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OZET

Ugak SC. (2023). Karbapeneme Direngli Klebsiella pneumoniae Suslarinda Kolistin
Direncinin Flow Sitometri Yéntemi ile Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi. Istanbul.

Calismamizda, karbapeneme direngli Klebsiella pneumoniae (KRKP) gibi direngli
bakteri enfeksiyonu olan hastalarin tedavisine dogru antibiyotikle ve en kisa siirede
baslanmasina olanak saglamak tizere KRKP izolatlarinda kolistin direncinin flow
sitometri (FCM) yontemiyle dogru ve hizli bir sekilde saptanip saptanamadigi ve bu
yontemin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin kullannoma uygun olup
olmadigmin arastirilmas: amaclannustir. Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Bakteriyoloji laboratuvarina rutin inceleme amaci ile gonderilen klinik
hasta Orneklerinden izole edilmis ve rutin yontemlerle karbapeneme direngli oldugu
belirlenmis 85 K. pneumoniae susu calisma kapsamina alinmistir. Calismada K.
pneumoniae suslarinin tiir diizeyinde tanimlanmasi ayrica karbapenem ve diger
antibiyotiklere direncinin saptanmasi i¢in VITEK 2 otomatize sistemi kullanilmistir.
Karbapeneme direncli oldugu dogrulanan 85 K. pneumoniae susunun kolistin i¢in MIK
degerleri, referans yontem olan sivi mikrodilisyon (SMD) yontemiyle saptanmustir.
SMD yonteminde pozitif ve negatif kontrol olarak sirasiyla Escherichia coli NCTC
13846 (mcr-1 +) ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslari kullanilmistir.
Kolistin duyarliliginin saptanmasi i¢in ayrica flow sitometri (FCM) yontemi uygulanmis
ve hiicreler canlh/olii olarak katagorize edilmistir.  Canli/6li hiicre ayrimi igin,
antibiyotik muamelesinin neden oldugu bakteriyel membran potansiyel degisikliklerini
saptayabilen DiBACa4(3) floresan boyasi kullanilmistir. KRKP suslarinin tamami
sefazolin, sefuroksim, seftazidim ve piperasilin/tazobaktama, %98,8’i siprofloksasine,
%88,2’si amikasine, %87’si trimetoprim/siilfametoksazole ve %83,5’i gentamisine
diren¢li bulunmustur. SMD yontemi ile 68’i (%80) kolistine direngli, 17’si (%20)
kolistine duyarli bulunan suslarin MiKso degerinin 16 pg/ml, MiKeo degerinin ise 32
pg/ml oldugu saptanmistir. FCM yontemi referans yontemle karsilastirildiginda her iki
yontem arasindaki kategorik uyumun %098,8 oldugu ayrica FCM ydnteminin
ozgiilliigliniin %94, duyarliliginin %100, pozitif prediktif degerinin %98,5 ve negatif
prediktif degerinin ise %100 oldugu belirlenmistir. FCM yontemi ile kolistin duyarlilik
sonuglar1 ortalama 2 saatte elde edilmistir. Sonu¢ olarak, FCM yonteminin K.
pneumoniae suslarinda kolistin direncinin saptanmasinda hizli ve giivenilir bir yontem
oldugu ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda alternatif bir duyarlilik testi olarak
kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae, sivi mikrodiliisyon, MIK, flow sitometri,
DIBAC4(3)

Bu cahisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2021-38205
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ABSTRACT

Ugak SC. (2023). Carbapenem Resistant Klebsiella pneumoniae Strains' Investigation of
Colistin Resistance by Flow Cytometry. Istanbul University, Institute of Health Science,
Medical Microbiology. PhD Thesis. istanbul.

In our study, it was aimed to investigate whether colistin resistance in carbapenem
resistant Klebsiella pneumoniae (CRKP) isolates can be detected accurately and quickly
by flow cytometry (FCM) to allow the treatment of patients to be started with the right
antibiotic and as soon as possible, and whether this method is suitable for routine use in
clinical microbiology laboratories. Eighty five K. pneumoniae strains isolated from
clinical patient samples sent to Istanbul Medical Faculty, Department of Medical
Microbiology, Bacteriology laboratory for routine examination and determined to be
resistant to carbapenem by routine methods were included in the study. In the study, the
VITEK 2 automated system was used to identify K. pneumoniae strains at the species
level and to determine their resistance to carbapenems and other antibiotics. MIC values
for colistin of 85 K. pneumoniae strains confirmed to be carbapenem resistant were
determined by the reference method, broth microdilution (BMD). Escherichia coli
NCTC 13846 (mcr-1 +) and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 strains were used
as positive and negative controls in the BMD method, respectively. Flow cytometry
(FCM) method was also applied to determine colistin sensitivity and cells were
categorized as live/dead. DiBAC4(3) fluorescent dye, which can detect bacterial
membrane potential changes induced by antibiotic treatment, was used for live/dead cell
differentiation. All CRKP strains were resistant to cefazolin, cefuroxime, ceftazidime
and piperacillin/tazobactam, 98.8% to ciprofloxacin, 88.2% to amikacin, 87% to
trimethoprim/sulfamethoxazole and 83.5% to gentamicin. According to the BMD
method, 68 (80%) colistin-resistant strains, 17 (20%) colistin-sensitive strains were
found. The MICso value of 16 pg/ml and the MICoso value was 32 pg/ml. When the FCM
method was compared with the reference method, it was determined that the categorical
agreement between the two methods was 98.8%, and the specificity of the FCM method
was 94%, the sensitivity was 100%, the positive predictive value was 98.5%, and the
negative predictive value was 100%. Colistin susceptibility results were obtained in an
average of 2 hours with the FCM method. In conclusion, it was seen that the FCM
method is a fast and reliable method for detecting colistin resistance in K. pneumoniae
strains and can be used as an alternative susceptibility test in clinical microbiology
laboratories.

Key Words: Klebsiella pneumoniae, broth microdilution, MIC, flow cytometry,
DiBAC4(3)

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. TDK-2021-38205



Xiv

ZUSAMMENFASSUNG

Ugak SC. (2023). Untersuchung der Colistin Resistenz in Carbapenem resistenten
Klebsiella pneumoniae Stimmen mittels Durchflusszytometrie Methode. Institut fiir
Gesundheitswissenschaften der Universitit Istanbul, Abteilung fiir medizinische
Mikrobiologie. Doktorarbeit. istanbul.

Ziel unserer Studie war es zu untersuchen, ob die Colistin Resistenz bei Carbapenem-
resistenten Klebsiella pneumoniae (CRKP) Isolaten mithilfe der Durchflusszytometrie
(DFZ) genau und schnell erkannt werden kann, um die Behandlung von Patienten mit
dem richtigen Antibiotikum schnellstméglich beginnen zu kénnen moglich ist und ob
diese Methode fiir den routineméfigen Einsatz in Laboren der Klinischen Mikrobiologie
geeignet ist. In die Studie wurden 85 K. pneumoniae Stimme einbezogen, die aus
klinischen Patientenproben isoliert wurden, die zur Routineuntersuchung an die
Medizinische Fakultdt Istanbul, Abteilung fiir Medizinische Mikrobiologie,
Bakteriologielabor geschickt wurden und bei denen durch Routinemethoden eine
Resistenz gegen Carbapenem festgestellt wurde. In der Studie wurde das automatisierte
System VITEK 2 verwendet, um K. pneumoniae Stimme auf Artenebene zu
identifizieren und ihre Resistenz gegen Carbapeneme und andere Antibiotika zu
bestimmen. Die MHK Werte fiir Colistin von 85 K. pneumoniae Stammen, bei denen
bestatigt wurde, dass sie Carbapenem resistent sind, wurden mit der Referenzmethode,
der Biiriihe Mikroverdiinnung, bestimmt. Escherichia coli NCTC 13846 (mcr-1 +) und
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 wurden als positive und negative
Kontrollstimme in der Biirithe Mikroverdiinnung Methode verwendet. Zur Bestimmung
der Colistin Empfindlichkeit wurde auch die Methode der Durchflusszytometrie (DFZ)
angewendet und die Zellen wurden in lebende/tote Zellen eingeteilt. Fiir die
Differenzierung lebender/toter Zellen wurde der Fluoreszenzfarbstoff DiBACa4(3)
verwendet, der durch eine Antibiotikabehandlung induzierte bakterielle
Membranpotentialverdnderungen erkennen kann. Alle CRKP Stimme waren resistent
gegen Cefazolin, Cefuroxim, Ceftazidim und Piperacillin/Tazobactam, 98,8% gegen
Ciprofloxacin, 88,2% gegen Amikacin, 87% gegen Trimethoprim/Sulfamethoxazol und
83,5% gegen Gentamicin. Nach der Biirithe Mikroverdiinnung Methode wurden 68 (80
%) Colistin resistente Stimme und 17 (20 %) Colistin sensitive Stimme gefunden. Der
MHKso Wert betrug 16 pg/ml und der MHKq9 Wert betrug 32 pg/ml. Dementsprechend
wurde festgestellt, dass die kategorische Harmonie zwischen Brithe der
Mikroverdinnung und DFZ Methoden 98,8% betrdgt. Die Spezifitit der
Durchflusszytometrie Methode betragt 94%, die Sensitivitit 100%, der positiv
pradiktive Wert betrdgt 98,5% und der negativ pradiktive Wert betrdgt 100%.
Ergebnisse zur Colistin Empfindlichkeit wurden mit der DFZ Methode in
durchschnittlich 2 Stunden ermittelt. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die
DFZ Methode eine schnelle und zuverldssige Methode zum Nachweis der Colistin
Resistenz bei K. pneumoniae Stammen ist und als alternativer Empfindlichkeitstest in
Laboren der klinischen Mikrobiologie eingesetzt werden kann.

Schliisselworter:  Klebsiella  pneumoniae, Brithe  Mikroverdiinnung, MHK,
Durchflusszytometrie, DiBACa4(3)

Die vorliegende Arbeit wurde vom Forschungsfonds der Universitit Istanbul
unterstiitzt. Projekt Nr. TDK-2021-38205



1. GIRIS VE AMAC

Antibiyotiklerin ~ yanlis kullanimi  sonucu mikroorganizmalarin  direng
gelistirmesi ¢ok eskiye dayanmaktadir (1). Ampirik tedavi ile desteklenen direng
gelisimi, tedaviyi giliglestirmis, hastanede yatis siirelerini uzatmis, mortalite oranlarini
artirmis ve maliyeti yiikseltmistir. Birgok genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
tireten Enterobactereceae tiyesi bakteri, ayn1 zamanda diger antimikrobiyal ajanlara
kars1 da direngli hale gelmistir. Coklu ila¢ direnci gelisen bakteriler i¢in karbapenem
kullanimindaki artis sonucunda karbapenem direncinin de diinya c¢apinda arttig
goriilmektedir (2). Bu durum, direngli bakterilerin sebep oldugu hastaliklar1 tedavi
etmek amaciyla kullanilabilecek ilag segeneklerini azalmistir. Diinya Saglk Orgiitii,
ticiincti kusak sefalosporinlere ve karbapenemlere direngli K. pneumoniae (KRKP)’yi,
tedavide yaygin kullanilan antibakteriyel ilaglara direng gelistirmesi nedeniyle endise
uyandiran dokuz bakteriden biri olarak bildirmis ve yeni tedavilere acil ihtiya¢ duyulan
direngli bakterileri listeledigi kiiresel oncelikli patojenler listesinde kritik oncelikli

siifta gruplandirmustir (1, 3).

Bu kosullarda polimiksinler (kolistin), kliniklerde ¢oklu ilaca direngli K.
pneumoniae enfeksiyonlar1 i¢in tedavi segenegi ve hatta son ¢are antibiyotik haline
gelmistir. Kolistin kullanimindaki artis ile birlikte, diinya ¢apinda Kolistine direngli K.
pneumoniae tedavide sorun yaratmaya baglamistir (4, 5). Direngli K. pneumoniae’nin
kolistin direncinin saptanmasinda laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan disk
diffiizyon ve gradient test yontemlerinin, Kolistinin agara kolay difiize olmamasi
nedeniyle kullanim olanagi ortadan kalkmistir (6). Uluslararasi antibiyotik duyarlilik
komiteleri (CLSI ve EUCAST) tarafindan Onerilen yontem sivi mikrodiliisyon
yontemidir (6-8). Ancak bu yontemin zaman alict olmasi ve rutin kullanima uygun
olmamasi ayrica otomatize sistemlerden de giivenilir sonuglar alinamamasi nedeniyle
rutin laboratuvarlarda daha kisa siirede ve dogru sonu¢ veren ydntemlere olan
gereksinim artmistir. Bu durum, ampirik tedavi hatalarinin ve direng gelisiminin

onlenmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (9).

Alternatif yontemler arasinda yer alan flow sitometri yontemi, uzun yillardir
cesitli hastaliklarin tani ve tedavisinin takibinde kullanilmaktadir. Son yillarda meydana

gelen teknolojik gelismeler ve yapilan ¢alismalar, flow sitometri yonteminin bakteriyel



popiilasyonlar  igindeki  hiicresel canlilifin ve membran  potansiyelinin
degerlendirilmesinde kullanilabilecegini gostermektedir (10). Bu gelismelerle beraber
arastirmacilar flow sitometri yontemi ile duyarlilik c¢alismalar1 yapma olanagin
kesfetmislerdir (11-13). Tedaviden en fazla yarar elde edebilmenin temel kosulu dogru
antibiyotigin en hizli siirede segilebilmesidir. Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin 18-24 saat gibi uzun bir zaman almasi, tan1 ve tedavi

acisindan énemli bir dezavantajdir.

FCM yontemi kullanilarak kolistin disindaki diger antibiyotiklerle yapilan
duyarhilik ¢aligmalari, 2-4 saat gibi kisa bir siirede sonug alinabilecegini gostermistir.
Literatiirde, bu konu ile ilgili az sayida ¢alisma mevcut olup, kolistin ile yapilan

caligmalar ise ¢ok daha sinirli sayidadir (12-15).

Calismamizda, hastalarin tedavisine daha kisa siirede ve dogru antibiyotik ile
baslanmasina olanak saglamak tizere K. pneumoniae‘de kolistine kars1 gelisen direncin
flow sitometri yontemi ile hizli ve dogru olarak belirlenip belirlenemedigi ve bu
yontemin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin kullannoma uygun olup

olmadiginin arastirilmasi amaclanmaistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Klebsiella pneumoniae

2.1.1. Mikrobiyolojik Ozellikler

K. pneumoniae, Enterobacteriaceae ailesinin Klebsiella cinsinin bir tyesidir.
Klebsiella cinsi, adin1 19. ylizyilin sonlarinda yasamis olan Alman mikrobiyolog Edwin
Klebs’ten almigtir (16). Daha sonralari, K. pneumoniae’nin yaptigi agir oldiiriicti
pnomoni tablosu arastirmact Carl Friedlander tarafindan ayrintili bir bigimde
tanimlanmistir ve bundan dolay1 yillarca ‘‘Friedlander basili’’ olarak isimlendirilmistir
(17). Insanlarda hastalikla iliskili bashca tiirler, K. pneumoniae, K. oxytoca ve K.
granulomatis’dir. Farkli klinik tablolara yol acan K. ozaenae ve K. rhinoscleromatis ise
Deoksiriboniikleik asit (DNA) homoloji ¢alismalarina dayali olarak K. pneumoniae'nin

nonfermentatif 6zellikteki alt tiirleri olarak siniflandirilmistir (16).

K. pneumoniae Gram negatif, hareketsiz, ¢omak seklinde, kapsiillii, laktozu
fermente eden, fakiiltatif anaerobik, katalaz pozitif, oksidaz negatif bir bakteridir. 1- 2
um boyunda ve 0.5-0.8 um eninde olan K. pneumoniae’nin iremesi igin gerekli
optimum sicaklik 37°C ve optimum pH 7,0°dir (16, 17).

K. pneumoniae triptik soy agarda (TSA) biiyiik, parlak, mukoid yapida ve krem
renkli koloniler olusturur. Belirgin bir polisakkarit kapsiilii vardir. Bu, izole kolonilerin
mukoid goriiniimiinden sorumludur (17). K. pneumoniae’nin TSA besiyerindeki

karakteristik mukoid kolonileri resim 2-1’de gosterilmektedir.

Resim 2-1: TSA besiyerinde K. pneumoniae’nin mukoid ézellikteki kolonileri



Ozellikle kan dolasimi enfeksiyonlar1 gibi invaziv enfeksiyonlara neden olan
suslarmin karbapenemler dahil genis spektrumlu antibiyotiklere giderek artan oranda
direngli hale gelmesi nedeniyle K. pneumoniae diinya genelinde antimikrobiyal

direncinin takip edildigi bir patojen haline gelmistir (1).

2.1.2. Virulans Faktorleri ve Patogenez

K. pneumoniae’nin ana viriilans faktorlerinden biri, suslarin gogunlugu
tarafindan tiretilen polisakkarit kapsiiliidiir. Bakterinin viriilansi i¢in gerekli olan Kapsiil
bakteriyi fagositoza karsi korur ve serumun bakterisidal aktivitesine kars1 direngte rol
oynar. Kapsiil antijenlerine gore, cografik varyasyon gosteren en az 77 kapsiil tipi
tammmlanmistir. K1 ve K2 Kkapsiil tipleri daha virulandir ve daha ciddi seyirli
enfeksiyonlara neden olmaktadir (16, 18). K1 tipi suslar, diinya ¢apinda toplum kokenli
piyojenik karaciger apsesinin dnemli bir nedeni olarak ortaya ¢ikmistir (19). K1 ve K2
serotipleri, yiiksek oranlarda hipermukoviskoz fenotip gosterir ancak hiperviskoz
fenotipler sadece K1 ve K2 serotipleri ile sinirli degildir. Uzun siire hipermukoviskoz
fenotipteki Klebsiella suslarinin daha invaziv oldugu ve metastatik karaciger apsesinde
rol oynadig1 distiniilse de viriilans faktorlerinin gesitliligi ve karaciger apsesinde
mukoid olmayan izolatlarin da gozlenmesi nedeniyle hipermukoviskozite artik tek
basina hiperviriilansin bir gostergesi olarak goriilmemektedir. Daha az invaziv suslarla
karsilastirildiginda invaziv sendromu olan hastalardan izole edilen suslarin, farkli
virlilans ozelliklerine sahip oldugu ancak cografi cesitlilie ragmen invaziv hastalik
izolatlarmin birbirleri ile genetik benzerligi oldugu goriilmektedir. Mutant kapsiilsiiz

suslarin virulansi ise disiiktiir (16).

