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OZET

Tum Antibiyotiklere Direncli Klebsiella Pneumoniae
Mikroorganizmasina Kargi Otolog Trombin ile Aktive Edilen
Trombositten Zengin Plazmanin In Vitro Antimikrobiyal Etkinliginin
Arastirilmasi

Bu calismada, Sultan Abdulhamid Han Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar’'nda izole edilen Tim Antibiyotiklere ilag
Direncine sahip (TAD) K. pneumoniae izolati Uzerinde, trombositten zengin
plazma (TZP)'nin in vitro etkinliginin ortaya konulmasi amaglanmigtir. Bu
etkinin ayni zamanda antimikrobiyal duyarlilik testleri icin uygulama
standartlarinda belirtilen kolay ureyen bakterilerde standart sus olan E. coli
ATCC 25922 ile GSBL dogrulama testi yapilirken rutin olarak kullaniimasi
onerilen K. pneumoniae ATCC 700603 suslarina antimikrobiyal etkilerinin
kiyaslanmasi planlandi.

Calismamiza katilan 10 gonullinin her birinden alinan 54 ml tam
kandan MagellanPRP™ kitiyle 3 ml TZP ve 20 ml trombositten fakir plazma
(TFP) elde edildi. Es zamanh olarak ayni bagisgilardan alinan kan ornekleri
%10 kalsiyum glukonat ile etkilesime sokulduktan sonra cesitli santrifdj
asamalarina tabii tutularak otolog trombin elde edildi.

Otolog trombin ile aktive edilen TZP'nin, son bakteri konsantrasyonu
1x10° kob/ml olan TAD’e sahip K. pneumoniae izolati lizerindeki antimikrobiyal
etkinlikliginin ortaya konulmasi amaciyla 1., 2., 4., 8. ve 12. saatlerde %5’lik
Koyun Kanli Agar yuzeyine ekim yapildi.

TZP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine 1., 2., 4., ve 8. saatlerdeki
ureyen koloni sayilari kontrol grubuna gore kiyaslandiginda antimikrobiyal
etkinligin 1. saatte basladigi 2. saatte tepe noktasina ulastigi, 4. saatteki
etkinligin 2. saatteki etkinlige yakin oldugu bu etkinligin 8. saatte de devam
ettigi bulundu. Antimikrobiyal etkinin 12. saatte kayboldugu goruldu. 1., 2., 4.,
ve 8. saatlerdeki transforme edilmis Ureme ortalamalarinin farklari istatiksel

olarak anlamliydi(p<0.05).



Ayni sekilde TZP'nin E. coli ATCC 25922 uUzerine antimikrobiyal
etkisinin 2. saatte tepe noktasina ulastigi, 8. saatte bu etkinligin azaldigi, 12.
saatte ise kaybettigi goruldu. K. pneumoniae ATCC 700603 susunda ise TZP
etkinliginin 2. saatte tepe noktasina ulastigi, 4. saatteki etkinligin 2. saatteki
etkinlige yakin oldugu, 8. saatte etkinligin azalarak devam ettigi ve 12. saatte
ise kaybettigi goruldu. Her iki ATCC susu igin bu etkinlikler 8. saate kadar
istatistiksel olarak da anlamliydi.

Bu calismada TZP’nin her Ug bakteri Uzerine de etkinliginin oldugu ayr
ayri gosterildi. ilk saatlerde etkinligin her i¢ bakteri lizerine de ayni oldugu ve
sayimlarda elde edilen farklarin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu bulundu.
Bu durum, calismamizda kullanilan gram negatif enterik bakteriler Uzerinde
TZP’nin bakteri turt ve diren¢g durumu gozetmeksizin antimikrobiyal etkinlik
yaptigi olarak degerlendirildi.

Salt olarak antimikrobiyal direncin etkisini degerlendirmek amaciyla
TAD’e sahip K. pneumoniae ve K. pneumoniae ATCC 700603 karsilastirildi;
TZP’li gruplarda 8. saatteki TAD’e sahip K. pneumoniae ureyen Kkoloni
sayisinin daha az ve bu ureme azliginin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu. Bu ise bakteri direnci arttikca trombositlere hassasiyetin
artabilecegini dusundurda.

Trombositlerin trombin ile aktivasyona ugratiimasi ile tum antibiyotiklere
direngli bakteriler de dahil olmak Uzere, lokal enfeksiyonlarin tedavisinde
yardimci bir hucresel kan bileseni olarak kullanilabilecegini duglinmekteyiz.
Fakat bunun igin genis katilimli randomize kontrolli in vitro ve in vivo

calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Trombositten Zengin Plazma, Tum Antibiyotiklere Direng
(TAD), Klebsiella pneumoniae, Antibiyotik Direnci.

Destekleyen Kurumlar: Calismayi Saghk Bilimleri Universitesi, Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

Yazar Adi: Dr. Deniz Eray GOKCE
Danisman: Yrd.Dog.Dr. Riza Aytag CETINKAYA



SUMMARY

In Vitro Antibacterial Activity of Thrombocyte Rich Plasma (PRP)
Activated by Autologous Thrombin on Pandrug-Resistant (PDR)
Klebsiella pneumonia

In this study, it was aimed to investigate the in vitro activity of
thrombocyte rich plasma (PRP) on K. pneumoniae isolate (PDR) with all
antibiotic drug resistance isolated in Sultan Abdiulhamid Han Training and
Research Hospital Medical Microbiology Laboratory. This activity was also
planned to be compared to E. coli ATCC 25922, the standard strain for easy
breeding bacteria, as specified in the application standards for antimicrobial
susceptibility testing, and K. pneumoniae ATCC 700603, which is routinely
recommended for use in the ESBL validation test.

We obtained 3 ml of PRP and 20 ml of platelet poor plasma (PPP) from
a 54 ml whole blood obtained from each of 10 volunteers who participated in
our study with the MagellanPRP ™ kit. Simultaneously, blood samples taken
from the same donors were subjected to various centrifugation steps after the
interaction with 10% calcium gluconate and autologous thrombin was
obtained.

5% Sheep Blood Agar surface seeding was performed at 1, 2, 4, 8, and
12 hours to demonstrate the antimicrobicidal activity of autologous thrombin-
activated PRP on PDR K. pneumoniae isolate with a final bacterial
concentration of 1x10°cfu/ml.

When the number of colony forming on PRP of PDR K. pneumoniae at
1st, 2nd, 4th, and 8th hours is compared to that of the control group,
antimicrobial activity reaches the peak at the 2nd hour starting at the 1st hour,
the activity at the 4th hour is close to the activity at the 2nd hour and this activity
continued at 8th hour. It was seen that the antimicrobial activity disappeared
in the 12th hour. The differences in the mean transformed reproduction at the
1st, 2nd, 4th and 8th hours were statistically significant (p<0.05).



Likewise, the antimicrobial activity of PRP on E. coli ATCC 25922
reached its peak at the 2nd hour, decreased at 8th hour and lost at 12th hour.
In K. pneumoniae strain ATCC 700603, it was observed that the PRP activity
reached its peak at the 2nd hour, that the activity at 4th hour was close to the
activity at 2 hours, the activity decreased at 8th hour and then disappeared at
12th hour. For both ATCC strains, this activity was statistically significant up to
the 8th hour.

In this study, the effect of PRP against all three bacterial strains was
shown separately. In the first hours, the activity was found to be the same on
all three bacteria, and the differences obtained in the counts were statistically
insignificant. This was assessed as the antimicrobial activity of PRP on gram-
negative enteric bacteria used in our study, regardless of bacterial strain and
resistance status.

PDR K. pneumoniae and K. pneumoniae ATCC 700603 were compared
to assess the effect of antimicrobial resistance alone; in PRP groups, PDR K.
pneumoniae at the 8th hour was less in the number of breeding colonies and
this was found to be statistically significant. This suggests that sensitivity to
thrombocytes may increase as bacterial resistance increases.

We believe that by activating platelets with thrombin, they can be used
as an adjunctive cellular blood component in the treatment of local infections,
including all antibiotic resistant bacteria. However, there is a need for extensive

and randomized controlled in vitro and in vivo studies for this.

Keywords: Thrombocyte Rich Plasma, Pandrug-Resistance (PDR), Klebsiella
pneumoniae, Antibiotic Resistance.
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1. GIiRiS

Tip tarihinin en buayuk buluglarindan birisi olan antibiyotikler 20. yluzyilin bagindan
itibaren bugune kadarki en onemli saglik basarilarindan biri olmaya devam etmektedir.
Yeni kullanima sunulacak olan sadece sinirli sayida antimikrobiyal molekul olmasina
ragmen artan antimikrobiyal direng ise dlnya ¢apinda insan saghgdina yonelik en buyuk
tehditlerden biri olarak kabul edilmektedir.

Aktive edilen trombositler bulunduklari ortama bir takim buyame faktorlerini serbest
birakirlar. Bazi calismalar bu buyume faktorlerinin hucre yenilenmesi, blyumesi ve
farklilagmasini yonlendirebilecigini (1, 2) hatta yara iyilesmesi ve doku yenilenmesinde
etkili oldugunu (3, 4) belirtmekle birlikte, bazi enfeksiyonlarda tombositten zengin
plazmanin (TZP) kullanilabilecegi bildiriimektedir.

Bu c¢alismada hastanemizde yatmakta olan bir hastadan izole edilen Tim
Antimikrobiyal Ajanlara Direncli (TAD) K. pneumoniae izolati Uzerine, 10 kisiden elde

edilen TZP’lerin in vitro etkinligi arastiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ANTIMIKROBIYALLERE DIRENG

21.1. Giris

20. yuzyilin bagindan itibaren antibiyotik kullanimi bugtne kadarki en dnemli saglik
basarilarindan biri olmaya devam etmektedir. Antimikrobiyal diren¢ ise dinya ¢apinda
insan sagligina yonelik en buylk tehditlerden biri olarak kabul edilmektedir (5, 6).
Gelismekte olan direngli suslar kiresellesen diinyada hizla yayilabilir. insanlar ve
hayvanlarda antimikrobiyal ajan kullaniminin artmasi, segici baskiyi artirmakta dolayisi ile
mikroorganizmalarin diren¢ genlerini gelistirmeye yonelik dogal bir ortam yaratmaktadir.
Antibiyotik direncli enfeksiyonlar ABD saglik sistemine maliyeti yilhik 20 milyar dolardan
fazladir ve 8 milyondan fazla ek hastane yatis gininden sorumludur (7). Dahasi, bu
enfeksiyonlar genellikle daha az etkili, daha pahali ve genellikle daha fazla toksik ilag
kullanimini gerektirir. Ozellikle endise duyulan alanlar arasinda, ¢oklu ilag direngi (CID),
yaygin ilag direnci (YiD) ve TAD’e sahip hastane bakimi ile iliskili enfeksiyonlar sayilabilir.

Diren¢ genleri insanlar ve hayvanlarda higbir antibiyotik maruziyeti olmayan
alanlarda, kutuplarda 30.000 yildir donmus olan bakteri DNA’sinda ve yer alti magaralarda
4 milyon yildir izole kalmig bakterilerde dahi bulunmustur. Bunlarin bazilari 20. yuzyilda
geligtirilen sentetik antibiyotiklere dahi direnglidir (8-10).

Bu evrim surecini guglendirecek olan sureg¢ antibiyotik maruziyetidir. Her yeni
antibiyotik sinifinin tanitilmasindan sonra direngli suslarin kiresel yayillimi ortaya ¢ikmis,

kuresel seyahat ve ticaret gibi faktorler bu yayilimi hizlandirmigtir.

2.1.2. Antibiyotik Direnci - Tarihgesi

Enterobacteriaceae ailesinde gozlenen karbapenem direnci, 0zellikle de mevcut
tum antibiyotiklere karsi direngli izolatlarin tespiti ile birlikte ciddi sekilde endige verici
duruma gelmistir(11, 12). Direngli izolatlar ile olusan bu enfeksiyonlar agir seyirli olup bulas
kaynagi da cogu kez hastane ortamidir. Mortalite orani %40 ile %50 arasinda
degismektedir(13, 14). Uzun sureli hastaneye yatisi gereken ve girisimsel tibbi cihazlarla
(ventilatorler ve santral venoz kateterler) temasi olan kritik hastalar 6zel risk altindadirlar.

Klebsiella pneumoniae izolatlarinda saptanan karbapenem direncinden esas olarak

karbapenemazlar (karbapenemleri inaktive eden enzimler) sorumlu tutulmaktadir. ilk



olarak 2001°de ABD’de Klebsiella pneumoniae karbapenemaz (KPC)(15) ve daha sonra
2008’de de Hindistan’da Yeni Delhi B-laktamaz (NDM)(16) tespit edilmistir.

Antimikrobiyal direng sorunu, bakterilerin Otesine uzanir ve viral (6rn., HIV,
influenza), mantar (6rn., Candida, Aspergillus) ve parazitik (6rn. Sitma) enfeksiyonlari
icerir. Bununla birlikte, hem insanlarda hem de hayvanlarda antibiyotik kullaniminin
artmasi, hasta bakimi kaynakli enfeksiyonlarin topluluklara yayilmasi ve antibiyotik
gelisiminde sanal olarak durma, bakteri antibiyotik direncini kriz seviyelerine yukseltmis ve
dunya ¢apinda halk sagligi, klinisyen ve politik liderlerin ilgisini cekmisgtir.

2.1.3. Antibiyotik Direnci — Cevresel Faktorler

Gida sektorinde hayvanlarda buyume artirici olarak antibiyotik kullanimi énemli bir
sorundur. Kuresel olarak, hayvanlarda kullanilan antibiyotik miktarinin, insanlarda
kullanilan antibiyotik miktarini astigi belirtimektedir. Dolayisi ile bu antibiyotiklerin insan
sagligi uzerine etkilerinin giderek daha da fazla oldugu belirtiimektedir(17). Endustriyel ve
antibiyotik icermeyen hayvancilik operasyonlari isgilerini karsilastiran yeni bir arastirmada;
hayvancilikla ilgili metisiline direngli Staphylococcus aureus (18) ve ¢oklu ilag direngli S.

aureus tasiyiciliginin yalnizca endustriyel isgiler arasinda oldugu bulunmustur(19).

21.4. Antimikrobiyal ilag Geligimi

Antibiyotiklere direngli patojenler gunumuzde surekli artmaktayken yeni
antibiyotiklerin gelisimi ise dnemli dlgude yavaglamaktadir.1983 ile 1987 yillar arasindaki
5 yillik ddnemde 16 yeni sistemik antibiyotik Amerikan Gida ve ilag Dairesi’nden insanlarda
kullanim igin onay alirken; 2008’den 2012’ye kadar sadece 2 tane anbiyotik FDA onayi
alabilmistir(20). Ozellikle rahatsiz edici olan durum ise, 40 yildir gram-negatif bakterileri
tedavi edecek yeniilag siniflarinin olmamasidir. Yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfedilmesi,
onceki yillara kiyasla bilimsel olarak daha zorludur. Kisa donem tedavilerden gelen
olumsuz kar marjlari ve diger onleyici tedbirlerle birgok ilag firmasi piyasay terk etmistir.
Bu etkilere kargi koyabilmek igin 2012’de ¢ikan yeni antimikrobiyal ajanlarin gelisimini ve
hasta erisimini artirmayi amaglayan FDA Guvenlik ve Yenilik Yasasi gibi gesitli politik
adimlar atilmaktadir(21).



2.1.5. Antibiyotik Direncinin Molekuler Genetik Temelleri

Genetik  degiskenlik, mikroorganizmalarin  evrimi  i¢cin  gereklidir.  Bir
mikroorganizmanin dayaniklihgi degisen cevresel kosullara uyum kapasitesine baghdir
(22). Antimikrobiyal ajanlar, bakteriyel populasyonlara guglu segici baski uygular ve onlara
direnebilecek organizmalar desteklerler (22, 23).

Genetik degiskenlik ¢esitli mekanizmalarla ortaya ¢ikabilir. Nokta mutasyonlari,
mikroevrimsel degisim olarak adlandirilan bir nikleotid baz cifti icinde olusabilir. Bu
mutasyonlar enzim substrat 6zgulligunu veya bir antimikrobik maddenin hedef bdlgesini
aktivitesini etkileyerek degistirebilir. "Eski" B-laktamaz genleri (6rnegin, Temoneira-1 [TEM-
1], sulfhidril degisken-1 [SHV-1] genleri) Uzerindeki 6nemli noktalardaki nokta mutasyonlar,
yeni taninan genigletiimis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL’ler) dizilerinden sorumludur
(24, 25).

Bakterilerde genomik degiskenligin ikinci seviyesi; makroevrimsel degigsim olarak
adlandirihir ve buyuk DNA pargalarinin tek bir olay olarak tam olg¢ekli duzenlenmelerine
neden olur. Bu yeniden duzenlemeler, DNA'nin genis dizilerinin bir bakteriyel kromozomun
veya plazmitin bir yerinden bagka bir yere aktarilmasini veya gogaltiimasini, eklenmesini,
silinmesini, igce aktarilmasini icerebilir. Bakteriyel genomun tum bolumlerinin bu genis
Olcekli yeniden duzenlenmesi, integronlar ve transposonlar veya ekleme dizileri olarak
adlandirilan, bakteriyel genomun geri kalanindan bagimsiz olarak yerlestirme, yeniden
duzenleme ve hareket etme kapasitesine sahip 0zel genetik 0geler tarafindan siklikla
dretilir (23).

Bakterilerde Uguncu genetik degiskenlik seviyesi; plasmidler, bakteriyofajlar, ¢iplak
DNA dizileri veya diger bakterilerden butunleyici ve konjuge edici unsurlar (ICE) olarak
bilinen uzmanlagmis transpoze genetik elementler tarafindan tasinan yabanci DNA
pargalarinin kazanilmasiyla olusturulur (23). Bu olaylar, yanal veya yatay gen transferi
olarak adlandiriimakta ve oOzellikle cevresel olarak eksojen DNA’yi alabilen dogal olarak
yetkin bakteriler i¢in sik gorllen bir olay olarak bilinmektedir. Yabanci DNA’nin miras
alinmasi, organizmanin genetik cesgitliligine ve antimikrobiyal ajanlarin dayattigi segim
baskisina tepki verme kapasitesine katkida bulunur (24). Bu mekanizmalar, bakterileri,
herhangi bir antimikrobiyal ajana direng gelistirecek gorunuste sinirsiz bir kapasiteyi
saglar. Mikroorganizmalarin antibiyotik maruziyeti gibi c¢evresel streslere uyum



kapasitesine ornek olarak plazmid aracili karbapenemaz ureten K. pneumoniae
gosterilebilmektedir (31). Bir antibiyotik direng geni gelistiginde, bu gen transformasyon,

transduksiyon, konjugasyon veya transpozisyon yoluyla bakteriler arasinda yayilabilir.

2.1.6. Plazmidler

Plazmidler genellikle 10 kilobaz (kb) ile 400 kb’den buyuk boyutlara sahip, kovalent
olarak kapali, dairesel, ¢ift sarmalli DNA molekullerinden olugsan ve Ozerk olarak ¢ogalan
genetik Ogdeler olup genetik degisim ve direng-gen yayillimi ajanlar olarak
kullaniimaktadirlar(22, 24).

2.1.7. Aktarilabilir Genetik Elemanlar

Transpozonlar, bakteriyel kromozomun bir alanindan digerine veya kromozom ile
plazmid veya bakteriyofaj arasinda yer degistirebilirler.

Transpozonlar ¢oklu antibiyotik direncinden sorumlu direng plazmidlerinin evrimi igin
gereklidirler. Bazi Avrupa hastanelerinde Enterobacteriaceae ailesinde metalo-3
laktamazlar ile karbepenem direncinin yayginlasmasindan bu durum soruml tutulmugtur
(26).

2.1.8. DNA integral Elemanlari

Antibiyotik direncine aracilik eden yapisal genler siklikla birbirine baghdirlar ve
bakteriyel kromozom veya plazmid boyunca birlikte bulunabilirler. Antibiyotik direncli
genlere bitisik DNA dizilerinin genetik analizi, essiz entegrasyon birimlerinin genellikle
promoter bolgelerin yakininda bulundugunu ortaya koymustur (27)

integronlar adi verilen bu birlesme unsurlari, biiyiik élgiide homolog olmayan DNA
dizileri arasindaki alana 6zgu rekombinasyon olaylari igin rekombinasyonel "sorumlu
noktalar" olarak iglev gériirler. integronlar yanal aktarim ve mobil gen kasetlerinden
antibiyotik diren¢ genlerinin entegrasyonunu kolaylastirirlar. Bu entegrasyon elementleri
yapisal ve islevsel olarak transpozonlardan farkli olsa da, bakteri populasyonlarinda yaygin
olarak gorulmekte ve antibiyotik direncli genlerin yayginlastirimasinda 6nemli bir rol

oynamaktadirlar (23).

2.1.9. Antibiyotik Direng Mekanizmalari

Bakterilerde antibiyotik direnci ile ilgili en az sekiz farkli mekanizma tanimlanmigtir.



2.1.10.  Enzimatik inhibisyon

21.11. B-laktamazlar

B-laktam antibiyotiklere direng dncelikle B-laktam halkasinin amid bagini bolerek bu
antibiyotikleri inaktive eden enzimler olan (-laktamaz uretimiyle olusur. B-laktamazlar
muhtemelen zamanla dogal antibiyotiklere karsi direng mekanizmalari olarak bakterilerle
birlikte evrilmistirler ve modern tipta antimikrobiyal terapinin yaygin olarak kullaniimasi
sonucu ortaya ¢ikan baski segilimi, gelisimlerini hizlandirabilmektedir. B-Laktamazlar ya
kromozomal genler ya da plasmidler ve transpozonlar tzerinde bulunan transfer edilebilir
genler tarafindan kodlanmaktadir. Buna ek olarak, B-laktamaz genleri (bla) ¢ogunlukla
coklu direng belirleyicileri tasiyan integronlar iizerinde bulunur. integronlar, transpoze
edilebilir elementler tarafindan harekete gegirilirse farkli bakteri turleri arasinda ¢oklu ilag
direncinin daha da yayginlastiriimasini kolaylastirabilir (28).

