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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen A.baumannii Suslarinda Kolistin Duyarhihginin
Degerlendirilmesinde Standart Mikrodiliisyon Yoénteminin Iki Farkh Ticari MiK

Yontemi ile Karsilastirilmasi

Amag: A.baumannii son yillarda hastane enfeksiyonlarindan siklikla izole
edilmektedir. Giderek artan direng A.baumannii tedavisinde kullanilan bir ¢ok
antibiyotigi kullanilamaz hale getirmistir. Dolayisiyla, direngli suslarin tedavisinde
kullanilan kolistin duyarliligini dogru bir sekilde bildirilmesi biiyiik 6nem arz
etmektedir. Kolistin duyarliligin1 tespit etmek i¢in su ana kadar kabul edilmis tek
referans yontem “broth mikrodiliisyon” yontemidir. Yogun emek isteyen ve zaman
alict olan bu yonteme alternatif olarak cesitli ticari sistemler kullanilmaktadir.
Calismamizda “broth mikrodiliisyon” ile iki farkli ticari duyarlilik yénteminin rutin

kullanimdaki etkinliginin degerlendirilmesi amacglanmistir.

Yontem: 01 Temmuz 2018 - 30 Eylil 2018 tarihleri arasinda Atatiirk
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen 44 Coklu ilaca direngli A.
baumannii susu ¢alismaya dahil edildi. izolatlarin kolistin duyarliliklar1 Sensititre™
(Thermo Fischer Scientific®, ABD), Phoenix™ (BD®-Becton Dickinson, ABD) ve

referans “broth mikrodiliisyon” yontemleriyle ¢alisildi ve sonuglar karsilastirildi.

Bulgular: Calismaya alinan tiim izolatlar her i¢ yontemle de kolistine duyarli
bulunmustur. Sensititre™ ydnteminde “esansiyel uyum” %61, “kategorik uyum”
%100, “biiyiik hata” %0, “cok biiyiik hata” %0 bulunmustur. Tiim izolatlarin MIK
degerleri Phoenix™ sisteminde 1 pg/mL’in altinda ¢ikmistir. Phoenix™ i¢in

“kategorik uyum” %100, “biiyiik hata” %0, “cok biiyiik hata” %0 bulunmustur.

Sonu¢: Calismamizda iki ticari yontemle elde edilen sonugclar, referans “broth
mikrodiliisyonla” uyumludur. “Broth mikrodiliisyon” ile duyarli bulunan suslarin

tamami ¢aligmamiza dahil ettigimiz ticari yontemlerde de duyarli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: A.baumannii, Kolistin, Sensititre, Phoenix
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ABSTRACT

Comparison of Standard Microdilution Method with Two Different
Commercial MIC Methods for Evaluating Colistin Sensitivity in A.baumannii

Strains Isolated from Clinical Specimens

Aim: A.baumannii has been frequently isolated from hospital infections in
recent years. Increasing resistance has rendered many antibiotics unavailable for the
treatment of A.baumannii. Therefore, it is important to accurately report the sensitivity
of colistin used in the treatment of resistant strains. The only reference method that
has been accepted so far to determine the sensitivity of colistin is the “broth
microdilution” method. As an alternative to this labor-intensive, time-consuming
method, various commercial systems are used. In this study, we aimed to evaluate the
effectiveness of two different commercial sensitivity methods in routine use with

“broth microdilution”.

Method: 44 multi-drug resistant A. baumannii strains isolated from clinical
samples sent to the Medical Microbiology Laboratory of Ataturk University Health
Application and Research Hospital between 01 July 2018 and 30 September 2018 were
included in the study. The colistin sensitivities of the isolates were studied by Sensititre
™ (Thermo Fischer Scientific®, USA), Phoenix ™ (BD®-Becton Dickinson, USA)

and reference broth microdilution method, and the results were compared.

Results: All isolates were susceptible to colistin by all three methods. In the
Sensititre ™ method, “essential agreement” was 61%, “categorical agreement” was
100%, “major error” was 0%, “ very major error” was 0%. MICs of all isolates were
less than 1 pg/mL in the Phoenix ™ system. For Phoenix ™, “categorical agreement”

was 100 %, “major error* was 0%, “very major error” was 0%.

Conclusions: In our study, the results obtained by two commercial methods
are compatible with the reference “broth microdilution”. All strains found to be
susceptible to “Broth microdilution” were also susceptible to the commercial methods

included in our study.

Keywords : A.baumannii, Colistin, Sensititre, Phoenix



1. GIRIS VE AMAC

A.baumannii tim diinyada ve {ilkemizde giderek artan oranda c¢esitli
enfeksiyonlarda etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cesitli mekanizmalarla gelisen
direng, tedavide yeni segenek ilag gruplarinin gelistirilmesini; kombinasyon
tedavilerinin planlanmasini gerektirmistir. Coklu ilag direngli (Multi Drug Resistance
= MDR) A.baumannii tedavisinde giinlimiizde ¢esitli kombinasyonlariyla birlikte
polimiksin  grubu antibiyotiklerin  6zellikle de kolistinin farkli  formlar1
kullanilmaktadir. Polimiksin grubu antibiyotiklere karsi duyarliligin dogru olarak

tanimlanmasi, bu son ¢are ilaglarin kullanimi i¢in son derece 6nemlidir (1, 2).

Polimiksin grubu antibiyotiklerden kolistin duyarliligin1 tespit etmek i¢in su
ana kadar kabul edilmis referans yontem broth mikrodiliisyon yontemidir. Ancak bu
yontem yogun emek gerektirir ve zaman alicidir. Bu yonteme alternatif olarak gesitli
ticari yontemler kullanima sunulmustur. Farkli tilkelerde yapilan ¢alismalarda mevcut
yontemler kiyaslanmis ve rutin duyarlilik tespitinde uygulanabilirlikleri gosterilmeye
caligilmistir (2-4). Calismamizda ise standart mikrodiliisyon yontemi ile Phoenix™
(BD®-Becton Dickinson, ABD) ve Sensititre™ (Thermo Fischer Scientific®, ABD)
ticari kitlerinin A.baumannii’de kolistin duyarlilik tespiti agisindan karsilastiriimasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter Cinsi Bakteriler

2.1.1. Tarih¢e ve Siniflandirma

Acinetobacter cinsi bakteriler ilk kesfedildikleri 1800’lii yillardan itibaren
birgok farkli sekilde isimlendirilmiglerdir (5). 19.yiizyilin sonlarinda bakterinin
mikroskobik ozelliklerini tanimlayan bilim insanlarinin adma ithafen “Morax-
Axenfeld basilleri” olarak adlandirilmiglardir. 1911°de Beijerinck topraktan elde ettigi
bakteriye Micrococcus calcoacetius adin1 vermis, Sonraki yillarda Diplococcus
mucosus, Neisseria winogradskyi, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha,
Moraxella Iwoffi, Bacterium anitratum, Achromobacter anitratus gibi farkli
isimlendirmeler kullanilmistir. Brisou ve Pre’vot 1954 yilinda Yunanca hareketsiz

anlaminda “Akinetos” kelimesini secerek “Acinetobacter” olarak isimlendirmislerdir

(6).

Acinetobacter cinsi Baumann ve ark; (7) tarafindan 1968°de bakterinin
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore 1971°de Moraxellaceae ailesi igine

yerlestirilmistir. Bugiinkii taksonomi Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Acinetobacter Taksonomi (7)

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Simf Gamma proteobacteria
Takim Pseudomonadales
Familya Moraxellaceae

Cins Acinetobacter

Ik olarak adlandirilan Acinetobacter tiirii Acinetobacter calcoaceticus
olmustur. Bouvet ve Grimont (8), DNA-DNA hibridizasyon yontemiyle 1986°da 12
genomik tiir siniflandirmig, A.baumannii de bu ¢calismada tanimlanmistir. Tjenberg ve
Ursing (9) 1989°da, 13°den 15’e kadar ii¢ tane daha yeni DNA grubu tanimlamislardir.

Ayni yillarda Bouvet ve Jeanjean (10), Acinetobacter tiirlerinin bes DNA grubunu



daha tanimlamis ve 13-17 arasi numaralar vermistir. A.baumannii, A.calcoaceticus,
A.pittii, A.nosocomialis fenotipik Ozellikleri ve genotipleri benzer oldugu igin

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii kompleks olarak da isimlendirilmektedir (11).

2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter cinsindeki bakteriler, Gram-negatif, zorunlu aerob, hareketsiz,
katalaz pozitif, nonfermentatif, indol negatif, oksidaz negatif, nitrat1 rediikte etmeyen,
TSI agarda asit olusturmayan bakterilerdir. Koyun kanli agar, EMB ve McConkey agar
gibi rutin kullanilan besiyerlerinde, 35-37 °C’de iyi tirerler (12). Kolonileri genellikle
pigmentsizdir, kapsiillii suslarin olusturdugu koloniler ise mukoid goriiliir ve spor
olusturmazlar (13). Gram boyanma ozellikleri klinik orneklerde ve besiyerinde
farklillk gosterebilmektedir. 24 saatlik pasajlarda Gram-negatif basil seklinde
gortiliirken, viicut sivilarinda Gram-negatif diplokok olarak boyanabilirler. Fimbrialari
olup, flajellalart yoktur. Logaritmik iireme esnasinda 1-1.5x1.5-2.5 pm boyutlarinda
basil olarak boyanirlar. Diger iireme fazlarinda kok, kokobasil seklinde goriiliirler. Bu
nedenle Neisseria, Kingella, Eikenella, Moraxella gibi Gram-negatif bakterilerin

ayriminda mikroskobik incelemede giigliik yasanabilmektedir (14).

Insandan siklikla izole edilen Acinetobacter tiirlerinin kendi icinde ayrimi

geleneksel olarak Tablo 2.2°deki gibi yapilmaktadir.

Tablo 2.2. Acinetobacter Tiirlerinin Biyokimyasal Reaksiyonlari ve Ureme Ozellikleri (15).

Organizma Genomik 37°C’de 44°C’de Hemoliz OF Malonat
tiir iireme iireme Dekstroz

A.baumanii 2 + + - + +

A.haemolyticus 4 + - + D (52) -

A.calcoaceticus 1 + - - + +

A.pittii 3 + - - + D

A lwoffii 8/9 + - - - -

+: suslarin %90 veya fazlas1 pozitif,
- 'suslarin %90 veya fazlasi negatif
D: Degisken , OF: Oksidatif fermentatif test



2.1.3. A.baumannii 'nin Tanimlanmasi

Bakteri tiir adin1 Amerikali bakteriyolog ¢ift Paul ve Linda Baumann’dan
almigtir. Bakteriye bu iki akademisyenin soyadlarinin verilmesi yillarca yaptiklari
faydali ¢alismalara ithafen Bouvetve Grimont (8) tarafindan 1986 yilinda yayinlanan
genis ¢apli bir ¢alismada gergeklesmistir. Sonraki yillarda bu iki aragtirmacinin soyadi
kendi bulduklar1 Gram-negatif bakteri Oceanimonas baumannii’ye de verilmistir (16).
Son olarak 2003°te Candidatus baumannia cicadellinicola adinda yeni bir bakteri

tiirtine daha adlar1 verilmistir (17).

A.baumannii’nin mikrobiyolojik 6zellikleri, cinsinin genel karakterini yansitir.
Yapilan genotipik siniflandirmada Genomik tiir 2 olarak siniflandirtlmistir (13).
Trypticase Soy Agar’daki kolonileri, yuvarlak, konveks, diiz ve hafifge opaktir. Koloni
cap1 30°C’de 24 saatlik inkubasyonu takiben 1.5-2.0 mm, 48 saat sonra ise 3.0-4.0 mm
olmaktadir. En iyi tireme sicaklik araligi 15-44°C’dir. Bazi nadir suslar {ireme igin
besiyerinde metiyonine ihtiya¢ duyabilir. Nitratlari nitrite indirgemezler. Bir¢ok sus
D-glukoz’dan asit olusturur. Bu suslar ayrica B-ksilosidaz olustururlar. Ayni sekilde
DL-laktat, DL-4-aminobutirat, L-aspartat, L-trozin, etanol, 2,3-butanediol ve glutarat

da bu bakteri tarafindan kullanilmaktadir (13).

2.1.4. Patogenez ve Virulans

Tibbi ekipmanlara ve c¢evredeki yiizeylere tutunma ve yapisma
A.baumannii nin patogenezinde en Onemli basamaktir. Dehidrate kosullarda cam
lamellerin yiizeyinde canli kalma siiresi 27 giin, hastane yatak raylarinda ise dokuz
giine kadar canli kalabilmektedir (18). Tutunma ve biyofilm olusturmada etkili bazi

virtilans faktorleri Tablo 2.3’te 6zetlenmistir (19).



Tablo 2.3. A.baumannii’nin Bilinen Viriilans Faktorlerinin Ozeti

Mekanizma

CsuA/BABCDE saperon iliskili pili montaj sistemi
Siderofor iligkili demir baglama sistemi
Dis membran protein A (OmpA)

Abal oto indiikleyici sentaz

Biyofilm iligkili protein (Bap)

ikili regulator sistem (BfmRS)

Penicillin baglayici protein 7/8 (PBP-7/8)
PNAG- biofilm olusturucu

Kapsiil

Lipopolisakkarit (LPS)

Fosfolipaz D

Fosfolipaz C

Csua/BABCDE Saperon lliskili Pili Montaj Sistemi

Yapilan invitro ¢alismalarda A.baumannii plastik veya cam yiizeylere inokiile
edildiginde CsuA/BABCDE saperon iliskili montaj sistemi aktive olarak bakterinin
biyofilm olusturmasini saglar. Sistemi kesfeden Tomaras ve ark. (20) yaptigi
caligmada, kare bigimindeki cam petrilere A.baumannii suslarin1 ekmisler, ekilen
suslar1 bir gecelik inkubasyondan sonra yikayarak kontrol bakterisi olarak kullanilan
Escherichia coli ile karsilastiriimiglardir. Kristal viyole, floresan boyalar ve taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak yapilan bu ¢alismada CSUA geni igermeyen
suslar yiizeylerde biyofilm olusturamamus, igerenler ise pilileri yardimiyla biyofilm

olusturarak yilizeyde kalmay1 basarmislardir.
Siderofor iligkili Demir Baglama Sistemi

Demir biyolojik sistemlerde aslinda bolca bulunmasina ragmen, biyolojik
olarak aktif demir goérece olarak daha az bulunmaktadir. Aerobik ortamda az
¢oziinmesi, hemoglobin ve demir baglayan transferrin gibi proteinlerle baglanmasi
onun serbest¢e bulunmasini engeller (21). A.baumannii transferrin ve laktoferrinden

demiri alamaz ancak siderofor denilen proteinler salarak hem molekiiliindeki demiri
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baglar ve sideroforu sitoplazmasina geri alarak kullanir. Son ¢alismalarda tespit edilen

bazi sideroforlar Tablo 2.4’te gosterilmistir (22).