K. pneumoniae'de tanimlanan ana adezyon faktorleri tip 1 ve tip 3 fimbriyalardir
(16). Tip 1 fimbria, Enterobacteriaceae'nin farkli tiirleri arasinda yaygindir ve murin
idrar yolu enfeksiyonunda 6nemli bir viriilans faktorii oldugu gosterilmistir. Tip 3
fimbria, solunum epiteline, endotele, idrar kesesi hiicrelerine ve kollajen tip V'e
baglanmada ve biyofilm olusumunda rol oynamaktadir. Kateter iligkili idrar yolu

enfeksiyonlarinda 6nemli bir kolonizasyon faktorii olarak gosterilmistir (20).

K. pneumoniae enfeksiyonlarinin viriilansinda gesitli demir alim sistemleri de
rol oynamaktadir (18). K. pneumoniae’nin; enterobaktin, yersiniabaktin, salmokelin ve
aerobaktin olmak tizere dort siderofor kodladigi gosterilmistir ve cogunlugu tonB

tarafindan diizenlenmektedir (16, 18). Enterobaktin, K. pneumoniae izolatlari arasinda



en yaygin olarak kullanilan siderefordur, ancak aktivitesi lipokalsin-2 ile bozulabilir
(21). Salmokelin ise, enterobaktin'in glikolize edilmis bir tiirevidir ve lipokalsin-2 ile
baglanmaya direng¢ gosterebilir (22). Salmokelinin pnémonide de 6nemli bir viriilans
belirleyicisi oldugu dogrulanmistir (21). Yersiniabaktinin aktivitesi lipokalin-2
tarafindan inhibe edilmez ve 6zellikle solunum yolu enfeksiyonlarinda énemlidir (23).
Invaziv hastaliklardaki rolii daha fazla olan hiperviriilan fenotiplerde aerobaktin iiretimi

artar ve boylece K. pneumoniae’nin viriilans: da artmis olur (16).

Lipopolisakkarit (endotoksin), Gram negatif bakterilerin hiicre zarmin dis
kisminin bir bilesenidir ve tipik olarak bir O antijeni, lipit A ve bir ¢ekirdek
oligosakkaritten olusur (24). K. pneumoniae izolatlarinda 9 farkli O-antijen tipi tespit
edilmistir. O1, Kklinik K. pneumoniae izolatlarinda en sik goriilen serotiptir ve invaziv

enfeksiyonlarda daha yaygindir (18).

Porinler, kiigiik hidrofilik molekiillerin tasinmasinda rol alan proteinlerdir ve
Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunur. K. pneumoniae izolatlarinin iirettigi
major porinler OmpK35 ve OmpK36’dir. GSBL iireten ve karbapeneme direngli
izolatlar dahil olmak {izere, antibiyotige direngli K. pneumoniae suslarinda zayif ifade
edilirler ya da hi¢ ifade edilmezler. OmpK35’in kaybi, bazi antibiyotiklere karsi
duyarliligi degistirmezken; OmpK35 ve OmpK36’nin es zamanli kaybi, OmpK36
delesyon mutantindan bile daha yiiksek antibiyotik direncine yol agar (25).

Dis zar proteini A (OmpA), Gram negatif bakterilerin dis zar proteinlerinden
biridir. OmpA’nin kaybi, K. pneumoniae’yi antimikrobiyal peptidlere kars1 daha duyarli
hale getirir ayrica alveoler makrofajlarin fagositozuna karsi direncine de katkida

bulunur (26).

K. pneumoniae, kalin bir biyofilm tabakasi olusturabilmektedir. Biyofilm,
ekzopolimerik  maddelerden  olusan  bir matrise gomiili  farkli  tiirdeki
mikroorganizmalarin aralarinda iletisim kurarak haberlesmesini ve ylizeylere

tutunabilmesini saglayan mikroorganizma topluluklaridir (27).

2.1.3. Yaptig1 Hastalhiklar ve Epidemiyoloji

K. pneumoniae, ¢evrede yaygin olarak bulunan firsatci bir patojendir. Insanda;
nazofarenks, gastrointestinal sistem ve daha az siklikla diger bolgelerde asemptomatik
olarak kolonize olabilir. Gastrointestinal kolonizasyon o&zellikle antibiyotik tedavisi

altinda olan ve uzun siire hastanede yatan hastalarda abdominal enfeksiyon riskini yedi



kata kadar artirabilmektedir. Siklikla nozokomiyal salginlara neden oldugu
bildirilmektedir (16, 28). Gaitadan yakalanma orani %5-38, nazofarenksten yakalanma
orani ise %1-6’dir. Tasiyicilik oranlar1 ise hastanede kalma siiresine ve antibiyotik
kullanimina bagli olarak artmaktadir. Hastanede yatan hastalarin diskilarinda Klebsiella

tasima oranlar1 %77, farinkslerinde %19 ve ellerinde %42’dir (18).

K. pneumoniae enfeksiyonlarinin ¢gogu hastane kaynakli (6zellikle yogun bakim
{initesi) olmakla birlikte saglikli insanlarda da ortaya ¢ikabilir. idrar yolu enfeksiyonu,
pnémoni ve bakteriyemi en sik karsilasilan enfeksiyonlar olup, bunu karaciger apsesi,
diger intraabdominal enfeksiyonlar, yara enfeksiyonlari, ndrocerrahi sonrasi
enfeksiyonlar, intravaskiiler enfeksiyonlar ve diger invaziv enfeksiyonlar izlemektedir.
Alkol kullanimi, diyabet, malignite, bobrek hastaligi ve bagisiklik baskilanmasi gibi
altta yatan predispozan faktorler enfeksiyon riskini arttirmaktadir (16, 29).
intraabdominal Klebsiella enfeksiyonu oranlar1 géz oniine alindiginda, Dogu Asya
tilkeleri, ozellikle Tayvan’dan yiiksek oranlar bildirilmektedir; hastaligin belirli
bolgelerde artis1, cografyaya gore degisen bagirsak kolonizasyon oranlar1 ve mevsimsel

degisikliklerle iliskilendirilmektedir. (16).

K. pneumoniae bakteriyemi nedeni olarak E. coli'den sonra ikinci en sik
karsilasilan etkendir (16). K. pneumoniae’nin sebep oldugu pnémoninin (Friedlander
pnomonisi) tipik o6zellikleri arasinda siddetli seyretmesi, alkoliklerde sik goriilmesi,
akcigerlerde daha ¢ok {ist loblar1 etkilemesi, apse olusumuna egilimi ve hemoptiziye
bagh olarak "frenk iiziimii jolesi" goriiniimiinde balgam olusumu yer alir (17). idrar
yolu enfeksiyonlar1 dogrudan veya kalic1 kateterleri olan hastalarda ortaya ¢ikabilir. K.
pneumoniae ayrica toplumdan edinilmis primer invaziv karaciger apselerinin 6nemli bir
nedenidir ve genellikle endoftalmi, menenjit ve beyin apsesine yol agan metastatik

yayilimla iligkilidir (16).

2.1.4. Antibiyotik Direnci

Tedavide yaygin olarak kullanilan  beta-laktam  antibiyotikler  ve
aminoglikozitler; 1960’larda penisilin direncinin ve daha sonra aminoglikozit direncinin
gelismesi nedeniyle 1980’lerden itibaren yerini sefalosporinler ve florokinolonlara
birakmistir (30). 1983 yilindan itibaren GSBL olusturarak genis spektrumlu
sefalosporinlere direng gosteren K. pneumoniae suslarinin bildirilmesi ve sonrasinda

plazmitte kodlanan GSBL varyantlarinin gelisimiyle birlikte direng kisa siirede



Enterobacteriaceae ailesinin diger liyelerine de yayilmistir. GSBL olusturan suslarin
genis spektrumlu sefalosporinler disinda ¢ogunlukla bir¢ok farkli grup antibiyotige de
direngli olmasi Enterobactericeae enfeksiyonlarinda yaygin olarak karbapenemlerin

kullanilmasina yol agmustir (31).

K. pneumoniae’de 1990’11 yillarin ikinci yarisindan itibaren karabapenem
direnci bildirilmeye baglamigtir. 2001 yilinda Tiirkiye'de izole edilen bir K. pneumoniae
susunun karbapenemler dahil tiim pB-laktamlara direngli oldugu bulunmustur (32).
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2018 yilinda K. pneumoniane’de, ¢oklu ilag direncinin
Avrupa Bélgesi'nde oldukca yaygimlastigini, karbapenem direncinin Giircistan, italya,
Sirbistan, Tirkiye ve Ukrayna’da %25-50 arasinda degistigini, Beyaz Rusya ve
Yunanistan’da %50'yi astigint bildirmistir (33). Diinyada karbapeneme direncli bakteri
sayisindaki artigla beraber tedavi gittikge zorlagsmistir. Bu Kosullar altinda polimiksinler
(kolistin) Kliniklerde g¢oklu ilaca direngli K. pneumoniae enfeksiyonlari igin tedavi
secenegi haline gelmistir. Kolistin kullaniminin artis1, kolistine dogal olarak direngli
olmadig1 bilinen K. pneumoniae ve diger bazi bakterilerde kolistin direncinin ortaya
¢ikmasina neden olmustur. 2015 yilinda E. coli ve K. pneumoniae suslarinda plazmit

kaynakl1 kolistin direng geni olan mcr-1 bildirilmistir (34).

2.2. Karbapenemler

2.2.1. Karbapenemlerin Yapisi ve Ozellikleri
Karbapenemler, B-laktam halkasina sahip olan B-laktam grubu antibiyotiklerin
bir iiyesidir. Bes tiyeli bir halkaya sahip benzersiz molekiiler yapisi vardir ve genis

spektrumlu -laktamazlara karsi belirgin bir direng saglar (35).

Klinik olarak kullanilan karbapenemlerden genel olarak imipenem, panipenem
ve doripenem Gram pozitif bakterilere karsi etkili antibiyotiklerdir. Meropenem,
biapenem ve ertapenem ise Gram negatif bakterilere karsi daha fazla etkilidir (35).

Karbapenemlerin molekiiler yapisi sekil 2-1’de gosterilmistir (36).
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Sekil 2-1: Karbapenemlerin molekiiler yapisi

Ik karbapenem olan tienamisin, 1976 yilinda Streptomyces cattleya’dan elde
edilmistir. Imipenem, sentetik olarak gelistirilmis ilk karbapenemdir. Aynm1 zamanda
kompleks mikrobiyal enfeksiyonlar1 tedavi etmek ig¢in kullanilan ilk karbapenem,
imipenem olmustur. Fakat imipenem, insan bobreginde bulunan dehidropeptidaz |
(DHP-I) tarafindan deaktive edilmektedir. Bu olumsuz durum, imipenemin silastatin ile
birlikte uygulanmasiyla ¢6ziilmustiir. Silastatin antimikrobiyal aktiviteye katilmamakta
ancak imipenemin DHP-I tarafindan bozulmasini onlemektedir (36). Doripenem;
hidrolize en az duyarli karbapenemdir ve hidrolizi imipenemden 2-150 kat daha yavastir
(35). Doripemen, meropenem ve ertapenem; C2'de bir 1p-metil, 2-tiyo pirolidinil yapisi
farklilig1 sebebi ile DHP-1 bozunmasina karsi Kararli ve tek baslarina uygulanabilmeleri

bakimindan imipenemden farklidirlar (36).
2.2.2. Klebsiella pneumoniae’de Karbapeneme Diren¢ Mekanizmalari

B-laktam grubu antibiyotiklerden biri olan karbapeneme karsi Gram negatif
comaklarda olusan direng ii¢ ana mekanizmadan kaynaklanir. Bu mekanizmalar; porin
aracili direng ve penisilin baglayan proteinlerin (PBP) fonksiyonu, pompa ile atilim ve
B-laktamaz enzim iretimidir (35). Porin kayb1 veya karbapenemin atiliminin artmast ile
alimm azalmasi genellikle karbapenem igin ¢ok zayif afiniteye sahip olan f-
laktamazlarin asir1 ekspresyonu ile iliskilidir. Karbapenem direncinin mekanizmalari

sekil 2-2°de gosterilmistir (37).
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Sekil 2-2: Enterobacteriaceae'de karbapenem direncinin mekanizmalar:

K. pneumoniae'nin dis zarinda ii¢ ana porin proteini vardir: OmpK35, OmpK36
ve OmpK37. Ozellikle OmpK35 ve OmpK36 antibiyotiklerin hiicre igine
penetrasyonundan sorumludur. K. pneumoniae, PBP’lere baglandig1 periplazmik alana
karbapenemin girisini en aza indirmek i¢in dis zardaki porin proteinlerinin
ekspresyonunu diizenler. Calismalar, OmpK36 porin varyantinin, ertapenem direncinin,

meropenem ve imipenem duyarliliginin azalmasina neden oldugunu gostermistir (38).

Enterobacteriaceae'de ¢oklu ilaca direncin ana mekanizmalarindan birini
olusturan farkli atim pompasi sistemlerinden bugiine kadar K. pneumoniae'de
tanimlananlar; RND (“resistance-nodulation-cell division™) ailesinde yer alan, g¢ok
sayida antibiyotige direng¢ saglayan ve farkli atim pompa sistemleri arasinda en yaygin
olan AcrAB-TolC sistemi, MATE (“multidrug and toxic compound extrusion”)
ailesinde yer alan ve kloramfenikol, norfloksasin, akriflavin ve etidyum bromiir
direncinde rol oynayan KdeA sistemi ayrica birka¢ antimikrobiyal bilesige direng
saglayan MFS (“major facilitator super family”) ailesinden olan KmrA sistemleridir
(39, 40). Bu pompa sistemlerini kodlayan genler bir mikroorganizmadan digerine

plazmitler yoluyla kolayca aktarilabilir (39).

Karbapenem direncinden sorumlu olan en 6nemli mekanizma karbapenemaz
uretimidir. Karbapenemazlar, karbapenemleri de hidrolize eden p-laktamazlardir.
Giinimizde, A, B, D smiflarindan olan i¢ enzim; KPC, NDM ve OXA-48, farkh
tilkelerden koken almig ve tiim diinyaya yayilmistir. Bu enzimler iginde iilkemiz i¢in en
onemlisi OXA-48’dir (35). Karbapeneme direngli olup karbapenemaz tiretmeyen suslar,
genellikle kinolonlar, aminoglikozitler, polimiksinler gibi diger grup antibiyotiklere

gore daha az direnclidir. Karbapenemaz iiretmeyen bu izolatlarin aksine karbapenemaz
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tireten izolatlarda direng genleri aktarildigi ig¢in bu izolatlar daha fazla klinik soruna
neden olmaktadir (37).

2.3. Kolistin (Polimiksin E)

2.3.1. Kolistinin Yapsi ve Ozellikleri

1947 yilinda kesfedilen polimiksinler, polimiksin A-E olmak tizere bes farkli
bilesikten olusan bir katyonik antimikrobiyal peptit (CAMP) sinifidir (41). Kolistin
(polimiksin E), polipeptit yapida bakterisidal bir ajandir ve polimiksinlerin klinik olarak
mevcut iki formundan biridir (polimiksin B ve polimiksin E). Kolistin, sporlu bir toprak
bakterisi olan Bacillus polymyxa'dan dogal yollarla sentezlenen bir antibiyotiktir. 10
aminoasitten ve hidrofilik polikatyonik peptit zinciri ile bir hidrofobik yag asit
kuyrugundan olusan, 1750 Da agirliginda biiyiik bir molekiildiir (41-43). Polimiksin E
(kolistin)’in molekiiler yapist sekil 2-3’de gosterilmistir (44).
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Sekil 2-3: Polimiksin E’nin (Kolistin) molekiiler yapisi

Florokinolonlara ve aminoglikozitlere ayrica karbapenem, monobaktam,
sefalosporinler ve genis spektrumlu penisilinler de dahil olmak iizere tiim B-laktamlara
direngli Gram negatif patojenlerin prevalansindaki hizli artig, kolistinin yeniden
degerlendirilmesini saglamistir. Direngli Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. ve
Enterobacteriaceae gibi Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kolistin
kullaniminin artmasiyla birlikte, diinya ¢apinda kolistine karsi direng sorunuyla karsi

karsiya kalinmistir (4).

2.3.2. Klebsiella pneumoniae’de Kolistine Diren¢ Mekanizmalari

Kolistinin antimikrobiyal etki gosterdigi hedef, hiicre membranidir. Katyonik bir
polipeptit olan kolistin ilk etkilesimini, anyonik bakteri membran lipopolisakkaritleri

(LPS) ile yapmaktadir. Kolistinde, pozitif yiiklii hidrofilik peptit u¢ ve negatif yiiklii
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hidrofobik yag asidi ucu bulunmaktadir. Pozitif yiiklii ucu, bakterinin LPS’leriyle
kuvvetli bir elektrostatik etkilesime girmektedir. Negatif yikli ucu ise LPS’lerin
lipitlerine baglanarak, lipitlerin etkilesimini giiclendirmekte ve bdylece membran
lipitlerinin fosfat gruplarinin negatif yiikiinii stabilize eden Mg?* ve Ca®* katyonlari
membrandan ayrilmaktadir. LPS’lerin kararliliginin bozulmasina yol agan bu durumun
sonucunda kolistinin gececegi stabilize olmayan alanlar genislemektedir. Hiicre
igerisine giren Kkolistin, membranin geg¢irgenliginin artmasina, sitoplazma igeriginin

sizmasina ve bakterin 6lmesine neden olmaktadir (4, 44).

