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OZET

KARBAPENEM DIiRENCLi GRAM NEGATIF BAKTERILERDE KOLISTiN DUYARLILIGININ
SAPTANMASINDA SIVI MiKRODILUSYON VE TiCARi YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI

Karbapenamaz direncli nozokomiyal ve toplum Kkokenli Gram negatif bakteri
enfeksiyonlar1 diinya capinda giderek artmaktadir. Karbapenem direncli suslarin hastanede
yatan hastalar arasinda artan yayilimi endise kaynagi haline gelmistir. Karbapenemler
(imipenem, meropenem, ertapenem), coklu ilaca direncli non-fermantatif ve genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) pozitif Enterobacteriaceae'nin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde son terapotik secenek olarak siklikla kullanilmaktadir. Ancak son yillarda
karbapenem direncli Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinda artis sebebiyle kolistin kullanimi da
artmaktadir. Kolistin duyarliligin1 saptayabilmek icin farkli test yontemleri bulunmaktadir.
EUCAST ve CLSI ortak 6nerisi referans yontem sivi mikrodillisyon yontemidir.

Bu calismada, karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter baumannii izolatlarinda kolistin duyarliliginin saptanmasinda sivi mikrodiliisyon
yontemi ile ticari sivi mikrodiliisyon testi, VITEK 2 [BioMerieux, Fransa] ve MicroScan
[Beckman Coulter, CA, USA] sistemlerinin Kkarsilastirilmasi amaglanmistir. Calismaya
karbapenemlere direngli 25 adet A. baumannii, 25 adet K. pneumoniae ve 25 adet P. aeruginosa
izolat1 dahil edilmistir. Tiim izolatlarin CLSI ve EUCAST'1n ortak 6nerisi olan ISO-20776 standart
s1vl mikrodiliisyon metodu ve VITEK 2 [BioMerieux, Fransa] ve MicroScan [Beckman Coulter,
CA, USA] sistemleri ile kolistin duyarliliklari tespit edilmistir.

Referans yontem olan sivi mikrodillisyon ile karbapenem direngli 75 izolatin 47’si
(%63) kolistine duyarli, 28'i (%37) direngli bulunmustur. VITEK 2 ile 61'i (%81) kolistine
duyarli, 14't (%19) direncli, MicroScan ile 55’1 (%73) kolistine duyarl,, 20’si (%27) direncli
olarak bulunmustur. Kolistin duyarliligini belirlemede MicroScan %86.38 duyarli, %53.57 6zgiil,
VITEK 2 %97.87 duyarlilik, %50 6zgiilliikte bulunmustur. iki ticari sistem icin kolistin duyarlilik
ve oOzgilliikleri referans yontemle karsilastirilldiginda birbirine yakin degerler verdigi
gozlenmistir. Her iki sistemde duyarhiliklar1 ¢ok iyi ancak o6zgilliiklerinin diisiik oldugu
goriilmektedir. MicroScan ¢ok biiylik hata oran1 %16, VITEK 2 ile %18 olarak bulunmustur.
MicroScan igin biiyik hata oram1 %6 iken, VITEK 2 i¢in biiyilk hata oram1 %1.3 oldugu
belirlenmistir. Kategorik uyum; MicroScan %83, VITEK 2 %85 bulunmustur.

Hastalara uygun antibiyoterapinin yapilabilmesi icin, hata oranlarinin en az seviyede
oldugu, ozgullik ve duyarliligi yliksek ve tekrarlanabilir bir duyarhlik test yontemi tercih
edilmelidir. Sivi mikrodiliisyon yontemi zahmetli ve pahali bir yontem oldugundan rutinde
kullanimi zordur. Bunun i¢in sivi mikrodiliisyonla kategorik uyumu, duyarliligi ve o6zgilligu
ylksek, ticari sistemlerin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kolistin duyarliligi, Sivi mikrodiliisyon, MicroScan, VITEK 2, Gram negatif
basiller

Damigman: Prof. Dr. Nuran DELIALIOGLU, Mersin Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Mersin



ABSTRACT

COMPARISON OF BROTH MiCRODILUTiION AND COMMERCIAL METHODS FOR THE
DETECTION OF COLISTIN SUSCEPTIBILITY IN CARBAPENEM RESISTANT GRAM NEGATIVE
BACTERIA

Carbapenamase-resistant nosocomial and community-acquired Gram-negative bacterial
infections are increasing worldwide. Increased dissemination of carbapenem resistant strains
among hospitalized patients has become a source of concern. Carbapenems (imipenem,
meropenem, ertapenem) are frequently used as the last therapeutic option in the treatment of
infections caused by multi-drug resistant non-fermentative and extended spectrum beta-
lactamase (ESBL) positive Enterobacteriaceae. In recent years, however, the use of colistin is
also increasing due to an increase in carbapenem resistant Enterobacteriaceae infections.
Different test methods are available to determine the sensitivity of colistin. EUCAST and CLSI
joint recommendation reference method is broth microdilution method.

In this study, it was aimed to compare colistin susceptibility and commercial broth
microdilution test, VITEK 2 [BioMerieux, France] and MicroScan [Beckman Coulter, CA, USA]
systems in the determination of colistin sensitivity in carbapenem resistant Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii isolates. 25 A. baumannii,
25 K. pneumoniae and 25 P. aeruginosa isolates resistant to carbapenems were included in the
study. Colistin susceptibility of all isolates was determined by using ISO-20776 standard broth
microdilution method and VITEK 2 [BioMerieux, France] and MicroScan [Beckman Coulter, CA,
USA] systems which are common recommendations of CLSI and EUCAST.

Of the 75 isolates resistant to carbapenem, 47 (63%) were susceptible to colistin and 28
(37%) were resistant to broth microdilution. VITEK 2 61 (%81) were susceptible to colistin and
14 (19%) were resistant, MicroScan 55 (%73) were susceptible to colistin and 20 (%27) were
resistant. In determining the sensitivity of colistin, MicroScan was found to be %86.38 sensitive,
%153.57 specific, VITEK 2 %97.87 sensitivity and %50 specificity. Colistin sensitivity and
specificity were similar for the two commercial systems when compared with the reference
method. Sensitivity in both systems is very good but low specificity. MicroScan has a very major
error rate of %16 and VITEK 2 with %18. The major error rate for MicroScan was %6, while the
major error rate for VITEK 2 was %1.3. Categorical agreement; MicroScan was found to be %83
and VITEK 2 was %85.

In order to provide appropriate antibiotherapy to patients, a reproducible sensitivity
test method with a high specificity and sensitivity and minimum error rate should be preferred
for appropriate antibiotherapy. Broth microdilution method is difficult use because it is
expensive and laborious. It was concluded that commercial systems with high categorical
compatibility, sensitivity and specificity can be used with broth microdilution.

Keywords: Colistin susceptibility, Broth microdilution, MicroScan, VITEK 2, Gram-negative
bacilli.

Advisor: Prof. Nuran DELIALIOGLU, Department of Medical Microbiology, University of Mersin,
Mersin
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1. GIRiS

Karbapenamaz direngli nozokomiyal ve toplum kékenli Gram negatif (GN) bakteri
enfeksiyonlar1 diinya capinda giderek artmaktadir. Karbapenem direncli suslarin hastanede
yatan hastalar arasinda artan yayilimi endise kaynagi haline gelmistir [1]. Karbapenemler
(imipenem, meropenem, ertapenem), coklu ilaca direngli nonfermantatif ve genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) pozitif Enterobacteriaceaenin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde son terapotik segenek olarak siklikla kullanilmaktadir [2]. Karbapenemlere karsi
direng; bakteri hiicresine giren ila¢ miktarinda azalma, efluks pompasi, enzimlerin hidrolizi,
hiicre duvarinda yer alan porlarin yapisindaki degisimler gibi mekanizmalarla ortaya
cikmaktadir [3].

Kolistin, karbapenem direngli Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin tedavisi icin
kullanilan antibiyotiktir. Baslangicta kolistinin yiiksek oranda nefrotoksisite ve norotoksisite
etkisi nedeniyle kullanilmasi ¢ok tercih edilmemistir. Ancak son yillarda karbapenem direncli
Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinda artis sebebiyle kolistin kullanimi artmaktadir [4]. Kolistin
kullaniminin artmasi, diinya ¢apinda kolistin direncinin ortaya cikmasina yol agcmistir [5].
Kolistin direnci, mutasyon veya adaptasyon mekanizmalari ile ortaya ¢ikmaktadir [6].

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI), Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter spp. icin kolistin MiK degeri yayinlamistir. Kilavuzun énerileri dogrultusunda,
duyarly, orta duyarl ya da direncli olarak yorum yapilmasina ragmen test edilen izolatlar dogal
tiir ya da dogal olmayan tiir olarak tanimlanabilmektedir [7]. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Test Komitesi (EUCAST) Enterobacteriaceae tiirleri, P.aeruginosa ve Acinetobacter tiirlerinde
kolistin icin Minimal Inhibitor Konsantrasyon (MIK) belirlenmesinde referans yéntem sivi
mikrodilisyon yontemini 6nermektedir. EUCAST’a gore Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.
ve Enterobacteriaceae tiirleri icin kolistin MiK degerini <2 mg/L ise duyarli, MiK >2 mg/L ise
bakterileri direncli olarak degerlendirilmektedir. 2016 yilinda yayimlanan CLSI ve EUCAST'in
ortak onerisi, kolistin MIK testi icin 1SO-20776 standart sivi mikrodiliisyon metodunun
yapilmasidir [8].

Disk difiizyon metodu, kolistinin agara zayif sekilde dagilmasindan dolay1 yanlis
sonuglar vermekte ve bu nedenle kullanilmasi onerilmemektedir [9]. Gradiyent difiizyon
yontemi, sivi mikrodiliisyon yontemiyle karsilastirildiginda yanls duyarl sonuglar vermesinden
dolay1 dikkatli yorumlanmalidir [10].

Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi'nde izole edilen karbapenem direngli K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii
izolatlarinda kolistin duyarliliginin sivi mikrodiliisyon yontemi ve otomatize sistemler VITEK 2

(BioMerieux, Fransa) ve MicroScan (Beckman Coulter, CA, USA) cihazlan kullanilarak
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belirlenmesi ve bulunan sonuglarin referans yontem sivi mikrodiliisyon metoduyla

karsilastirilmasi amaglanmaistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Acinetobacterspp.

2.1.1. Tarihge ve Taksonomi

Acinetobacter 1900’1t yillarin  baslarinda "Morax-Axenfeld basilleri" olarak
isimlendirilmistir [11]. Acinetobacter cinsleri Moraxellaceae ailesinde ve Gammaproteobacteria
sinifinda yer almaktadirlar [12]. Deoksi Riboniikleik Asit (DNA)-DNA hibridizasyon c¢alismalari
ile Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter radiorezistens, Acinetobacter -calcoaceticus,
Acinetobacter ursingii, Acinetobacter junii, Acinetobacter schindleri, Acinetobacter johnsonii,

Acinetobacter lwoffii, Acinetobacter baumannii ile birlikte 25 adet genom tiir belirlenmistir [11].

2.1.2. Mikrobiyolojik, Metabolik ve Kiiltiir Ozellikleri

Acinetobacter baumannii, laktoz negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, koyun kanh
agarda kolonileri dilizgiin, bazen mukoid ve renksiz koloniler olusturan, morfolojik goriiniimi
basil seklinde olan, fermentasyon yapmayan Gram negatif (GN) bir bakteridir [13].
Acinetobacter baumannii genotipik yontemler ile tanimlanabilen ticari otomatize sistemlerden
Rastgele Amplifiye Polimorfik DNA Analizi (RADP), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Pulse-
Field Jel Elektroforezi (PFGE) yontemleri ile tanimlanabilmektedir [14].

2.1.3. Epidemiyoloji

Acinetobacter spp. normalde toprakta ve suda serbest yasayan bakterilerdir. Normal
kisilerin %25’inde deri ve mukoz membranlarinda kolonize olabilirler. Kuru ytizeylerde ¢ok
uzun siire yasayabilir, toz ve c¢oplerle yayilabilir. Klinik izolatlarin ¢ogu kolonizasyondur.
Immiin yetmezligi olan hastalarda ciddi ve mortalitesi yiiksek enfeksiyonlarin gelisimine neden

olur [15].
2.1.4. Patogenez ve Viriilans Faktorleri
Acinetobacter cinsi bakteriler firsat¢1 bir patojendirler ve genellikle nazokomiyal

enfeksiyonlarina neden olurlar. Bu cins bakterilerin viriilans yetenekleri diisiik olmasina

ragmen polisakkarid kapsiil, lipid A, biyofilm olusumu gibi viriilans faktorlerine sahiptir.
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Polisakkarit kapstil, bakteriyi fagositozdan korurken, lipid A bakteriyi konaga kars1 savunmada

toksik etki olusturur, biyofilm olusumu ise bakteriyi kuruluga karsi korur. [16].

2.1.5. Klinik

Acinetobacter tiirleri 6zellikle agir hastaligl olanlarda yasami tehdit eden, artmis
morbidite ve uzamis hastane yatisina yol agabilen diinya ¢apinda yaygin problem olusturan
enfeksiyonlara neden olmaktadir [17]. En sik pndmoni, bakteriyemi, endokardit, menenjit,

tiriner sistem ve deri enfeksiyonlarina neden olmaktadir [18].

2.1.6. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Tedavi

A. baumannii tirlerinde ¢oklu ilaca karsi artan direng, tedavide kullanilan antibiyotik
seceneklerini sinirlandirmaktadir [19]. Tigesiklin, kolistin, sulbaktam ve amikasin, kolistin ve
karbapenem kombinasyonu Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecek

antibiyotiklerdir [3].

2.1.2. Enterobactericeae Ailesi ve Klebsiella Cinsi Bakteriler

Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler dogada siklikla bulunmaktadir. Morfolojik
olarak Gram negatif basil seklinde goriilen, 0,5-3 um boyutlarinda, oksidaz negatif, katalaz
pozitif, sporsuz bakterilerdir. Enterobacteriaceae familyasindaki bakteriler, fakiiltatif
anaeropturlar. En iyi tireme sicaklig1 35-37°C ve karbondioksitsiz ortamda iirerler [20].

