfonat olarak da bilinir) intravendéz veya

intramiskiiler olarak parenteral yolla kullanilir.
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Nebiiliizasyon igin iki formda kullanilabilir. Kolistimetat sodyum bir 6n ilagtir ve
parenteral uygulama sonrasi aktif form olan kolistine doniismektedir (Conly &
Johnston, 2006).

Klinik kullanimi, sepsis / bakteriyemi, pulmoner enfeksiyonlar, tiriner sistem
enfeksiyonlari, menenjit, osteomyelit, gastrointestinal sistem enfeksiyonlari, cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlari ve goz ve kulak enfeksiyonlarini igermektedir (Loho &

Dharmayanti, 2015).

Kolistinin bildirilen en yaygin yan etkileri nefrotoksisite ve ndrotoksisitedir. Bu yan
etkileri nedeniyle CID gram negatif bakteriyel enfeksiyonlar ortaya ¢ikana kadar
kullanimi terk edilmistir (Conly & Johnston, 2006).

Kolistin, Avrupa Ila¢ Ajans1 (EMA) tarafindan kritik neme sahip antibiyotik olarak
kabul edilir ve kisitli kullanim kategorisinde yer almaktadir (Andrade ve ark., 2020).

Direng farkli mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir; direng LPS’nin toplam negatif
yiikiiniin azalmasi, dis membran porinlerinin spesifik modifikasyonu, efliiks pompasi
sistemlerinin asir1 ekspreyonu, kapsiil polisakkaritlerinin asir1 ekspresyonu ve
enzimatik mekanizmalarla olmaktadir. Kazanilmis polimiksin direncine ¢ogunlukla
Lipid A’nin 4 —amino — 4 — deoksi — L — arabinoz veya fosfoetanolamin eklenmesi ile
degismesinden kaynaklidir. (Bialvaei & Samadi Kafil, 2015).

Ik olarak 2015 yilinda Cin’de daha sonra da Asya, Afrika, Avrupa ve Amerika’da
plazmit aracili kolistin direng geni mcr-1 tanimlanmistir. Bu LPS’de bulunan lipid
A’y1 fosfoetanolamin ile degistirir ve kolistin afinitesini azaltir. Enterobacterales’de

mcr homologu yeni genler ve mer-1’den mer-9’a kadar direng genleri tanimlanmistir

(Andrade ve ark., 2020).

Ulkemizin Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi 2016 Yillik Raporu’na
gore K. pneumoniae izolatlarinda kolistin direnci %17 olarak saptanmis. Coklu ilag
direnci olan K. pneumoniae izolatlarinda %28,2 , karbapenem direncli K. pneumoniae
izolatlarinda ise %31,7 kolistin direnci saptanmistir (Simsek, Siizik Yildiz, &

Hekimoglu 2016).
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2.4. Meropenem

Meropenem, karbapenem ailesinin iiyesi olan genis spektrumlu bir antibakteriyel
ajandir (Baldwin, Lyseng-Williamson, & Keam 2008). Karbapenem grubunun ilk
tiyesi olan tienamisin Streptomyces cattleya tarafindan tretilmistir (Craig, 1997).
Meropenem, tienamisinin sentetik tiirevlerinden birisidir ve 1995 yilinda bulunmus

1996 yilinda ise kullanim onay1 almistir (Zhanel ve ark., 2007).

Karbapenem halkasina 1-B-metil grubu eklenerek elde edilmistir (Kattan, Villegas, &
Quinn 2008). Meropenem kimyasal yapist Sekil 11°de gosterilmistir.

Meropenem

Sekil 11: Meropenem kimyasal yapisi (Zhanel ve ark., 2007, Figiir 1)

Penisilin baglayan protein (PBP)’ler bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan
olusumunu katalize eden enzimlerdir. Karbapenemler PBP’leri kalict olarak agiller,
boylece peptidaz reaksiyonlarint ve peptid ¢apraz baglanmasini inhibe eder. Hiicre
duvar olusumu, olusum ve otolizin ayn1 anda gergeklestigi dinamik bir siirectir. PBP
inhibe edilince hiicre duvari olusumu durur ancak otoliz devam eder. Sonunda
peptidoglikan zayiflar ve ozmotik basing nedeniyle hiicre patlar (Papp-Wallace,
Endimiani, Taracila, & Bonomo 2011). Meropenem, PBP2, PBP3, PBPla ve
PBP1b’lere yiiksek afinite gostermektedir (Zhanel ve ark., 2007).

Etki spektrumu gram pozitif, gram negatif ve anaerob suslar1 kapsamaktadir. Ornegin:
Metisiline duyarli Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Enterococcus faecalis, E. coli, K. pneumoniae,
Enterobacter cloacae, P. aeruginosa, Burkholderia cepacia, Acinetobacter spp., H.

influenza ve Bacteroides fragilis gibi (Shah & Narang, 2004).
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Meropenem, imipeneme kiyasla gram negatif aeroblara karst daha yliksek,
stafilokoklara kars1 daha diistik digerlerine kars1 ise es deger aktiviteye sahiptir (Craig,
1997).

Karbapenemlerin genis etkinlige sahip olmalari; sefalosporinlere kiyasla daha kiictlik
molekiil yapisinda olmasi ve ¢ozeltide hem pozitif hem negatif yiikk tasimasi,
bakterilerin temel PBP’lerine kars1 yiiksek afinitesi olmasi, ¢ogu betalaktamlara kars1
stabil kalmas1 kaynaklidir (Kattan ve ark., 2008).

Karbapenemlerin kullanildig1 enfeksiyonlar, febril nétropeni, nosokomiyal pnémoni,
toplum iligkili pndmoni, diyabetik ayak enfeksiyonu, komplike cilt ve doku
enfeksiyonlari, komplike iiriner sistem enfeksiyonlari, akut pelvik enfeksiyon, perfore
apandisit ve komplike intra abdominal enfeksiyon gibi ¢ogul direng gosterebilecek ve
genelde polimikrobiyal seyreden enfeksiyonlardir (Zhanel ve ark., 2007).
Serebrospinal sivilara iyi penetre olabildigi i¢in ¢ocukluk ¢agi menenjitlerinde de
kullanilabilmektedir. (Shah & Narang, 2004). Karbapenemlerin ampirik tedavi de de

kullanimi mevcuttur (Baldwin ve ark., 2008).

Karbapenem direnci, bakteriler kendi PBP’lerinde yapisal degisiklik gelistirdiginde,
karbapenemleri pargalayan beta laktamazlar oldugunda veya membran
gecirgenliginde degisiklik ortaya ¢iktiginda gelisir. (Zhanel ve ark., 2007).
Karbapenem grubu antibiyotiklere kars1 direng ile iliskili enzimlerin blaKPC geni
tarafindan kodlandig1 saptanmig ve aktariminda transpozonlarin 6nemli oldugu
gosterilmigtir (Arnold ve ark., 2011). Meropenem serin grubu beta laktamazlar
tarafindan hidrolize kars1 stabil bir yapiya sahiptir. Sinif B betalaktamazlar ve nadiren

de smif A ve D enzimleri karbapenemleri hidrolize edebilir (Kattan ve ark., 2008).

Meropeneme  direngli  patojenler arasinda  Stenotrophomonas maltophilia,
Enterococcus faecium ve metisiline direngli Staphylococcus aureus bulunmaktadir.
Karbapenemlerde intrinsik direncin sebebi ise bazi1 bakterilerde bulunan PBP’lere

zayif baglanma afinitesi olmasidir (Baldwin ve ark., 2008).

Karbapenemler, hiicre membraninda bulunan porinler araciligi ile pasif difiizyonla
hiicreye girerek gram negatif bakterilere etki eder. Dig membran porin proteini D2
eksikligi karbapenem duyarliliginin azalmasi ile iliskilendirilmistir. Meropenemin

direngli subpopiilasyona neden olma potansiyelinin diisiik oldugu belirtilmektedir.
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Meropenem hizli ve zamana bagli bakterisidal aktivite gostermektedir (Baldwin ve
ark., 2008).

Karbapenemler genel olarak giivenilir antimikrobiyaller olmak ile birlikte en sik
goriilen yan etkileri alerjik reaksiyonlardir. Dokiinti, tirtiker veya ani asir1 duyarlilik

reaksiyonu gelisebilmektedir (Kattan ve ark., 2008).

Meropenem Yillik Duyarlilik Testi Bilgi Toplama (MY STIC) programi 1997 yilinda

baglatilan, tedavi rejiminde karbapenem bulunan hastanelerde antimikrobiyal direng
modellerini izlemek amaciyla uygulanan bir siirveyans programidir. MYSTIC 2006
raporunda meropenem duyarliliklari, Belgika da %100, Almanya da %96,6, Ispanya
da %75,8 ve Tiirkiye de ise %38,5 olarak belirtilmistir (Baldwin ve ark., 2008).

Ulkemizde, Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi 2016 Yillik Raporu’na
gore, K. pneumoniae’da imipenem/meropenem direnci %40,1°dir. Avrupa Birligi
tilkelerinde ise K. pneumoniae’da karbapenem direng orani ortalamasi %6,1 dir.
Avrupa Birligi iilkelerinin invaziv Acinetobacter spp. izolatlarinda karbapenem
direnci oran1 ortalamas1 %35,1°dir. Ulkemizde ise %92,3 olarak saptanmistir (Simsek
ve ark., 2016).

2.5. Antibiyotik Kombinasyonlarinin In Vitro Etkinliginin Degerlendirilmesi
Kombinasyon terapileri, toksisite ve ilag nedenli yan etkileri azaltma, direng
gelisimini geciktirme ve bakteriyel yiikii azaltma gibi faydalari nedeniyle tedavi
basarisini arttirabilmektedir (Rao, Li, Garonzik, Nation, & Forrest 2018).

Antibiyotik kombinasyonlariin in vitro etkilesimlerini degerlendirmek amaciyla
sinerji testi yontemleri kullanilmaktadir. Sinerji testinin amaci, iki antimikrobiyalin
toplam etkisinin bireysel etkilerinin toplamindan daha biiylik olup olmadigini

degerlendirmektir. Sinerji testleri i¢in altin standart yoktur (Doern, 2014)

Antibiyotik kombinasyonlarmin etkinligini 6l¢en testler, diliisyon testleri, difiizyon
testleri ve zamana bagli 6ldiirme testi olarak siniflandirilabilmektedir. Diliisyon
testleri kendi aralarinda mikrodiliisyon ve makrodiliisyon seklinde, difiizyon testleri

ise disk ve gradient difiizyon seklinde ayrilmaktadir (Bal, 1999).
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Sinerji testlerinde en sik kullanilan iki yontem dama tahtasi ve zamana bagh 6ldiirme

testleridir (Bonapace, Bosso, Friedrich, & White 2002).

Dama tahtas1 Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) bazl1 bir testtir. Inhibisyon
hakkinda bilgi saglar ancak bakteri 6liimii hakkinda bilgi vermez. Ayni sekilde
difiizyon temelli testlerde bakteriyel inhibisyon hakkinda bilgi saglamaktadirlar
(Kirby & Brennan-Krohn, 2019). Dama tahtas1 testi mikrodiliisyon yonteminde, her
bir sus bir adet 96 kuyucuklu U tabanli steril polistren plate de ¢alisilir. Antibiyotik
stok soliisyonlarindan ¢ift kat seri diliisyon yapilarak platelere aktarilir. Her deneyde
antibiyotiksiz ilireme kontrolii kuyucugu ve sadece besiyeri bulunup inokulum
yapilmayan besiyeri kontrolii bulunmalidir. Kalite kontrol suslar1 da ayr1 plate de ayni
stok ve sulandirim soliisyonlarindan ¢alisiimalidir. Degerlendirme FiK (Fraksiyonel

Inhibisyon Konsantrasyonu) indeksi hesaplanmasi ile yapilmaktadir (Bal, 1999).

FiK, her bir ajanin tek basina MIK degeri ile kombinasyon sonucu elde edilen MIK

degerinin kiyaslanmasi ile hesaplanmaktadir (Doern, 2014).