Tablo 2.4. A.baumannii Siderofor Proteinleri

Adi Kimyasalyapisi
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Dis Membran Protein A (OmpA)

D1s membran protein A (OmpA) adhezyonu artirmayla iliskilidir, 6zellikle de
solunum yolundaki epitel hiicrelerine daha iyi yapismay1 saglar. Enfeksiyon boyunca
konak hiicrenin mitokondri, ¢ekirdek ve hiicre yiizeyine gog¢ eder ve hiicre dliimiiyle

sonuglanacak olan proapoptotik molekiil sitokrom C’nin ekspresyonunu indiikler (23).

A.baumannii OmpA yardimiyla, alternatif kompleman yoluyla iliskili 61diirme
mekanizmasindan bir alternatif yol regulatorii olan notralizan faktdr H ile kagar. Bu

fenomen A.baumannii’nin serum direnci olarak bilinir (24).



Yukaridaki bilgilere ek olarak OmpA; CD4+ lenfositlerin farklilasmasini,
dentritik hiicrelerin aktivasyon, maturasyonunu ve prematiir apopitozlarini da

indiiklemektedir (25).

Abal Oto Indiikleyici Sentaz

Abal oto indiikleyici sentaz, normal biyofilm olusumu i¢in gereklidir.
Abal geninden sentezlenen bu protein quorum sensing iliskili biyofilm olusumunun

son safthalar1 i¢in maturasyonda gérev yapmaktadir (26).

Biyofilm iliskili Protein (Bap)

Biyofilm iliskili proteinler ilk defa Staphylococcus aureus'ta kesfedilmistir.
Prototip Bap proteini S.aureus’un biyofilm olusum asamasinda ilk tutunmayi
saglamaktadir. Loehfelm ve ark. (27) yaptiklar1 ¢alismada benzer bir proteinin
varhigimi A.baumannii’de kesfetmislerdir. Bu protein S.aureus ‘taki gibi ilk tutunmay1

degil biyofilm olusumunun ileri asamalarinda goérev almaktadir.

Ikili Regulator Sistem (Bfmrs)

Biyofilm formasyonu ¢ok genis bir ¢evresel sinyal ¢esitliliginden etkilenir. Bu
sinyaller karmasik ve ¢ok basamakli bir siire¢ olan biyofilm olusumu i¢in gerekli
proteinlerin ekspresyonunu diizenler. Bakterilerde ikili regulator sistem denilen yapida
bir adet membran sensor kinaz ve ona bagli yanit diizenleyici (response regulator)
bulunur. Diger bakterilerde bu sistemi diizenleyen crc, envZ/ompR, vspR, cpx gibi bazi
gen bolgeleri tespit edilmistir. A.baumannii’de ise Tomaras ve ark. (28) tarafindan
2008’de boyle bir sistemin varligi ortaya konmus ve ilgili gen bolgesinin BfmRS

oldugu kesfedilmistir.

Penisilin Baglayici Protein 7/8 (PBP-7/8)

PBP-7/8 proteini A.baumannii’nin patogenezine direkt veya dolayli olarak

katki saglamaktadir. Bu katkiyr kompleman bagimli bakterisidal aktiviteyi inhibe
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ederek gostermektedir. Mekanizma tam olarak anlasilamamakla birlikte bu protein bir
hidrolaz oldugu i¢in az eksprese edilmesi hiicre duvar dayanikligini artirip kompleman

bagimli 6ldiirmeden kagis1 saglamaktadir diye diistiniilmektedir (29).

PNAG- Biofilm Olusturucu

pgaABCD olarak adlandirilan dort adet gen kiimesi igeren lokus
A.baumannii’nin Poly-B-1-6-N-Acetylglucosamine (PNAG) ad1 verilen bir maddeyi
sentezlemesini saglamaktadir. PNAG biyofilmin biitiinliigli i¢in esansiyel bir
yapitagidir. Bu gen bolgesi ¢ikarilmis suslarin biyofilm olusturamadiklar1 ve
patojenitelerinin azaldig1 gosterilmistir. Bu proteine karsi as1 caligmalart da

yapilmaktadir (30).

Kapsiil

Kapsiil diger bakterilerde oldugu gibi A.baumannii’de de 6nemli bir viriilans
faktoridiir. Russo ve ark. (31) yaptigi ¢alismada K1 kapsiiler polisakkarit {ireten

suslarin insan asit sivisi ve serumda canli kalma siiresinin arttigin1 gézlemislerdir.

Lipopolisakkarit (LPS)

A.baumannii lipopolisakkaritleri O antijeni, karbonhidrat gévde ve bir lipid A
parcasindan olusur. LPS inflamatuar hiicrelerin toplanmasi ve sitotoksik

materyallerinin ortama salinimini uyaran bir viriilans faktoridiir (32).

Fosfolipaz D

Fosfolipaz D’nin bakterinin serumda gelismesini, epitel hiicre invazyonu ve

fare modellerinde pnomoni patogenezinde aktif rol aldig1 goriilmiistiir (33).

Fosfolipaz C

Plcl gen bolgesinden eksprese edilen Fosfolipaz C, epitel hiicrelerde sitotoksik
etkiden sorumludur. Bu gen boélgesi ¢ikarilan suslarin virtilanst 6nemli Olgilide

azalmustir (34).



2.2. Epidemiyoloji

A.baumannii primer olarak hastane iliskili bir patojendir ve septisemi,
bakteremi, yara sepsisi, endokardit, ventilator iligskili pnomoni, menenjit ve idrar yolu

enfeksiyonu gibi birgok nozokomiyal infeksiyondan sorumludur (35).

A.baumannii hastane ortamlarina ilaveten toprak ve suda da siklikla
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada yogun bakim iiniteleri, ameliyathaneler ve
dahili servislerin havasinda, yiizeylerinde antibiyotik direngli A.baumannii’ye
rastlanmustir (36). Birgok epidemiyolojik ¢alisma MDR A.baumannii infeksiyonunun
Avrupa, Kuzey Amerika, Arjantin, Brezilya, Cin, Tayvan, Hong Kong, Japonya ve
Kore gibi diinyanin farkli ilkelerinde ortaya c¢iktigini gostermektedir. Bu

enfeksiyonlarin biiyiik bir kismi hastane iliskilidir (37).

Toplum kaynakli pnomoni 6zellikle tropikal bolgelerden nemli ve sicak aylarda
rapor edilmistir (38). Irak ve Afganistan isgali sirasinda Birlesik Krallik ve ABD
ordusundaki yaralanan c¢ok sayida askeri personelde direngli Acinetobacter

calcoaceticus-baumannii kompleks ile enfekte vaka gozlenmistir (12).

A.baumannii enfeksiyonlar1 Avrupa’nin birgok bdlgesini etkileyen bir
sorundur. 1980’lerin basindan itibaren, hastane kaynakli A.baumannii salgmlar
molekiiler epidemiyolojik metodlar kullanilarak Ingiltere, Almanya, Fransa, Italya,

Ispanya ve Isvigre gibi cesitli Avrupa iilkelerinden bildirilmistir (39).

Uc uluslar arast A.baumannii klonu (Avrupa klonlar1 I, II ve III olarak da
bilinir) Kuzey Avrupa (Belgika, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Fransa, ispanya,
Isvigre ve Birlesik Krallik) ve Giiney Avrupa (Italya Ispanya, Yunanistan ve
Tiirkiye)’dan da raporlanmistir (12).

MDR A.baumannii nin sebep oldugu bir ¢ok vaka Birlesik Arap Emirlikleri,
Bahreyn, Suudi Arabistan, Filistin ve Liibnan’daki hastanelerden de bildirilmistir (40).

Riyad askeri hastanesinde yapilan bir ¢calismada, yogun bakimda enfeksiyon etkenleri



aragtirtlmig, kiltirii  yapilan orneklerin - %40.9° unda A.baumannii iredigi

gosterilmistir (41).

2.2.1. Diinya’da Kolistin Diren¢ Epidemiyolojisi ve Tiirkiye

Kolistin direngli A.baumanni iilk olarak 1999 yilinda Cek Cumbhuriyeti’nden
bildirilmistir (42). O giinden bugiine kadar artan oranda diinyanin bir¢ok yerinden
raporlanmaktadir. Avrupa’da %7-11 oraninda direng bildirilirken ABD’de bu oran
%2.1-7.1 arasindadir (43, 44).

Tablo 2.5. Kolistin Direnglerini Gosteren Bazi Calismalar

Yazar Yil % Kolistin direnci Ulke Kaynak
(Direncli izolat/total)
Al-Sweih ve ark. 2011 12 (30/250) Kuveyt (44)
Chang ve ark. 2012 10.4 (14/134) Tayvan (44)
Daadani ve ark. 2013 1.8 (24/1307) Sudi Arabistan (44)
Castanheira ve ark. 2014 1.2 (65/5477) ABD (44)
Bashir ve ark. 2014 1(1/100) Pakistan (44)
El-Shazly ve ark. 2015 4.7 (1/21) ABD (44)
Batarseh ve ark. 2015 1.8 (2/116) Urdiin (44)
Qureshi ve ark. 2015 20vaka ABD (44)
Tojo ve ark. 2015 1vaka Japonya (44)
Cikman ve ark. 2015 2.5 (1/40) Tirkiye (44)
Qadeer ve ark. 2016 3vaka Pakistan (44)
Gupta ve ark. 2016 53.1 (17/32) Hindistan (44)
Pawar ve ark. 2016 11.9 (42/359) Hindistan (44)
Am ve ark. 2016 4.2 (2/47) Hindistan (44)
Samawi ve ark. 2016 1.4 (2/137) Katar (44)
Maraki ve ark. 2016 7.9 (15/189) Yunanistan (44)
Al-Samareeve ark. 2016 20 (10/50) Irak (44)
Alaei ve ark. 2016 16 (14/85) iran (44)
Maspi ve ark. 2016 48.8 (42/86) Iran (44)
Ambrosi ve ark. 2016 3.2(1/31) italya (44)
Rossi ve ark. 2016 1.4 (102/7446) Brezilya (44)
Ghasemian ve ark. 2016 8 (4/50) Iran (44)
Nowak ve ark. 2017 28.6 Ispanya (45)
Vourli ve ark. 2017 24.8 (29/117)  Yunanistan (46)
Dickstein ve ark. 2018 10.5 (20/190) Israil 47)
Dickstein ve ark. 2018 7 (3/42) Italya (47)
Leung ve ark. 2019 6.3 (18/284) ABD (48)
Lai ve ark. 2019 10 (14/138) Tayvan (49)
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Ulkemizde Ulusal Siirveyans Ag1 kapsaminda toplanan verilerden hazirlanan
“Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Agi (Uhesa) Ozet Raporu (2016)”na gore
kolistin direngli A.baumannii giincel resmi verileri Tablo 2.6’da 6zetlenmistir. Bu

rapora gore tlilkemizde kolistin direng oranlar1 %2.56 -5.73 olarak goriilmektedir.

Tablo 2.6. UHESA 2016 Antimikrobiyal Direngleri Ozet Raporu

A.baumannii Birim Toplam Etken Direncli Agirlikl Genel
Sayisi Sayisi Etken Sayisi Ortalama

Tiirkiye geneli 388 9934 300 3.02

SB Devlet Hastaneleri 135 1815 62 3.42

SB Egitim Arastirma Hastaneleri 72 3835 98 2.56

Universiteler 51 3412 90 2.64

Ozel hastaneler 130 872 50 5.73

Tablo 2.7. Ulkemizde 2016 Y1l1 ve Sonrasinda A.baumannii Kolistin Direnci Gosteren Bazi Caligmalar

Yazar Yil % Kolistin direnci il Kaynak
(Direncli izolat/total)
Beris ve ark. 2016 0.6 (3/519) Cok merkezli (50)
Cetinkol ve ark. 2016 0 (0/50) Ordu (51)
Cesur ve ark. 2016 0 (0/70) Ankara (52)
Tasc1 ve ark. 2016 0(0/10) Corum (53)
Balin ve ark. 2016 0 (0/15) Elaz1g (54)
Aydemir ve ark. 2016 0 (0/30) Sakarya (55)
Tartar ve ark. 2017 2.9 (9/307) Elazig (56)
Caglan E. 2017 29 (58/200) Ankara (57)
Tombak O. 2017 23 (23/100) Hatay (58)
Cesur ve ark. 2017 0 (0/80) Ankara, Antalya ve Van (59)
Ergiil ve ark. 2017 0 (0/10) Kayseri (60)
Sirin ve ark. 2017 0 (0/109)  izmir (61)
Naldan ve ark. 2017 0 (0/165) Erzurum (62)
Ozcelik ve ark. 2018 2(21/922) Amasya (63)
Pakoz ve ark. 2018 0 (0/100) Kahramanmaras (64)
Sahin ve ark. 2019 2.9 (20/717) Kahramanmarag (65)
Yayla ve ark. 2019 0(0/113) Izmit (66)
Atay ve ark. 2019 10.7 (3/28) istanbul (67)
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2.3. Acinetobacter Enfeksiyonlari

A.baumannii ’nin yaptig1 enfeksiyonlar, bakterinin ilk bulasma yerine ve

tuttugu sisteme gore farkli sekillerde siniflandirilabilir.

Hastane Kaynakh Pnomoni

A.baumannii’ye bagli en sik goriilen iki klinik durum nozokomiyal pnomoni ve
bakteremidir. Nozokomiyal pnomoni aspirasyona bagl olusur. Ozellikle endotrakeal
tip kullanim1 bakteri i¢in ¢ok elverisli bir ortam saglar. Acinetobacter iceren
damlaciklarin mekanik ventilator araciligiyla hasta tarafindan aspirasyonu, bakterinin
konak diren¢ mekanizmalarim1 gegmesini saglayarak dokuda enfeksiyon
olusturmasina zemin hazirlar (68). Bir¢ok saglik kurumunda, izole edilen A.baumannii
suslarinin ¢ogu yatan hastalarin solunum yollarindan soyutlanir. Bu hastalarda gercek

pnomoniyi st hava yolu kolonizasyonundan ayirmak oldukga zordur (69).