Enterobacteriaceae toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin siklikla kaynagidir.
Uriner sistem enfeksiyonlari, septisemi, peritonit, pnémoni, menenjit ve cihazla iligkili
enfeksiyonlar gibi enfeksiyonlara neden olurlar. Plazmidler ve transpozonlar araciligiyla gen
transferi yaparak genetik materyal elde etme egilimindedirler [21]. Enterobacteriaceae iiyesi
mikroorganizmalar arasinda antimikrobiyal direncin giderek artmasi diinya ¢apinda 6nemli bir
sorun haline gelmistir. Ozellikle tibbi bakim iliskili enfeksiyonlarda direncli Klebsiella spp.,
Esherichia coli ve Enterobacter tiirlerinin artis géostermesi, morbidite ve mortalite artisina sebep
olmaktadir [22].

Tez calismasinda degerlendirilen bakterilerin bir kismi Klebsiella cinsinin Klebsiella
pneumoniae turiine ait olduklan icin burada sadece bu cins ve tiirlin 6zelliklerinden

bahsedilecektir.
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2.1.2.1. Tarihge ve Taksonomi

Klebsiella pneumoniae ciddi seyirli ve yasami tehdit eden pnémoni hastaligina sebep
olmasi nedeniyle "Friedlander basili" olarak isimlendirilmistir. Klebsiella cinsi; K. ornithinolytica,
K. rhinoscleromatis, K. pneumoniae, K. planticola, K. terrigena, K. ozaenae olmak {lizere yedi tiirii

bulunmaktadir [23].

2.1.2.2. Mikrobiyolojik, Metabolik ve Kiiltiir Ozellikleri

Klebsiella cinsi hareketsiz tiirleri icerir. Klebsiella cinsi bakteriler, Gram boyama ile kati
besiyerlerinde biiyiik, mukoid yapida genis koloniler yapmasi polisakkarit kapsiil yapisina
baghdir. Klebsiella cinsi bakterilerde, laktoz pozitif, H.S ve indol negatif, sitrati kullanma, Voges
Proskauer testleri pozitiftir [23]. Klebsiella tiirleri aerob veya fakiltatif anaerob bakterilerdir.
Optimal 37°C’de ve pH 7’de iirerler. Ancak K. pneumoniae disindaki tiirler 4-44°C arasinda da
treyebilmektedirler. Genel kullanim besiyerlerinde rahatlikla iirerler. Yapilarinda bulunan

kapsiil nedeniyle kuruluga oldukga direnglidir [24].

2.1.2.3. Epidemiyoloji

Klebsiella’lar hastane enfeksiyonlarinin %8’inden sorumlu tutulmaktadir. Yapilan bir
arastirmada, hastanede yatan kisilerdeki enfeksiyonlarin %9’undan ve biitiin primer

bakteriyemilerin %14’iinden Klebsiella tiirleri izole edilmistir [23].

2.1.2.4. Antijen Yapilari

K antijeni serotiplendirmeyi saglar. Yetmisten fazla K antijeni tipi tanimlanmistir, bu
antijen tiplerinden bazilar1 pnémokok ve Haemophilus influenza kapsiilleri ile capraz reaksiyon
vermektedir. Klebsiella'nin K antijenleri, O antiserumlariyla agliitinasyonu onler. Klebsiella'nin

bes farkli O antijen tipi vardir. O antijen tipleri serotiplendirmede kullanilmaz [23].
2.1.2.5. Viriilans Faktorleri
Klebsiella cinsi bakterilerin polisakkarit kapsilii, bakteriyi fagositozdan korurken,

biyofilm olusumu ise bakteriyi ¢evresel kosullardaki degisikliklerden (nem, ph degisimi) korur

[23].
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2.1.2.6. Klinik

K. pneumoniae firsatgl nazokomiyal patojendir ve pnomoni, bakteriyemi, lriner sistem
enfeksiyonlari ve yara enfeksiyonlari gibi pek ¢ok hastaliga neden olur. Yeni dogan {linitelerinde
plazmidle yonetilen ¢ok ilaca direncli Klebsiella suslarina bagh hastane enfeksiyonlari goriliir

[23].

2.1.2.7. Klebsiella Enfeksiyonlarinda Tedavi

Klebsiella cinsi bakterilerde plazmid aracili direncin yayilimi ile ¢ok ilaca direncli
bakterilerin tedavisinde kullanilan antibiyotikleri sinirli hale gelmektedir. Karbapenem direncli
K. pneumoniae tedavisinde kolistin kullanimi halen devam etmektedir. Kolistinin kullaniminin

artmasiyla birlikte kolistin direnci de artmaktadir [25].

2.1.3. Pseudomonas Aeruginosa

2.1.3.1. Tarihge ve Taksonomi

Pseudomonas aeruginosa, Gessard tarafindan tanimlanmis olup Pseudomonadaceae

ailesinin, Pseudomonas cinsine ait bir tiirii olarak kabul edilmistir [26-27].

2.1.3.2. Mikrobiyolojik, Metabolik ve Kiiltiir Ozellikleri

P. aeruginosa 0,5-0,8 pm eninde, 1,5-3 pum boyunda olup, laktoz negatif, katalaz negatif,
oksidaz pozitif, non-fermentatif Gram negatif basil goriiniimiinde, hareketli bakterilerdir. P.
aeruginosa zorunlu aeroptur. En iyi 370C’de lirerler diger bazi tiirler 429C’de iirerler, fakat
40C’'de tiremezler. iki adet pigmenti bulunur; piyoverdin (yesil-sar1) ve piyosiyanin (mavi)

pigmentleridir [28].
2.1.3.3. Epidemiyoloji
P. aeruginosa canl ve cansiz ¢cevreden izole edilir. Nozokomiyal firsatci bir patojendir ve

insanlarda nemli boélgelere yerlesir. Saglikhh kisilerde nadiren hastalik yapmasina ragmen

antibiyotik alan hastalarda %50 oraninda tasiyici olabilmektedir [28].



Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

2.1.3.4. Antijen Yapilari

P. aeruginosa’nin O antijenleri as1 gelistirme calismalari icin kullanilmaktadir [28].

2.1.3.5. Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Bakteride bulunan protein yapisindaki piluslar epitel hiicrelerine tutunmay: saglarken,
pilus dis1 adezin yapilar ise musin tabakaya ve epitel hiicrelerine tutunur. P. aeruginosa’da
bulunan slaym yapisi, bakterinin etrafinda bir matriks olarak sekillenir, bakteriyi konak
savunmasindan korur. Pseudomonas endotoksini lipit A olup, organizmanin biyolojik etkisini
diizenler. Ekzotoksin lipit A hiicre dis1 bir enzim olup, lokal doku hasarinda ve bakteriyal
invazyonda rolii vardir. Hiicre dis1 enzim olan Ekzoenzim S, doku kiiltiirtindeki hiicrelere

sitopatik etki gosterir [28].
2.1.3.6. Klinik

Firsat¢1 bir patojen olan P. aeruginosa’nin, yol actigl enfeksiyonlar, liriner sistem
enfeksiyonlari, merkezi sinir sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi ve gastrointestinal
enfeksiyonlar gibi pek cok hastaliga sebep olurlar [28].

2.1.3.7. Pseudomonas Enfeksiyonlarinda Tedavi

P. aeruginosa enfeksiyonlarinda karbapenemler, penisilin ve aminoglikozit

kombinasyonu, kinolonlar tedavide tercih edilen antibiyotik se¢cenekleri arasindadir [28].

2.1.4. Bakterilerde Antibiyotik Direnci

Enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi1 bakterilerde gelisen direng

yayilimi artmakta ve gliniimiizde kullanilan tedavi seceneklerini sinirlandirmaktadir [29].

2.1.4.1. Dogal Direng

Bakterinin genetik 6zelliginde var olan, kendiliginden olusturdugu direnctir [29].
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2.1.4.2. Cevre ve Sartlara Bagh Direncg

Laboratuvar ortaminda etkili olan bir antibiyotik, cevre sartlar1 degistiginde
antibiyotigin hedef bolgeye ulasamamasi durumunda, canli dokular iizerinde aym etkiyi

gosteremeyebilir [29].

2.1.4.3. Kazanilmis Direng

Bakterinin biyokimyasal veya genetik mekanizmalar ile sonradan kazandig1 direngtir

[29].

2.1.4.3.1. Biyokimyasal Mekanizmalar

Efluks pompasi gibi ilacin disa atilmasy, ilacin hedef bolgesindeki degisiklik, bakterinin
sentezledigi enzimlerle ilacin inaktive edilmesi, permeabilitenin azalmasi gibi biyokimyasal

mekanizmalari kullanan bakteriler antibiyotiklere direnc gelistirmektedir [29].

2.1.4.3.2. Genetik Mekanizmalar

DNA’daki mutasyonlar ya da yeni bir DNA dizini edinilmesi antibiyotik direncine neden
olur. Genetik mekanizmalarla diren¢ kazanilmasi; kromozomal genlerde mutasyon olusmasi,
diren¢ genlerinin disaridan alinmasi, disaridan alinan genlerde mutasyon olusmasi gibi

mekanizmalarla olmaktadir [29].

2.2. Beta Laktam Grubu Antibiyotikler

Sefalosporinler, karbapenemler, monobaktamlar, penisilinler ve beta-laktamaz
inhibitorleri'nin (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam) bulundugu gruptur. Bu gruptaki
antibiyotiklerde beta-laktam halkasi bulunaktadir. Bu gruptaki antibiyotikler, bakterilerde
peptidoglikan sentezinden sorumlu penisilin baglayan proteinler'in (PBP) hedef bélgelerine

baglanarak bakterilerde hiicre duvar yapisini bozmakta bozmaktadir [30].
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Sekil 2.1. Beta-laktam antibiyotikler.
2.2.1. Karbapenemler

Karbapenemler ¢ok genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Gram negatif,
Gram pozitif, aerop ve anaerop bakterilere karsi etkili olup PBP’lere baglanarak bakterinin
olimiine neden olur [31].

2.2.1.1.Karbapenemlerin Sinir Degerleri

Tez calismasinda, ¢calismaya dahil edilen bakteriler 2019 yili EUCAST metodolojisi MiK

degerleri ve zon ¢aplarina gore degerlendirilmistir.

Tablo 2.1.Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae icin klinik sinir degerleri (2019 yihi

EUCAST doékiimani1)(S: Duyarly, R: Direngli)[32].

Karbapenem MIK (mg/L) degerleri Disk difiizyon zon ¢api (mm)
(10 pg disk)
S< R> Sz R<
Meropenem 2 8 22 16
Imipenem 2 4 22 17
Ertapenem 0.5 0.5 25 25

2.2.1.2. imipenem

Imipenem; Gram negatif, Gram pozitif, anaerop ve aerop bakterilere etkilidir [33].
Imipenem’in molekiil agirlig diisiik oldugundan bakteri membranindan kolayliklar geger ve

beta-laktam halkasinda bulunan trans konfigiirasyonu Gram negatif bakterilerde beta-laktamaz
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tireten enzimlere karsi direng¢ gosterir [34]. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde PBP’lere

baglanarak, bakterinin hiicre duvar sentezini inhibe eder [35].

2.2.1.3. Meropenem

Meropenem, PBP2’ye baglanarak bakterinin hiicre duvar sentezini inhibe eder ve

ozellikle Gram negatif bakterilerde P. aeruginosa 'ya karsi oldukea etkilidir [36].

2.2.1.4. Ertapenem

Ertapenem, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin tedavisinde etkilidir. Ertapenemin
dis membraninda meta grubunun bulunmasi, plazma proteinlerine baglanma kapasitesini
artirmaktadir. Plazma proteinlerine baglanma orani ertapenemde % 95 iken imipenemde bu

oran %20’ dir [37-38].

2.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

2.3.1. Hiicreye Giren ila¢c Miktarinin Azalmasi

Beta-laktam antibiyotikler Gram negatif bakterilerde, dis membranda yer alan porin F ve
porin C ad1 verilen porlardan hiicreye girebilmektedir. Gram negatif bakteriler, porin F ve porin
C proteinlerini mutasyona ugratarak beta-laktam antibiyotiklerine diren¢ gosterirken,
imipenem Gram negatif bakterilerde D2 proteini adi verilen porlardan gecerek, Gram negatif

bakterilere etki gosterir [39].

2.3.2. Beta-laktamaz Enzimleri ile ilacin inaktivasyonu

Bakteriler yapilarinda bulunan beta-laktamaz enzimlerini sentezlenmesiyle, beta-laktam
halkasindaki siklik amid baglarin1 parcalar ve beta laktam antibiyotiklerine karsi direng
gelistirirler [40]. Enterobactericeae familyasindaki Gram negatif bakteriler, Gram pozitif
bakterilerden stafilokoklar, anaerob bakterilerden Fusobacterium ve Clostridium beta-laktamaz

sentezleyen bakterilerdir [41-42].

10
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2.3.3.Efluks Pompasi

Transport proteinlerinden olusan efluks pompasi da diger bir diren¢ mekanizmasidir.
Pompalar oldukea segici olabilir veya genis bir substrat 6zgiilliigli gosterebilir. Bu pompalarin

¢ogunlugu sitoplazmik zarda bulunmaktadir [43].

2.4. Beta-Laktamazlar

Bakteriler yapilarinda bulunan beta-laktamaz enzimlerini sentezlenmesiyle, beta-laktam
halkasindaki siklik amid baglarini pargalar ve beta laktam antibiyotiklerine karsi direnc
gelistirirler. Beta-laktamazlar, molekiil 6zellikleri ve fonksiyonlarina gore sinif A, sinif B, sinif C
ve sinif D olmak iizere 4 sinif altinda toplanmistir. Sinif A beta laktamazlar, serin-ester aracilikli
fonksiyon gosteren, penisilinleri hidrolize eden beta-laktamazlardir. Sinif B beta-laktamazlar,
¢inko iyonu kullanan metalloenzimlerdir. Sinif C beta-laktamazlar, diger adiyla AmpC enzimler
serin-ester aracilikli fonsiyon gosteren sefalosporinazlardan olusan enzimlerdir. Sinif D beta-
laktamazlar, serin-ester aracilikli fonsiyon gosteren ve oksasilini hidrolize eden beta

laktamazlardir [29].

Tablo 2.2.Beta-laktamazlarin siniflandirilma semasi [29].

