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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Kolistin Direncinin Arastirilmasi

Amag: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa
coklu ilag direnci kazanabilen ve enfeksiyonlarinin tedavisinde sorunlar yasanan
bakterilerdendir. Boyle durumlarda son care antibiyotik olarak kullanilan kolistin
direncinin tespiti enfeksiyonun tedavi agisindan onemlidir. Bu calisma, yoremizdeki
enfeksiyonlardan da siklikla izole edilen bu ii¢ bakterinin kolistin direnci hakkinda ilk
bilgileri elde etmek i¢in planlanmustir.

Materyal ve Metot: Calismaya, farkli olgularin gesitli klinik orneklerinden
ardisik olarak izole edilen 91 E. coli, 69 K. pneumoniae ve 37 P. aeruginosa olmak
tizere toplam 197 sus dahil edilmistir. Bakteri izolatlarmin kolistin direnci
mikrodiliisyon yontemiyle arastirildi. Diger antibiyotiklere duyarlilik Mueller-Hinton
agarda disk difiizyon yontemi ya da VITEK® 2 cihazi ile otomatize duyarlilik test
sistemiyle aragtirilmistir.

Bulgular: Kolistinin 32 pg/ml’lik diliisyonunda sadece 1 (%1.1) E. coli susunda
diren¢ gozlenmistir. Klebsiella pneumoniae suslarinda kolistin direnci 16 pg/ml’de;
Pseudomonas aeruginosa suslarinda ise 4 pg/ml ve daha diisiik konsantrasyonlarda
gozlendi. Sonugta, E. coli suslarinin %12.1°1; Klebsiella pneumoniae suslarinin
%11.6’s1 ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin da %5.4’1 kolistin direnci gosterdi. Bu
i bakteride toplam kolistin direncinin %10.7 oldugu tespit edildi. Bu bakterilere en
etkili antimikrobikler imipenem, meropenem, amikasin olmus ancak sefalosporin grubu
antibiyotiklere E.coli suslarinin %4’t, Klebsiella pneumoniae suslarinin yarisindan
fazlas1 ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin sefepim hari¢ yine yarisindan fazlasi
direngli bulundu.

Sonu¢: Gram-negatif bakterilerde kolistin direnci dikkat ¢ekici boyutlardadir.
Erzurum’da idrar yollar1 enfeksiyonlar1 basta olmak iizere c¢esitli mikrobik
hastaliklardan siklikla izole edilen E. coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas
aeruginosa suslarinin diger antibiyotiklere de direngli olusu tedavi seceneklerini
kisitlayan bir sonugtur. Kolistin direncinin yayginlasmamasi i¢in oncelikli olarak diger
antimikrobiklere diren¢ gelisiminin 6niine gegilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal direng, E. coli, Erzurum, Klebsiella

pneumoniae, kolistin, Mikrodiliisyon yontemi, Pseudomonas aeruginosa,.



ABSTRACT

Investigation of Colistin Resistance in Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and
Pseudomonas aeruginosa Strains Isolated from Clinical Samples

Aim: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa are
bacteria that can acquire multi-drug resistance and problems may occur in the treatment
of their infections. In such cases, determining colistin resistance used as a last resort
antibiotic is important in terms of the treatment of the infection. This study was planned
to obtain the first information about the colistin resistance of these three bacteria, which
are frequently isolated from infections in our region.

Material and Method: A total of 197 strains, 91 E. coli, 69 K. pneumoniae and
37 Pseudomonas aeruginosa, which were isolated consecutively from various clinical
specimens of different patients, were included in the study. Colistin resistance of
bacterial isolates was investigated by the microdilution method. Susceptibility to other
antibiotics was investigated by disc diffusion method on Mueller-Hinton agar or by
automated susceptibility testing system with VITEK® 2 device.

Results: Colistin resistance was observed in only 1 (1.1%) E. coli strain at a 32
ug/ml dilution of colistin. Colistin resistance in Klebsiella pneumoniae strains at 16
ug/ml; it was observed in Pseudomonas aeruginosa strains at 4 ug/ml and lower
concentrations. As a result, 12.1% of E. coli strains, 11.6% of Klebsiella pneumoniae
strains and 5.4% of Pseudomonas aeruginosa strains also showed colistin resistance.
Total colistin resistance was found to be 10.7% in these three bacteria. The most
effective antimicrobials against these bacteria were imipenem, meropenem, and
amikacin, but % of the E.coli strains, more than half of the Klebsiella pneumoniae
strains, and more than half of the Pseudomonas aeruginosa strains, excluding cefepime,
were found to be resistant to cephalosporin group antibiotics.

Conclusion: Colistin resistance is remarkable in the Gram-negative bacteria.
The resistance of E. coli, Klebsiella pneumoniae, and Pseudomonas aeruginosa strains,
which are frequently isolated from various microbial diseases, especially urinary tract
infections in Erzurum, to other antibiotics is a result that limits treatment options. In
order for colistin resistance not to become widespread, it is necessary to prevent the
development of resistance to other antimicrobials.