Ambler tarafindan onerilen ilk beta-laktamazlar amino asit yapisina gore dort
molekuler sinifa ayrilabilir. Alternatif olarak, Bush-Jacoby-Medeiros sistemi, enzimleri
substrat profiline ve klavulanik asit gibi B-laktamaz inhibitorlerine duyarliigina goére gesitli
fonksiyonel gruplara goére siniflandirir (29). Sinif A, C ve D B-laktamazlar, B-laktam
halkasini aktif bolgelerinde bir serin kalintisiyla hidroliz ederken, B sinifi enzimler, amid
bagi kirmak igin ¢inko (Zn)2+ kullanan metalo-B-laktamazlardir. ik B-laktamaz, literatiirde
penisilin’in ilk klinik kullaniminin yaklagik olarak ayni zamanda, 1940 yilinda Escherichia
coli’de penisilini hidrolize edebilen "penisilinaz" olarak tanimlandi (30). Sonraki yillar S.
aureus klinik izolatlarinin gogunlugu arasinda plazmid kodlu penisilin direncinin hizla
yayllmasina tanik olundu (31, 32). 1960°’li yillarda gram negatif organizmalar arasinda
ampisilin direncindeki artig, ilk izolatin bulundugu bir Yunanh hasta olan Temoniera’dan
ismini alan, plazmidle kodlanmis bir B-laktamaz olan TEM-1’in ortaya c¢ikmasina
baglanmisti. TEM [-laktamaz ailesi, ¢esitli Enterobacteriaceae’nin yani sira Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae ve N. gonorrhoeae vasitasiyla dunyaya yayilmigtir
(33). Benzer sekilde hem kromozomal olarak kodlanmis hem de plasmid aracili SHV-tipi
B-laktamazlar (TEM enzimleriyle ilgili molekuler yapiya sahip), E. coli ve K. pneumoniae

izolatlari arasinda genis bir sekilde yayginlagmistir.



21.12. Genislemis Spektrumlu B-laktamazlar

ilag endustrisinin ticiincl nesil sefalosporin gelisimi baslangicta TEM ve SHYV tipi B-
laktamazlarin etkisine karsi basarili oldu ve kisa surede monobaktam ve genis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize edebilen GSBL'nin ortaya ¢ikmasi ve yayginlasmasi izledi (24,
32, 33). Buna ek olarak, karbapenemaz ortaya gikmasi ve yayginlagmasi ile ilgili raporlarin
artmasi, su anda sinirli antimikrobiyal cephanenin ¢oklu ilaca direngli gram negatif
bakterilerle olan enfeksiyonlarla ilgili endige yaratmistir (34, 35).

TEM-Turevi

TEM-1 gram negatif bakterilerde en yaygin B-laktamazdir ve Enterobacteriaceae,
N. gonorrhoeae ve H. influenzae’de penisilinleri ve dar spektrumlu sefalosporinleri hidrolize
edebilir (32). TEM'den tureyen GSBL’ler igin genis spektrumlu etkinlik, enzim aktif
alanindaki konfigirasyonunu degistiren bir ya da birkag amino asidin degisiklikleriyle elde
edilir ve bodylece Uguncu nesil sefalosporinler (sefotaksim, sefpodoksim, seftazidim,
seftriakson) ve monobaktam (aztreonam) hantal R1 oksimino yan zincirlerine daha kolay
erisilebilir hale getirilir. ilk TEM kaynakli GSBL, TEM-3, 1988’de rapor edilmistir. Artik
TEM'den tureyen 200’den fazla GSBL bulunmaktadir. Bu enzimler, esasen E. coli ve K.
pneumoniae izolatlarinda bulunur; ayrica Enterobacter aerogenes, Morganella morganii,
Proteus spp. ve Salmonella spp. gibi diger Enterobacteriaceae’de bulunur (32). TEM
kaynakli GSBL'lerin ¢ogunlugu, klavulanik asit tarafindan inhibisyona duyarli olmaya
devam eder, ancak inhibitore direngli TEM varyantlari da tarif edilmistir (36).

SHV-Turevi

SHV-1 B-laktamaz, TEM-1'e benzer bir biyokimyasal yapiya sahiptir (amino asitlerin
% 68’i paylasilir) ve GSBL turevleri ayni zamanda aktif bolgesindeki nokta mutasyonlariyla
(bir veya daha fazla amino asit ikamesi) Uretilmektedir.

CTX-M-Turevi

Dusuk patojenik potansiyele sahip gevresel gram negatif comak, Kleyvera spp.’nin
kromozomal ampisilin C (AmpC) enzimlerinden plazmidler tarafindan elde edildigi
dusunulen sefotaksim-M (CTX-M) B-laktamazlar evrimsel olarak SHV ve TEM aileleri ile
iligkili degildir (37, 38). Genel olarak, CTX-M ailesi ceftazidime karsi artmig aktiviteye yol

acan nokta mutasyonlar olabilmesine ragmen, sefotaksim ve seftriaksonu, seftazidime



gore daha iyi hidrolize eder ve klavulanik asit yerine tazobaktam tarafindan daha fazla
inhibe edilir. CTX-M enzimleri hizla yayginlasti ve su anda dunya genelinde en yaygin
GSBL'ler arasindadir.

OXA-Tiirevi

Oksasilin (OXA) -tipi B-laktamazlar da plazmid turevlidir ve oksasilin ve trevlerini
cok etkili bir sekilde hidrolize eder; klavulanik asit tarafindan zayif sekilde engellenirler(31).
OXA'dan turevi GSBL’ler esasen oksimino-B-laktamlara Ust duzey diren¢ kazanan P.

aeruginosa’da tanimlanmistir (29, 31, 39).

AmpC Enzimleri

AmpC [-laktamazlar Oncelikle penisilinlere, dar spektrumlu sefalosporinlere,
oksimino-B-laktamlara ve sefamisine karsi direng gosteren ve klavulanik asit gibi B-
laktamaz inhibitorlerine duyarl olmayan kromozomal enzimlerdir. Sefepim ve aztreonam
zayif substratlar olmasina ragmen, aktif bolgenin R2 dongusundeki nokta mutasyonlari
tarafindan modulasyon, sefepimi hidrolize etme yeteneg@i artmig varyantlardan sorumlu
olmustur. Gram negatif basillerdeki AmpC Uretimi normalde bastiriimistir. Bununla birlikte,
induklenebilir AmpC enzimlerine sahip Enterobacter, Citrobacter freundii, Serratia, M.
morganii, Providencia ve P. aeruginosa turlerinde B-laktam antibiyotiklerinin varliginda
gecici bir uretim artigi (10 ila 100 kat) meydana gelebilir. AmpC B-laktamaz Uretimi, genin
ampD bodlgesinde spontan mutasyonlar ortaya ¢ikip kalici Uretim artisina yol agmazsa,
antibiyotik maruziyeti kesildikten sonra tekrar duguk seviyelere doner. Enterobacter spp.
enfeksiyonlarinda Gguncu nesil sefalosporin kullanimi, baskilanmis mutantlarin segilime

neden olur ve bu da tedavi sirasinda antibiyotik direncinin ortaya ¢gikmasina yol agar (40).

Karbapenemazlar

Karbapenemazlar, en buyuk antibiyotik direng spektrumunu saglar, ¢cunku sadece
karbapenemleri degil ayni zamanda genis spektrumlu penisilinler, oksimino-sefalosporinler
ve sefamisinleri de hidroliz edebilirler. K. pneumoniae karbapenemaz (KPC) enzimleri
halen en 6nemli A sinifi serin karbapenemazlardir. K.pneumoniae izolatlarindan ilk rapor
edildiginden beri (41), KPC’ler dunya capinda E. coli, Citrobacter, Enterobacter,
Salmonella, Serratia ve P. aeruginosa gibi ¢ok sayida baska gram-negatif turde
bulundugunu gosteren calismalar mevcuttur (42). B sinift metalo-B-laktamazlar (MBL’ler)



B-laktam halkasinin hidrolizi igin bir Zn2 + katyonu kullanirlar; etilendiaminetetraasetik asit
(EDTA) gibi iyon gselatorlerine kargi hassastirlar; klavulanik asit, tazobaktam ve sulbtaktam
icin direnglidirler. Monobaktamlar harigi tum [-laktam antibiyotiklere diren¢ saglarlar.
Kromozomal olarak kodlanmis MBL’ler temel olarak Aeromonas, Chryseobacerium ve
Stenotrophomonas spp. cevresel izolatlarinda bulunur ve genellikle duguk patojenik
potensiyellidirler (43). Klinik agidan onemli MBL’lerin ¢ogu, imipenem (IMP), Verona
integron metalo-B-laktamaz (VIM), Sao Paulo metallo-B-laktamaz (SPM), Alman
imipenemaz (44) ve Seul imipenemaz (SIM), tipik olarak integronlara yerlestirilen ve P.
aeruginosa, Acinetobacter, diger gram-negatif nonfermente ve enterik bakteriyel patojenler
yoluyla taginan mobil gen elemanlari tarafindan iletilir (43).

Yeni Delhi metallo-B-laktamaz-1 (NDM-1) son yillarda en dikkat geken unsurlardan
biridir. Baglangigta Hindistan’da bir K. pneumoniae izolatinda 2008’de tanimlanan NDM-1
enzimleri o zamandan beri Birlesik Devletler, Birlesik Krallik ve bir dizi baska ulkede,
Ozellikle Hindistan veya Pakistan’a seyahatle ilgili olarak bildiriimigtir (45). Bu enzimler
aztreonam hari¢ tum B-laktamlara direng kazandirir. Bununla birlikte, cogu metalo-B-
laktamaz, diger antimikrobiyal siniflara ek antibiyotik diren¢ genleri barindiran integronlara
yerlestiriimis mobil gen kasetleri Uzerinde bulunur; bu ¢oklu ila¢ direnci transpozonlar ve
plazmidler vasitasiyla diger tarlere aktarilabilir ve ciddi enfeksiyonlarda terapotik
segenekleri kisitlar (46).

Son olarak, D sinifi karbapenemazlar, temel olarak A. baumaniide OXA-tip B-
laktamazlarin (OXA-23, OXA-24, OXA-58 ve OXA-146) alt aileleri olarak tanimlanmistir.
Sonrasinda, daha zayif i¢ karbapenemaz aktivitesi, (B-laktamaz Uretimi ile azaltilmis
membran gegirgenligi veya artmig aktif akim gibi ek bir direng mekanizmasi ile

birlestirilerek artirilir.

2.1.13. Gram-Pozitif Bakteriler - B-laktamaz

Gram pozitif bakteriler arasinda, B-laktamaz dreten baglica patojenler
stafilokoklardir. Stafilokokal B-laktamazlar tercihan penisilinleri hidrolize eder. Cogu
indUklenebilir ve ekstraseluler olarak atilirlar. Stafilokoksik 3-laktamazlar belirleyen genler
genellikle kiguk plazmidler veya transpozonlar Uzerinde tasinir. B-laktamaz ve diger
direncleri kodlayan daha buyuk plazmidler de mevcuttur ve yalnizca S. aureus suslari
arasinda degil, ayni zamanda S. aureus ve Staphylococcus epidermidis arasinda

konjugasyon yoluyla transfer yapabilirler (34).



21.14. Anaerop Bakteriler- B-laktamaz

B -Laktamazlar anaerobik bakterilerin B-laktam antibiyotiklere direncine katkida
bulunurlar.  Fusobacteriaceae ve Clostridiaceae B-laktamazlari esas olarak
penisilinazlardir. Bacteroides fragilis tarafindan uretilen B-laktamazlar agirlikh olarak
sefalosporinazlar olup bazilari sefoksitin ve imipenemi hidrolize ettigi ve transfer edilebilir
olduklari bulunmustur (47). Sefalosporinazlarin ¢ogu, klavulanat, sulbaktam veya
tazobaktam tarafindan engellenmektedir. Bazi Bacteroides spp. izolatlari, imidazol’e karsi
direng gosteren karbapenemazlar, EDTA ile inhibe edilen fakat klavulanatla korunmayan

metaloenzimler Uretirler (48).

2.1.15. B -Laktamazlarin B-Laktam’a Katkisi

Bir bakteri populasyonunda belirli bir B-laktamazin aracilik ettigi antibiyotik
direncinin seviyesi en az bes degisken tarafindan belirlenir. Bir antibiyotigin hidrolize
edilmesinde B-laktamazin etkinligi;

a. Hidroliz hizi

b. Antibiyotik i¢in afinitesi

c. Bakteri hucresi tarafindan uretilen B-laktamaz miktari

d. Hedef proteininin (penisilin-baglama proteininin [PBP] antibiyotiklere duyarlligi

e. Hucrenin periplazmasina antibiyotik nufus etme kapasitesine baghdir (49).
Bakteri hucresi icinde, B-laktamazlar gesitli yollarla antibiyotik direncine katkida bulunurlar.
En basit model, bakterilerin penisiline maruz kaldiklarinda ekstraselliler olarak salinan 3-
laktamaz Uretmeye bagladiklari penisilinaz Ureten stafilokoklardir (49, 50).

Bakteri hucresi iginde, B-laktamazlar cesitli yollarla antibiyotik direncine katkida
bulunurlar. En basit model, bakterilerin penisiline maruz kaldiklarinda ekstraselliler olarak
salinan B-laktamaz lretmeye basladiklari penisilinaz lreten stafilokoklardir. iki olay ayni
anda gerceklesir: (1) penisilin bakteriyi eritir ve (2) B-laktamaz, penisilini hidrolize eder.
Penisilin seviyesi, minimum inhibisyon konsantrasyonundan (MIC) daha dusuk bir
seviyeye dusurdukten sonra da canli bakteri kalirsa, bakterilerin yeniden blyumesi
meydana gelir (49, 50).

Bagka bir model, (1) periplazmik bosluga sikismis olarak kalmis bir B-laktamaz
ureten ve (2) antibiyotik penetrasyonuna higbir engeli olmayan gram-negatif bakteriler

tarafindan oOrneklendirilmistir. Buna bir 6rnek TEM-1 B-laktamaz dreten H. influenzae
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suslaridir. Organizmanin ampisilin tarafindan pargalanarak hapsedilmis (3-laktamaz mikro
cevreye salinmasiyla, yakinda bulunan bakterilere kismi koruma saglanir. Ampisiline
maruz kalmadan 6nce yuksek bir inokilum mevcutsa, sinirli bir alanda tum periplazmik 3-
laktamaz enzimlerinin salinmasi orijinal mikroorganizma populasyonunda kalan canli
bakterilerin bir kismini korumak icin yeterli olabilir. Bununla birlikte, bakterileri enfekte eden
ilk inokulum dusuk oldugunda, tek hucrelerin dusuk direng seviyesi, ampisilinin 3-laktamaz
ureten H. influenzae suglarinin neden oldugu bazi enfeksiyonlari tedavi etmesini mumkun
kilar (50).

Bir bagka model, TEM-1 B-laktamaz Ureten E. coli suglarinin ampisiline direnci ile
gOsterilmistir. Bu bakteriler 3-laktam molekdullerinin girisine engel olustururlar (dis zar) ve
periplazmik alana lokalize kalan bir B-laktamaz uretirler. Bu modelde dinamikler daha
karmasiktir. Enzim, antibiyotik penetrasyonu bariyeri (dis membran) ve antibiyotik hedefleri
(sitoplazmik membrandaki PBP’ler) arasinda stratejik olarak bulunmaktadir. Bu
pozisyonda, enzim, antibiyotik molekullerini bariyerden gecerken, sirayla tek bir giris
noktasindan gegen hedefleri bol muhimmati olan bir keskin nisanciya benzer sekilde yok
edebilir. Sonug olarak, onceki 6rnege kiyasla, tek bakteri hucrelerinde yuksek duzeyde
direng olusur (49).

Bu model Gzerinde degisiklikler, Enterobacter ve Pseudomonas spp.’de oldugu gibi,
bir B-laktam (induksiyon) maruziyetiyle B-laktamaz miktar arttigi zaman ortaya cikar.
Yuksek B-laktamaz seviyeleri yalnizca indukleyici antibiyotiklere maruz kaldiktan sonra
uretilir ve direng geg ifade edilebilir. Enterobakter suslari bir tanesi guglu bir uyarici
(6rnegin, sefamandole) olan iki B-laktam antibiyotige maruz kaldiginda, iki antibiyotik

arasindaki antagonizma ortaya ¢ikabilir (51).

2.1.16. Aminoglikosid Direnci — Enzimler

Aerobik bakteriler arasinda, aminoglikozid direnci, en sik aminoglikozid degistiren
enzimler yoluyla enzimatik inaktivasyona baghdir. Bunlar plasmidler veya
kromozomlardaki genler tarafindan kodlanabilir. Transpozonlar Uzerinde c¢esitli
aminoglikozid degistirici enzimlerin bulundugu gosterilmigtir (52).

Aminoglikozid degistiren enzimler, U¢ genel tepki ile antibiyotik direnci kazandirir:
N-asetilasyon, O-nukleotidilasyon ve O-fosforilasyon. Bu genel reaksiyonlarin her biri igin
belirli bir amino veya hidroksil grubuna saldiran birkag farkli enzim vardir (52).
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Enzimatik aminoglikozid direnci, sitoplazmik zar gegis surecinde antibiyotik
modifikasyonu ile saglanir. Belli bir aminoglikozid direnci, ilacin alinmasi ile ilacin
inaktivasyonu kiyaslandiginda iki farkli oranin bir fonksiyonudur. Direng seviyesinin
belirlenmesinde 6nemli bir faktor, modifiye edici enzimin antibiyotik igin afinitesidir. Eger
bir enzim, spesifik aminoglikozid igin yuksek afiniteye sahipse, ilag inaktivasyonu, enzimin

cok dusuk konsantrasyonlarinda olugabilir (53).

2.1.17. Kloramfenikol asetiltransferaz

Gram pozitif ve gram negatif organizmalardaki kloramfenikole diren¢ oOncelikle
inaktive edici enzim kloramfenikol asetiltransferaz aracilidir. Bu, ilaci 3-O-asetilasyon ile
inaktive eden ve plazmid kaynakli veya kromozomal genlerle kodlanan bir hicre igi
enzimdir. Bu enzimin aktif bolgesindeki homolojiye ragmen, gram pozitif ve gram negatif
organizmalardan izole edilen kloramfenikol asetiltransferaz enzimleri arasinda 6nemli
farklihklar vardir (54).

2.1.18. Makrolid, Linkozamid, Streptogramin - inaktive Eden

Enzimler

Eritromisin ve diger makrolidlere direng siklikla ribozomal hedef bolgede veya gikig
pompalarinda degisiklik sonucunda olsa da, cgesitli substrat inaktive edici enzimler
karakterize edilmistir. Eritromisin esterazlar, antibiyotik lakton halkasini hidrolize eden ve
inaktivasyonuyla sonuglanmasiyla E. coliden izole edilmistir. Bu, yapisal olarak uretilen ve
eritromisine yuksek seviyede direng (MIC> 2000 pg / ml) saglayan plazmid aracili bir direng
belirleyicisidir. Bu yuksek seviyeli makrolid diren¢ geni genellikle karbapenemaz ureten
NDM-1 tagiyan plazmidlerle baglantilidir (55). Bu diren¢ genleri gastrointestinal cerrahi
prosedurlerden once bagirsak yolunun aerobik gram-negatif florasini azaltmada oral
eritromisin veya diger makrolidlerin kullanimini sinirlar. Diger plasmid aracili direng genleri,
adenilat lincosamidlerin veya streptograminlerin asetilatlanmasi veya hidrolize edilmesi igin

Streptococcus haemolyticus ve S. aureus’da spesifik inaktive edici enzimler Uretir.
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2.1.19.  Tetrasiklin inaktivasyonu

Nadiren Bacteroides spp. icin TetX adli bir tetrasiklin inaktive edici enzim
tanimlanmigtir. Tetrasiklin direnci, basta efflux ve ribozomal koruma olmak Uzere diger

mekanizmalar aracilidir (56).
2.1.20. Azalmig Bakteriyel Membran Gegirgenligi

2.1.21. Dis Membran Gegirgenligi

Alexander Fleming, penisilinin gram-pozitif bakterilere karsi etkili oldugunu, ancak
gram negatif basillere karsi etkili olmadigini antibiyotik gelisiminin erken doneminde kabul
etti (57). Penisilin duyarlihgindaki bu fark, buyuk ol¢clide, gram negatif basillerde hicre igine
bircok antibiyotik penetrasyonunun bir bariyer gorevi goren kalin bir lipopolisakkarit
tabakasinin varligi nedeniyle olmaktadir. Gram negatif bakterilerin peptidoglikan hucre
duvarinin diginda yer alan bu dig zar, gram-pozitif bakterilerde yoktur. Lipopolisakkarit,
nafsilin veya eritromisin gibi hidrofob antibiyotiklerin girmesini engelleyen, siki baglanmis
hidrokarbon molekullerinden olugur. Polimiksin gibi lipopolisakkarid tabakasinin
batinligund bozan ajanlar veya bozuk lipopolisakaritlerin Uretiimesine yol agan
mutasyonlar, hidrofobik antibiyotiklerin gecirgenliginin artmasina neden oludugu
gosterilmigtir (58).