Grup Molekiiler Tercih ettigi Klavulanat ile | Enzimler
siif substrat inhibisyon
1 C Sefalosporinler - CMY-2-13, LAT-1,
MOX-1-2, ACC-1,
FOX-1-6, MIR-1,
CFE-1, BIL-1
2a A Penisilinler + Stafilokok
penisilinazi
2b A Sefalosporin, + TEM-1, TEM-2,
Penisilin SHV-1
2be A Penisilinler, + TEM-3, TEM-26,
Genis SHV-2-6, PER, CTX-
spektrumlu M, VEB, GES, IBC-1e
Sefalosporinler, (GSBL)
Monobaktamlar

11
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2br A Penisilinler +/- Inhibitér direncli
TEM enzimleri

TEM-30, TEM-36,

TCR-1
2c A Penisilinler, + Karbanisilini
Karbanisilin hidrolize eden

enzimler, PSE-1-3-4,
BRO-1, AER-1, SAR-

1
2d D Penisilinler, +/- Oksasilin ve
Kloksasilin Karbapenem

hidrolize eden

enzimler OXA-48,

0XA-51
2e A Sefalosporinler + P. vulgaris’in
indiiklenebilir
sefalosporinazlari,
CepA, FEC-1, L2
2f A Sefalosporinler, + NMC, SME, IM], KPC,
Penisilinler, GES
Karbapenemler
3 B Karbapenemler, - Cinko bagimli
Bircok beta- karbapenemazlar;
laktam
IMP, VIM, GIM. 3a,
3b, 3c alt
gruplarina ayrilir.
4 - Penisilinler - Dizileri bilinmeyen

cesitli enzimler

2.5. Kolistin

Kolistin polimiksin ailesinin bir liyesi olup, polipeptid yapida ilaglardir. Kolistin, Bacillus
polymyxa subspecies colistinus’tan iiretilen, 10 aminoasitten olusan hidrofilik polikatyonik peptit

zinciri ve bir hidrofobik yag asit kuyrugundan olusan, 1200 Da agirliginda bir molekiildiir.

12



Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Kolistin ve Polimiksin B benzer kimyasal yapiya sahiptir. Sekil 2.2’de kolistin ve Polimiksin

B’nin kimyasal yapisi gosterilmistir [44-45].
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Sekil 2.2. Polimiksin B ve kolistinin kimyasal yapis1 [45].

Kolistimetat sodyum inaktif bir 6n ilag olup, aktif kolistine dénmesi icin in vivo

ortamda hidrolize olmasi gerekmektedir [45].
2.5.1. Etki Mekanizmasi

Kolistinin antimikrobiyal etkisinin hedefi hiicre membranidir. Bakteri mambrani ile
baslangictaki etkilesim; anyonik bakteri membran lipopolisakkaridleri (LPS) ile katyonik
polipeptid kolistin arasinda olur. Kolistin, normalde negatif yiikli membran LPS’leri stabilize
eden kalsiyum (Ca*?) ve magnezyumu (Mg+2) uzaklastirir ve dis membran yapisini bozar. Bu
slirecin sonucu ise, hiicre zarinin gecirgenliginin artmasi, hiicre komponentlerinin disari
sizmasl, nihayet hiicrenin 6liimii olmaktadir. Doza bagiml olarak bakterisidal etkileri ve post
antibiyotik etkileri vardir. Direkt antibakteriyel etkinliginin yanisira, kolistin ayni zamanda
potent bir anti-endotoksin aktivitesine sahiptir. Gram negatif bakterilerin endotoksini, LPS
molekiillerinin Lipid A kismidir. Kolistin LPS’lere baglanarak nétralize eder. Ancak bu etkinin
septik sok olusumunu 6nlemede in-vivo yansimasi net degildir. Ciinkii LPS’ler hizlica LPS-
baglayici proteinlere baglanir, olusan bu kompleks hizlica CD14 yiizey reseptdriine baglanir ve

etkisi sonlanir [46].
2.5.2. Antimikrobiyal Aktivite

Kolistin dar bir antibakteriyel spektruma sahiptir. Enterobacteriaceae ailesinin biiyiik
bir kismina, Acinetobacter spp. ve P. aeruginosa’ya karsi etkilidir. Mantar ve parazitlere, Gram

pozitif ve Gram negatif bakterilere, bazi1 anaerobik bakterilere karsi etkisizdir [44].

13
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Tablo 2.3.Kolistin etki spektrumu [44].

Enterobactericeae | Pseudomonas | Gram-negatif | Anaerobik
basiller Bakteriler

Duyarh E.coli P. aeruginosa Acinetobacter B.

Bakteriler melaninogenicus
Citrobacter P. fluorescens S. maltophilia B. oralis
Klebsiella P. putida Moraxella
Enterobacter P. maltophilia H. influenza
Salmonella Bordetella
Shigella Posteurella

L. pneumophila

Direncli Proteus P. pseudomallei | V. cholerae B. fragilis

Bakteriler
Campylobacter P. cepacia V. eltor
Providencia P. picketti
Morganella
Serratia
Brucella

2.5.3. [lacin Allim
Ilacin atihmy, filtrasyon ile bobreklerden atilir [47].
2.5.4. Klinik Kullanimi
Kolistin bircok enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir [48]. Kolistinin

karbapenemlerle birlikte kullanildiginda bakterinin hiicre membranina hasar vermekte, ayni
zamanda yapilan calismalarda karbapenem ve kolistim kullaniminin sinerji etki olusturdugu

gozlenmistir [49-50].

2.5.5. Yan Etkileri

Hipersensivite reaksiyonu ¢ok nadir goriilir. Hastalarda en sik gorilen yan etki,
nefrotoksisitedir. %14-19’dan %48-49 oranlarina kadar goriilebilmektedir. Doz bagimhidir ve

genelde antibiyotigi kestikten sonra geri doéniisimliidiir. Ortalama 5-7. giinler arasinda
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gelismektedir. Risk faktorleri olarak; yiiksek doz kolistin kullanimi, uzun tedavi siiresi, septik
sok, hipoalbuminemi, hiperbilirubinemi, obesite, nefrotoksik baska ajanlarin kullanimi
(aminoglikozid, vankomisin) saptanmistir [51].

Kolistin kullanimina bagh diger bir yan etki ise ndrotoksisite gelisimidir, %7 civarinda
goriilmektedir. Nefrotoksisite gibi doz bagimlidir ve geri donlistimliidiir. Parestezi, nobet, gorme
bozukluklari, ataksi, vertigo, deliryum, noéromdiiskiiler bozukluklar, apne gibi semptomlar

gelisebilmektedir [52].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calismaya, 2018 yilinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama

Hastanesi'ndeki servis ve polikliniklerden Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na

gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen ve antibiyotik duyarlik testi sonucu karbapenem

grubu antibiyotiklere direngli (imipenem, ertapenem, meropenem antibiyotiklerinden en az

birine direncli) saptanan toplam 25 adet Acinetobacter baumannii, 25 adet Klebsiella

pneumoniae ve 25 adet Pseudomonas aeruginosa izolati dahil edilmistir. Calisma izolatlarinin

izole edildigi metaryal ve hastanin yattigi servis Tablo 3.1'de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismaya alinan izolatlarin 6zellikleri. (AB: Acinetobacter baumannii, KP: Klebsiella

pneumoniae, PA: Pseudomonas aeruginosa,).

izolat Numarasi

Ornek

Klinik

AB1

AKkinti

KBB Servisi

AB2 Kateter idrari Nefroloji Servisi

AB3 Yara Genel Yogun Bakim Poliklinigi
AB4 Yara Hematoloji Servisi

AB5 Kateter idrari Gogls Hastaliklar Servisi
AB6 Trakeal aspirat Onkoloji Servisi

AB7 Yara Genel Yogun Bakim Poliklinigi
AB8 Trakeal aspirat Genel Yogun Bakim Poliklinigi
AB9 Trakeal aspirat Gogls Cerrahisi

AB10 Trakeal aspirat Noroloji Servisi

AB11 Kateter idrar Genel Cerrahi

AB12 Trakeal aspirat Onkoloji Servisi

AB13 Idrar Onkoloji Servisi

AB14 Yara Genel Cerrahi

AB15 Idrar Acil Poliklinigi

AB16 Trakeal aspirat Enfeksiyon Servisi

AB17 Idrar Genel Cerrahi

AB18 Balgam Endokrinoloji Servisi

AB19 Trakeal aspirat Beyin Cerrahi Servisi

AB20 Kateter idrar Reanimasyon
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AB21 Trakeal aspirat Genel Yogun Bakim Poliklinigi
AB22 Surinti Yenidogan Poliklinigi

AB23 Kateter Nefroloji Servisi

AB24 Trakeal aspirat Genel Yogun Bakim Poliklinigi
AB25 Idrar Nefroloji Servisi

KP1 Idrar Uroloji Servisi

KP2 Idrar Genel Yogun Bakim Poliklinigi
KP3 Kateter idrari Genel Yogun Bakim Poliklinigi
KP4 Idrar Cocuk Hematolojisi

KP5 Idrar Acil Poliklinigi

KP6 Idrar Cocuk Nefrolojisi

KP7 Idrar Nefroloji Servisi

KP8 Idrar Uroloji Servisi

KP9 Periferik kan Koroner Yogun Bakim Unitesi
KP10 Idrar Acil Poliklinigi

KP11 Idrar Kardiyoloji Servisi

KP12 Periferik kan Hematoloji Servisi

KP13 Idrar Noroloji Servisi

KP14 Trakeal aspirat Gastroenteroloji Servisi

KP15 Trakeal aspirat Enfeksiyon Servisi

KP16 Periferik kan Onkoloji Servisi

KP17 Idrar Beyin Cerrahi Servisi

KP18 Kateter idrari Noroloji Servisi

KP19 Idrar Yenidogan Poliklinigi

KP20 Idrar Nefroloji Servisi

KP21 Periferik kan Noroloji Servisi

KP22 Idrar Nefroloji Servisi

KP23 Idrar Gastroenteroloji Servisi

KP24 Idrar Hematoloji Servisi

KP25 Trakeal aspirat Yenidogan Poliklinigi

PA1 Akinti KBB Servisi

PA2 Yara Onkoloji Servisi

PA3 Idrar Genel Yogun Bakim Poliklinigi
PA4 Doku Enfeksiyon Servisi

PAS5 Yara Hematoloji Servisi
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PA6 Idrar Uroloji Servisi

PA7 Yara Enfeksiyon Servisi

PAS Idrar Uroloji Servisi

PA9 Yara Onkoloji Servisi

PA10 Doku Ortopedi Servisi

PA11 Akinti Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari
PA12 Yara Enfeksiyon Servisi

PA13 Abse KBB Servisi

PA14 Idrar Enfeksiyon Servisi

PA15 Balgam Goglis Hastaliklari Servisi
PA16 Balgam Hematoloji Servisi

PA17 Safra Genel Cerrahi

PA18 Trakeal aspirat Genel Yogun Bakim Poliklinigi
PA19 Doku Ortopedi Servisi

PA20 Doku Ortopedi Servisi

PA21 Trakeal aspirat Genel Yogun Bakim Poliklinigi
PA22 Strinti Yenidogan Poliklinigi

PA23 Yara Genel Cerrahi

PA24 Idrar Uroloji Servisi

PA25 Trakeal aspirat Beyin Cerrahi Servisi

3.2. Arag ve Gerecler

Kullanilan sarf malzemeleri sunlardir:

Sus saklama kabi (96’11k),
Ependorf tiip,
Ekiivyon ¢ubugu,

Steril 6ze ucu,

10 pL’lik, 100 pL’lik ve 1000 pL’'lik otomatik pipet uglari (Grainer Bio-One, Almanya),

Mikropleyt (96 ¢ukurlu, U tabanli),

Kullanilan Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'na ait cihazlar

ise sunlardir:

Etliv (Ntve EN 500, Tirkiye)
Biyogiivenlik kabini (Thermo Scientific)

Hassas terazi (Sartorius BL310, Almanya)
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o Distile su cihaz (Millipore, Fransa)

e Vorteks (Niive NM-110, Tiirkiye)

o +4°Clik sogutucu (Ugur, Tiirkiye)

e Otoklav (Hirayama- HA-300 M4, Japonya)

e [sik mikroskobu (Olympus, Japonya)

e pH metre (Hanna, italya)

e Mikropipet seti

e MicroScan cihazi (Beckman Coulter, CA, USA)
e VITEK 2 cihaz1 (BioMerieux, Fransa)

e Mc Farland cihazi (BIOSAN, DEN-18)

3.2.1. Kullanilan Kitler ve Kimyasallar

e 10 pg Amikasin iceren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 pg Ampisilin iceren disk (Biorad, Ingiltere),

e 10 pg Amoksisilin klavulonik asit iceren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 pg Ertapenem igeren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 pg Gentamisin iceren disk (Biorad, Ingiltere),

e 10 pg Imipenem iceren disk (Biorad, Ingiltere),

e 10 pg Levofloksasin igeren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 pg Meropenem iceren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 pg Sefepim iceren disk (Biorad, Ingiltere),

e 10 ug Sefoksitin iceren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 ug Seftriakson iceren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 ug Seftazidim iceren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 ug Seftazidim klavulanik asit iceren disk (Biorad, Ingiltere),

e 10 pg Siprofloksasin igeren disk (Biorad, ingiltere),

e 10 pg Trimetoprim siilfometaksazon iceren disk (Biorad, ingiltere),

e MicroScan Gram negatif bakteri tanimlama paneli (Beckman Coulter, CA, USA),

e MicroScan Gram negatif/Nonfermentatif antibiyotik duyarlilik karti (Beckman Coulter,
CA, USA),

e VITEK 2 Gram negatif/Nonfermentatif antibiyotik duyarlhlik kart (BioMerieux, Fransa),

e Kolistin Siilfat (=15,000 U/mg Sigma Aldirch, lot no: SLBV1747 ),

e Resazurin Sodium Salt (Sigma Aldirch, lot no:MKCG9800,),

e Standart Sus: Escherichia coli ATCC 25922
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e Standart Sus: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

3.2.2. Kullanilan Besiyerleri

e Blood agar base (Conda, Ispanya)

e Eosin Methylene Blue Agar (Conda, ispanya)

e Mueller Hinton Agar(Himedia, Hindistan)

e Mueller Hinton II Broth Katyon Ayarh (Becton Dickinson lot n0:8190586, ABD)

Besiyerleri iiretici firmanin dnerileri dogrultusuda tartilarak distile suda eritildikten sonra
pH’si 7.4 ayarlandi. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edildikten sonra kati besiyeri
disposibl petri kutularina dokiildii. Sivi besiyeri cam balonda sterilize edilerek hazirlandi.
Izolatlarin saklanmasi i¢in %16 gliserol iceren triptik soy broth (TSB) besiyeri kullanildi. 1 g
TSB (glikoz icermeyen), 10 mL gliserol ve 40 mL distile su manyetik karistiricida karistirilip
eritildi, pH 7.2’ ye ayarlandi. 115°C’ de 10 dk otoklavlandi. 55°C'ye kadar sogutulduktan sonra

1.5 mL’lik mikrosantifiij tiiplerine 1’er mL hacimlerde dagitildi.