Key Words: Antimicrobial resistance, colistin, E. coli, Erzurum, Klebsiella

pneumoniae, microdilution method, Pseudomonas aeruginosa
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1. GIRIS

Coklu ilaca direngli Gram-negatif bakteri (GNB)’lerde antibiyotik direncinin
artmasi diinya c¢apinda 6nemli saglik sorunlarina neden olmaktadir. GNB’ler arasinda
1970'lerde antibiyotik direncinde goriilen artisin giinlimiizde kritik bir kiiresel krize
dontstiigii; ozellikle de hastane kaynakli olanlarin tedavisinde alternatif tedavinin
giderek smirlanmasina neden oldugu gercegi ile karsi karsiyayiz. Calisma kapsamina
dahil ettigimiz Escherichia coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ve
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) suslarinin ¢oklu ilag direnci gdsteren, hatta
biitiin ilaglara diren¢li suslarinin  ¢oklu direng¢ mekanizmalar1 barindirdigini
belirtilmektedir.*

GNB’lerin florokinolonlar ve aminoglikozidlerin yan1 sira tiim beta-laktamlara
kars1 diren¢ prevalanslarindaki hizli artig, kolistinin tedavi secenegi olarak yeniden

2 Bu bakterilerin (E. coli, K. pneumoniae ve P.

degerlendirilmesine yol a¢mustir.
aeruginosa) yoremiz halkindan siklikla izole edildigi dikkate alindiginda antibiyotik
direnglerinin yakindan takip edilmesi 6nem arz etmektedir. Kliniklerde antibiyotik
direnci goriilen olgularda 6zellikle kolistin (KOL) kullanim1 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
nedenle GNB’lerde KOL direncinin tespit edilmesi tedavi agisindan 6nemli olmaktadir.
Bu diisiinceler 1s1ginda, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen Gram-
negatif patojenin KOL diren¢ durumlarinin arastirilmasi ve bu bakterilerin farkl
yorelerde direng prevalansinin bilinmesi orada alinmasi gereken tedbirler konusunda
onemli bir fikir ve bilgiye sahip olunacagini sdylemek miimkiindiir.

KOL, bakteri zarlarin1 bozarak hiicresel 6liime neden olan polimiksin olarak

bilinen antibiyotiktir. Ilk kez 1947 yilinda kesfedilen eski bir katyonik polipeptit

antibiyotik grubunun bir {iyesidir.® KOL’in kesfinden sonra birkac y1l kullanilmis ancak



ne yazik ki toksik yan etkileri nedeniyle kullanimdan kaldirilmis ancak c¢oklu ilag
direncine sahip GNB’lerin kiiresel yayilimi bu antibiyotigin kullanimin1 yeniden
giindeme getirmistir.

KOL, giinlimiizde P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve karbapenem
direngli Enterobacteriaceae (KDE) gibi bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlari
tedavi etmek icin kullamlmaktadir.* Hayvan ve insan tibbinda yaygm olarak
kullanilmakta olup KDE {iyelerinin neden oldugu siddetli enfeksiyonlar1 olan hastalarda
mevcut son tedavi segeneklerinden biri haline gelmistir.® Bakterilerin KOL direnci
transpoze edilebilir genetik elementler (6rnegin, mer genleri olan plazmidler) iizerinde
kodlanabilir. Ik mobil KOL direnci (mobile colistin resistance = mcr) geni mcr-1, 2015
yilinda tanimlanmis ve giiniimiizde bu say1 mecr-9’a kadar yiikselmistir.® Kromozomal
KOL direncinin, lipopolisakkaridin (LPS) modifikasyonu ile iligkili oldugu
bilinmektedir.” KOL’e direncli bakteri suslarini tespit etmek ve diren¢ mekanizmalarmi
belirlemek i¢in klasik mikrobiyolojiden molekiiler biyoloji yontemlerine kadar ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. Disk duyarlilik testi KOL direncinin saptanmasinda
giivenilmez oldugu ve KOL duyarlilik testi i¢in diliisyon yontemlerinin tercih edilmesi
gerektigi belirtilmektedir.®

Klinik orneklerden elde edilen KOL’e direngli Enterobacteriaceae izolatlarinin
gercek prevalansi hala tam olarak belirlenemedigi; bu konuyu ele alan ¢ok az raporun
bulundugu; enterobakteriyel izolatlarda polimiksin direnci ilk olarak 2013 yilinda
Avrupa antimikrobiyal siirveyans raporuna déahil edilmesine ragmen rapor edilen izolat
sayisinin az olmast nedeniyle temsili bir prevalans oraninin elde edilemedigi
belirtilmektedir.® Ayrica insan kaynakl1 tiim Enterobacteriaceae izolatlarda KOL rutin
olarak test edilmemistir. Bu da bu antibiyotige direncin boyutlarinin anlasilmasinda

zorluk yaratmaktadir.