Bu dis zar yoluyla hidrofilik antibiyotiklerin gegisi, antibiyotiklerin gecebilecegi su
dolu difuzyon kanallari olusturacak sekilde dizenlenmis proteinler olan porinler tarafindan
kolaylastirilir. Bakteriler genellikle birgok porin Uretir; E. col/’nin tek bir hlicresinde yaklasik
105 porin molekult bulunur (59). Bakteriler gevreleyen ortamin ozmolaritesine yanit olarak
porinlerin sayisini duzenler. Hiperozmolar ortamda, E. coli, daha kuguk olanlari (OmpC)
eksprese etmeye devam ederken, daha buyuk porinler (OmpF) Gretimini bastirabilir (60).

Bu dis zar yoluyla antibiyotiklerin difuzyon hizi, porin kanallarinin sayr ve
Ozelliklerinin yani sira antibiyotiklerin fiziko-kimyasal 6zelliklerinin bir fonksiyonudur. Genel
olarak, antibiyotik molekull ne kadar buyuk olursa o kadar negatif yuklu olur ve hidrofobiklik
derecesi ne kadar yiiksek olursa dis zar yoluyla da o kadar az penetre olur. imipenem gibi
zvitteryonik bir yuke sahip kiuguk hidrofilik molekuller oldukga gecirgendir. Tersine,
karbenisilin gibi daha buyuk yuklu molekuller daha az gegirgendir (61).

Spesifik porinlerin kaybina neden olan mutasyonlar, klinik izolatlarda ortaya cikabilir

ve B-laktam antibiyotiklere kargi artmis direnci belirleyebilir. Tedavi sirasinda ortaya gikan
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aminoglikozidlere ve karbapenemlere direng, dis membran proteinleri Uretim eksikligi ile
iligkilendirilmigtir. Ornegin, P. aeruginosa enfeksiyonlarinin % 25'inde tedavi sirasinda
gOzlemlenen imipenem direncinin ortaya ¢ikisi, OprD proteininin (D2 porin olarak da bilinir)
mutasyonel kaybina baglidir (62).

Nalidiksik asit ve diger kinolonlara karsi diren¢ Serratia marcescens ve P.
aeruginosa’da dig zar proteinlerinin degistiriimesiyle iligkilendirilmistir. Azalan hicre zari
permeabilitesinden kaynaklanan plazmid aracili kloramfenikol direnci, E. colide
gosterilmigtir (54).

2.1.22.  ig¢ Membran Gegirgenligi

Aminoglikozid molekullerinin bakteri hiicrelerine girme orani genellikle doymamis bir
anyonik tastyiclya baglanmalarinin bir fonksiyonudur ve bunun Gzerine pozitif yuklerini
korur ve daha sonra hucrenin dahili negatif yuku tarafindan sitoplazmik zar boyunca
"cekilir". Bu islem, enerji ve anlamli gegis (proton hareket kuvveti) olusmadan 6nce hazir
bulunmasi gereken hiicre dahili negatif yiik esiginin en distik diizeyini gerektirir. i¢ yikin
seviyesi, belirli bir zamanda gercek aminoglikozid konsantrasyonuna bagli olabilir. Hucre
icine substrat tasinmasi igin gerekli olan enerji Uretimi veya proton hareket gucu,
aminoglikozidlere direncli mutantlarda degistirilebilir (63).

Degistirilmis proton hareket kuvvetine sahip olan bu aminoglikozide direngli izolatlar
nadiren ortaya g¢ikar fakat uzun sureli aminoglikozid tedavisi sirasinda gelisebilirler. Bu
izolatlarin genellikle diguk buyume hizlarindan kaynaklanan bir "kuguk koloni" fenotipi
vardir. Secici aminoglikozid baski yoklugunda kararsiz olabilirler ve hassas bir fenotipe
donusebilirler. Bu izolatlarin klinik Gnemi agik degildir. Viralanh@i biraz muhafaza edebilirler
ve nadiren 6lumcul bakteriyemi olusturabilirler. Oksidatif metabolizma, aminoglikozid alim
eylemi ve hlcre buyumesi ve gelisiminde esas oldugundan, spesifik sitokromlarda eksik
olan Pseudomonas mutantlari bulunmustur. Arizali elektron tagima sistemlerine sahip
direngli mutantlar, E. coli, S. aureus ve Salmonella spp. igin tanimlanmigtir. Anaerobik
olarak yetigtirilen fakultatif organizmalar, bir proton motor kuvveti eksikligi ve ilag aliminin

belirgin azalmasi nedeniyle aminoglikozidlere karsi direnclidir (64).
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2.1.23. Antibiyotik Akiminin Tesviki

a. Tetrasiklinler

Antimikrobiyal ajanlarin aktif disa atilimi, birgok klinik olarak ilgili patojenin ortak bir
diren¢c mekanizmasi olarak artan bir sekilde kabul edilmektedir. E. coli, Shigella spp. ve
diger enterik organizmalarin bazi suslari, ilag disa atihmi ile ¢oklu ilag direncine yol agan
bir membran nakil sistemi eksprese eder (65). Bunlarin birgogu, ¢ok bilesenli, dizenlenmis,
enerji bagimh tagiyici sistemler olup, birden fazla antibiyotik sinifinin aktif atimini tegvik
eder. Antimikrobiyal ajanlarin tekli siniflarinin gikisini tesvik eden spesifik ¢ikis pompalari
da mevcuttur (66).

b. B-Laktamlar

Aktif disa atim mekanizmalari ayni zamanda P. aeruginosa’da B-laktam direncinin
tam olarak ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilir. P. aeruginosa’'nin i¢ ve dis zarindaki ¢oklu
ila¢ ¢ikis pompalari, B-laktam ajanlardan bakteriyi korumak igin periplazmik 3-laktamazlar

ve zar gegirgenlik bilesenleri ile birlikte ¢aligir.

c. Florokinolonlar

Florokinolonlarin aktif digari atilimi enterik bakteriler ve stafilokoklarda saptanmistir.
Bu disari atilim, ¢oklu antibiyotik direng tasiyicisi (6rn. NorA) veya spesifik bir kinolon ¢ikig
pompasi (6rn., EmrAB, AcrAB veya plazmid aracili gepA gen diga atilim sistemi). ile iligkili
olabilir (67). Yuksek duzeylerdeki florokinolonlarin erigimini sinirlayan bu mekanizma,
kinolon direncinin tam olarak ekspresyonu icin diger mekanizmalarla (DNA giraz nokta

mutasyonlari, girazin korunmasi, gegirgenlik engelleri ve asetillenme) birlikte ¢alisir.
2.1.24. Degistirilen Hedef Bolgeler
2.1.25. Ribozomal Hedef Degisiklikleri

a. Makrolidler, Linkosamidler, Streptograminler

Tetrasiklinler, makrolidler, linkosamidler, streptograminler ve aminoglikozidler de
dahil olmak UuUzere ¢ok gesitli antimikrobiyal ajanlara direng, ribozomal baglanma
bolgelerinin degistiriimesinden kaynaklanabilir. Antibiyotiklerin ribozom tzerindeki hedef

bolge veya bdlgelere baglanamamasi protein sentezini ve hicre gogalmasini inhibe etme
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kabiliyetini bozar. Makrolidler, linkosamidler ve streptogramin B (MLS) i¢in bu, aerobik ve
anaerobik gram pozitif organizmalar arasindaki ¢oklu ajan direncinin ana mekanizmasidir
(68). Direng, prokaryotik ribozomun 50S alt biriminin 23S ribozomal RNA’sinda (rRNA)
dimetilat adenine kalintilarinin baglanmasini bozan c¢esitli metilaz enzimleri (MLSB-
determinant) olan erm (eritromisin ribozom metilasyon) geninin drunleriyle MLS’nin
ribozoma baglanmasi bozularak saglanir. Bu diren¢ belirleyicisinin farkh siniflari

plasmidlerde veya bakteri kromozomu tzerinde bulunabilir.

b. Tetrasiklinler

Tetrasikline direng, cesitli mekanizmalar tarafindan aracilik edilebilir, bunlarin en
yaygin olani diga atim mekanizmalari ve ribozomal koruma mekanizmalaridir. Helicobacter

pyloride, hedef etki alanini degistirerek ilave tetrasiklin direnci mekanizmasi bulundu.

c. Aminoglikozidler

Aminoglikozidlere  karsi  diren¢g de ribozomal seviyede olmaktadir.
Enterobacteriaceae ve fermente edici olmayan gram negatif bakterilerde, genellikle
plazmitlerde taginan enzimler tarafindan 16S rRNA'nin (aminoglikozidlerin bagladig: ve
protein sentezini inhibe ettigi alan) metilasyonu, en az yedi farkli gen (armA, rmtA, rmtB,
rmtC, rmtD, RmtE ve npmA) tarafindan gercgeklestirilir. Bu, simdi tim dunyaya yayiimis gibi
gorunen tum parenteral aminoglikozidlere karsi direncin dnemli bir mekanizmasi olarak

kabul edilmektedir.

d. Oksazolidinonlar

Su anda klinikte kullanilan ana oksazolidinon olan linezolid’e direng, gram-pozitif
izolatlarda (S. aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, S. epidermidis),
antibiyotik ana baglanma yeri olan 50S ribozomal altbirimin 23S rRNA’sini kodlayan
genlerdeki nokta mutasyonlarinin bir sonucu olarak tanimlanmigtir(69). Bu, klinik izolatlar
arasinda linezolid direncinin en yaygin mekanizmasi olmaya devam etmektedir.
Vankomisine direngli enterokok (VRE) bakteremisinde uzun siren linezolid tedavisi

sirasinda direng¢ gelisimi gozlenmistir(70).
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2.1.26. Hiicre Duvar Onciilii Hedefleri Degisikligi

Teikoplanin gibi vankomisin ve diger glikopeptid antibiyotikleri, peptidoglikan
oncullerinde kok peptitin terminalinde bulunan d-alanin-d-alanin (d-ala-d-ala) ‘ya baglanir.
Buyuk glikopeptid molekuller oncullerin  hucre duvarina dahil edilmesini  Onler.
Enterokoklarin vankomisin direnci; genotip, hedef bodlge dedisiklikleri turine ve
vankomisinin diren¢ seviyelerine ve teikoplanin duyarhligina veya direncine dayanarak
A’dan G’ye siniflandiriimistir.

E. faecium ve E. faecalis’in vankomisin ve teikoplanin’e karsi yuksek direngli suslari,
A sinifi dirence sahiptir. Vankomisin veya teikoplanin bu suglara direnci indukleyebilir. E.
faecalis, S. pyogenes, S. sanguis ve Listeria monocytogenes de dahil olmak Uzere E.
faecium’dan diger gram-pozitif bakterilere konjugasyon yoluyla Sinif A glikopeptid direnci
transfer edilir. Plazmid Uzerindeki vanA geni, E. colide hiucre duvari sentezinde yer alan
d-ala-d-ala ligazlariyla iligkili indUklenebilir bir proteini kodlar. Bu protein, olagan d-ala-d-
ala yerine bir depsipeptid sonu (d-alanin-d-laktat) olan peptidoglikan oncullerini sentezler.
Degistiriimis peptidoglikan, glikopeptid antibiyotiklere afiniteyi azaltir ve vankomisin ve
teikoplanin’e direng gosterir.

B sinifi direngli E. faecium ve E. faecalis suslari, yuksek (MIC, 1024 ug / ml) ila
dusuk (MIC, 4 pg / ml) arasinda degisen ve teikoplanine duyarli olan vankomisinin direng
seviyelerine sahiptir. Vankomisin (teikoplanin degil) bu suglarda vankomisin ve
teikoplanine direnci indukleyebilir. VanB fenotipini belirleyen genler, diger Enterococcus
suslarina konjugasyon yoluyla kendiliginden aktarilabilir.

Enterococcus  gallinarum, Enterococcus casseliflavus ve Enterococcus
flavescens’in tum izolatlari, vankomisinin duguk seviyeli direncine sahiptir ve teikoplanine
duyarhdir (sinif C fenotipi). Dirence, vanC1, vanC2 veya vanC3 olarak bilinen kromozomal
genlerin aracilik eder. VanC gen kompleksi, terminal alanin’in yerini bir serin almasi
anlamina gelen alternatif bir dipeptid olan d-alanin-d-serin senteziyle vankomisine direng
kazandirir. VanE ve vanG olarak bilinen diger varyant genler, gesitli gligopeptit direng
seviyelerine aracilik eden enterokok turlerinde bulunmustur.

1987 yilindan bu yana ABD ve Japonya’'dan gelen raporlar, vankomisin-orta direng
S. epidermidis, S. hemolitikus ve S. aureus (71) salginlarini belgeledi. Birlesik
Devletler’deki ilk vankomisin direngli S. aureus (VRSA) izolat,2002 yilinda, hemodiyaliz

alan diyabetik bir hastada ayak yarasinda, ayni yaradan bir VRE susuyla birlikte ele
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gegcirildi(72). DNA dizilemesi her iki izolatta da ayni vanA genlerini ortaya gikarmigtir ve
ileri molekller analiz, ayni hastadan elde edilen vankomisine duyarli MRSA susuna
enterococcus (VRE) susundan vanA genini kodlayan Tn1546 genetik elementi araciligiyla
plazmid aracili diren¢ aktarim ile vankomisine direngli hale getldigini (VRSA) ortaya
ctkarmigtir(72, 73).

Vankomisin orta diren¢ S. aureus (71), daha az ¢apraz bagl olan olagandisi kalin
peptidoglikan hucre duvarlarini eksprese eder. Vankomisin-orta direngli S. aureus’un bazi
suslarinda bulunan hicre duvari, vankomisine artan sayida yanhs baglanma sahasi
saglayan amide edilmemis glutamin oncullerini igerir. Vankomisin molekulleri, bu asiri
baglanma bodlgelerinde emilir, bdylece antibiyotik hedefine ulagsmaz ve sitoplazmik

membranda peptidoglikan sentezinin engellenmeden devam etmesine izin verilir.
2.1.27. Hedef Enzimlerin Degisimi

a. B-Laktamlar

B-Laktam antibiyotikleri, sitoplazmik zar igindeki PBP’lere kovalent baglanarak
bakterileri inhibe eder. Bu hedef proteinler, bakterilerin hicre duvarini olusturan
peptidoglikanin sentezini katalize eder. PBP’lerdeki degisiklikler B-laktam antibiyotik
direncine yol agabilir.

Gram pozitif bakterilerde, B-laktam antibiyotiklere diren¢ ya antibiyotik icin PBP
afinitesinde bir azalma ya da bakteri tarafindan Uretilen PBP miktarinda bir degisiklik ile
baglantili olabilir. Bazi klinik izolatlarda ¢oklu mekanizmalar var gibi gozukmektedir. Bazi
penisilin direngli S. pneumoniae suslari, PBP’lerde birkac¢ degisiklik (diger bir deyisle bazi
PBP’lerin afinitesi azalmasi, digerlerinin kaybi ve daha duyarh hdcrelerde bulunmayan
PBP’lerin ortaya c¢ikisi) gostermistir. Bu PBP’leri kodlayan genler, duyarli pndmokoklardan
gelen bolumler ve direngli komensal streptokoklardan gelen segmentlerden olusan
mozaiklerdir. S. aureus ve E. faecium’'da ilave PBP’ler uyarilabilir (diger bir deyisle, Uretim
mikroorganizmanin (-laktam antibiyotige maruz birakilmasiyla uyarilir). Bu induklenebilir
PBP’lerin, B-laktam antibiyotikleri icin daha dusuk bir afinitesi vardir ve bu da, ilacin dusuk
konsantrasyonlarinda inhibisyona daha az duyarli hale getirir. Duyarli ve direngli suglarda
gOzlenen PBP turundeki degisiklikler, viridan streptokok turu Streptococcus mitis'te de

goralmustar.

18



b. MRSA Direnci

S. aureus’ta metisiline direng, metililine, nafsilin, oksasilin ve sefalosporinlere karsi
direng goOsteren [(-laktam antibiyotikler icin dusuk afiniteli bir protein olan PBP2a’yi
kodlayan mecA geninin ekspresyonuyla saglanir. Te mecA geni, mec gen kasetinin yapisal
bilesenidir ve bir koagulaz negatif Staphylococcus turinden yatay transfer yoluyla elde
edilmis gorunen daha buyuk stafilokok kaset kromozom mekanizmasina (SCCmec)
eklenir. Cesitli genetik dizilerin ve buyuklukteki en azindan farkli SCCmec turleri
tanimlanmisgtir: saghk bakimi iligkili MRSA suslari tip | ila Ill, daha buyuk ve ¢ok ilaca
direngli olma egilimindedir; toplumdan edinilen MRSA suslari tip IV ve V, boyutlari daha
kuguk olma egilimindedir ve B-laktamlar digindaki antibiyotiklere karsi daha duyarhdir.

Metisiline direng geninin ekspresyonu, mec geninin iki duzenleyici bileseni
tarafindan kontrol edilir: mecR1-mecl ve mecA transkripsiyonunu azaltarak duzenleyebilen
B-laktamaz genleri blal, blaRI ve blaZ. Tum MRSA izolatlarinda mecA geni mevcut olmakla
birlikte, metisilin direncinin fenotipik ekspresyonu daha degiskendir. Ornegin, 37 ° C'den
cok 32 ° C’de yetigtirilen S. aureus izolatlarinin metisilin direncini eksprese etme olasiligi
daha yuksektir. Buna ek olarak, metisilin direncinin ekspresyonu, stafilokoksik
kromozomda bulunan ve peptidoglikan sentezindeki gesitli basamaklari izleyen fem ve aux
gibi yardimci genler tarafindan da modifiye edilmis gibi gorinmektedir.

B-laktamaz negatif penisiline direncli N. gonorrhoeae, Neisseria meningitidis ve H.
infuenzae suglarinin PBP’lerinin, penisilin baglayici yatkinliginin azaldigi gosterilmigtir.
Onlarin PBP’leri, penisiline direngli pnomokoklara benzer, ilgili turlerin dayanikh
soylarindan alinan DNA pargalarini iceren melez genler tarafindan kodlanmig gibi
gorunmektedir. Dig zar proteinlerinin kaybina yol agan mutasyonlar ayrica N.
gonorrhoeae’nin penisilinaz-uretmeyen suslarinin penisilin direnci edinmesiyle ile iligkili
olabilir;, bu da degistiriimis gegirgenligin direnge katkida bulunabilecegini
dusundurmektedir. Donusim ve plazmid aktarimi ile diger diren¢ genlerini elde etme
kapasitesi ile birlikte, N. gonorrhoeae'deki birden fazla mekanizma ile 3-laktam aktivitesinin
progresif olarak kaybedilmesi, tim antibiyotiklere direngli, tedavi edilemez bir gonore
olusturabilir.
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c. Kinolonlar

DNA giraz (bakteriyel topoizomeraz |l olarak da adlandirilir), efektif hiicre
bolinmesine sahip olmasi igin bakterilerdeki kromozomal DNA’nin super-burulmasi igin
gereklidir. Bir bagka ilgili enzim olan topoizomeraz IV de, hicre bolunmesi sirasinda
bakteri genomlarinin iki kizi hicresine ayrilmasi igin gereklidir. Bu enzimler, gyrA geni
tarafindan kodlanan iki A alt birimi ve gyrB geni tarafindan kodlanan iki B altbirimi (veya
topoizomeraz IV igin parC ve parE) igerir. GyrA lokusundaki spontan mutasyon, enterik
bakterilerde ¢oklu forokinolon direncinin en yaygin nedenidir, ancak B-altunit degisiklikleri
de bu ilaglara direnci etkileyebilir. Kinolon direnci, azalmig hiicre duvari gegirgenligi, disa
atim veya enzim koruma mekanizmalarinin kombinasyonundan da olusabilir(67, 74).

Plazmid aracil kinolon direnci, gesitli Enterobacteriaceae’lerde bulunur ve DNA
giraz antibiyotik hedefine baglanan ve kinolon etkisinden koruyan gnr ile kodlanan
proteinler tarafindan saglanir. Plazmid kokenli gnr genleri ile iligkili florokinolon direnci
dusuk seviyeli direng olmasina ragmen, bu genler genellikle ayni mobil element Gzerinde
tasinan diger antibiyotik direngli belirleyicilere baghdir ve ¢oklu ilag direncinin klinik

fenotipleriyle iligkilendirilmigtir(67, 74).

d. Sulfonamidler

Patojen bakterilerde sulfa ilaglarina direnci yonlendiren iki ortak gen vardir: sult ve
sul2. Bu genler, sulfonamid, dihidropteroat sintazi (DHPS) igin hedef enzimin degismis
bigimlerini ortaya ¢ikarmaktadir(75). Bu enzim duyarli bakterilerde folik asit sentezi igin
gereklidir. Sulfonamid diren¢ genleri tarafindan aracilik edilen degistirilmis DHPS
enzimleri artik sulfa’ya baglanmaz, ancak para-aminobenzoik asit substratindan
dihidropteroat sentezlemeye devam eder. Cok yaygin olan sul1 geni, stlfonamidlere
karsi yaygin direng olugturan sinif 1 integron ailesinin bir parcasidir.

e. Trimetoprim
Trimetoprim, bakteriyel dihidrofolat reduktaz (DHFR) ‘nin guglu bir inhibitoradar.
Trimetoprim ile inhibisyon kaybiyla birgok degistiriimis DHFR enzimi, oncelikle direng
plazmidlerinde bulunan genlerden tanimlanmistir. Bu degistiriimis DHFR genleri gram

negatif bakterilerde yaygin olup stafilokoklarda (dfrA geni) bulunur(76).
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2.1.28. Kazanilmis Direng igin Standart Tanimlar

Antimikrobiyal duyarhlik testi igin 6nerilen antimikrobiyal kategorilerin listesi, belirli

kurumlardan alinan dokimanlar ve belirleyici noktalar kullanilarak olusturulmustur: Klinik

Laboratuvar Standartlari Enstitisu (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlihk Testi
Komitesi (EUCAST). Tibbi literatiirde ¢oklu ilag direnci (CiD), yaygin ilag direnci (YiD), tim
antimikrobiyallere direng (TAD) igin birgok farkl tanim kullaniimaktadir.