Yapilan genomik analizler, K. pneumoniae de dahil olmak tizere patojenlerde
kolistin ile ilgili, LPS’ye bagli dirence mgrB geninin inaktivasyonunun, PhoP / PhoQ
sinyal sisteminin st regiilasyonunun, PmrA diizenlenmis pmrHFIJKLM operonunun

aktivasyonunun ve ArnB’nin varliginin yol agtigini ileri siirmektedir (45, 46).

Bagka bir alternatif yol ise, kolistinin proteinlere, DNA’ya ve lipidlere zarar
veren hidrojen peroksit (H:0:), siiperoksit (O2-) ve hidroksil radikallerinin (¢ OH)
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu indiikleyerek hiicre 6liimiine sebep olan hidroksil
radikal yoludur (47).

2.3.2.1. Mutasyona Bagh Kolistin Direnci

Dogal olarak duyarli tiirlerde polimiksinlere karsi kazanilmis direng,
genellikle lipopolisakkarit yapisindaki degisiklikler de dahil olmak iizere bakteri hiicre
yiizeyindeki degisikliklerin sonucudur. K. pneumoniae nin bazi izolatlarinda oldugu
gibi polimiksinleri yakalayan veya baglayan kapsiiler polisakkaritlerin kaybolmasi
bildirilen diger diren¢ mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir. Kromozomal
mutasyonlardan kaynaklanan direng, genellikle bakteriler arasinda yatay (horizontal)

olarak aktarilmaz (48).

2.3.2.2. Aktarilabilir Kolistin Direnci

2015 yilinin Kasim aymda Liu ve ark. (34) bir tiir fosfoetanolamin transferaz
kodlamakla gorevli olan, mcr-1 olarak isimlendirdikleri, plazmit araciligiyla aktarilan
ve kolistin direncinden sorumlu geni bulduklarmi Cin’den bildirmislerdir.
Arastirmacilar, mcr-1 genini 2011-2014 yillar1 arasinda gida hayvanlari ve etlerinden
elde edilen E. coli ile 2014 yilinda hastalardan izole edilen E. coli ve K. pneumoniae

izolatlarinda saptamislardir. Uzun yillar tiim diinyada gida olarak tiiketilen hayvanlarda
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yaygin olarak kullanilmasina ragmen, kolistinin Cin'de 2017 yilina kadar insanlar igin
Klinik kullanimmin mevcut olmamasi mcr-1'in yayilmasinda hayvansal kullanimin
etkisini gostermektedir (48). Daha sonra bu siire¢ genin varyantlari olan (mcr-1.2, mcr-
1.3, ...) ile diger mcr genlerinin (mcr-2, mcr-3, mcr-4, mer-5, mer-6, mer-7, mer-8, mcr-
9 ve mcr-10) tespiti ile devam etmistir (48, 49). 2016 yili Mayis ayinda, mcr-1 pozitif E.
coli izolatt tiriner sistem enfeksiyonu etkeni olarak Amerika’li bir hastada saptanmigtir
(50). Ardindan bildirilen yeni vakalar ve galismalarla, Cin, Giiney Afrika, Fransa,
Danimarka ve Almanya’da farkli Enterobacteriaceae tiirleri arasinda mcr-1’in yayildigi

gosterilmigtir (51-54).

2.4. Kolistin Direncinin Saptanmasi i¢in Kullamlan Yontemler

2.4.1. Onerilen Yontemler

2.4.1.1. Stvi Mikrodiliisyon Yontemi (SMD)

SMD, kolistinin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) tayini icin hem CLSI
(Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii) hem de EUCAST (Avrupa Antibiyotik
Duyarlilik Testi Komitesi) tarafindan onaylanms standart yontemdir (6-8, 55). MIK, bir
gece inkiibasyon sonrasinda mikroorganizmanin gorilebilir tiremesini inhibe eden
antibiyotigin en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir (55). Bu yontemde, 96
kuyucuk igeren mikroplaklar kullanilir ve her sus i¢in bir siraya iki kat sulandirilmis
konsantrasyonlarda antibiyotik eklenir. Kiigiik hacimli olmasi nedeniyle bir mikroplakta
birden fazla antibiyotik ve/veya sus es zamanli olarak test edilebilir. Mikroplaklarin 16-
20 saat 35°C + 2’de inkiibasyonu sonunda bakterilerin iremesi sonucu olusan bulaniklik

gorsel olarak gézlemlenir (6-8, 55).

Kolistin MIK seviyelerinin dogru sekilde belirlenmesi igin ‘CLSI-EUCAST
Polimiksin Simir Degerleri Calisma Grubu’ kapsamli  bir arastirma yaparak
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirleri igin kullanilabilecek
referans testin 1SO (Uluslararas1 Standart Kurumu) standartina (20776-1) goére yapilan
stvi mikrodilisyon yontemi oldugu ve asagidaki oOnerilerle birlikte uygulanmasi

gerektigi ortak fikrine varmiglardir (56):
e Katyon ayarli Mueller Hinton buyyon (KAMHB) kullanilmalhdir.

e Katki maddesi eklenmemelidir (6zellikle polisorbat-80 surfaktanin kolistin ile

etkilesime girdigi fark edilmis ve eklenmemesi gerektigi bildirilmistir).
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e Plak kuyucuklar1 polistren yapida olmali ve kullanilmadan once islem

gormemelidir.
e Polimiksinlerin sulfat tuzlar: kullanilmalidar.

Bu yontemde, kullanilan antibiyotik soliisyonlar1 ile sivi besiyerinin manuel
olarak hazirlanmas: gerekmektedir. Dolayisiyla bu durum zaman alici ve zahmetli
oldugundan mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin kullanim igin uygun bir y6ntem
degildir (57, 58).

2.4.1.2. Sivi Makrodiliisyon Yontemi (SMAD)

SMAD yonteminde, SMD yonteminde kullanilan kiiciik hacimli kuyucuklar
yerine her biri iki kat artan konsantrasyonda antibiyotik i¢eren daha biiylik hacimli
deney tiipleri kullanilmaktadir. Bu yontemde SMD yonteminde oldugu gibi katyon
ayarli Mueller Hinton buyyonu kullanilir, antibiyotik diliisyonu ve yorumlanmasi da
SMD yontemi ile aynidir (6). Tiip basina kullanilan hacimler tipik olarak 1 ml veya
daha fazladir, bu nedenle makro seyreltme yontemi olarak kabul edilir. Suslar ve
degisen konsantrasyonlarda antibiyotik iceren tiipler 16-20 saat 35°C + 2’de inkiibe
edilir. Bunu takiben, bakteri iiremeleri gorsel olarak gdzlemlenir. Bakteri iiremesi
gdzlemlenmeyen antibiyotigin en diisiik konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenir
(8, 59). SMAD, CLSI (6) rehberine gore onerilen kolistin duyarhilik test yontemleri
arasinda olmakla birlikte emek ve malzeme agisindan yogun bir yontem olmasi, ayni
anda c¢ok sayida susla ¢alismanin zor ve zaman alic1 olmasi nedeniyle mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda rutin kullanim igin uygun bir yontem degildir (57-59).

2.4.1.3. Kolistin Siv1 Disk Eliisyon Yontemi (KSDE)

KSDE yontemi, tarihsel olarak polimiksinler gibi sorunlu ajanlarin test edilmesi
icin yakin zamanda yeniden kullanima sunulan eski bir antibiyotik duyarlilik testi
(ADT) yontemidir (60).

Kolistinin biiyiik molekiil yapisi sebebiyle agara difiizyonu zorlagmaktadir. Bu
nedenle disk diflizyon ve gradiyent test yontemlerinin kullanilmasi1 CLSI ve EUCAST
tarafindan onerilmemektedir (6, 7). 2018 yilimin Ekim ayinda Simner ve ark. (61),
alternatif bir yontem olarak kolistin sivi disk eliisyon (KSDE) yontemini yeniden
tanimlamiglardir. Bu yontemde her sus i¢in, igerisinde 10 ml Mueller Hinton buyyon

bulunan tiipler kullanilmakta ve tiipiin igerisine klinik sinir deger konsantrasyonlarini
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(1, 2 ve 4 pg/ml) saglamak iizere belirli sayida kolistin diskleri eklenmektedir. Tiipler,
once kolistinin disklerden ayrismasi i¢in oda 1sinda inkiibe edilir. Daha sonra tiiplere
bakteri siispansiyonu eklenir ve tireme olup olmadig1 16-20 saatlik inkiibasyondan sonra
gorsel olarak degerlendirilir. KSDE yontemi, CLSI’a gore kolistin i¢in yeni bir yontem
tanimlanana kadar dnerilen yontemler arasinda olmakla birlikte zaman alic1 ve maliyetli

bir yontemdir (6).

2.4.1.4. Kolistin Agar Test Yontemi (KAT)

Bu yontem, her biri iki kat artan konsantrasyonda kolistin iceren Mueller Hinton
agar plaklarinda uygulanmaktadir. Bu plaklara bakteri siispansiyonu inokiile edildikten
sonra 16-20 saat siireyle inkiibe edilir. Herhangi bir iireme goriilmeyen en diisiik
konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenir (62). KSDE ve KAT yéntemlerinin rutin
laboratuvarlarda uygulanabilirligi SMD yontemine gore daha kolaydir. KAT
yonteminin dezavantajlari, farkli diliisyonlarda kolistin igeren MHA plaklarinn

hazirlanmasi ve her plakta bir seferde en fazla 10 susla calisilabilir olmasidir (6, 63).

2.4.2. Onerilmeyen Yéntemler

2.4.2.1. Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontemde, suslar Mueller Hinton agara yayilir ve farkli belirli
konsantrasyonlardaki antibiyotik diskleri besiyeri yiizeye yerlestirilir, 16-18 saat 35°C +
2’de inkiibe edilir. Daha sonra, her antibiyotik diskinin ¢evresinde olusan zon gap1
olgiiliir ve referans rehberlerdeki degerlerle karsilastirilarak bakterinin o antibiyotige

duyarlilik kategorisi belirlenir. (59).

Polimiksinlerin biiyiik molekiil yapis1 sebebiyle agara zayif sekilde yayilmasi
nedeniyle, giincel EUCAST ve CLSI rehberlerinde disk difiizyon yontemi igin kolistin
zon capi1 degerleri bulunmamaktadir (6, 7, 55).

2.4.2.2. Gradiyent Test (E-test) Yontemi

Antibiyotigin kademeli olarak azalan konsantrasyonlarinin emdirildigi ticari
olarak saglanan serit (strip)’lerin (E-test, vb.) kullanildigi bu yontemde serit, test
edilecek olan bakterinin yayildigi agar plagin yiizeyine yerlestirilir. Plaklar, 18-24 saat
35°C + 2’de inkiibe edilir. Gradiyent test seritleri ile {iremenin inhibe oldugu alanin

kesistigi bolge MIK degerini verir (59).
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Uygulamas: kolay bir test olan gradiyent test, agara dayali bir yontem oldugu
icin kolistin MIK degerlerinin dogrulugu kabul edilmemektedir (6). Kolistine direncli az
sayidaki ornek ile yapilan calismalarda, gradiyent test ve SMD arasinda uyum
bulunmaktadir ancak ¢ok sayida direngli 6rnek iceren g¢alismalarda, gradiyent testte
yiiksek oranlarda ¢ok biiyiik hata (CBH) gosterilmistir (60, 64, 65).

2.4.3. Otomatize Yontemler

2.43.1. VITEK 2

VITEK 2 sistemi, sivi mikrodiliisyon prensibi ile calisan, manuel olarak
hazirlanmis bir inokiilum iizerinde otomatik olarak hizli tanimlama ve antimikrobiyal
duyarlilik testi yapan bir sistemdir. En 6nemli islevi, mikroorganizmanin tanimlanmasi
ile izolatin antimikrobiyal duyarliligi arasindaki tutarsizliklari aramaktir. Diger bir
onemli fonksiyonu ise duyarlilik testlerinin sonuglarina dayali olarak izolatin

antimikrobiyal fenotipini tespit etmektir (66).

Sistemde, mikro kuyucuklar igeren antibiyotik duyarlilik test Kartlari
kullaniimaktadir ve her kart bir 64 tane mikro kuyucuk igermektedir. Bu kuyucuklarda,
farkli konsantrasyonlardaki antibiyotikler ve kuru besiyeri bulunmaktadir. Ayrica kartta
bir adet pozitif kontrol kuyucugu yer almaktadir. Sistem, her kuyucuktaki tiremeyi
periyodik olarak izler; periyodik izlem siiresi bakteriler i¢in 18-24 saattir. 1zolatlarn
antibiyotik duyarliligini, cihazda yiiklii bulunan verilere gore istatiksel tahminler

dogrultusunda degerlendirip, sonuca ulagsmaktadir (59).

VITEK 2 otomatize sisteminin bazi1 asamalarinda kolistin, plastik ile temas
edebilmekte ve Kkolistinin plastige yapismasindan kaynaklanan konsantrasyon kayiplari
olusabilmektedir. Bu durum da cihazin yanlis sonuglar vermesine neden olmaktadir.
Bazi c¢alismalarda VITEK 2’nin kolistin duyarliligini saptamada giivenilir olmadigi
belirtilmistir (59, 67, 68).

2.4.3.2. Phoenix

Bu sistemde, sivi mikrodiliisyon prensibi gibi ¢alisan mikro kuyucuklu paneller
kullanilir. 84 adet mikro kuyucuk, degisik konsantrasyonlarda toz antibiyotik igerir ve
bir adet de pozitif kontrol kuyucugu bulunur (59). MiK degerlerini 6-16 saat icerisinde
verebilmektedir (69). Amerikan Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan bir

sistem olmasina ragmen elde edilen MIK degerleri altin standart olan SMD yontemiyle



16

karsilastirildiginda CBH oranlar1 goriilmesi sebebiyle kolistine duyarlilig1 saptamak i¢in

givenilir bir sistem olmadigi sonucuna varilmistir (68, 70).

2.4.3.3. Sensititre

Bu sistem de sivi mikrodiliisyon prensibi gibi ¢alisan, VITEK 2 ve Phoenix’e
benzeyen otomatize bir sistemdir. 64 panel kapasiteli okuma saglayabilen bu otomatize
sistemde inkiibasyon siiresi boyunca mikroorganizma tarafindan iretilen belirli
enzimlerin aktivitesi floresan teknolojisi ile izlenir (59). Test panelleri standart 96
kuyucuklu mikrodiliisyon plaklaridir. Sensititre’de iireme 18-24 saatlik inkiibasyondan
sonra olusan floresan 6l¢iimii ile belirlenmektedir. Floresans miktar1 MIK degerini

belirlemeyle dogrudan iligkilidir (69).

2.4.3.4. MicroScan

Otomatize sistemlerden biri olan MicroScan, bakteriyel tanimlama ve ADT igin
otomatiklestirilmis bir sistemdir. Antibiyotik duyarliligin1 belirlemek igin standart
boyutlu sivi mikrodiliisyon panelleri ve bakteriyel iiremeyi belirlemek igin fotometre ve
florometrenin kullanimma dayanan kolorimetrik okumalar1 kullanir. Diger otomatize
sistemlerde oldugu gibi, kuyucuklara bakteriyel siispansiyonlar inokiile edilir ve herbir
kuyucukta kurutulmus farkli konsantrasyonlardaki antibiyotikler bulunur (59). Hizli
cogalan mikroorganizmalar igin ADT profilleri 4,5-7 saat arasinda belirlenirken, yavas
cogalan mikroorganizmalar icin siire 18 saate kadar uzayabilmektedir. Ayrica cihazda,
mikroorganizmalarin iireme hizlarin1 ve MiK degerlerini analiz etmek icin gelistirilmis

yazilim programlari da mevcuttur (69).

2.4.4. Haizh, Alternatif Test Yontemleri

2.4.4.1. MALDI-TOF MS Y 6ntemi

MALDI-TOF MS (Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon-iyonizasyon ugus
zaman kiitle spektrometresi) yonteminde kiiltiirde {retilen mikroorganizmaya ait
organik molekiiller, ultraviyole 1sinlarin1 absorblayan kristallesmis bir matrikse
gomiilerek iyonize gaz molekiilleri haline donistiiriiliir. Cihazda UV lazeriyle 1sinlama
sonrasinda, vakum altinda bir tiip i¢inden gegen iyonlarin ugus zamanina gore molekiil
(protein) profilleri  belirlenir. Bu profilin  (ugus kiitle spektrumu), sistemin
veritabanindaki referans mikroorganizmalarla karsilagtirilmasiyla mikroorganizma tiir

diizeyinde tamimlanabilmektedir. Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilmaya
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baslanan, ucuz ve kisa siirede sonu¢ veren hizli bir yontemdir. MALDI-TOF MS
bakterinin tanimlanma siiresini yaklasik bir giin kisaltabilmektedir (71).

Son yillarda MALDI-TOF MS yonteminin, antimikrobiyal direncin saptanmasi
amaciyla kullanimi  giindeme gelmistir. Yapilan ¢alismalarda spesifik piklerin
degerlendirilmesi ile direngli ve duyarli suslar arasindaki profil farki ortaya konularak
basarili sonuglar elde edilmektedir (72). Dortet ve ark. (73) polimiksin direncini
saptamak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada karbapenemaz iireten E. coli suslarinda, bu
yontemin kromozom ve plazmitte kodlanan (mcr benzeri genler) diren¢ mekanizmalari
arasinda ayrim da yaparak polimiksin direncini 15 dakika gibi kisa bir siirede ve dogru
bir sekilde tespit ettiklerini bildirmislerdir.