B B antibiyotigi varliginda A antibiyotigi MIK degeri
FiK A = yotig g Yyotig g

Tek basina A antibiyotigi MiK degeri

A antibiyotigi varliginda B antibiyotigi MiK degeri

FIK B =

Tek basina B antibiyotigi MIK degeri

FiK1 (Fraksiyonel Inhibisyon Konsantrasyonu Indeksi) = FIK A + FIK B

FIKI < 0,5 ise sinerjik
FIKi 0,5 - <1 ise aditif
FIKI 1- < 4 ise indiferan

FIKI > 4 ise antagonist olarak degerlendirilmektedir (Laishram, Pragasam,
Bakthavatchalam, & Veeraraghavan, 2017).
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Makrodiliisyon yonteminde ise makro hacimlerde, dama tahtasi mikrodiliisyon
yontemi ile ayn1 prensiple ¢alisilmaktadir. Ancak burada daha ¢ok ¥ MIK, MIK ve 2
X MIK konsantrasyonlarinda ¢alisiimaktadir (Bal, 1999).

Zamana bagli 6ldiirme testi, tek tek ilaglar1 ve bu ilaglarin kombinasyonlarini igeren

tiiplerden belirli zamanlarda numune alinip, hayatta kalan bakterilerin olusturdugu
koloni  sayilarint  belirlemeyi  igerir.  Bakterisidal  aktivitenin = dogru
degerlendirilebilmesi i¢in Ornek alirken antibakteriyel ajanlarin koloni sayimi
yapilacak besiyerlerine taginmamasina dikkat edilmelidir (Eliopoulos, G.M. &
Eliopoulos C.T., 1988). Zamana bagli 6ldiirme testinde en iyi degerlendirme ilk 12
saatte yapilmaktadir ilerleyen zamanlarda bakteri tiremesi nedeniyle yorumlama
zorlagabilmektedir. (Doern, 2014). Degerlendirmede; tek basina aktif ajani igeren tiipe
gore 2 logio azalma sinerjiyi, baglangi¢ inokulumuna gore 3 logio azalma bakterisidal
etkiyi, 2 logio artis ise antagonist etkiyi gostermektedir (Bal, 1999; Kirby & Brennan-
Krohn, 2019).

Kombinasyon testlerinde konsantrasyonlarin se¢iminde kurallar yoktur ancak bir
ilacin subinhibitér konsantrasyonunun da ¢aligmada yer almasi, degerlendirme
kisminda sinerjik ve aditif etkinin ayriminda katki saglayacagi belirtilmektedir

(Eliopoulos, G.M. & Eliopoulos C.T., 1988).

Disk diflizyon yonteminde ise 0,5 Mcfarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu
yayilan besiyerine etkinligi arastirilan diskler yerlestirilir. Disk arasi mesafenin
merkezden merkeze uzakligi, her disk etrafinda olusan inhibisyon zon yarigaplarina
esit yada biraz ilizerinde olmalidir (Bal, 1999). Disk difiizyonda sinerji testinde
disklerin birbirlerine bakan yiizlerinde inhibisyon zonu olusup birbirlerine dogru

uzamasi Sinerji olarak kabul edilmektedir (Eliopoulos, G.M. & Eliopoulos C.T., 1988)

Gradient diflizyon sinerji testi yonteminde (GDY) ise antibiyotiklerin tek baglarina
MIK leri degerlendirilir ve daha sonra A antibiyotigi bir petriye konur 1 saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra yerine B antibiyotigi konulur, diger petriye ise B
antibiyotigi konularak 1 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra kaldirilip yerine A
antibiyotigi konulur (Bal, 1999).
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Gradient difiizyon yonteminde dikkat edilmesi gereken kisim yerlestirilen ikinci
striplerin, ilk striplerin MIiK degerlerine karsilik gelecek sekilde yerlestirilmesidir.
Degerlendirme yine FIKI hesaplanarak yapilmaktadir (Laishram ve ark., 2017).

Sinerji testlerinin rutin laboratuvarlarda uygulanmamasinin nedenleri arasinda emek

yogun olmalari, testlerin ve yorumlanmasinin standardize olmamasi sayilabilir (Kirby

& Brennan-Krohn, 2019).

2.6. Akim (Flow) Sitometri
Gucker ve arkadaslar1 1947 yilinda toz partikiilleri ve havadaki bakteri sporlarinin
analizi amaciyla bir alet gelistirmistir ve bu alet genellikle ilk flow sitometri cihazi

olarak anilmaktadir (Winson & Davey, 2000).

Akim sitometri, slispansiyon halinde bulunan hiicrelerin bir akis kanali boyunca tek
tek gectigi ve her hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi 6zelliklerinin degerlendirilip,
siniflandirilmasina dayanan hem bir teknik hem de bir cihazdir (Kanev & Gokalp

Muranli, 2015).

Temelde bir akim sitometri cihazi, sivi akig sistemi, lazer 1sininin bulundugu 151k
kaynagi kismi, filtreler, sinyal dedektorleri, ayirma mekanizmasi ve yazilim

programindan olugmaktadir (Kanev & Gokalp Muranli, 2015).

Calisma prensibi, her hiicrenin tek tek lazer 1sinindan gegmesi sirasinda dalga boyuna

gore yonlendirilen lazer 15181 ve hiicrelerin yaydigi fluoresan 1s1gimin bir araya
getirilmesi ve optik filtreler, aynalar yardimiyla farkli dalga boylarina goére ayrilip,
sinyallere dontistliriilmesi seklindedir. Yazilimlar araciligi ile bu sinyaller
dijitallestirilip histogram grafikleri seklinde ekrana aktarilmaktadir (Sekil 12) (Ay &
Cantiirk, 2015).
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Sekil 12: Akim sitometri ¢caligma prensibi (Kanev & Gokalp Muranli, 2015, Sekil 2)

Akim sitometri cihazindan, ileri sa¢ilim grafigi ile hiicrenin yaklasik biiyiikliigii, yana
sacilma grafigi ile yaklasik graniilitesi ve floresans grafigi ile yaklasik floresans
miktar1 hakkinda bilgi vermektedir. Akim sitometri yontemi ile Ol¢limii yapilan

hiicresel 6zellikler Tablo 6’da 6zetlenmistir (Kanev & Gokalp Muranli, 2015).

Tablo 6: Akim sitometri yontemi ile dl¢timii yapilan hiicresel 6zellikler (Kanev &
Gokalp Muranli, 2015)

Intrinsik Hiicre boyutu Redoks hali
Hiicre sekli Canlilik
Sitoplazmik graniilite
Pigment igerigi

Ekstrinsik Yiizey antijenleri Membran devamliligi
Lektin baglama Yiizey elektrik yiikii
Total protein Intraselliiler pH
Siilfidril gruplari Membran potansiyeli
DNA igerigi Sitoplazmik yiizey reseptorii
RNA igerigi Enzim aktivitesi
Kromonatin yapist Sitoplazmik matriks yapisi

Membran viskozitesi

Genellikle hiicresel analiz, bir floresan boya ile boyama veya bir florojenik substrat
ile enzim aktivitesinin belirlenmesi gibi dolayli bir analiz yontemi ile olmaktadir

(Winson & Davey, 2000).
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Akim sitometrinin klinik uygulamada ilk kullanimi 1987 yilinda Human ve
arkadaglan tarafindan idrardaki bakterilerin saptanmasi amaciyla olmustur (Ay &

Cantiirk, 2015).

Antimikrobiyal ajanlarin bakteri hiicreleri lizerinde meydana getirdigi metabolik ve
fizyolojik etkilerini incelemede flow sitometrinin yararli oldugu belirtilmektedir.
Antimikrobiyal etkinligi degerlendirmek amaciyla, genelde kullanilan iki ana
florokrom kategorisi bulunmaktadir. Bunlar DNA ve RNA etiketleme boyalar1 ve
metabolik veya protein baglayan problardir (Winson & Davey, 2000).

Mikrobiyolojide akim sitometrinin kullanimi ile ilgili antimikobakteriyel ilag
duyarliligi, intraselliiler bakterilerin identifikasyonu, postantibiyotik etki, antifungal
duyarlilik, antiviral duyarlilik ve antiparaziter duyarlilik konularinda calismalar
bulunmaktadir (Alvarez-Barrientos, Arroyo, Canton, Nombela, & Sanchez-Pérez,
2000). Bakteri ve maya hiicreleri arasinda ayrim yapmak, hiicresel canliligi izlemek

gibi amagclarla da kullanilmaktadir (Winson & Davey, 2000).

Flow sitometri yoOnteminin mikrobiyolojide kullaniminin avantajlar1 arasinda,
hiicrenin 06zelliklerinin degerlendirilmesi, gercek zamanli analiz yapmasi, kiiglik
hacimlerle ¢alisabilmesi, ¢ok parametreli analiz yapmasi ve testin geleneksel
mikrobiyolojik  yontemlere kiyasla ¢ok daha kisa slirede sonuglanmasi

sayilabilmektedir (McEvoy, Lynch, & Rowan 2020).

2.7. Sysmex UF-5000 Tam Otomatize idrar Partikiil Analizérii
Sysmex UF — 5000 idrar partikiil analizi i¢in {igilincii nesil tam otomatize akis
sitometrisi analizOriidiir. Sistem 488 nm dalga boyunda yari iletken mavi lazer

kullanmaktadir (De Rosa, Grosso, Lorenzi, Bruschetta, & Camporese 2018).

Idrar modunda saatlik 105, viicut sivist modunda ise 20 &lgiim yapabilmektedir.
Olgiim sonucunu sayisal olarak vermektedir (Nakayama, Tsuburai, Ebina, & Kino
2018).

Aspire edilen numune, cihaz icerisinde seyreltici ve boyama soliisyonu ile karistirilir
ardindan SF (Yiizey) ve CR (Cekirdek) kanallarinda akis sitometrisi ile analiz edilir.

SF kanali; eritrosit, kristaller gibi niikleik asitleri olmayan elementleri 6l¢mektedir.
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CR kanalinda ise niikleik asit iceren bakteri, mantar gibi hiicreler analiz edilmektedir.
CR kanalinda yiizey aktif madde hiicre tarafindan boyanin alinmasi i¢in membranda
kiiciik delikler agar. Bu boya niikleik asitleri boyar. Daha sonra lazer 1511 gonderir
gelen sinyallere gore sayim ve siniflandirma yapar (Nakayama ve ark., 2018).

Idrardaki partikiillerin boyutlar1 ve niikleik asit icerikleri Sekil 13°de gosterilmistir.

(um)
100
EC

Partikal
boyutu
10

“J @ WBC
BACT e Ve
& e
SPERM

YLC and SPERM Zone WBC and EC Zone  Nikleik asit
icerigi miktari

Sekil 13: Idrardaki partikiillerin boyutlar1 ve niikleik asit igerikleri (Nakayama ve ark.,
2018, Figiir 4)

Bu sinyallerden, ileri sagilan 151k (FSC), partikiillerin boyut ve gegirgenligi, yana
sacilan 151k (SSC), partikiillerin kalinlig1 ve i¢ yapilari hakkinda bilgi verir. Yan
floresan (FL), patikiillerin boyanabilirligi, depolarize yana sagilan 151k (DSS) ise
partikiillerin yogunlugu hakkinda bilgi vermektedir (Nakayama ve ark., 2018).

Isik sinyalleri gram pozitif ve negatif bakterilerde boya aliminin ayni olmamasi
nedeniyle farklidir. Buna istinaden BACT Info kisminda bakterinin gram morfolojisi
hakkinda bilgi saglar (De Rosa ve ark., 2018).

Kim ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligma da cihazin idrar yolu enfeksiyonlarimin
hizli taramasi ve gram pozitif / negatif ayrimi degerlendirilmistir. Sonug olarak gram
negatif bakterilerde ayrim performans: daha yiiksek bulunmus ayrica idrar yolu
enfeksiyonu negatif olan hastalarin diglanmasinda da oldukga yararli bulunmus (Kim

ve ark., 2018).
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Gilboe ve arkadaglari ise UF-5000 tarafindan bildirilen gram pozitif / negatif siniflama
sonucuna gore ornekten direkt antibiyotik duyarlilik ¢alismasi yapmislar. Burada da
gram negatif bakterilerin rutin antibiyotik duyarlilik testleri ile direkt antibiyotik
duyarlilik testleri arasindaki uyum oldukea iyi ancak gram pozitifler de yeterince iyi

bulunmamis (Gilboe ve ark., 2021).