Biz bu calismada y6remizde daha 6nce KOL direnci arastirilmamis olan ve insan
enfeksiyonlarindan klinik mikrobiyoloji laboratuvarimizda ardigik olarak izole edilen
izole edilen Enterobacteriaceae iiyesi E. coli ve K. pneumoniae suslarmin yanisira P.
aeruginosa suslarinin KOL direnglerini arastirdik. Bu ¢alisma ile yoremizdeki kolistin
direnci prevalasin1 belirleyerek epidemiyolojik verilere bir girdi saglanmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGIiLER

Polimiksin E olarak da bilinen KOL, ¢esitli GNB’ye, oOzellikle de
Enterobacteriaceae ailesine karsi etkili bir antimikrobiyaldir. Son zamanlarda, KOL
direncinin genis c¢apta yayilmasi, sadece insanlarda degil hayvanlarda da KDE
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in son g¢are olarak bu antibiyotik bilim g¢evrelerinin ilgi
odagi olmustur.’® Calismamizda GNB’lerin {i¢ farkli tiirinde KOL direnci
arastirilmistir. Calismaya dahil edilen bu bakterilerin temel 6zellikleri ve bu bakterilere
kars1 antimikrobiyal etkinligi arastirilan KOL ile iligkili bilgiler asagida verilmistir.

2.1. Enterobacteriaceae Ailesi’nin Temel Ozellikleri

Enterobacteriaceae ailesi, tibbi agidan 6nemli GNB’lerin en biiyiik, en heterojen
grubudur. Enterobacteriaceae ailesinin PubMed kayitlarinda 25’in  iizerinde
tanimlanmis ve 15 kadar tanimlanmayi bakleyen olmak tizere toplamda 40'tan fazla cins
ve yiizlerce tiir/ alttiir bulunmaktadir.!* Bu cinsler, biyokimyasal &zellikler, antijenik
yap1, DNA-DNA hibridizasyonu ve 16s rRNA dizilemesi temelinde siniflandiriimistir.*2

Enterobacteriaceae, diinya capinda toprakta, suda, bitkilerde bulunan ve insanlar
dahil ¢ogu hayvanin normal bagirsak florasinin bir pargast olan organizmalardir. Aile
liyelerinin ¢ogu firsatg1 patojen olup dogal ortamda yasar ve bazen yaygin
antibiyotiklere kars1 direnglidir.'® Bu bakteriler, insanlarda tiim bakteremilerin % 30 ile
% 35'ine, idrar yolu enfeksiyonlarinin (UTIs) % 70'inden fazlasina ve bagirsak
enfeksiyonlarmin ¢ogunun etkenidir.'* Baz1 organizmalar (6rnegin, Salmonella, serotip
typhi, Shigella tiirleri, Yersinia pestis) her zaman insanda hastalik etkeniyken digerleri
(6rnegin, E. coli, K. pneumoniae ve Proteus mirabilis) firsat¢1 enfeksiyonlara neden
olabilen normal viicut florasi liyeleridir. Ailenin bazi iiyeleri, hayvanlarin ve insanlarin

bagirsak yolunda yasarken onemli bir kismi toprak, su, bitkiler veya bocekler gibi



> Enterobacteriaceae  enfeksiyonlari

degisik habitatta yasamarmmi  siirdiiriirler.
organizmanin endojen yayilmasindan kaynaklanabilir ve neredeyse tiim viicut
bolgelerini kapsayabilir.

Enterobacteriaceae ailesinin tiyeleri orta biiyiikliikte (03 ile 1.0 x 1.0 ile 6.0 pm
) Gram-negatif boyanan ¢omak bi¢imli organizmalardir. Ortak bir antijeni paylasirlar
(enterobakteriyel ortak antijen) ya peritrik flagella ile hareketli ya da hareketsizdirler ve
spor olusturmazlar. Hareketsiz olan Shigella ve Klebsiella istisnalar1 disinda, bu
bakteriler peritrik flagellaya sahiptir. Tiim tyeler kanli agar ve MacConkey agar gibi
ortamlarda hizli, aerobik ve anaerobik olarak biiyiiyebilir. Enterobacteriaceae
liyelerinin neredeyse tamami fakiiltatif anaerobtur. Glikozu fermente ederler, nitratlar
nitritlere  indirgerler ve oksidaz negatiftirler. Sitokrom oksidaz aktivitesi
Enterobacteriaceae iiyelerini diger bir¢ok fermentatif ve non-fermentatif GNB’lerden
ayirmak i¢in kullanilir.