3.2.3. Cozeltiler

3.2.3.1. Stok Kolistin Siilfat Hazirlanmasi

Kolistin siilfat tozunun potensi 215000 IU/mg olarak belirtilmistir (Colistin sulfate salt,
Sigma C4461). Bu potensi pg/mg sekline doniistiirmek icgin, parantez icindeki linkten
(https://mypharmatools.com/othertools/iu) bu islem yapilinca bu potensin 731,71 pg/mg
oldugu goriliilyor. Daha sonra istenilen konsantrasyonda stok ila¢ hazirlamak i¢in asagidaki

formiil kullanild:

Hacim (mL) = Agirlik (mg) x Potens (nug/mg)

Konsantrasyon (ug/mL)

10 miligram Kolistin stilfat maddesi tartildi ve ka¢ mililitre suda ¢6ziinecegi hesaplandu.

Hacim (mL) =10 mg x 731,71 pg/mg
1280 pg/mL

Hacim = 5,71 mL steril distile su gerekir.
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10 mg ila¢ tartilip 5,71 mL’de ¢ozdiriildii ve 0,5 mL’lik ependorf tiiplerine 300 pl
boliinerek -80°C’de saklanir. Yapilan her ¢alisma igin bir ependorf tiip cikartilarak, oda 1sisina
gelince 1/10 steril distile su ile diliie edildi (250 pl stok ilag + 2250 pl besiyeri). Boylece stok ilag

solusyonun baslangi¢ konsantrasyonu 128 pg/mL olur.

3.2.3.2. Resazurin Hazirlanmasi

0,001 gr resazurin tartilp 10 mL steril distile suda ¢oziilir ve filtreden gecirildi.

Hazirlanan bu resazurin 4°C’de bekletildi.

3.2.3.3. Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth Hazirlanmasi

Uretici firma 6nerileri dogrultusuda distile suda eritildikten sonra pH’si 7.4 ayarlanarak
otoklavda 121°C’de 10 dakika steril edilerek hazirlandi. Besiyeri 4°C‘de kullanilana kadar
bekletildi.

3.2.4.Diliisyon Testi i¢in inokiilumiin Hazirlanmasi

Inokillum hazirlanmasinda dogrudan koloni siispansiyon yéntemi kullanildi. Bu
yontemle, bakteriler kanli agara tek koloni diisiirme yontemi ile ekildi. 18-24 saat inkiibe edilen
plaktan tek diismiis koloniler secildi. Serum fizyolojik ile McFarland 0.5 bulaniklig1 standardina

ayarlandu.

3.2.4.1.Bakteri Siispansiyonu Hazirlama

Hazirlanan bu siispansiyon 15 dk icinde plaktaki kuyulara dagitildi. 1 mL 0,5 McFarland
yogunlugunda (1x108 CFU/mL) bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon 1/20 diliie
edildi ve boylece 5x10¢ CFU/mL bakteri siispansiyonu elde edildi (125 pl 0,5 McFarland bakteri
slispansiyonu + 2,375 mL steril distile su). Bu siispansiyondan ilgili kuyulara 10 pl ilave edildi.

Boylece son bakteri yogunlugu her kuyucukta 5x105 CFU/mLolur.
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3.3. Yontem

3.3.1. Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Degerlendirmesi

3.3.1.1. izolatlarin identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Kliniklerden gonderilen 6rnekler Kanli agar ve Eosin Methylene Blue (EMB) agar
besiyerlerine, kateter ve doku ornekleri tiyoglikolatl buyyona, kan kiilttrleri kan kiiltiir
siselerine alinmis (VERSA TREK, Thermo Scientific, Remel Inc) ve otomatik kan kiltiir
cihazinda (VERSA TREK, Thermo Scientific, Remel Inc) takip edilmistir. Kan kiltiirleri cihazda 5
glin inkiibasyona birakilmis, diger kiiltiirler 18-24 saatlik inkiibasyon sonucu
degerlendirilmistir.

Kiltiirde ireyen mikroorganizmalarin koloni morfolojisi degerlendirilerek Gram
boyama yapildiktan sonra katalaz, oksidaz testleri ve klasik biyokimyasal testler ( glukoz, laktoz
kullanimy, sitrat kullanimy, indol testi) yapildi. Koloni morfolojisi diizgiin, bazen mukoid, renksiz
hemoliz yapmayan, laktoz negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif bakterinin Acinetobacter,
laktoz pozitif, indol negatif, sitrat pozitif mukoid koloniler Kiebsiella, laktoz negatif, katalaz
negatif, oksidaz pozitif, non-fermentatif Gram negatif basiller Pseudomonas olarak
degerlendirilmistir. Bu izolatlarin tiir tanimlamasi MicroScan Gram negatif bakteri tanimlama
paneli (Beckman Coulter, CA, USA) ile firmanin oOnerdigi sekilde calisilarak bakteri
identifikasyon cihazinda (MicroScan, Beckman Coulter, CA, USA) yapilmistir.

Izolatlarin antibiyotik duyarlilhklari Kirby-Bauer disk difiizyon testi ile yapilmistir.
Imipenem, meropenem ve ertapenem herhangi birine direncli tespit edilen izolatlarin kolistin
MIK degeri MicroScan ve VITEK 2 sistemleri ile tespit edilmistir. A. baumannii ve P. aeruginosa
icin VITEK 2 AST-N326 Gram negatif/Non-fermentatif antibiyotik duyarhlik kart1 (BioMerieux,
Fransa), K pneumoniae icin VITEK 2 AST-N325 Gram negatif/Non-fermentatif antibiyotik
duyarhlik kart1 (BioMerieux, Fransa) kulanilarak firmanin 6nerdigi sekilde ¢alisiimis ve VITEK 2
cihazinda minimal inhibitér konsantrasyonlar: tespit edilmistir. VITEK 2 antibiyotik duyarhlik
panellerinde kolistin sulandirimi 5 kuyucukta 0.5-2-4-8-16ug/mL seklindedir. izolatlarin diger
sistem MicroScan cihazi (Beckman Coulter, CA, USA) ile kolistin MIK belirlemek icin Gram
negatif/Non-fermentatif antibiyotik duyarlilik panelleri kullanilmistir. Firmanin o6nerdigi
prosediire gore calisilarak MicroScan cihazinda (Beckman Coulter, CA, USA) degerlendirilmistir.
MicroScan antibiyotik duyarlilik panellerinde ise kolistin sulandirim1 2 kuyucukta 2 ve 4 pg/mL

seklindedir.
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Duyarlilik testlerinin sonuglari EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) kriterlerine gore duyarli, orta duyarhh ve direncli olarak kategorize
edilmistir. Ayrica direnci dogrulamak ve kolistin MiK degerini belirlemek icin referans test olan
sivi mikrodiliisyon testi calisilmistir. Standart sus olarak, Escherichia coli ATCC 25922 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 susu kullanilmistir. Ayrica kolistine dogal direngli olan
laboratuvarimizda izole ettigimiz Proteus mirabilis susu da c¢alismanin kontrolii igin
kullanilmistir.

A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa olarak tiplendirilen imipenem, meropenem
veya ertapenem en az birine direncli tespit edilen izolatlar, calisma yapilincaya kadar %16

gliserol iceren triptik soy buyyon besiyerinde -20°C’de saklanmuistir.

Sekil 3.1.VITEK 2 Cihaz1 (BioMerieux, Fransa).

Sekil 3.2.VITEK 2 Antibiyotik duyarlilik kart1 (BioMerieux, Fransa)
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Sekil 3.5.MicroScan antibiyotik duyarlilik panelleri (Beckman Coulter, CA, USA).
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3.3.2. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi

Bu yonteminde Katyon ayarli Mueller Hinton Broth kullanildi. Bu test, 96 kuyucuklu U-
tabanli mikroplaklarda c¢alisildi. Calisma 6ncesi hazirlanan antibiyotik stok soliisyonundan

CLSI'da verilen tabloya gore seri sulandirim yapildi (Tablo 3.2) (7).

Tablo 3.2. Siv1 diliisyon yontemi icin kullanilan antimikrobiyal sulandirim semasi [7]. (KAMBH:
Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth)

Stok Soliisyon Antibiyotik (sulandirim | KAMBH (sulandirim | Test
kismi/miktari) kismi/miktari) Konsantrasyonu

5120 pg/Ml 1Ml 9 mL 512 pg/mL

512 pg/Ml 1 mL 1 mL 256 pg/mL

512 pg/mL 1 mL 3 mL 128 pg/mL

512 pg/Ml 1 mL 7 mL 64 pg/mL

64 pg/Ml 1 mL 1 mL 32 pg/mL

64 pg/Ml 1 mL 3 mL 16 pg/mL

64 pg/mL 1 mL 7 mL 8 ng/mL

8 ng/mL 1 mL 1 mL 4 ug/mL

8 ug/mL 1 mL 3 mL 2 ug/mL

8 ug/mL 1 mL 7 mL 1 pg/mL

1 pg/mL 1 mL 1 mL 0.5 pg/mL

1 pg/mL 1 mL 3 mL 0.25 pg/mL

1 pg/Ml 1 mL 7 mL 0.125 pg/mL

Ana tiipe 2250 pl katyon ayarh Mueller Hinton Broth besiyeri ve 250 pl kolistin eklendi.
Tiip vortekslendi ve mikroplaktaki her kuyucuga 100 pl Mueller Hinton Broth dagitildi. Ana
tiipten her kuyucugun ilk sirasina 100 pl besiyeri pipetaj yapilarak eklendi. Kuyucuklarda
bulunan 200 pl hacim, seri dilisyonlar yapilarak pipetajlandi ve kuyucuklardaki son hacim 100
ul oldu. ilk kuyucuktan itibaren seri diliisyon yapilarak 64 ile 0,03 pg/mL kolistin
konsantrasyonu olacak sekilde 12 kuyucukta seri diliisyon yapildi. Her bakteri i¢in hazirlanan
cam tiiplere 2500 mL steril distile su eklendi.

Oze ile saf koloni alinarak tiipiin icerisine eklendi ve tiip vortekslendi. 0,5 McFarland
yogunlugunda (1x108 CFU/mL) bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon 1/20 diliie
edildi ve boylece 5x10¢ CFU/mL bakteri slispansiyonu elde edildi. Her bakteri icin hazirlanan
cam tiiplere 2375 mL steril distile su eklendi. 0,5 McFarland yogunlugunda (1x108 CFU/mL)

hazirlanmis bakteri slispansiyonu, 125 pl hazirlanan tiiplere aktarildi ve vortekslendi. Bu
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stispansiyon 1/20 diliie edilmis oldu ve boylece 5x106 CFU/mL bakteri siispansiyonu elde edildi
(125 pl 0,5 McFarland bakteri siispansiyonu + 2,375 mL steril distile su).

Her kuyucuga lireme kontroliinii degerlendirmek icin resazurin ¢ozeltisinden 10 pl
eklendi. Plaklarin etrafi stre¢ film ile kaplanip 35°C’de 16-20 saat inkiibe edildikten sonra
kuyucuklarda renk degisikliginin olup olmamasina gére, mavi rengin pembeye donlismesi
ireme oldugunu géstermektedir. Uremenin olmadig1 son kuyucuk antibiyotigin MiK degerini

vermektedir.

Kontroller:

Her bakteri icin pozitif kontrol calisildi.
Besiyeri icin negatif kontrol ¢alisild.
Kalite kontrol i¢in standart suslar;

Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas auroginosa ATCC 27853 ¢alisildi.

3.4. istatistik Analiz

75 adet karbapenem direncli Gram negatif bakterilerin sivi mikrodiliisyon, VITEK 2,
MicroScan cihaz ile tespit edilen kolistin MiK degerleri Kappa testine gére analiz edilmistir. Siv1
mikrodiliisyon yéntemi referans yéntem olup, VITEK 2 ve MicroScan kolistin MiK sonuglari bu
yontemle degerlendirilmistir.

Kappa degerine gore test sonuglar1 yorumlanmaktadir. Kappa degerini; <0 ise kot
uyum, 0.01-0.20 aralig1 6nemsiz diizeyde uyum, 0.21-0.40 aralig1 zayif diizeyde uyum, 0.41-0.60
aralig1 orta diizeyde uyum, 0.61-0.80 aralig1 iyi diizeyde uyum, 0.81-1 aralig1 ¢ok iyi diizeyde

uyum olarak yorumlanir.

Tablo: 3.3. Kappa degerlerine gore uyum diizeylerinin yorumlanmasi.

Kappa degeri Yorumu

<0 Kot uyum

0.01-0.20 Onemsiz diizeyde uyum
0.21-0.40 Zayif diizeyde uyum
0.41-0.60 Orta diizeyde uyum
0.61-0.80 lyi diizeyde uyum
0.81-1 Cok iyi diizeyde uyum
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4. BULGULAR
4.1. izolatlarin Kliniklere Gére Dagilim

Karbapenem direngli A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa izolatinin kliniklere
gore dagilimi; 36’s1 (%48) dahili kliniklerden, 18'i (%24) genel yogun bakim, 18'i (%24) cerrahi

kliniklerden ve 3’niin (%4) ¢esitli poliklinikler oldugu gorilmektedir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. izolatlarin kliniklere gore dagilim.

Klinik izolat (Say1) Yiizde (%)
Dahili Klinikler 36 48

Genel Yogun Bakim 18 24

Cerrahi Klinikler 18 24

Cesitli Poliklinikler 3 4

Toplam 75 100

4.2.izolatlarin Materyallere Gére Dagilimi

Izolatlarin 25'i (% 33,3) idrar érneklerinden, 15’i (%20) trekeal aspirattan, 10’'u (%13,3)
yara Orneklerinden, 6’s1 (%8) kateter idrar 6rneginden ve 4’ (%5,3) doku ve periferik kan

orneklerinden, 11'i (%14,5) diger 6rneklerden izole edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2.izolatlarin materyallere gore dagilimu.