Alenkaer ve arkadaslarinin ¢alismasinda, acil servise bagvuran yagl hastalarda idrar
yolu enfeksiyonlarmi ekarte etmek amaciyla yapilan ¢alismada 108 CFU/ml’de %99
tanisal duyarlilik, %51 Ozgiillik ve %99’luk negatif 6n gorii degeri saptanmis

(Alenkaer, Pedersen, Szecsi, & Bjerrum, 2021).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahismaya Dahil Edilecek Suslarin Secimi

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi, Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Yogun Bakim Uniteleri, Onkoloji Klinigi, Hematoloji
Klinigi ve Cerrahi Kliniklerden gonderilen, kan, beyin omurilik sivist (BOS), derin
trakeal aspirat (DTA) ve bronkoalveoler lavaj (BAL) orneklerinden izole edilen
kolistin ve karbapenem direngli 10 A. baumannii, 10 K. pneumoniae susu ¢alismaya
dahil edildi.

Suslarin identifikasyonu MALDI Biotyper ® (Bruker, Germany) ile yapildu.

Antibiyotik duyarhliklari ise BD Phoenix ™ M50 (Beckton Dickinson, ABD) NMIC-
505 paneli ile galisildi.

Kolistin ve karbapenem direnci tanimlanan suslar boncuklu bakteri saklama

tiiplerinde (Or-Bak, Tiirkiye) -20°C de saklandi ve ¢alismaya her hastadan bir izolat
dahil edildi.

Calisma Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan 28 Temmuz 2021 tarihinde 2021-10/3 karar numarasi ile alinan onay

dogrultusunda yapildi.

3.2. Kolistin Direncinin Broth Mikrodiliisyon Yontemi ile Dogrulanmasi
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST) kolistin MIK degerlerinin belirlenmesi i¢in

sadece broth mikrodiliisyon yontemi ile ¢alisilmasini 6nermektedir.

Bu sebeple suslar broth mikrodiliisyon yontemi ile caligilarak suslarin kolistin

direngleri dogrulanmigtir.

3.2.1. Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi
Dehidrate Katyon Ayarli Mieller Hinton Broth (KAMHB) (BD, ABD) iiretici

firmanin Onerisi ile 22 gr tartilarak 1000 ml distile su ile balon joje de ¢ozdiriildii.
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Balon joje 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi ve antibiyotik stok

soliisyonlariin hazirlanmasi ve porsiyonlanmasi amactyla kullanildi.

3.2.2. Antibiyotik Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Porsiyonlanmasi

In vitro antimikrobiyal duyarlilik testlerinde Kolistin metansiilfonat yerine kolistin
stilfat kullanilmasi gerektigi CLSI ve EUCAST de belirtilmistir (Bialvaei & Samadi
Kafil, 2015). Bu sebeple tiim ¢aligmalar kolistin siilfat ile yapildu.

Ana stok soliisyon i¢in tartilmasi gereken kolistin siilfat miktarinin hesaplanmasi
amaciyla asagidaki formiil kullanildi (“M100 Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing,” 2019): Potens degeri {dretici firmadan

Ogrenilmistir.

agirlik (mg) X potens (ug/ml)

Haci D=
acim (ml) konsantrasyon (ug/ml)

Test edilecek konsantrasyonun 20 kati olacak sekilde (5120 pg/ml) CLSI Onerisi
dogrultusunda distile su ile ana stok soliisyon hazirlandi. Ana stok soliisyon KAMHB
kullanilarak 256 pg/ml’den 0,5 pg/ml e kadar ikiser kat diliie olacak sekilde on farkli

konsantrasyona porsiyonlandi ve platelere aktarildu.

3.2.3. Broth Mikrodiliisyon Platelerinin Hazirlanmasi

Steril, 96 kuyucuklu U tabanli platelere KAMHB ile son konsantrasyonlari ayarlanmig
antibiyotik ¢ozeltileri satir boyunca yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona
dogru (256 pg/ml ile 0,5 pg/ml araliginda konsantrasyonlar) volimi 100 pl olacak
sekilde eklendi. On birinci kuyucuga negatif kontrol (besiyeri kontrolii) amaciyla, on
ikinci kuyucuga ise pozitif kontrol olmasi amaciyla (iireme kontrolii) sadece 100 ul
KAMHB eklendi (Leber, A. L., 2016). Sekil 14’de plate de bulunan kolistin
konsantrasyonlar1 goriilmektedir. Hazirlanan plateler -70 °C’de ¢alisma giiniine kadar

saklanda.
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Sekil 14: Kolistin broth mikrodiliisyon plate’inde kolistin konsantrasyonlarinin
dagilim
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3.2.4. Bakteri inokulumu Hazirlanmasi

Acinetobacter baumannii, K. pneumoniae ve kalite kontrol suslari olan kolistin
duyarli E. coli ATCC 25922 (QC2 susu) Ve kolistin direngli E.coli NCTC 13846 (QC1
susu) % 5 koyun kanli Columbia agar (KKCA) (BD, ABD) da canlandirild:.
Dondurucudan ¢ikartilan platelerin oda sicakligina gelmesi beklendi. Bu sirada 18-24
saatlik saf kolonilerden 3-5 adet steril 6ze ile alind1 ve yaklasik 5 ml kadar olan
%0,85’lik serum fizyolojik (SF) ile karigtirllarak 0,5 McFarland yogunlugunda
stispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyondan %0,85°1ik SF ile 1/20 diliisyon yapilarak
son konsantrasyon 5x10% CFU/ml olacak sekilde ayarland1. Negatif kontrol kuyucugu
olan on birinci kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara bu siispansiyondan 10 pl eklendi.
Boylece bir kuyucuktaki son bakteri yogunlugu 5x10° CFU/ml oldu. Plateler 16-20
saat 35°C’de inkiibe edildi (Leber, A. L., 2016). Her platede 6 tane sus ve iki kalite
kontrol susu c¢alisilda.
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3.2.5. Kolistin Broth Mikrodiliisyon MiK Degerlendirilmesi

Plateler 16-20 saat 35°C’de ki inkiibasyonu takiben iki farkli arastirmaci tarafindan
degerlendirildi ve saptanan MIK degerleri kayit edildi. Ilk olarak negatif kontrol
kuyucugu ve sonra pozitif kontrol kuyucugu degerlendirildi. Kalite kontrol suslar1 olan
E. coli ATCC 25922 (QC2 susu) ve E.coli NCTC 13846 (QC1 susu)’ nin MIK
degerlerinin uygun araliklarda oldugu goriildiikten sonra suslarin MIK degerlerinin

yorumlanmasina geg¢ildi.

Kalite kontrol suslarinin uygun aralikta sonu¢ vermemesi, pozitif kontrol
kuyucugunda iireme olmamasi, negatif kontrol kuyucugunda iireme olmasi gibi

durumlarda test tekrar calisildi.

Yorumlama da EUCAST kriterleri esas alindi. Buna gore MiK degeri 2 pg/ml ve

altinda olan suslar duyarli, 2 pg/ml tizerinde olan suslar ise direngli olarak kabul edildi.

3.3. Dama Tahtas1 Yontemi ile Kolistin ve Meropenem Kombinasyonunun

Etkinliginin Degerlendirilmesi

3.3.1. Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Dehidrate KAMHB (BD, ABD) iiretici firmanin onerisi ile 22gr tartilarak 1000 ml
distile su ile balon joje igerisinde ¢ozdiiriildi. Balon joje de 121 °C’de 20 dakika
otoklavda steril edildi. Ve antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmast ve

porsiyonlanmasi amaciyla kullanildi.

3.3.2. Antibiyotiklerin Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Porsiyonlanmasi

Antibiyotiklerin potens degerleri tretici firmadan &grenilmistir. Kolistin ve
meropenem ana stok soliisyonu hazirlanmasi icin tartilmasi gereken miktarlarin
hesaplanmas1 amaciyla asagidaki formiil kullanildi (“M100 Performance Standards for

Antimicrobial Susceptibility Testing,” 2019):
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agirlik (mg) X potens (ug/ml)

Haci =
acim (ml) konsantrasyon (ng/ml)

Ana stok soliisyon, test edilecek kolistin konsantrasyonunun 10 kati olacak sekilde
(5120 pg/ml) CLSI onerisi dogrultusunda distile su ile hazirlandi. Ve KAMHB
kullanilarak 512 pg/ml’den 0,5 pg/ml e kadar ikiser kat diliie olacak sekilde on farkli

konsantrasyona porsiyonlandi.

Ana stok soliisyon test edilecek meropenem konsantrasyonunun 20 kati olacak sekilde
(640 pg/ml) CLSI Onerisi dogrultusunda distile su ile hazirlandi. Ve KAMHB
kullanilarak 32 pg/ml’den 0,5 pg/ml e kadar ikiser kat diliie olacak sekilde on farkli

konsantrasyona porsiyonlandi.

Porsiyonlanmis kolistin ve meropenem soliisyonlari platelere aktarildi.

3.3.3. Dama Tahtasi Platelerinin Hazirlanmasi
Calisma steril, 96 kuyucuklu U tabanli plateler de yapildi. Her sus igin bir plate
kullanildi. A1 kuyucugu iireme kontrolii, HI2 kuyucugu besiyeri sterilite kontrolii

olacag i¢in bu kuyucuklara sadece 100 pl KAMHB konuldu.

A2 ile Al12 satir1 boyunca bulunan kuyucuklarda kolistin MIK degerini saptamak
amaciyla 0,5 pg/ml ile 512 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda 100 pl kolistin

konuldu.

Birinci siitunda bulunan B1 ile H1 kuyucuklar1 boyunca meropenem MIK degerini
saptamak i¢in 0,5 ug/ml ile 32 ug/ml arasindaki konsantrasyonlarda 100 pl

meropenem konuldu.

Kombinasyon kuyucuklarina son konsantrasyonlari ayarlanmis 50 pl kolistin ve 50 pl
meropenem konuldu. Kuyucuklarda bulunan antibiyotik soliisyonlar1 birbirlerini diliie
ettiginden, kombinasyondaki son kolistin konsantrasyonlari: 0,25 pg/ml ile 256 pg/ml,
meropenem konsantrasyonlari ise 0,25 pg/ml ile 16 pg/ml araliginda oldu (Bal, 1999)
Sekil 15°de dama tahtast plate’inde antibiyotiklerin son konsantrasyonlari

goriilmektedir.
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Sekil 15: Dama tahtasi yontemi igin hazirlanan plate de son konsantrasyonlar (ug/ml).
(Kirmizi renk Kolistin, mavi renk meropenem antibiyotiginin konsantrasyonunu ifade
etmektedir.)

3.3.4. Bakteri Inokulumu Hazirlanmasi

Acinetobacter baumannii, K. pneumoniae ve kalite kontrol suslari olan kolistin
duyarli E. coli ATCC 25922 (QC2 susu) ve kolistin direngli E.coli NCTC 13846 (QC1
susu) KKCA’da canlandirildi.

Dondurucudan ¢ikartilan platelerin oda sicakligina gelmesi beklendi. Bu sirada 18-24

saatlik saf kolonilerden 3-5 adet steril 6ze ile alind1 ve yaklagik 5 ml kadar olan
%0,85’1ik SF ile karistirilarak 0,5 McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Bu siispansiyondan %0,85’lik SF ile 1/20 diliisyon yapilarak son
konsantrasyon 5x10° CFU/ml olacak sekilde ayarlandi.

Negatif kontrol olan H12 kuyucugu harig tiim kuyucuklara bu siispansiyondan 10 pl
eklendi. Bdylece bir kuyucuktaki son bakteri yogunlugu 5x10° CFU/ml oldu. Plateler
16-20 saat 35°C’de inkiibe edildi.

Her plate de bir sus calisildi. Kalite kontrol suslar1 da ayr1 platelerde ¢alisildi.
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3.3.5. Dama Tahtas1 Testinin Degerlendirilmesi

Iki farkli arastirmaci tarafindan 16-20 saat 35°C’de inkiibasyondan sonra plateler
degerlendirildi. Ilk olarak pozitif ve negatif kontrol kuyucuklar1 degerlendirildi.
Sonrasinda her bir kuyucuk iireme olup olmamasi agisindan degerlendirilip kayit altina

alindi.

Platelerde kolistin ve meropenemin tek baslarina MiK degerleri belirlendikten sonra
kombinasyondaki etkilesimlerini incelemek igin Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon
(FIK) ve Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon indeksi (FiKI) hesapland: ve sinerjik,

aditif, indiferan, antagonist olarak etkinlikleri degerlendirildi.