CiD, ti¢ veya daha fazla antimikrobiyal kategoride en az bir ajan igin direng; YiD,

antimikrobiyal kategorilerin iki veya daha azi hari¢ olmak uUzere en az bir ajana diren¢

(6rnegin; bakteri izolatlar1 yalnizca bir veya iki kategoriye duyarli kalir); ve TAD butun

antimikrobiyal kategorilerdeki ajanlarin hepsine direng olarak tanimlanmaktadir(77-79).

2.1.29. CiD, YiD ve TAD igin dnerilen Tanimlar

Ug tanimin timd igin, duyarsizlik; in vitro antimikrobik duyarlilik testinden elde

edilen direngli, orta veya duyarli olmayan sonuglara atifta bulunur (Sekil 2.1.)

Sekil 2.1. Coklu ilag Direnci, Yaygin ilag Direnci, Tiim Antibiyotiklere Direng sekli.

Direng sekli. cip:
ic veya daha
fazla

-

antimikrobiyal
ciD kategoride en az
bir ajana direng
YiD:

|_> bir veya iki
\ kategori harig
\ antimikrobiyal
TAD kategoride
/ L direng

TAD:

YD

CiD Olmayan Bakteriler

BUtUn
antimikrobiyal

kategorilerde
bilinen ajanlarin
hepsine direncli

CiD: Coklu ilag Direnci YiD: Yaygin ilag Direnci, TAD:Tim
Antibiyotiklere Direng
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YiD, CiD’nin bir alt kiimesidir ve TAD, YiD’nin bir alt kiimesidir. TAD olan bakteri,
mumkun olan en Ust antimikrobiyal direnci tagir, bu suslara karsi etkinlige sahip herhangi
bir onaylanmig antimikrobiyal ajan bulunmadigini ifade eder.

Bir bakteri izolat1 YID olarak karakterize edildiginde, cok genis bir direng spektrumu
da ima edilir, ¢linkii énerilen YiD tanimi, bu suslarin antimikrobiyal ajanlarin sadece bir
veya iki kategorisine duyarl oldugunu gésterir. Bununla birlikte, CID ve YiD’'nin aksine,
bakteri izolatinin TAD olarak kesin olarak karakterize edilmesi igin, ilgili organizma veya
organizma grubu i¢in listelenen her antimikrobiyal maddenin test edilmesi gereklidir.

3. TROMBOSITLER

3.1.Girig

Trombositler hemostazda hayati fonksiyonlar  olan hemodinamiyi,
hiperkoagulasyon, endotel butunligu ve damar acikhgini destekleyen hucrelerdir.
Mikroorganizmalarin kan akimina ulasmasinin ana yolu travmadir.

Bircok omurgali, ilkel omurgalilarda, bir hucre tipi hemostaz ve konak defansi
beraber ylritir. Memeliler evrim geredi 6zellesen kan hicreleri vardir. Ornegin,
trombositler, I6kositler ve lenfositlerin farkli rolleri vardir. Yine de memelilerde trombositler
immun sistemle ilgili bazi yapi ve fonksiyonlari muhafaza etmektedirler. Trombositler
megakaryositlerden gelisen kuguk, gekirdeksiz, kuresel hucrelerdir (80-82).

Notrofil, bazofil ve eozinofiller temel granulositlerdir. Trombositler de granuller
tasidiklari igin granudlosit olarak siniflandirlabilirler. Trombositler G¢ farkh grandl tipi tagir
(80-82) (Sekil 3.1).

1- Delta (yogun) granuller; damar tonusuyla ilgilidir nikleotidler-biyoaktif aminler-

biyoaktif iyonlardan olusur.

2- Alfa graniiller; adezyon molekulleri, trombosit mikrobisidal proteinler,

kinosidinler, mitojenik faktorler, koagulasyon faktorleri, proteaz inhibitorleri igerir.

3- Lizozomal graniiller; proteazlar, glikozidazlar, fibrin pihti ¢ekilmesiyle doku

iyilesmesini saglayan granullerdir.
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Sekil 3.1. intraselliiler veya ekstraselliiler etki gdsteren trombosit grandilleri (81, 82).

& graniil (vaskiiler tonus mediyatérleri)
Niikleotid [ADP, GTP)

Biyoaktif amin [histamin, serotonin)
Biyoaktif mineral (Ca*2, PO5’)

.
:
;
,
o.. $he
..'.‘ ".‘.
8 aﬁl '. i,
grenidl )\
.

« graniil

Adhezyon Molekiilii . °.‘.' K g
Trombosit Mikrobisidal i ég.rinfl.l
Protein (PMP) LIRS i :
Kinosidin s

Koagiilasyon faktérii
Mitojenik faktér
Proteazinhibitorii

‘. Agraniiller
Trombosit-fibrin pihtilagma reaksiyonu
Yara iyilegmesi

Doku yenilenmesi

Ayrica trombositler mikroorgnizmalari fagosite etme yetenegine sahiptirler (81, 82).
Fakat bu fagositoz makrofajlarin yaptigi anlamda bir fagositoz olup olmadigi net degildir.
Yine de bu surecte trombositler kuresel yapisindan psédopodlari olan amobeoid hicrelere
donusurler (Sekil 3.2.). Bunlar da trombositlerin hemostaz ve antimikrobiyal konak
savunmasinda bulunduklari baglantiy1 gostermektedir.
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Sekil 3.2. Trombosit hucresinin bagisiklik sistemindeki rolt (80, 83).

Gram negatif {-) basil'
<e vl NOTROFIL

Gram pozitif (+)kok

¥ (D162, INTEGRIN

DAMAR ENDOTEL HUCRESI

3.1.1. Mikrobiyal Tehlikeleri Tanima ve Cevap

Trombositler kanda en ¢ok bulunan hucrelerdendir ve doku hasarini taniyan
sensorleri vardir (Sekil 3.2.). Trombositler endotelyal hasar ve enfeksiyona ilk mudahele
rol alan hdcrelerdir. Bunun hemostastazdaki Gneminin yaninda enfeksiyona yanitta da rolu
vardir. In vitro ve hayvan caligmalarinda bakteri spesifik proteinden zengin alanlari
trombositlerin hedef aldigi gosterilmistir (81, 83). Bakteriyel peptidler, trombosit peptid
reseptorlerine baglanirlar ve bu da trombosit aktivasyonu ve degranulasyonuna neden
olur. Ayrica birgok kemokin ve kinosidin i¢in reseptor bulundururlar. C3a ve C5a’nin
yaninda trombositler tarafindan taninan kemokin siniflari (C, CC, CXC ve CXC3C) uygun
kemokin reseptorlerine baglanir (CCR, CCR3, CCR4 ve CXCR4). Sonug olarak kemotaktik
sinyallerin bu reseptorlerden taninmasi trombositlerin enfeksiyon bolgesine dogru hizl
hareket etmesine neden olur. Trombositler doku hasarinin sinyalleri olan kollajen veya
kolajen benzeri substratlar yoluyla kemotaksise girebilir ve/veya notrofillerle CD62P (P-
selektin) ile etkilesim girerek migrasyon vyaparlar. Ayrica trombositlerinde plasma
kolejenine spesifik oldugu gosterilmigtir (81, 83).

24



Kendi kemotaksislerine ek olarak, aktive olan trombositler, diger immun hucrelerin
kemotaksisini mikrobisidal kemokinleri (CXCL4 ve CCL5 gibi) ortama salarak duzenler.
Ayrica IgG, IgA, IgE, c-reaktif protein ve trombospondin, CD36 gibi immun efektor hicreler
igin reseptor eksprese eder. Boylece enfeksiyona verilen cevap hizli hizli ve hedefli konak
yanitini baglatir (84-86).

Trombositler ayrica kardiyovaskuler protezler ve endovaskuler stentler gibi kasith
girisimlerle de aktive olup hasarli dokuda birikebilirler. Bu baglamda, TZP'NIN yara
iyilesmesinde terapoétik rolline direkt antimikrobiyal etkisi de eklenebilir (81, 83).

Trombositlerin mikrobiyal tehlikeleri tanima yollari tam olarak agiklanamamistir. Son
calismalar Toll-like reseptorler ve IL-1 ailesinden diger uyeler yoluyla oldugunu
gOstermektedir (87, 88). Patojen molekullerin TLR aracilikli taninmasi MYD88, IRAK,
TRAF6 ve AKT tabanli sinyal iletimi ile oldugu belirtiimektedir. Trombositler devamli olarak
dusuk oranda TLR2, TLR4 ve TLR9 eksprese eder. Trombosit aktivasyonu ile daha fazla
artirabilir.  Yuksek thrombin seviyesi TLR9 ekspresyonunu, TLR4 vyolagi ise bazi
trombositlerde IL-6 ve COX-2 ile lipopolisakkaritlere (89) yaniti tetikler. LPS taninmasi,
LPS reseptor kompleksi (CD14, MD2 ve MYDS88) ile olmaktadir. Bu yuzden LPS ile
tetiklenen CD14 ve MD2 aracilikli trombosit-lokosit etkilesminde TLR4 anahtar bir rol
oynuyor goOzukmektedir. TLR aktivasyonu, TNFa, IL-1 veya IL1b gibi akut faz
reaktanlarinin trombosit aracili gelisimini indukler. Vaskuler veya aterosklerotik lezyonlarin
bakteriyel enfeksiyon igerebilecedi baglaminda trombositler TLR1 ve TLR6 geligimini
artirabilir (89).

LPS’nin TLR4 ile tespitine yanit olarak trombositler konak-defans yanit peptidleri
salar (87, 88, 90). Dahasi trombositler farkli PAMP (patojen iligkili molekul) turlerine farkl
yanit verir. insan trombositleri farkli bakteriyel LPS tiirlerine TLR4 ile ayirt ederek farkli
sitokin sekresyonlarina neden olabilir. Sonugta, farkli trombosit sitokin sekreyon izleri,

diger immun hucrelerde farkli aktivasyonlara neden olabilir.

3.1.2. Trombositlerin Amplifikasyon Basamagi (Kaskad)

Kendi amplifikasyon kaskadi trombositlerin konak-defans aktivasyonunda 6nemlidir.
S.aureus’a kargi olan trombosit tanima ve cevabi, Trier ve arkadaslari (91) tarafindan bagh
oldugu unsurlar gosterilmistir: trombosit bakteri tam orani; trombositlerden delta (d)-granal
salinimi, ki bu ADP, ATP ve a-granul salinimini saglar, ki bu da PMP (trombosit mikrobiyal
proteinler) ve kinosidin salinimina neden olur; P2X1 ve P2Y12 adenukleotid reseptor
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stimulasyonunun ADP ile olmasi; kenarda bekleyen trombositlerin PMP ve kinosidin
seviyelerini artirmak igin aktivasyonu ile olmaktadir (Sekil 3.1., Sekil 3.2.).. ilging olarak
akut veya kronik trombositopenideki artmis infeksiyon oraniyla ilgili ipuglari vermede
trombosit-patojen sinir orani ipuglari verebilir. Ayrica Streptococcus oralis gibi patojenlerin
trombosit aktivasyonunu takiben ADP sekresyonunu artirdigi gosterilmigtir. Ayrica bazi
patojenlerin trombosit degranulasyonu veya ADP sentezini bozdugu (subvert)
gbsterilmistir. Ornegin S. aureus adenozine sentaz (AdsA) ADP yi AMP ye hidrolize ederek
konak savunmasini agan bir virulans faktoru gibi caligmaktadir (81-83).

3.1.3. Antimikrobiyal Etkileyiciler

Yukarida belirtildigi gibi, trombositler mikrobiyal patojenlerin erken tanisinda,
tamamlayici konak savunmasinin aktivasyonunda ve katiliminda rol oynar. Ek olarak,
trombositler antimikrobiyal etkili molekuller, PMP’ler ve kinosidinlerin sekresyonu ile
dogrudan antimikrobiyal etkilidirler (81, 83).

3.1.4. Trombosit Mikrobisidal Proteinleri (PMP) ve Kinosidinler

Notrofiller ve diger granulositler gibi trombositler de dogrudan antimikrobiyal etkili
protein ve peptidler icerir. En az dort cesit mikrobisidal protein ailesi gosterilmigtir.
Kinosidinler (CXCL4, CXCL7 ve CCL5), defensinler (ér. insan b-defensin2) timosin b4,
antimikrobiyal peptid turevleri (fibrinopeptid A, fibrinopeptid B, trombosidinler). Klasik
defensinlerden farkli olarak trombositlerin antimikrobiyal molekdulleri toplu olarak PMP’ler
olarak bilinirler (80-83, 92).

Kinosidin, kemokin ve mikrobisidal etkili anlamina gelir. Trombositler bir¢ok
kinosidin igerir. Bunlar trombosit aktivasyonuyla hizla degranule olurlar. CXCL4, CXCL7,
CXCL8 monosit ve makrofajlar tarafindan da uretilir. Onemli bir 6zellik olarak IL-8 gibi non
trombosit kinosidin ile ayni oranda CXCL4 regulasyonunu artirirlar. Dahasi CXCL4
ekspresyonu mRNA ve protein seviyesiyesinde, trombinlerle proteinaz aktive reseptorler
yoluyla olur. mRNA da 32-128 kat artis supernatant kulturinde 6 kat CXCL4 artisina sebep
olur (80-83, 92).

En bol bulunan trombosit kinosidini CXCL4 dir. Butun kinosidinlerin prototipidir.
Olgun PMP’ler ve kinosidinler klasik antimikrobiyal peptidlerin belirgin 6zelliklerini sergiler,
fakat yapisal veya fonksiyonal degisiklikler gosterir (81). Bunlar;
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Birincisi; trombosit kinosidinler mikrobiyal tehdit veya doku hasari ile kan akimina
salinirlar. Klasik antimikrobiyal peptidler ise profesyonel fagositlerin igine 6zgudur veya
mukokutanoz olarak salinabilir fakat kan akiminda toksik veya inaktiftirdirler.

ikincisi; kinosidinlerin immunoregulatuar fonksiyonlari vardir; kemotaksis, konak
tamamlayici savunma sistemi aktivasyonu. Karsilikli olarak, klasik antimikrobiyal hucreler
ve onlarin evrimsel akrabalar kalintisal (iz kalan) kemotaktik veya hucre aktive edici
Ozellikler tasir.

Ugiinciisii; olgun PMP’ler ve kinosidinler proteolitik yikima maruz kalabilir, yikim
urinlerinin  gliglii antimikrobiyal etkisi olabilir. Ornegin, trombin doku hasari veya
enfeksiyona sekonder salinir ve kinosidinleri yikarak C-terminal ortaya ¢ikarir ki bu trin
otonom mikrobisidal spiral olarak galigir. Belirli yikim drtnleri antimikrobiyal aktivitelerini
yansitmak i¢in trombosidinleri isimlendirmistir. Bu proteolitik Granlerin herbiri ayni olmasa
da antimikrobiyal etki tagir. Fibrinopeptid A ve fibrinopeptid B, insan trombositlerini trombin
ile aktvisayonuyla fibrinogenden yikilan PMP’lerdir.

Kinosidin turevi peptidlerin in vitro olarak S. aureus ve Salmonella enterica subsp.
Enterica serovar Typhimurium gibi etkenlere notral pH da hizli ve guglu mikrobisidal etkisi
varken pH 5.5 da daha az etki gosterirler. RP-1 ve CXCL8 gibi birgok kinosidin in vitro
ortamda Candida’ya kargi pH 5.5 da guglu etkiliyken, notral pH daha az etkilidir. Bu yuzden
anatomik ve fizyolojik baglamda bir kinosidinin hangi hedefe baglandigi segici toksisitesiyle
ilgilidir. Ornegin, antibakteriyal kinosidinler kan akimina salindiklarin (pH 7) en etkinken,
antifungal aktivitesi ser0z akintiya veya fagozom (pH 5.5) iginde asidik ortama salindiginda
daha iyidir (93).

3.1.5. Trombositlerin Konak Antimikrobiyal Savunmasi

Trombositler ve onlarin mikrobisidal proteinleri-kinosidinleri virUslere, bakterilere,
mantarlara, protozoalara kargi hizli, dogrudan ve guglu etki gosterir (80, 82, 83). Son
zamanlarda, konak antimikrobiyal savunmasinda kinosidinlerin onemi ilgi cekmigtir.

Asagidaki orneklerde insan enfeksiyonlarinda kinosidinlerin 6nemi vurgulanmigtir:

3.1.6. HIV-1

Son galigmalar trombosit aktivasyonu ve CXCL4 saliniminin HIV-1 enfeksiyonuna
karg! konak savunmasinda anahtar rol oynadi§i gosterilmektedir (94). Ornegin, Tsegaye

ve arkadaslari, trombosit aktivasyonu sonucu CXCL4 saliniminin in vitro kogullarda T
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lenfositlerin HIV-1 ile enfekte olmasini engelledigini gostermistir (94). Cocchi ve
arkadaslar CD8 T-lenfositler tarafindan salinan baska bir kinosidin olan CCL5’in major bir
HIV baskilayici oldugunu gostermiglerdir (95). HIV-1 gp120 zarf proteininin V3 bdlgesi ve
CCLY%'’in glikoz amino glikan baglanti bolgeleri HIV-1 enfeksiyonuna kargi koruyucu etkiyle
uyumlu gorulmektedir. Batin bu bulgular trombosit trini CXCL4’in genis spekturumlu
HIV-1 inhibitor etkisiyle uyumludur. CD4 T lenfositlerin kusatiimasi ve HIV-1 fenotipik
varyantlari ile makrofajlarin enfeksiyonu viris konak hucre baglanma seviyesinde
olmaktadir. Dahasi, CXCL4 aracili HIV-1 inhibisyonunun bu kinosidinin gp120 etkilegimi ile
oldugu gosterilmistir. BoOylece, trombositlerden salinan kinosidinlerin HIV-1 konak
savunmasinda ve muhtemelen diger viral patojenlere dogrudan ve dolayh rolleri vardir.
HIV-1 6zelinde, kinosidinlerin koruyucu etkisi viral zarfin bozulmasi yoluyla mi, karsilik
gelen reseptorlerin yarismali inhibisyonuyla mi oludugu hala aydinlatiimasi gereken bir

konudur.

3.1.7. Bakteriyel patojenler

In vitro, ex vivo ve in vivo ortamda trombositler, PMP’ler ve kinosidinler aragligi ile
bakteriyel patojenlere karsi direk etki gosterir (83). Ornegin, trombosit kdkenli kinosidinlerin
S. aureus, streptokok turleri ve diger bakteriyel patojenlere kargi in vitro ortamda dogrudan
antimikrobiyal etkili oldugunu gostermigtir. Mercier ve arkadaslari, bir S. aureus nedenli ex
vivo enfektif endokardit modelinde, trombositler ve onlarin mikrobisidal peptidlerinin
koruyucu etkisini gostermislerdir (96). Wong ve arkadaslari, butin bu erken gdzlemleri
destekleyerek, trombositlerin makrofajlarin yuzeylerinin goézlenmesiyle bagigiklik takibinde
anahtar bir rol oynadigini bildirmistir (97). Trombositler karaciger kupffer hucrelerini
trombosit glikoprotein 1b (GP1b veya CD42c) gecici etkilesimiyle VWF ekspresyonu igin
gOzetler. Kan kokenli S. aureus veya Bacillus cereus’lari yakalayan kupfer hiucreleri vVWF
artisini duzenleyerek GP2b (CD41) ile baglanacak kalici hedefler saglar. Boylece,
trombositler enfekte kupffer hucrelerine kuvvetli baglanir ve trombosit antimikrobiyal
yanitlarini olusturur. Bu fikri destekleyen, GP1b yoksunu fareler belirgin sekilde, trombosit-
makrofaj etkilesimi saglam olan farelerden, enfekte kupffer hicrelerinin trombositlerle tani
kalitesi dugukligu nedeniyle, kupffer hicre hasarina ve 6lume daha duyarhdirlar. Bu
sebeple, enfekte makrofajlarin trombositlerle hedef alinmasi yaygin enfeksiyona karsi
bakteriye klirens ve korumayi saglamada erken ve anahtar bir konak savunma
basamagidir (97).
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3.1.8. Plasmodium falciparum

Viral ve bakteriyel patojenlere ek olarak, trombosit mikrobisidal proteinler ve
kinosidinler protozoalara kargi guglu etkinlik gosterirler. Bu gergcek Duffy antijen
reseptorinin (DARC), CXCL4 kinosidininin enfekte eritrosit igine girmesini saglamasiyla
bu kinosidinin Plasmodium falciparum’a karsi konak savunmasinda gerekli oldugu
gosterilmistir (98). DARC’In bir kemokin reseptoru olmasi; CXCL4’nin N-terminal CXC
motifi, y-¢ekirdeginin ve C-terminal mikrobisidal halkasinin toplamda butun olarak insan
antiplasmodial etkinliginde temeldir. Sonugta CXCL4 6zellikle enfekte eritrosit igerisinde
birikir ve sindirilen vakuolun lizisi ile sonug¢lanan bir mekanizmayla hizla paraziti oldurar
(99). llging bir sekilde, CXCL4 seviyesinin artmasi serebral sitma oraninda artmayla
baglantiidir. Bu durum konak savunma fonksiyonuna ters gorunebilir; gunkia HIV-1
enfeksiyonunda mortalite ve morbidite igin artmis trombosit sayisi bir risk faktoru, artmis
CXCL4 seviyesi mikrobiyal patogenezin bir gostergesi olmaktan ¢ok patojenin kontrol
altina alinma c¢abasinin bir isaretidir. Gergekten de, insanlarda Plasmodium vivax
sitmasiyla iligkili trombosit fagositozu sonuclu tormbositopeni, trombositlerin parazit ile
lizisinden gok monositlerle temizlenmesi neden olmaktadir (100). Bunun igin, yukardaki

gozlemler trombositlerin kinosidin aracilikli antimikrobiyal rolinu guglendirir.