Toplum Kaynakh Pnomoni

A.baumannii nadiren toplum kaynakli pnomoni ve sepsis yapar.
A.baumannii’nin etken olarak izole edildigi toplum kaynakli pnomoniler genellikle
tropikal bolgelerde yasayan alkol bagimlisi kronik obstruktif akciger hastalig
(KOAH) olan kisilerde goriilmektedir (70). Toplumdan kazanilan pnomoninin
fulminan bir klinik tabloyla karakterize oldugu; enfeksiyon esnasinda sekonder
septiseminin ortaya ¢ikabilecegi ve mortalite oraninin da %40-60 dolaylarinda oldugu
bildirilmistir (71).

Bakteremi

Bakteremi siklikla intravaskuler veya solunum yolu kataterlerinden
kaynaklanir. Cerrahi yaralar, yaniklar ve idrar yolu kaynakli bakteremi daha azdir,
endokardite bagli bakteremi siklig1 ise ¢ok daha azdir (72). Bakteremi oranlar1 yogun

bakimlarda diger kliniklere gore daha yiiksektir. Bir ¢alismada A.baumannii sepsisine
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bagli 6liim oranlar1 yogun bakim iinitelerinde % 34.0-43.4 diger kliniklerde %16.3
olarak gozlenmistir (73).

Muharebe Alanminda Ortaya Cikan Travmatik Yaralanmalara Bagh

Gelisen Yara Enfeksiyonlari

A.baumannii Irak ve Afganistan’da savas travmalarina bagli yaralardan siklikla
izole edilmistir. Irak ve Afganistan’ta savasan askerlerin acik tibia kiriklarindan en sik
izole edilen mikroorganizma olmustur. Ancak yapilan baska bir ¢alismada ilging bir
sekilde bu viicut bolgesinden izole edilen A.baumannii suslarinin patojenitesinin
diisiik oldugu, tedavi sonrast ayni bolgeden alinan kiiltiirlerde tireme olmadigi ve
amputasyona gotiirecek bir tablo gelismedigi rapor edilmistir (74). A.baumannii bazen
askeri populasyon diginda da deri-yumusak doku enfeksiyonlarina sebep olabilir.
Ayrica yanik tedavi linitelerinde iyi bilinen bir patojendir ve bazi hastalardan eradike

etmek ¢ok gii¢c olmaktadir (75).
Idrar Yolu Enfeksiyonu

A.baumannii idrar yolu enfeksiyonunun nadir etkenidir, yapilan bir ¢alismaya
gore yogun bakim initelerinde kazanilmis idrar yolu enfeksiyonlarinin sadece
%1.6’sindan sorumludur. Uriner sistemde kolonizasyonu, kalic1 sondal1 hastalar basta
olmak tizere siklikla goriilmekte ancak nadiren enfeksiyon etkeni olarak kabul
edilmektedir. Ayaktan bagvuran hastalarda komplike idrar yolu enfeksiyonuna sebep

olmasi beklenen bir durum degildir (76).
Menenjit

Norosirurjik operasyonlarsonrast nozokomiyal menenjitler, artarak devam
eden bir sorun olmaktadir (38). Tipik hasta profilindrosirurjik operasyon gegirmis ve
eksternal sant1 bulunan kisilerdir (77). Yetiskinlerde bakteriyel menenjit sebebi olan
Gram-negatif basillerin yaklasik %10’u Acinetobacter spp.’dir ve tiim nozokomiyal

menenjitlerin %4’tinden sorumludur (78).
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Diger Klinik Durumlar

Acinetobacter suslarina bagli endokardit vakalar1 literatirde ¢ok az
bildirilmistir. Bu vakalarin ¢ogu prostetik kalp kapagi bulunan hastalardir (78). Cesitli
calismalarda endoftalmit, keratit ve peritonite de sebep oldugu belirtilmistir (39).

2.4. Tedavi ve Direng

2.4.1. Giincel Tedavi Secenekleri

A.baumannii genetik yapisi itibariyle antibiyotiklere hizli bir sekilde direng
gelistirdigi icin, bilimsel literatiir onun ne kadar zorlu bir bakteri oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu sebeple de yillar iginde kullanilabilecek antibiyotik segenekleri
daralmistir (79). Giiniimiizde tiim antibiyotiklere direngli A.baumannii suslarinin
varligr artik bilinmektedir. Cok zor bilimsel arastirmalar sonucu kesfedilen

antibiyotiklere, yanlis kullanim sonucu artik yiiksek diizeyde direng gelismistir (80).

1970’lerin basina kadar, A.baumannii enfeksiyonlar1 ampisilin, karbenisilin,
gentamisin ve nalidiksik asit ile monoterapi veya kombine tedavi edilebilmekteydi.
Ancak bu antibiyotiklere karsi 1975 yilindan sonra yiiksek diizey direngler
bildirilmistir (81).

Glinlimiizde 1se  birgcok  antibiyotik  Ornegin;  aminopenisilinler,
tireidopenisilinler, sefalosporinler, tetrasiklin, kloramfenikol, sefamisinler (sefoksitin)

ve ¢ogu aminoglikozidler A.baumannii 'ye olan etkisini artik yitirmis durumdadir (82).

Karbapenemler (imipenem ve meropenem), amikasin ve tobramisin,
florokinolonlar (siprofloksasin ve levofloksasin), tigesiklin ve beta-laktamaz
inhibitorlii kombinasyonlar (ampisin/sulbaktam) duyarl tespit edilen A.baumannii ile
olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak minimum inhibit6r

konsantrasyon (MiK) degerleri hizla artmaktadir (83).

14



Sulbaktam, ticari olarak bulunan ii¢ beta-laktamaz inhibitoriinden biridir.
Klavulonik asit ve tazobaktam’dan farkli olarak Acinetobacterspp. 'ye karsi tek basina
bakterisidal etki gosterir. Bu etkisini penisilin baglayan protein 2’ye baglanarak

yapmaktadir (84).

EUCAST (European Committee On Antimicrobial Susceptibility Testing) ve
CLSI (Clinical And Laboratory Standarts Institute) klavuzlarina gore giiniimiizde

A.baumannii i¢in duyarlilik ¢alisilabilecek antibiyotikler Tablo 2.7 *de gériilebilir.

Tablo 2.8. A.baumannii igin Duyarlhilik Calisilabilecek Antibiyotikler

EUCAST v.8.1 CLSI M100 S28
Doripenem Doripenem
Imipenem Imipenem
Meropenem Meropenem

Siprofloksasin
Levofloksasin
Amikasin
Gentamisin
Netilmisin
Tobramisin
Kolistin

Trimetophrim-sulfametoksazol

Siprofloksasin
Levofloksasin
Amikasin

Gentamisin

Netilmisin

Tobramisin

Kolistin
Trimetophrim-sulfametoksazol
Piperasilin*
Ampisin-sulbaktam*
Piperasilin-tazobaktam*
Tikarsilin-klavulonat*
Seftazidim*

Sefepim*

Sefotaksim*
Seftriakson*
Doksisiklin*
Minosiklin*
Tetrasiklin*

Gatifloksasin*

(*): Sadece CLSI klavuzunda 6nerilen antibiyotikler



2.4.2. Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacterspp. antibiyotiklerin yikici etkisinden kagmak igin ¢ok farkl
adaptasyon mekanizmalar1 bulundurmaktadir. Bunlardan bazilari; enzim bagimlh
yikim (beta-laktamazlar), genetik degisiklikler (mutasyonlar, gen kazanimi veya

kaybedimi, gen ekspresyonunun artirilmasi veya azaltilmasi) ve effluks pompalaridir
(85).

Antibiyotik direnci i¢in literatiirde ti¢ tanimlama yapilmaktadir fakat bazi

arastirmacilar farkli tanimlamalar da kullanabilmektedir.

1. Coklu ilaca direngli (MDR) terimi li¢ veya daha fazla antibiyotik grubunda

en az birer ilaca direngli olan suslar i¢in kullanilir (6rnegin; aminoglikozidler,

sefalosporinler, florokinolonlar vs.) (86). Tibbi literatiirde de daha ¢ok kabul

goren yaklasim bu tanimlamadir. Diger bir tanimlamada ise asagidaki bes sinif

antibiyotikten en az ikisine direngli olanlar MDR olarak isimlendirilir (37):
1-Antipseudomonal sefalosporinler (seftazidim ve sefepim)
2-Aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin veya amikasin)
3-Antipseudomonal karbapenemler (meropenem ve imipenem)
4-Florokinolonlar (siprofloksasin veya levofloksasin)
5-Ampisilin-sulbaktam

2. XDR: “Extensive-drug resistance-Asir1 artmis diren¢” terimi MDR’ye ek
olarak karbapenemlere de direngli olan suslar i¢in kullanilir (81). Diger bir
tanimlama ise bir veya iki antibiyotik hari¢ diger tiim antibiyotiklere
direngliyse bu terim kullanilir (87).

3. PDR: “Pan-drug resistance-Tiim ila¢lara diren¢” terimi ise mevcut tim
antibiyotiklere (polimiksinler ve tigesiklin dahil) direnci tanimlamak igin
kullanilmaktadir (81).
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Diren¢ Mekanizmalari
Hiicre Duvar Degisiklikleri

Beta-laktamlara direncin olusmasinda dis membran proteinleri (OMP), porinler
ve penisilin baglayan proteinlerin (PBP) modifikasyonu etkin rol alir. Bir¢ok
calismada OMP ve PBP2’nin azalmis ekspresyonunun karbapenem direncine yol
actig1 gosterilmistir. OMP’lerin yanisira 43 kDa’luk bir protein olan oprD ve 29
kDa’luk protein olan CarO bu ekspresyon azalmasi hipotezini destekleyen bir¢ok kez
calisilmis porinlerdir. Muhtemelen porinler ve beta-laktamazlar direng olusumunda
birlikte etkili olmaktadirlar (88).

Efluks Pompa Sistemi

Efluks pompalarin varligi bir¢ok antibiyotik siifina karsi diren¢ kazandirir.
Giiniimiizde alt1 sinif efluks pompa ¢esidi tanimlanmistir: (1) “ATP Binding Casette
(ABC)”; (2) “Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE)”; (3) “Resistance
Nodulation Cell Division (RND)”; (4) “Small Multidrug Resistance (SMR)”; (5)
“Major Facilitator Super Family (MFS)” ve yeni tanimlanan (6) ‘“Proteobacterial
Antimicrobial Compound Efflux (PACE)ailesidir (89).

A.baumannii ‘de tanimlanan efluks pompalar1 Tablo 2.8’de goriilmektedir (90).
RND ailesine ait AdeABC efluks pompasinin A.baumannii nin birgok antibiyotik
smifina (sefotaksim, kloramfenikol, eritromisin, aminoglikozidler ve florokinolonlara)
kars1 diren¢ gelistirmesinde rol aldigi gosterilmistir. Ayrica AdeABC’nin fazla

eksprese edilmesi karbapenem direncinden de sorumludur (91).

Tablo 2.9. A.baumannii ’deki Efluks Pompa Cesitleri ve Antibiyotikler

Efluks pompasi Cesidi Yiktig: ilag

Tet(A)* MFS! Tetrasiklin

Tet(B)* MFS Tetrasiklin,Minosiklin

CmlA* MFES Kloramfenikol

AdeABC** RND? Aminoglikozidler,betalaktamlar, kloramfenikol, eritromisin,
tetrasiklinler, florokinolonlar

AdeM** MATE® Florokinolonlar,gentamisin,davnorubisin, doxorubisin

*: [laca spesifik pompa proteinleri
**: Coklu ilag direncinden sorumlu pompa proteinleri
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2.4.3. A.baumannii *de Antibiyotik Siniflarina Diren¢

Beta-laktamlara Direng

Beta-laktamlara direng; beta-laktamazlarca enzimatik yikim, penisilin
baglayan proteinlerde degisiklik, OMP’lerin porin degisikligiyle azalmis gecirgenlik
ve efluks pompasiyla hiicrenin disina atim gibi mekanizmalarla gerceklesir (Sekil 2.1)
(44, 92).
|. Beta laktamlara direng

mekanizmalar
A. PBP degisikligi

Il. Aminoglikozidlere
direnc mekanizmalan
A. AME tarafindan Aminoglikozid ‘ -

hidroksil ve amin . = = B. Effluks pompasi
grupiannin yikimi = : — (1 @ C. Betalakiamaziarca
B. Efﬂuks pompasi B v 4 yikim
C. Ribozomal Modifiye PEP P D. OMP modifikasyonu
baglanma protein  Effluks pompasi A Modifiye B L
modifikasyonu AME amin grubu E 4 uks pompasi
. oMP
| |- e
o N e a - (D
.‘“ 4 . a Bata-laktamaz = @
Modifiye
C ¥ Mcd’r & Botatakiamez @ ® =% ove
Hedef ribozomal iye oot
= = P
1 V) ¥
° 5 B oo
— |l preas gene IV. Kolistin direng
R\ Gy E — mekanizmalan
=" 5t Q ‘ C A_LPS kaybi
¥ Mutasyonlu DNA ) B. pmrAB geninde nokia
Effiuks pompas! DNAgiraz < giraz ve mutasyonuna bagl
Ve topoizom === mutant LPS
IIl. Kinolonlara direng A & = Y0 Mutant
mekanizmalar o = N LS
A. DNAgiraz ve — & Al die
topoizomeraz IV o T— — ¥ 7
mutasyonu — LPS kaybi W LPS L - -
B. Effluks pompasi Kinolon =
B =

Kolistin

Sekil 2.1. A.baumannii ‘de Antibiyotik Siniflarina Direng Mekanizmalar

Beta-laktamazlarin ig¢inde, ampC sefalosporinazlar (molekiiler sinif C beta-
laktamazlar) A.baumannii ile daha ¢ok iligkilidir (93). Bu enzim grubu bla geni
tarafindan kodlanir, penisilinlere ve genislemis spektrumda sefalosporinlere direnci
saglar. A.baumannii ‘de sik goriilen diger beta-laktamazlar ile s6yle 6zetlenebilir : Sinif
A beta-laktamazlar grubundan Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (PER-1, Veb-
1, CTX-M, TEM, SHV), Sinif B betalaktamazlar grubundan metallobeta-laktamazlar
(BMLs; IMP, SIM, VIM) ve Sinif D beta-laktamazlardan OXA grubu enzimleri (94).
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Kazanilmis Oxa tipi karbapenemazlar, metallobeta-laktamazlardan sonra
karbapenem direncinin ana sorumlularindandir (95). OXA23, OXA24 ve OXA58

plazmidleri karbapenemazlar1 yikan enzimleri kodlayan esas plazmidlerdir (96).