Materyal Say1 Yiizde (%)
Idrar 25 33,3
Trekeal aspirat 15 20
Yara 10 13,3
Kateter idrari 6 8
Doku 4 5,3
Periferik kan 4 5,3
Balgam 3 4
Akint1 3 4
Surinti 2 2,6
Safra 1 1,3
Abse 1 1,3
Kateter 1 1,3
Toplam 75 100
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4.3. Siv1 Mikrodiliisyon, MicroScan ve VITEK 2 ile MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Karbapenem direncli 25 adet A. baumannii, 25 adet K. pneumoniae, 25 adet P.
aeruginosa olmak Uzere 75 izolatin kolistine karsi duyarhliklart sivi mikrodiliisyon Resazurin
mikrotitre plak yontemi [Resazurin Microtitre Assay (REMA)], otomatize sistem MicroScan
[Beckman Coulter, CA, USA] ve VITEK 2 (BioMerieux, Fransa) kullanilarak test edilmistir.

Sivi mikrodiliisyon yonteminde plaklar inkiibasyon siiresi sonunda degerlendirilerek
kolistin MIK degerleri tespit edilmistir. MIK; Mikroorganizmanin iiremesini engelleyen
minimum antibakteriyal ilag¢ konsantrasyonudur. Kuyucuklardaki renk degisimini
gozlemleyebilmek icin bu calismada Resazurin ¢ozeltisi kullanilmistir. Kuyucuklarda pembe
renk degisimi tireme oldugunu gostermektedir. Renk degisiminin olmadig1 bir 6nceki kuyu en
diisiik antimikrobiyal ila¢ konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Her bir test yonteminde
bulunan kolistin icin Minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri EUCAST sinir degerlerine

gore MIK: <2 mg/L ise duyarl;, MIK: >2 mg/L ise direngli olarak degerlendirilmistir [8].

Sekil 4.1. Izolatlarin s1ivi mikrodiliisyon yéntemi ile kolistin MIK sonuglarinin degerlendirilmesi.
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Tablo 4.3. Sivi mikrodiliisyon ve otomatize iki sistemle elde edilen MIK degeri ve duyarlilik

sonuglar1 (AB: Acinetobacter baumannii, KP: Klebsiella pneumoniae, PA: Pseudomonas
aeruginosa, Cl: Kolistin).
KOLISTIN MiK SONUCLARI
IZOLAT | MICROSCAN | MICROSCAN | VITEK2 | VITEK2 | DiLUSYON | DiLUSYON CI
MiK (| MiK CI MIK
AB1 <2 S 16 R 64 R
AB2 >4 R 0.5 S 16 R
AB3 <2 S 0.5 S 0.5 S
AB4 <2 S 0.5 S 0.25 S
AB5 <2 S 0.5 S 0.25 S
AB6 <2 S 0.5 S 32 R
AB7 <2 S 0.5 S 8 R
ABS >4 R 0.5 S 8 R
AB9 <2 S 16 R 64 R
AB10 >4 R 0.5 S 0.25 S
AB11 <2 S 0.5 S 0.25 S
AB12 > 4 R 0.5 S 0.0625 S
AB13 <2 S 0.5 S 0.25 S
AB14 <2 S 16 R 64 R
AB15 <2 S 4 R 64 R
AB16 <2 S 8 R 64 R
AB17 <2 S 0.5 S 64 R
AB18 <2 S 0.5 S 32 R
AB19 <2 S 0.5 S 64 R
AB20 <2 S 0.5 S 0.0625 S
AB21 <2 S 0.5 S 0.0625 S
AB22 <2 S 0.5 S 0.0625 S
AB23 <2 S 0.5 S 0.0625 S
AB24 <2 S 0.5 S 0.125 S
AB25 <2 S 0.5 S 0.125 S
KP1 <2 S 0.5 S 0.125 S
KP2 <2 S 0.5 S 0.125 S
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KP3 >4 R 16 R 32 R
KP4 <2 S 0.5 S 0.125 S
KP5 <2 S 0.5 S 0.5 S
KP6 >4 R 2 S 4 R
KP7 >4 R 16 R 32 R
KP8 >4 R 0.5 S 0.25 S
KP9 <2 S 0.5 S 0.25 S
KP10 <2 S 0.5 S 0.125 S
KP11 <2 S 0.5 S 0.125 S
KP12 >4 R 0.5 S 0.125 S
KP13 >4 R 16 R 64 R
KP14 <2 S 0.5 S 0.5 S
KP15 >4 R 2 S 16 R
KP16 <2 S 0.5 S 0.125 S
KP17 <2 S 0.5 S 0.25 S
KP18 <2 S 0.5 S 0.25 S
KP19 >4 R 8 R 32 R
KP20 <2 S 0.5 S 0.0625 S
KP21 >4 R 0.5 S 64 R
KP22 >4 R 2 S 8 R
KP23 >4 R 16 R 64 R
KP24 <2 S 0.5 S 0.0625 S
KP25 >4 R 0.5 S 0.5 S
PA1 <2 S 0.5 S 0.5 S
PA2 <2 S 0.5 S 0.5 S
PA3 >4 R 0.5 S 4 R
PA4 >4 R 0.5 S 8 R
PA5 <2 S 0.5 S 1 S
PA6 <2 S 0.5 S 1 S
PA7 <2 S 0.5 S 0.5 S
PAS8 <2 S 0.5 S 0.0625 S
PA9 <2 S 0.5 S 0.25 S
PA10 <2 S 0.5 S 0.25 S
PA11 <2 S 0.5 S 0.5 S
PA12 <2 S 0.5 S 0.25 S

30




Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

PA13 <2 S 0.5 S 1 S
PA14 <2 S 0.5 S 0.25 S
PA15 <2 S 0.5 S 0.5 S
PA16 <2 S 16 R 0.5 S
PA17 >4 R 16 R 64 R
PA18 <2 S 16 R 16 R
PA19 <2 S 4 R 64 R
PA20 <2 S 0.5 S 0.25 S
PA21 >4 R 0.5 S 32 R
PA22 <2 S 0.5 S 2 S
PA23 <2 S 0.5 S 1 S
PA24 <2 S 0.5 S 0.5 S
PA25 <2 S 0.5 S 1 S

4.4. Karbapenem Direngli izolatlarin Kolistin MiK Sonuglar1 Sivi Mikrodiliisyon ve Ticari

Yontemlerle Karsilastirilmasi

Karbapenem direncli 25 A. baumannii izolatinin, MicroScan ile izolatlarin 4'G (%16)
kolistine direncli, 21'i (%84) duyarl, VITEK 2 ile izolatlarin 5'i (%20) kolistine direncli, 20’si
(%80) duyarli bulunmustur. Referans yontem sivi mikrodiliisyon ile bu izolatlarin 13’ (%52)
kolistine direngli, 12’si (%48) duyarl bulunmustur (Tablo 4.4.).

Karbapenem direngli 25 K. pneumoniae izolatinin, MicroScan ile izolatlarin 12’si (%48)
kolistine direncli, 21’i (%52) duyarl, VITEK 2 ile izolatlarin 5’i (%20) kolistine direncli, 20’si
(%80) duyarli bulunmustur. Referans yontem sivi mikrodiliisyon ile bu izolatlarin 9'u (%36)
kolistine direngli bulunurken, 16’s1 (%64) duyarli bulunmustur (Tablo 4.4.).

Karbapenem direncli 25 P. aeruginosa izolatinin, MicroScan ile izolatlarin 4’4 (%16)
kolistine direncli, 21'i (%84) duyarli, VITEK 2 ile izolatlarin 4’ (%16) kolistine direngli, 21’i
(%84) kolistine duyarl bulunmustur. Referans yontem sivi mikrodiliisyon ile bu izolatlarin 6’s1
(%24) kolistine direngli, 19’u (%76) duyarl bulunmustur (Tablo 4.4.).

Referans yontem sivi mikrodiliisyon ile ¢alismaya dahil edilen 75 izolatin 47’si (%63)
kolistine duyarly, 28’i (%37) direngli bulunmustur. VITEK 2 ile 61'i (%81) kolistine duyarh ve
14’0 (%19) direngli, MicroScan ile 551 (%73) kolistine duyarli, 20’si (%27) direncli
bulunmustur (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.4. izolatlarin kolistin MIK degerlerinin MicroScan, VITEK 2 ve sivi mikrodiliisyon

yontemiyle karsilastirilmasi.

izolatlar (n=75) Microscan Vitek 2 Kolistin | Siv1 Mikrodiliisyon
Kolistin MiK MIK Kolistin MiK
R(n/%) |S(n/%) |R(n%) | S (/%) |R (n/%) | S (n/%)
Acinetobacter baumannii (25) 4 (16) |21 (84) |5 (20) |20 (80) |13 (52) | 12 (48)
Klebsiella pneumoniae(25) 12 (48) | 13(52) | 5(20) 20 (80) | 9(36) 16 (64)
Pseudomonas aeruginosa (25) 4 (16) 21(84) | 4(16) 21(84) | 6(24) 19 (76)
Toplam (75) 20 (27) | 55(73) [14(19) |61(81) |28(37) | 47 (63)

Sivi mikrodiliisyon yontemi referans alinarak, karbapeneme direncli izolatlarin
MicroScan ve VITEK 2 sistemlerinin kolistine duyarhiligi ve o6zgilligi Kappa testi ile
degerlendirilmistir. MicroScan sistemi; A. baumannii icin %84.62 duyarli, %16.67 ozgiil, K
pneumoniae i¢in %81.25 duyarli, %100 ozgiil, P. aeruginosa i¢in %100 duyarli, %57.14 6zgiil
oldugu gozlenmistir. Microscan sistemi, 75 izolatta %86.38 duyarli, %53.57 ozgiilliikte
bulunmustur (Tablo 4.5.).

VITEK 2 sistemi; A. baumannii i¢gin %65 duyarli, %100 6zgiil, K. pneumoniae i¢in %80
duyarli, %100 o6zgiil, Pseudomonas aeruginosa i¢in %85 duyarli, %80 o6zgiil sahip oldugu
gozlenmistir. VITEK 2 sistemi 75 izolatta %97.87 duyarly, %50 o6zgiilliikte bulunmustur
(Tablo4.5.).

Tablo 4.5. izolatlarinin MicroScan ve VITEK 2 duyarhlik ve 6zgiilliik sonuclar

MICROSCAN CI VITEK 2 CI
Duyarlilik Ozgiilliik Duyarlihik Ozgiilliik
A.baumannii (25) %84.62 %16.67 %65 %100
K. pneumoniae(25) %81.25 %100 %80 %100
P. aeruginosa(25) %100 %57.14 %85 %80
Toplam (75) %86.39 %53.57 %97.87 %50

Sivi mikrodiliisyon yontemi referans alinarak, MicroScan kolistin duyarliliginin bakteri

tirlerinde uyumu; A. baumannii icin 6nemsiz diizeyde uyum, K. pneumoniae igin iyi diizeyde

uyum, P. aeruginosa i¢in iyi diizeyde uyum oldugu bulunmustur (Tablo 4.6).

32



Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Tablo 4.6. izolatlarin sivi mikrodiliisyon ve MicroScan Kkolistin MiK sonuglarinin Kappa testi ile

analizi.
Sivi mikrodiliisyon CI- Microscan CI
Kappa 0,01
A. baumannii bP

N 25
. Kappa 0,76

K. pneumaniae
N 25
) Kappa 0,66

P. aeruginosa
N 25

Sivi mikrodiliisyon yontemi referans alinarak, VITEK 2 kolistin duyarliliginin bakteri
tiirlerinde uyumu; A. baumannii i¢in orta diizeyde uyum, K. pneumoniae igin iyi diizeyde uyum,

P. aeruginosa igin orta diizeyde uyum oldugu bulunmustur (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. izolatlarin sivi mikrodiliisyon ve Vitek 2 kolistin MIK sonuclarinin Kappa testi ile

analizi.
S1ivi mikrodiliisyon CI- Vitek 2 CI
Kappa 0,43
A. baumannii EP

N 25
. Kappa 0,62

K. pneumaniae
N 25
. Kappa 0,57

P. aeruginosa
N 25

4.5. Karbapenem Direngli izolatlarinda Test Edilen Kolistinin Sivi Mikrodiliisyon ile

Karsilastirildiginda MicroScan ve VITEK 2 i¢cin Hata Oranlari

Bu ¢alismadaki hata oranlari, referans yontem sivi mikrodiliisyon ile direncli, diger test
yontemleri ile duyarli bulundugunda ¢ok biiyiik hata olarak degerlendirilmistir. Referans
yontem ile duyarli, diger test yontemleri ile direngli bulundugunda biiyiik hata olarak
degerlendirilmistir. Sivi mikrodiliisyon yontemiyle duyarli veya direngli, diger test
yontemleriyle orta duyarh bulunmasi kii¢iik hata olarak degerlendirilmistir.