3.1.9. Diger Patojenler

Trombositler ve UrUnlerinin mantarlara, protozonlar ve Leishmania spp. ,
Schistosoma spp. gibi diger ajanlara karsi bagisiklik-savunma fonksiyonlari bildirilmigtir
(81, 83).

3.1.10. Diger Antimikrobiyal Mekanizmalar

Konak-savunma peptidlerine ek olarak, trombositler bagka antimikrobiyal faktorler
uretebilirler. Hidrojen peroksit ve diger reaktif oksijen turleri, her ne kadar nétrofillerle
uretilen oranlardan daha az olmasina ragmen, platetlerin uyariimasiyla uretilebilir (81, 83,
101).

Trombositlerin potansiyel fagositler olmasi da gesitli arastirmalara konu olmustur.
Trombositler, klasik fagositozdan gok patojenleri kaplayarak fonksiyon gosterdidi ileri suren
calismalar bulunmaktadir (102). Bu modelde, bakterinin trombositler tarafindan kontrol
altina alinmasi acgik kanal sistemi ile oldugu belirtiimektedir. Trombositler ayrica daha
blayuk antimikrobiyal kompleksler igin platform gorevi gordugu gosterilmistir.

29



3.1.11. Trombositlerin Bagisiklik Yanit Gelisgtirilmesi

PMP’ler, kinosidinler ve diger etkenlerin dogrudan antimikrobiyal aktivitelerine ek
olarak, trombositler tamamlayici konak savunmalarini da gelistirir ve goOrevlendirir.
Ornegin, nétrofillerle trombosit etkilesimleri artik bakteriyel enfeksiyon savunmasinda
anahtar rol olarak gorulmektedir. Daha Once bahsedildigi gibi, mikrobiyal ligandlar
trombositler tarafindan TLR'ler ile taninir (87). Karsihginda, TLR aracili sinyal iletimi
trombosit yuzeyinde CD62P ve GPlIb-GPllla ekspresyonunu artirir. Trombositlerin, notrofil
ve monositlere baglanmasinda CD62P anahtar bir liganddir (Sekil 3.2.). Bu sekilde
trombosit-mikroorganizma etkilesimleri notrofil fagositozunu, hicre igi patojen oldirmeyi
ve trombosit-notrofil kompleksi gelisimini artirarak, her iki konak hucre tipininin de
aktivasyonunu saglar. Kinosidinler veya diger kemoatraktanlar tarafindan yara veya
enfeksiyon alanina c¢agrilan notrofiller notrofil hacre disi kapan (NET) dretir. Bu
elektronegatif DNA komlekslerinin katyonik konak savunma peptidlerini (PMPler,
kinosidinler ve defensinler) artirdigi ve mikroorganizmalari kapana sikigtirdigi
dusunulmektedir (103, 104). Ayni sekilde trombositler, gram pozitif ve gram negatif
bakterilere karsi, notrofillerin oksidatif patlamalarini potansiyelize ederler (105). PMP ve
kinosidinlerin spesifik fonksiyonel bolgeleri nétrofillerin antimikrobiyal mekanizmalarini
glglendirebilir. Ornegin, CXCL4 kinosidini ve onu taklit eden peptid RP-1 S. aureus’un
notrofiller tarafindan fagositozunu ve hucre igi oOldurdlmesini guglendirir. Boylece,
mikroorganizmalarin trombosit degranilasyonu ile PMP ve kinosidinler ile kaplanmasi ve

notrofilleri gekmesi, hizl ve sinerjik i¢ bagisiklik savunmasini mimkun kilar.

3.1.12. Trombositlerin Antijen Sunumu;

Notrofillere ek olarak, trombositler dentritik hicreleri aktive eder, olgunlagmalarini
saglayarak T ve B hucrelere patojen antijen sunumunu saglarlar (Sekil 3.2.) (82, 83).
Ornegin, GP1b araciligiyla, C3 proteinleri ile kaph olan Listeria monocytogenes patojenini
hizla taniyarak, patojenin splenik dendritik hlcrelerinde hizla birikimine neden olur. Bu
sure¢ L. monocytogenes antijenlerinin igslenmesi ve T hlcrelere sunumunu hizlandirir. S.
aureus, Enterococcus faecalis ve Bacillus subtilis’de de benzer bir etki gosterilmigtir (82,
83). Dahasi, sitotoksik CD8 T hucre gelisiminde trombositler L. monocytogenes’i dendritik
hdcrelere etkin bir sekilde sundugunda artmaktadir. Trombositlerle olan etkilesim dendritik
hdcreler ayrica dentritik htcreler tarafindan sitokin Uretiminde artisa neden olmakta, buna
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interferon-y, IL-12, IL-4 monosit kdkenli dentritik hlcrelerden es uyarici ¢iftler olan CD80-
CD86 dahildir (106). Bu olaylar serisi, belirli bir patojene gu¢lu bir sekilde etkili olabilmek
icin bagisiklik tepkilerini yonlendirebilir. Bu nedenle, mikroorganizmalarin antijen sunan
hacrelere (APC) trombosit araciligiyla yonlendiriimesi ve APC yanitlarinin sekillendiriimesi,
antimikrobiyal konakgi savunmasi igin gerekli dogustan gelen ve adaptif immuan yanitlarin
koordinasyonunu tesvik etmektedir. Butin bunlar bagisiklik yaniti olarak degerlendirilir
(84). Bu, patojenlerin dolasimdan retikuloendotel sistem yoluyla dogrudan
temizlenmesiyle, T hucre ve / veya B hucre aracili adaptif bagisiklik tepkilerini belirlenmesi,
optimizasyon ve dogustan gelen ile sonradan kazanilan antimikrobiyal efektorlerin
koordinasyonunu gergeklesir. Ayrica etkin savunma yanitlari igin rafine ederek dentritik
hdcreler tarafindan igleme ve antijen sunumuyla bu olaylar gergeklegir (84).

3.1.13. Trombositlerin T Hiicre Koordinasyonu

Antijen sunumuna ek olarak, trombositler T hucrelerin yonlendirilmesini en az iki
yolla koordine edebilir. Ornegin, mikroorganizmalar dahil, IgG kapli hedeflerin ige alinmasi
insan trombositlerinde CD40L ve CCL5 kinosidinin uretimine neden olur. Sonucgta bu
trombositler, bakteriyel patojenlere koruyucu T hucre aracili bagisiklik kazandirabilir (107).
Ayni sekilde, viral enfekte trombositler viral enfeksiyona kargi optimal savunma igin gerekli
olan CD8+ T lenfositlerinin genisleme ve olgunlasmasini guglendirebilir (108). Ek olarak,
trombositlerin CD8+ T hucreleri ile etkilesimi, viral olarak enfekte edilmis konakgi hiicrelerin
viral rezervuar olarak yok edilmesi i¢cin hedeflenmesini kolaylastirdigi bir takim
calismalarda tespit edilmistir (109). Trombositler tarafindan sitokinlerin ve kinosidinin
salgilanmasi da aktiflestirilmis T hucrelerinin yonlendirilmesini koordine edebilmektedir.
Hucresel konakgl savunmadaki rolleri ile tutarh olarak, trombositler T yardimci 1 (TH1)
hacrelerinin ve TH17 hucrelerinin yonlendiriimesini tegvik eder, ancak TH2 hucrelerinin
yonlendiriimesini tegvik edemezler (110). CXCL4 ve CCLS’in antikor aracili notralizasyonu,
bu etkiyi ortadan kaldirir. Karsilik olarak, IL-17A ADP’nin indukledigi trombosit
aktivasyonunu destekleyebilir, ancak kollajen aracili agregasyonu destekleyemez (111).
IL-17A, bir hucre disi sinyalle dizenlenmis kinaz 2 (ERK2, MAPK 1) sinyal yolagi yoluyla
trombosit tepkilerini baslatmaktadir. Ustelik, IL-17A’'ya maruz kalma, trombositlerde
CD62P’nin ekspresyonu uyarmaktadir.
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4. GEREG ve YONTEM

“Tum Antibiyotiklere Direngli Klebsiella Pneumoniae Mikroorganizmasina Karsi Otolog
Trombin ile Aktive Edilen Trombositten Zengin Plazmanin In Vitro Antimikrobiyal
Etkinliginin Arastiriimasi” konulu tez c¢alismasi, deneysel nitelikte bir arastirmadir.
Calismamizin etik kurul onayi, Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu'nun 13.03.2017 gunu yapilan 2017/26 karar numarasi ile alindi.
Calisma Saglk Bilimleri Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

41.1. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

4.1.2. Cihazlar

o Trombosit Santrifuj Cihazi Magellan Autospin Biologic Therapies (Arteriocyte
Celluler Therapies, A.B.D.)

o Etav EN 500 (Nuve, Turkiye ve Memmert, Alimanya)

o McFarland densitometre (Biomerieux, Fransa)

o Vorteks cihazi Nuve NM110 (Nuve, Tuarkiye)

o pH metre (Hanna, A.B.D.)

o Cell Dyn Sapphire Kan Sayim Cihazi (Abbott Diagnostic, A.B.D.)

o Calkalayici Thermolyne Maxi Mix Il Type 65800 (ThermoFischerScientific,
A.B.D.)

o Tur tayini ve antibiyogram VITEK2 (Biomerieux, Fransa)

o Tup santrifuju Nive NF 200 (Nuve, Turkiye)

4.1.3. Laboratuvar Malzemeleri
o Antikoagulan Kansuk ACD-A 500 ml (Kansuk Laboratuvari, Turkiye)
o Trombosit Santrifij Seti 10 adet, Magellan Autospin Biologic Therapies
(Arteriocyte Celluler Therapies, A.B.D.)
o E. coli ATCC 25922 susu
o K. pneumoniae ATCC 700603 susu
o Calcium Picken Ampul %10 Kalsiyum Glukonat (Adeka ilag, Tirkiye)
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o Vacuette® Serum Pihti Aktivasyon tupu 9 ml (BD Vacutainer, Plymouth,
ingiltere)

o K3EDTA Tiip 5 ml (BD Vacutainer Plymouth, ingiltere)

o Steril Plastik Konik Tup, 50 ml (Firat Plastik, Turkiye)

o Dibi Yuvarlak Steril Cam Tup (Sisecam, Turkiye)

o Mueller Hinton Broth Besiyeri (Medikalist, Turkiye)

o PBS (Phosphate buffered saline) solisyonu (ChemBio, Turkiye)

o %5 Koyun Kanli Agar hazir besiyeri (Salubris, Turkiye)

o Pipet 0,5-10 pl (Witeg, Almanya)

o Pipet 20-200 pl (BrandTech, A.B.D.)

o Pipet 100-1000 pl (BrandTech, A.B.D.)

o Filtreli steril pipet ucu 1-200 pl (DNaz, RNaz ve pirojen icermeyen) (AHN,
Almanya)

o Filtreli steril pipet ucu 100-1000 pl (DNaz, RNaz ve pirojen icermeyen) (AHN,
Almanya)

o Steril 6ze Looplast (LP, italya)

4.1.4. Ornek Kabulii

Calismamizda, kan bagigi secgim kriterlerine uygun, 10 gonulliden 54 ml kan alindi.
Elde edilen Trombositten Zengin Plazma (TZP)'nin bir hastadan izole edilen Tum
Antimikrobiyal Ajanlara Direngli (TAD)'a sahip K. pneumoniae izolati Uzerinde etkinligine
IStk tutmak amaci ile galisma, Tibbi Mikrobiyoloji Servisi Bakteriyoloji ve Molekuler

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

4.1.5. Caligmaya Alinma Kriterleri

Ulusal kan ve kan urunleri rehberindeki kan bagisgisi secim kriterlerlerine uygun
bagisci adaylarindan kan ornekleri alindi. Calisma suresi igerisinde bagis¢i adaylarinda
herhangi bir hastaligi olan veya ilag kullananlar ¢alisma digi birakildi.

Tum Antimikrobiyal Ajanlara Direngli (TAD)'a sahip K. pneumoniae izolati yogun
bakim Unitesinde takip edilen bir hastadan izole edildi. Tum ¢alisma boyunca tek izolat
kullanildi. TAD’e sahip K. pneumoniae, antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢cin uygulama
standartlarinda belirtilen kolay Ureyen bakterilerde standart sus olan E. coli ATCC 25922
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ile GSBL dogrulama testi yapilirken rutin olarak kullaniimasi 6nerilen K. pneumoniae ATCC
700603 suglariyla ireme sayilari kiyaslandi.

Calismada kullanilan TAD’e sahip K. pneumoniae, olan E. coli ATCC 25922, K.
pneumoniae ATCC 700603 izolatlari i¢in 1 McFarland bulanikligi saglandi.

4.1.6. Yontem

On saglikh kigiden elde edilen Trombositten Zengin Plazma (TZP), Trombositten
Fakir Plazma (TFP) ve kontrol grubu amaciyla da tampon solusyonunun (Phosphate
buffered saline, PBS) TAD’e sahip K. pneumoniae, izolati Uzerinde etkilerinin olup
olmadigi, var ise bu etkiyi ne kadar sure ile devam ettirebildikleri aragtiriimak istendi. Ayni
zamanda antimikrobiyal duyarlilik testleri icin uygulama standartlarinda belirtilen kolay
ureyen bakterilerden standart sus olan E. coli ATCC 25922 ile GSBL dogrulama testi
yapilirken rutin olarak kullaniimasi 6nerilen K. pneumoniae ATCC 700603 suslariyla ayni
ortamlarda (TZP, TFPve PBS) etkisinin kiyaslanmasi planlandi.

4.1.7. izolasyon, Tiir Tayini ve Antibiyotik Duyarhliklarinin

Belirlenmesi

Calismaya, Sultan Abdldlhamid Han Egitim Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Servisi
Laboratuvari'na, Yogun Bakim Servisinde takip edilen ve son 10 gundur antibiyotik
tedavisi almayan bir hastadan gonderilen 6rneginden izole edilen ve -80°C’de gliserolli
skim milk stok besiyeri icinde stoklanmis halde bekletilen, TAD’e sahip K. pneumoniae,
izolatl alindi. -80°C’de stoklanan TAD’e sahip K. pneumoniae ile E. coli ATCC 25922, K.
pneumoniae ATCC 700603 suslarinin %5 koyun kanli agara pasajlari yapildi ve plaklar
37°C’de %5 CO;'li etlivde 18-24 saat inkuibe edildi.

Tar tayini ve antibiyogram igin konvansiyonel yontemler (oksidaz, katalaz, seker
fermentasyonu, motilite, sitrat, 42°C’de Ureme) ve VITEKZ2 (Biomerieux, Fransa) otomatize

identifikasyon sistemi kullanildi.

4.1.8. Trombositten Zengin Plazma (TZP) ve Trombositten Fakir
Plazma (TFP) Elde Edilmesi
Kan bagiscilarindan TZP elde edilmesi amaciyla Magellan PRP™ Kiti icerisinden
ctkan 60 ml enjektore 6 ml ACD-A eklendi. Bu enjektor ile bagiscilarin brakial veninden 54
ml tam kan gekildi. Toplamda 60 ml ACD-A karigimli tam kan tam otomatize kapali sistemli
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MagellanPRP™ (Arteriocyte Celluler Therapies, A.B.D.) cihazina baglandi (Resim 4.1.).
MagellanPRP™ ile dusuk ve ylksek devirde santrifije edildi. Bu asamalar sonrasinda
Oncelikle 3 ml TZP (Resim 4.2.) ve 20 ml TFP (Resim 4.2.) elde edildi.

Resim 4.1. MagellanPRP™ Tam Otomatize Trombositten Zengin Plazma

SantrifGju.
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Resim 4.2. Trombositten Zengin Plazma (TZP) ve Trombositten Fakir Plazma

(TFP)'nin santrifiij sonrasi elde edilmis goérintisu.

4.1.9. Otolog Trombin Elde Edilmesi

Trombin elde edilmesi amaciyla bagiscilardan yaklasik 9 ml tam kan Vacuette® (BD
Vacutainer, Plymouth, ingiltere) Serum Pihti Aktivasyon tiipiine alindi. Her bir tiip igine 1
ml %10 Kalsiyum Glukonat (Calcium Picken Ampul, Adeka ilag, Turkiye) ilave edildi. Oda
Isisinda yaklasik 10-15 dakikada pihti olusumu gerceklesti (Resim 4.3.A.). Bu pihti iceren
tip elde sert bir sekilde 1-2 dakika galkalanip pihti pargalandi (Resim 4.3.B.). Kismen
pargalanan pihti vorteks cihazi (Nive NM110, Biosan, Turkiye) ile bir dakika sure ile
homojenizasyon amaciyla basit olarak santriflj edildi.

Sonrasinda 3 dakika sure ile 3000 rpm devirde tupler santrifuj edildi (NGve NF 200,
Tarkiye). Sekilli elemanlarin tipun dibine gokmesini muteakip Ust kisimdan trombin i¢ceren
serum elde edildi (Resim 4.3.C.).
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Resim 4.3.A-B-C. Otolog Trombin Elde Edilme Basamaklari.

4.1.10. Calisma Gruplarinin Hazirlaniimasi

Calisilacak olan TAD’e sahip K. pneumoniae, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae
ATCC 700603 izolatlari ayri ayri %5 koyun kanli agar hazir besiyerine (Salubris, Turkiye)
ekimleri yapildi. Bir gecelik inkiibasyon sonrasinda Ureyen TAD’e sahip K. pneumoniae, E.
coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603 kolonileri Mueller Hinton Broth (MHB)'a
ayri ayri inokule edildi. Normal atmosferik kosullarda 2 saat 37°C’lik ettivde (Nuve EN 500,
Tarkiye) inkibasyona birakildi. 2 saatin sonunda MHB igeren tipler alindi ve diigtk devirde
500g x 10 dk. sureyle sanrtifij (Nive NF 200, Nive, Turkiye) edilerek kolonilerin dibe
cokmesi saglandi. Ust taraftaki slipernatanlar MHB dokildi ve yerine PBS eklenerek
vortekslendi. Tekrar 500 g’de 10 dk. santiriflj sonrasi supernatanlar tekrar dokulda. Dipte
kalan koloni pelleti vortekslenmek igin kalan az miktardaki PBS ile homojenizasyonlar
yapildi.

McFarland densitometre (Biomerieux, Fransa) kullanilarak, tiplerin bulaniklik
degeri PBS ile dilie edilerek 1 McFarland olacak sekilde ayarlandi. Bir McFarland’lik TAD’e
sahip K. pneumoniae kolonileri yaklasik olarak 3x108 koloni olusturan birim (kob) / mililitre
bakteri igermekteydi.
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E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603 izolatlari i¢cin McFarland
densitometre kullanilarak 1 McFarland’ik 3x10® kob/mililitre bakteri iceren tiipler
hazirlandi.

Her Gg bakteri igin dilisyon agamasi amaciyla oncelikle 3x10% olan saylyl 1x10%e
dusurmek icin 2 ml PBS solusyonu igeren laboratuvar tiptine 1 ml 1 McFarland bakteri
suspansiyonu eklendi. Daha sonrasinda alinan 4 adet 9 ml PBS iceren tuplere sirayla bir
onceki dilusyondan birer ml ¢ekilerek eklendi ve her agamada tupler tam homojenizasyon
icin vortekslendi. Bu asamalardan sonra kullanilacak bakteri soliisyonu 1x10* ‘e getirildi.
Solusyon olasi bakteri iremesini engellemek icin buzdolabina (Nuve MD504, Turkiye)
+4°C’ye kaldirild1.

Calismamizin ana grubunu TAD’e sahip K. pneumoniae izolati olugturmaktaydi. Bu
izolatin farkli trombosit konsantresindeki Uremelerinin arastiriimasi amaciyla 3 grup
olusturuldu (Tablo 4.1. ve Resim 4.4.). Bunlar sirasi ile;

1. Trombositten Zengin Plazmanin (TZP) Grubu

2. Trombositten Fakir Plazmanin (TFP) Grubu

3. Kontrol (Phosphate buffered saline, PBS) Grubu

Tablo 4.1. TAD'e Sahip K. pneumoniae izolatin Farkli Trombosit Konsantresindeki

Calisma Gruplari.

TZP Grubu TFP Grubu PBS (Kontol)

Grubu

Buyyon 700 pl 700 pl 700 pl

K. pneumoniae 100 pl 100 pl 100 pl

(1x10%)

Trombin 40 pl 40 pl 40 pl

TZP 160 pl - -

TFP - 160 pl -

PBS - - 160 pl

TZP: Trombositten zengin plazma, TFP: Trombositten fakir plazma, PBS: Phosphate

buffered saline
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4.1.11. Trombositten Zengin Plazmanin (TZP) Grubu

Koloni sayilari ayarlanmig (1X1O4) 100 pl TAD’e sahip K. pneumoniae, galisma
oncesi buzdolabindan ¢ikarilarak agzi kapakli cam c¢alisma tuplerine eklendi. Bunun
uzerine 700 pl buyyon, 160 ul TZP son olarak 40 ul trombin eklendi (Tablo 4.1.). Calisma
tiiplerinde 10x daha diliisyon gergeklestiginden son bakteri konsantrasyonu 1x10* kob/ml
haline geldi (Resim 4.5.).