2.4.4.2. BacterioScan FLLS

BacterioScan, ADT'nin hizli belirlenmesi igin gelistirilmis ve ileri lazer 1sik
sacilim1 (FLLS) teknolojisini kullanan bir yontemdir. Bu yontem sivi drneklerde optik
yogunluk (OD) ve lazer 1sininin yakinina dagilmis yogunlugu 6lgmek icin bir lazer 151k
kaynagi kullanir. BacterioScan FLLS yontemi ile 16 oOrnege kadar ayni anda
calisilabilinmektedir ve dogru yogunluk degisimi Ol¢iimleri her ii¢ dakikada bir
otomatik olarak yapilmaktadir. Baslangigta idrar tahlili i¢in gelistirilmis olan bu yontem
daha sonra ADT i¢in optimize edilmistir. Hizli ¢cogalan mikroorganizmalar igin yaklasik
6 saat i¢inde, yavas cogalan mikroorganizmalar igin ise 18 saat icinde sonug
verebilmektedir (59).

Hayden ve ark. (74), BacterioScan FLLS yontemi ile yaptiklari antibiyotik
duyarhilik ¢alismasinda elde ettikleri sonuglar1 VITEK 2 ve MicroScan test sonuglari ile
karsilastirmiglardir. Calisma sonucunda, kategorik uyumun BacterioScan ve MicroScan
icin %88,9 (iki mindr hata), BacterioScan ve VITEK 2 i¢in ise %72,2 (bes minér hata)
oldugu ve ¢ogu izolatla hizli sonug (<6 saat) alinmasina ragmen, 10 saatten fazla ve

nadiren 12 saatte de sonug alindigi bildirilmistir.

BacterioScan FLLS'in en biiyiikk dezavantaji, numunelerdeki canli ve olii

hiicreleri ayirt edememesi ve ADT siiresinin uzun olmasidir (59).

2.4.4.3. Flow Sitometri (FCM) Yontemi
FCM, floresan boyalarla isaretlenen milyonlarca hiicreyi tek tek inceleyebilen ve
hizla gelisen bir teknolojidir. Bunun yani sira daha ileri ¢alismalar i¢in bu hiicrelerin saf

alt poptilasyonlarini tespit etme yetenegine de sahiptir (10).
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FCM yonteminde, siispanse haldeki hiicrelerin her biri, akim kanali boyunca
ilerleyerek lazer demetinin iginden gegmektedir ve bu esnada floresan 1s1gin bir kismini
yansitmaktadir. Hiicreler tarafindan yansitilan bu floresan isinlar flow sitometri
cihazinin optik sistemi tarafindan toplanip, analiz edilir ve dijitallestirilerek bilgisayara
aktarilir (75).

Son yillarda meydana gelen teknolojik gelismeler ve yapilan bilimsel ¢alismalar,
flow sitometri yonteminin, bakteriyel popiilasyonlar ic¢indeki hiicresel canliligi ve
membran potansiyeli degerlendirmesine izin vermistir (10). Bu gelismelerle beraber
arastirmacilar, FCM yontemi ile duyarlililk testi yapma olanagini giindeme
getirmiglerdir (11-13). Daha sonra yapilan ¢esitli ¢alismalarda bakterilerin antibiyotik
duyarliliklarmin ortalama 4-6 saat gibi kisa bir stirede belirlenebilecegi gosterilmis ve
bu teknigin rutin duyarlilik testi olarak laboratuvarlarda kullanilabilecegi ileri
strilmistir (13, 14, 76, 77).

2.4.4.3.1. Flow Sitometrinin Gelisimi

Moldoven tarafindan 1934 yilinda gelistirilen bu teknik, 1940’11 yillarin sonunda
Il. Diinya Savasi’nda aeresoller igindeki bakterileri ve sporlar1 tespit etmek amaci ile
kullanilmistir (77). Gucker ve ark. (78), FCM yonteminin aerosollerde kullanimindan
sonra, 1947 yilinda, bakteri hiicreleri gibi biyolojik orneklerle de caligilabilecegini
bildirmislerdir. 1950’lerin basinda, tek hiicrelerin ¢oklu 6zelliklerini yiiksek oranda
Olgebilen ve hiicresel popiilasyonlar1 analiz etmek igin kullanilan bir yontem haline
gelmistir. Hiicreleri tek tek analiz ettigi i¢cin 6rnek heterojenliginin belirlenmesine de
olanak saglamaktadir (79). Van Dilla ve ark. (80), 1967 yilinda, olusturduklar1 akis
kanalin1 kullanarak DNA kantitasyonunda floresan yogunlugu ve ploidi arasindaki
iligkiyi histogramlar olusturarak gostermislerdir. 1974 yilinda ise, enzim substratlar:
tarafindan yayilan 1sik sa¢ilimini ve farkh dalga boylarini tanimlayabilen ilk flow
sitometri cihazi, ticari hale getirilmistir (81). 1987 yilinda Human ve ark. bakterileri
idrarda FCM yontemiyle tespit etmislerdir ve boylece yontem, klinik mikrobiyolojide

kullanilmaya baslanmstir (82).

2.4.4.3.2. Flow Sitometri Temel Bilesenleri ve Calisma Prensibi
Tipik bir FCM dort ana boliimden olusmaktadir, bunlar: akigkan sistem, sinyal
algilama sistemi, optik sistem ve algilama, isleme sistemidir. Tek hiicre analizi

yapabilmek i¢in hiicre siispansiyonu akis kanalina basingli hava hatlar1 yardimiyla itilir
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ve hiicreler, kanal boyunca tek tek hizalanir. Bu hizalanma sayesinde her hiicre esit
sekilde analiz edilir. Hiicrelerin akis hizi, analizin amacina gore kullanici tarafindan
ayarlanabilir. Ornegin, yiiksek akis hizlar1 tiimor hiicrelerinin  immiinofenotiplemesi,
yavas akis hizi ise DNA igerik analizi i¢in kullanilabilir. Analizde hata olmamasi igin
kullanicinin, akig sisteminde hava kabarcigi ve birikinti bulunmadigindan emin olmasi
gerekmektedir (83, 84). Sayet hiicrelerde otofloresan olusturma yetenegi varsa ya da
floresan boyalarla etiketlenmis ise olusan 151k, akis kanalindan gegerken belirli bir dalga
boyuna odaklanmis olan optik sistem tarafindan okunur (84, 85). Sagilan 151k, floresan
optik sistem tarafindan okunduktan sonra gelen sinyaller fotodedektorler tarafindan
algilanir ve isleme sistemine gonderilir. Buna gore, iretilen elektrik sinyalleri dijital
olarak, ileri sagilim (FSC), yana sagilim (SSC), yesil floresan (FL1), turuncu floresan
(FL2), kirmiz1 floresan (FL3) gibi parametreleri 6zel bir yazilima sahip olan cihazin
bagli oldugu bilgisayara dijital olarak yansitir (84). FSC dedektori, lazer 15181 ile ayni
dogrultuda 0-10° agiyla etrafa sagilan 1sinlart toplar ve hiicrenin biiyiikligii hakkinda
bilgi verir. SSC dedektorii, hiicrenin yiizeyinden 90° aciyla yayilan isinlar: toplar ve

hiicrenin graniilitesi hakkinda bilgi verir. Flow sitometrinin ¢alisma semasi sekil 2-4’de

gosterilmistir (86).
o l i
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Sekil 2-4: Flow sitometrinin temel bilesenleri ve calisma semasi™

*Akiskan sistem (1), sinyal algilama sistemi (2), optik sistem (3), algilama ve isleme sistemi (4)

2.4.4.3.3. Flow Sitometrinin Kullanim Alanlar:
Klinik veya endiistriyel amagla, mikroorganizmalarin tanimlanmasi, kanser
aragtirmalart (hiicre dongiisii analizi, DNA, RNA ve protein igeriginin olgiilmesi),

immiinofenotipleme, gida mikrobiyolojisi ve ekolojik arastirmalar dahil hiicreye ait pek
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cok veri bu yontem ile kalitatif ve Kkantitatif olarak alinabilmektedir. FCM’de
mikroskobiden farkli olarak saniyede binlerce hiicre analiz edilebilir (87, 11, 88-108).

Waaij ve ark. (88)’nin ¢alismasinda, FCM yontemi kullanilarak anaerop
bakterilerin tiir diizeyinde tamimlanmasi yapilmistir. Saglikli 22 goniilliiniin  diski
orneginde Pl (“propidium iodide”) ve FITC (“Fluorescein isothiocyanate™) ile isaretli
anti-human-IgA kullanarak Bacteroides fragilis ve Clostridium difficile’yi tespit
etmislerdir. Fekal anaerobik bakterilerilerin rutin yontemlerle incelenmesi zordur.
Kiiltiir ve biyokimyasal yontemlerle tanimlanmasi ise zaman alicidir. FCM yontemi ile

bu siire 2 saate kadar disiiriilebilmektedir.

Uzmez ve ark. (89)’min ¢aligmasinda ise, farkli kliniklerden gonderilen 995
hastanin idrar o6rneklerinde bakteri tanimlamasi FCM yontemi ile yapilmistir.
Calismanin sonucunda, FCM hizli tarama testi olarak kullanildiginda, is yiikiiniin ve

maliyetin azalacagi belirtilmistir.

FCM yontemi kanser arastirmalarinda da hekimlere ve arastirmacilara biyiik
kolayliklar saglamaktadir. Hiicrelerin DNA/RNA igeriklerinin ve hiicre dongiisi
fazlarinin FCM yontemi ile analiz edilmesi kanser ¢alismalarina hiz ve maaliyet
konusunda destek olmaktadir ve yine bu analiz antimikrobiyal ilaglarin hiicre biiyiimesi
tizerindeki etkilerinin anlasilmasi i¢in de 6nemli bir parametredir. Bu tip ¢alismalarda
DAPI (“4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride”), “Mithramycin”, “Hoechst’
ve Pl (“Propidium Iodide”) en fazla kullanilan floresan boyalardir (11, 90-92, 109).

Okaryot hiicre tanimlamasinda, degisik biiyiime ve gelisme asamalarinda FCM
ile RNA igerigi oOlgiilebilir. Fakat bakterilerde RNA igerigi, ayn1 bakteri olmasina
ragmen biliylime sirasinda degiseceginden, bakterilerin  tanimlanmasinda diger
parametrelerle (DNA ya da protein igerigi) birlikte kullanilmasi daha iyi sonuglar
vermektedir. Bu tip caligmalarda tavsiye edilen, “Akridin orange’’, “Syto9’’ ve
“Pyronine Y’ floresan boyalardir (93, 94, 109) .

FCM yontemi ile enfekte hiicrelerde bulunan viral antijenler saptanabilmekte ve
aym1 zamanda monoklonal antikorlar kullanarak kantitatif —antijen tayini
yapilabilmektedir. Ayrica viriisle enfekte bir hiicrede, birden ¢ok viriis antijen
parametresine bakilabilmekte ve viriisle enfekte hiicrelerin kantitatif sayim: da
yapilabilmektedir (95, 96).



21

FCM yontemi immiinofenotiplemede de siklikla kullanilan bir ydntemdir.
Floresan boyalarla goriiniir hale gelen hiicre ylizeyi ve hiicre i¢i belirteclerinin
saptanmasi bu yontemle olduk¢a kolaylasmaktadir. Boyanmis 6zgiil antikorlarla,
saptanmak istenen antijenik yapilarin 6rnekteki varligi ya da yoklugu kolayca
belirlenebilmekte ve mikroorganizmanin immiin sistem hiicreleri iizerindeki etkisi
arastirtlabilmektedir (97-100).

Hem zamandan hem de maliyetten tasarruf sagladigi i¢in bu yontem gida
mikrobiyolojisi alaninda da tercih sebebi haline gelmektedir (101, 102). Bakterilerde
oldugu gibi parazitlerde ve mantarlarda da, o6zellikle mayalarda FCM yo6ntemi
kullanilarak ¢esitli calismalar yapilmistir (103-105). FCM yo6nteminin, hizli ve
maaliyetinin az olmasi sebebiyle alternatif bir yontem olarak gosterildigi bir diger alan
ise ekoloji alamidir. Toprak ve sudaki mikroorganizma analizlerinde giivenle

kullanilabilecegi calismalarda belirtilmistir (106-108).

Boi ve ark. (110)’nin yayimladig: bir ¢alismada, nehir suyundan izole edilen 10
E. coli susunun diren¢ geni PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ile arastirilmis ve FCM
yonteminde “SYBR green I” ve Pl boyalari birlikte kullanilarak antibiyotiklerin
(gentamisin, kloramfenikol, kanamisin, ampisilin, nalidiksik asit, streptomisin-penisilin)
bakteri tizerindeki etkisi degerlendirilmisdir. Calismanin sonucunda, niikleik asiti ¢ift
boya ile boyamasinin E. coli suslarmin antibiyotik maruziyetinden sonraki membran

hasarinin derecesini ve hiicrenin canli/6lii degisimini gosterdigi belirtilmistir.

2.4.4.3.4. Flow Sitometride Kullanilan Floresan Boyalar

Bazi hiicreler, kendiliginden floresan bilesiklere dolayisiyla otofloresan
olusturma yeteneklerine sahip olsa da bu durum hiicre hakkinda smirh bilgiler
vermektedir (83). Bu nedenle, hiicresel popiilasyonlarin ¢esitli 6zelliklerinin
anlasilmasma izin veren FCM yonteminde floresan boyalar yaygin olarak
kullanilmaktadir (83, 111). FCM yonteminde kullanilacak olan floresan boyanin,
calisilacak olan hiicre ile uyumlu, floresan sinyal yogunlugu yiiksek ve toksisite
oraninin diisiik olmasi gerekmektedir (86). Uygulama alanlarina gore birka¢ gruba
ayrilabilen ¢ok sayida floresan boya mevcuttur (83). Tablo 2-1’de flow sitometri

yonteminde Kullanilan bazi floresan boyalar gosterilmistir (112).



Tablo 2-1: Flow sitometri yonteminde kullanilan bazi floresan boyalar

22

polimerleri

Pl Canlilik, DNA miktar
” S 536 625 DNA, RNA tayini, hiicre dongiisii 112,113
(“Propidium iodide™)
calismalari
TOTO-3 642 660 DNA RNA | DNAmiktar tayini, hiicre | =),
dongiisti galigmalart
Canlilik, DNA miktar
SYTO 13 488 509 DNA, RNA tayini, hiicre dongisii 112
¢alismalart
“Etidyum bromiir” 510 595 DNA,RNA | DNVA miktar tayini, hiere | ),
dongiisti galigmalart
“SYTOX Green” 504 525 DNA, RNA (BERIIE LD il (i 112
tayini ¢alismalari
DAPI .
(“4' 6-Diamidino-2- 461 358 DNA (AT) Ce;ghllal: DlI:lﬁ1 r’f;ll;tar 114
phenylindole, dihydrochloride™) yini galismala
“Hoechst” 33258/ 33342 340 450 DNA (GC) I8t EE0 AT 112
¢alismalari
“Mithramycin” 425 550 DNA 15D ST 112
¢aligmalari
“Pyronine Y” 497 563 RNA RNA miktar tayini 112
IS 495 525 Protein Mikroorganizma tayini 112
(“Fluorescein isothiocyanate™) 9 Y
e EAP (TR 580 620 Protein Mikroorganizma tayini 112
isothiocyanat™) E Y
“Oregon green isothiocyanate” 496 526 Protein Mikroorganizma tayini 112
Antimikrobiyal duyarlilik
DIOC6(3) 484 501 “gt?,\:]nsl).rae?. calismalart, metabolik | 112, 115
potansty degisikliklerin tespiti
DIBACAS) Membran Agziﬁﬁg?:;yﬁs;}éflliﬁlk
(“bis-(1,3-dibutylbarbituric 490 516 veli e 'klikly . slii 112, 116
acid) trimethine oxonol”) potansiyeli egigiiicenn ve ol
hiicrelerin tespiti
AFH Antimikrobiyal duyarlilik
(“Alexa fluor 633 hidrazide”) 7 e A caligmalant it
TO-PRO-3 642 661 DNA, RNA Antimikrobiyal duyarlilik 114
¢aligmalari
« " RNA: 486 RNA: 501 D o
SYTO 9 DNA: 485 DNA: 498 DNA, RNA Canli/6li hiicre ayrimi 14,114
e g = 510 530 DNA, RNA Canli/6lii hiicre ayrimi 113,114
(“Thiazole orange™)
3y P " 488 546 DNA Canly/6lii hiicre ayrim1 114
(“7-aminoactinomycin-D”)
Membran .. .
“Rhodamine 123” 507 529 potansiyeli Amllmlkrcl’blyal duyarll'ﬂlk 112, 115
(mitokondriyal) | Saiigmalan, metabolik
degisikliklerin tespiti
Ho Membran
(“Fluorescein diacetate™) 450 510 - Canlilik, enzim aktivitesi | 114, 115
potansiyeli
Florokrom Florokrom VERTTE Hiicre duvan
“Lectinler” konjugatina konjugatina oliqosakkaritleri bilesenlerinin tespiti, 112
baghdir baghdir Y mikroorganizma tespiti
Florokrom isaretli antikorlar - - Antijenler Mikroorganizma tespiti 112
Kitin ve diger
Kalkoflor beyazi 347 436 karbonhidrat Mantarlarin tespiti 112




23

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Etik Kurul Onay1
Calismamizin etik kurul onayi; Istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan Etik Kurulu’ndan, 20.09.2021 tarih ve E-29624016-050.99-477801

sayil1 karar1 ile alinmustir.

3.1.2. Cahsma Grubu: Suslarin Se¢cimi ve Calismaya Dahil Etme Kriterleri
Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals,
Bakteriyoloji laboratuvarina Kasim 2020-Nisan 2022 tarihleri arasinda rutin inceleme
amact ile gonderilen Klinik hasta oOrneklerinden izole edilmis ve rutin olarak
karbapeneme direngli oldugu belirlenmis 85 K. pneumoniae susu c¢alisma kapsamina
alinmigtir. Her hastadan sadece bir izolat ¢alismaya dahil edilmistir. Ayn1 hastaya ait

birden fazla izolat oldugunda sadece ilk izolat ¢alisma kapsamina alinmistir.