Enterobacteriaceae somatik O polisakkariti, kapsiiler K antijenleri ve flagellar H
proteinleri olmak iizere {i¢ ana antijen grubuna gére siniflandirilir.® Istya dayamkli LPS
baslica hiicre duvar1 antijenidir ve ii¢ bilesenden olusur: En distaki somatik O
polisakkaridi dnemli bir viriilans faktorii olan endotoksin 6zelligindeki lipid A igerir.
Enterobacteriaceae {iyelerinin bir¢cogunda kromozom aracili ortak fimbriya ve
konjugatif plazmitler lizerinde kodlanan cinsiyet piluslari olmak iizere iki sinifa ayrilan
fimbrialar bulunur.!’ Ortak fimbrialar, bakterinin 6zgiin konakg1 hiicre reseptorlerine
yapismasinda; cinsiyet veya konjugatif piluslar1 ise rekombinasyon olaylarinda rol
oynarlar.

Enterobacteriaceae ailesinin  iiyelerinde ¢ok sayida viriilans  faktorii
tanimlanmistir. Bazilar1 tiim cinsler i¢in ortak iken bazilar1 belirli viriilan suglara

ozgiidiir. Onemli viriilans faktdrlerinin birisi endotoksindir. Endotoksin GNB’lerde



ortak bir viriilans faktoriidiir. Bu toksinin aktivitesi, hiicre lizizinde salinan LPS'nin lipid
A bilesenine baghidir. Bir diger faktor kapsiildiir. Kapsiillii Enterobacteriaceae suslari,
hidrofobik fagositik hiicre ylizeyini iten hidrofilik kapsiiler antijenler tarafindan
fagositer hiicrelerin kendilerini fagosite etmelerini engellerler. Yaklasik 20 proteinden
olusan Tip III salgr sistemi ise viriilans faktorlerini hedeflenen konake1 hiicrelerine
iletmek icin gorev yaparlar. Bu sistem bakterinin invazyonu ve hiicre i¢i sagkaliminda
rol oynar.® Tip III salgi sisteminin yoklugunda bakteriler viriilanslarin1 kaybeder.
Enterobacteriaceae ailesinin baz1 iyeleri bazi biiylime faktorlerini baglayarak
konakciya zarar verirler. Ozellikle demir, bakterilerin ihtiyag duydugu 6nemli bir
biliylime faktoriidiir. Patojen bakteriler konaktaki proteinlere bagli demiri kullanabilmek
icin c¢esitli mekanizmalar gelistirmistir. Bunlarin i¢inde en bilineni sideroforlar olup
bunlar demir baglama yetene8i olan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. Bagirsak
bakterilerinde enterobaktin ve acrobaktin olmak iizere iki tip siderofor tanimlanmugtir.*®
Yine, sistemik enfeksiyonlara neden olabilen viriilan organizmalar genellikle antikorlara
direnglidirler. Aymi sekilde Enterobacteriacceae iiyeleri yeni kullanima giren
antibiyotiklere bile hizli bir sekilde direng gelistirebilmektedirler. Bu 6zellikleri bu aile
iyelerinin yakindan takip edilmesi gerektigi agikca ortaya ¢ikmaktadir.
Enterobacteriacceae ailesinin mikrobiyolojik tanisinda direkt mikroskobik
incelemede Gram-negatif ¢omaklarin gériilmesi 6nemlidir. Bu inceleme sadece bir 6n
bilgi almak agisindan onemlidir. Tam igin diger mikrobiyolojik islemlere gecmek
gerekir. Enterobacteriacceae ailesinin tanisinda altin standart kiiltiirde bakterilerin
tretilmesidir. Besiyerlerinde kolay tirerler. BOS ve cerrahi operasyonda toplanan doku
gibi steril 6rneklerden kanli agar besiyerinde; normalde diger organizmalarla kontamine
olmus Orneklerin (diski, balgam gibi) kiiltiirii MacConkey agar, eozin metilen mavisi

(EMB) agarda kiiltiirii yapilir. MacConkey agar ve EMB agar laktozu fermente eden



Enterobacteriacceae iiyelerinin fermente etmeyenlerden ayirt edilmesini saglar. Sekil
2.1°de belirgin metalik parlaklik gdsteren E. coli ve Sekil 2.2°de K. pneumoniae’nin

EMB agardaki stimiiksii yap1 gosteren kapsiillii kolonileri goriilmektedir.

B

Sekil 2.1. EMB agarda E. coli kolonileri

Sekil 2.2. EMB agarda K. pneumoniae kolonileri

Kiiltiirde tireyen Enterobacteriaceae iiyelerinin tanisinda dncelikle biyokimyasal
yontemlerden yararlanilir. Bakterinin glikoz, laktoz, mannitol gibi sekerleri fermente
edip etmedigi; ¢esitli enzimlere sahip olup olmadig1 besiyerlerinde 24 saatten daha kisa
bir siirede tanimlanabilmektedir. Gerek kiiltiirde {lireyen bakterilere gerekse klinik
orneklere uygulanan serolojik testler tanida 6nemli yer tutar. Serolojik testler 6zellikle
klinik Onemi olan bakteri serotiplerinin (6rnegin, E. coli 0157 ve Yersinia
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enterocolitica 08  gibi) serotiplerinin  belirlenmesinde  yararli  olmaktadir.
Enterobacteriaceae iiyelerinin tanisinda da diger bakterilerin tanisinda oldugu gibi
otomotize sistemler kullanilmakta; tanida molekiiler mikrobiyolojik yontemlere ihtiyag
duyulmamaktadir.