Tapler 37°C’ de etlivde (Resim 4.5.) 200 rpm’de galigan ajitatér (Thermolyne Maxi
Mix Il Type 65800, ThermoFischerScientific, A.B.D) Uzerinde inkiibasyona kaldirildi. Daha
Oonceden belirledigimiz saatlerde (1., 2., 4., 8., 12. saat) tlpler kontrol ekimleri igin ¢ikarildi.
Ekim Oncesi tupler tekrar vortekslenerek homojenizasyonu saglandi. Ekimler sirasinda 10
ul 6rnek filtreli steril pipet ucu (0,1-10 pl, AHN, Almanya) kullanilarak 90 pl steril serum
fizyolojik ile steril bos petri Uzerinde karigtirildi (Resim 4.6.).

Bu 100 pl ‘lik (10%) karisim %5’lik koyun kanli agarin yiizeyine yayildi. 18-24 saatlik
37°C de inkubasyon sonrasi koloniler sayim i¢in degerlendirildi.

Resim 4.4. Otolog trombin, TZP-TFP-PBS (Kontrol Grubu) ve TAD’e Sahip K.

pneumoniae Karigimi.

A: Uglincu bagdisciya ait sirasiyla TZP, TFP, PBS tiipleri. Koyu kirmizi renk TZP,
turuncu renk TFP, sari renk PBS sisesi
B: Bir calisma gunune ait galigma gruplari
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Resim 4.5. Otolog trombin, TZP-TFP-PBS (Kontrol Grubu) ve TAD’e Sahip K. pneumoniae

Karisiminin Etiivde Bekletiimesi ve Calkalanmasi.

Resim 4.6. 10 ul 6rnek, 90 pl steril serum fizyolojik ile steril bos petri Uzerinde karigimi.
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4.1.12. Trombositten Fakir Plazmanin (TFP) Grubu

100 pl 1X10* TAD’e sahip K. pneumoniae, calisma tiiplerine eklendi. Bunun {izerine
700 pl buyyon, 160 pl TFP son olarak 40 pl trombin eklendi (Tablo 4.1.). Calisma tuplerinde
10x daha diliisyon gerceklestiginden son bakteri konsantrasyonu 1x10° kob/ml haline geldi
(Resim 4.4.).

Tupler 37°C’ de etivde 200 rpm’de galisan ajitator Uzerinde inklibasyona kaldirildi.
Daha 6nceden belirledigimiz saatlerde (1., 2., 4., 8.,12. saat) tupler kontrol ekimleri igin
cikarildi (Resim 4.5.). Ekim Oncesi tupler tekrar vortekslenerek homojenizasyonu saglandi.
Ekimler sirasinda 10 pl 6rnek, 90 ul steril serum fizyolojik ile steril filtreli pipetle karigtirildi
ve 100 pl ‘lik tdm hacim (Resim 4.6.) % 5’lik koyun kanl agarin yuzeyine yayildi. 18-24
saatlik 37°C de inkubasyon sonrasi koloniler sayim igin degerlendirildi.

4.1.13. Kontrol (Phosphate buffered saline, PBS) Grubu

100 pl 1X10* A. baumannii galisma tiiplerine eklendi. Bunun {izerine 700 yl buyyon,
160 pl PBS son olarak 40 pl trombin eklendi (Tablo 4.1.). Calisma tuplerinde 10x daha
diliisyon gergeklestiginden son bakteri konsantrasyonu 1x10° kob/ml haline geldi (Resim
44).

Tupler 37°C’de etuvde 200 rpm’de galisan ajitator Uzerinde inkubasyona kaldirildi.
Daha onceden belirledigimiz saatlerde (1., 2., 4.,8. 12. saat) tupler kontrol ekimleri igin
cikarildi (Resim 4.5.). Ekim Oncesi tupler tekrar vortekslenerek homojenizasyonu saglandi.
Ekimler sirasinda 10 pl drnek, 90 ul steril serum fizyolojik ile karigtirildi ve 100 pl’ lik tUm
% %’lik koyun kanli agarin yuzeyine yayildi hacim (Resim 4.6.). 18-24 saatlik 37°C de
inkubasyon sonrasi koloniler sayim i¢in degerlendirildi.

4.1.14. Ureme Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Etlv icinde 18-24 saatlik inklbasyon suresi bitimi koloniler koyun kanli agarda
sayildi (Resim 4.7.).
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Resim 4.7. Bir Kan Bagiscgisina Ait TZP, TFP, PBS’li Ortamlarda %5 Koyun Kanl Agar ve
Mueller-Hinton Agar Plaklarinda Ekim Zamani ve Gruplandirmalari.

BIR NUMARALI BAéISQIYAAiT PLAKLAR
TZP TFP PBS (kontrol)

1. saat ekimleri

1. saat Miiller-Hinton Agar
ekimleri

2. saat ekimleri

4, saat ekimleri

8. saat ekimleri

12. saat ekimleri

4.1.15. E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603

Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

TAD’e sahip K. pneumoniae izolatina TZP’nin etkinligini arastirmak icin, E. coli
ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603 suglari karsilastirma amacl segildi. Bu
suslarin se¢iminde antimikrobiyal duyarhlik testleri igcin uygulama standartlarinda tavsiye
edilen standart sus olan E. coli ATCC 25922 ile GSBL dogrulama testi yapilirken rutin
olarak kullanilmasi 6nerilen K. pneumoniae ATCC 700603 suslariyla TZP’ li ortamlarda

uremeleri ortaya konulmasi amaciyla Tablo 4.2. ve Tablo 4.3’deki gruplar olusturuldu.
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Tablo 4.2. E. coli ATCC 25922 izolatinin Farkli Trombosit Konsantresindeki Calisma

Gruplari.
TZP Grubu TFP Grubu PBS (Kontol)
Grubu
Buyyon 700 pl 700 pl 700 pl
E. coli ATCC 100 pl 100 pl 100 pl
25922 (1x10%)
Trombin 40 pl 40 pl 40 pl
TZP 160 pl - -
TFP : 160 pl =
PBS - - 160 pl

Tablo 4.3. K. pneumoniae ATCC 700603 izolatinin Farkli Trombosit Konsantresindeki

Calisma Gruplari.

TZP Grubu TFP Grubu PBS (Kontol)

Grubu

Buyyon 700 pl 700 pl 700 pl

K. pneumoniae 100 pl 100 pl 100 pl

ATCC 700603

(1x10%)

Trombin 40 pl 40 pl 40 pl

TZP 160 pl - -

TFP - 160 pl -

PBS - - 160 pl
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Her bir bakteriye ait tiplerden 1., 2., 4.,8. 12. saatlerde 10 ul 6rnek, 90 pl steril serum
fizyolojik ile karigimlar ve koyun kanli agarin yuzeylerine ekimler yapildi. 18-24 saatlik 37°C
de inkuibasyon sonrasi TAD’e sahip K. pneumoniae sonuglari ile kargilagtirmak igin sayildi.

4.1.16. istatistiksel Analiz

Bu calismada , calismanin sonug¢ degiskeni olan Ureme sayilarina sureklilik ve
karekok ile normallik duzeltmesi uygulanarak tekrarlanan olgumli ANOVA yontemiyle ig
ice bagimh 3 faktorli deneme desenine gore SPSS 21 kullanilarak ( AEK Arastirma Ltd.
Sti , Mersin Teknopark) biyoistatistik uzmanlari tarafindan veri analizleri yapilmis,
tekrarlanan olgumlu ANOVA sonrasi zamana, mikroorganizmalara ve trombosit
konsantrasyonlarina gore bagimli grup karsilastirmalari igin repeated ve simple contrast
kullaniimigtir. 1. tip hata en ¢ok % 5 olacak sekilde red edilen hO hipotezleri * ile
isaretlenmistir. Tanimlayici istatistikler hem transformasyon 6ncesi hem sonrasi ayri ayri

verilmigtir. p< 0,05 degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

5. BULGULAR

5.1. Bagiscilara Ait Demografik Ozellikler

Calismaya dahil edilen bagiscilarin yas ortalamasi 36,5 + 6,5 olup, 2 bagisca kadindi.
Bagiscilarin tam kan analizinde ortalama Beyaz Kure (WBC) sayisi; 7,2 x 10° pl, ortalama
Trombosit (Trombosit) sayisi 236,8 x 10° pl olarak gOzlendi.

5.2.TZP ve TFP Ozellikleri

Tam kan ve TZP’ye ait beyaz kure, notrofil, lenfosit ve trombosit sayilari Tablo
5.1.'de verilmistir. TZP’de beklendigi Uzere trombosit sayisi artmisken, beraberinde beyaz
kure sayisida artti.

Trombositten Zengin Plazma (TZP)'deki ortalama Beyaz Kure (WBC) sayisi; 76,18
x 10° pl, Trombosit (Trombosit) sayisi 2218 x 10° pl olarak saptandi. Bagiscilarin TZP
ozellikleri Tablo 5.1.’de 6zetlenmigtir. TZP’deki trombosit ve WBC verimliliginde sirasiyla
yaklasik 9,3 ve 10,5 artis saptandi.

Tam kan ve TFP’ye ait beyaz kure, notrofil, lenfosit ve trombosit sayilari Tablo
5.2.'de verilmistir. TFP’de beklendigi GUzere trombosit sayisi azalirken, beraberinde beyaz
kure sayisida azaldi.
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Trombositten Fakir Plazma (TFP)'deki Beyaz Kiure (WBC) sayisi; 2,76 x 10° pl,
Trombosit (Trombosit) sayisi 174,7 x 10° ul olarak saptandi. Bagisgilarin TFP 6zellikleri
Tablo 5.2.’de 6zetlenmistir. TFP’deki WBC’de dnemli derecede dusus, trombosit sayisinda
yaklasik %50 oraninda azalma tespit edildi.
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5.3.Bagis¢i Tam Kan Parametreleri ile TZP ve TFP gruplarinin istatistiksel

Analizi

Bagisci tam kanlarinda odlgulen beyaz kure, notrofil, lenfosit ve trombosit sayilari;
TFP grubunda dl¢ulen degerlerden daha yuksek, TZP grubundan ise daha dusuk olarak
tespit edildi. Bagiscilarin tam kan parametrelerinin TZP ve TFP’ deki degerleri arasindaki

bu fark istatiksel olarak anlamliydi (Tablo 5.3).

TZP ve TFP’ deki olglilen degerler beyaz kire, notrofil, lenfosit ve trombosit
sayilari kargilastirildiginda TZP’ deki de@erlerin timUuniun daha yuksek oldugu tespit edildi.

Bu iki grup arasindaki farkta istatiksel olarak anlamliydi (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. Bagis¢i Tam Kan, TZP, TFP gruplarinda parametrelerin analizi.

BAGISCI TROMBOSITTEN TROMBOSITTEN
HUCRE TiPI . .
TAM KAN ZENGIN PLAZMA FAKIR PLAZMA
(TZP) (TFP)
Beyaz Kure
(WBC) Sayisi 7,2+1,52P 76,18 £ 35,7 °° 2,76 + 0,95 *°
x 103 pl
Notrofil Sayisi
42+1,33" 36,2 + 26,3 P° 0,63 + 0,33 ¢
x 103 pl
Lenfosit Sayisi
2,5+0,32P 31,9+10,2 P° 1,7 £ 0,6 >
x 103 pl

Trombosit Sayisi

x 103 pl

236,8 + 42,9 2P

2218 + 1186"°

174,7 £ 67,7 *°

Mann-Whitney U testi, p: anlamlilik duzeyi, SS: standart sapma
Tam Kan - TFP < 0.05;

® Tam Kan - TZP <0.05,
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5.4.TAD’e Sahip K. pneumoniae izolatinin Antibiyotik Duyarlilik ve Direng
Ozellikleri

Calismaya alinan izolatin disk diffizyonda antibiyotik duyarlilik oranlari Resim
5.1.'de, yine tur tayini ve antibiyogram sonucu VITEKZ ile Resim 5.2.'de gosterilmektedir.
Antibiyogramin degerlendiriimesi bakteriler igin versiyon 6,0 EUCAST (The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) kriterlerine gdre yapildi. izolatin kolistin
ve tigesiklin dahil test edilen tim antibiyotiklere karsi direncli oldugu oldugu gézlendi. izolat
TAD tanimina uymaktaydi.

Resim 5.1. K. pneumoniae izolatinin Disk Difflizyonda Antibiyotik Duyarlilik-Direng

Ozellikleri.

N7?

N77: K. pneumoniae izolatina laboratuvarda vermis oldugumuz numara.

SAM: Ampisilin/sulbaktam; PIP: Piperasilin; CAZ: Seftazidim; SCF:
Sefaperazon/sulbaktam; FEP: Sefepim; IMP: imipenem; MEM: Meropenem; AK:
Amikasin; CN: Gentamisin; NET: Netilmisin; TOB: Tobramisin; CIP: Siprofloksasin; LEV:
Levofloksasin; TE: Tetrasiklin; TIG: Tigesiklin; CS: Kolistin; SXT:
Trimetoprim/sulfametoksazol; TPZ: Piperasilin/tazobaktam.
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Resim 5.2. VITEKZ ile Yapilan Tur Tayini ve Antibiyogram Sonucuna Gore K.
pneumoniae izolatinin TAD’e Sahip Oldugu Tespit Edildi.

Hasta ID: 77N-T

Hasta Adi: Q
Tezgah: DIGER

Izolat Grubu: 77N-T-1

Kart Turi: GN Test Cihazi: 00000A4EQE3A (5757)
Kart Turi: AST-N326 Test Cihazi: 00000A4EQE3A (5757)

Biyonumara: 6607734673565010

Kart: AST-N326 Lot No: 7660226403 f:;h'i(:”"‘“"“ :g;gg'gégm
N Tamamlandi: (1)1 ;’gnéégw Durum: Son 2::::“: 9,50 saat
Antimikrobiyal MIK Yorum Antimikrobiyal MIK Yorum
Piperasilin >= 128 R Netilmisin >= 32 R
Piperasilin/Tazobaktam >=128 R Tobramisin >=16 R
Seftazidim >= 64 R Siprofloksasin >=4 R
Sefepim =39 R Levofloksasin >=8 R
Aztreonam >= 64 R Tetrasiklin ) )
Imipenem >=16 R Tigesiklin >=8 R J
Meropenem >=16 R Kolistin >= 16 R J
Amikasin >=64 R Trimetoprim/Sulfametaksazol >= 320 REEEE |
Gentamisin >=16 R 4‘

+= Genigletilen antibiyotik *= AES tarafindan degistirildi **= Kullanici tarafindan degistirildi  (-)= Duyarlilik testi tavsiye
edilmez; tur tedavi igin zayif bir hedeftir.

R £ EUCAST+
Son Deglstmlrpe. 01.Agu.2016 14:23 Parametre Seti: Fenotipik
Tarihi: CDT 2016

Sz

Tutarh

Uyum Diizeyi:

IMPERMEABILITE KARBA (+ESBL VEYA +HL
inceleme igin isaretienmis |om " AMLAR  |AmpC) KARBAPENEMAZ (+ VEYA - ESBL)

fenotipler: QMINOGLIKOZITLE DIRENGLI GEN TOB NET AMI (AAC(6)+?)

N77: K. pneumoniae izolatina laboratuvarda vermis oldugumuz numara.

SAM: Ampisilin/sulbaktam; PIP: Piperasilin; CAZ: Seftazidim; SCF:
Sefaperazon/sulbaktam; FEP: Sefepim; IMP: imipenem; MEM: Meropenem; AK:
Amikasin; CN: Gentamisin; NET: Netilmisin; TOB: Tobramisin; CIP: Siprofloksasin; LEV:
Levofloksasin; TE: Tetrasiklin; TIG: Tigesiklin; CS: Kolistin; SXT:
Trimetoprim/sulfametoksazol; TPZ: Piperasilin/tazobaktam.
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5.5.Koloni Sayimi

Koloni sayimlari 18-24 saatlik inklUbasyon sonrasinda buyute¢ (Baloo, 8711G,
Tarkiye) yardimiyla yapildi. Sayilan kolonilerin karisikliga yol agmamasi icin Uzerleri steril
tek kullanimlik 6zenin sivri tarafi ile ¢izildi. Kolonilerin sayilabilecegi ust deger 1000 olarak
belirlendi. Koloni sayisi 1000 ve uzerindeki olan tum degerler 1000 olarak kabul edildi.

TAD’e sahip K. pneumoniae TZP grubunun saatlere gore koloni ortalamalari
sirasiyla 1.saat igin 1,8; 2. saat i¢in 2; 4. saat igin 5,7; ve 8. Saat i¢in 448 ve son olarak 12.
saat icin 1000 olarak bulundu (Tablo 5.4.).

TAD’e sahip K. pneumoniae TFP grubunun saatlere gore koloni ortalamalari
sirasiyla 1.saat igin 2,3; 2. saat i¢in 3,1; 4. saat igin 5,7; ve 8. Saat i¢in 692,6 ve son olarak
12. saat i¢in 1000 olarak bulundu (Tablo 5.4.).

TAD’e sahip K. pneumoniae PBS grubunun saatlere gore koloni ortalamalari
sirasiyla 1.saaticin 6,3; 2. saat i¢in 9,6; 4. saat i¢in 47,3; ve 8. Saat igin 1000 ve son olarak
12. saat i¢in 1000 olarak bulundu (Tablo 5.4.).

Herbir bagisclya ait tum gruplarin saatlik Greme sonuglari Resim 5.3. (1.Bagisci),
Resim 5.4. (2.Bagis¢i), Resim 5.5. (3.Bagis¢i), Resim 5.6. (4.Bagisci), Resim 5.7.
(5.Bagisci), Resim 5.8. (6.Bagisci), Resim 5.9. (7.Bagisci), Resim 5.10. (8.Bagisci),

Resim 5.11. (9.Bagis¢i), Resim 5.12. (10.Bagisci)’da gosterilmigtir.
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Tablo 5.4. Koyun Kanli Agar plaklarinda ekim sonrasi 18-24. saat sonunda TAD’e sahip K.

pneumoniae ¢alisma grubuna ait koloni sayilari.

1. Saat 2. Saatteki 4.Saatteki 8. Saatteki 12.Saatteki

Ureme Ureme Ureme Ureme Ureme Sonuglar

Sonuglar Sonuglar Sonuglar Sonuglar
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol

TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP

PBS PBS PBS PBS PBS
1Bagisgt | | | 3 10 1 8 8 22 | 17 76 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
2.Bagiser | 4 | 4 7 2 | 7 8 | 19 | 10 | 121 | 1000 | 1000 | 1000 |1000 | 1000 | 1000
3.Bagiser | 4 | 3 5 0 0 8 5 | 1 39 445 | 630 | 1000 |1000 | 1000 | 1000
4Bagise | | 4 10 2 5 8 3 | 7 50 410 | 580 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
SBagisel | 5 | 5 9 1 6 7 1 | 16 21 380 | 620 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
6.Bagisst | | | 2 0o | 1 8 1] 0 25 0o | 47 | 1000 |1000|1000| 1000
7Bagiser | 5 | 3 2 0 6 0| o 7 37 | 49 | 1000 | 1000|1000 | 1000
8.Bagiser | | o 6 9 0 12 0| o 58 66 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
9.Bagiser | 5 | 4 4 1 2 12 5 1 22 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
10.Bagiset| , | 4 7 2 | 2 19 | 1] 5 54 | 142 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
ORT: [18]23]| 63 2 | 31| 96 |57 |57 47,3 | 448 [692,6| 1000 |1000|1000| 1000

TZP: Trombositten zengin plazma, TFP: Trombositten fakir plazma, PBS: Phosphate buffered saline
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Resim 5.3. 1. Bagisc¢idan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine

saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL
1. Bagisci PBS

Pl

"

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT

12. SAAT
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Resim 5.4. 2. Bagisgidan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine
saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL
2. Bagisgl PBS

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT

12. SAAT
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Resim 5.5. 3. Bagiscidan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine

saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL
3. Bagisel PBS

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT
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Resim 5.6. 4. Bagiscidan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine

saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL

4. Bagisel PBS

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT

56



Resim 5.7. 5. Bagisc¢idan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine

saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL
5. Bagisgl PBS

1. SAAT

4. SAAT

8. SAAT
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Resim 5.8. 6. Bagiscidan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae
Uzerine saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL
6. Bagiscl PBS

—

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT
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Resim 5.9. 7. Bagiscidan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae

Uzerine saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL
7. Bagisel PBS

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT
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Resim 5.10. 8. Bagisgidan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae

Uzerine saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL
8. Bagisgl PBS

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT
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Resim 5.11. 9. Bagis¢idan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine

saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL
9. Bagisel PBS

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT
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Resim 5.12. 10. Bagiscidan elde edilen TZP, TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae

Uzerine saatlere gore etkinligini gosteren koloni sayim plaklari.

TZP TFP KONTROL

10. Bagisei PBS

T

1. SAAT

2. SAAT

4. SAAT

8. SAAT
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Tablo 5.5. Koyun Kanli Agar plaklarinda ekim sonrasi 18-24. saat sonunda E. coli ATCC 25922

calisma grubuna ait koloni sayilari.