Meropenem varluiginda Kolistin MiK degeri

FiK Kolistin =

Tek basina Kolistin MiK degeri

Kolistin varliginda Meropenem MIK degeri

FIK Meropenem = —————
Tek basina Meropenem MIK degeri

FIKI = FIK Kolistin + FIK Meropenem

Dama tahtas1 sonug yorumlanmas ise asagidaki FIKI degerlerine gore gergeklestirildi

(Laishram ve ark., 2017).
FIKI < 0,5 ise sinerjik
FIKI > 0,5 - <1 ise aditif
FIKI > 1- < 4 ise indiferan

FIKI > 4 ise antagonist
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3.4. Gradient Difiizyon Yontemi (E-Test) ile Kolistin ve Meropenem
Kombinasyonunun Etkinliginin Degerlendirilmesi

Suslar ek bir yontem olarak gradient diffiizyon yontemi ile degerlendirildi.

Her bir susta kolistin ve meropenem tek olarak ayrica da kolistin antibiyotiginin
bulundugu ortam da meropenem ve meropenem antibiyotiginin bulundugu ortamda

kolistin olacak sekilde ¢alisildi.

Kalite kontrol suslar1 olan kolistin duyarli E. coli ATCC 25922 (QC2 susu), kolistin
direngli E.coli NCTC 13846 (QC1 susu), A. baumannii ve K. pneumoniae suslari
KKCA’da canlandirildi.

Saf iireyen taze kiiltiirlerden 3-5 koloni steril 6ze ile alindi. Yaklasik 5 ml’lik SF ile

karistirilarak 0,5 McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlandi.

Bakteri siispansiyonu her sus i¢in 3 adet Miieller Hinton Agar’a (MHA) (BD, ABD)
steril swab yardimiyla yayildi. Test seritleri yerlestirilmeden 6nce besiyerinin bakteri

siispansiyonunu absorbe etmesi beklendi.

Ik besiyerine kolistin ve meropenem stripleri (Liofilchem, Italya) tek baslarina
MIK ’lerinin tespiti i¢in birbirlerinin eliptik zonlarin1 etkilemeyecek sekilde zit yonlii

olarak yerlestirildi.

Ikinci besiyerine kolistin stribi, iigiincii besiyerine ise meropenem stribi yerlestirildi.

Bir saat oda sicakliginda bekletildi.

Kolistin gradient difiizyon stribinin antibiyotik konsantrasyonu 256 pg/ml,
meropenem gradient difiizyon stribinin antibiyotik konsantrasyonu 32 pg/ml ile
sonlanmaktadir. Bu nedenle antibiyotik stripleri degistirilirken yerlestirilen stripler 32

png/ml konsantrasyonunda ayni hizaya gelecek sekilde ayarlandi.

Ikinci besiyerinde kolistin stribi 1 saatin sonunda steril pens ile kaldirildi. Kolistin
antibiyotiginin difiize oldugu alanda 32 pg/ml konsantrasyon degerine denk gelecek

sekilde meropenem stribi konuldu.

Ugiincii besiyerinde meropenem stribi 1 saatin sonunda steril pens ile kaldirild.
Meropenem antibiyotiginin difiize oldugu alanda 32 pg/ml konsantrasyon degerine

denk gelecek sekilde kolistin stribi yerlestirildi.
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Besiyerleri 35 °C’de 20 saat inkiibe edildi (Laishram ve ark., 2017).

Degerlendirme iki farkli aragtirmaci tarafindan 20 saatlik 35 °C’lik inkiibasyonun

sonunda yapildi.

Aydnlik bir ortamda koyu renk zemin tizerinde tam inhibisyon zonunun test stribine
temas ettigi konsantrasyon goz ile degerlendirilip kayit edildi. FIKi hesaplamasi
yapildi. Dama tahtasi yoOnteminin yorumlanmasinda kullanilan kriterlere gore

degerlendirilmesi yapildi.

3.5. Akim Sitometri Yontemi ile Kolistin ve Meropenem Kombinasyonunun
Etkinliginin Degerlendirilmesi

Calisma da SYSMEX UF-5000 otomatize idrar analizorii cihaz1 (Kobe, Japonya)
kullanildi.

Calisma yonteminin olusturulmasi amaciyla yapilan 6n ¢alisma da cihazin 10.000/pl
tizerindeki bakteri sayisini kantitatif olarak degil, pozitif (+) olarak saptadig: ve bakteri
sayisindaki artisa bagli olarak + ile +++++.+ araliginda kalitatif olarak degerlendirdigi
gorildi.

Bu sebeple her okutma oncesi tiim tiiplerde diliisyon yapilmasina karar verildi.
Diliisyon sivisi olarak KAMHB ve SF denendi. Ancak her ikisiyle de yapilan
okutmalarda Ol¢iimler arasi tutarli sonuglar elde edilemedi. Cihazin kendi sivis1 olan
UF- CELLSHEATH™ ijle diliisyon yapildiginda tutarh sonuclara ulasildigi

gorildii.

Cihazda o6lgtimlerin daha hassas yapilmasi adina BF modu kullanilmasina karar
verildi. Bu modda cihazin aspirat hacmi en az 0,6 ml olmas1 gerekmektedir. Ayrica
bu modda okutma 9 ml’lik idrar tiiplerinde veya yaklagik 2 ml’lik godede
yapilmaktadir.

Bakteri yogunlugu fazla olmayip cihaz tarafindan sayilabilecek diizeyde olmaliydi.

Bu sebeple 2 ml ile 8 ml aras1 hacimlerde farkli diliisyon katsayilari ile calisma yapildi.
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Hem sonuglarin anlamli bir sekilde birbirini desteklemesi, hem de ¢alisma esnasinda
uygulama ve hesaplama kolaylig1 gibi nedenlerle 1 ml 6rnek ve 4 ml UF-
CELLSHEATH™ijle 1/5 diliisyonda ¢alismak uygun bulundu.

Calisma dizayni yapilirken Olgtimlerin 0,1,2,3,4,8,12 ve 24. saatlerde yapilmasi
kararlagtirildi. Ancak On g¢alismalarda bakteri sayisi arttik¢a cihaz Kalitatif deger
verdigi i¢in okutmalar Oncesi ¢ok fazla ve Olglimler arasi degisen diliisyonlar
kullanildi. Calisma bir standardizasyon igerisinde yiiriitilemeyeceginden ol¢iimler

0,1,2,3 ve 4. saat olciimleri ile sinirlandirildi.

3.5.1. Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Dehidrate KAMHB (BD, ABD) iiretici firmanin onerisi ile 66gr tartilarak 3000 ml
distile su ile balon joje igerisinde ¢ozdiiriildi. Balon joje 121 °C’de 20 dakika
otoklavda steril edildi. Ve antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmast ve

porsiyonlanmast amaciyla kullanildi.

3.5.2. Antibiyotik Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Porsiyonlanmasi
Antibiyotiklerin potens degerleri {iretici firmadan O6grenilmistir. Kolistin ve
meropenem ana stok soliisyonu hazirlanmasi i¢in tartilmasi gereken miktarlarin

hesaplanmasi1 amaciyla asagidaki formiil kullanildi:

agirlik (mg) X potens (ug/ml)

Haci D=
acim (ml) konsantrasyon (g /ml)

Ana stok soliisyon test edilecek kolistin konsantrasyonunun 20 kat1 olacak sekilde
(320 pg/ml) CLSI onerisi dogrultusunda distile su ile hazirlandi. Ve KAMHB
kullanilarak 16 pg/ml’den 1 pg/ml e kadar ikiser kat diliie olacak sekilde bes farkl

konsantrasyona porsiyonlandi.
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Ana stok soliisyon test edilecek meropenem konsantrasyonunun 20 kati olacak sekilde
(320 pg/ml) CLSI 6nerisi dogrultusunda distile su ile hazirlandi. KAMHB kullanilarak
16 pg/ml’den 1 pg/ml e kadar ikiser kat diliie olacak sekilde bes farkli konsantrasyona

porsiyonlandi.

Porsiyonlanmas1 tamamlanan antibiyotikler ¢aligmaya hazir olacak sekilde falcon

tiiplerine (Gongdong, Cin) konuldu.

MIK degeri olarak her iki antibiyotik icin EUCAST tarafindan duyarlilik sinir degeri
olan 2 pg/ml baz alind. Her sus i¢in > MIK, MIK, MIK x 2 ve MIK x 4 degerlerinde
kolistin, meropenem ve kolistin + meropenem c¢alisildi. Her sus i¢in falcon tiiplerine 9
ml hacminde 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4 ng/ml ve 8 pg/ml konsantrasyonlarinda kolistin
konuldu. Meropenem, 9 ml hacminde 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4 pug/ml ve 8 pg/ml
konsantrasyonlarinda konuldu. Kombinasyonda antibiyotikler birbirlerini diliie
edeceginden 4,5 ml hacminde 2 pg/ml, 4 pg/ml, 8 pg/ml ve 16 pg/ml
konsantrasyonlarinda kolistin, 4,5 ml de 2 pg/ml, 4 pg/ml, 8 pg/ml ve 16 pg/ml
konsantrasyonlarinda meropenem konularak son hacim 9 ml olacak sekilde hazirlandi

(Sekil 16). Tipler ¢aligma giinii kullanilmak tizere -80 °C’ de saklandi.

Kolistin
1 pg/ml

Kolistin Kolistin
2 ug/ml 4 pg/ml 8 pg/ml

Aeropenem

1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/ml

|G
| ﬂ-

NS
JIm

Kolistin Kolistin Kolistin Kolistin
1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml
+ + + +
M pe: er Meropenem
1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/ml 8 pg/mil

NS

Sekil 16: Akim sitometri yontemi ile ¢alisma da her bir sus i¢in Sysmex UF-5000
cihazinda degerlendirilecek antibiyotik konsantrasyonlar (1/2 MiK, MIK, MIK x 2 ve
MIK x 4)

(
(
¢
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3.5.3. Bakteri Inokulumu Hazirlanmas:
Calisma da her giin bir tane sus ¢alisildi. Calisilacak sus bir giin 6ncesinden KKCA’da
canlandirildi. Dondurucudan ¢ikartilan falcon tiiplerinin oda sicakligina gelmesi

beklendi.

Steril 6ze ile 18-24 saatlik saf kolonilerden alinip yaklasik 5 ml kadar olan %0,85’1lik
SF ile kanstirilarak 1 McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlandi.
Hazirlanan bakteri siispansiyonu 1/5 diliie edildi. Daha sonra bu diliie edilmis bakteri
siispansiyonundan 1’er ml antibiyotik siispansiyonu iceren falcon tiiplerine aktarildi.
Hazirlanan bakteri siispansiyonunun falcon tiiplerine aktarilmasiyla tliplerde son
bakteri konsantrasyonu yaklasik 6 x 10° CFU/mI oldu. Tiiplerden 0. saat Srnegi
alindiktan sonra calkalamali etiivde 35 °C’de inkiibe edildi. Saatlik olarak etiivde

bulunan ana tiiplerden 6rnek alindi.

3.5.4. Cihazda Bakteri Sayim1 Yapilmasi

Cihazda her c¢alisma basinda kalibrasyon sivilari ile kalibrasyon yapildi. Cihazda
0,1,2,3 ve 4. saatlerde bakteri sayimi yapildi. Cihazin daha hassas bakteri sayimi
yaptigi viicut sivist (BF) modu kullanildi. BF modunda cihaz, olgiimler arasi

kontaminasyonu 6nlemek amaciyla yogun yikama yapmaktadir.

Cihazda viicut s1vist modu manuel olarak kullanilmaktadir yani sayim yaptirmak
istediginiz tiipli cihazdan uygun komut gelince yerlestirip bakteri sayim sonucu
vermesi i¢in beklenmektedir. Cihaz numune degerlendirmesini 9 ml’lik idrar

tiiplerinde veya yaklasik 2 ml’lik gode de yapmaktadir.

Cihazda bakteri sayimi yapilmadan once 9 ml’lik steril idrar tiiplerine (Vacufine,
Tiirkiye) 4 ml cihazin UF- Cell Sheath sivisindan konuldu. Daha sonra sayim
yapilacak tipten 1 ml 6rnek konularak 1/5 diliie edilerek viicut sivist modunda

degerlendirmesi saglanda.