3.1.3. Besiyerleri

3.1.3.1. Tryptik Soy Agar (Biolab, Macaristan)
Kazein Peptonu 17 g
Soya Peptonu 3 g
Glikoz 2,5 ¢g
Sodyum kloriir 5 g
Tamponlar 2,59
Agar 159

3.1.3.2. Katyon-ayarh Mueller Hinton Il Buyyonu (KAMHB) (Becton Dickinson,
ABD)

Sigir eti 6zii 3 ¢
Kazein asit hidrolizat1 17,5 g
Nisasta 1,5 g
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3.1.3.3. Beyin Kalp Infiizyon Buyyonu (Becton Dickinson, ABD)

Beyin kalp infiizyonu 6 g
Pepton 6 g

Sodyum kloriir 5 ¢
Dekstroz 3 g

Pankreatik jelatin 14,5 g
Disodyum fosfat 2,5 ¢

3.1.4. Antibiyotik, Boya ve Kitler

3.1.4.1. Antibiyotik
« Kolistin siilfat toz maddesi (Biosynth-Carbosynth AC20542; Potens: 785.86 ug/mg)

3.1.4.2. Boyalar

 DIBAC4(3) boyasi (bis-(1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol)
(Cayman Chemical Company, ABD)

* 7-AAD boyasi (7-Amino-actinomycin D) (BD Biosciences Pharmingen,
California, ABD)

3.1.4.3. Kitler
* VITEK 2 GN 21341 tanimlama kiti (BioMérieux, Fransa)

* VITEK 2 AST-N325 antibiyogram kiti (BioMérieux, Fransa)
3.1.5. Standart Referans Suslar
« Escherichia coli NCTC 13846 (mcr-1 +)

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
« Escherichia coli ATCC 25922

3.1.6. Kullanilan Cihazlar
« Biyolojik giivenlik kabini (Heraeus, Almanya)
« Etiiv (Inkiibatr) (Heraeus, Almanya)
VITEK 2 kompakt otomatik ID/AST cihazi (BioMérieux, Fransa)

Otoklav (Hirayama, Japonya)

Flow sitometri cihazi (NAVIOS EX, Beckman Coulter, ABD)
Buzdolabi (4 °C), (Argelik, Tiirkiye)

Dondurucu (-20 °C), (Bosch, Almanya)
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Dondurucu (-80 °C), (Heraeus, Almanya)

McFarland densitometre (BioMérieux, Fransa)

« Vortex karistirici (Heidolph, Almanya)

« Isiticili manyetik karistirici (IKA Labortechnik, Almanya)
Mikropipetler (10 uL—1000 pL) (MediSis, Tiirkiye)
Terazi (Hassas terazi), (Axis, Tirkiye)

pH metre (Xylem, Almanya)

3.1.7. Kullanilan Sarf Malzemeler
* Pipetucu (10 uL—1000 pL), (Microcult, Tirkiye)
Cam deney tiipii (Laborant, Tiirkiye)

Mikroplak 96 kuyucuklu, steril kapakli (Laborant, Tiirkiye)

Ependorf tiipti (Laposel, Tiirkiye)

Steril Petri kutusu (Laposel, Tiirkiye)

Steril ekiivyon, (Laposel, Tiirkiye)

Falkon tiipti (Microcult, Tiirkiye)

3.2. Yontemler
3.2.1. Besiyerlerin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Triptik Soy Agar (Biolab, Macaristan)

Hazir toz halindeki besiyerinden 45 g tartilmig, 1000 ml distile su ile
cozlindiiriilerek pH degeri 7.3 + 0,1’e ayarlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 1 atm basing
altinda 20 dk. steril edildikten sonra 45-50°C’ye sogutulup 90 mm’lik Petri kutularina 4
mm kalinliginda olacak sekilde dokiilmiis ve katilastiktan sonra +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.1.2. Katyon-ayarh Mueller Hinton Il Buyyonu (KAMHB) (Becton Dickinson,
ABD)

Hazir toz halindeki besiyerinden 22 g tartilmis, 1000 ml distile suda
¢oziindiriilerek pH 7.3 + 0,1’¢ ayarlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 1 atm basing altinda

20 dk. steril edildikten sonra steril tiiplere dagitilmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.1.3. %20 Gliserollii Buyyon

Hazir toz halindeki beyin kalp infiizyon buyyonundan 37 g tartilmis, 800 ml
distile suda ¢ozdiiriilmiis ve igerisine 200 ml gliserin eklenmistir. pH 7,2 = 0,2°¢
ayarlanmustir. Besiyeri 100 cc’lik steril tiiplere dagitilmis ve 121 °C’de 1 atm basing

altinda 20 dKk. steril edildikten sonra +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Saklama Besiyerinde Dondurulan Suslarin Uretilmesi

Calisma tarihine kadar -80 °C’de %20 gliserollii buyyonda saklanan suslarin
tiretilmesi amaciyla saklama besiyerinden triptik soy agara (TSA) azaltma yontemiyle
ekim yapilmis ve 35°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Ureyen kolonilerin TSA
besiyerine ikinci pasajlari yapilmis ve ikinci pasaj sonrasi saf kiiltiir halinde izole edilen

suslar deneylerde kullanilmaistir.

3.2.3. VITEK 2 Otomatize Sistemiyle Tammmlama Yapilmas1 ve Karbapenem

Duyarhhgimin Saptanmasi

Rutin konvansiyonel yontemlerle tanimlanan ve karbapeneme direngli oldugu
saptanan K. pneumoniae suslarinin tiir diizeyinde tanimlanmasi ayrica karbapenem ve
kolistin hari¢ diger antibiyotiklere direncinin saptanmasi amaciyla VITEK 2 otomatize
sistemi ile ¢calisilmustir.

Bakteri siispansiyonlart iiretici firmanin onerileri dogrultusunda 0,5 McFarland
yogunlugunda olacak sekilde fotometrik yontemle hazirlanmis ve tanimlama igin
VITEK 2 GN-21341 tanimlama karti, antibiyogram icin VITEK 2 AST-N325
antibiyogram karti kullanilmistir. Otomatize sistemle 85 K. pneumoniae susu
tanimlanmis ve karbapenemler i¢in MIK sinir degerleri belirlenerek duyarli ve direngli

olarak kategorize edilmistir (117).

3.2.4. Siv1 Mikrodiliisyon (SMD) Yéntemiyle Kolistin Duyarhiliginin Saptanmasi
Kolistin Stok Soliisyonunun Hazirlanisi

Calismada potensi 23.576 1U/mg (=785.86 pg/mg) olan toz kolistin stilfat
kullanilmistir. Antibiyotik stok soliisyonunun hazirlanmasi i¢in asagidaki formiilden

yararlanilmigtir (8).
Agirlik (mg) = (Hacim (ml) x Konsantrasyon (pg/ml)) / Potens (ug/mg)

Kolistin agirlik (mg) = (20 ml x 1280 pg/ml) / 785.86 pg/mg = 32.5 mg
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1280 pg/ml konsantrasyonda antibiyotik solisyonu hazirlamak i¢in 32.5 mg toz
antibiyotik tartilip 20 ml steril distile su i¢inde ¢6ziindiirilmiis ve 1’er ml’lik
ependorflara boliinerek -80°C’de muhafaza edilmistir. Calisma giiniinde kullanilacak
miktara gore 1280 pg/ml konsantrasyondaki solisyondan 100 pl alinip 900 ul steril

distile suda ¢ozdiiriilmiis ve 1:10 sulandirim hazirlanmistir (8, 118).

3.2.4.1. Kolistin i¢in Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MIK) Degerlerinin
Belirlenmesi

Karbapeneme direngli oldugu dogrulanan 85 K. pneumoniae susunun kolistin
icin MIK degerleri, s1vi mikrodiliisyon yontemiyle saptanmistir. Kolistin icin MiK
degerinin SMD yontemiyle saptanmas: amaciyla kolistin siilfat kullanilmistir (8, 118,
119).

Triptik soy agar besiyerinde iiretilmis taze pasajlardan, 5 ml’lik KAMHB sivi
besiyerine birka¢ koloni aktarilarak koloni siispansiyon yontemiyle 0,5 McFarland
(1x10® CFU/ml) bulanikliginda bakteri sitispansiyonu hazirlandiktan sonra bu
slispansiyondan baska bir KAMHB i¢inde 1:20 sulandirma yapilarak son
konsantrasyonu 5x10% CFU/mI olan bakteri stispansiyonu hazirlanmistir (8, 55, 118,
119).

Sivi  mikrodiliisyon uygulanacak olan 96 kuyucuklu mikroplaklarin her
kuyucuguna, mikropipet vasitasiyla 100 pl steril KAMHB s1v1 besiyeri dagitilmistir. i1k
kuyucuk, sadece bakteri siispansiyonu icerecek olan iireme kontrol kuyucugu, 12.
kuyucuk ise antibiyotik igerecek fakat bakteri siispansiyonu icermeyecek olan sterilite
kontrol kuyucugu olarak belirlenmistir. Mikroplaktaki her siranin ikinci kuyucuguna
128 ug/ml konsantrasyondaki antibiyotik soliisyonundan 100 pl koyularak ikinci
Kuyucukta 64 pg/ml konsantrasyon elde edilmistir. Her siradaki ikinci kuycuktan 100 pl
alinip, tim kuyucuklara iki kat seri diliisyon yapilmistir. Son seri diliisyonu yapilan 12.
kuyucuktan, 100 pl siv1 ¢ekilip disariya atilmistir. Daha sonra sterilite kontrol kuyucugu
(12. kuyucuk) disindaki tiim kuycuklara hazirlanan bakteri siispansiyonundan 10 pl
inokule edilmistir. Mikroplagin birinci ve ikinci sirasina kontrol referans suslar [E. coli
NCTC 13846 (mcr-1 +) (direngli) ve P. aeruginosa ATCC 27853 (duyarl)] inokiile
edilmistir (55, 118-120). Bu sekilde mikroplak i¢inde 64-0,125 pg/ml araligindaki iki
kat azalan antibiyotik konsantrasyonlart ve her kuyucukta 5x105 CFU/ml bakteri
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konsantrasyonu elde edilmistir. Geriye kalan alt1 siraya da ayni sekilde diger bakteri

suslari inokule edilmistir. Ornek mikroplak gériintiisii resim 3-1" de verilmistir.

Resim 3-1: Kolistin mikrodiliisyon deneyinin 6rnek mikroplak goriintiisii*

*MIK’l gosteren kuyucuklar daire igerisine ahnmistir. 4 numarali izolatta duyarhlik tespit edilemedigi icin daha

yiiksek antibiyotik konsantrasyonu ile test tekrarlanmustir.

Mikroplaklar steril seffaf kapaklariyla kapatilip 35°C’de, 18-24 saat aerop
kosullarda etiivde inkiibasyona birakildiktan sonra gozle okunmus, bulaniklik
gozlenmeyen ilk kuyucuk, MiK degeri olarak kaydedilip, sonuglar EUCAST klinik sinir
degerine gére yorumlanmistir. Buna gére MIK< 2 pg/ml olan izolatlar duyarli (S),
MIK>2 pg/ml olan izolatlar direngli (R) olarak degerlendirilmistir (7, 55, 119). Tablo 3-
1’de EUCAST’a gore Kolistin igin son birka¢ yilda giincellenen smir degerleri

verilmistir.

Tablo 3-1: EUCAST’a gore Kolistin icin klinik sinir degerleri

Onceki Simir Deger
Antibiyotik v11.0
(2021)
S< R>
Kolistin MIK 2 2
ug/ml

2022 yilinda EUCAST, monoterapi i¢in klinik kanitin genellikle yetersiz
oldugunu, ancak yine de belirli bir endikasyon i¢in veya bagka bir aktif ajanla
kombinasyon halinde kullanilabilecegini vurgulamak amaciyla kolistin de dahil olmak
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lizere bazi antibiyotikler icin sinir degerlerini parantez igine alarak gostermeye
baslamistir (Tablo 3-1) (7, 55, 119).

Sivi mikrodiliisyon yonteminin is akis1 sekil 3-5’de gosterilmistir.

3.25. Flow Sitometri (FCM) Yontemiyle Antibiyotik Duyarhhklarinin
Belirlenmesi

3.2.5.1. Boyalarin Hazirlanmasi
3.25.1.1. DiIiBAC.4(3) [bis-(1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol]

Toz haldeki DIBAC.(3)’ten 5 g/ml tartilip, 1 ml dimetil siilfoksit (DMSO) ile
¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan DiBAC4(3) boyast her ¢alisma sonunda tiiketilecek
sekilde, az miktarlarda ependorf tiiplere ayrilmig ve -80°C’de saklanmistir. Calisma

sliresini i¢eren kisa siireli saklamalar ise -20°C’de yapilmistir (116).

3.2.5.1.2. 7-AAD (7-Aminoactinomycin-D)
7-aminoactinomycin-D (7-AAD) boyasi Istanbul Universitesi Istanbul Tip

Fakiiltesi Hematoloji laboratuvarindan hazir olarak temin edilmistir.

3.2.5.2. Flow Sitometri Yontemi icin Optimizasyon Calismalar:

Optimizasyon calismalarinda, oncelikle  hiicrelerin = dogal  yapisindan
kaynaklanan otofloresan isimanin ¢alismayi etkileyecek diizeyde olup olmadigi kontrol
edilmistir. Bunun i¢in antibiyotiksiz ve boyanmamis bakteri siispansiyonlart FCM ile
FITC kanalinda analiz edilmistir. Analiz sonrasinda, akim sitometri ¢alismalarini

etkileyecek diizeyde otofloresan isima goériilmemistir (Sekil 3-2).

[Baxter]

Otoflorasan 1sima gériilmeyen alan

Sekil 3-2: Antibiyotik eklenmemis ve boyanmamis bakteri popiilasyonu

Bu 6n ¢alismalardan sonra bakterilerin 0,5 McFarland bulanikligina ayarlanmig

atik/hiicre aymmini yapabilmek icin bakteriler, antibiyotik eklenmeden 7-AAD
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boyasiyla boyanmustir. Sonuclar PC5 kanalinda incelenmistir (121). Incelemeler
sonucunda dot plot grafiginde kapilanacak alan belirlenmistir (Sekil 3-3).

7-AAD

1023

§5 INT LIN

Pes

Sekil 3-3: 7-AAD boyasiyla boyanmus hiicrelerin PC5 kanalindaki dot plot grafigi

Degisik miktarlarda boya kullanilarak optimizasyon ¢alismalart siirdiirilmiistiir.
Bunun sonucunda yiiksek miktarda floresan boya kullanmanin fazla isimalara yol
acarak kalitesiz dot plot goriintiilerine neden oldugu, diisiik miktarlarda ise, bakterilerin
bir kisminin boyanmadig: belirlenmistir. Boyama i¢in uygun miktara bu ¢aligmalar

sonucunda karar verilmistir.

Bakteri yogunlugunun 0,5 McFarland diizeyinde olmasmin daha iyi dot plot
gortntiileri olusturdugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu bakteri yogunlugu CLSI ve
EUCAST’in sivi mikrodiliisyon testi i¢in onerdigi bakteri yogunlugu ile aynidir (8, 55,
119, 120).

Herbir izolat icin antibiyotik eklenmemis, DiBAC4(3) boyasi ile boyanmis olan
1. tip (ireme kontrol tiipii) FCM cihazinda okutulmus, ¢ikan dot plot grafigi tizerinde
ilk kapilama yapilmis ve farkli miktarlarda antibiyotik eklenen diger tiiplerin dot plot
sonuglarinda da her zaman ayni alanin kapilanmasi icin cihazda gerekli diizenlemeler

yapilmustir (Sekil 3-4).
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Ureme kontrol tiipii 2. Tip 3. Tip 4. Tiip
(1. Tiip)
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Sekil 3-4: Dot plot grafigi iizerinde kapilama islemi

3.2.5.3.Flow Sitometri Yontemiyle Kolistin Duyarhhiginin Saptanmasi

FCM yontemi ile kolistin direnci tespiti NAVIOS EX (Beckman Coulter, ABD)
cihazi ile yapilmistir. Her bir sus ig¢in farkli antibiyotik konsantrasyonlar1 denenmek
tizere dort FCM tiipii kullanilmustir. Triptik soy agarda iiretilmis taze pasajlardan 2
ml’lik KAMHB besiyerine alinan kolonilerden 0,5 McFarland (1x10® CFU/ml)
bulanikliginda bakteri silispansiyonu hazirlandiktan sonra tiiplerdeki bakteri
stispansiyonlar1 1:100 sulandirilmis ve boylece her sus i¢in kullanilan dort farkli tiipte

son bakteri siispansiyonu 1x10° CFU/ml olacak sekilde hazirlanmistir (118, 120, 77).

SMD ile direngli oldugu tespit edilen (MiK>2 pg/ml ) tiim suslar i¢in hazirlanan
1. tiipler tireme kontrol tiipti olarak belirlenmistir ve bu tiipe antibiyotik eklenmemistir.
2. tiipe konsantrasyonu 1 pg/ml olan antibiyotikten 500 upl eklenmistir. 3. tiipe
konsantrasyonu 2 ug/ml olan antibiyotikten 500 ul ve 4. tiipe ise, MIK degeri
konsantrasyonundaki antibiyotikten 500 pl eklenmistir.

SMD ile duyarli oldugu tespit edilen ve MIK degeri 2 pg/ml ile 0,5 pg/ml
arasinda olan suslar i¢in hazirlanan 1. tiipler yine ireme Kkontrol tipii olarak
belirlenmistir. 2. tipe 0,5 pg/ml konsantrasyonundaki antibiyotikten 500 pl eklenmistir.
3. tiipe konsantrasyonu 1 pg/ml olan antibiyotikten 500ul ve 4. tiipe konsantrasyonu 2
ug/ml olan antibiyotikten 500 pl eklenmistir.