1. Saatteki 2. Saatteki 4.Saatteki 8. Saatteki 12.Saatteki
Ureme Ureme Ureme Ureme Ureme
Sonuglari Sonuglari Sonuglari Sonuglari Sonuglari
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP
PBS PBS PBS PBS PBS
1.Bagisci
1 6 7 1 17 19 216 | 167 218 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000
2.Bagiscl
2 2 9 1 5 10 18 106 148 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000
3.Bagisci
1 1 10 5 1 2 0 17 35 390 862 1000 1000 | 1000 1000
4.Bagisgl
1 2 9 1 0 6 7 1 32 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000
5.Bagisci
1 1 9 1 1 4 5 11 13 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000
6.Bagisci
0 0 11 0 0 5 0 0 4 0 0 1000 1000 | 1000 1000
7.Bagisci
3 2 3 0 0 7 6 6 23 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000
8.Bagisel
0 4 6 0 5 9 1 4 29 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000
9.Bagisel
0 0 9 0 1 8 1 13 60 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000
10.Bagisg!
0 21 12 0 1 9 2 3 46 98 1000 1000 1000 | 1000 1000
ORT: 0,9 3,9 8,5 0,9 3,1 7,9 25,6 | 32,8 60,8 748,8 | 886,2 1000 1000 | 1000 1000

TZP: Trombositten zengin plazma, TFP: Trombositten fakir plazma, PBS: Phosphate

buffered saline
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Tablo 5.6. Koyun Kanli Agar plaklarinda ekim sonrasi 18-24. saat sonunda K. pneumoniae

ATCC 700603 calisma grubuna ait koloni sayilari.

1. Saat 2. Saatteki 4.Saatteki 8. Saatteki 12.Saatteki
Ureme Ureme Ureme Ureme Ureme
Sonuglari Sonuglari Sonuglari Sonuglari Sonuglari
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP TZP | TFP

PBS PBS PBS PBS PBS

1.Bagisci o | s 11 3 | 20 43 3 | 182 | 419 | 1000 |1000| 1000 |1000]|1000| 1000

2.Bagisgi o | 1 8 2 | o 22 2 | 96 | 128 | 1000 |1000| 1000 |1000]|1000| 1000
3.Bagisci

1| 3 7 o | o 7 0o | o 112 | 1000 |1000| 1000 |1000|1000| 1000
4.Bagisci

o | o 6 1| o0 7 9 | 2 106 | 1000 |1000| 1000 |1000|1000| 1000

>-Bagis¢i o | 6 9 1| 3 8 0o | s 58 510 | 440 | 1000 |1000|1000| 1000
6.Bagisci

1| o0 11 1| 8 16 0o | 8 37 o |1000| 1000 |[1000]|1000| 1000

7-Bagiscl 0o | 3 16 2 | o 12 o | 78 37 1000 |1000| 1000 |1000|1000| 1000

8.Bagisci 1| s 7 0 | 2 15 14 | 58 54 | 1000 |1000| 1000 |1000|1000| 1000

9-Bagiscl o | o 25 o | o 18 19 | 1 | 1000 | 1000 |1000| 1000 |1000|1000| 1000
10.Bagisel

6 | 32 12 o | 13 28 0 | 2 158 | 1000 |1000| 1000 |1000|1000| 1000

ORT: | 09 [ 58 | 11,2 1 | a6 | 176 | 47 | 432 | 2109 | 851 | 944 | 1000 |[1000|1000| 1000

TZP: Trombositten zengin plazma, TFP: Trombositten fakir plazma, PBS: Phosphate

buffered saline
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5.6.TAD’e sahip K. pneumoniae TZP, TFP, PBS’li Ortamlarda Uremelerin
Karsilagtiriimasi

Trombositten Zengin Plazma (TZP), Trombositten Fakir Plazma (TFP) ve PBS’li
ortamlarda 1x10° kob/ml TAD’e sahip K. pneumoniae igeren tiipler ajitatorde 37°C’ de
etlvde bekletidikten sonra ¢calismanin 1., 2., 4.,8., ve 12. saatlerinde koyun kanli agar
plaklarina ekim yapilip, 18-24 saat inkibasyon sonrasi degerlendirildiginde;

TZP ve TFP ortamlarinda uremeler kiyaslandiginda (Resim 5.13.) transforme
edilmig ortalama olarak 4. saatte tepe noktasina ulastigi, 8. saatte bu etkinligin
azaldigi, 12. saaatte trombositlerin antimikrobiyal etkinligini kaybettigi goruldu (Tablo
5.7.).

Resim 5.13. TAD’e sahip K. pneumoniae TZP, TFP ve PBS’li ortamlarada transforme
edilmig Ureme ortalamalari kiyaslama grafigi

TAD K. pneumoniae

40,004

— TzZP
— TFP
PBS

30,007

20,007

10,004

Transfomre Edilmis Ortalamalar

007

T T T T T

1.Saat 2.5aat 4.Saat 8.5aat 12.Saat
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Tablo 5.7: TAD’e Sahip K. pneumoniae Uzerine TZP, TFP Uremelerinin
Ekim Zamanlar Kargilasgtiriimasi.

n:10 p degeri
1. Saat — 2. Saat 0,92
2. Saat — 4. Saat 0,28
1. Saat — 4. Saat 0,24
2. Saat — 8. Saat 0,001*
TZP 4. Saat — 8. Saat 0,001*
1. Saat — 12. Saat <0,001*
2. Saat — 12. Saat <0,001*
4. Saat — 12. Saat <0,001*
8. Saat — 12. Saat 0,005*
1. Saat — 8. Saat 0,001*
1. Saat — 2. Saat 0,52
2. Saat — 4. Saat 0,08
1. Saat — 4. Saat 0,12
2. Saat — 8. Saat 0,001*
TFP 4. Saat — 8. Saat <0,001*
1. Saat — 12. Saat <0,001*
2. Saat — 12. Saat <0,001*
4. Saat — 12. Saat <0,001*
8. Saat — 12. Saat 0,05*
1. Saat — 8. Saat <0,001*
p: anlamlilik dizeyi *Tekrarli ve Basit Kontrast Testler, - : Yetersiz Veri

TZP ve TFP gruplarinin TAD’e Sahip K. pneumoniae uremelerinin ekim
zamanlan kiyaslandiginda; TZP grubunun antimikrobiyal etkinlik 1., 2. ve 4. saatte
daha yuksek oldugu (Tablo 5.7.), bakteri Uremesi Uzerine baskinin daha etkili oldugu

gorulda.
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Tablo 5.8. Her Ug¢ Mikroorganizma Uzerine TZP, TFP, PBS’li Ortamda Uremelerinin
Karsilastiriimasi

n:10 p degeri
TZP - TFP 0,61
1. Saat Ekim TAD K. pneumoniae TZP — PBS 0,004*
TFP - PBS <0,001*
TZP - TFP 0,51
2. Saat Ekim TAD K. pneumoniae TZP — PBS <0,001*
TFP — PBS 0,003*
TZP - TFP 0,94
4. Saat Ekim TAD K. pneumoniae TZP — PBS <0,001*
TFP — PBS <0,001*
TZP - TFP 0,04*
8. Saat Ekim TAD K. pneumoniae TZP — PBS 0,005*
TFP - PBS 0,05*
TZP - TFP -
12. Saat Ekim | TAD K. pneumoniae TZP — PBS -
TFP — PBS -
TZP - TFP 0,13
1. Saat Ekim E. coli ATCC 25922 TZP - PBS <0,001*
TFP — PBS 0,01
TZP - TFP 0,19
2. Saat Ekim E. coli ATCC 25922 TZP — PBS 0,001*
TFP — PBS <0,001*
TZP - TFP 0,18
4. Saat Ekim E. coli ATCC 25922 TZP - PBS 0,001*
TFP - PBS <0,001*
TZP - TFP 0,20
8. Saat Ekim E. coli ATCC 25922 TZP - PBS 0,11
TFP — PBS 0,31
TZP - TFP -
12. Saat EKim | E. coli ATCC 25922 TZP - PBS -
TFP — PBS -
TZP - TFP 0,02*
1. Saat Ekim K. pneumoniae ATCC 700603 | TZP — PBS <0,001*
TFP - PBS 0,04*
TZP - TFP 0,26
2. Saat Ekim K. pneumoniae ATCC 700603 | TZP — PBS <0,001*
TFP - PBS <0,001*
TZP - TFP 0,06
4. Saat Ekim K. pneumoniae ATCC 700603 | TZP — PBS 0,001*
TFP — PBS 0,03*
TZP - TFP 0,37
8. Saat Ekim K. pneumoniae ATCC 700603 | TZP — PBS 0,23
TFP — PBS 0,34
TZP - TFP -
12. Saat EKim | K. pneumoniae ATCC 700603 | TZP — PBS -
TFP - PBS -
p: anlamlilik dizeyi *Tekrarli ve Basit Kontrast Testler, - : Yetersiz Veri
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TZP ve TFP kendi iclerinde kiyaslandiginda ise 1.,2.,4. saatlerde yapilan
ekimlerde fark olmakla birlikte bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goruldu
(Tablo 5.8.). Fakat 8. saat ekimlerinde ise fark olmakla birlikte istatistiksel olarak da
anlamhydi. Bu farklihgin TZP igerisindeki Trombosit ve I10kosit sayisinin daha yuksek

olmasindan kaynaklanabilecegi dusunulda.

5.7. E. coli ATCC 25922’nin TZP, TFP, PBS’li Ortamlarda Uremelerin
Karsilagtiriimasi

E. coli igeren tupler ajitatorde 37°C’ de etuvde bekletidikten sonra galismanin 1.,
2., 4.8., ve 12. saatlerinde koyun kanli agar plaklarina ekim yapilip, 18-24 saat
inkibasyon sonrasi degerlendirildiginde;

TZP ve TFP ortamlarinda uremeler kiyaslandiginda (Resim 5.14.) transforme
edilmig ortalama olarak 2. saatte tepe noktasina ulastigi, 8. saatte bu etkinligin
azaldigi, 12. saaatte trombositlerin antimikrobiyal etkinligini kaybettigi goruldu. Bu
etkinlikler 8. saate kadar istatistiksel olarak da anlamliydi (Tablo 5.8.)

Resim 5.14. E. coli ATCC 25922nin TZP, TFP ve PBS’li ortamlarada

transforme edilmis Ureme ortalamalari kiyaslama grafigi

E. coli ATCC 25922

40,004

— TzZP
— TFP
PBS

30,007

20,007

Transfomre Edilmis Ortalamalar

10,00

007

T T T T T

1.Saat 2.5aat 4.Saat 8.5aat 12.Saat
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5.8. K. pneumoniae ATCC 700603’nin TZP, TFP, PBS’li Ortamlarda

Uremelerin Karsilastiriimasi

K. pneumoniae daha ©Once Dbelirlenen saatlerde yapilan ekimleri
degerlendirildiginde;

TZP ve TFP ortamlarinda Gremeler kiyaslandiginda (Resim 5.15.) transforme
edilmis ortalama olarak 2. saatte tepe noktasina ulastigi, 4. saatte tepe noktasina
yakin devam ettigi, 8. saatte bu etkinligin azaldigi, 12. saaatte trombositlerin
antimikrobiyal etkinligini kaybettigi goruldu. Bu etkinlikler 8. saate kadar istatistiksel

olarak da anlamliydi (Tablo 5.8.)

Resim 5.15. K. pneumoniae ATCC 700603'nin TZP, TFP ve PBS’li ortamlarada

transforme edilmis Ureme ortalamalari kiyaslama grafigi.

K. pneumonaie ATCC 700603

40 00+

- TZP
% 00~ — TFP
PBS

20,00

1000+

Transfomre Edilmis Ortalamalar

00—

T T T T T |

1.5aat 2.5aat 4 .Saat 8.5aat 12.Saat
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5.9.TZP’nin TAD’e Sahip K. pneumoniae, E. coli ATCC 25922 ve K.
pneumoniae ATCC 700603 Uzerindeki Etkinligi incelenmesi

TZP’nin her ug¢ bakteri Gzerine etkinligi ayri ayri gosterilmis olmasina ragmen bu
etkinliklerin bakteri tart ve direng durumuna gore karsilastirildiginda;

TZP’nin sadece 8. saatteki TAD’e Sahip K. pneumoniae ve K. pneumoniae
ATCC 700603 arasinda istatistiksel anlamli bir fark goruldu (Tablo 5.9.). Sekizinci
saatteki koloni sayisinin daha az ve bu Ureme azliginin istatistiksel anlamli olmasi
bakteri direnci artttkga bakterinin trombositlere daha hassas olabilecegini
dusundurmektedir.

Fakat TZP’nin 1., 2. ve 4. saatlerinde etkinliklerinin her G¢ bakteri Uzerine ayni
oldugu ve bunlarinda istatistiksel olarak anlamsiz oldugu bulundu. Bu anlamsizlik
calismamizda kullanilan gram negatif enterik bakteriler Uzerinde TZP’nin bakteri turu
ve diren¢ durumu gozetmeksizin antimikromisidal etkinlik yaptigi olarak degerlendirildi.
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Tablo 5.9. TZP’nin Zamana Goére Her Ug¢ Mikroorganizma Uzerine

Etkinliginin Karsilagtiriimasi.

n:10 P degeri
TAD K. pneumoniae — E. coli ATCC 25922 0,12
1. Saat TAD K. pneumoniae — K. pneumoniae ATCC 700603 0,20
Ekim E. coli ATCC 25922 — K. pneumoniae ATCC 700603 0,80
TAD K. pneumoniae — E. coli ATCC 25922 0,27
2. Saat TAD K. pneumoniae — K. pneumoniae ATCC 700603 0,46
Ekim E. coli ATCC 25922 — K. pneumoniae ATCC 700603 0,28
TAD K. pneumoniae — E. coli ATCC 25922 0,31
4. Saat TAD K. pneumoniae — K. pneumoniae ATCC 700603 0,41
Ekim E. coli ATCC 25922 — K. pneumoniae ATCC 700603 0,99
TAD K. pneumoniae — E. coli ATCC 25922 0,09
8. Saat TAD K. pneumoniae — K. pneumoniae ATCC 700603 0,02*
Ekim E. coli ATCC 25922 — K. pneumoniae ATCC 700603 0,38
TAD K. pneumoniae — E. coli ATCC 25922 -
12. Saat TAD K. pneumoniae — K. pneumoniae ATCC 700603 -
Ekim E. coli ATCC 25922 — K. pneumoniae ATCC 700603 -
p: anlamlilik duzeyi *Tekrarli ve Basit Kontrast Testler , - : Yetersiz Veri
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6. TARTISMA

Antimikrobiyal diren¢ dunya ¢apinda insan sagligina yonelik en buyuk tehditlerden biri
olarak kabul edilmektedir (5). insanlar ve hayvanlarda antimikrobiyal ajan kullaniminin
artmasi, segici baskiyl artirmakta dolayisi ile mikroorganizmalarin diren¢ genlerini
gelistirmeye yonelik dogal bir ortam yaratmaktadir.

Antibiyotiklere direngli patojenler gunumuzde surekli artmasina ragmen, yeni
antibiyotiklerin gelisimi dnemli dlgude yavaslamaktadir. Son 10 yil iginde sik kullanilan
antibiyotiklere direncli klinik suglar tum dunyada yayginlasmistir. Yeni kullanima
sunulacak olan sinirli sayida antimikrobiyal molekul olmasi yeni ve alternatif tedavi
segeneklerini gerekli kilmaktadir (20).

TAD’e sahip bakteriyel enfeksiyonlar gunumuzde en sik yogun bakim
unitelerinde takip edilen hastalarda meydana gelebilmektedir. Bunlara karsi tedavi
yaklagiminda ise genellikle 1. Polimiksinler 2. Karbapenamaz kombinasyonlari 3.
Intraven6z Fosfomisin (112) 4. Ceftazidim-Avibaktam (113, 114) kombinasyonlari
onerilmektedir. Fakat bu antibiyotik kombinasyonlarina ragmen tedavide
basarisizliklar ile kargilagilabilmektedir.

Direngli mikroorganizma enfeksiyonlari agisindan mortalite ve morbidite oranlari
yuksek olan bir diger onemli hastalik ise diyabetik ayak enfeksiyonudur (DAE). Bu
konuda ise farkli gorUgler bulunmaktadir. TZP ile ilgili yapilmis c¢aligsmalarda
d’Hemecourt P ve ark. (115), Smiell ve ark. (116), Robson ve ark. (117) istatistiksel
olarak anlamli olmayan sonuglar elde etmislerdir. Steed ve ark. (118), Wieman ve ark.
(119) ise DAE de bir iyilesme saglandigi, bu iyilesmeninde istatistiksel olarak da
anlamli oldugunu gostermislerdir.

TZP etkinligi ile ilgili yapilan in vitro ve in vivo g¢aligmalardaki farkhligin temel
nedeninin tormbosit sayilarindan kaynaklandigi  gosterilmistir.  Bu durumun
trombositlerden ortama salinan kemokin, kinosidin ve antiinflamatuvar sitokin
miktarlarindaki degisikliklerden kayanklandigi belirtiimektedir. Dolayisiyla yapilan
calismalardaki basariyi etkileyen en 6nemli faktorin trombosit sayisiyla ilgili oldugu
gosterilmigtir (120).

Amable ve ark. (120) yaptiklar bir galismada, santrifij asamasinda yer ¢ekim
gucunuan (g), sure ve santrifij 1sisinin TZP'deki trombosit sayisini  etkiledigini
goOstermiglerdir. Bu galismada en etkili TZP degerleri, tam kan testi sonuglarindan elde
edilen trombosit sayisinin kag kat artirilabilecegine dair birgok ¢calismanin degerleri (g,
santriflj suresi, santrifuj 1sisi1 ve gift devirli santrifuj vb.) kullaniimasiyla bulunmaya

calisiimigtir. Amable ve ark. 17 farkli metod kullanmalarina ragmen TZP’deki trombosit
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sayisini en dusuk 0,6 kat, en yuksek 5,2 kat arttirabilmiglerdir. Magellan™ tam
otomatize sistem kullanilarak yaptigimiz bu arastirmada, bagiscilarin periferik
kanlarindaki ortalama trombosit sayisi 236,8 x10° /Ul olup TZP’deki trombosit sayisi
ise 2218x10° /ul (minimum 3,5, maksimum 15,3, ortalama 9,4 kat artig) olarak tespit
edildi. Bu degerler literatir taramamizda en ylUksek trombosit sayisina ulagsan TZP
degerlerinden birisidir.

Jago ve Jacox (121), Weksler (122), Kahn ve ark. (123), Czuprynski ve Balish
(124) ve Miragliotta ve ark. (125) trombositlerin Bacillus, Staphylococcus, Listeria,
Salmonella gibi birgok organizmaya kargi bakteriyostatik ve/veya bakterisidal etkinlige
sahip oldugunu gostermiglerdir. Fakat literatir taramamizda kolaylikla ¢apraz bulasa
yol agip, firsat¢i enfeksiyonlara sebep olabilen, tedavisi olduk¢a gug olan TAD’e sahip
K. pneumoniae gibi gibi bir patojene karsi TZP etkinliginin arastinimadigi tespit
edilmigtir. Calismamizda TZP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uremesi Uzerine 1., 2.,
4., 8. ve 12. saat Uremeleri koloni sayimlari ile incelendi (Tablo 5.4.). Bizim
calismamizda TZP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine in vitro bakteriyostatik bir
etkinlik gosterdigi ve bu etkinin 2. saatte tepe noktasina ulastigi, 4. saatte bu degere
yakin etkisinin oldugu, 8. saatte etkisinin azalmakla birlikte devam ettigi, bunun da
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. 12.saatte ise bu etkinin kayboldugu
tespit edildi. Ayni zamanda ¢alismamizin TAD’e sahip K. pneumoniae Uremesi Uzerine
TFP’nin bakteriyostatik etkinligi arastinldiginda; TFP etkinliginin maksimum 8 saat
kadar surdugu, sonrasinda zamanla bu etkinliginin azaldigi gosterildi (Resim 5.13.).

Antimikrobiyal duyarhlik testleri icin uygulama standartlarinda belirtilen kolay
ureyen bakterilerden standart sus olan E. coli ATCC 25922 Uremesi Uzerine 1., 2., 4.,
8. ve 12. saat uremeleri koloni sayimlari ile incelendiginde (Resim 5.14.) etkinin 2.
saatte tepe noktasina ulastigi, 8. saatte etkisinin azaldigi, 12. saatte ise kayboldugu
tespit edildi. GSBL dogrulama testi yapilirken rutin olarak kullaniimasi onerilen K.
pneumoniae ATCC 700603 susunda da benzer sonuglar elde edildi (Resim 5.15.).

Yang ve ark. (126) oral florada bulunan P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, F. nucleatum bakterileri Uzerine TZP, TFP, plazma ve
Trombositten Zengin Fibrin (TZF) ile antimikrobiyal etkinligi arastirmiglardir. Bu
calisma sonunda F. nucleatum’a karsi1 daha dusuk ve daha kisa sureli olmakla birlikte;
TZP, TFP, plazma ve TZF’nin bu Ug bakterinin Uremesini 24 saate kadar inhibe ettigini
gOstermiglerdir. Bizim ¢alismamizda TAD’e sahip K. pneumoniae uremesi Uzerine en
etkili ve en uzun sure etkinligin TZP’li grupta oldugu gosterilmistir. Fakat bu etki
suresinin bizim galismamizda tepe noktasina TZP’li grupta 2. saatte, TFP’li grupta ilk
saatlerde ulastigi, 12. Saatte her iki grupta etkinlign kayboldugu gozlemlendi (Resim
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5.13., Tablo 5.7.). Bunun sebebinin c¢alismamizda kullanilan TAD’e sahip K.
pneumoniae mikroorganizmasinin farkhligindan kaynaklanabilecegi, fakat bu ayrimi
yapmanin zor oldugu degerlendirildi. Ayni sekilde E. coli ATCC 25922 ve K.
pneumoniae ATCC 700603 suglarinda da TZP’nin TFP’ye saatlere gore degismekle
birlikte Ustun oldugu gosterildi (Tablo 5.8.).