Her saat bas1 kolistinin > MIK, MIK, MiK x 2 ve MIK x 4 tiipleri, meropenemin "5
MIK, MIK, MIK x 2 ve MIK x 4 tiipleri ve kombinasyonun ¥ MIK, MiK, MIK x 2
ve MIK x 4 tiipleri cihazda okutuldu.

46



Cihaz ornegi aspire ettikten sonra yaklasik 3 dakika igerisinde BACT baghig: ile
bakteri/pul sayisin1 vermektedir.

Her 6l¢iim sonrasi saptanan bakteri sayis1 kayit altina alindi.

Sinerjistik etki, en aktif tek ajanla karsilastirildiginda kombinasyondaki bakteri

sayisinin, ml’de >2 logio azalmasi olarak degerlendirildi.

Antagonizma, en aktif tek ajanla karsilastirildiginda kombinasyondaki bakteri

sayisinin, ml’de >2 logo artis1 olarak degerlendirildi.

Indiferan etkinin belirlenmesinde ise, en aktif tek ajanla karsilastirildiginda
kombinasyondaki bakteri sayisinin ml'de 2 logio den az fark olmasi olarak

degerlendirildi.

Kombinasyonlarin bakterisidal etkisi, ilk inokuluma gore bakteri sayisinin, ml’de >3

logio bir azalma meydana gelmesi seklinde degerlendirildi. (Laishram ve ark., 2017).
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4. BULGULAR

4.1. Calismaya Dahil Edilen Suslarin Ozellikleri

Cesitli yogun bakim iiniteleri ve kliniklerden izole edilen kolistin ve karbapenem

direngli 10 adet K. pneumoniae susunun 6 tanesi erkek (%60), 4 tanesi (%40) kadin

hastalardan izole edilmistir. Yogun bakim iiniteleri ve gogiis cerrahi kliniginden izole

edilen kolistin ve karbapenem direngli 10 adet A. baumannii susunun hepsi (%100)

erkek hastalardan izole edilmistir. Caligmaya dahil edilen suslarin hastane birimlerine

gore dagilimi Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Suslarin hastane birimlerine gore dagilimi

Boliim A. baumannii izolat Sayisi(%) K. pneumoniae izolat sayisi (%)
Reanimasyon YBU 7 (70) 6 (60)

Genel Cerrahi YBU 2 (20) 1 (10)

Pandemi YBU 1(10)

Onkoloji Klinik 1(10)
Hematoloji Klinik 1(10)

Gogiis Cerrahi Klinik 1(10)

Klebsiella pneumonaie suslar1 9 adet kan ve 1 adet BOS 6rneginden izole edilmistir.

A. baumannii suslar1 ise 7 adet DTA, 2 adet kan ve 1 adet BAL 6rneginden izole

edilmistir. Caligmaya dahil edilen suslarin izole edildikleri 6rneklerin genel dagilimi

Sekil 17°de verilmistir.
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Suslarin Ornek Dagilimi (%)

HDTA EBAL mKan mBOS

Sekil 17: Suslarin 6rnek dagilimi (%)

4.2. Suslarin Kolistin Broth Mikrodiliisyon Sonuclari

Calismaya dahil edilen 10 A. baumannii, 10 K. pneumoniae susu ve kalite kontrol
suslar1 olan kolistin duyarli E. coli ATCC 25922 (QC2 susu) Ve kolistin direngli E.
coli NCTC 13846 (QC1 susu) i¢in broth mikrodiliisyon yontemi ile saptanan kolistin
MIK degerleri Tablo 8’de gdsterilmistir.

Broth mikrodiliisyon yontemi ile kolistin direngli olduklar1 dogrulanan suslardan K.
pneumoniae suslart K1 — K11 aras1 ve D7 — D8 olarak kodlanmistir. A. baumannii

suslari ise A1 — A10 aras1 ve D2 olarak kodlanmustir.
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Tablo 8: Suslarm broth mikrodiliisyon MiK degerleri

Bakteri A1 Sus Kodu MiK Bakteri Adi  Sus Kodu MIK
E.coli NCTC ocl 8 E.coli ATCC 0c2 1
13846 25922

Klebsiella Acinetobacter

. K1 64 . Al >256
pneumoniae baumannii
Kleb5|ell'a K2 64 AcmetobacF?r A2 64
pneumoniae baumannii
Kleb5|ell.a K4 64 Acmetobac?gr A3 128
pneumoniae baumannii
Kleb3|ell_a K6 64 Acmetobac?er Al 256
pneumoniae baumannii
Kleb5|ell_a K7 16 Acmetobath_er A6 5956
pneumoniae baumannii
Kleb5|ell_a K9 16 AcmetobacF?r A7 5956
pneumoniae baumannii
Kleb5|ell_a K10 128 Acmetobac?gr A8 256
pneumoniae baumannii
Kleb5|ell'a K11 64 Acmetobac?er A9 64
pneumoniae baumannii
Kleb3|ell.a D7 64 Acmetobac?gr AL0 5256
pneumoniae baumannii
Klebsiella Acinetobacter

) D8 32 .. D2 64
pneumoniae baumannii

4.3. Suslarin Dama Tahtasi Sinerji Testi Sonuclar:

Calismaya dahil edilen 10 A. baumannii ve 10 K. pneumoniae susuna karsi kolistin ve
meropenem kombinasyonunda, antibiyotiklerin tek baslarina MIK degerleri,
kombinasyon igerisindeki MIK degerleri, FIK indeksleri ve in vitro etkilesimin sonucu

Tablo 9’da verilmistir.
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Dama tahtasi yontemi ile kalite kontrol suslari olan E. coli ATCC 25922 (QC2 susu)
ve E.coli NCTC 13846 (QC1 susu) da ¢alisilmistir. Ancak E. coli ATCC 25922’de
sadece tireme kontrol kuyucugunda {ireme olmasi, E.coli NCTC 13846 da ise sadece
kolistin bulunan kuyucuklarda ireme oldugundan sinerjik etkinlik agisindan
degerlendirmeleri yapilamadi. Sekil 18, 19 ve 20’de sirasiyla sinerjik, aditif ve

indiferan etkinlik saptanan suslardan ¢alisma plateleri gosterilmistir.
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Sekil 18: Sinerjik etkinlik saptanan A6 susu
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Sekil 20: Indiferan etkinlik saptanan K10 susu
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Tablo 9: Suslarin Dama Tahtasi Sinerji testi Sonuglari

s E 5. |sEE. | EE £ 2 e x
;| £ | 2% |Z=22E| Bs: | £ | =:
& £ 5 55 § 52 £ =
= = - = = -2 £

K1 64 32 16 16 0,750 Aditif
K2 64 32 16 16 0,750 Aditif
K4 128 32 0,25 64 0,508 Aditif
K6 64 32 8 16 0,500 sinerji
K7 8 32 8 1 0,375 Sinerji
K9 16 32 1 2 0,156 Sinerji
K10 64 16 0,25 64 1,016 indiferan
K11 64 32 8 16 0,500 Sinerji
D7 64 32 8 32 0,750 Aditif
D8 128 32 0,25 64 0,508 Aditif
Al 512 32 16 16 0,531 Aditif
A2 128 32 2 8 0,125 Sinerji
A3 1 32 4 0,25 0,375 Sinerji
A4 512 32 8 16 0,281 sinerji
A6 512 32 8 128 0,500 sinerji
A7 0,5 32 4 0,5 1,125 indiferan
A8 16 32 4 2 0,250 sinerji
A9 128 32 4 32 0,375 sinerji
A10 | 512 32 0,25 64 0,133 sinerji
D2 0,5 32 8 0,25 0,750 Aditif

Kolistin + meropenem kombinasyonu K. pneumoniae suslarmin 4’tinde (%40)
sinerjik, 5’inde (%50) aditif ve 1’inde (%10) indiferan etki géstermistir. A. baumannii
suslarinin 7’sinde (%70) sinerjik, 2’sinde (%20) aditif ve 1’inde (%10) indiferan etki

gostermigstir. Toplam 20 susun hi¢birinde antagonist etki goriilmemistir.

4.4. Suslarin Gradient Difiizyon Sinerji Testi Sonuclar:

Suslarin gradient difiizyon yontemiyle (Sekil 21) saptanan tek baslarina MIK

degerleri, kombinasyon igerisindeki MIK degerleri, FIK indeksleri ve in vitro

etkilesimin sonucu Tablo 10’da verilmistir.
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Sekil 21: Gradient difiizyon yontemi ile aditif etkinlik saptanan A10 susu (Sirast ile
kolistin + meropenem, meropenem + kolistin ve tek baslarina antibiyotikler)

Tablo 10: Dama Tahtas1 yontemi ile sinerji saptanan suslarin Gradient Diflizyon
sinerji testi sonuglari

i

g | ¢ g5 | 58 | 2 E

“ g g 232 25 | § £

=
QC1 4 0,064 0,047 0,047 0,74 Aditif
QcC2 2 0,032 0,032 0,032 1,01 indiferan
K1 6 >32 16 8 1,58 Indiferan
K2 6 >32 12 6 1,18 Indiferan
K4 8 >32 16 16 2,25 Indiferan
K6 12 >32 16 12 1,25 indiferan
K7 3 8 4 1,50 Indiferan
K9 8 >32 8 4 0,62 Aditif
K10 4 >32 16 6 1,75 indiferan
K11 16 >32 12 12 0,93 Aditif
D7 6 >32 24 12 2,37 Indiferan
D8 8 >32 12 4 0,68 Aditif
Al 32 >32 6 6 0,28 Sinerjik
A2 3 >32 2 3 1,03 Indiferan
A3 3 >32 2 2 0,69 Aditif
A4 16 >32 12 8 0,68 Aditif
A6 64 >32 64 12 1,18 Indiferan
A7 4 >32 2 1,5 0,40 Sinerjik
A8 4 >32 6 4 1,09 Indiferan
A9 4 >32 3 3 0,79 Aditif
Al0 4 >32 4 3 0,81 Aditif
D2 3 >32 2 2 0,69 Aditif
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Kolistin ve meropenem kombinasyonu, kalite kontrol susu olan E.coli NCTC 13846
(QC1 susu)’de aditif, diger kalite kontrol susu olan E.coli ATCC 25922 (QC2 susu)
de ise indiferan etki gostermistir. K. pneumoniae suslarimin 3’tinde (%30) aditif,
7’sinde (%70) indiferan etki gostermistir. A. baumannii suslarinin 2’sinde sinerjik
(%20), 5’inde (%50) aditif, 3’tiinde (%30) indiferan etki gostermistir. Higbir susta

antagonist etki gdzlenmemistir.

4.5. Suslarin Akim Sitometri Sinerji Testi Sonuclar:

Calismaya dahil edilen 10 A. baumannii, 10 K. pneumoniae ve kalite kontrol suslar1
olan E.coli NCTC 13846 (QC1 susu) ve E.coli ATCC 25922 (QC2 susu) suslarina
kars1 0,1,2,3 ve 4. saatlerde Sysmex UF-5000 cihazi ile sayilan bakteri sayisi logio
tabaninda Tablo 11, 12 ve 13’te, her susa ait zamana bagl 6ldiirme egrileri de Sekil

22 — 43’ de gosterilmistir.

Kalite kontrol susu olan QC1 hari¢ tiim suslar da indiferan etkinlik saptanmigtir. QC1
susunda kombinasyonun 1 pg/ml konsantrasyonu sinerjik, 2 pg/ml konsantrasyonu
bakterisidal etkinlik gostermis ancak 4 pg/ml ve 8 pg/ml konsantrasyonlarinda

indiferan etkinlik saptanmuistir.

Cihazla yapilan dlglimlerde QC1 susunun sinerjik ve bakterisidal etkinligi 3. saatte
saptandi. Bu susun 4 pg/ml ve 8 pg/ml konsantrasyonlarinda saptanan indiferan

etkinlik ise 1. saatin sonunda belirlendi.