MIK < 0,25 pug/ml olan suslar igin ise yine 1. tiipler iireme kontrol tiipii olarak
belirlenmistir. 2. tiipe SMD yontemi ile belirlenen MIK degerinin bir alt
konsantrasyonundaki antibiyotikten 500 ul eklenmistir. 3. tiipe MIK degeri
konsantrasyonundaki antibiyotikten 500 ul ve 4. tiipe konsantrasyonu 2 pg/ml olan
antibiyotikten 500 pl eklenmistir.

Hazirlanan tiipler 37°C’lik etiivde 30 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda

tim tiiplere 2 pul DIBAC4(3) boyasi eklenmistir ve o6rnekler karanlik ortamda, oda
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sicakliginda 15 dk. bekletilerek bakterilerin boyanmasi saglanmistir (12, 15). Her
calismada, standart referans suslar1 (Escherichia coli NCTC 13846 (mcr-1 +), E. coli
ATCC 25922) igeren pozitif/negatif kontrol tiipleri hazirlanmistir. Boyama islemi
sonunda vortekslenen her bir tiip flow sitometri cihazinda 490 nm dalga boyundaki
lazer ve 516 nm dalga boyundaki optik filtre kullanilarak okunmustur. Flow sitometride
DIBAC.4(3) boyasinin floresan kanali FITC, dalga boyu FL-1 530/30 nm’dir (116).

Flow sitometri yonteminin is akist sekil 3-5’de gosterilmistir.

Dondurulmus Suslarin Uretilmesi Antibiyotik Duyarlilik Testleri

-80°C

| 18-24 saat > MIK

Bakteri+MHB+AB

S1vi Mikrodiliisyon

L b i

BakteritMHB+AB
0.5 McFarland DiBAC4(3)

bakteri soliisyonu

Sekil 3-5: Antibiyotik duyarhlik testleri is akisi

Herbir izolat igin ilk olarak, antibiyotik eklenmemis ve DIiBAC.(3) boyasi ile
boyanmis iireme Kontrol tiipii okutulmus ve dot plot grafigi tizerinden kapilama islemi
yapilmustir (Sekil 3-4). Yine tireme kontrol tiipiiniin histogram grafigi tizerine canli ve
oli hiicre alanlarini belirleyen kadranlar yerlestirilmis ve bu hiicrelerin toplam hiicre
popiilasyonu igindeki yiizdesi belirlenmistir. Farkli antibiyotik diliisyonlarina sahip
diger tiiplerin histogram sonuglarinda da her zaman ayni1 kadranlar kullanilmistir (Sekil
3-6) (13, 76, 87).
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Sekil 3-6: Canli ve 6lii hiicrelerin toplam hiicre popiilasyonu igerisindeki yiizdelerinin

histogram grafikleri iizerinde belirlenmesi

Her izolat i¢in ¢alisilan, farkli antibiyotik miktarlarini igeren dort tiipiin
histogram grafikleri overlay (iist iiste getirme) histogram grafigine donistiriilmiis ve
sonuglar bu grafikler tizerinden degerlendirilmistir (Sekil 4-2, 4-3, 4-4). Histogram
grafiklerinin, overlay histogram grafiklerine doniistiiriilmesi i¢in Beckman Coulter-

Kaluza 2.2 analiz programi1 kullanilmistir.
3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

3.2.6.1. Orneklem Biiyiikliigiiniin Hesaplanmasi

Calismaya dahil edilecek olan sus sayisi, evreni bilinmeyen 6rneklem hesaplama
formiiliine gore (n=t>pq/d?) hesaplanmistir (122). Formiilde, p; incelenen olayin goriilme
sikligini, @; incelenen olayin goriilmeme Sikhigm, t; belirli bir anlamlilik diizeyinde t
tablosuna gore bulunan teorik degeri ve d; olayin goriiliis sikligina gore kabul edilen +/-
ornekleme hatasini ifade etmektedir. p, g ve d degerleri literatiir taramalar1 sonucunda
belirlenmis olup, KRKP suslarinin kolistin MIK degerlerini CLSI ve EUCAST’a gore
referans yontem olarak kabul edilen SMD yontemi ile saptanmig olan caligmalarin
sonuglart kullanilmis, SMD diginda yontemlerin kullanildigi c¢alismalar istatistiksel
hesaplamalara dahil edilmemistir. Litaratiir taramas: sonucunda, (p; 35, q;65, d;13)
orneklem biiyikligi %95 giiven araliginda (Tip 1 hata= a=0.05) ve c¢alismanin giicii
%80 (Tip 2 hata= B= 0.20; 1- B= 0.80) olacak sekilde tahmini orneklem biytkKligi
hesaplanmis ve 85 karbapeneme direngli K. pneumoniae susunun c¢alismaya dahil

edilmesine karar verilmistir.

3.2.6.2. Verilerin Istatistiksel Analizi
Duyarlilik: Referans yontemin direngli (R) olarak saptadigi suslarin ne kadarinin

calisilan yontemle direncli (R) olarak saptanabildigini ifade eder (78).
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D=a/(a+c) X 100

Ozgiilliik: Referans yontemin duyarl (S) olarak saptadigi suslarin ne kadarmmn

calisilan yontemile duyarli (S) olarak saptanabildigini ifade eder (123).
O=d/(b+d) X 100

Pozitif prediktif deger (PPD): Calisilan yontemin direngli (R) olarak saptadig:
suslar i¢inde gergek direngli (R) olanlarin yiizdesidir (123).
PPD= a/(a+h) X 100

Negatif prediktif deger (NPD): Calisilan yontemin duyarli (S) olarak saptadigi
suslar iginde gercek duyarli (S) olanlarin yiizdesidir (123).
NPD= d/(c+d) X 100

Kategorik uyum (KU): Referans test yonteminde duyarli bulunan suslarin
caligilan test yonteminde de duyarli, direngli bulunan suslarin ise direngli olarak

bulunmasidir (> %90 tizeri olmas1 anlamli kabul edilir) (124).
KU= (a+c+d)/ (a+b+c+d) X 100

Cok biiyiik hata (CBH): Referans test yonteminde direngli bulunan suslarin
caligilan test yonteminde duyarli olarak saptanmasidir. (>%95 giiven araliginda yapilan
calismalarda <%3 olmasi1 anlamli, <%95 giiven araligindaki ¢alismalarda < %1,5 olmasi
anlamli kabul edilir) (124).

CBH= c/(at+c) X 100

Biiyiik hata (BH): Referans test yonteminde duyarl bulunan suslarin ¢alisilan
test yonteminde direngli olarak saptanmasidir. (<%7 olmasi istatistiksel olarak anlaml
kabul edilir (124).

BH= b/(b+d) X 100

Istatistiksel analiz, tablo 3-2°de verilen parametrelere gére yapilmustir (76).



Tablo 3-2: istatistiksel analiz parametreleri

Test
Yontemi

Calisilan

35

Toplam

R Dogru pozitif Yanlis pozitif Dogru pozitif+Yanlis pozitif
(@) (b) (a+h)
s Yanlis negatif Dogru negatif Yanlis negatif+Dogru negatif
(© (d) (c+d)
Dogru pozitif+Yanlis negatif | Yanlig pozitif+ Dogru negatif
(atc) (b+d) at+b+c+d
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4. BULGULAR

4.1. Suslarn izole Edildigi Hastalara ve Klinik Orneklere Ait Ozellikler
Klinik orneklerin 46 (%54)’s1 15-88 yas araligindaki erkek hastalardan, 29
(%34)’u 13-83 yas arahigindaki kadin hastalardan ve 10 (%12)’u 0-4 yas araliginda

¢ocuk hastalardan alinmastir.

Calismaya dahil edilen 85 susun; 23 (%27)’1 idrar, 18 (%21)’1 kan, 17 (%20)’si
balgam, 5 (%5,9)’i derin enfeksiyon, 5 (%5,9)’i doku, 5 (%5,9)’i apse, 4 (%4,9)’l
trakeal aspirat, 3 (%3,5)’i plevra sivisi, 3 (%3,5)’l periton sivisi, 1 (%]1,2)’1 yiizeyel

enfeksiyon 6rneginden ve 1 (%]1,2)’i de katater kiiltiiriinden izole edilmistir.

Kiiltiirti yapilan 6rnekler gonderilen kliniklere gore incelendiginde; orneklerin
21 (%25)’i Genel Cerrahi, 18 (%21,1)’i Pandemi, 14 (%16,5)"ii I¢ Hastaliklari, 8
(%9,5)’i Cocuk Hastaliklari, 5 (%5,9)’i Uroloji, 4 (%4,9)ii Gogiis Hastaliklar, 4
(%4.,9)’1 Yogun Bakim, 2 (%2,2)’si Kalp Damar Cerrahisi Yogun Bakim, 2 (%2,2)’si
Kadin Hastaliklari, 2 (%2,2)’si Acil Cerrahi, 2 (%2,2)’si Noroloji, 2 (%2,2)’s1 Ortopedi
ve 1 (%1,2)’inin Plastik Cerrahi servisinden gonderildigi belirlenmistir.

4.2. VITEK 2 Otomatize Sistemiyle Saptanan Tammlama ve Antibiyotik
Duyarhlik Sonuglari

VITEK 2 sistemi ile tiir diizeyinde tanimlamasi yapilan izolatlarin tiimii K.
pneumoniae olarak belirlenmistir. Otomatize sistemle antibiyogram: yapilan 85 izolatin
tamami karbapeneme direncli (ertapenem >4) bulunmustur. VITEK 2 sistemi ile elde

edilen antibiyotik duyarlilik sonuglar1 tablo 4-1°de gdsterilmistir.

Karbapeneme direngli K. pneumoniae suslarin tamami sefazolin, sefuroksim,
seftazidim ve piperasilin/tazobaktama, %98,8’1 siprofloksasine, %88,2’si amikasine,

%87’si trimetoprim/siilfametoksazole ve %83,5’i gentamisine direngli bulunmustur.
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Tablo 4-1: izolatlarim VITEK 2 sistemiyle elde edilen antibiyotik duyarhlik sonuclar

Antibiyotik D'rf]“(%z)(R) Dur{?g/';)@)
Ertapenem 85 (100) 0
Sefazolin 85 (100) 0
Sefuroksim 85 (100) 0
Seftazidim 85 (100) 0

Piperasilin/ tozobaktam 85 (100) 0

Siprofloksasin 84 (98,8) 1(1,2)

Amikasin 75 (88,2) 10 (11,8)
Trimetoprim/siilfametoksazol 74 (87) 11 (13)

Gentamisin 71 (83,5) 14 (16,5)

4.3. Sv1 Mikrodiliisyon Yéntemiyle Saptanan Kolistine Duyarhlik ve MIK
Sonuclarn

Sivi mikrodiliisyon yontemi ile 85 karbapeneme direngli K. pneumoniae
EUCAST kriterlerine
degerlendirilmis ve suslarin 68’1 (%80) direngli, 17’si (%20) duyarli bulunmustur.

susunun kolistin igin saptanan MIK degerleri gore
Calismamizda kolistin icin pozitif ve negatif kontrol suslarinda saptanan MiK degerleri
sirastyla; Escherichia coli NCTC 13846 (mcr-1 +) ig¢in 4 ug/ml ve Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 i¢in 0,5 ug/ml olarak tespit edilmistir.

Duyarli ve direngli izolatlarin sayilari, MIK dagilimlar1 ve MIiKso-MIKoo

degerleri tablo 4-2’de gosterilmistir.

Tablo 4-2: Karbapeneme direngli K. pneumoniae izolatlarimin sivi  mikrodiliisyon

yontemiyle tespit edilen kolistin MIK dagihm

Duyarh Direncli MiKso | MiKoo
Kolistin
MIK (ug/ml) 0,03125 | 0,0625 | 0,125 | 0,25|0,5|1|2|4| 8 |16|32|128|512| 16 32
Say1 (n) 1 2 2 2 [ 3|2|5(5[12{29{20| 1 | 1
Toplam (n) 17 (%20) 68 (%80)
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4.4. Flow Sitometri Yontemiyle Kolistine Duyarhlik Sonugclari

Flow sitometri ile yapilan antibiyotik duyarliligini saptama calismalarinda,
bakteri duyarliligim1 belirlemek igin standardize edilmis bir sinir deger yoktur. Bu
sebeple, sonuclar degerlendirilirken, referans yontem olan SMD ydntemine gore
kolistine duyarl: bulunan izolatlar, hiicre membran potansiyeli bozulmus ve DiBACa(3)
boyas: ile boyanabilen 6l hiicreler; direngli bulunan izolatlar ise, hiicre membran

potansiyeli bozulmamis canli hiicreler olarak degerlendirilmistir.

Her ¢alismada, once standart referans suslar1 [Escherichia coli NCTC 13846
(mcr-1 +), E. coli ATCC 25922] igeren pozitif/negatif kontrol tiipleri c¢alisilmistir.
Kontol tiiplerinin sonuglart SMD yontemi ile uyumsuz ise optimizasyon Kkosullari
kontrol edilerek tekrar calisilmistir. Sekil 4-2°de standart referans suslarin overlay

histogram grafiklerinden biri verilmistir.

[CJE+4D 2023-02-16 001 [M] FITC [CJE-2 2023-02-03 001 [H] FITC
[JE+2D 2023-02-16 001 [M] FITC 0] [CJE-1 2023-02-03 001 [H] FITC
[E-1D 2023-02-16 001 [M] FITC IE-0.5 2023-02-03 001 [H] FITC
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0 L0 0,63 O 6L0 10,32

Sekil 4-2: Standart referans suslarin [E. coli NCTC 13846 (mcr-1 +), E. coli ATCC 25922]
overlay histogram grafikleri

Ureme kontrol tiipii ile benzer histogram grafigi olusturan tip (antibiyotik
diliisyonu), direncli (canli) olarak, iireme kontrol tiiptinden farkli bir grafik paterni olusturan
tip (antibiyotik diliisyonu), duyarli (6li) olarak kabul edilmistir. Canli ve 6li hiicreler
arasindaki sinir deger ise %50 kabul edilmistir. Biitiin tiiplerin histogram grafik
sonuglar1 overlay histogram grafigine doniistiiriilmiis ve bulgular bu grafik tizerinden

degerlendirilmistir. Standart suslarin overlay histogram grafikleri sekil 4-2°de, direncli
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izolatlarin overlay histogram grafikleri sekil 4-3’de, duyarli izolatlarin overlay
histogram grafikleri ise sekil 4-4’de gosterilmistir.

Calismamizda flow sitometri yontemi ile kolistin direncinin saptanmasi ortalama
2 saat siirmiistiir. Bu siirenin ortalama 1,5 saati flow sitometri cihazina yiiklenmek tizere
bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasinda, 5 dakikasi cihazin analizinde ve yarim

saati de olusturdugumuz overlay histogramlariin yorumlanmasinda kullanilmastir.
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Sekil 4-3: Sivi mikrodiliisyon yontemiyle MiK degeri >2 pg/ml bulunan direngli izolatlarin
overlay histogram grafikleri
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Sekil 4-3: Sivi mikrodiliisyon yéntemiyle MiK degeri >2 pg/ml bulunan direngli izolatlarin

overlay histogram grafikleri (devam)
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Sekil 4-4: Siv1 mikrodiliisyon yontemiyle MiK degeri < 2 pg/ml bulunan duyarh izolatlarin

overlay histogram grafikleri
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Sekil 4-4: S1vi mikrodiliisyon yontemiyle MIK degeri < 2 pg/ml bulunan duyarh izolatlarin

overlay histogram grafikleri (devam)
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Sekil 4-4: Siv1 mikrodiliisyon yontemiyle MiK degeri < 2 pg/ml bulunan duyarh izolatlarin

overlay histogram grafikleri (devam)
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izolatlardan birinde biiyiik hata tespit edilmistir. Izolattn SMD y&ntemi ile

bulunan MIK degeri 2 pg/ml (S) olmasina ragmen FCM yéntemi ile direngli (R)

bulunmustur. Biiyiik hataya neden olan izolatin overlay histogram grafigi sekil 4-5’de

goriilmektedir.
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Sekil 4-5: Biiyiik hata tespit edilen izolatin overlay histogram goriintiisii

4.5. Bulgularn Istatistiksel Analiz Sonuglar:

Bulgularin istatistiksel analizi tablo 4-3’deki SMD ve FCM yo6ntemlerinden elde

edilen sonuglara gore yapilmustir.

Tablo 4-3: SMD ve FCM yontemlerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Sivi Mikrodiliisyon (SMD)
Flow Sitometri
(FCM) R S Toplam
R 68 1 69
S 0 16 16
Toplam 68 17 85

Duyarlilik= %100

Ozgiilliik= %94,1

Pozitif Prediktif Deger= %98,5
Negatif Prediktif Deger= %100
Kategorik Uyum= %98,8

Cok Biiyiik Hata= %0



Biiyiik Hata= %5,8
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> %95 giiven araliginda yapilan ¢aligmalarda ¢ok biiyiik hatanin <%3 olmasi,

bliylik hatanin ise < %7 olmas: istatistiksel olarak anlamli kabul edilir (123, 124).

Sonuglar tablo 4-4’de verilmistir.