2.1.1. Escherichia coli

Escherichia coli, Escherichia cinsinin en yaygin ve onemli iiyesidir. E. coli,
insanlarda ve hayvanlarda bakteriyel enfeksiyonun en sik goriilen nedenlerinden biri
olup enterit, idrar yolu enfeksiyonu, septisemi ve neonatal menenjit gibi klinik
enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenidir. E. coli enfeksiyonlarinin tedavisi, antimikrobiyal
direncin ortaya ¢ikmasiyla tehdit altindadir. Coklu ilaca direngli E. coli suslarmnin
prevalansi, esas olarak plazmitler gibi hareketli genetik elementlerin yayilmasi
nedeniyle diinya ¢apinda artmaktadir.?’ Insan ve hayvanlarm gastrointestinal kanalinin
normal sakinlerindendir. Ancak bagirsaklar delindiginde bu bakteriler periton bosluguna
girerek firsatg1 patojenlik gosterirler. Ayrica E. coli suslar1 plazmit ve bakteriyofaj gibi
hareketli elementleri igeren patojenite adalarinda veya bakteriyofaj DNA'sinda
kodlanmis  spesifik  virlilans  faktorleri kazandiklarinda  gastrointestinal  ve
ekstraintestinal hastaliga neden olurlar.?! E. coli suslar sepsisli olgulardan izole edilen
en yaygin GNB’lerdendir. Toplumdan edinilen komplike olmayan idrar yolu
enfeksiyonlarmin (IYE'lerin) % 80'inden fazlasindan sorumludurlar.?? Bu bakteriler
hastane enfeksiyonlarinda en sik izole edilen bakterilerdendir ve gelismekte olan
iilkelerde gastroenteritin onde gelen etkenleri olarak goriilmektedir. Enfeksiyonlarin
cogu endojen kaynaklidir. Antibiyotik tedavisi sirasinda normal intestinal floranin
bozulmasi, deri ve mukoza hastaliklari, travmalar, ameliyatlar, venéz kateterizasyon,
trakeal entiibasyon ve immiinsiipresif tedavi koliform grubu bakterilerin enfeksiyon

riskini artirir.?®



E.coli suslar insanlarda siklikla gastroenreite neden olmaktadir. Gastroenterite
neden olan E. coli suslart bes ana gruba ayrilir: Enterotoksijenik (ETEC),
Enteropatojenik (EPEC), Enteroagregatif (EAEC), Enterohemorajik ya da Shiga toksin
iireten E.coli (EHEC/STEC) ve Enteroinvaziv (EIEC).?*

ETEC’in neden oldugu hastalik yaygin olarak gelismekte olan iilkelerde goriiliir.
Hastalik bulas1 yiiksektir, bu nedenle enfeksiyonlar Oncelikle digski ile kontamine
yiyecek veya su tiikketimi yoluyla kazanilir. Kisiden kisiye bulas goriilmez. Bir ile iki
giinliik bir inkiibasyon siiresinden sonra ETEC gelismesini takiben ortalama 3 ile 5 giin
devam eden salgisal ishal goriiliir.

EPEC ise yoksul iilkelerde ishal ile iligkilendirilir. Gelismis iilkelerde, kreslerde
nadiren salginlar yapar. Koruyucu bagisiklik gelistirdikleri i¢in daha biiyiik ¢cocuklarda
ve yetiskinlerde nadir goriiliir. ETEC hastaliginin aksine, EPEC kisiden kisiye yayilir.
Hastalik siddetli ve uzun siireli sulu ishal ile karakterize iken ates ve kusma da goriilen
semptomlar arasindadir.

EAEC suslarinin, gelismekte olan tilkelerdeki bebeklerde ve bu iilkelere seyahat
edenlerde dehidratasyonla birlikte kalic1 sulu ishalin etkenidir. EAEC Amerika Birlesik
Devletleri, Avrupa iilkeleri ve Japonya gibi gelismis iilkelerde ¢ocukluk ¢ag1 diyaresinin
onemli bir etkeni olarak kabul edilmektedir. EAEC, ¢ocuklarda kronik ishal ve biiyiime
geriligi ile iligkilendirilen birka¢ bakteriden biridir. Bakteriler, bir "iist iiste yigilmis
tugla" diizeninde, otoaglutinasyonlari ile karakterize edilir.