Diger tiim suslarin 1. saatin sonunda indiferan etkinligi saptandi.
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Tablo 11: Kalite kontrol suslar1 akim sitometri sinerji testi sonuglari

Kolistin Meropenem Kolistin + Meropenem

SusNofSaat | E E E E|E E E E|E E E E
g ¥ & 2/%®» 2 2 |8 g 2 2

— [\ - -] Al [o\} -+ >-] — (o] - -]
0 | 669 669 664 666 7,04 7,06 7,05 7,06 698 698 695 7,07
1 | 700 701 699 667 666 668 612 581 7,00 686 639 690
QCl | 2 | 799 793 697 654 640 626 642 59 653 618 603 671
3 | 859 863 68 640 629 608 630 587 639 593 580 657
4 | 891 88 644 614 607 59 611 564 637 574 561 642
0 |68 677 675 673 68 68 690 687 681 687 685 668
1 | 665 646 643 633 68 669 659 621 664 671 640 6,14

QC2 2 599 546 535 527 626 608 58 545 602 605 557 529
3 | s46 49 481 49 625 631 608 557 583 58 520 4,65

4 | 493 440 370 400 616 616 590 531 504 502 430 3,70
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Tablo 12: Klebsiella pneumoniae suslar1 akim sitometri sinerji testi sonuglari

Kolistin Meropenem Kolistin + Meropenem
Su$ lspt| E E® E E|E E® E E|E E E Z
No ¥ ¥ ¥ | ¥ ¥ 2|z B B B
— (o} -t =) — o - =) — (o} - =)
0 6,74 6,75 6,82 680 678 652 681 656 6,73 6,71 6,72 7,00
1 726 727 811 729 850 7,04 717 7,07 722 7,18 7,18 7,36
K1 2 787 786 787 784 809 7,75 7,83 7,71 800 7,79 7,85 791
3 851 830 832 832 846 839 818 816 834 836 8,34 8,39
4 841 843 829 830 827 836 842 837 852 851 844 8,46
0 6,47 645 6,62 656 655 649 651 652 667 652 661 6,64
1 711 7,0 7,23 722 727 707 705 702 728 7,18 7,20 7,15
K2 2 765 769 7,71 761 796 7,78 7,77 7,66 7,83 7,67 7,72 1,77
3 838 833 832 829 834 834 836 820 840 833 834 8,19
4 849 834 831 824 817 828 837 844 842 840 843 841
0 6,78 6,79 682 681 670 685 689 691 688 6,87 696 6,94
1 717 712 716 721 712 730 734 726 7,35 7,29 7,30 7,27
K4 2 762 757 753 751 784 79 801 789 781 7,71 7,77 1,74
3 829 817 812 806 833 829 833 821 836 830 827 8,18
4 846 846 840 836 838 835 842 841 845 854 848 8,46
0 6,81 6,74 6,73 680 68 691 679 678 6,79 6,87 6,80 6,82
1 714 7,09 7,08 718 722 724 713 710 7,15 7,18 7,15 7,13
K6 2 758 7,47 741 752 780 782 7,71 757 760 7,64 763 7,66
3 826 821 812 812 834 836 830 809 827 829 823 8,28
4 852 849 844 843 841 838 844 830 851 850 848 848
0 6,56 6,60 6,63 655 651 656 657 664 668 6,71 6,73 6,76
1 714 713 715 7,14 7,09 710 7,01 713 711 7,09 7,06 7,06
K7 2 723 728 727 723 7,73 743 699 711 7,39 7,22 7,09 6,97
3 732 718 7,16 695 825 7,67 624 651 768 7,06 682 6,65
4 760 711 6,73 644 851 805 656 644 819 6,84 6,37 6,23
0 6,96 684 685 694 68 68 68 679 684 685 686 6,88
1 730 720 7,18 722 724 718 7,10 7,05 721 7,29 7,17 7,04
K9 2 789 7,75 765 757 791 768 711 6,75 7,81 752 7,22 7,00
3 822 818 805 7,88 831 807 711 6117 823 7,92 7,29 6,89
4 851 839 824 803 843 821 733 6026 851 818 7,36 6,75
0 7,03 697 695 693 707 704 708 698 7,09 7,08 713 7,07
1 749 742 7,40 737 744 746 748 7,37 758 754 7152 747
K10 2 795 785 7,72 763 806 806 808 791 801 795 796 7,93
3 852 836 828 817 840 842 838 827 841 8,36 833 8,28
4 858 859 844 839 845 849 848 848 855 857 846 8,54
0 6,70 6,71 6,72 6,70 6,72 678 680 683 696 695 6,96 6,99
1 719 720 730 721 719 724 724 719 7,38 7,39 7,36 7,37
K11 2 760 759 746 734 7,78 782 784 7,71 7,87 7,84 787 7,84
3 831 825 813 7,76 831 836 835 817 827 837 835 8,29
4 849 852 846 825 840 852 847 839 850 855 854 848
0 6,89 690 6,97 693 687 691 685 689 677 680 689 6,84
1 729 725 729 739 720 723 7416 717 722 723 725 7,16
D7 2 770 7,68 769 7,72 767 7,78 750 714 775 780 7,86 7,61
3 843 841 843 843 838 836 7,87 677 841 844 845 823
4 868 876 862 900 862 866 826 7,21 873 88l 877 858
0 6,74 6,77 6,76 669 682 680 684 671 6,76 6,75 6,73 6,74
1 729 729 730 721 733 730 727 7,06 727 725 725 7,17
D8 2 780 7,77 768 7,59 7,98 794 803 7,70 7,77 7,79 7,72 7,71
3 843 837 831 820 843 840 840 814 839 831 8,28 8,24
4 859 856 855 856 853 858 857 856 856 860 855 852
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Tablo 13: Acinetobacter baumannii suslar1 akim sitometri sinerji testi sonuglari

Kolistin Meropenem Kolistin + Meropenem

E £ £ £ £ E = £ £ £ E E

— [o\] - - -] — [o\] - =] — o - [>-]

0 7,09 7,17 709 6,99 7,14 7,12 7,12 7,10 7,00 7,00 7,02 7,05

1 7,53 768 749 736 7,63 7,61 7,57 756 7,43 7,42 7,34 7,29

Al 2 7,85 798 780 7,74 7,88 7,89 7,85 7,84 7,78 7,72 7,56 7,36
3 805 8,19 799 797 8,10 8,08 8,01 803 796 7,94 7,73 7,42

4 8,22 8,34 8,19 8,23 8,25 8,23 8,18 8,18 8,14 8,13 7,92 7,66

0 7,22 7,21 721 7,20 7,12 7,18 720 7,15 7,17 7,17 7,30 7,20

1 7,56 7,57 752 7,45 7,50 7,58 7,53 748 751 7,45 7,41 7,27

A2 2 7,82 783 7,78 7,74 782 7,84 7381 7,78 7,74 7,67 7,58 7,10
3 8,02 7,97 797 7,89 803 801 800 7,97 789 7,80 7,63 6,66

4 8,12 8,12 8,16 8,13 8,20 8,18 825 813 798 7,90 7,67 6,66

0 7,21 7,19 7,23 7,18 7,20 7,15 7,16 715 7,14 7,18 7,15 7,16

1 728 7,26 725 7,20 7,48 746 746 7,47 721 7,222 7,19 7,15

A3 2 7,35 7,25 7,24 7,18 7,76 7,77 774 773 7,14 7,17 7,14 7,05
3 7,57 724 7,23 7,15 7,89 7,90 7,89 790 691 7,14 7,07 6,97

4 7,76 7,19 7,19 7,12 8,04 8,02 8,01 8,03 6,68 7,03 7,05 6,97

0 723 722 722 723 7,30 7,22 721 724 7224 7,28 7,29 7,24

1 7,66 7,61 752 754 7,57 7,60 760 758 759 7,65 7,57 7,38

A4 2 792 786 78 785 786 787 78 787 788 791 782 7,62
3 8,07 8,04 8,01 800 802 803 802 797 801 802 7,99 7,75

4 8,28 8,23 8,15 8,20 8,12 8,16 8,14 8,17 8,18 8,18 8,15 7,92

0 7,15 7,13 7,14 7,14 7,21 7,21 7,21 7,21 7,05 7,12 6,92 7,08

1 731 732 729 729 736 739 739 739 721 725 7,06 7,21

A6 2 7,61 7,62 768 764 769 7,74 7,71 7,69 7,60 7,60 7,38 7,38
3 7,79 7,79 7,88 7,82 7,88 7,89 7,85 7,87 7,80 7,77 7,60 7,48

4 797 795 798 795 8,02 804 802 79 794 790 7,74 7,56

0 7,27 723 7,212 7,17 7,16 7,18 7,20 7,14 7,23 7,24 7,24 7,17

1 7,33 7,27 726 7,21 7,42 7,48 7,48 7,47 7,25 7,29 7,26 7,18

A7 2 7,27 7,24 7,20 7,05 7,84 7381 790 7,81 7,16 7,21 7,20 7,07
3 716 7,11 7,14 692 8,08 8,02 805 804 693 7,02 7,05 6,90

4 7,03 6,99 7,02 6,82 8,18 8,14 8,19 8,16 6,77 6,89 6,92 6,75

0 717 706 706 706 734 731 733 731 713 7,11 7,05 7,07

1 7,15 716 7,15 7,13 7,47 7,45 7,41 744 7,23 7,16 7,04 7,10

A8 2 738 742 729 715 7,74 7,78 7,74 768 751 7,37 6,96 6,87
3 7,65 7,72 7,67 7,14 7,90 7,91 7,89 7,87 7,66 7,47 6,97 6,79

4 779 789 793 7,3 8,02 811 8,03 8,02 789 765 7,17 6,70

0 7,15 7,15 7,14 7,10 7,13 7,12 7,12 7,07 7,09 7,10 7,11 7,07

1 728 726 720 721 732 731 732 729 723 7,223 7,20 717

A9 2 7,61 7,51 751 7,46 7,61 7,60 7,57 753 751 7,42 6,99 7,08
3 791 783 789 787 795 789 793 787 784 7,79 7,33 7,29

4 7,98 7,81 789 796 7,97 7,97 7,92 7,92 795 7,85 7,47 7,44

0 6,73 680 6,79 6,79 6,75 6,74 6,70 6,73 6,72 6,60 6,68 6,69

1 662 688 682 668 697 69 686 688 665 659 6,73 6,65
Al10 2 740 7,46 7,29 7,31 751 7,47 7,24 7,43 7,36 7,15 7,07 6,77
3 7,66 765 7,73 7,66 7,84 7,75 7,78 7,76 7,69 754 7,34 7,10

4 7,83 79 7,77 7,84 798 7,85 7,95 7,97 781 7,80 7,75 7,47

0 730 7,23 7,14 7,18 7,25 7,20 7,24 7,19 7,22 6,99 7,19 7,05

1 734 724 7,16 7,20 7,51 7,44 7,26 748 7,19 7,07 7,13 7,06

D2 2 742 719 7,13 708 7,72 785 759 7,70 7,14 6,97 6,94 6,85
3 7,78 720 7,16 7,08 8,03 8,03 7,97 7,81 7,04 6,78 6,94 6,48

4 821 729 7,26 7,00 815 8,04 8,14 817 694 7,37 6,79 6,52
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4.6. Sinerji Testlerinin Sonu¢larinin Karsilastirilmasi
Suslarin ¢aligilan sinerji testi yontemlerine gore saptanan in vitro etkinlikleri Tablo

14°de verilmistir.

Calisilan sinerji testi yontemlerinin, suslar da ayni1 in vitro etkiyi saptamasi agisindan
bakildiginda, Dama tahtas1 yontemi ile time kill yontemi arasinda %10’luk uyum
goriildi. Dama tahtast yontemi ile GDY arasinda da %10’luk bir uyum saptandi. GDY
ile time kill yontemleri karsilastirildiginda %55’lik bir uyum gortldii.

Tablo 14: Tim sinerji testlerinin sonuglari

Sus No Dama Tahtasi E Test Time Kill
K1 Aditif Indiferan Indiferan
K2 Aditif Indiferan Indiferan
K4 Aditif Indiferan Indiferan
K6 Sinerji indiferan Indiferan
K7 Sinerji Indiferan Indiferan
K9 Sinerji Aditif Indiferan

K10 Indiferan Indiferan Indiferan
K11 Sinerji Indiferan Indiferan
D7 Aditif Indiferan Indiferan
D8 Aditif Aditif Indiferan
Al Aditif Sinerji Indiferan
A2 Sinerji indiferan indiferan
A3 Sinerji Aditif Indiferan
A4 Sinerji Aditif Indiferan
A6 Sinerji Indiferan Indiferan
A7 Indiferan Sinerji Indiferan
A8 Sinerji Indiferan Indiferan
A9 Sinerji Aditif Indiferan
Al0 Sinerji Aditif Indiferan
D2 Aditif Aditif Indiferan
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5. TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde antimikrobiyal direng 6nemli bir sorun haline gelmistir. Antimikrobiyal
diren¢ sadece hastanede yatan hastalar1 degil tiim halk sagligini tehdit etmektedir.
Artan maliyetler, uzayan hastanede yatis siiresi, is giicli kayiplarinin yani sira énemli

bir morbidite ve mortalite kaynagidir (Eren ve ark., 2021).