Aminoglikozidlere Direng

Aminoglikozidlere direncin en sik gorillen mekanizmasi; aminoglikozid
modifiye edici enzimlerce amino ve hidroksil grublarmin modifikasyonudur.
Acinetobacter baumannii’de tim aminoglikozid adenilazlar, asetilazlar,
metiltransferazlar ve fosfotransferazlar gibi modifiyeedici enzimler tanimlanmustir.
Azalmig ilag girisi ve hedef ribozomal protein degisiklikleri aminoglikozidlere

direncin diger mekanizmalari arasinda yer almaktadir (97) (Sekil 2.1).

Florokinolonlara Direng

Florokinolonlara kars1 direng gyrA ve parC genlerinde mutasyona bagli DNA
giraz ve topoizomeraz IV enzimlerinde fenotipik degisiklik sonucu azalmis ilag
afinitesine bagli olusur (98). Kromozomal DNA tarafindan kodlanan ilag igeri alim ve
disa atim sistemleri OMP ekspresyonunu azaltarak ilag girigini ve efluks proteinlerinin
tiretimini artirarak ilacin aktif disar1 atilimini saglar (99). Plazmidde kodlanan gnrA,
gnrB ve gnrS bolgeleri kinolonlarin DNA giraz ve topoizomeraz IV’e baglanmasini

engelleyerek A.baumannii 'nin DNA’sin1 korumasini saglamaktadir (100) (Sekil 2.1).
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Tablo 2.10. A.baumannii direng mekanizmalar1 (101)

Antibiyotik sinifi ve direng Enzim

mekanizmasi

BETALAKTAMLAR

Betalaktamazlar TEM,VEB,SHV,IMP,PER,ADCs,CTX-M,0XA

SIM,VIM,CarO (29kDa),22- ve 33-kDa OMPler,43-kDa
OMP,HMP-AB,47-,44- ve 37-kDa OMPler,33-,34-,35-,36-
OMPler kDa OMPler,OmpW,AdeABC
Efluks vePBP degisikligi

AMINOGLIKOZIDLER

Aminoglikozid Asetiltransferazlar,niikleotidtransferazlar,fosfotransferazlar
modifiyeedicienzimler

Efluks pompalari AdeABC, AdeM

KINOLONLAR

Hedef baglanma bolgesi degisikligi GyrA,ParC

Efluks AdeABC, AdeM

TETRASIKLINLER VE GLISIKLINLER

Tetrasiklin spesifik efluks Tet(A),Tet(B),Tet(M)

Coklu ilag efluks AdeABC

2.5. Polimiksinler ve Kolistin

Polimiksinler bes farkli kimyasal formulasyona sahip (polimiksin A-E), 1947
yilinda kesfedilen polipeptid antibiyotik grubudur (102). Giiniimiizde hastane
Kliniklerinde kullanimda olan polimiksinler; Polimiksin E (kolistin) ve polimiksin
B’dir.

Kolistin 1949 yilinda kesfedilmistir. Bir toprak bakterisi olan “Bacillus
polymyxa subspecies colistinus Koyama” bakterisi tarafindan dogal olarak sentezlenir
(103). Kolistin kesfedildigi ilk yillarda 1950’ler boyunca Japonya ve Avrupa’da, 1959
yilinda ise kolistimetat sodyum formunda ABD’de tedavi amagh kullanilmigtir (104).
Ulkemizde ise 1962 yilinda klinik kullanima girmistir. Ancak 1980’lerin basinda
kolistin ve polimiksin B’nin intravendz formlarinin ciddi nefrotoksisite yaptigi
kanitlaninca diinyanin birgok yerinde oldugu gibi iilkemizde de kullanimindan

vazgecilmis, sadece topikal ve oral formlar1 kullanimda kalmistir (105, 106). Sonraki
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yaklasik yirmi yil boyunca kolistinin intravenéz kullanimi sadece kistik fibrozisli
hastalarda c¢oklu ilaca direngli Gram-negatif bakterilerin sebep oldugu akciger
enfeksiyonlariyla kisith kalmistir (107). Birgok antibiyotik sinifina karsi direngli
bakteriler ortaya ¢ikinca ve Gram-negatif bakterilere karsi yeni ilaglarin az olusu,
polimiksinleri tekrar giindeme getirmis ve son ¢are olarak kullanmak durumunda

kalinmigtir (108).

Kolistin ve polimiksin B molekiiler yap1 olarak birbirine ¢ok benzer olmalarina
ragmen 15377 Gram-negatif bakteriyle yapilan bir ¢alismada MIK degerleri arasinda
anlamli farklar bulunmustur. Sensititre™ sistemi ile yapilan bu ¢alismada Klebsiella
spp izolatlar1 igin %55, E.coli izolatlar1 icin %53 oraninda polimiksin B MiK degerleri
kolistininkinden iki kat yiiksek bulunmustur. Ayni ¢aligmada P.aeruginosa ve
Acinetobacter spp. icin ise iki antibiyotik MIK degerleri arasinda yiiksek uyum
gorilmistiir (109).

2.5.1. Kolistin Kimyasal Yapisi

Kolistin bir yag asidine a-amid bagiyla bagli katyonik siklik dekapeptitleri
iceren bir molekiildiir (110). Kolistin ve kolistimetat sodyumun kimyasal yapis1 Sekil
2.2 goriilmektedir. Kolistinin molekiiler agirligi 1750 Da’dir. Kolistin molekiiliiniin
icerdigi aminoasitler; L-treonin, D-16sin ve L- a-y-diaminobiitirikasittir. Yag asidinin
tiirtine gore 6-methyl-octanoic acid (Kolistin A) veya 6-methyl-eptanoic acid (Kolistin
B) olarak isimlendirilir. Farkli farmasotik miistahzarlar bu iki kolistin formunu farkli

oranlarda barindirabilir (Kolistin A ve B) (111).

Kolistinin iki ticari formu bulunmaktadir, kolistin siilfat ve kolistimetat sodyum
(diger isimleri pentasodium colistimethanesulfate, colistin methanesulfate ve colistin
sulfonyl methate). Kolistimetat sodyum, kolistin siilfata gore daha az potent ve daha
az toksiktir. Kolistinin formaldehit ve sodyum bisulfit ile reaksiyonu sonucu iiretilir
(112). Kimyasal yapis1 Sekil 2.2°de goriilmektedir. Yag asidi molekiilii kolistin i¢in 6-
metiloktanoik asit, kolistimetat sodyum i¢in 6-metilheptanoik asittir. a ve y peptit
baginda yer alan ilgili -NH2’yi gostermektedir. Kolistin siilfat oral olarak mesane

dekontaminasyonu igin, topikal olarak bakteriyel deri enfeksiyonlari i¢in kullanilir.
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Kolistimetat sodyum’un parenteral formlari mevcuttur ve intravendz, intramuskuler

veya nebulizasyon yoluyla verilebilir (108).

Kolistin

vag asidi =2 [:a)L-lDabéL-Thré(a }L-]i)ab%[:a.‘;) L-Dab—>(a) L-Dab=>D-Leu>L-Leu—>(a) L-I|)ab9(a} L-?ab% L-Thrj
|
y-NH2 y-NH2 y-NH:2 y-NH2 y-NHz2

Kolistimetat sodyum

vag asidi = [:a)L-Il)ab—)L-Thre(a }L-]i)ab%[a.\') L-Dab->(a) L-]i)ab-)D-Leu%L-Leu%(a} I_-Il)abe(a'} L-Dab%L-Thl‘J

v-NH2 y-NH2 y-NH2 v-NH: v-NH2
C‘lH: (l'H: C :lH: Cl H: Cl H:
O=|S=O O=|S=O 0=|S=O 0=|S=O O=|S=O
Cl)_\'a é)_\la Ll)Na Ll)Na Ll')Na

Sekil 2.2. Kolistin ve Kolistimetat Sodyumun Kimyasal Yapisi. Dab, diaminobiitirik asit; Leu, 16sin;
Thr, treonin

Farmakokinetik/Farmakodinamik ozellikleri

Kolistin stilfat ve kolistimetat sodyum oral alimda gastrointestinal sistemden
emilmezler. Sivi ortamlarda kolistimetat sodyum sulfometil gruplarina ve kolistine
hidrolize olur (113). Kolistimetat sodyum aktif formu kolistine doniisiir ve kolistin
plazma proteinlerine %50 oraninda baglanir (114). Kolistin ~ molekiill — agirhigmimn
biiyiik olmasi ve polaritesinin yiiksekliginden dolayi iyi bir doku dagilimi géstermez.
Markantonis ve ark. (115) yaptigi ¢alismada kolistinin saglikli bireylerde beyin
omurilik sivisina gecis oranint %35 bulmus iken, inflamasyonlu bireylerde bu oranin
%25’e kadar ¢iktigini rapor etmislerdir. Kolistimetat sodyum ve kolistinin her ikisinin
de bakterisidal aktiviteleri doz bagimlidir (116). Kolistimetat sodyum’un %601

glomeruler filtrasyonla itrah edilir, %40’1 kolistine doniigiir. Kolistin bobrek
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tiibiillerinden geri emilir ve ekstra renal yollarla itrah edilir. Ancak ekstra renal itrahin

mekanizmasi tam olarak aydimlatilamamistir (116).

2.5.2. Etki Mekanizmasi

Kolistinin antimikrobiyal aktivitesinin hedef bdlgesi hiicre membranidir.
Kolistin bakteri membranina ilk baglandiginda, anyonik LPS molekiilleri ile katyonik
bir polipeptit olan Kkolistin arasinda elektrostatik bir etkilesim gerceklesir ve bu da
hiicre membraninda bir elektriksel dengesizlikle (imbalans) sonuglanir. Kolistin,
LPS’leri stabil halde tutan katyonlar Magnezyum (Mg*?) ve Kalsiyum (Ca*?) ile yer
degistirerek dis membranin lokal hasarina sebebiyet verir. Hasar sonucu membran
gecirgenligi bozularak sitoplazmanin disa kacisi ve ardindan bakterinin o6limii

gerceklesir (117, 118) (Sekil 2.3).

LPS
i KOLISTIN
+
++ 4\ LPS'leri bir arada
tutan katyonik
l * + Mg2+ iyonlarla yer
2 B R Ca?* degigtirir
Dig membran
Porin Peptidoglikan
¢ membran
PEP

Sitoplazma

Sekil 2.3. Kolistinin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Asagidaki Sekil 2.4’te goriilecegi tizere, polimiksin B’ye maruz birakilan
E.coli’nin membran: hasarlanmis, dis membran fibréz formda uzantilar seklinde

disartya uzanmus, sitoplazmik materyal ¢atlaklardan disariya salinmistir (119).
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Sekil 2.4. E.coli’ye Polimiksin B Etkisi (2a) Islem yapilmamis bakteri x63.000, (2b) 25 g ile 30 dk
muamele edilmis bakteri. Hiicre duvarinda kabarcik benzeri yapilar goriilmekte X95.000, (2¢) Bir
onceki resmin biylitilmiis hali x190.000. Bu kabarcik benzeri yapilar dis membranin hasarlanmis
pargalarindan olusur (119)

Kolistinin dogrudan antibakteriyel aktivitesinin yaninda, anti endotoksin
aktivite potansiyeli de bulunmaktadir. Bilindigi {izere endotoksin aktivitesinden
sorumlu olan bolge Gram-negatif bakteri hiicre dis membraninda bulunan LPS
molekiiliiniin lipid A kismidir. Kolistin lipid A’ya baglanir ve LPS’yi nétralize eder.
Ancak bu mekanizmanin in vivo Onemi heniiz net degildir. Yani sitokinlerin
salinimina engel olarak soku 6nleyebildigi kesin degildir. Ciinkii endotoksin plazmada
hizlica LPS-baglayan proteine baglanmaktadir ve bu kompleks hemen hiicre

yiizeyindeki CD14’e tutunmaktadir ve bu suretle sitokin salinimi baglamaktadir (120).
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2.5.3. Kolistine Diren¢ Mekanizmalari

Kolistine direng A.baumannii’nin kromozomal DNA’s1 tarafindan kodlanir.
A.baumannii’de kolistine yonelik iki etkin diren¢ mekanizmasi vardir. Birincisi lipid
A’y1 kodlayan genlerde (IpxA, IpxC ve IpxD) mutasyona bagli kolistinin ilk hedefi olan
LPS kaybidir (121). In vitro ¢alismalarda MIiK degeri ¢ok yiiksek (>128 pug/mL) olan

suslarin bu mekanizma ile direng gelistirdigi gézlenmistir (122).

Ikinci mekanizma ise PmrAB ikili sistemidir (Polymyxin-resistant AB two-
component system). Bu sistemde PmrA ve/veya pmrB genlerindeki mutasyona bagli
LPS modifikasyonu gergeklesir. Bu modifikasyon sayesinde LPS’ye katyonik grup
eklenmis olur ve kolistinin yaptig1 katyon degisimine direng gelisir. Mutasyonlar
PmrAB regulatér sistemini aktive eder, bu sistem de kendi operonu olan pmrCAB’nin
ekspresyonunu artirir. pmrC geni EptA - benzeri fosfoetanolamin transferazi kodlar,
bu enzim Sekil 2.5’te de goriildiigi gibi lipid A’nin 1°- veya 4’-fosfat grubuna pEtN
(fosfoetanolamin) eklenmesini katalize eder (123, 124).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda naxD geni tarafindan kodlanan PmrB’ye
bagimli asetilazin, N-asetilgalaktozamin’i galaktozamine doniistiirlip lipid A’ya
ekleyerek lipid A’da modifikasyon olusturdugu ve polimiksin direncine katkida
bulundugu gozlenmistir (125).