Tablo 4-4: FCM yoénteminin istatistiksel analiz sonuclar:

Duyarhhk

Ozgiilliik

PPD

NPD

KU

CBH

BH

FCM

%100

%94,1

%98,5

%100

%98,8

%0

%5,8
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5. TARTISMA

Antibiyotiklerin kesfinden bu yana insan sagligi agiSindan devrim yaratan giicii
ve etkisine karsin gereksiz ve uygunsuz kullanim sonucu direngli bakteriler diinya
genelinde gittikce artan oranlarda goriilmeye baslamis ve yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesindeki giigliikler de géz Oniine alindiginda antibiyotik direnci giinlimiizde
tedavide biiylik bir sorun haline gelmistir. Antimikrobiyal direnci kiiresel saglik igin
ciddi bir tehdit olarak kabul eden Diinya Saglik Orgiitii, 2014 yilinda yayimladig
antimikrobiyal direng ile ilgili ilk kiiresel siirveyans raporunda GSBL olusturanlar da
dahil olmak fizere iigiincli kusak sefalosporinlere ve karbapenemlere direngli K.
pneumoniae (KRKP) suslarini, tedavide yaygin kullanilan antibakteriyel ilaglara direng
gelistirmesi nedeniyle, endise uyandiran dokuz bakteriden biri olarak bildirmistir (1).
DSO bundan birkag yil sonra, yeni tedavilere acil ihtiyag duyulan direngli bakterileri
listeledigi kiiresel oncelikli patojenler listesinde ise GSBL iireten ve karbapeneme
direngli Enterobacteriaceae bakterilerini karbapeneme direngli  Acinetobacter

baumannii ve P. aeruginosa ile birlikte kritik oncelikli sinifta gruplandirmistir (3).

GSBL iireten Enterobactereceae iiyesi bakterilerin bir¢ogu tgiincii kusak
sefalosporinlerle birlikte ayn1 zamanda amioglikozitler, trimetoprim ve kinolonlar gibi
diger antimikrobiyal ajanlara karsi da direnglidir. Bu tiir ¢oklu ilag direnci gelisen
bakteriler i¢in artan karbapenem kullanimi1 sonucunda karbapenem direnci de giderek
artmistir (2). K. pneumoniae (ayrica P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.) gibi
karbapenemaz {ireten bakteriler, tedavideki zorluklar nedeniyle yiiksek mortalite
oranlartyla seyreden enfeksiyonlara yol ag¢maktadirlar. Karbapenemaz genlerinin
hareketli genetik elementler aracilig: ile aktarilabilmesi bakteriler arasindaki yayilim
acisindan Kritik 6oneme sahiptir. Diger bazi bakteriler gibi KRKP suslarinin hastalar
arasinda kolayca yayilarak yogun bakim ve yenidogan fliniteleri basta olmak {iizere

hastanelerde salginlara yol agabilmesi ayrica sorun teskil etmektedir (1, 3, 125, 126).

Avrupa Antimikrobiyal Direng Siirveyans Ag (ECDC)’nin 29 Avrupa
Birligi/Avrupa Ekonomik Alan1 (AB/AEA) iilkesi verilerine gore hazirladigi 2021 yili
raporunda, invaziv K. pneumoniae suslarmin karbapenem direncinin iilkelere gore
farkliliklar (%0-73,7) gosterdigi belirtilmistir (2). Tirkiye Ulusal Antimikrobiyal
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Direng Siirveyans Sistemi (UAMDSS) 2016 yili verilerine gore, 4013 invaziv K.
pneumoniae izolatinda karbapenem (ertapenem) direnci %48,9 olup suslarin % 75,31
seftazidime, %66,6’s1  piperasilin/tazobaktama, %76,8’i amoksisilin-klavulanik
asit/ampisilin-sulbaktama, % 49,2’si gentamisine, %30’u amikasine ve % 62,7’si
siprofloksasin/ levofloksasine direngli bildirilmistir. KRKP suslar1 6zelinde saptanan
antibiyotik direng oranlari incelendiginde oranlarin karbapeneme direngli olmayanlara
gore daha yiiksek saptanarak KRKP suglarmin  %94,8°1 seftazidime, %95,8’i
piperasilin/tazobaktama, %96,6’s1 amoksisilin-klavulanik asit/ampisilin-sulbaktama,
%69,6’s1 gentamisine, %54,9’u amikasine ve %89,8’1 siprofloksasin/levofloksasine
direngli bulunmustur (127). Bizim c¢alismamizda ise KRKP suslarinin %100’
seftazidim ve piperasilin/tozobaktama, %83,5’u gentamisine, %88,2°si amikasine ve
%98,8’i siprofloksasine direngli bulunmustur. Calismamizdaki veriler UAMDSS
verileri ile karsilastirildiginda benzer sekilde KRKP izolatlarinda da direng oranlarinin

daha yiiksek oldugu ve yillar igerisinde artig gosterdigi goriilmektedir.

Karbapenem direncindeki artis, ¢coklu ilaca direngli enfeksiyonlar1 tedavi etmek
icin son ¢are antimikrobiyal ajanlar haline gelen polimiksinlerin (kolistin ve polimiksin
B) genel olarak kombinasyon tedavilerinin bir parcasi olarak klinikte kullanimini
hizlandirmistir (6, 44, 73). Ancak Kkolistin kullanimindaki artig, bu defa hizla kolistine
direngli Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. ile birlikte K. pneumoniae gibi
Enterobacteriaceae bakterilerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (4, 5, 34, 128). Bu
durum, ciddi renal ve norolojik toksisite gibi yan etkilerinin gozlemlenmesi nedeniyle
1970’1erde kullanimina ara verilen kolistin i¢in klinik sinir degerlerin yeniden gézden
gecirilmesi, hizli ve giivenilir duyarlilik yontemlerinin belirlenebilmesi amaciyla klinik
ve laboratuvar caligmalar: ile birlikte CLSI ve EUCAST gibi uluslararas: antibiyotik
komiteleri tarafindan yapilan standardizasyon ¢alismalarini baslatmustir (42, 44, 119,
120).

Polimiksinlerin biiyiik katyonik molekiil yapisi ve agara zayif difiize olma
ozelligi nedeniyle rutin laboratuvarlarda siklikla kullanilan difiizyon testlerinde
duyarliligin dogru bir sekilde saptanamamasi sorunu giindeme gelmis (42, 44) ve
referans yontemle karsilastirilarak, hem disk difiizyon hem de yine agara dayali bir
yontem olan gradient test yontemiyle yapilan c¢esitli ¢alismalarda uyumsuz sonuglar
bildirilmeye baslanmistir (67, 68, 129). Dolayisiyla diren¢li K. pneumoniae (ve ayrica

diger Enterobacterales bakterileri ile Pseudomonas ve Acinetobacter gibi



58

nonfermentatif bakteriler)’nin kolistin direncinin saptanmasinda disk diffiizyon veya
gradient test (E-test, vb.) yontemleri kullanilamamaktadir. Bu sebeple giincel EUCAST
ve CLSI rehberlerinde disk difiizyon yontemi uygulandiginda kullanilabilecek bir
kolistin klinik sinir degeri de bulunmamaktadir (6, 7).

Kolistin duyarlilik ¢alismalar1 i¢in CLSI ve EUCAST tarafindan o6nerilen
yontemler; MIK degerlerinin saptanabildigi SMD, SMAD, KSDE ve KAT
yontemleridir. Bugiin i¢in kabul edilen standart yontem SMD yontemidir (55, 118-120).
Diren¢ nedeniyle alternatif ajanlarin mevcut olmadigi durumlarda kolistin MIK‘i
hakkinda veri saglanmasi tedavi kararlari i¢in 6nemli olmakla birlikte, 6nerilen bu

yontemlerin zaman alici olmasi rutin kullanimlarini kisitlamaktadir (57, 58).

VITEK 2, Phoenix, MicroScan, Sensititre gibi otomatize sistemlerin rutin
laboratuvarlarda kullanim kolaylig1 olmasina karsin bu sistemlerin de kolistin direncinin
saptanmasinda giivenilirligi konusu tartismalidir. Bazi g¢alismalarda, VITEK 2’nin
kolistin duyarhlik ¢aligmalarinda giivenilir olmadigi belirtilmistir (59, 67, 68). Phonex
ile yapilan bazi c¢alismalarda ise, CBH oranlarn goriilmesi sebebiyle kolistin
duyarliliginin saptanmasi igin giivenilir bir sistem olmadigi sonucuna varilmistir (68,
70). Turkiye Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi (UAMDSS) de
otomotize sistemlerin duyarlilik sonuglarmin dogrulugu konusundaki kuskusunu 2016

yili raporunda belirtmistir (127).

Rutin yontemlerin kullaniminin kisitlanmasi ve standart yontemin getirdigi
metodolojik zorluklar Gram negatif bakterilerde kolistin direncinin hizli ve dogru bir

sekilde saptanmasi i¢in alternatif yontem bulma arayislarina yol agmustir.

Alternatif yontemler arasinda yer alan FCM yonteminin, diger duyarlilik
yontemleri ile karsilastirildiginda hem oldukga hizli hem de referans yontemle uyumlu
bir yontem oldugu bildirilmektedir. FCM yontemi kullanilarak yapilan antimikrobiyal
duyarhilik calismalari genel olarak 2-4 saat gibi kisa bir siirede sonug alinabilecegini
gostermistir (11, 13-15, 76, 77, 130). Ancak kullanilan floresan boyalarin gesitliligi ve
boyalarin, etkilerini farkli mekanizmalarla gosteren antibiyotik gruplarinda degisen
etkinliklerinin olmasi, bazi boyalarin beraber kullanilmasinin gerekliligi, bazi
bakterilerde otofloresan 1s1ma goriilmesi ve validasyon igin yeterli verinin heniiz

mevcut olmamasi yontemin kisithiliklari arasindadir (109, 131).
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Mason ve ark. (15)’min 1994 yilinda yayimlanan c¢alismalarinda, E. coli,
Staphylococcus epidermidis ve iki referans susun antibiyotik duyarliliklarinin
(ampisilin, gentamisin ve siprofloksasin) DiBAC.4(3) boyasi kullanilarak FCM yontemi
ile 2-5 saat igerisinde degerlendirilebilecegi ortaya konulmustur. Referans yontem
olarak tiip titrasyon yontemi (makrodiliisyon yontemi)’'nin kullanildigi c¢alismada
referans suslarda (S. aureus NCTC 6571, E. coli NCTC 10418) gentamisin duyarliligini
tespit etmek i¢in gerekli siirenin 30 dk., direncin tespiti igin gerekli siirenin ise 150 dk.
oldugu bildirilmistir. E.coli’nin siprofloksasin direnci 120 dk. iginde tespit edilirken,
ampisilin duyarliligr antibiyotigin eklenmesinden sonraki 30 dk. iginde saptanmistir. Bu
calismanin sonucunda, FCM yontemi ile bakterilerin antibiyotige bagli membran
potansiyel hasariin tiire bagli olarak 2-5 saat igerisinde gosterilebilecegi ve antibiyotik
duyarliliginin  degerlendirilmesinin - miimkiin olacag:r distinilmiistiir. DIBACa4(3)
boyasinin kullanim amaci olarak, hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler igin
kullanilabilmesi, dogrudan sivi besiyerine eklenebilmesi, boyanin yalnizca hasarli
hiicreler tarafindan biriktirilmesi ve saglam zardan gecemeyip canli hiicrelerin

gelisimine engel olmamasi gosterilmistir.

Yine 1990’l1 yillarin Sonlarinda Suller ve ark. (132)’nin yaptiklar1 ¢alismada,
epidemiyolojik 6neme sahip direng profillerinden birisi olan metisiline direngli bes S.
aureus (MRSA) susu ve iki duyarli referans susunun penisilin G, metisilin ve
vankomisin duyarliligin: belirlemek i¢in yontem olarak FCM ve floresan boya olarak da
DIiBAC.(3) kullanilmistir. FCM oncesinde, referans yontem olan SMD yontemi ile
suslarin MIK degerleri belirlenmistir. FCM ydnteminin etkinligini degerlendirmek ve
canli/lii hiicreler arasindaki ayrimi yapabilmek igin bir kontrol deneyi olarak; tim
izolatlar FCM oncesinde 1s1l isleme tabi tutulmus (70°C'de 30 dk.) ve iyonofor
gramisidin S (20 pg/ml 15 dk.) varliginda izole edilmistir. Boylelikle bakterinin plazma
zarmin depolarizasyonuna yol agilmis ve boyanin hiicre igerisine girmesi saglanmustir.
Calismanin sonucunda, antibiyotige duyarli referans suslar ve tim MRSA Kklinik
izolatlarinda floresan artis1 gosterilmistir.  Sonuglar SMD  yontemi ile uyumlu

bulunmustur.

Silva ve ark. (13)’nin ‘ultra hizli ADT yontemi’ olarak tanimladiklart FCM
yontemi ile yaptiklari galismada ise, 116 Gram negatif (Enterobacterales, P. aeruginosa
ve A. baumannii) bakteri ve referans suslarla kolistin duyarlilig1 ¢alisilmig ve yontem

SMD yontemi ile karsilagtirilmistir. Arastirmacilar, her iki yontemle uyumlu sonuglar
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elde ettiklerini bildirmigler ayrica BMD yontemi ile sonuca 16-24 saat arasinda
ulagtiklarim1 ve  FCM yontemi ile bu siirenin 1,5 saate kadar disiiriildiigiini
vurgulamislardir. Yaptiklart performans degerlendirmesinde yiiksek tekrarlanabilirlik
(%100) ve yeniden iiretilebilirlik (%97) oranlariyla birlikte, kategorik uyumu %2100 ve
temel uyumu %295,7 bulmuslardir. Silva ve ark. (13)’nin ¢alismasinda oldugu gibi baz
FCM cihazlarinda floresan boyali hazir plaklarla galisilabilmektedir. Bizim ¢alismamiz
ise FCM cihazinin modeline gore 6zel tiretilmis tiiplerde gergeklestirilmistir. Floresan
boyalar plak kuyucuklarina sonradan eklenebilecegi gibi floresan boyali hazir plaklar da

bulunmaktadir.

Yine Silva ve ark. (133) tarafindan yapilan bir baska caligmada ise, kolistin
duyarliligint belirlemek i¢in dogrudan pozitif kan kiiltiirlerine FCM yontemi
uygulanmustir. Kan kiiltiirii siselerine donoér kami ile birlikte MIK degerleri SMD
yontemi ile belirlenmis olan 204 Gram negatif ¢omak (137 Enterobacterales, 35
Pseudomonas spp. ve 32 Acinetobacter baumannii ) ile ikiser duyarli ve direngli
standart kontol susu eklenerek inkiibe edilmis ve iireme sinyali alindiktan sonra iki
farkli flow sitometri cihazinda galisilarak elde edilen Kkolistin duyarlilik sonuglari
BioFAST yazilimi ile degerlendirilmistir. FCM yontemi ile standart SMD referans
yontemi arasindaki genel kategorik uyumun, Enterobacterales tiirleri ve A. baumannii
icin %100 ve Pseudomonas tiirleri i¢in %94,3 bulundugu bu ¢alismanin sonucunda
aragtirmacilar FCM yoOnteminin, rutin laboratuvarlarda SMD yontemine alternatif bir

yontem oldugunu bildirmislerdir.

FCM ile GSBL pozitif Enterobacteriaceae bakterilerinin arastirildig1 ¢alismalar
da mevcuttur. Bu konuda Ramos ve ark. (130)’nin yaptig1 bir ¢alismada, 18’1 GSBL
pozitif olan 26 K. pneumoniae ve 23’ti GSBL pozitif olan 35 E. coli susu olmak {izere
toplam 61 Kklinik izolatin seftazidim ve sefotaksim direnci DiBAC4(3) boyasi
kullanilarak FCM yontemi ile arastirilmistir. GSBL direnci, VITEK 2 ile arastirilmis ve
disk difiizyon yontemi kullanilarak dogrulanmistir. GSBL gen karakterizasyonu ise,
multipleks PCR yontemi ile belirlenmistir. FCM yontemi uygulanmadan once bizim
calismamizda oldugu gibi bakterilerin otofloresan sinyalleri degerlendirilmis, sonuglar
DIiBAC4(3) boyasi yoluyla meydana gelen membran depolarizasyonuna gore ¢ok diisiik
floresan yogunluguna karsilik geldigi i¢in dikkate alinmamistir. Elde edilen sonuglarin
katagorik uyumu olduke¢a basarili bulunmus fakat nadiren yanlis negatif sonuglar elde

edildigi de bildirilmistir. Calismanin sonucuna gore yapilan degerlendirmede, fenotipik
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bir test olan FCM yonteminin mutasyonlar nedeni ile negatif sonug verebilme ve zaman
alict olma dezavantajina sahip olan genotipik teste (PCR) istiinliigii oldugu ayrica,
kantitatif analiz yapabilmesi, basitligi, ortalama 3 saat gibi kisa bir siirede sonug
verebilmesi ve maliyetinin diisiik olusu gibi avantajlar1 ile birlikte bu yontemin klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda giinliik rutin kullanim i¢in umut verici bir yéntem oldugu

vurgulanmigtir.

Velican ve ark. (76) dogrudan, yapay olarak kontamine edilmis idrar
orneklerinde ve protokolii optimize etmek igin tropatojenik E. coli suslarindan
hazirlanan bakteriyel siispansiyonlarda E. coli’nin antibiyotik duyarliligini hizli bir
sekilde saptamak amaciyla FCM yontemini kullanmislar ve sonuglar: disk difiizyon ve
SMD yontemleri ile karsilastirmislardir. MALDI-TOF MS ile tanimlanmis 29 adet E.
coli susunun seftriakson, siprofloksasin, nitrofurantoin ve trimetoprim-sulfametoksazole
duyarliliklar disk difiizyon ve SMD yontemleri ile 18-24 saat arasinda tespit edilmistir.
Calismanin sonucunda, standart yontemler ve FCM arasinda biiyiik oranda katagorik
uyum oldugu ve plazma zarmin depolarizasyonu ile hiicre i¢ine girebilen DiBAC4(3)’iin
antibiyotige duyarli hiicrelerin saptanmasi i¢in uygun bir boya oldugu, FCM y6nteminin
uropatojenik E. coli suslarinda nitrofurantoin, trimetoprim-siilfametoksazol,
siprofloksasin ve seftriakson duyarliliginin idrar 6rneklerinin inokiilasyonundan sonraki

4 saat iginde belirlenmesine olanak sagladig: bildirilmistir.