Referans yontem sivi mikrodiliisyonla MicroScan ve VITEK 2 ile elde edilen kolistin

duyarlilik sonuclarinin hata oranlar1 karsilastirilmistir. MicroScan ile Acinetobacter
baumannii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa i¢in kiiglik hata tespit edilmemistir.
Acinetobacter baumannii igin biiyiik hata 2 (%8) izolatta, ¢cok biiyiik hata 10 (%40) izolatta
bulunmustur. Klebsiella pneumoniae i¢in biiyik hata 3 (%12) izolatta bulunmus, ¢ok biiyiik hata

tespit edilmemistir. Pseudomonas aeruginosa i¢in biiylik hata bulunmamistir, ¢ok biiytlik hata 2
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(%8) izolatta bulunmustur. 75 izolatin kolistin duyarliliklar1 sivi mikrodiliisyon yontemiyle
karsilastirildiginda MicroScan i¢in hata oranlari; kiiciik hata orani %0, biiylik hata orani %6 ve
cok biiylik hata orani %16 bulunmustur (Tablo 4.8.). MicroScan sisteminin sivi mikrodiliisyon

yontemiyle karsilastirildiginda kategorik uyumu %83 bulunmustur (Tablo 4.10)

Tablo 4.8. MicroScan hata oranlari.

izolatlar Kiiciik Hata (n/%) | Biiyiik Hata (n/%) | Cok Biiyiik Hata (n/%)
A. baumannii (25) 0 2(8) 10 (40)

K. pneumoniae(25) | 0 3(12) 0

P. aeruginosa (25) | 0 0 2(8)

Toplam (75) 0 5(6) 12 (16)

VITEK 2 ile Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
izolatlarinda kiiciik hata tespit edilmemistir. Acinetobacter baumannii igin biliyiilk hata orani
izolatlarin hi¢birinde bulunmamisken, ¢ok biiyiik hata orani 7 (%28) izolatta bulunmustur.
Klebsiella pneumoniae igin izolatlarin hicbirinde biliyiik hata bulunmamisken, ¢ok biiyiik hata
orani 4 (%16) izolatta bulunmustur. Pseudomonas aeruginosa i¢in biiyiik hata 1 (%4) izolatta
bulunurken, c¢ok biiylik hata 3 (%12) izolatta bulunmustur. Karbapenem direncli 75 izolatin
kolistin duyarlilig1 sivi mikrodiliisyon yontemiyle karsilastirildiginda VITEK 2 i¢in hata oranlari;
kiigiik hata %0, biiylik hata %1.3 ve ¢ok biiyiik hata %18 olarak bulunmustur (Tablo 4.9.) VITEK
2 sistemi sivi mikrodiliisyon yontemiyle karsilastirildiginda kategorik uyumu %85 bulunmustur
(Tablo 4.10).

Tablo 4.9. VITEK 2 hata oranlari.

izolatlar Kiiciik Hata (n/%) | Biiyiik Hata (n/%) | Cok Biiyiik Hata (n/%)
A. baumannii (25) |0 0 7 (28)

K. pneumoniae (25) | 0 0 4 (16)

P. aeruginosa (25) | 0 1(4) 3(12)

Toplam (75) 0 1(1.3) 14 (18)

Tablo 4.10. MicroScan ve VITEK 2 sistemlerinin sivi mikrodiliisyon ile kategorik uyumlari.
(CBH: Cok Biiyiik Hata, BH: Bliyiik Hata, KH: Kii¢iik Hata)

Ticari CBH BH KH HATALAR Kategorik
Sistemler uyum
MicroScan 12 5 0 %17 %83

VITEK 2 14 1 0 %15 %85
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5. TARTISMA

Karbapenemler, etki spektrumu genis, beta-laktamaz enzimlerine direncli olmasi
nedeniyle tedavide siklikla kullanilan antibiyotiklerdir [53]. Karbapenamaz direncli
nozokomiyal ve toplum koékenli GN bakteri enfeksiyonlar1 diinya ¢apinda giderek artmaktadir.
Karbapenem direngli suslarin hastanede yatan hastalar arasinda artan yayilimi endise kaynagi
haline gelmistir [1].

Kolistin, karbapenem direncli Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinin tedavisinde
glinimiizde kullanilmaktadir. Baslangicta kolistinin yiiksek oranda nefrotoksisite ve
norotoksisite etkisi nedeniyle kullanilmasi c¢cok tercih edilmemistir. Ancak son yillarda
karbapenem direncli Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinda artis sebebiyle polimiksin kullanimi
artmaktadir [4]. Kolistin kullaniminin artmasi, diinya ¢apinda kolistin direncinin ortaya
¢ikmasina yol agmistir [5].

Souli ve ark. 2007-2008 yillar1 arasinda 50 K. pneumoniae izolatinda %10 kolistin
direnci saptamuslardir [54]. Italya’da 2013-2014 yillar1 arasinda yillar1 arasinda yapilan
calismada, cesitli hastanelerden toplanan karbapenem direnc¢li K. pneumoniae suslarinda
kolistin direncinin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir [55]. Goel ve ark. 2014 yilinda Hindistan'daki
onkoloji tiinitesinde 24 K. pneumoniae izolatinin kolistine direncli oldugunu bildirmislerdir [56].
Qamar ve ark, 2017 yilinda yaptiklar1 calismada, 251 adet karbapenem direncli
Enterobactericeae izolatinda %15.9 kolistin direnci bildirmislerdir [57]. Kogak ve ark. 2018
yilinda yaptiklar ¢alismada, 81 adet karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarinda %39.51’i
kolistine direngli oldugu tespit edilmistir [58]. Javed ve ark., 2018 yilinda yaptiklar ¢alismada,
131 adet P. aeruginosa izolatinin 31’i kolistine direngli oldugu saptanmistir [59].

Kolistin duyarliliginin saptanmasinda sivi mikrodiliisyon, disk difiizyon, agar diliisyon,
gradiyent testler ve otomatize sistemlerin karsilastirildigi ¢ok sayida calisma yapilmistir.
Kolistin duyarlilik testi yillar icinde degismistir ve halen devam eden bir tartisma konusudur.
Kolistin duyarlilik test yontemleri ile ilgili karsilastirmali ¢alismalarda kullanilan altin standart
yontemleri her zaman ayni degildir, bu durum arastirmacilar icin bir sorun olusturur. Bu
nedenle, bildirilen duyarlilik sonuclar geliskili ve yanilticidir. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Test Komitesi (EUCAST) Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp.
tiirlerinde Kkolistin icin Minimal Inhibitor Konsantrasyon (MIK) belirlenmesinde referans
yontem olarak sivi mikrodiliisyon yontemini 6nermektedir [8]. Disk difiizyon metodu, kolistinin
agara zayif sekilde dagilmasindan dolay1 yanlis sonuclar vermekte ve bu nedenle kullanilmasi
onerilmemektedir [9]. Gradiyent difiizyon yontemi, sivi mikrodilisyon yo6ntemiyle
karsilastirildigi calismalarda yanlis duyarh sonuglar vermesinden dolay: dikkatli yorumlanmasi

gerekmektedir [10].
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Arroya ve ark, 2005 yilinda yaptiklar1 calismada, 115 adet A. baumannii izolatinda
kolistin duyarhligini gradiyent test ve sivi mikrodiliisyon ydntemiyle karsilastirmistir. Bu
calismada gradiyent testin duyarliligimi %90, o6zgilligi %100 oldugu tespit edilmistir.
Gradiyent testin A. baumannii izolatlarinda kolistin direncinin belirlenmesinde giivenilir bir
yontem oldugunu bildirmislerdir [60].

Tan ve ark, 2006 yilinda yaptiklar1 calismada, 172 adet Enterobactericeae,
Acinetobacter spp., P. aeruginosa, S. maltophilia izolatlarinda kolistin duyarliligini gradiyent
test, VITEK 2 sistemi ve referans aldiklar1 agar diliisyon yontemi ile karsilastirilmistir. Agar
diliisyon gradiyent test yontemi karsilastirildiginda kategorik uyumun %82 oldugu ancak hata
oranlarinin fazla oldugu saptanmistir. VITEK 2 sisteminin ¢ok biiyiik hatalara neden oldugu ve
kolistin direncinin saptanmasinda giivenilmez oldugu bildirilmistir [61].

Lo Ten Foe ve ark., 2007 yilinda yaptiklari ¢calismada, 102 adet A. baumannii ve E. clocae
izolatinda kolistin duyarhiligim1 disk difiizyon, agar diliisyon ve VITEK 2 sistemi ile referans
yontem sivi mikrodiliisyon karsilastirilmistir. Agar diliisyon ve VITEK 2 sisteminin sivi
mikrodiliisyon ile yliksek diizeyde kategorik uyum gosterdigi, disk diflizyon yonteminin ¢ok
biiylik hatalara neden oldugu i¢in giivenilir olmadig tespit edilmistir [9].

Somily ve ark, 2010 yilinda yaptiklar1 g¢alismada, ¢ok ilaca direngli 265 adet A.
baumannii, P. aeruginosa, S. maltophilia, B. cepacia izolatlarinda kolistin duyarliligini disk
difiizyon, sivi mikrodilisyon ve gradiyent test yontemlerini karsilastirmistir. Kolistin agar
ylizeyinde yeterince yayilmadigl icin disk diflizyon yontemi gilivenilir bir yontem olmadig
gozlenmistir. Gradiyent testin ise giivenilir ve alternatif bir yontem olarak 6nerilmislerdir [62].

Hindler ve ark., 2010-2011 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada, 107 adet ¢ok ilaca
direncli A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa izolatlarinda kolistin duyarliligini TREK
GNXF Sensititre, agar diliisyon, tiip makrodiliisyon, BMD, polisorbat 80 ekli BMD yontemlerini
referans aldiklar polisorbat-80 ekli BMD ile karsilastirmislardir. Polisorbat 80 ekli BMD ile en
iyi kategorik uyumu TREK GNFX Sensititre yontemi vermistir ve hata oranlar1 gézlenmemistir.
Bu testler, referans alinan yontemle karsilastirildiginda TREK GNFX Sensititre yonteminin
klinik testler i¢in kullanimi uygun goriildigii 6ne siiriilmiistiir. Bu ¢alismada, polisorbat 80 ekli
BMD ile karsilastirildiginda, tiip makrodiliisyon ve agar diliisyonun kategorik uyumun yiiksek
oldugu gozlenmistir. Gradiyent testin kategorik uyumunun diisiik oldugu ve ¢ok biiyiik hata
orani vererek yanlis duyarl sonuglara neden oldugu belirlenmistir. BMD ile karsilastirildiginda
ise kategorik uyumun c¢ok diisiik oldugu saptanmistir ve bu calismada polisorbat-80 ekli
BMD’nin referans ydntem olarak uygulanmasini 6nermislerdir [63].

Giani ve ark, 2012 yilinda yaptiklar1 calismada, ispanya ve Italya’dan toplanan 349 adet
Enterobactericeae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, S. maltophilia, S.

aureus, Koagiilaz negatif stafilokok, enterokok, S. pneumoniae izolatlarinin kolistin
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duyarhliklarimi  Phoenix™ 100 otomatize sistem ve sivi mikrodiliisyon yoOntemiyle
karsilastirmislardir. Kategorik uyumun ytiksek oldugu (%95.2) ve Pseudomonas aeruginosa
izolatlarinda duyarhiligin %100 oldugu gozlenmistir [64].

Rojas ve ark., 2011-2014 yillarn arasinda yapilan calismada, 246 hastadan karbapenem
direngli K. pneumoniae izolatlarinda kolistin duyarhliklarini gradiyent test ve sivi mikrodiliisyon
yontemini karsilastirmistir. Gradiyent testin ¢ok blyiik hata oranlar1 verdigi ve giivenilir
olmadig1 gézlenmistir [65].

Lee ve ark., 2013 yilinda yaptiklar1 calismada, 213 adet A. baumannii izolatinda kolistin
duyarlihgini gradiyent test, MicroScan ve VITEK 2 sistemlerini referans aldiklar1 yontem agar
diliisyonla Kkarsilastirmiglardir. Her ii¢ yontem agar diliisyonla karsilastildiginda kategorik
uyumun yiiksek oldugu belirlemislerdir [66].

Dafopoulou ve ark., 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 61 adet karbapenem direngli A.
baumannii, K. pneumoniae izolatlarinda kolistin duyarlihgin1 Broth Microdilution (BMD),
polisorbat-80 ekli BMD, agar diliisyon, gradiyent test, MiK test strip ve VITEK 2 yéntemlerini
referans yontem BMD ile karsilastirmiglardir. BMD ile polisorbat-80 ekli BMD kategorik
uyumun yiiksek oldugu ancak diisiik MiK degerleri nedeniyle ¢ok biiyiik hata oran1 vermistir.
BMD panellerine polisorbat-80 eklendiginde kolistinin panele yapismasi minimum seviyede
oldugu icin diisiin kolistin MIK degerlerine sebep olmaktadir. Bu ¢alismada agar diliisyon ve
VITEK 2 yontemlerinin referans yontem ile yliksek diizeyde uyumlu oldugu belirlenmistir.
VITEK 2 sistemi kolistine direngli izolatlar1 hizli tespit etmesinden dolay1 kullanish bir
yontemdir ve bu calismada VITEK 2 ¢ok biiylik hata oranlar1 gézlenmemistir. Gradiyent test ve
MIK test strip yontemi referans yontemle karsilastirldifinda diisiikk diizeyde uyum ve c¢ok
biiylik hatalara neden oldugundan bu test yontemleri daha az giivenilir yontemlerdir [10].

Nhung ve ark, 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 241 adet ¢ok ilaca direncli A.
baumannii, P. aeruginosa ve Enterobactericeae izolatlarinda kolistin duyarlihigini gradiyent
difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemi ile karsilastinlmistir. Iki yontem arasindaki kategorik
uyum oranlar1 A. baumannii ve Enterobacteriaceae izolatlar1 i¢in %100, P. aeruginosa izolatlari
icin %98 olarak bildirilmistir. Gradiyent testin kullanimi kolay ve giivenilir bir yontem
oldugunun sonucuna varmiglardir [67].

Chew ve ark, 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 76 adet karbapenem direngli
Enterobactericeae izolatlarinda kolistin duyarliligini Sensititre, MicroScan, VITEK 2 sistemi,
BMD, gradiyent test yontemlerini referans yontem BMD ile karsilastirmislardir. Sensititre ve
MiscroScan sistemleri ile kolistin duyarliliginin %100 oldugu belirlenmis ve ayni zamanda mcr-
1 genin varlig1 test etmek icin ideal ticari sistemler oldugu gézlenmistir. VITEK 2'nin kategorik

uyumu yiiksek seviyede oldugu belirlenmis ve bu c¢alismada hata oranlar1 gézlenmemistir.
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Gradiyent test yonteminin ise BMD ile kategorik uyumun diisiik oldugu saptanmistir ve ¢ok
biiylik hatalara neden oldugu tespit edilmistir [4].

Simar ve ark., 2017 yilinda yaptiklar1 calismada, 143 adet Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosave Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter
spp.) familyasindan izole edilen izolatlar kolistin duyarlilig1 sivi mikrodiliisyon ve gradiyent test
yontemiyle karsilastirilmistir.Kategorik uyumun diisiik oldugunu ve ¢ok biiytik hatalara neden
olmasindan dolay1 bu calismada gradiyent test yontemi dnerilmemistir [68].