¢~ ™

Col

W_MCA:/LMI‘/ pEtN eklenmesi
W }Galaktozamin eklenmesi

Sekil 2.5. A.baumannii Pmrab Ikili Sistemi
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A.baumannii’de kolistine karsi heterodirenc gelisimi

Heterodireng; goriiniiste izogenik bakterilerin belirli bir antibiyotige kars1 farkli
direng profilleri gésteren subpopulasyonlari olmasi olarak tanimlanan bir fenomendir.
Antibiyotik tedavisi esnasinda bu direngli subpopulasyonlar secilebileceginden ciddi
Klinik sonuglar dogurabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak heterodirenci belirlemek
rutinde uygulanan yontemlerle miimkiin degildir. Bu direncin saptanmasi amaciyla
“Populasyon analiz profili”, Polimeraz Zincir Reaksiyonu gibi 6zel tekniklerin
kullanilmasia gerek vardir (11). Bu yontemlerin maliyetli ve zahmetli olmasi bu
fenomenin klinik biiytikliigiiniin anlagilmasina engel teskil etmektedir (126).
Heterodirengte rol oynayan mekanizmanin son yillarda yapilan ¢alismalarda efluks

sistemi (127) veya pmrA,pmrB gen mutasyonlar1 oldugu diistiniilmektedir (128).

Mcr-1 Plazmid Aracili Direng

Mcr-1 ilk defa 2015 yilinda Cin’de yapilan bir caligmada gida hayvanlarinda
plazmid aracili taginan bir kolistin direng geni olarak tanimlanmistir (129). Daha sonra
yapilan ¢aligmalarda insan izolatlarinda da bu gen saptanmistir. Ancak sadece E.coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella ve Shigella’nin bazi tiirlerinin bu geni tasidiklari
tespit edilmistir. Ayrica mcr-1 geni Cin, Birlesik Krallik, Tayland, Vietnam,
Danimarka, Isvicre ve Isveg’te goriilmiistiir (130). Ulkemizde ise simdiye dek mcr-1

geni bildirimi yapilmamuistir.

Acinetobacter spp. izolatlarinda heniiz bu gen gosterilmemistir. Fakat mcr-1
plazmid araciligi ile aktarildigindan bu genin Acinetobacter suslarinda da

gosterilmesinin kaginilmaz olacagi diisiiniilmektedir (131).

2.6. Kolistin Direncini Saptamada Kullamlan Duyarhlik Metodlar:

Onlarca yildir klinikte kullanilmasia ragmen polimiksinler i¢in optimal bir

duyarlilik metodu tanimlanamamistir. Ancak son yillarda MDR Gram-negatif

26



bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve bunu miiteakiben artan kolistin kullaniminin klinik
laboratuvarlarda acil bir ihtiya¢ dogurmasi bilim insanlarini izolatlarin polimiksinlere
duyarliligini tespit etmede hizli ve giivenilir yontemler gelistirmeye itmistir. Kolistin
direngli Gram-negatif bakterilerin neden oldugu insan enfeksiyonlarinda mortalite
daha yiliksek oldugundan, polimiksin duyarlilik testinin uygun sekilde saptanmasi
giintimiizde biiyiik bir 6nem arzetmektedir (132).

Polimiksinlere duyarlilik testlerindeki zorluklar gesitlidir. Polimiksinlerin agar
icinde yetersiz diflizyonu, dogal katyonik Ozellikleri ve birgok bakteri tiiriinde

heterodirencin bulunabilmesi bu zorluklardandir (133, 134).
2.6.1. Diliisyon Metodlar

Diliisyon metodlarinin amact MiK’i belirlemektir. MIK 35 + 2 °C’de 16-24
saatlik inkubasyonu takiben degerlendirilir. Ug farkli diliisyon yéntemi vardir. Bunlar;
“broth mikrodiliisyon”, “broth makrodiliisyon” ve “agar diliisyon” yontemleridir.

Bunlar hakkinda kisa bilgiler vermemiz gerekirse ;

1-Broth mikrodiliisyon metodu (BMD): BMD mikroplaklarda uygulanan; sivi
besiyerinin kii¢iik hacimlerinin (0.05-0.1 ml) kullanildig1 bir yontemdir. BMD kolistin
duyarliliginin saptanmasinda kullanilan referans test yontemidir. Glinlimiizde
polimiksin duyarliligi i¢in CLSI ve EUCAST tarafindan 6nerilen tek yontemdir (135,
136).

CLSI ve EUCAST polimiksin sinir degerleri ¢aligma grubu tarafindan 22 Mart
2016’da yayinlanan ortak bildiride Acinetobacter spp. i¢in referans test uygulanirken
ISO-standard broth microdilution method (20776-1) nolu kalite standardinin baz

alinacagi belirtilmistir (137).

Ortak caligma grubu tarafindan yapilan bildiride ayrica asagidaki notlar da
bulunmaktadir (137):
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a-Test siiresince hicbir ek madde kullanilmamalidir (6zellikle polisorbat-80 ve
diger surfaktanlar)

b-Test diiz polistren kuyucuklarda yapilmali ve mikroplak daha Once
kullanilmamis olmalidir.

c-Polimiksinlerin  sulfat tozlar1 kullanilmalidir  (kolistin metanosulfat
kullanilmamali ¢iinkii 6n ilag olup ¢ok yavas ¢oziinmektedir)

d-Agar diliisyon, disk difiizyon ve gradiyent difiizyon yeni ¢alisma verileri
gelene kadar onerilmemektedir. Sadece broth mikrodiliisyonla galisilmasi

gerekmektedir.

Ancak BMD yontemi olduk¢a zahmetlidir ve antibiyotigin elle hazirlanmasi
ciddi hatalara sebebiyet verebilmektedir. Bircok klinik laboratuvar igin rutine
adaptasyonu zor olmaktadir. Ek olarak atlayan kuyucuklarin varligi sebebiyle
tekrarlanabilirliginde ve MiK yorumlanmasinda sorunlarla karsilagilmaktadir. Atlayan
kuyucuk fenomeni ilk kuyucuklarda inhibisyon varken yiiksek konsantrasyonlarda
tireme gozlenmesi seklinde olmakta, 6zellikle Enterobacter tiirleri, Pseudomonas
aeruginosa ve A.baumanni’de rastlanilmaktadir (133). Bu fenomenin Acinetobacter
ve Enterobacter tiirlerinde heterodirengli subpopiilasyonlardan kaynaklandigi
distintilmektedir (133, 138). P.aeruginosa’da atlayan kuyucuk fenomenine sebep
veren durum pmrAB, arnB ve phoQ genlerinde artan ekspresyona bagli LPS
yapisindaki degisikliklerden dolay1 polimiksinlerin baglanma bdlgelerinin azalmasidir

(139).

Tim bunlara ragmen yine de BMD tekrarlanabilirligi, glivenilirligi ve
otomasyona uygulanabilirliginden dolayr MIK belirlemede halen referans metod

kalmaya devam etmektedir.

2-Broth makrodiliisyon metodu: Besiyeri, bakterinin inokulum miktari,
polimiksinlerin iki kat sulandirimi, inkubasyon kosullar1 ve yorumlama BMD ile
aynidir. Aradaki farklilik testin tiiplerde daha fazla hacimde ger¢eklesmesidir. BMD
ile karsilastirildiginda diger yontemlere gore en yiiksek uyumu gostermistir (%83) ve

yanlis duyarl hi¢ sonug vermemistir (134).

28



3-Agar diliisyon metodu: Agar diliisyonda polimiksin molekiilllerinin iki kat
artan konsantrasyonlar1 Mueller-Hinton agar eriyik haldeyken katilarak hazirlanir ve
katilagsmas1 beklenir. Daha sonra yaklasik 0.5 McFarland bakteri inokulumu hazirlanir
ve 10 kat sulandirilir. Bu sulandirimdan agarlara ekimler yapilarak test gerceklestirilir

(135).

Agar dilisyonda teorik olarak kolistinin molekiil biiyiikliigiinden dolay: esit
sekilde yayilamayacagi diisiiniiliir. Ancak birgok calisma BMD ile agar diliisyon
arasinda gii¢lii bir uyum oldugunu gostermektedir (138, 140). Bu yontemin avantaji
ayni1 plakta bir¢ok susun birlikte ¢alisilabilmesidir. Hazirlanmasinin zahmetli olusu ve
dokiilen plaklarin bir hafta i¢inde kullanilmasi1 gerekmesi ise dezavantajlarindandir.
Bir¢cok calisma agar diliisyon metodunun da standart olabilecegini gostermesine
ragmen daha 6nce belirtildigi gibi CLSI ve EUCAST polimiksin ¢aligsma grubu sadece
BMD’yi referans kabul etmektedir. Dolayistyla BMD halen birincil referans yontem
olarak kalmaktadir (141).

2.6.2. Otomatize Olmayan Sistemler

1- Disk diflizyon yontemi (Kirby-Bauer): Bu yontemde onceden antibiyotik
emdirilmis diskler, 0.5 McFarland standardinda bakterinin Mueller-Hinton agar
yiizeyine ekilmesinden sonra besiyeri iizerine yerlestirilir ve polimiksinlerin agara
diftize olmasi saglanir. 35+£2°C’de 16-24 saatlik inkubasyonu takiben zon gaplari
degerlendirilir. Disk diflizyon yontemi 6zel ekipman gerektirmez, ucuz ve kolaydir.
Ancak polimiksinlerin agara difiizyonu zayif ve yavas oldugundan kiigiik inhibisyon
caplari olusur ve bu da testin dogruluguna golge diistiriir. Birgok ¢alismada kolistinin
duyarliligi icin kullanilmasimin uygun olmadigi gosterilmis olup yaklasik %35
oraninda yanlis sonuglara sebebiyet vermektedir (142, 143). Bu metod artik
terkedilmistir ve  EUCAST ve CLSI kolistin diski icin zon referans araligi
yayinlamamaktadir (135, 136).

2- E-test yontemi: Antibiyotigin artan konsantrasyonlari emdirilmis plastik
seritlerin  kullanildig1 bir yontemdir. Mueller-Hinton agara 0.5 McFarland

standardinda bakteri inokulumundan siiriiliir ve serit yerlestirilir. 35 + 2°C’de 16-24
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saatlik inkubasyonu takiben olusan elipsoid agikligin alt tarafta en dar kismindan
okuma yapilir. Yiiksek sayida direngli izolatin da bulundugu farkli bakteri tiirleriyle
yapilan ¢alismalarda E-test yontemi %32 oraninda yanlis sonug vermistir (133, 142,
144). E-test yontemi, diliisyon ile vyiikksek MIK tespit edilen izolatlar
yakalayamamaktadir (134). Ayrica E-test MIK degerleriyle, diliisyon MIK degerleri
arasinda uyumsuzluklar vardir (134, 145). Bu metodun uygulamasi kolaydir, gorece
olarak biraz daha pahalidir ve bu yontem de disk difiizyon gibi CLSI ve EUCAST
polimiksin ¢alisma grubu tarafindan artik 6nerilmemektedir (137).

3- UMIC™ sistemi (Biocentric®,Fransa): UMIC™ sisteminde toz halinde
kolistin 0.06pg/mL’den baslayarak 64 ug/mL’ye kadar 11 tane kuyucuga liyofilize
halde onceden konulmustur (Sekil 2.6). Bakteri kolonilerinden 0.5 McFarland
yogunlugunda hazirlanir ve Mueller-Hinton broth’a 1/200 diliisyona ugrayacak
sekilde diliie edilir. Sonra bu buyyon 12 kuyucuga da 100uL pipetlenir ve 18-24 saat
35+1°C’de inkube edilir. Ik kuyucuk pozitif kontroldiir. Bu kuyucuga antibiyotik
konulmamustir. Ikinci kuyucuga 0.06 pg/mL, son kuyucuga ise 64 pug/mL kolistin
konulmustur. Bulanikhigin gézlenmedigi ilk kuyucuk MiK degerini vermektedir (146).
Matuschek ve ark. (2) yaptigi ve EUCAST resmi web sitesinde de yayinlanan
calismada 22 Acinetobacter spp. izolatinda iki tane direngli sus duyarli bulunarak ¢ok
bliylik hata olarak degerlendirilmis, EU %77 ve KU %91 bulunmustur.

Trouble = croissance = positif Umpide = absence de croissance = négatif
Turbid = growth = positive Clear = absence of growth = negative
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Sekil 2.6. UMIC™ sistemi

2.6.3. Otomatize Sistemler

1- Vitek 2™ (Biomerieux®, Fransa): Vitek 2™ sistemi, i¢inde besiyeri ve
antibiyotigin  farkli miktarlart bulunan plastik kartlar1  kullanir.  Kolistin
konsantrasyonunu 0,5-16 pg/mL araliginda degerlendirir. Cihaz 4 ila 10 saat
inkubasyon sonunda turbidimetrik okuma yapar (147). Diliisyon metodlariyla
karsilastirildiginda Vitek 2™ sistemi kolistin direngli izolatlar1 yakalamada diisiik
duyarlilik sergilemektedir. Heterorezistan subpopulasyonlar i¢in de uygun degildir
(148). Lai ve ark. (49) yaptigi calismada Vitek 2™ 138 adet Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii kompleks susunun hepsine duyarli sonu¢ vermis, ancak

yapilan BMD ile on sus kolistin diren¢li bulunmustur.

2- Phoenix™ (BD®-Becton Dickinson, ABD): Phoenix™ sisteminde 85 adet
kuyucuk bulunmaktadir. Bu kuyucuklarda kuru toz halinde antibiyotikler ve bir tane
de iireme kontrol kuyucugu vardir. Test sivi bazli mikrodiliisyon prensibiyle
caligmaktadir. Sistemde redoks potansiyeline sahip bir indikatér bulunmaktadir ve

ureme bununla kontrol edilmektedir.

3- DxM MicroscanWalkaway™ (Beckman Coulter Diagnostics®, ABD):
DxM MicroScan Walkaway sistemi mikrodiliisyonun yari otomatize edilmis halidir.
Kuyucuklarda kolistinin 2 ve 4ug/mL konsantrasyonlari bulunmaktadir. Bakteri
inokulumu hazirlanip 96 kuyucuklu mikroplaklara aktarilir ve ardindan cihaza
inkubasyon ve okuma i¢in yerlestirilir. Yapilan bir ¢caligmada diliisyon metodlariyla

karsilastirildiginda Acinetobacter suslarinda KU %87 olarak bulunmustur (149).