Yine bizim calismamizda yer alan uU¢ mikroorganizmaya karsi TFP’ li grup
sonuglarl Yang ve ark. calismasindaki TFP grubundaki sonuglara benzer oldugu
goOzlendi.

E. Mariani ve ark. (127) trombositlerin doku iyilesmesindeki roltne ilave olarak
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella
pneumoniae ve Streptococcus faecalis gibi hastane kaynakl enfeksiyonlarin en 6nemli
etkenleri Uzerine trombositlerin etkilerini arastirmiglardir. Bu aragtirmanin en onemli
ozelligi saf trombositlerin bes farkh mikroorganizma uzerindeki
bakteriyostatik/bakterisidal etkinligine ilave olarak mikrobisidal proteinleri de
arastinimistir. Saf trombositten zengin plazma (Saf TZP, S-TZP) ve yine saf
trombositten fakir plazmali ¢alisma gruplar (Saf TFP, S-TFP) %10’luk Kalsiyum Klorid
ile aktive aktive edildikten sonra bu bes mikroorganizmay! farkl bakteri
konsantrasyonlarinda (104 kob/ml, 10° kob/ml, 10° kob/ml) plaklara ekimlerini
gerceklestirmiglerdir. Sonrasinda 18-24 saatlik inkibasyona alinan plaklarin; 1., 2., 4.
ve 18. saatlerde koloni sayimlarina gecilmistir. E. Mariani ve ark. Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 ile yaptiklari ¢galismada S-TZP ve S-TFP gruplarinin,
kontrol grubuna gore bakteri Uremesini onemli derecede daha fazla inhibe ettigi
gosterilmistir. Ayni zamanda S-TZP’nin 10* ve 10° kob/ml gibi diisiik konsantrasyonlu
1 ve 2. saat ekimlerinde S-TFP'den daha etkili oldugu gosterilmistir. Bu
konsantrasyonlarda uremeyi 4 saate kadar baskilayabildiklerini belirtmektedirler. Oysa
10° kob/ml konsantrasyondaki yapilan galismada bu etkinin sadece 2. saatte oldugu
gorulmustar. Calismamiz sonuglari E. Mariani ve ark. yaptigi ¢galisma ile kiyaslaninca;
TAD’e sahip K. pneumoniae izolatinda bakteriyostatik etki suresinin bizim
calismamizda daha uzun surdigu goruldu (8 saat). Bu surenin uzamasinin nedeni
olarak E. Mariani ve ark. yaptigi calismada trombosit sayisinin (ort. 290 x 10° uL) bizim
calismamizdaki ortalama trombosit sayisindan ¢ok daha az (2218x103 /ul) olmasina
ve |Okosit icermemesinden kaynaklanabilecegi dusunuldd. Ayni zamanda bizim
calismamizdaki bakteri konsantrasyonu daha diisiikti (10° kob/ml).

E. Mariani ve ark. yaptigi calismadaki Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
susu Uzerine olan trombositlerin etkinligi karsilastinidiginda ise gerek TZP gerekse
TFP gruplarinda bakteriyostatik etki siresinin (4 saat) bizim galismamizdan daha kisa
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surdugu goruldu (8 saat). Bu sUrenin uzamasinin nedeni olarak trombosit sayisinin
bizim ¢alismamizda ¢ok daha fazla olmasina, bakteri konsantrasyonunun daha az ve
PRP igeriginde I6kositlerin bulunmasindan kaynaklanabilecegi dusunuldi. Mariani ve
arkadaslar dorduncu saatten sonraki ekimleri 18. saatte planlamalari nedeniyle tam
bir kiyaslama yapilamadi. Bununla birlikte TZP, TFP kiyaslanmasinda E. Mariani ve
ark. yaptigi calismada TZP Ustunlugu 1. saat ekiminden itibaren gosterilmekle birlikte
bizde de benzer sonuglar elde edildi (Tablo 5.8.).

TZP’nin E. coli ATCC 25922'ye karsi etkinligi ile ilgili literatur taramasinda; E.
Mariani ve ark. (127) ayni izolati kullandigi gériildi. Bu calismada 10° kob/ml gibi
yuksek bakteri konsantrasyonlarinda TZP’nin ilk bir saatte Uremeyi baskilabildigi
sonrasinda etkinligini kaybettigi belirtiimekteydi. 10° kob/ml ve 10* kob/ml gibi daha
dusuk bakteri konsantrasyonlu gruplarinda ise inhibisyonun iki saate kadar giktigi
belirtiimekteydi. Bu sonuglar bizim c¢alismamizla karsilastirildiginda ise inhibisyon
suresinin bizim galigmada daha uzun surdugu yonundeydi (8 saat) (Resim 5.14.). Bu
surenin uzamasinin nedeni olarak yine trombosit sayisinin farkhligi, bakteri
konsantrasyonunun daha az ve TZP igeriginde Iokositlerin bulunmasindan
kaynaklanabileceg@i dusunuldu.

Trombositlerin antimikrobiyal etki mekanizmalarinda az da olsa bilinmeyen
noktalar bulunmaktadir. Bilinen birgok trombosit kaynaklh antimikrobiyal faktorun
yaninda plazma ve diger hucresel elemanlarin bu faktorlerden nasil etkilendigi halen
tam agiklanamamisgtir. Bielecki ve ark. (128) disk difUzyonlu ortamda E. coli, S. aureus,
K. pneumoniae ve P. aeruginosa uzerine Iokositi TZP’nin inhibitdr etkisini
arastirmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda, K. pneumoniae ve P. aeruginosa Uzerinde
I0kositli TZP’nin higbir etkisinin olmadigini, E. coli, S. aureus Uzerine ise etkisinin
oldugunu bulmusglardir. Bizim galismamizda ise K. pneumoniae (TAD’e sahip ve ATCC
700603 dahil) ve E. coliye kargi uremeyi engelleyen etkinlik gosterilmigtir.
Sonuglarimiz ile Bielecki ve ark. yaptigi ¢alisma kargilasgtinldiginda standart ATCC
susu kullanmamalari ve farkl bir yontem olan disk difuzyonlu bir metod segmeleri
nedeniyle karsilastirmanin zor oldugu degerlendirildi.

Calismamizda trombositlerin aktivasyonu ic¢in kullandigimiz kalsiyum glukonat
uygulamasinin ilk saatlerinde trombositlerden salgilanan mikrobisidal molekullerin
yogunlugunu artirdigi ve bakteriyel inhibisyonu etkiledigi bilinmektedir. Buna ek olarak
Moojen ve ark. (129) yaptigi calismada TZP’ye trombin eklenmesinin lokositleri
etkilemedigi, bu yuzden 1-4. saatlerdeki antimikrobiyal aktivitenin gogunlukla trombosit
kaynakl oldugu gostermistir. Chen L. ve ark. (130) diyabetik ayak ulserlerinde TZP’yi
trombin ile aktive ederek yaptiklari ¢alismada beklenen ilk dort saatlik inhibitor etkinin
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yaninda 24 saate uzayan antibakteriyel etkiyi gosterebilmiglerdir. Ayrica deneysel
kosullarda yaptiklar l6kositli grup ile lokositlerin etkinliginin bloke edildigi grup
sonuglari arasinda fark olmamasi nedeni ile IOkositlerin antibakteriyel etkinliginin
olmadigi gosterilmistir.

Anitua ve ark. (131) TZP icerisindeki I0kosit miktarinda ilave artigin
antimikrobiyal etkinligi artirmadigini gostermiglerdir. Fakat TZP’nin antimikrobiyal
etkinligi Uzerine yapilan bagka galismalarda ise I6kositlerden ziyade trombositlerin
antimikrobiyal etkinlikten sorumlu oldugu, trombositlerin baslattigi bu etkiyi I6kositlerin
artirmig olabilecegi Yang ve ark. (126) ile Drago ve ark. (132) tarafindan iddia
edilmektedir. Yang ve ark. yaptigi ¢alismada azda olsa TZP igerisinde l6kositin yer
almasi, TZP’nin uzamig antimikrobiyal etkisinin |Okositler tarafindan gergerlestiriimis
olabilecegi iddia edilmistir. Drago ve ark. (133) yaptigi calismada ise TZP’deki l6kosit
miktarindaki artisin dogrudan antimikrobiyal potansiyeli gu¢lendirdigi savunulmaktadir.
Bizim galismamizda TZP’nin bakteri tiri ve ekim saatine gore degismekle birlikte
TFP’ye gore bakteriyostatik etkinligi daha fazlaydi. TZP ve TFP’de dl¢llen beyaz kure,
notrofil, lenfosit ve trombosit sayilari kargilastirildiginda TZP’ deki degerlerin timanin
daha yUksek oldugu tespit edildi (Tablo 5.3.).

Bakterilerin  Uremelerinin  de@erlendirimesinde ekimlere kadar gecen
inkiibasyon suresi oldukga dnemli olan bir diger konudur. Ekimlerin sik sik (saat basi
gibi) yapiimasi her ne kadar ideali olsa da imkan kabiliyet agisindan yapilabilir degildir.
Calismamizda her ug¢ bakteri igin ekimlerin yapildigi sureler 1., 2., 4., 8. ve 12. saatler
olarak belirlenmistir. 12. saatte TZP ve TFP’li gruplardaki tum bakteri Gremeleri kontrol
grubuyla (PBS) esdeger hale geldigi goruldi. Bu da 12. saate kadar TZP ve TFP
icerigindeki trombositlerin ortama saldigi kemokin ve kinosidinler dahil antimikrobiyal
etkinliklerinin azaldigint gostermekteydi. Calismamizin eksik yonU agisindan
degerlendirildiginde 6. saat ve 10. saat ekimleri de yapilmis olsaydi bakteri Gremeleri,
etkinlik agisindan daha ideal olabilirdi. E. Mariani ve ark. (127) yaptigi calismada 1.,
2.,4.ve 18. saatlerde Ureme kontrolleri amaciyla ekimler yapiimistir. 18. saatte yapilan
ekimlerin TZP ve TFP’li gruplardaki antimikrobiyal etkinligin kaybina bagh olarak gok
fazla bakteri Uredigi ve bizim ¢alismamizda oldugu gibi kontol grubu ile esitlendigi
sonucuna varmiglardir. Bu ¢galismada da ara saatlerdeki ekimler olmamasi nedeniyle
etkinligin sonlanimi tespit edilememistir. Bizim ¢alismamizin daha sik ekimleri iceren
ileri calismanin yapilmasi TZP ve TZP’nin ayri ayri etkinlik sonlanimini géstermede
yardimci olabilecegi degerlendiriimektedir.

TZP’nin ¢calismamizda kullandigimiz TAD’e sahip K. pneumoniae, E. coli ATCC
25922 ve K. pneumoniae ATCC 700603 uzerine antimikrobiyal etkisi vardir. Bu etki

76



yaklasik olarak sekiz saattir. TZP'nin antimikrobiyal etkisi bakteri diren¢ profilinden
bagimsizdir. Hatta bu baglamda TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerine olan etki, K.
pneumoniae ATCC 700603’ den sekizinci saatte daha fazladir ve bu fark istatistiksel
olarak da anlamlidir (Tablo 5.9.). Sekizinci saat verilerine bakildiginda bir bakterideki
diren¢ durumu arttikga trombositlere hassasiyeti artabilir fakat bunun i¢in daha genis
caph arastirmalara gereksinim duyuldugu asikardir.

Son 20 yilda trombosit konsantrelerinin doku iyilesmesindeki potansiyeli Uzerine
pek cok calisma olmasina ragmen antimikrobiyal etkinlikleri Uzerine ¢ok az galisma
bulunmaktadir. Drago L. ve ark. (133) trombositlerin antimikrobiyal aktivitesi Uzerine
yaptigi bir galismada trombositlerin tek bagina antimikrobiyal etkiye sahip olmadigini
gOstermiglerdir. Antimikrobiyal etki igin ayni ortamda plazma ve aktive trombosit
kaynakli faktorlere ihtiyag oldugu belirtiimektedir. Calismamizda disk difuzyon ile
antimikrobiyal zon ¢aplarini 6lgmemize ragmen materyal-metod ve sonuglar kisminda
bu konuya deginmedik. Bos disklere emdirdigimiz TZP’nin (10 pl) herhangi bir
inhibisyon ve zon c¢aplarinda genisleme yapmadigini gozlemledik. Drago L. (133),
Bielecki ve ark. (128) yaptigi inhibisyon zon ¢api ¢aligmalarinda ise diske emdirilen
TZP’ye trombin eklediklerini belirtiimektedirler. Bizim ¢alismamizda inhibisyon zon
¢apinin olmamasi trombinin TZP’li diske ilave edilmemesine baglandi.

Son 10 yil iginde sik kullanilan antibiyotiklere direngli klinik suglar tim dinyada
yayginlagsmistir. Yeni kullanima sunulacak olan sadece sinirli sayida antimikrobiyal
molekul olmasi yeni ve alternatif tedavi segeneklerini gerekli kilmaktadir. Enfekte yara
tedavilerinde TZP genelde antibiyotiklere destek tedavisi olarak iyi bir secenek gibi
dusunulmekle birlikte son zamanlarda Sun S. ve ark. (134) bildirdigi gibi vaka bazinda
da olsa etkin antibiyotik segeneklerinin olmadigi durumlarda sadece TZP ve diger
destek tedavileri ile tam sagaltim saglanan vakalar bildiriimektedir. Sun S. ve ark.
sunduklari bir diyabetik ayak enfeksiyonlu hastada amputasyon sonrasi test edilen tim
antibiyotiklere direncli A. baumannii enfeksiyonu gelistigi belirtimektedir. Uzun sureli
sistemik ve lokal antibiyotik tedavisi birlikte kullanilmasina ragmen yara iyilesmesinde
gelisme kaydedememiglerdir. Tum antibiyotik tedavileri stoplanan hastada birkag
seans debridman sonrasi, 3 kez TZP jel uygulaniimigtir. Takiben bes seans TZP jel ve
U¢c seans negatif basingh yara terapisi es zamanli uygulanilan hastanin kaltur
takiplerinde Uremenin oladigi ve yaranin 118 gunde kapandigi belirtiimektedir.

Sonug olarak TZP TAD’e sahip mikroorganizmalarda dahil olmak tGzere gesitli
bakteriler Uzerine antimikrobiyal etki gostermektedir. Bu konudaki g¢alismalarin
¢ogunlugu laboratuvar ¢alismalari olup etkinligin degerlendiriimesi amaci ile yapilacak
genis katilimli, randomize kontrollu klinik galismalara gereksinim duyulmaktadir.
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SONUG VE ONERILER

. Calismamiza alinan TAD’e sahip K. pneumoniae izolati versiyon 6,0 EUCAST
kriterlerine gore degerlendirilmis; izolatin kolistin ve tigesiklin dahil test edilen
tim antibiyotiklere karsi direngli oldugu oldugu gézlendi. izolat TAD tanimina
uymaktaydi.

. Trombositten Zengin Plazma (TZP) grubunda ortalama Beyaz Kure (WBC)
sayisi; 76,18 x 10° ul, Trombosit sayisi 2218 x 10° pl olarak saptanmustir.
Caligmamizda kullandigimiz Magellan™ tam otomatize sisteminin bagisc¢ilarin
periferik kanlarindaki ortalama trombosit sayisini guvenilir bir gekilde 9,4 kat
arttirdig1 goéralmustur. TZP’nin rejeneratif tip veya antimikrobiyal etkinligi igin
tam otomatize kapali sistemlerin kullaniimasi ile en ylksek trombosit ve lokosit
degderleri elde edilebilir. Bu degerler antimikrobiyal bagariyi etkileyen en dnemli
etkendir.

. TZP’nin c¢esgitli mikroorganizmalar Uzerine yapilan c¢alismalarda birtakim
farkhliklari gozlenmektedir. Bunun en dnemli nedeninin elde edilen TZP’deki
trombosit sayisindan kaynakladigi, dolayisi ile sayiya ve aktivasyona bagh
olarak ortaya ¢ikan kemokin, kinosidinlerin miktarlarindaki degisikliklerden bu
farklihgin ortaya ¢iktigr dugunulmustar.

. TAD’e sahip K. pneumoniae izolati Uzerine 10° kob/ml bakteri
konsantrasyonunda antimikrobiyal etkinligi gostermek amaciyla yapilan koloni
sayim ortalamalarinda, 1.saat igin 1,8; 2. saat i¢in 2; 4. saat i¢in 5,7; ve 8. saat
icin 448 ve son olarak 12. saat i¢cin 1000 olarak bulunmustur. Bu Uremeler
TZP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerinde 2 saat boyunca en yuksek
duzeyde antimikrobiyal etki gosterdigi, bu seviyede etkinligin 4. saatte de devam
ettigi, 8. saate dogru bu etkinin azaldigi, 12. saatte ise etkinin kayboldugunu
gOstermektedir. TZP'nin PBS’e gore TAD’e sahip K. pneumoniae uremesi
uzerine etkinligi karsilastirlldiginda 1., 2., 4. ve 8. saatte ureyen koloni sayisinin
TZP’li grupta istatistiksel anlamli olacak sekilde daha az oldugunu gostermistir.
. TZP’nin antimikrobiyal etki suresi 12 saatten kisa gibi gozukmekle birlikte, klinik
uygulamada kullanilacak olur ise ilk agamada elde edilen TZP dusuk hacimli
steril torbalarda saklanilip kullanilacagi zaman yeniden aktive edilebilir. Bu
yontem ile ek doz uygulamalari igin hastalarda ilave girisimin Onune
gegcilebilecedi dusunulmektedir.

. TZP'nin 1., 2. ve 4. saatlerde ureyen kolonilerinin PBS (kontrol) ile

kiyaslandiginda 4. saatte tepe noktasina yakin seviyelere ulastigi, istatistiksel
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olarak farklihlk 8. saat ekimlerinde de devam etmektedir. 12. saatte
trombositlerin antimikrobiyal etkinliginin fark edilemeyecek kadar azaldigi tespit
edilmistir

7. TFP'nin TAD’e sahip K. pneumoniae uzerinde antimikrobiyal etkisinin
transforme edilmis ortalamalar agisindan 2. saatte tepe noktasina ulastigi, 4.
saatte trombositlerin antimikrobiyal etkinliginin 2. saatteki etkinlige yakin
oldugu, 8. saatte trombositlerin bu etkinliginin azaldigi, 12. saatte ise
kayboldugu gorulda.

8. TZP ve TFP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae Uzerinde antimikrobiyal etkinlikleri
kiyaslandiginda gerek bakteri Uremesi Uzerine baski gucunin, gerekse gucunu
devam ettirme suresinin TZP’de daha guglu oldugu, 1., 2. ve 4. saatte Ureyen
koloni sayisinin TZP’li grupta daha az oldugu ve bu farkin 8. saatte istatiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Bu durum trombosit basta olmak tzere
I0kosit ve lenfosit sayisinin artmasinin antimikrobiyal etkinligi arttirdigini
gOstermigtir. Ayni sekilde TZP hakkinda yapilan g¢alismalarda farkli sonuglar
elde edilmesinin en onemli nedeni, bu trombosit sayisi farkliligi ve lokosit
hdcrelerinin ortamda bulunup bulunmadigina goére degisiklik gostermesidir.

9. TZP’nin TAD’e sahip K. pneumoniae etkinligi diginda, antimikrobiyal duyarlilik
testleri i¢cin uygulama standartlarinda belirtilen kolay ureyen bakterilerde
standart sug olan E. coli ATCC 25922 ile GSBL dogrulama testi yapilirken rutin
olarak kullanilmasi o6nerilen K. pneumoniae ATCC 700603 suslarina karsi da
antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu etkinlik sirasi ile;

E. coli ATCC 25922 agisindan 1., 2., ve 4. saatterde PBS (kontrol)’e gore
etkinligin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir. 8. saatte etkin
olmasina ragmen bu istatistiksel olarak anlamli degildi. 12. saatte ise etkinin
kayboldugu tespit edilmistir.

K. pneumoniae ATCC 700603 agisindan 1., 2., ve 4. saatterde PBS (kontrol)'e
gore etkinligin istatistiksel olarak anlaml oldugu gosterilmigtir. 8. saatte etkin
olmasina ragmen bu istatistiksel olarak anlamli degildi. 12. saatte ise etkinin
kayboldugu tespit edilmistir.

10. TZP’nin her Ug bakteri Uzerine etkinligi ayr ayri gosterilmig olmasina ragmen
bu etkinliklerin bakteri turt ve direng durumuna gore karsilastirildiginda;

TZP’nin 8. saatteki TAD’e Sahip K. pneumoniae ve K. pneumoniae ATCC
700603 karsilastinldiginda; TAD’e Sahip K. pneumoniae ureyen koloni
sayisinin daha az ve bu Ureme azliginin istatistiksel anlamli oldugu bulundu. Bu
ise bakteri direnci arttikga trombositlere daha hassas olabilecegini
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dusundurmektedir. Fakat TZP'nin 1., 2. ve 4. saatlerinde etkinliklerinin her Ug
bakteri Uzerine ayni oldugu ve bunlarinda istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
bulundu. Bu anlamsizlik c¢alismamizda kullanilan gram negatif enterik
bakteriler Uzerinde TZP’nin bakteri turi ve direng durumu gobzetmeksizin
antimikromisidal etkinlik yaptigi olarak degerlendirildi.

Sonug¢ olarak; trombositlerin aktivasyona ugratiimasi ile tum
antibiyotiklere direncli bakteriler de dahil olmak Uzere, lokal enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotiklere yardimci bir hucresel kan bilegeni olarak
kullanilabilecegini dusinmekteyiz. Fakat bunun igin genis katiliml randomize
kontrollU klinik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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