Matuschek ve ark., 2017 yilinda yaptiklar1 calismada, 75 adet E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, Acinetobacter spp. izolatlarinda kolistin duyarlihgi Sensititre, MICRONAUT-S,
MICRONAUT MIK-Strip, SensiTest, UMIC, gradiyent test ve MIK test strip sistemlerini sivi
mikrodiliisyon ile karsilastirilmistir. Calismada ticari sistemlerden en iyi kategorik uyum
gosteren Sensitite, MICRONAUT-S ve MICRONAUT MIK Striplerin oldugu gézlenmistir. MIK test
strip ve gradiyent test yontemlerinin giivenilir sonuclar vermedigi, hata oranlarinin ytksek
degerlerde oldugu gozlenmistir [69].

Javed ve ark., 2018 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, 131 adet P. aeruginosa izolatlarinda
kolistin duyarliligini MICRONAUT-S, SensiTest, Sensititre, Hizli Polimiksin Pseudomonas ve
gradiyent test yontemlerini referans yontem aldiklar1 sivi mikrodiliisyon yontemiyle
karsilastirilmistir. Sivi mikrodiliisyonla en yiliksek diizeyde kategorik uyum goésteren %96
Sensititre sistemi olurken, MICRONAUT-S, SensiTest, Hizli Polimiksin sistemleri de ytliksek
diizeyde uyum gostermistir. Gradiyent test yonteminin uyumu ise diisiik diizeyde oldugu
belirlenmistir [59].

Sinirtag ve ark., 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, ¢esitli klinik drneklerden toplanan
100 adet A. baumannii izolatlarinda kolistin duyarhihigini disk difiizyon, gradiyent difiizyon ve
siv1 mikrodiliisyon yontemleriyle karsilastirmistir. Bu li¢ yontem ile A. baumannii izolatlarinin
kolistine %100 duyarli oldugu saptanmistir [70].

Tlzemen ve ark., 2016-2017 yillarinda yaptiklar1 ¢alismada, 50 adet Phoenix™ sistemle
kolistine direngli saptanan A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa izolatlar1 gradiyent
difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleriyle karsilastirilmistir. Phoenix™ sisteminin {i¢
bakteri tiri igcin kategorik uyumu %92 saptanirken, gradiyent testte bu kategorik uyum
%20’dir. Bu c¢alismada Phoenix™ sisteminde 50 adet diren¢li bulunan izolatlar, sivi
mikrodillisyon ile 46’s1 direngli bulunmustur. Bu sistem kolistin direncini iyi bir sekilde

belirlemekte ve sivi mikrodiliisyon ile kategorik uyumu c¢ok yiiksek diizeydedir [71].
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Tablo 5.1. Literatiirlerde yayinlanan ¢alismalarda kolistin duyarliliinim1 saptamak icin farklh

test yontemlerinin karsilastirmali analizi. (AD: Agar diliisyon, DD: Disk Difiizyon, CA: Categorical
Agreement, CBH: Cok Biiyiik Hata, TM: Tiip Makrodiliisyon P-80 BMD: Polisorbat-80 ekli Broth

Microdilution)
Arastir Yil izolatlar Yontemler Referans CAYiiksek CBH
macilar Yontem Olan
Yontemler
Arroya | 2005 115 adet A. Gradiyent BMD Gradiyent test | -
ve ark. baumannii test, BMD
Tanve | 2006 172 Gradiyent | Agar diliisyon | Gradiyent test Vitek 2
ark. Enterobactericeae, | test, Vitek 2,
Acinetobacter spp., Agar
P. aeruginosa, S. diliisyon
maltophilia
Lo ten 2007 102 adet A. DD, AD, BMD Agar diliisyon DD
foe ve baumannii, E. Vitek 2, ve Vitek 2
ark. clocae BMD
Somily | 2010 265 adet A. DD, BMD, BMD Gradiyent test DD
ve ark. baumannii, P. Gradiyent
aeruginosa, S. test
maltophilia, B.
cepacia
Hindler | 2010- 107 adet A. AD, TM, P-80 BMD TREK GNXF Gradiyent
ve ark. 2011 baumannii, K. BMD, P-80 Sensititre, test
pneumoniae, P. BMD, TREK BMD, TM, AD
aeruginosa GNXF
Sensititre
Gianive | 2012 349 adet Phoenix™ BMD Phoenix™ 100 -
ark. Enterobactericeae, 100, BMD
Pseudomonas
aeruginosa,
Acinetobacter
baumannii, S.
maltophilia, S.
aureus, Koagiilaz
negatif stafilokok,
Enterokok, S.
pneumoniae
Rojas | 2011- 246 adet K. Gradiyent BMD - Gradiyent
veark. | 2014 pneumoniae test, BMD test
Leeve | 2013 213 adet A. VITEK 2, AD VITEK 2, -
ark. baumannii MicroScan, MicroScan
AD
Dafopo | 2015 61 adet A. BMD, P-80 BMD AD, VITEK 2 Gradiyent
ulou ve baumannii, K. BMD, AD, test, MIK
ark., pneumoniae MIK test test strip,
strip, BMD P-80
Gradiyent
test, VITEK
2
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Nhung | 2015 241 adet A. Gradiyent BMD Gradiyent test -
ve ark. baumannii, P. test, BMD
aeruginosa,
Enterobactericeae
Chew 2017 76 adet Sensititre, BMD Sensititre, Gradiyent
ve ark. Enterobactericeae Microscan, Microscan, test
VITEK 2, VITEK 2
BMD,
Gradiyent
test
Simar | 2017 143 adet A. Gradiyent BMD Gradiyent
ve ark. baumannii, P. test, BMD test
aeruginosa,
Enterobactericeae
Matusc | 2017 75 adet E. coli, K. Sensititre, BMD Sensitite, Gradiyent
hek ve pneumoniae, P. MICRONAU MICRONAUT- | test, MIK
ark. aeruginosa, T-S, S, SensiTest, test strip
Acinetobacter spp. | MICRONAU MICRONAUT
T MiK-Strip, MIK-Strip
SensiTest,
UMIC,
Gradiyent
test, MIK
test strip,
BMD
Javed 2018 131 adet P. MICRONAU BMD Sensititre, Gradiyent
ve ark. aeruginosa T-S, MICRONAUT- test
SensiTest, S,
Sensititre, SensiTest,
Hizh Hizhi
Polimiksin Polimiksin
testi, BMD testi

Tablo 5.2. Tiirkiye'de yayinlanan calismalarda kolistin duyarliliginim1 saptamak igin farkl test

yontemlerinin karsilastirmali analizi.

Arastirm | Yil izolatlar Yontemler Referans CA Yiiksek CBH
acilar Yéntem Olan
Yontemler
Sinirtas | 2009 100 adet A. Gradiyent BMD Gradiyent -
ve ark. baumannii difiizyon, diftizyon, DD
DD, BMD
Tizemen | 2017 50 adet A. Phoenix™, BMD Phoenix™ Gradiyent
ve ark. baumannii, P. Gradiyent test
aeruginosa, K. test, BMD
pneumoniae
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Bu tez calismasinda, sivi mikrodiliisyon yontemiyle 75 adet karbapenem direngli Gram
negatif bakteri izolatinin 28’i (%37) sivi mikrodiliisyon yontemiyle kolistine direngli
bulunmustur. Kolistine direncli bulunan bu izolatlarin 20’si MicroScan ve 14’ii VITEK 2 sistemi
ile kolistine direngli bulunmustur. MicroScan 8 izolati, VITEK 2 ise 14 direncli izolat1 tespit
edememistir. MicroScan ¢ok biiylik hata orani %16, VITEK 2 ile %18 olarak bulunmustur. Bir
testte cok biliylik hatanin meydana gelmesi, yanlis duyarli sonuclara neden olmaktadir. Bu
calismada kullanilan MicroScan ve VITEK 2 sistemlerinin ¢ok biiyiik hata oranlarin birbirine
yakin sonuglar verdigi gozlenmistir. Sivi mikrodiliisyon ile 47 izolat duyarl bulunmus, bunlarin
55’i MicroScan ile 61'i VITEK 2 ile direng¢li bulunmustur. MicroScan i¢in biiytik hata orani %6
iken, VITEK 2 icin biiylik hata oram1 %1.3 oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada MicroScan ve
VITEK 2 sonuglarinin kategorik uyumu sivi mikrodiliisyonla sirasiyla %83 ve %85 bulunmustur.
Hastalara uygun kolistin tedavisinin yapilabilmesi i¢cin, hata oranlarinin en az seviyede oldugu,
ozgiilliik ve duyarlilig: yiiksek ve tekrarlanabilir bir duyarlilik test yontemi tercih edilmelidir.

Bu tez calismasinda, referans yontem sivi mikrodillisyon ile MicroScan ve VITEK 2
kolistin duyarhliklar karsilastirildiginda, her iki yontem icin yliksek diizeyde duyarlilik tespit
edilmistir. Bu calismada, MicroScan ve VITEK 2 sistemlerinin 6zgtlliigli diistik ve birbirine yakin
degerler elde edilmistir. iki ticari sistem icin kolistin duyarhlik ve 6zgiilliikleri referans
yontemle karsilastirildiginda birbirine yakin degerler verdigi gézlenmistir. Her iki sistemde
duyarhiliklart ¢ok iyi ancak ozgulliikleri disiiktir. Ticari yontemlerin sivi mikrodiliisyon ile
uyumunu Kkarsilastirmak icin istatistik analizi kappa testi ile yapilmistir. Bunun sonucu
MicroScan ile A. baumannii 6nemsiz diizeyde uyum, K. pneumoniae i¢in iyi diizeyde uyum, P.
aeruginosa icin iyi diizeyde uyum oldugu bulunmustur. Vitek 2 ile A. baumannii orta diizeyde
uyum, K. pneumoniae i¢in iyi diizeyde uyum, P. aeruginosa icin orta dizeyde uyum oldugu
bulunmustur.

Kolistin duyarliligin1 saptayabilmek i¢in farkli test yontemleri vardir. EUCAST ve CLSI
ortak oOnerisi referans yontem sivi mikrodiliisyon ydntemidir. Sivi mikrodiliisyon yontemi
genellikle zahmetli ve pahali bir yontem oldugundan rutinde kullanimi zordur. Bunun igin siv1
mikrodilliisyonla es sonug¢ verebilecek, kategorik uyumu yiiksek, dogru direng tespiti
yapabilecek, hizli, gilivenilir, tekrarlanabilen, duyarlihgi ve ozgilligii yiliksek, hata oranlari

diisiik ticari sistemlere ihtiyac¢ vardir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Ozellikle hastanede olusan karbapenem direncli Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda
kolistin tedavide tercih edilmektedir. Bu nedenle kolistin duyarliliginin dogru tespit edilmesi
onemlidir. Bu amacgla EUCAST ve CLSI'nin ortak onerileri sivi mikrodiliisyon yontemidir. Disk
diflizyon, agar diliisyon ve gradiyent test kullanilmasi 6nerilmemektedir. Sivi mikrodiliisyon
testi rutin laboratuvarda kullanimi zahmetli ve maliyeti yliksek oldugundan laboratuvarlarda
siklikla kullanilan otomatize bakteri tanimlama sistemleri bu amacla kullanilabilir. Ancak bu
sistemlerden kategorik uyumu, duyarlilik ve 6zgiilliigli yiiksek sistemler tecih edilebilir. Bu

sistemlerin kalite kontrol suslari ile mutlaka test edilerek kullanilmasi 6nerilebilir.

42



Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

KAYNAKLAR

[1]. Ionescu MI, Neagoe DS, Chiorean C, Dumitras L, Rus A.(2014).Carbapenem Resistance in
Non-Fermentative Bacterial Species and in Enterobacteriaceae Isolates from Hospitalized
Patients in Different Health-Care Settings. Clujul Med 87(4): 235-41.

[2]. Kanj SS, Kanafani ZA. (2011). Current concepts in antimicrobial therapy against resistant
Gram-negative organisms: extended-spectrum [-lactamase-producing Enterobacteriaceae,
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, and multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa.
Mayo Clin Proc86(3):250-259.

[3]. Peleg AY, Seifert H, Peterson DL.(2008).Acinetobacter baumannii: emergence of a successful
pathogen. Clin Microbiol Rev 21:538-82.

[4]. Chew KL, La MV, Lin RTP, Teo JWP. (2017). Colistin and Polymyxin B Susceptibility Testing
for Carbapenem-Resistant and mcr-Positive Enterobacteriaceae: Comparison of Sensititre,
MicroScan, Vitek 2, and Etest with Broth Microdilution. J Clin Microbiol 55(9):2609-2616.

[5]. Osei Sekyere ], Govinden U, Bester LA, Essack SY. (2016). Colistin and tigecycline resistance
in carbapenemase-producing Gram-negative bacteria: emerging resistance mechanisms and
detection methods. ] Appl Microbiol 121(3):601-17.

[6]. Li J, Nation RL, Milne RW, Turnidge JD, Coulthard K. (2005). Evoluation of colistin as an
agent againts multi-resistant gram-negative bacteria. Int | Antimicrob Agents25:11-25.
[7].Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 28th Edition. M100 CLSI
document M100-S27.

[8]. Recommendations for MICdetermination of colistin (polymyxin E) As recommended by the
joint CLSI-EUCAST Polymyxin Breakpoints Working Group. EUCAST 2016; 22.

[9]. Lo-Ten-Foe ]JR, de Smet AM, Diederen BM, Kluytmans JA, van Keulen PH. (2007).
Comparative evaluation of the VITEK 2, disk diffusion, Etest, broth microdilutioni and agar
dilution susceptibility testing methods for colistin in clinical isolates, including heteroresistant
Enterobacter cloacae and Acinetobacter baumannii strains. Antimicrob Agents Chemother
51(10):3726-30.

[10]. Dafopoulou K, Zarkotou O, Dimitroulia E, et al. (2015). Comparative evaluation of colistin
susceptibility testing methos among carbapenem-nonsusceptible Klebsiella pneumonia and
Acinetobacter baumannii clinical isolates. Antimicrob Agents Chemother 59(8):4625-30.

[11]. Bergogne-Berezin E. Importance of Acinetobacter spp. Ed: Bergogne-Berezin E.
Acinetobacter Biology and Pathogenesis; 1-85, Springer, Paris, France 2008.

[12]. Basustaoglu A, Ozyurt M. (1998). Nozokomiyal patojen olarak Acinetobacter’lerin
mikrobiyolojik, klinik ve epidemiyolojik ézellikleri. Hastane Infeksiyonlari Dergisi2:88-93.