EHEC gelismis tilkelerde yaygindir. EHEC hastalig1 en ¢ok sicak aylarda ve en
fazla 1- 4 yasindaki ¢ocuklarda goriiliir. Cogu enfeksiyon, az pismis et veya et trtinleri,
kontamine su, pastorize edilmemis siit veya meyve sulari, 1spanak gibi pismemis
sebzeler ve iyi ytkanmamis meyvelerin tiiketimiyle iliskilendirilir.?® Enfekte olmak igin

100'den az bakterinin alinmasi yeterlidir ve kisiden kisiye yayilir. EHEC'in neden



oldugu hastalik hafif, komplike olmayan ishalden siddetli karin agris1 ve kanli ishal ile
hemorajik kolit gibi farkli semptomlar gdsterir. Hemolitik iiremik sendrom (HUS), akut
bobrek yetmezligi, trombositopeni ve mikroangiyopatik hemolitik anemi ile
karakterizedir. HUS c¢ogunlukla on yasin altindaki ¢ocuklarla iliskilidir ve cogunlugu 5
yasin altindaki ¢ocuklarda goriiliir. Tipik HUS'in% 90'indan fazlasmna Shiga toksin
iireten E. coli (STEC) neden olur.?® Komplike olmayan hastalikta, tedavi edilmeyen
hastalarin ¢ogunda 4 ile 10 giin sonra semptomlar diizelir. EHEC'nin en yaygin susu,
serotip O157: H7'dir.

EIEC, fenotipik olarak Shigella tiirleri ile yakindan iliskilidir ve shigellosis'e
benzer sekilde enterokolit sendromuna neden olur.?’” Bakteriler, kolondaki epitelyumu
istila edebilir, bu da hastaligin baslangicta sulu ishal ile karakterize olmasinin baglica
nedenidir. Hastalarin ¢ok az bir kisminda ates, karin agrisi, disk1 6rneklerinde kan ve
lokositlerden olusan dizanterik form goriliir. Shigella flexneri ve EIEC suslarinin, ¢ok
benzer patojenite mekanizmalariyla insanlarda hastalia neden oldugu bilinmektedir.
Enfeksiyondaki temel erken adimlar, kolonik epitel hiicrelerinin istilasi, bakteri
cogalmasi ve bitisik hiicrelere yayilmadir. Bu viriilans 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi i¢in
gerekli genler, bliylik bir viriilans plazmiti (pINV) lizerinde bulunur ve merkezi bir
diizenleyici tarafindan kontrol edilen regulonlarda diizenlenir.?® Bu genler bakterinin
kolon epiteline istilasina aracilik eder. Bakteriler daha sonra fagositik vakuolii
parcalayarak sitoplazmaya geger ve orada ¢ogalirlar. Oradan bitisik epitel hiicrelerine
gecerler ve enflamatuar infiltrasyonla birlikte epitel hiicre yikim1 ve kolonda iilserasyon
yapabilirler.

E.coli suslar1 ekstraintestinal enfeksiyonlarda da yaygin olarak gozlenir. En sik
IYE’de karsimiza cikarlar. Insanlarda IYE enfeksiyonunun majér etkenlerindendir. Bu

bakteriler iiretray1 kontamine ederek mesaneye cikabilir ve oradan da bobrek ve prostata
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go¢ edebilirler. Bu bakteriler, mesaneyi ve iist lriner sistemi kapayan hiicrelere
baglanan adhezinler ve eritrositler ile diger hiicre tiplerini parcalayan a-hemolisin
(HlyA) iiretirler. HlyA, IYEden izole edilen E. coli'nin en énemli salgisal viriilans
faktoriidiir. Bu toksin, mukozal bariyerleri ge¢mek, konak¢i besinlere ve demir
depolarima erisim saglamak ve T lenfositler ve nétrofiller gibi efektér bagisiklik
hiicrelerine zarar vermek igin konakei hiicreleri pargalayabilir.?® Yaptiklar1 bir diger
ekstraintestinal enfeksiyon yenidogan menenjitidir. Ayrica liriner veya gastrointestinal
sistem enfeksiyonlardan kaynaklanan septisemilere de neden olurlar.

2.1.2. Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae ailesi tiyesi olup Gram-negatif bir bakteridir. Klebsiella
tiirleri su, toprak ve hayvanlar dahil olmak iizere dogada her yerde bulunur ve tibbi
cihazlarina kolonize olabilirler. K. pneumoniae, biiyiik bir eklenti plazmit genomuna ve
kromozomal gen lokuslarina sahip bir diger patojendir. Bu yardimecr genom, K.
pneumoniae suslarini firsatgi, hiperviriilan ve ¢oklu ilaca direngli gruplara ayirir ve bu
bakteriyi yakindan iliskili iki tiirden, K. variicola ve K. quasipneumoniae'den ayirir.*
Klebsiella cinsinin iiyeleri, izole kolonilerin mukoid goriiniimiinden ve organizmanin in
vivo, artmig viriilansindan sorumlu olan belirgin bir kapsiile sahiptir. Bu cinsin en sik
izole edilen iiyeleri K. pneumoniae ve Klebsiella oxycota'dir. Klebsiella popiilasyonun
%35’1, normal solunum yollar1 ve intestinal florada bulunur. Bu ¢omak bigimli bakterinin
son zamanlarda nozokomiyal enfeksiyonlarda goriilme siklig1 artmistir. Klebsiella ayni
zamanda toplum kaynakli onemli sayida enfeksiyondan da sorumludur. Klebsiella
tiirleri, pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), kan dolasim1 enfeksiyonlar1 ve sepsis
gibi c¢ok cesitli hastaliklara neden olur. Bu enfeksiyonlar 6zellikle yeni doganlar,
yaghlar ve bagisikligi baskilanmis bireyler arasinda 6nemli bir sorundur. Bu