Avrupa Antimikrobiyal Direng G6zetim Ag1 olarak da bilinen EARS-Net verilerine
dayanan tahminlere gore, her yil Avrupa birligi/Avrupa Ekonomik Alan (AB/AEA)
tilkelerinde antibiyotiklere direngli bakteriler nedeniyle 670.000'den fazla enfeksiyon
meydana geldigini ve yaklasik 33.000 kisinin bu enfeksiyonlarin dogrudan bir sonucu
olarak oldigiinii gostermektedir (WHO Regional Office for Europe and European
Centre for Disease Prevention and Control., 2020).

Sadece karbepenem direnci 6zelinde inceledigimizde Karbapenem direngli A.
baumannii ve K. pneumoniae suslar1 2019 yilinda 50 bin ile 100 bin aras1 6liime neden
olmustur (Murray ve ark., 2022). Karbapenem ve kolistin direngli K. pneumoniae
suslarinda mortalite oranlarinin incelendigi bir ¢alismada, kolistin direnci mortalite

icin bagimsiz bir risk faktorii olarak tanimlanmis (Capone ve ark., 2013).

Karbapenem direngli A. baumannii, ozellikle hastanede yatan hastalarda
kolonizasyona ve enfeksiyona neden olur. Halihazirda az sayida etkili antimikrobiyal
ajan mevcut olmasi, kesin belirlenmis tedavi segeneklerinin olmamasi nedeniyle

tedavide 6nemli bir zorluk yaganmaktadir (Bartal, Rolston, & Nesher 2022).

Coklu ilaca direncli gram negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin artmasi,
kolistinin tedavi i¢in son ajan olarak giindeme gelmesine neden olmustur (Bir ve ark.,

2022). Kolistin klinikte monoterapiden ziyade kombine edilerek kullanilmaktadir.

Klinik ortamda karbapenem bazli kombinasyon tedavileri kolistin monoterapisi veya
diger karbapenem bazli olmayan kombinasyonlar ile kiyaslandiginda daha diisiik

mortalite gostermistir (Laishram ve ark., 2016).
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Literatiirde karbapenem direngli suslarda karbapenemaz varligina ragmen yiiksek
dozlarda uzun siire inflizyonla meropenemin bakterisidal etkinligini korudugu

saptanmus (Eren ve ark., 2021).

Kombinasyonda kullanilan antibiyotiklerden birine direng¢ goriiliirken dahi sinerjik
etkinin ortaya cikabilecegi hatta iki antibiyotige direngli ise daha yiiksek oranda
sinerjik etkinlik gozlenebilecegi belirtilmis (Manchanda, Sanchaita, & Singh, 2010).

Scudeller ve arkadaslar1 tarafindan yapilan meta analiz ¢alismasinda, A. baumannii
icin zamana bagli 6ldiirme metodunda meropenem ve kolistin / polimiksin B

kombinasyonunun yiiksek sinerji gosterdigi saptanmistir (Scudeller ve ark., 2021).

Zusman ve arkadaglan tarafindan polimiksin ve karbapenemler ile yapilan in vitro
sinerji testlerinin degerlendirildigi bir meta analiz caligsmasi yapilmis. Bu ¢alisma da
A. baumannii igin polimiksin grubu ile yapilan kombinasyonlarda karbapenem
grubundan meropenem, imipeneme kiyasla daha yiiksek oranda sinerjik etki
gostermis. K. pneumoniae de ise karbapenem grubundan doripenem daha yiiksek
sinerjik etki gdstermis. Karbapenem ve polimiksin direngli izolatlarda bakterisidal
etkinlik monoterapide %13 iken, kombinasyon da %43’e yiikselmis Test metodu
olarak degerlendirildiginde ise time kill yontemi ile kiyaslandiginda dama tahtas1 ve

GDY’nde daha diisiik sinerjik etki saptanmig (Zusman ve ark., 2013).

Karbapenem direngli K. pneumoniae ve E. coli klinik izolatlarinda dama tahtasi
yontemi ile kolistin ve meropenem kombinasyonunun etkinliginin incelendigi bir
caligmada K. pneumoniae suslarinda %56, E. coli suslarinda ise %40 oraninda sinerji
saptanmig ve suslarin higbirinde antagonist etki goriilmemis (Dhandapani ve ark.,
2021). Bizim ¢alisgmamizda da dama tahtas1 yontemiyle higbir susta antagonistik etki

saptanmadi. K. pneumoniae suslarinda ise sinerji orant %40 olarak saptandi.

Gradient diflizyon yontemi pratik olmasi agisindan sinerji testlerinde siklikla tercih
edilmektedir. Sinerji testlerinin rutin laboratuvarda c¢alisilmasinin etkinliginin
arastirildigr bir ¢alisma da karbapenem direngli A. baumannii’nin etken oldugu
ventilator iliskili pnomoni enfeksiyonunda rutin duyarlilik testleri sonrasinda GDY ile
MIK belirlenmis ve kolistin — imipenem, kolistin meropenem ve kolistin sulbaktam

kombinasyonlar1 gradient diflizyon sinerji yontemiyle ¢aligilmis.
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Sonuglara gore antibakteriyel tedaviye yon verilmis. Bu ¢calisma MIK tayini ve sinerji
testinin rutin laboratuvar igleyisinde uygulanabilir oldugu ve tedavi sonuglarini olumlu

yonde etkiledigini ortaya konulmus (Sitaruno ve ark., 2017).

Kolistine duyarli ve direngli, karbapenemaz iireten K. pneumoniae suslarma karsi
farkli antimikrobiyaller ile kolistinin sinerjik etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada
gradient diflizyon sinerji testi yontemi ile kolistin meropenem kombinasyonu sadece
bir direngli susta sinerjik etki gostermis, dama tahtas1 yontemi ile ise yine direngli
grupta 3 susta sinerji goriilmiis diger tiim suslar da indiferan etki goriilmiis. Tim
kolistin direngli suglarda kolistin ve rifampisin kombinasyonu sinerjik etki gostermis
(Gaibani ve ark., 2014).

Erzurum Atatiirk Universitesi’nde 40 CID A. baumannii ile farkli antibiyotik
kombinasyonlarinin gradient difiizyon yontemi ile etkinliginin arastirildigi calisma da
imipenem — sulbaktam kombinasyonunda en fazla sinerjik etkinlik saptanirken,
kolistin — sulbaktam ve rifampisin — azitromisin kombinasyonunda ise antagonistik
etki saptanmig (Alada, Altoparlak, & Coskun, 2017).

Hacettepe Universitesi’nde 2002 — 2016 yillar1 arasinda karbapeneme direngli A.
baumannii enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotik kombinasyonlart ve bu
kombinasyonlarin in vitro sinerji testi sonug¢larinin sunuldugu calismada en ¢ok sinerji
saptanan kombinasyon kolistin — meropenem kombinasyonu olmus. Antagonistik
etkinin en ¢ok goriildiigii kombinasyon ise tigesiklin — kolistin kombinasyonu olarak
saptanmis. Calisma rutin laboratuvar hizmetlerinde yiiriitiildiigi i¢in pratik bir yontem
olmas1 amaciyla GDY tercih edilmis. Oneri olarak yillar igerisinde suslarin direng
durumunun degistigi ve her merkezin uygun antibiyotik kombinasyonlarint segmek
amaciyla kendi verilerini olusturmasi gerekliliginden bahsedilmistir (Zarakolu, Ayaz,
& Metan 2018).

Bizim ¢aligmamizda dama tahtasi ile GDY arasinda %10 uyum bulunmustur.

Agar diliisyon yontemi ile GDY koreledir. Ancak dogasi geregi broth mikrodiliisyon
yontemi ile GDY aras1 farkliliklar goriilebilir (Leber, A. L., 2016). Dama tahtas1
yontemi ile gradient diflizyon sinerji yontemi arasindaki diisiik uyumu bu sekilde

aciklayabiliriz.
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Sopirala ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, tiim antibiyotiklere direngli
A. baumannii suslarinda, iki farkli gradient difiizyon sinerji yontemi, dama tahtasi ve
zamana bagli Oldiirme yontemi ile calisiimis. GDY yontemlerinin ilki bizim
calismamizda kullandigimiz yontem, ikincisi ise antibiyotiklerden birisinin agara
eklenmesi ve diger antibiyotigin test stribi olarak agar yiizeyine koyulmasi seklinde
calisilmig. Dama tahtasi, time kill ve ikinci GDY arasinda korelasyon goriilmiis. Ancak
bizim ¢alismamizda kullandigimiz, ilk yontem olan GDY ile kombinasyondan ziyade
sadece aktif ilacin etkisi ortaya ¢ikmis ve genelde indiferan etki gostermis. (Sopirala
ve ark., 2010).

Karbapenem direngli A. baumannii ve K. pneumoniae suslarinda time kill ve dama
tahtast yontemi ile K. pneumoniae igin kolistin ve meropenem, A. baumannii igin
sulbaktam — meropenem ve Kolistin — sulbaktam kombinasyonunun etkinligi
arastirtlmis. K. pneumoniae’da iki test arast uyum oran1 %58, A. baumannii igin ise
sulbaktam — meropenem kombinasyonunda %050, sulbaktam — Kkolistin
kombinasyonunda %46 bulunmus. iki test aras1 genel uyum %51,3 olarak saptanmus.
Bu calismada karbapenemazlar molekiiler olarak da karakterize edilmis ve kolistin —
meropenem kombinasyonunun en yliksek sinerjik etkiyi (% 68,8) sadece NDM

karbapenemaz igeren suslarda gosterdigi ortaya konulmus (Laishram ve ark., 2016).

Doern sinerji testleri hakkindaki derlemesinde altin standart bulunmadigi i¢in bu
testlerin kiyaslanmasinda zorluklar yasandigi ve farkli caligmalarda time kill ile dama
tahtas1 yontemi arasinda neredeyse higbir iligki bulunamadigini ifade etmistir (Doern,

2014).

Bizim calismamizda ise time kill ile dama tahtas1 yontemi arasindaki uyum %10
olarak saptandi. Bu iki yOnteminin sonuglarinin  Ortiismemesi  olagan
degerlendirilmistir. Ciinkli birisi Oldiirmeyi digeri ise iiremenin inhibisyonunu
Olcmektedir. Ayrica dama tahtasi yonteminin yorumlanmasi icin literatiirde dort farkl
yontem bulunmaktadir (Bonapace ve ark., 2002). Bunlar ayn1 zamanda bireysel
yorumlamaya gore de farklilik gostermektedir. Literatiirle bu uyum farkinin suslarin

ozellikleri, metodoloji ve yorumlama farklarindan kaynakli oldugunu diistinmekteyiz.

Akim sitometri yontemi eski bir yontem olmakla birlikte giintimiizde mikrobiyolojide

popiilaritesi giderek artmaktadir.
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Wong ve arkadaslari, XDR A. baumannii suslarinda polimiksin B bazli antibiyotik
kombinasyonunun persistan bakteri gelisimindeki etkisini flow sitometri yontemi ile

incelemis.

Kiiltiir yontemiyle saptanamayan bu persistan hiicreler flow sitometri yontemi ile
saptanabilmis. Bu sebeplerden dolay1 sadece aktif olarak ¢cogalan bakterileri baz alan
time Kill sinerji testlerine ek olarak flow sitometri veya mikroskobi gibi yontemlerin
kullanimi 6nerilmis. Calisma sonucu olarak ise antibiyotik baskisinin kalkmasinin
ardindan persistan bakterilerin uygun lireme kosullarinda 24 ile 36 saat sonrasinda

hiicre bolinmesine basladigi ve normal hizlarinda tiredigi gézlemlenmis (Wong ve
ark., 2020).