4- Sensititre™ (Thermo Fischer Scientific®, ABD): Sensititre™ sistemi
kullanicinin segimine gore otomatize veya manuel olarak kullanilabilir. Sistemde
mikroplaklarin kuyucuklarinda liyofilize halde kolistinin daha once diliie edilmis
konsantrasyonlar1 (0.125-128 pg/mL) bulunmaktadir. Bakteri inokulumu 0.5
McFarland’a ayarlanip 10 pl alinarak Katyon ayarli Mueller-Hinton broth
(KAMHB)’a (11 ml) aktarilir. Daha sonra bu brothtan 50 pl tiim kuyucuklara dagitilir.
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20-24 saat inkubasyonu takiben degerlendirilir. Otomatize sistemde degerlendirme

floresans metodla yapilirken manuel sistemde gozle yapilir.

5- MICRONAUT-S™ ve MICRONAUT MIC-Strip™ (Merlin Diagnostika
Gmbh®, Bornheim, Germany): MICRONAUT™ sistemi Sensititre™’ye benzer
sekilde ticari bir sivi mikrodiliisyon yontemidir. Liyofilize halde 6nceden hazirlanmig
antibiyotiklerin tizerine KAMHB’den rehidrasyon yapilarak inkubasyon yapilir ve
degerlendirilir. MICRONAUT-S™ 96 kuyucuklu mikroplaklarda yapilirken,
MICRONAUT MIC-Strip™ 12 kuyucuklu tek bir striptte ¢alisilir. Bu stripte ilk
kuyucuk pozitif kontrol, sonraki kuyucuklar kolistinin artan oranda dozlarindan
(0,0625-64 pg/mL) olusur.

6- ComASP™ Colistin (Liofilchem®, italya): Onceki ismi SensiTest™ olan
bu testte yedi kuyucukta iki kat artan kolistin konsantrasyonlar1 (0,25-16 pg/mL)
liyofilize halde bulunmaktadir. ilk kuyucuk pozitif kontroldiir. Bir stripte dort hasta
calisilabilmektedir. Sensititre™ ve MICRONAUT™ sistemine benzemektedir.

2.6.4. Hizlh Yontemler

1- Micromax assay™ (Halotech DNA SL®, Madrid, Spain): Bu yontem
kolistine maruz birakilan A.baumannii bakterilerinin hiicre duvar hasari sonucunda
ortama salinan niikleotidleri tespit etmeye dayanmaktadir. 0.5 ug/mL Kolistin ile
inkubasyonu takiben eger bakterilerin %11 ve daha azinin hiicre duvari hasarlanmigsa
kolistin direngli kabul edilmistir. Bu yontem rutindeki otomatize mikrodiliisyon
yontemlerinden daha hizli sonug vermektedir (3 saat 30 dakikaya kars1 6-8 saat). Ek
olarak A.baumannii ‘de kolistin direncini tespit etmede daha iyi sonuglar alinmaktadir
(%100 duyarlilik, %96 o&zgiillik). Diger bir avantaji ise otomatize SiSteme
uyarlanabilme potansiyeli bulunmasidir. Ancak kullanilan malzemelerin (florokrom
boyasi, epifloresans mikroskobu vs.) pahali olmasi rutine uygulanmasini

zorlastirmaktadir (150).

2- Rapid Polymyxin NP™ test (ELITech Group®, Fransa): Bu testte kolistin

iceren kuyucuklarda lireyen bakterilerin glukoz metabolizmas: {iriinleri tespit edilerek
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indirekt olarak yorumlanir. Kuyucuklarda 2 ve 4 pg/mL kolistin bulunmaktadir.
Ureme oldugu zaman glukoz metabolizmas1 sonucu asit {iriin olusur, ortamin pH’s1
degisir ve fenol red indikatorii renk degistirir. Testin siiresi iKi saatten kisadir ve
uygulanisi kolaydir. Insan, hayvan ve ¢evreden toplanan farkli 200 enterik bakteriyle
yapilan karsilastirma ¢alismasinda test BMD ile kiyaslanmis, %99.3 duyarlilik, %95.4
ozgiillik gostermistir (151).

3- MALDIXin test: A.baumannii nin kolistin direncine neden olan Lipid A’sin1
MALDI-TOF tabanlh kiitle spektrofotometre yontemiyle tespit etmeye calisan bir
yontemdir. 15 dakikadan az bir siirede kolistin direnci saptanabilmektedir. Ancak bu
yontemde cihazin negatif iyon modunda calistirilmasi gerekmektedir, bu mod ise
kullanimda olan cihazlarda kapali olarak bulunmaktadir. Arastirmacilar; yontem

optimize edilirse tiim gram negatif bakterilere uygulanabilecegini savunmaktadir

(152).

4- The Rapid ResaPolymyxin Acinetobacter/Pseudomonas NP test: Bu test,
kolistin igeren bir besiyerinde bakterinin iiremesi durumunda rezasurin indikatoriiniin
renk degistirmesi prensibine dayanmaktadir. Lescat ve ark. (153) 92 adet kolistin
duyarli ve direngli  A.baumannii ve P.aeruginosa kullanarak bu yontemi BMD ile
karsilastirmis; duyarlilik %100, 6zgiillik %95 bulmuslardir. Uygulamasinin kolay
olusu dort saat icinde sonug¢ alinmasi yontemin avantajlaridir. Yazarlar kolistin
direngli nonfermenter bakterilerin endemik oldugu iilkelerde bu yontemin kullanislt

olacagini belirtmektedirler.

2.6.5. Secici besiyeri

1- SuperPolymyxin™ besiyeri (ELITech Group®,Fransa): SuperPolymyxin™
besiyeri 3,5 ug/mL kolistin icerir. Iginde daptomisin ve amfoterisin B de
bulunmaktadir. Boylece gram pozitif bakteriler ve mantarlarin {iremesinin
engellenmesi amaglanmistir. Besiyeri temelde EMB agara benzemektedir ve onun bir
modifikasyonudur. Gram-negatifler i¢in segicidir ve laktoz fermente edenler siyah,
etmeyenler renksiz koloniler olusturur. Besiyerini tasarlayan arastiricilar yaptiklari

karsilagtirmali ¢alismada duyarlilik ve 6zgilligi %100 bulmuslardir (154). Ancak
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fekal orneklerde kolistin direngli Gram-negatif bakterileri tarama amagli bu
besiyerinin kullanildig1 yeni bir ¢alismada besiyerinde kolistin duyarli izolatlarin da
yiiksek oranda tiredigi gériilmiis ve is yiikiinii ¢ok artirdigi i¢in elestirilmistir. Yazarlar

bu durumun inokulum miktarina bagli olabilecegini diisiinmektedir (155).

2- COL-APSE™ (CHROMagar®, Fransa): Kolistin direngli Pseudomonas
spp., Stenotrophomonas spp. ve Enterobacteriaceae spp. i¢in tasarlanmig kromojenik
bir besiyeridir. SuperPolymyxin™ besiyerine alternatif olarak tasarlanan bu
besiyerinde de daptomisin, amfoterisin B ve ek olarak oxazolidonon bulunmaktadir.
SuperPolymyxin™ besiyeri ile karsilastirildiginda sonuglarin benzer oldugu, ancak
kolistin direngli nonfermenter bakterilerin (Pseudomonas spp, Stenotrophomonas spp.
gibi) daha iyi tiredigi gozlenmistir. Ayrica COL-APSE™ mcr-1 pozitif izolatlarda
daha duyarli bulunmustur (156).

2.7. MiK Sonucunu Etkileyen Parametreler

Besiyeri etkisi : Polimiksin direncine sebep olan esas mekanizma PmrAB ikili
sistemidir. Bu sistem ortamdaki katyonlarla direkt olarak iliskili olup, LPS
modifikasyonunda gérev alir (123). Dolayisiyla Mueller-Hinton  besiyeri
igeriklerindeki katyon konsantrasyonlar1 ¢ok farkli oldugu igin, test uygulanirken
EUCAST ve CLSI, KAMHB besiyeri kullanilmasini 6nermistir (135, 136).

Antibiyotik etkisi : MIK belirlenirken ticari olarak temin edilebilen polimiksin
B ve kolistin sulfat tozlar1 kullanilir. Kolistin metasulfat, bir 6n ila¢ oldugu icin
duyarlilik testlerinde kullanilmaz. Kullamilirsa yanls yiiksek MIK degerleri bulunur
(157).

Polysorbate-80 (P-80)’in etkisi: Bir diger adi da “Tween 80” olan P-80;
kullanilmis BMD panellerinin yeniden teste hazirlanmasi igin kullanilan bir
surfaktandir. Bu surfaktan lipoglikopeptidlerin plastik kuyucuk duvarlarina
yapismasini engellemektedir. P-80’inin %0.002 konsantrasyonlari kolistinin polistren
kuyucuk duvarlarina adsorbsiyonunu onler. Ancak %0.002 son konsantrasyonda

kuyucuga eklenmesi Sader ve ark. (158) yaptigi c¢alismada, P-80 eklenmeyen
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kuyucuklara gore 4 -8 kat aras1 MIK diisiikliigiine neden oldugu tespit edilmistir.
Yapilan diger bir ¢alismada ise P-80’nin Enterobacteriaceae iiyeleri igin ii¢ kat ve
P.Aeruginosa icin iki kat MIK degerlerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(159).

Ayrica P-80 polimiksinlerle sinerjistik etkilesime girip diisiik MIK degerleri
alinmasina sebebiyet verebilir. Polimiksinler dis membrani destabilize ederek P-
80’nin i¢ membrana ulasip hiicreyi pargalamasini saglar. Bu sinerjistik mekanizmadan
kolistin direncli izolatlar etkilenmez fakat kolistin duyarli izolatlar1 etkiler ve ¢ok
diisiik MIK degerleri alinmasina neden olur (160). Dolayisiyla CLSI ve EUCAST
polimiksin sinir degerlerini arastiran ¢alisma grubu (CLSI-EUCAST Polymyxin
Breakpoints Working Group) tarafindan 22 Mart 2016°da yayinlanan ortak bildiride
artik P-80’nin kullanilmamasi gerektigini bildirmislerdir (137).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. izolatlarin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calismaya 01 Temmuz 2018- 30 Eylil 2018 tarihleri arasinda Atatiirk
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen c¢esitli klinik orneklerden izole edilen 44 MDR
A.baumannii susu dahil edilmistir. Her hastadan sadece bir 6rnek kabul edilmis olup,

ayni hastadan gelen 6rnek farkl tarihlerde de olsa ¢aligmaya dahil edilmemistir.

Toplanan suslar “broth mikrodiliisyon” calisilmast i¢in -20 °C’de calisma

giiniine kadar saklanmistir.

Sekil 3.1. -20°C’de Saklanan izolatlar

3.2. Kullanilan Malzemeler

Besiyerleri ve ayraclar

e %5 Koyun kanli agar (GBL®, Tiirkiye)
e Eozin Metilen Blue agar (EMB) (Ox0id®, Ingiltere)
e Hareket besiyeri (Motility medium) (Oxoid®, Ingiltere)
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e  Mueller-Hinton Agar (Pronadisa®, Spain)

e Kan kiiltiirii sigeleri (BD BactecFX) (BD®, ABD)

e  Triple Sugar Iron Agar (Ug Sekerli Demirli Besiyeri) (Oxo0id®, Ingiltere)
e Indol broth (Ox0id®, Ingiltere)

e Oksidaz ayirac1 (BD®, ABD)

Antibiyotik diskleri *

e Seftazidim 30 pg

e Seftazidim+ Clavulanic acid 30/10 pg
e Sefotaksim+Clavulonic acid 30/10 pg
e  Ampisilin—Sulbaktam 10/10 pg

e Piperasilin-Tazobaktam 30/6 ug

e  Sefiksim5 pg

e  Sefuroksim 30 ug

e Sefotaksim 5 pg

e Seftazidim 10 pg

e  Sefoksitin 30 pg

e  Seftriakson 30 g

e Sefepim 30 ug

e Imipenem 10 pg

e Meropenem 10 pg

e Ertapenem 10 pg

e Amikasin 30 ug

e Gentamisin 10 ug

e Siprofloksasin 5 ug

e Trimetoprim — Sulfometaksazol 1,25/23,75 pg

* Kullanilan tiim antibiyotik diskleri Bioanalyse® firmasina aittir.
Cihaz ve kitler

e  Phoenix™ 100 cihaz1 ( BD®)

37



e  Phoenix™ NMIC-400 kiti (BD®)

e  Phoenix™ NID kiti ( BD®)

e  Phoenix™ ID ve AST broth (BD®)

e Dansitometre (BD®)

e Sensititre™ FRCOL micropleyt (Thermo Fischer Scientific®)

e Sensititre™ ID ve Mueller-Hinton Broth (Thermo Fischer Scientific®)
e Polistren mikroplaklar (CITOTEST®,Cin)

e Colistine sulfate (Sigma-Aldrich®,Almanya)

e Katyon ayarli Mueller-Hinton Broth (BD®)

e Etiiv (Thermal®)

3.3. Kiiltiir ve identifikasyon

Kliniklerden laboratuvarimiza gonderilen trakeal aspirat, yara ornekleri %5
KKA ve EMB agara ekilerek uygun kosullarda inkube edildi. Kan 6rnekleri ise BD®
BactecFX siselerine kliniklerde alinip laboratuvarimiza pnomotik sistemle génderildi.
Siseler bekletilmeden BD® BactecFX sistemine yiliklendi. Pozitif sinyal veren siseler
%5 KKA, EMB ve Cikolatamsi agar besiyerine ekilerek 18-24 saat 35 °C’ lik etiivde
inkube edildi.

Inkubasyon sonunda yapilan besiyerlerinin degerlendirilmesinde kanl ve/veya
cikolata agarla birlikte EMB agarda iireme gozlenen 6rnekler Gram-negatif bakteri
olarak kabul edildi. Bu tiir iireme saptanan bakteriler ileri tanimlama amagh TSI agar,
hareket ve indol besiyerlerine pasajlandi. Ayni esnada Mueller-Hinton agara 0.5
McFarland yogunlugunda inokule edilerek EUCAST o6nerileri dogrultusunda
laboratuvarimizda rutin uygulanan Gram-negatiflere etkili antibiyotik diskleriyle
duyarlilik ¢alisildi. Tablo 3.1°de laboratuvarimizda Gram-negatiflere disk difiizyon
yontemiyle rutin ¢aligilan antibiyotik diskleri ve dozlar1 gériilmektedir. TSI agarda 18-
24 saat 35°C’lik etliivde inkubasyonu takiben nonfermentatif ve hareketsiz olanlar
oksidaz testine alindi, Oksidaz testi negatif ¢ikanlara gram boyama uygulandi. Gram
boyamada Gram-negatif kok-kokobasil goriilenler Acinetobacter spp. 6n

tanmimlamasiyla ileri tanimlama testine alindi. ileri tanimlama sonucu A.baumannii
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cikanlardan disk difiizyon yontemine gére MDR bulunan suslar kolistin duyarlilig

yoniinden teste tabi tutuldu.