enfeksiyonlarin tanimlayict bir 6zelligi, morbidite ve mortalitesidir ve bunlarla iligkili
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Klebsiella suslar1 hiperviriilan olarak kabul edilir. Coklu ilaca direngli suslarin artan
izolasyonu, Klebsiella enfeksiyonlarinin tedavisi igin terapotik segenckleri 6nemli
ol¢iide daraltmis veya bazi durumlarda tamamen ortadan kaldirmustir.®! Toplumda veya
hastane enfeksiyonlarinda primer lober pnomoniye neden olur. Klebsiella tiirlerinin
neden oldugu pnémoni bazen haftalar veya aylar siirebilen kronik bir hastalik olarak
kendini gosterebilmektedir.

K. pneumoniae suslarinin birgok antibiyotige direng kazanmasi endise verici
boyutlara ulasmis ve bu antibiyotik direncinin bir sonucu olarak, IYE gibi basit
enfeksiyonlar tedaviye yanit vermez olmus, pnomoni ve bakteremi gibi daha ciddi
enfeksiyonlarin tedavisi zorlasarak, hayati tehdit edici hale gelmistir. K. pneumoniae'da
yaygin olarak iki ana antibiyotik direnci tiirii gézlenmistir. Bir mekanizma, bakterileri
sefalosporinlere ve monobaktamlara direngli hale getiren genis spektrumlu -
laktamazlarin (ESBL'ler) ekspresyonunu icerir. Daha da rahatsiz edici olan diger direng
mekanizmasi, bakterileri karbapenemler de dahil olmak iizere hemen hemen tim f3-
laktamlara direngli hale getiren K. pneumoniae tarafindan karbapenemazlarin
ekspresyonudur.®?

2.2. Pseudomonadaceae Ailesi’nin Temel Ozellikleri

Pseudomonadaceae ¢ok genis ve onemli bir Gram-negatif boyanan bakteri
ailesidir. Ailenin {iyeleri, toprakta, tatli sularda, deniz suyunda ve diger bir¢ok nis ve
cevresel habitatta serbest yasayan saprofitler tiirleri oldugu gibi bitki ve hayvanlarda
onemli sayida hastalik yapan tiirleri de bulunmaktadir. Pseudomonadaceae ailesinin
ortak olan temel morfolojik 6zellikleri arasinda diiz ya da hafif kavisli comak bi¢imli
hiicreler, polar bir ya da daha fazla flagellalarinin varligi, Gram-negatif oluslar1 ve spor
olusturmamalar1 sayilabilir. Bu morfolojik 6zellikler, Pseudomonas, Xanthomonas,

Gluconobacter, Zoogloea, Nitrosomonas, Nitrobacter, Thiobacillus, Sphaerotilus,
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Leptothrix, Caulobacter, Asticcacaulis, Methanomonas, Comamonas, Alginas gibi
bircok bakteri tiirii tarafindan paylasilir. ilk dért cins, su anda Pseudomonadaceae
ailesinin tiyeleri olarak bu listenin geri kalanindan ayrilmistir. Bu aile yaklasik bir asir
once Winslow ve arkadaslarinca olusturulmus ve tanimi yillar iginde Onemli
degisikliklere ugramustir.®®* Bu degisim daha sonraki yillar icinde de cins ve tiir
seviyesinde devam etmistir. Alenin bazi iiyeleri onlar1 konak savunmasindan koruyan
polisakkaritlerden yapilmis bir tir yalanct kapsiile (glikokaliks) sahiptir.
Pseudomonadaceae ailesini diger bakteri gruplarindan ayirt edici 6zellkleri arasinda:
Oksidaz pozitiftirler (sitokrom c oksidaz enzimleri vardir); nonfermentatiftirler; cogu
glikozu, 6-fosfogliseraldehit dehidrojenaz ve aldolazin aracilik ettigi Entner Doudoroff
yolu ile metabolize eder; polar flagellalar1 ile hareketlildirler. Yine bazilarinin patojenite
indikatorii olarak diisiiniilen floresan pigmenti pyoverdin tiirevlerini liretmesi bu ailenin
onemli dzelliklerindendir.®* Pseudomonadaceae ailesi oksidaz iiretmeleri, polar flagella
icermeleri ve fermantasyon yapmamalari ile Enterobacteriaceae ailesinden ayirilirlar.