Gaurav ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise CID A. baumannii ve E. coli suslarinda
nalidiksik asit ve tetrasiklin etkilesimini incelemek amaciyla time kill ve dama tahtasi
yontemi ile calismislar ve etkilesim mekanizmasini aydinlatmak igin floresan
spektroskopi, flow sitometri, floresan mikroskobi, morfometrik analiz ve real time pcr
yontemleri kullanilmis. Her iki sinerji testi yonteminde de sinerjik etkinlik saptanmus.
Flow sitometri yontemi ile de membran hasari takibi yapilmis. (Gaurav, Gupta,
Shrivastava, & Pathania 2021).

Akim sitometri yontemi ve MALDI — TOF MS yontemini kombine kullanarak hizli
bir sekilde karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae suslarini tanimlamay1
amaglayan calisma da akim sitometri yontemi ile altin standart olarak kabul ettikleri

GDY arasinda % 99,4 uyum saptamislar (Kilic ve ark., 2016).

Portekiz {iniversitesi tarafindan gelistirilen flow sitometri temelli antimikrobiyal test
(FASTinov) yontemi ile yapilan bir ¢alismada Enterobacterales, Pseudomonas
aeruginosa ve A. baumannii suslarinda kolistin duyarlilik testi ¢aligsilmis. Standart
yontem (broth mikrodiliisyon) ile karsilastirildiginda kategorik uyum %100, esansiyel
uyum ise %95,7 olarak bulunmus. Ve standart metod ile 24 saatin sonunda sonug
alinirken bu metod ile bu siire 1 saate diismiis. Bu yontem ile yapilan bir diger
calismada ise Enterobacteriaceae suslarinda karbapenemaz iiretimi tanimlanip,
mevcut karbapenemazlarin sinif ayrimi yapilmis. Yine mevcut yonteme gore daha
hizli, sensitivite ve spesifitesi ise %100 bulunmus (Fonseca e Silva ve ark., 2020; Silva
ve ark., 2016).
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Calismamizda akim sitometri yontemi ile kolistin + meropenem kombinasyonu tiim
suslarda indiferan etkili bulunmustur. Birinci saatin sonundaki Olgiimlerde

kombinasyonun in vitro etkinliginin tiirii saptanabilmistir.

Grafikler incelendiginde kolistin ve meropenem igeren kombinasyon tiiplerinin, tek
ajan bulunan tiiplere kiyasla diisiis trendinde oldugu goriilmektedir. Ancak azalis

miktar1 2 log 10 degerini bulamadig icin Sinerjik etkinlik olarak tanimlanamamustir.

Biz de ¢alismamizda akim sitometri metodu ile ¢alisan Sysmex UF-5000 cihazinda,
kombine edilen antibiyotiklerin sinerjik etkilerini yorumlayarak Dama tahtasi, time
kill ve GDY ye alternatif bir farkli metod ve kit gelistirilebilirligini aragtirmay1 da
hedeflemis olmamiza ragmen, zaten sinetji testleri arasinda yeterli uyumun olmamast,
altin standart yontem olarak farkli ¢aligmalarda farkli yontemlerin kabul edilmis
olmasi, elde ettigimiz sonuglarin uyum oranlarinin karsilastirdigimiz metodlara goére
farklilik gdstermesi gibi nedenlerle kisa zamanda sonug elde edebilmemize ragmen

sonuglarin giivenirliligi agisindan yorumda bulunulamamastir.

Ayrica farkli etkilesim gosteren suslar ile de ¢alisma yapilmali ve bu yontem ile
etkinligin en erken saptandigi siire belirlenmelidir. Antibiyotik kombinasyonunun
etkinligi hakkinda daha ¢ok bilgiye sahip olmak i¢in in vivo ve klinik ¢alismalar da
yapilmalidir.

Ulkemizde Talan ve arkadaslar tarafindan yapilan retrospektif incelemede Kkolistin
direngli Acinetobacter spp. ile enfekte yedi hastanin tedavisinde kolistin igeren
kombinasyon tedavileri kullanilmis ve {i¢ hasta da etkili olup hastalar taburcu edilmis
kaybedilen dort hastanin ise altta yatan hastaliklar nedeniyle kaybedildigi belirtilmis
(Talan, Giiven, Yilmaz, & Altintag 2015).

Calismamizda hastanemizden izole edilen kolistin ve karbapenem direngli A.
baumannii ve K. penumoniae suslarinda kolistin ve meropenem kombinasyonunun

etkinliginin incelenmesi acisindan farkli yontemler ile sinerji testleri calistik.

In vitro etkinlik testlerinin in vivo ortama yansimasi, ortamdaki bir¢ok faktdre baglh
olarak degiskenlik gostermektedir. Ornegin in vitro ortamda sinerjik etki saptanmamis
olmasmma ragmen, kombinasyon tedavisi uygulandiginda hastalarin  klinik

durumlarinda iyilesmeler goriilebilmektedir.
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Kombinasyon testleri i¢cin énemli bir nokta antagonistik etkinin olup olmadigidir.
Bizim ¢aligmamizda calisilan tiim sinerji testi yontemlerinde hi¢bir susta antagonistik
etkinlik saptanmamistir. Bu sebeple, kombinasyonda kullandigimiz kolistin ve

meropenem tedavi segenegi olarak goriilebilir.

Literatiirde flow sitometri yontemi kullanarak hasta izolatlarinda iki antibiyotik
kombinasyonunun etkilesiminin incelendigi bir ¢alismaya rastlamadik. Geleneksel
metodu modernize etmek amaciyla flow sitometri tabanli otomatize cihaz olan Sysmex

UF-5000 ile time kill yontemi ¢alisilmistir.

Flow sitometri tabanli bu ydntemle birgok kazanim saglanmustir. Ornegin bakterisidal
aktivitenin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in, diliisyon sonrasit ekim
yapilirken plaklara antimikrobiyal ajan taginmasi énlenmelidir (Eliopoulos, G.M. &
Eliopoulos C.T., 1988). Ancak ekim yapilmaksizin cihazda okutma yapildig1 igin

antimikrobiyal maddenin nétralizasyonuna iligkin bir problem bulunmamaktadir.

Ayrica ¢aligmamizda kullandigimiz cihazin tam otomatize olmasi nedeniyle boyama
ve grafik yorumlama gibi basamaklara da gerek kalmamistir. Geleneksel yonteme
kiyasla daha maliyet etkindir. Sonuglanma acisindan ise olduk¢a zaman
kazandirmaktadir. Bakteri sayimi cihaz tarafindan yapildigi icin degerlendirme
objektiftir. Bakterilerin zaman igindeki degisimleri daha dinamik ve es zamanl takip

edilebilmektedir.

Calismanin sinirhiliklart acisindan bakildiginda akim sitometri cihazinin belirli bir
say1 lizerindeki bakteriyi kalitatif olarak belirttigi icin time kill testinde 4. saate kadar
Olcim yapilmis olmastydi. Ancak bu durum antimikrobiyal ajan varligina ragmen

tiredikleri i¢in 6zellikle direncgli kdkenler i¢in problem teskil etmektedir.

Sonuglart daha da iyilestirmek adina daha fazla sayida sus ile farkli tiirleri de dahil
ederek calismalar dizayn edilebilir. Elde edilecek sonuglar, in vivo ortam ve klinik

calismalar ile desteklenmelidir.

Sonug olarak, akim sitometri yontemi kullanarak modernize edilmis time kill yontemi
ile dama tahtas1 yontemi arasinda kolistin + meropenem kombinasyonu tiim suslarda

%10’1luk bir uyum gostermistir.
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Bu calisma ile hedeflerimizden birisi sinerji testinin daha pratik, hizli ve ekonomik
olmasimi saglayarak hastalara 6zgii olarak rutin laboratuvarlarda galisilabilir hale

getirmekti.

Mevcut tedaviler literatiir Onerilerine gore uygulanmaktadir. Ancak kombinasyon
tedavisinin etkinligi enfeksiyon bolgesi, mikroorganizmanin o ortamda gelistirdigi
farkli direng mekanizmalar1 gibi birgok etmenden etkilendigi i¢in hasta izolatina 6zgi

olarak sinerji testlerinin galisilmasi gerektigini diistiniiyoruz.

Calismamiz bu hedeflere ulasmis durumdadir ancak sinerji testlerinin dogasinda var

olan yontemler aras1 uyumsuzluk nedeniyle ileri ¢aligmalar ile veriler iyilestirilmelidir.
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7. SIMGE ve KISALTMALAR

Acb kompleks: Acinetobacter calcoaceticus — baumannii kompleks
ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

BAL: Bronkoalveolar lavaj

Bap: Biyofilm iliskili protein

BF: Viicut sivisi

BOS: Beyin omurilik s1visi

CFU: Koloni olusturan birim

CLSI: Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
CID: Coklu Ila¢ Direnci

DTA: Derin trakeal aspirat

EUCAST: Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi
FiK: Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon

FiKIi: Fraksiyonel inhibitér Konsantrasyon Indeksi
GDY:: Gradient Difiizyon Yontemi

KAMHB: Katyon Ayarli Miieller Hinton Broth
KKCA: Koyun Kanli1 Columbia Agar

Log: Logaritma

LPS: Lipopolisakkarit tabaka

MHA: Miieller Hinton Agar

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

ml: Mililitre

mm: Milimetre

pg: Mikrogram
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ul: Mikrolitre

pm: Mikrometre

NCTC: Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu

nm: Nanometre

Omp: Dis membran proteini

PBP: Penisilin Baglayan Protein

PetN: Fosfoetanolamin

PNAG: poli — B- 1,6 — N — asetilglukozamin
RND: Direng¢ — Nodiilasyon — Hiicre Boliinmesi (RND) ailesi
SF: Serum fizyolojik

SMR: Kiiciik Coklu Ilag¢ Direnci ailesi
XDR: Yaygin olarak antibiyotik direncli

YBU: Yogun Bakim Uniteleri
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9. TESEKKUR

Ogrencisi olmaktan her zaman gurur duydugum, yiiksek lisans egitimim ve tez
stireclerimde yardim ve desteklerini esirgemeyen danigman hocam Sayin Prof. Dr.

Ciineyt OZAKIN’a,

Yiiksek lisans egitimim boyunca katki ve desteklerini sunan basta anabilim dali
baskanimiz Sayin Prof. Dr. Beyza ENER olmak {izere, Sayin Do¢. Dr. Ayse Melda
PAYASLIOGLU, Sayin Dog. Dr. Oktay ALVER, Sayin Dog. Dr. Harun AGCA, Sayin
Dog. Dr. imran SAGLIK, Sayin Dog. Dr. Sevim AKCAGLAR ve Saym Uzm. Dr.
Nazmiye Ulkii TUZEMEN e tesekkiir ve minnetlerimi sunarim.

Bilimsel vizyonumun gelismesinde ve mikrobiyoloji de multidisipliner bakis agis1
kazanmamda katki saglayan Tekstil Miihendisligi boliimii 6gretim iiyesi Sayin Prof.

Dr. Mehmet ORHAN a,

Tezimin her asamasinda bilylik emegi olan, alan tecriibelerini benimle paylasan,
yiiksek lisans siireglerini birlikte kat ettigimiz Saym Biyolog Bekir AKCA’ya
tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez calismam esnasinda cihaz ile ilgili tiim adimlarda destek olan Sysmex pazarlama

uzmani Mehmet Ramazan AYASa,

Egitimimde ve tez ¢alismamda biiyiik katkilari olan, hepsini ablam — abim gibi
sevdigim ve saygi duydugum basta Bakteriyoloji ve Merkez Mikrobiyoloji 7/24
laboratuvar1  teknikerleri olmak iizere Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarlari

teknikerlerine tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman yolumu aydinlatan, bana gii¢lii olmay1 6greten canim anneme tesekkiir

ederim. Bu tezi anneme ithaf ediyorum.

Bu tez calismasi Bilimsel Arastirma Projeleri taratindan desteklenmistir. Proje no:

TYL — 2021 — 682- BAP.
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10. OZGECMIS

Ik, orta ve lise 6grenimini Bursa’da tamamladi. 2014 yilinda Cankir1 Karatekin
Universitesi Saglhik Bilimleri Fakiiltesi Hemsirelik béliimiinii kazandi1 6grenimine bir
yil orada devam ettikten sonra Bursa Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi
Hemsirelik Boliimiine yatay gecis yaptt. 2018 yilinda boliim ikinciligi derecesiyle
mezun oldu. Bir yil 6zel sektorde caligtiktan sonra 2019 yilinda Bursa Uludag
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii T1p — Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek

Lisans egitimine basladi. Halen egitimine devam etmektedir.
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