Litaratiir taramasi sonucunda, antibiyotik duyarlibik c¢alismalarinda g¢esitli
floresan boyalar kullamldigi goriilmektedir (13, 15, 74, 76, 130, 132, 133).
Calismamizda, DiBAC4(3) floresan boyasit kullanilmasinin nedeni, bu boyanin
antibiyotik tedavisinin neden oldugu bakteriyel membran potansiyel degisikliklerini
saptayabilmesidir. Lipofilik bir anyon olan DiBACa(3), bozulmamis zarlar igin diisiik
bir baglanma kapasitesine sahiptir ve sadece zarlar depolarize oldugunda, lipit
bakimindan zengin olan hiicre i¢i bilesenlere baglanip hiicre igine girer ve boylelikle

hiicreler giderek floresan hale gelmis olur (15).

FCM yonteminde, farkli floresan boyalarin birlikte kullanilmasiyla da
antibiyotiklerin bakteri hiicreleri iizerindeki etkisi, yani 6lii ve canli hiicre ayrim
yapilabilmektedir (12, 14, 110, 112, 113, 115). Ancak tek floresan boya kullanilarak
yapilan galismalarda zamandan ve maliyetten daha fazla tasarruf edilmektedir.
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Antibiyotikle muamele edilen hiicrelerde hiicresel makromolekiillerin
karbonilasyonunun geri dondiiriilemez bir sekilde artis gostermesi nedeniyle Saint-Ruf
ve ark. (12), karbonil gruplarini hedef alan “Alexa fluor 633 hidrazide” (AFH)
boyasinin FCM yo6ntemi ile antibiyotik duyarliliklarin saptanmasinda kullanilip
kullanilamayacagini arastirmiglardir. Gram negatif c¢omaklarin farkli antibiyotik
gruplarina (B-laktamlar, aminoglikozitler ve florokinolonlar) duyarliliklarinin SMD
yontemi ile karsilastirilarak incelendigi ¢calismada FCM yonteminde AFH'ye ek olarak,
hasar goérmiis membrana sahip hiicrelere girerek DNA'ya baglanan TO-PRO-3 ve
depolarize membranlara sahip hiicrelere girebilen DiBAC4(3) kullanilmistir. Calisma
sonucunda antibiyotige gore kullanilacak boyanin da degisiklik gostermesi gerektigi, -
laktamlar igin en iyi sonucun AFH boyasi ile alindigi ve SMD yontemi ile 18-24 saat
sonra elde edilen ADT sonuglarinin FCM yontemi ile 2-3 saat icerisinde elde edildigi
bildirilmistir.

Mulroney ve ark. (14)’nin karbapeneme direngli 48 K. pneumoniae susu ile
yaptiklar1 ¢alismada ise, mevcut ADT’lerin zaman alict olmasi sebebiyle hizli test
olarak FCM ile ¢alisildigi ve susun izolasyonundan kisa bir siire (54 dk.) sonra
duyarli/direncli sonucuna ulasildig: ve 158 dk. sonra da MiK degerlerinin belirlendigi
bildirilmistir. Caligmada meropenem duyarliliklar1 belirlenmek istenen 48 sustan
ikisinde CBH tespit edilmistir. Bu hatanin, suslar dondurularak saklanirken Klebsiella
tirleri digindaki bir izolatla kontamine olmasindan kaynaklh oldugu diistiniilmiis ve bu
olasiligi ortadan kaldirmak i¢in CBH saptanan suslar ii¢ giin boyunca giinde bir kez
pasajlanmis, Kkati besiyerindeki degisik koloni goriiniimlerinin her birinden ayri ayri
kiltir yapilmig, K. pneumoniae olduklari belirlendikten sonra PCR yontemi ile
karbapenem direnci dogrulanmis ve FCM yontemi tekrarlanmistir ve ikinci tekrarda
aynt sonuglar elde edilmistir. SYTO 9 boyast kullanilan bu calismada, kiiciik
parcaciklarin optimum ¢oziiniirliigiiniin elde edilmesi icin akustik flow sitometri ve arka
plandaki kalintilar1 ayirt etmek icin de florofor tercih edilmistir. Floroflor daha yiiksek
dalga boyunda 151k sagilimi yaparak goriintiniin netligini saglamaktadir. SYTO 9
boyasinin hem 6l hem de canlt hiicreleri boyamasi nedeniyle bu boyanin FCM yontemiyle
yapilan antimikrobiyal duyarlilik c¢aligmalarinda tek basina kullanilmasi uygun degildir
(112). Calismada floroflor ve SYTO 9’un birlikte kullanilmasi sonucunda optimum
sonuglar elde edilebilmis ve meropenem duyarliligi 1 saatte, MIK degeri ise 3 saatte

belirlenmistir. Ayrica, SYTO 9 boyas: kullanilarak dijital florasan mikroskobunda da
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goriintiiler elde edilmis ve FCM ile karsilastirilmistir. Caligilan tiim test yontemleri
(SMD, FCM ve dijital florasan mikroskobu) arasinda anlamli kategorik uyum farki

bulunmamustir.

Tavenier ve ark. (113) ise 135 atesli hastanin idrar 6rneginde Gram preparasyon,
kiiltir ve ayrica hasta idrarlarinda dogrudan FCM ile canli/6li bakteri ayrimi yaptiklari
calismalarinda TO (“thiazole orange”) ve Pl (“propidium iodide”) boyalarini birlikte
kullanmiglardir. Calismada yontemin duyarhlign %100 ve oOzgilligi %78,4
bulunmustur. Canli bakterilerin ayrimi i¢in yaptiklart ROC (Alici isletim karakteristigi)
analizi sonucunda bulduklart AUC (Egri altinda kalan alan) degerine (%95 giiven
araliginda 0,93) gore, FCM yonteminde TO ve PI boyalariin birlikte kullaniimasiyla
canli/6lii hiicre ayriminin net bir sekilde yapilabildigi ve kiiltiir sonuglartyla uyumlu

oldugu belirtilmistir.

Diaper ve ark. (115) ise, ozellikle 6karyot hiicreler i¢in kullanilan boyalardan
olan Rh123 (“rhodamin 123”), DiOCs(3) (“3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide”) ve
FDA (“fluorescein diacetate”)’yt FCM yonteminde kullanarak boyalarin Bacillus
subtilis, Aeromonas salmonicida, E. coli, Pseudomonas fluorescens ve S. aureus gibi
farkli bakteri tiirlerinde canli/6lii ayrimi agisindan etkinliklerini degerlendirmislerdir.
Calismanin sonucunda; Rh123 floresan boyasinin E. coli ve S. aureus izolatlarinda canli
ve Olii hiicre ayrimimi ¢ok iyi yapilabildigi, P. fluorescens izolatlarinin %10’dan azini
belirleyebildigi ve A. salmonicida ve B. subtilis izolatlarinda ise kullanilamayacagi
belirtilmistir. DiOCs(3) ile boyanmig canli S. aureus ve E. coli izolatlar1 da FCM
yontemi ile kolayca tespit edilmistir. P. fluorescens hiicreleri de DiOCs(3) boyasi ile
FCM’de ayirt edilebilmektedir. Fakat A. salmonicida ve B. subtilis hiicreleri bu boya ile
tespit edilememistir. FDA ile boyanmis S. aureus ve E. coli izolatlar1 FCM tarafindan
saptanamamustir. Ayni1 sekilde P. fluorescens ve A. salmonicida i¢in FDA’nin kullanigh
olmadig fakat B. subtilis hiicrelerinin FDA kullanilarak boyanabildigi ve sonugta bu ti¢

boya igerisinden en etkin sonug veren boyanin Rh123 oldugu belirtilmistir.

Bu calismalarin 1s18inda, FCM yontemi ile dogru sonuglara ulagabilmek igin
hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde, duyarlilik testi yapilacak olan
antibiyotigin 6zelliklerine gore floresan boya se¢imi yapilmasinin son derece 6nemli

oldugunu vurgulamak gerekir.
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Calismamizda, MIK degerlerinin belirlenmesinde sonuglarin kabul edilebilirligi
acisindan hem referans yontem kullanilmis hem de 6rneklem biiyiikliigii istatistiksel
olarak hesaplanmistir. Orneklem biiyiikliigii icin yapilan hesaplamalarda da KRKP
suslarmin kolistin MiK degerlerini gore referans yontemle kabul edilen SMD yéntemi
ile saptamig olan calismalarin sonuglart kullanilmig, SMD disindaki yontemlerin
kullanildig1 ¢alismalar istatistiksel hesaplamalara dahil edilmemistir. Litaratiirde
Tiirkiye’de SMD yontemi ile kolistin icin MIK degeri saptayan bazi calismalar
bulunmaktadir (134-137) .

Yis’in (134) 2018 yilinda yayimladigi ¢calismasinda, karbapeneme direngli 108
K. pneumoniae, 9 E. coli ve 2 E. cloacae izolatinin SMD y&ntemi ile MIK degerleri
belirlenmis ve sonuglar otomatize sistemin sonucglar1 ile karsilastirilmistir. SMD
sonuglarina gore izolatlarin 68’i (%56,20) kolistine duyarl1 (57 K. pneumoniae, 9 E. coli
ve 2 E. cloacae), 53’i (%43,80) kolistine direngli bulunmustur. Direngli bulunan
izolatlarin tamamimin K. pneumoniae oldugu belirlenmistir. Otomatize sistem
sonuglarina gore ise, izolatlarin 75’1 (%61,98) kolistine duyarli (64 K. pneumoniae, 9 E.
coli ve 2 E. cloacae ) ve 46’s1 (%38,02) kolistin direngli bulunmustur. Yine direngli
izolatlarin tamaminin K. pneumoniae oldugu belirlenmistir. Calismanin sonucunda
CBH %10,74, BH %4,96 ve KU %84,3 olarak hesaplanarak otomatize sistemle %15,70

oraninda hatali sonug verilebildigini bildirmislerdir.

Kogak ve ark.’mn (135) yaptig1 ¢alismada Eylil-Aralik 2018 tarihleri arasinda
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen karbapeneme direngli 81 K. pneumoniae izolatinin
kolistine duyarliligimin saptanmasi amaciyla SMD yontemi kullanilmis ve izolatlarin

%39,51°1 kolistine direngli olarak saptanmustir.

Besli ve ark.’nin (136), 2022 yilinda yayimladigi ¢aligmalarinda, kandan izole
edilen 301 izolatin (105 E.coli ve 196 K.pneumoniae) kolistine duyarliliklar1 ve MIK
degerleri SMD yontemi ile tespit edilmistir. Calismaya gore, E.coli izolatlart %2,9;

K.pneumoniae izolatlar1 ise %28,6 oraninda kolistine direngli bulunmustur.

Calismamizin sonucunda Kkarbapeneme direngli 85 K. pneumoniae susunun
%801 kolistine direngli olarak tespit edilmistir. Belirli bir antibiyotige direngli bakteri
grubunu segmeden SMD yontemiyle kolistin direncini arastiran ¢alismanin (136) yani
sira ¢alismamiza benzer sekilde KRKP izolatlar1 ile g¢alisan Kogak ve ark. ile Yis’in

(134, 135) sonuglarina gore de saptadigimiz kolistin direnci ¢ok yiiksektir. Bu durum
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biiyiik olasilikla izolatlarimizin bir kisminin antibiyotigin yogun kullanildigi pandemi

donemindeki hastalara ait olmasindan kaynakli olabilir.

Ulkemizde FCM yéntemi kullanilarak yapilan antimikrobiyal duyarlilik
calismasi ¢ok az sayidadir. Litaratiirde bulunan birkag ¢alismadan biri olan Duyan ve
ark. (77)’nin GSBL iireten 38 (29 E. coli, 9 K. pneumoniae), GSBL iiretmeyen 10 (5 E.
coli, 5 K. pneumoniae) izolat, ii¢ pozitif ve iki negatif kontrol susu ile yaptiklar
calismada izolatlarm tamimlanmasi ve ADT Phoenix 100 otomatize sistem ile
yapilmustir. Bakterilerdeki GSBL pozitifligi, ¢ift disk sinerji testi ve gradiyent strip test
(GST) ile saptanmistir. GSBL pozitif suslarda p-laktamaz genlerinin varligr ise PCR
yontemiyle gosterilmistir. Calismada sefotaksim (CTX), seftazidim (CAZ) ve
Klavulanik asit (CLA) ile calisilmis, floresan boya olarak ise DiBACa(3) tercih
edilmistir. Elde edilen verilere gére sefalosporin + CLA kombinasyonu (CAZ + CLA
veya CTX + CLA) ile muamele edildiginde o6len hiicrelerin yiizdeleri, sadece
sefalosporin (CAZ veya CTX) ile muamele sonrasi 6len hiicrelerin yiizdelerine ayri ayri
oranlanmig, ayrica CAZ ve CTX i¢in CLA indeks degeri (CAZ-CLA ve CTX-CLA
endeks) elde edilmistir. Calismanin sonucunda, GSBL pozitif izolatlarda CTX-CLA ve
CAZ-CLA indeksinin GSBL negatif izolatlara gore anlamli oranda yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Arastirmacilar, FCM yo6nteminin hem daha ekonomik oldugunu hem de iki
saat gibi kisa bir siire i¢inde hizli ve giivenilir GSBL tanimlamasi yapabildigini

vurgulamiglardir.

Tiirkiye’deki bir diger ¢alisma ise Kili¢ ve ark. (137) tarafindan yapilmustir.
Cesitli klinik orneklerden izole edilen 174 K. pneumoniae susu (87 karbapeneme
direncli ve 87 karbapeneme duyarli) otomatize MALDI-TOF MS ve Phoenix sistemi ile
tanmimlanmis ve karbapenem direncinin saptanmasinda Phoenix ve gradient test (E-test)
yontemi  kullanilmistir. Calismada CLSI ve EUCAST tarafindan test kosullar
standardize edilmemis olan gradient test yontemi “standart yontem” olarak kabul
edilmistir. Direng genlerinin varligi ise PCR yontemiyle gosterilmistir. Meropenemin
denendigi FCM yonteminde oncelikle optimizasyon calismast yapilmis ve antibiyotik
icermeyen tiip cihazda okutulmustur; bu sekilde Dbakterinin  otofloresani
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada boya olarak canli ve 6l hiicreleri birlikte boyayan TO
ve sadece canli hiicreleri boyayan Pl floresan boyalar1 segilmis ve her iki boya birlikte
kullanilmistir. Canli bakterilerin ayrimi i¢in yapilan ROC analizi sonucunda elde edilen
AUC degerine (0,990) gore, FCM yonteminde TO ve Pl boyalarmin birlikte
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kullanilmastyla canli/6lii ayriminin net bir sekilde yapilabildigi, FCM yontemi ile E-test
arasindaki uyumun %99,4 oldugu ve sadece bir izolatta, ¢cok biiylik hatanin tespit
edildigi belirtilmis ve FCM yonteminin duyarliliginin %98,9, 6zgiilliigiiniin %100
oldugu bildirilmistir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde, Tiirkiye’de FCM yontemi ile kolistin duyarlilik
calismas: yapan ve sonuglarini referans yontem ile karsilagtiran baska bir c¢alisma
bulunamamigtir. Diinyada ise arastirabildigimiz kadariyla bu iki yontemi kullanarak (SMD-
FCM) kolistine duyarlilik testi yapan sadece birka¢ ¢alisma bulunmaktadir ancak FCM
yontemiyle KRKP suslarimin  kolistin ~ direncini arastiran bagka bir c¢alismaya
rastlanmamistir.  Diger mikroorganizmalarla ve antibiyotiklerle yapilan duyarhlik
calismalarinda, duyarlilik ve ozgilligii yiiksek bulunan FCM yonteminin en o6nemli
avantaji olarak 6zellikle vurgulanan konu; ADT sonuglarina ulagsmanin 2-4 saat siirmesi ve
ayn giin iginde sonuglarin rapor edilebilmesidir. Bizim ¢alismamizda da flow sitometri ile
kolistin duyarliligini saptamamiz yaklasik olarak 2 saat stirmiistir. ADT siiresindeki
kisalma direngli bakterilerin hizli bir sekilde tespit edilerek tedaviye erken baslanabilmesi
ve bunun sonucunda morbidite ve mortalite oranlarinda diisiise katki saglamasi bakimindan
kritik 6neme sahiptir. Bunun yaninda hastanede yatis siiresinde kisalma, hasta bakim
maliyetlerinde diisme, hekimlerin ve laboratuvar personelinin is yiikiinde azalma gibi

yararlari olacag agiktir.

Antibiyotik direng profilinin hizli ve dogru bir sekilde belirlenmesinde alternatif bir
secenek olarak FCM yonteminin rutin kullanima uygunlugunu degerlendiren daha fazla
sayida duyarlilik ¢alismasinin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, FCM yontemi ile canl ve
oli hiicreler tespit edilebildigi igin heterojen direng analizlerinde de bu yontem ile aragtirma
yapilmasi, buna ek olarak hastane enfeksiyonuna neden olan bakterilerle ¢alisilmasi bu

alana katki saglayacaktir.

Birgok alanda ozgiilliigii ve duyarliligi ispatlanmis olan bu yontemin; FCM
cihazinin her laboratuvarda bulunmamasi, FCM ile yapilan ADT yonteminin heniiz tiim
laboratuvarlarda kullanilabilecek sekilde standardize edilmemis olmasi ve tecriibeli
personele ihtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Bununla birlikte,
standart yontemle karsilastirarak elde ettigimiz verilere gore farkl: klinik suslar, farkli
floresan boyalar ve farkli antimikrobiyallerle yapilan ¢aligmalarin artmasi sonucunda bu
yontemin validasyonunun tamamlanacagin: ve uygun bilgisayar yazilim programlarinin

da destegiyle, rutin kullanima girme potansiyelinin yiiksek oldugunu diistinmekteyiz.
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