[13]. Winn ], Stephen A, William |, Elmer K, Gary P, Schreckenberger P. Gail Woods Koneman'’s
Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology. 6 ed., Lippincott;Washington, Williams &
Wilkins 2006: 353-355.

[14]. Seifert H, Baginski R, Schulze A, Pulverer G. (1993). The distribution of Acinetobacter
species in clinical culture materials. Zentralbl Bakteriol 279:544-552.

[15]. French GL, Philips I. Antimicrobial resistance in hospital and nosocomial infections. In:
Mayhall CG (ed). Hospital Epidemiology and Infection Control. 2nd ed. Lippincontt; Philadelphia,
Wiliams & Wilkins, 1999: 1243-64.

[16]. Murray P.R., Baron E.J., Pfaller M.A,, Jorgenseni J.H., Landry M.L. 9. E.d. Atlas Yayincilik;
Ankara, 2008;770-802.

[17].Park SY, Choo JW, Kwon SH, Yu SN, Lee EJ, Kim TH, et al. (2013). Risk Factors for mortality
in Patients with Acinetobacter baumannii Bacteremia. Infect Chemother 45(3);325-30.

[18]. Bahar IH, Esen N. Acinetobacter Tiirleri ve Diger Gram Negatif Nonfermantatif Basiller. In:
Topgu WA, Soyletir G, Doganay M, eds. Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi. 3 ed. Nobel
Tip Kitabevleri; istanbul, 2008:2195-201.

[19]. Akalin H. Cogul Direngli Gram Negatif Bakteriler, Ed: Doganay M, Unal S. Hastane
Infeksiyonlar1. Bilimsel Tip Yayinevi; Ankara, 2003:269-287.

[20]. Ustagelebi S. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Glines Kitapevi; Ankara,1999; 472-74.

43



Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

[21]. Paterson DL. (2006). Resistance in gram-negative bacteria Enterobactericeae. Am | Infect
Control 34:20-8.

[22]. Sligl W, Taylor G, Brindley PG. (2005). Five years of nosocomial Gram-negative bacteremia
in a general intensive care unit: epidemiology, antimicrobial susceptibility, and outcomes. Int J
Infect Dis 10: 320-325.

[23]. Ustagelebi S. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Giines Kitapevi; Ankara, 1999; 509-511.

[24]. Bilgehan H. Klinik Mikrobiyoloji. Ozel Bakteriyoloji ve Bakteri Enfeksiyonlari, 9 ed. Izmir:
Fakiilteler Kitapevi; 1996; 56-64.

[25]. Aydogan H, Basustaoglu A. (2000). Nozokomiyal patojen olarak Klebsiella tirlerinin
mikrobiyolojik, klinik ve epidemiyolojik 6zellikleri. Hastan Infeks Derg 4: 135-43.

[26]. Hill EB, Henry DA, Speert DP. Pseudomonas. Murray PR, Boran EJ, Jorgensen JH, Landry ML,
Pfaller MA. Manual of Clinical Microbiology. 9 ed. Atlas kitapecilik; Ankara, 2009; 734-743
[27].Vahaboglu H, Akhan S. P. aeruginosa ve diger Pseudomonas tiirleri. in: Topcu AW, Soyletir G,
Doganay M. Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi. Nobel Tip Kitapevi; istanbul, 2008;
2175-2186.

[28]. Ustagelebi S. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Giines Kitapevi; Ankara, 1999; 551-56.

[29]. Ustagelebi S. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji.Giines Kitapevi; Ankara, 1999; 91-94.

[30]. Gir D. (1997). Hastane infeksiyonlarindaénem kazanan gram-negatifbakterilerde
antibiyotiklere diren¢ mekanizmalar1. Hastane Infeksiyonlari Dergisi1:38-45.

[31].Ustacelebi S. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Giines Kitapevi; Ankara, 1999;84.

[32]. Recommendations for MICdetermination of colistin (polymyxin E) As recommended by the
joint CLSI-EUCAST Polymyxin Breakpoints Working Group. 2019 EUCAST.

[33]. Basoli A, Az M, Mazzocchi P, Speranza V, and study group. (1997). Imipenem/silastatin
(1,5 g daily) versus Meropenem (3,0 g daily) in patients with intraabdominal infections: Result
of prospective, randomized, multicentre trial. Scand J Infect Dis 29:503-8.

[34]. Bimbaum ], Kahan FM, Kroop H. (1985). Carbapenems a new class of bata-lactam
antibiotics: Discovery and development of imipenem-cilastatin. Am | Med 78 (Suppl 6A):3-21.
[35]. Yang Y, Bhached N, Bush K. (1995). Biochemical comparison of imipenem, meropenem and
biapenem : Permeability, binding to penicillin proteins, and stability to hydrolysis by beta-
lactamases. | Antimicrob Chemother 35:75-84.

[36]. Edwards JR. (1995). Meropenem: a microbiological overview. ] Antimicrob Chemother 36
(Suppl A):1-17.

[37]. Keating GM, Perry CM. (2005). Ertapenem: a review of its use in the treatment of bacterial
infections. Drugs65:2151-2178.

[38]. El-Gamal MI, Oh CH. (2010). Current status of carbapenem antibiotics. Curr Top
Med Chem 10:1882-1897.

[39]. Sanders, C.C. (1992). Beta-Lactamases of gram-negative bacteria: new challenges for new
drugs. Clinical infectious diseases: an official publication of the Infectious Diseases Society of
America. 14 (5), 1089-1099.

[40].Bradford PA. (2001). Extended-spectrum beta-lactamases in the 21 st century:
Charactarization, epidemiology and detection of this important resistance threat. Clin Microbial
Rev14:933-51.

[41]. Cornaglia G, Mazzariol A, Fontana R. (2000)The astonishing complexity of antibiotics
resistance. Clin Mmicrobial Infect6(Suppl 3):93-4.

[42]. Pool K. (2004). Resistance to beta-lactam antibiotics. Cell Mol Life Sci61:2200-23.

[43]. Murray PR Baron EJ, Jorgensen JH, Landry ML, Mikhael AP. Antibakteriyel Ilaclara Direng
Mekanizmalar1. In: Murray PR Baron E], Jorgensen JH, PfallerMA, Yolken RH eds. Klinik
Mikrobiyoloji. 9 ed. Washington DC: ASM.2009;1114-1145.

[44]. Boisson, M, Gregoire, N., Couet, W.,, & Mimoz, 0. (2013). Colistin in critically ill patients.
Minerva Anestesiologica79:200-208.

[45]. Nation RL, Li ], Cars O, Couet W, Dudley MN, Kaye KS, et al. (2015). Framework for
optimisation of the clinical use of colistin and polymyxin B: the Prato polymyxin consensus.
Lancet Infectious Diseases15:225-34.

44



Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

[46]. Falagas ME, Kasiakou SK. (2005). Colistin: the revival of polymyxins for the management of
the multidrug-resistant gram-negative bacterial infections. Clin Infect Dis40(9):1333-1341.

[47]. Simer S, Dikici N. (2010). Kolistin. Yogun Bakim Dergisi 9(4):182-187.

[48]. Falagas ME, Rafailidis PI, loannidou E et al. (2010). Colistin therapy for microbiologically
documented multidrug-resistant Gram-negative bacterial infections: a retrospective cohort
study of 258 patients. Int ] Antimicrob Agents 35(2):194-9.

[49]. Tripodi MF, Durante-Mangoni E, Fortunato R, Utili R, Zarrilli R. (2007). Comparative
activities of colistin, rifampicin, imipenem and sulbactam/ampicillin alone or in combination
against epidemic multidrug-resistant Acinetobacter baumannii isolates producing O0XA-58
carbapenemases. Int | Antimicrob Agents 30(6):537-40.

[50]. Zavascki AP, Goldani LZ, Li J. (2007). Polymyxin B for the treatment of multidrug-resistant
pathogens: a critical review. | Antimicrob Chemother 60:1206-1215.

[51]. Tran TB. (2016). Pharmacokinetics/Pharmacodynamics of colistin and polmyxin B: are we
there yet? Int ] Antimicrob Agents48(6):592-597.

[52]. Bergen PJ, Li ], Nation RL. (2011). Dosing of colistin-back to basic PK/PD. Current Opinion
in Pharmacology 11:464-469.

[53]. European Centre for Disease Prevention and Control. Summary of the latest date on
antibiotic resistance in the European Union. 2016 Stockholm: ECDC.

[54]. Souli M, Galani I, Antoniadou A, et al. (2010).An outbreak ofinfection due to beta-lactamase
Klebsiella pneumoniaecarbapenemase 2-producing K. pneumoniae in a Greek University
Hospital: molecular characterization, epidemiology, and outcomes. Clin Infect Dis50(3):364-73.
[55]. Monaco M, Giani T, Raffone M, et al. (2014). Colistin resistance super imposed to endemic
carbapenem-resistant Klebsiella pneumonia: a rapidly evolving problem in Italy, November
2013 to April 2014. Euro Surveill 19(42):pii20939.

[56]. Goel G, Hmar L, De MS, Bhattacharya S, Chandy M. (2014). Colistin-resistant Klebsiella
pneumonia: report of a cluster of 24 cases from a new oncology center in eastern India. Infect
Control Hosp Epidemiol 35(08):1076-1077.

[57]. Qamar S, Shaheen N, Shakoor S, Farooqi ], Jabeen K, Hasan R. (2017). Frequency of colistin
and fosfomycin resistance in carbapenem-resistant Enterobactericeae from a tertiary care
hospital in Karachi. Infect Drug Resist 31;10:231-236.

[58]. Ceren Ozkul Kogak, Giilsen Hazirolan. (2019). Karbapeneme Direncli Klebsiella pneumonia
Klinik izolatlarinda Kolistin Direnci. Tiirk Mikrobiyoloji Cem Derg 49(1):17-23.

[59]. Javed M, Ueltzhoeffer V, Heinrich M, Siegrist HJ, Wildermuth R, Lorenz FR, Neher
RA, Willmann M.(2018). Colistin susceptibility test evaluation of multiple-resistance-level
Pseudomonas aeruginosa isolates generated in a morbidostat device. | Antimicrob Chemother
1,73(12):3368-3374.

[60]. Arroyo LA, Garcia-Curiel A, Pachdn-Ibafiez ME, et al. (2005). Reliability of the E-test
method for detection of colistin resistance in clinical isolates of Acinetobacter baumannii. J Clin
Microbiol43(2): 903-5.

[61]. Tan TY, Ng SY. (2007). Comparison of Etest, Vitekandagardilutionforsusceptibilitytesting
of colistin. Clin Microbiol Infect 13(5): 541-4.

[62].Somily AM. (2010). Comparison of E-test anddiscdiffusionmethodsforthe in vitroevaluation
of theantimicrobialactivity of colistin in multi-drugresistant Gram-negativebacilli. Saudi Med ]
31(5):507-11.

[63]. Hindler JA, Humphries RM. (2013). Colistin MIC variability by method for contemporary
clinical isolates of multidrug-resistant Gram negative bacilli. / Clin Microbiol 51(6): 1678-84.
[64]. Giani T, Morosini MI, D’Andrea MM, Garcia-Castillo M, Rossolini GM, Canton R. (2012).
Assessment of the Phoenix™ automated system and EUCAST breakpoints for antimicrobial
susceptibility testing against isolates expressing clinically relevant resistance mechanisms. Clin
Microbiol Infect18(11): E452-8.

[65]. Rojas LJ, Salim M, Cober E, et al. (2017). Colistin resistance incarbapenem-resistant
Klebsiella pneumoniae: Laboratory detection and impact on mortality. Clin Infect Dis 64(6):711-
8.

45


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Javed%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ueltzhoeffer%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heinrich%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siegrist%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wildermuth%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lorenz%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neher%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neher%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Willmann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30137346

Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

[66]. Lee SY, Shin JH, Lee K, et al. (2013). Comparison of theVitek 2, MicroScan, and Etest
methods with the agar dilution method in assessing colistin susceptibility of blood
streamisolates of Acinetobacter species from a Korean university hospital. J Clin Microbiol
51(6): 1924-6.

[67]. Nhung PH, Miyoshi-Akiyama T, Phuong DM, et al. (2015). Evaluation of the Etest method
for detecting colistin susceptibility of multidrug-resistant Gram-negative isolates in Vietnam. J
Infect Chemother 21(8): 617-9.

[68]. Shelby Simar, BS, Diane Sibley, BS, Deborah Ashcraft, BS, George Pankey, MD. (2017).
Colistin and Polymyxin B Minimal Inhibitory Concentrations Determined by Etest Found
Unreliable for Gram-Negative Bacilli.Ochsner Journall7:239-242.

[69]. E. Matuschek, J. Ahman, C. Webster, G. Kahlmeter. (2018).Antimicrobial susceptibility
testing of colistin-evaluation of sevencommercial MIC products against standard broth
microdilution forEscherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and
Acinetobacter spp. Clin Microbiol Infect Aug; 24(8):865-870.

[70]. Simirtas M, Akalin H, Gedikoglu S. (2009). Investigation of colistin sensitivity via three
different methods in Acinetobacter baumannii isolates with multiple antibiotic resistance. Int J
Infect Dis13(5): e217-20.

[71]. Nazmiye Ulkii Tiizemen, Kadir Efe, Halis Akalin, Ciineyt Ozakin. (2019). Otomatize
Sistemde Kolistin Direnci Saptanan izolatlarin Gradyan Difiizyon Yéntemi ve Sivi Mikrodiliisyon
Yontemiyle Retrospektif Olarak Degerlendirilmesi. Klimik Dergisi 32(1): 57-61.

46



Ceren Hekimoglu, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

O0ZGECMIiS

Adive Soyadi
Dogum Tarihi
E-mail

Ogrenim Durumu

: Ceren Hekimoglu

:19.08.1992

: cerenhkmglu@mersin.edu.tr

Boliim/Program

Derece Universite Y1l
Lisans Biyoloji / Fen Karadeniz Teknik 2010-2014
Universitesi

Yiiksek Lisans Mikrobiyoloji/ Saghk Mersin Universitesi 2017-2019
Bilimleri Enstitusii

Doktora

Gorevler :

Gorev Unvani Gorev Yeri Yil

ESERLER (Makaleler ve Bildiriler)

whNe

47