Tablo 3.1. Laboratuvarimizda Gram-negatiflere Uygulanan Antibiyotikler

Antibiyotik Disk icerigi (ng)
Seftazidim 30
Seftazidim+ Clavulanic acid 30/10
Sefotaksim+Clavulonic acid 30/10
Ampisilin—Sulbaktam 10/10
Piperasilin-Tazobaktam 30/6
Sefiksim 5
Sefuroksim 30
Sefotaksim 5
Seftazidim 10
Sefoksitin 30
Seftriakson 30
Sefepim 30
Imipenem 10
Meropenem 10
Ertapenem 10
Amikasin 30
Gentamisin 10
Siprofloksasin 5
Trimetoprim — Sulfometaksazol 1,25/23,75

Otomatize Tanimlama

Izolatlara ileri tanimlama icin BD® firmasinin onerileri dogrultusunda
Phoenix™ 100 cihazina yiikleme prosediirii uygulandi. Firma tarafindan saglanan ID
sisede bakteri yogunlugu 0.5 McFarland eseline dansitometre kullanilarak ayarlandi.
Daha sonra firmanin AST broth sisesine, redoks ayiracindan bir damla damlatilarak
alt ist edildi ve homojenize olmasi saglandi. Ardindan hazirlanan bakteri
inokulumundan 25 pul alinarak AST broth’a aktarildi ve béylece son inokulum yaklasik
5x10° CFU/ml oldu. ID sisesi Phoenix™ NID Kitine ve AST broth sisesi kolistinin
liyofilize toz halinde bulundugu NMIC-400 kitlerine aktarildi. AST sisesinden NMIC-

400 kitinin kuyucuklarma sivi dolduruldugunda son konsantrasyonu ti¢ farkli degerde

39



(1, 2 ve 4 pg/mL) olmaktadir. Son olarak érnekler hasta barkodu ve kit barkoduyla
cihaza tanitilarak yerlestirildi. Cihaz tarafindan yapilan biyokimyasal tanimlamada

A.baumannii olarak belirlenen suslar ¢alisma kapsamina alindi.
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Sekil 3.3 Phoenix™ 100 cihazi
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Sekil 3.4. Phoenix™ Cihazinin NMIC Duyarlilik Kiti. Solda bakteri siispansiyonunun inkubasyonu
sonrasi kuyucuklarda bakteri tiremesi goriilmektedir. Sagda inokulum yapilmamis kit goriilmektedir.

3.4. Ticari Kitlerle izolatlarin Kolistin Direncinin Belirlenmesi
Phoenix™ yontemi

Ileri tanimlama igin Phoenix™ sistemine yiiklenen bakterilere ayni esnada
duyarlilik paneli de calisildi. Sonucglar Phoenix™ cihazinin kendi yazilimiyla

EUCAST v.8.1 baz alinarak degerlendirildi.
Sensititre™ yontemi

Phoenix™ sisteminde kolistin duyarli (MIK <2 pg/mL) A.baumannii suslar
dogrulama amagli Sensititre™ yontemiyle ¢alisildi. Firmanin uygulama prospektiisii
dogrultusunda ID sisesinde 0.5 McFarlanda ayarlanan bakteri inokulumundan 10 pl
almarak 11 mD’lik firmanin ticari olarak sagladigi KAMHB’ye aktarildi. Alt iist
edilerek iyice karismasi saglandi. Daha sonra mikroplak kuyucuklarina bu brothtan
50’ser pl dagitildi. Mikroplagin iizeri seffaf bir plastikle kapatild1 ve 34-36°C’de 24
saat inkube edildi. Ertesi giin degerlendirildi.
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Al COL coL coL CoL coL CcoL CoL CcoL CoL COL CcOoL POS
0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 CON
8] COL COoL CoL CoL coL CoL CoL CoL COoL CoL COoL POS
0.12 0.25 05 1 2 -+ 8 16 32 64 128 CON
Cc| CoOL COoL CcoL CcoL CoL CcoL coL COL CoL COL CcoL POS
0.12 0.25 0.5 1 2 - 8 16 32 64 128 CON
D] COL coL CcoL CcoL CoL CcoL COoL CoL CoL CcoL COoL POS
0.12 025 0.5 1 2 < 8 16 32 rd 128 CON
E] COL CcoL coL COoL CcoL COoL CcoL CcoL CcOoL CcoL COL POS
0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 CON
F| COL CoL CoL CoL CoL CoL CoL CoL CoL CoL COL POS
0.12 025 0.5 1 2 B 8 16 32 64 128 CON
G| COL CoL CcoL coL CcoL CoL coL CoL coL coL COoL POS
0.12 0.25 0.5 1 2 K 8 16 32 64 128 CON
H] COL CoL CoL CoL CoL COL CoL COoL CoL COL COoL POS
0.12 0.25 0.5 1 2 K 8 16 32 64 128 CON

COL Colistn POS Positive Control

Sekil 3.5. Sensititre™ Calisma Semas1 ve Diliisyonlar

3.5. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi (BMD)

Calisma giiniine kadar —20 °C’de saklanan izolatlar oda sicakliginda ¢oziildii

ve kanli agara pasajlandi. Ekimi yapilan besiyerleri 35 °C’de 18 saat inkube edildi.

Sivi mikrodiliisyon yontemi EUCAST onerileri dogrultusunda ISO standart
20776-1"e gore asagida belirtilen agamalar ile dizayn edildi (161).

Besiyeri hazirlanmasi

Toz halinde bulunan KAMHB’den 22 g tartilarak 1000 mL distile su bulunan
balon jojenin i¢inde ¢oziindiiriildii ve ardindan otoklavda 121°C’de 10 dk steril

edilerek kullanima hazir hale getirildi.

Antibiyotik hazirlanmasi

1- Calismada potensi 15000 U/mg olan kolistin sulfat kullanildx.
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2- Kolistin 100 mg tartilarak w=VxC/P formulune gére 2560 pg/mL stok
hazirlandi. (V: Coziicii hacmi, w: Antibiyotik kiitlesi, P:Potens, C:
Antibiyotik konsantrasyonu)

3- 100 mg kolistin 39 ml suda ¢oziilerek 2560 pg/mL konsantrasyonda stok
elde edildi ve 1 mL’lik ependorf tiiplerde alikotlar halinde sonraki
kullanimlar i¢in -20 °C’de saklandi.

4- Caligma giiniinde bu alikotlardan bir tanesi oda sicakliginda ¢oziilerek 1 ml
antibiyotik 9 mL KAMHB ile 15x150mm’lik bir tiipte 1/10 oraninda diliie
edildi ve bu sekilde son konsantrasyon 256 pug/mL oldu.

Sekil 3.6. Hazirlanan 2560 pg/mL Konsantrasyonda Kolistin Stoklart

Bakteri inokulum hazirlanisi

1- 0.5 McFarland yogunlukta bakteri siispansiyonu KAMHB kullanilarak
hazirlandi.

2- 50 pl 0.5 McFarland ayarli bu siispansiyon, 700 ul KAMHB ile diliie edildi.
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Mikroplak uygulamasi

Hazirlanan KAMHB besiyerinden tiim kuyucuklara 100 pl dagitildi.
Hazirlanan 256 pg/mL yogunlugundaki kolistin siispansiyonundan 100 pl
alimip, ikinci siituna konuldu ve kuyucuktaki son antibiyotik
konsantrasyonu 128 ug/mL olarak elde edildi (Birinci siitun pozitif
kontrol).

Ikinci kuyucuktan 100 pl almip, 11. kuyucuga kadar seri diliisyon yapild.
11.kuyucuktaki konsantrasyon 0,25 pg/mL oldu. (12. Siitun negatif
kontrol).

En son pipete ¢ekilen 100 ul sivi disar1 atildi.

Bakteri inokulumundan 5 pl alinarak ilgili satirdaki 12.kuyucuk hari¢ tiim
kuyucuklara dagitildi. Boylece son bakteri inokulumu EUCAST
onerilerine uygun olarak yaklasik 5x10° CFU/mL oldu.

Mikroplak tizeri seffaf bir plastikle kapatildi ve 35 = 1 °C’de 18-20 saat
inkubasyona birakildu.

Sekil 3.7. P-80 icermeyen Steril Mikroplaklar
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3.6. MIK Degerlerinin Belirlenmesi

Inkubasyonu takiben yapilan degerlendirmede, iireme gozlenmeyen ilk
kuyucuklar MIK degeri olarak kabul edildi..
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Sekil 3.8. Kolistinin Mikrodiliisyon Y6ntemiyle Calisiimasi

Kalite kontrol

EUCAST Acinetobacterspp. mikrodiliisyon ¢alisilirken duyarli sus olarak E.
coli ATCC 25922 veya P. aeruginosa ATCC 27853, direngli sus olarak ise E. coli
NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) kullanilmasini 6nermektedir (135). Calismamizda E. coli
ATCC 25922 ve E. coli NCTC 13846 kullanildi.

Tanimlar

Esansiyel uyum (EU): Test sonucunun referans MIK ile + 1 diliisyon farki
olmasidir.

Kategorik uyum (KU): Test sonucunun referans yontemle elde edilen
kategoriyle (duyarli, orta duyarli, direngli) uyumlu olmasidir.

Biiyiik hata (BH) : Referans metodla duyarli, test edilen metodla direngli
¢ikmasidir.

Cok biiyitkk hata (CBH): Referans metodla direngli, test edilen metodla
duyarli ¢ikmasidir.
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Sonuclarin degerlendirilmesi

Duyarlilik kategorileri belirlenirken EUCAST sinir degerler tablosu versiyon
v8.1 baz alind1 (duyarl <2, direngli >2 pg/mL). Uyum ve hata oranlar1 hesaplanirken
ISO tarafindan 6nerilen 20776-2 nolu standart baz alindi1 (46, 161). Phoenix™ ile
BMD arasindaki esansiyel uyum Phoenix™ cihazinda sadece ii¢ diliisyon ¢aligildigi

icin (1, 2 ve 4 ng/mL) hesaplanmadi.

Bulgular grafige yansitilirken serpilme diyagramlari (scattergram) kullanildi.
Serpilme diyagramu, bir tiir kalite diyagramdr. Iki farkli degiskenin arasindaki iliskiyi
belirlemek i¢in kullanilir. Aralarindaki iliskinin sebebi goriilemese de, ilgili iki
degiskenin arasinda direkt olarak bir iligki bulunup bulunmadigi ve bu iligkinin ne

derece giiclii oldugu goriilebilir.
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4. BULGULAR
4.1. izolatlarin Viicut Bolgesine Gore Dagilimi

Calismaya alinan 44 izolatin 23’1 (%52) kan, 15’1 (%34) yara ve 6’s1 (%14)
trakeal aspiratti. Laboratuvarimiza gonderilen Orneklerin dagilimi Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

ORNEKLER
Trakeal Aspirat

14%

Kan
Yara 52%

34%

Sekil 4.1. izolatlarin Elde Edildigi Orneklerin Dagilim1
4.2. Tzolatlarin Kliniklere Gére Dagilim

Caligmaya alinan 6rneklerin kliniklere gore dagilimi Tablo 4.1°de gosterilmis

olup, %27.2 ile en fazla sus Dahiliye Yogun Bakim servisinden izole edilmistir.

Tablo 4.1. izolatlarin Kliniklere Gore Dagilimi

Servis Say1 Yiizde
Dahiliye yogun bakim 12 27.2
Anestezi yogun bakim 4 9.09
Noroloji Yogun Bakim 3 6.81
Noroloji Klinigi 1 2.27
Ortopedi Yogun Bakim 4 9.09
Ortopedi Klinigi 2 4.54
Beyin cerrahi Klinigi 4 9.09
Gogiis Hastaliklart Klinigi 1 2.27
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Tablo 4.1. (Devami)

Genel Cerrahi Yogun Bakim 3 6.81
Genel Cerrahi Klinigi 3 6.81
Medikal Onkoloji Klinigi 1 2.27
Yanik tedavi tinitesi 1 2.27
Plastik Cerrahi Klinigi 2 4.54
Kalp Damar Cerrahisi Yogun Bakim 1 2.27
Organ Nakli Klinigi 1 2.27
Yenidogan Yogun Bakim 1 2.27
TOPLAM 44 100

4.3. Tzolatlarin Antibiyotik Duyarhhklari

Calisma donemi boyunca elde edilen veriler Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Elde Edilen MiK Sonuglar1

Phoenix™ Sensititre™ BMD
Sus numarasi pg/mL pg/mL pg/mL
1 <1 0,5 0,5
2 <1 0,5 <0,25
3 <1 0,5 <0,25
4 <1 0,5 <0,25
5 <l 1 <0,25
6 <1 1 0,5
7 <1 0,5 0,5
8 <1 1 0,5
9 <l 1 <0,25
10 <l 2 <0,25
11 <l 1 <0,25
12 <1 1 <0,25
13 <1 1 0,5
14 <l 1 <0,25
15 <l 1 <0,25
16 <l 1 1
17 <1 1 <0,25
18 <l 0,5 <0,25
19 <l 1 <0,25
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Tablo 4.2. (Devami)

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
R-E.coli NCTC 13846
S-E.coli ATCC 25922

0,5
0,5

0,5
0,5

0,5
0,5
05
0,5
0,5
0,5

0,5
0,5

0,5

e

>128
<0,125

<0,25
<0,25
<0,25
<0,25

<0,25
0,5
0,5
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
0,5
0,5
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
0,5
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
>128
<0,25
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Kolistin referans MIK (pg/mL)

<02 05 1 214 8 16 32 64 128
5
<0,12

0.25 |

0.5 15 4
1 16 6 2

Sensititre™
N
-

128 |

Kolistin referans MiK (pg/mL)
<025 05 1 2 ]4 8 16 32 64 128

—

<1 32 10 2

Phoenix™
N

[

Sekil 4.2. Serpilme Diyagrami. Test Edilen Metodla Referans Broth Mikrodiliisyon Uyumunun
Serpilme Diyagrami Uzerinden Gosterilmesi. Referans MiK ile birebir uyum gosteren MiK degerleri
kutu iglerinde, esansiyel uyum gosterenler ise (referans MIK ile +1 diliisyon farki) gri zeminle
gosterilmistir.

Tablo 4.3. Karsilastirmali Caligma Sonuglari

MIK degerleri sayisi
Metod Toplam Aym  +1diliisyon %EU %KU BH CBH
Sensititre™ 44 6 21 61 100 0 0
Phoenix™ 44 -2 -2 -2 100 0 0

EU: Esansiyel uyum, KU: Kategorik uyum, BH:Biiyiik hata, CBH: Cok biiyiik hata

2: Phoenix™ ile BMD arasindaki esansiyel uyum Phoenix™ cihazinda sadece ii¢ diliisyon oldugu i¢in
(1-2-4 pg/mL) hesaplanmamustir
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5. TARTISMA

Acinetobacter tiirlerinin en 6nemli temsilcisi A.baumannii, diinya genelinde
saglik kurumlari i¢in en sorunlu patojenlerden biri olarak insanligi tehdit etmektedir.
A.baumannii nin hizli bir sekilde yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistirebilmesi veya var
olan diren¢ mekanizmasini hizlica uygulamaya gegirme kabiliyeti giiniimiizdeki
mevcut antibiyotiklerin neredeyse tiimiine direngli olmasini saglamistir (12). Kolistin,
A.baumannii  enfeksiyonlar1  tedavisinde elimizde kalan son  segenek
antibiyotiklerdendir. Dolayisiyla kolistin duyarliliginin dogru tespiti son derece dnem

kazanmaktadir.

Bu tez calismasinda laboratuvarimiza gelen orneklerden izole edilen MDR
A.baumannii suglarinin kolistin duyarliliginin tespitinde giliniimiizde yaygin olarak
kullanilan Sensititre™ ve Phoenix™ ticari sistemlerinin etkinliginin degerlendirilmesi

hedeflenmistir.

1999°da ilk defa Cek Cumbhuriyeti’nde kolistine direngli A.baumannii
bildirildiginden bu yana diren¢ yayilarak devam etmis, diinya genelinden kolistin
direngli suslar bildirilmistir (42). ABD’de %2.1-7.1, Avrupa’da %7-11 oraninda
diren¢ raporlanmaktadir (44). ABD’de yiiksek sayida izolatin dahil edildigi bir
calismada ise suslarin %1.2si kolistine direncli bulunmustur (162). Maraki ve ark.
(163) Yunanistan’da ti¢lincii basamak bir hastanede A.baumannii direng profillerini
incelemisler ve kolistine direnci %7.9 olarak bulmuslardir. Pawar ve ark. (164)
Hindistan’da yaptigi calismada %11.9 oraninda kolistin direnci bildirmislerdir.
Ulkemizde 2016 yilinda yayinlanan “Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Ag
(Uhesa) Ozet Raporunda” iilke genelinde izole edilen 9934 A.baumannii susunun
%3.02’si Kkolistine direngli bulunmustur. Cikman ve ark. (165) Erzincan’da yaptig
kolistinle tigesiklin kombinasyon ¢alismasinda 40 A.baumannii susunun biri (%2.5)
kolistin direngli ¢itkmigtir. Hastanemizde yapilan bir uzmanlik tezi ¢alismasinda 2011-
2012 yillarina ait gesitli klinik 6rneklerden izole edilen MDR A.baumannii suslarinda
invitro antibiyotik duyarlilik E-test yontemiyle arastirilmis ve 40 izolatin ikisi kolistin
direncli bulunmustur (166). Calismamizda ise A.baumannii suslarinin tiimii her ¢

yontemle de (Sensititre™, Phoenix™, BMD) kolistine duyarli bulunmustur.
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A.baumannii’nin izole edildigi 6rnek tiirlerine bakildiginda literatiirde birbirine
benzer bir dagilim goze ¢arpmaktadir. Japonya’da yapilan bir arastirmada izole edilen
suslarin %77’si solunum yollarina aittir (167). Reyes ve ark. (168) Meksika’da yaptigi
calismada suslarin %50’s1 solunum yollarindan, %23.2’si yaralardan, %14.2’si kan
kiiltiirlerinden elde edilmistir. Liu ve ark. (169) suslarin %71.6’sin1  balgam
orneginden, %13.6’sin1 trakeal aspirat 6rneginden izole etmislerdir. Sahin ve ark. (65)
yogun bakim tnitelerinden 4.baumannii’yi trakeal aspiratlardan %42.3, balgamdan
%20.8 ve kan kiiltiiriinden de %18 oranlarinda izole etmislerdir. Cesur ve ark. (59)
calismasinda Ankara, Antalya ve Van illerindeki hastalardan soyutlanan A.baumannii
suslarmin %43’ trakeal aspirat, %20’si yara, %18’i idrar Orneklerinden izole
edilmisti. Anabilim dalimizda yapilan bir baska ¢alismada 78 A.baumannii susundan
39’u kan (%50), 16’s1 yara (%20.5), 15’1 trakeal aspirat (%19.2) 6rneklerinden izole
edilmistir (170). Bizim ¢aligmamizda da 44 izolatin 23’1 (%52) kan, 15’1 (%34) yara
ve 6’s1(%14) trakeal aspirat’tan elde edilmistir. Bahsedilen son iki calismada, ¢alisma
dénemi boyunca ayn1 hastanin farkli 6rneklerinden sadece birisi alindig1 ve ¢alismaya
klinisyenler tarafindan kolistin ¢alisilmasi istenen kan kiiltiirleri yogun olarak isleme

alindigi ig¢in A.baumannii izolasyon oran1 kan kiiltiirii 6rneklerinde yiiksek ¢ikmustir.

A.baumannii suslariin kliniklere gére dagilimi incelendiginde, Chen ve ark.
(171) yaptig1 ¢alismada izolatlarm %48’i Yogun bakim iinitesinden izole edilmistir.
Correa ve ark. (172) Kolombiya’da yedi sehirdeki 14 hastanede gerceklestirdigi cok
merkezli bir ¢alismada A.baumannii’nin en sik izole edilen yer Yogun bakim iiniteleri
olmustur (%72). Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde, Engin A.
(173) tarafindan hastane enfeksiyonlari i¢in {i¢ y1llik bir izlem yapilmis, Acinetobacter
iligkili enfeksiyon tespit edilen hastalarin en sik %30.86 Anestezi yogun bakim
tinitesinde yattig1 tespit edilmistir. Eroglu ve ark. (174) Samsun’da yaptig1 bes yillik
bir izlem caligmasina gore en sik Acinetobacter spp. izole edilen servisler Yogun
bakim tiinitesi %21.9, Beyin cerrahi klinigi %13.8 olmustur. Bizim ¢alismamizda ise
literatiirle uyumlu olarak suslarin en sik izole edildigi boliimler Dahiliye yogun bakim
%27.2, Anestezi yogun bakim %9.09 ve Noroloji yogun bakim %6.81 olarak

bulunmustur.
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Yoremizde A.baumannii’de kolistin direncine yonelik genis kapsamli bir
calisma olmamasindan dolay1 bu ¢alisma tasarlandi. Kolistin duyarlilig1 saptamada 22
Mart 2016’ya kadar birgok yontem kullanilmaktaydi. Ancak CLSI-EUCAST ortak
katilimli Polimiksin smir deger ¢alisma grubu tarafindan bu tarihte yayinlanan
duyuruyla sivi mikrodiliisyon harici diger biitiin yontemler (agar diliisyon, disk
difiizyon ve gradiyent difiizyon) gegersiz kabul edildi (137). Bu duyurunun ardindan
Biomerieux® 19.06.2017 tarihinde “Saha diizeltici faaliyet” ad1 altinda is ortaklarina
bir duyuru maili gondererek VITEK 2™ otomatize sistemlerinde Gram-negatifler i¢in
kullanilan AST-GN kartlarinda calisilan kolistin duyarliliginda bir¢ok major hata
oldugunu belirtmistir. Biomerieux® 290 izolatin kolistin direncini VITEK 2™, s1vi
mikrodiliisyon ve agar diliisyonu yontemleriyle karsilastirmali olarak gerceklestirmis
ve ¢alisma sonucuna gore yanlis duyarli sonuglar bildirilebileceginin ongoriildigiini,
bir susun kolistine duyarli oldugunu raporlamadan dnce alternatif bagka bir yontemle
calisilmasini tavsiye etmistir. 15 Ocak 2018’te ise BD® firmasi is ortaklarina acil
koduyla bir mail gondererek firma biinyesinde yaptig1 calisma sonucuna gore
Phoenix™ otomatize sisteminde kolistin duyarliligi ¢alisilan AST kitlerinde ¢ok
biiyiik hata ile karsilagtiklarii bildirmistir. Coziim olarak cihaz yaziliminda sinir
deger degisiklikleri yaparak duyarli sonuglarin bildirilmemesi gerektigini dnermistir.

Direngli suslarin ise bildirilebilecegini belirtmistir.

Caligmamizda kullandigimiz  Sensititre™ ticari bir sivi mikrodiliisyon
yontemidir. Matuschek ve ark. (1) yaptigi karsilastirma ¢alismasinda Sensititre™ ve
referans yontem olarak kabul edilen BMD’yi karsilastirmis ve A.baumannii i¢in EU
%91, KU %91, BH %9, CBH %0 bulmuslardir. Chew ve ark. (1) Sensititre™’de EU
%89.5, KU %90.1, BH %11.8, CBH %4 bulmuslardir. Jayol ve ark. (175) ¢ sivi
mikrodilisyon yontemini karsilastirdigi ¢alismada, Sensititre™ 133 direngli susun
129 tanesini yakalamis, KU %97.8, BH %0, CBH %3 olarak bulmustur.
Karbapenemaz iireten enterik bakterilerle Pfennigwerth ve ark. (4) tarafindan 2019
yilinda yapilan bir ¢aligmada kolistin duyarlilik tespitinde Sensititre™, referans BMD
ile karsilastinldiginda EU %81.7, KU %92.9, BH %5 ve CBH %2 olmustur.

Ulkemizdeki literatiir gdzden gecirildiginde ¢alismamizin verileri konuyla ilgili ilk
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verilerden olmaktadir. Bizim c¢alismamizda Sensititre™ referans BMD ile
karsilastirildiginda EU %61, KU %100, BH %0, CBH %0 bulunmustur.

Phoenix™ jle referans BMD Kkarsilastirilmas: yapilirken literatiirde farkli
metodlar takip edilmistir. Vourli ve ark. (46) yaptig1 calismada Phoenix™, Vitek 2™
ve BMD karsilagtirilmis, yazarlar Phoenix™’1 karsilastirabilmek i¢in normalde <1 ve
>4 pg/mL olan MIK sinir degerlerini sirasiyla 1 ve 8 pg/mL kabul ederek istatistik
hesaplamislar ve EU %91.5, KU %88.9, BH %1.1 ve CBH %41.4 bulmuslardir.
Pfennigwerth ve ark. (4) ise esansiyel uyumu hesaplayabilmek i¢in ¢alisma sonuglarini
Phoenix™’in sinir degerlerine uyarlayarak <1 - >8 pg/mL olarak daraltmislar, bu
smirlar disindaki izolat sonuglarini hesaplamaya katmamisglardir. Toplam 325 susun
kullanildig1 ¢alismada Phoenix™ i¢cin EU %76.1, KU %92, BH %0, CBH %838
bulmuslardir. Carretto ve ark. (176) yaptig1 calismada ise Phoenix™ MIK aralig1 ¢ok
dar oldugundan BMD ile EU hesaplanmamis, KU %96.8, BH %0.5 ve CBH %3
bulunmustur. Tiizemen ve ark. (177) Phoenix™ ile kolistin direnci saptanan izolatlari
BMD ile karsilastirmiglar KU tiim izolatlar i¢in %92, A.baumannii igin %77.8, tiim
izolatlar i¢in %8 BH ve %0 CBH orani hesaplamislardir. Bizim g¢aligmamizda da
Phoenix™ alt simir MIK degeri <1 pg/mL oldugundan ve suslarimizin MiK degerleri
de diisiik ¢iktigindan dolay1 esansiyel uyum hesaplanmamis, KU %100, BH %0, CBH

%0 olarak bulunmustur.
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6. SONUC ve ONERILER

EUCAST ve CLSI polimiksin ortak caligma grubunun yaptigi duyuruyu
takiben ticari firmalardan da uyar1 mesajlar1 gelmesi {izerine, tiim diinyada bu konuya
ilgi gosterilmis ve literatiirde farkli yontemlerin karsilastirildigi birgok yayin yer

almistir.

Yaptigimiz ¢alismada Sensititre™, Phoenix™ ve BMD yontemleriyle biitiin
suslar kolistine duyarli bulunmustur. Calismamizda degerlendirme yaptigimiz her iki
ticari yontem de referans yontem olarak kabul edilen BMD ile biiyiik oranda uyum
gdstermistir. Ancak Phoenix™ sisteminde MIK diliisyon araliklar1 dar oldugundan

gercek MIK degerleri goriilememistir.

Halen tilkemizde giiniimiiz itibariyle bir¢cok laboratuvar Phoenix™ sistemiyle
sonug bildirdiginden dolay1 ¢alisma sonuglart 6nem arz etmektedir. EUCAST, CLSI,
Biomerieux® ve BD® tarafindan yapilan duyurulardan sonra alternatif bir yontem
olarak sivi mikrodiliisyon tabanli ticari bir sistem olan Sensititre™’nin rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanimi1 yayginlagmaya baslamistir. Bu ¢alismada
biz de A.baumannii’nin kolistin direncini tespit etmek amaciyla Sensititre™ yontemini

de kullandik.

Yapilacak benzer bir ¢calisma dizayn edilirken kolistin diren¢li oldugu bilinen
suslar ¢alisma kapsamina alinabilir. Ayrica Karsilastirma yapacak arastirmacilara sus
sayisint artirmalart ve BMD’yi farkli duyarlilik yontemleriyle de karsilagtirmalart

onerilir. Bu sekilde maliyet etkin ¢caligma yontemlerinin ortaya konulmasi saglanabilir.
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