Pseudomonadaceae iiyeleri genellikle zorunlu aerob olsalar da, bazilari
ortamdaki nitratlar1 solunumlarinda elektron alicisi olarak kullanir ve anaerobik olarak
da biiyiiyebilirler. Bu bakteriler genis sicaklik araliklarinda biiyiiyebilirler, optimum
tireme sicaklig1 ise 37° C'dir. Temel ve basit besiyerlerinde gelisebilir ve hemen hemen
bakteriyoloji laboratuvarinda rutin olarak kullanilan tiim kiiltiir ortamlarinda tirerler.

2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa deri, kulak, goz, idrar yollari, solunum yollari, kalp ve akciger
dokularim1 etkileyen genis bir enfeksiyon yelpazesi ile iliskili firsatgr bir insan
patojendir. Nazokomiyal enfeksiyonlara neden olan P. aeruginosa suslarinin gériilme
siklig1, ¢ok ilaca direngli suslarin artis1 ve kronik enfeksiyonlar sirasinda bakterinin

gosterdigi adaptif antimikrobiyal direng, diinya ¢apinda insan saglhigina ciddi bir tehdit
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olusturmaktadir.®® Insanlarda ciddi enfeksiyonlarla kendini gosteren bu bakterinin dahil
oldugu olan Pseudomonas cinsi baslangi¢ta, morfolojik benzerlikleri nedeniyle bir
arada gruplandirilan fermentatif olmayan bakterilerin genis, heterojen bir
koleksiyonundan olusuyordu. Genellikle tek bir hiicreye benzeyen hiicre ciftleri halinde
diizenlendikleri i¢in psddomonadlar olarak anilirlar. Bu cins 1992 yilinda bir dizi yeni
cinse (Burkholderia ve Stenotrophomonas dahil) bolinmiistiir. Bu bdliinmeye ragmen,
Pseudomonas cinsi en fazla sayida tanimlanmuis tiire sahip Gram-negatif organizma olup
tamimlanmus tiir sayis1 220'den fazladir.®® Bugiin, Pseudomonas cinsinin 255 tiir ve 18
alt tiirle temsil edildigi belirtilmistir.3’ P. aeruginosa en énemli Pseudomonas tiiriidiir.
Cinsin iyeleri toprakta, ¢iiriiyen organik madde, bitki ortiisii ve suda bulunur.
Ne yazik ki, hastane ortaminda yiyecek, lavabolar, tuvaletler, yer bezleri, solunum
tedavisi ve diyaliz ekipmani gibi nemli rezervuarlarda ve hatta dezenfektan
soliisyonlarda da bulunurlar.®® P. aeruginosa, normal insan mikrobiyotasinin bir pargasi
olmayan firsatci bir insan patojenidir. Hastanede yatan hastalarda, bagisiklig1 zayiflamis
bireylerde (AIDS'li kisilerde), kemoterapi alan ndtropenik hastalarda ve yaniklari olan
kisilerde akut enfeksiyonlara neden olur. P. aeruginosa Kistik fibroz, kétii huylu dis
kulak iltihabi, “yliziicii kulag1”, ventilasyon alan hastalarda pnomoni, kontakt lens
keratiti ve travmatik endoftalmide rol oynayan patojenler arasinda yer almaktadir.
Pseudomonas tiirleri genellikle hareketli, diiz veya hafif kavisli Gram-negatif 0.5
ila 1.0 X 1.5 ila 5.0 um biyiikligiindeki ¢omaklardir. Bazi suslar, bir polisakkarit
kapsiilin bollugundan dolaytr mukoid goriinlir. Bu suslar kistik fibrozlu hastalarda
yaygindir. Mukoid kolonileri olusturan bakteriler, digerlerine gore daha viriilandir.
Pseudomonaslar belirgin meyvemsi kokular veren biiyiik, opak, diiz koloniler iiretir. Su
ve toprak kaynakli izolatlar kiigiik yuvarlak koloniler olustururken solunum yollari,

idrar gibi klinik Orneklerden elde edilen izolatlar mukoid koloniler olusturabilir.

14



Biiylime rengi, organizma tarafindan iiretilen pigmentlerin tiiriine baglh olarak degisir.
Pseudomonaslar tarafindan iiretilen pigmentleri: yesilimsi sar1 floresan pigment
pyoverdin; mavimsi yesil pigment piyosiyanin; kirmizi pigment pyorubin ve kahverengi
pigment pyomelanin.*

P. aeruginosa, yapisal bilesenler, toksinler ve enzimler dahil olmak {izere bir¢ok
viriilans faktoriine sahiptir. Ek olarak, tip III salg1 sistemi olan Pseudomonas tarafindan
kullanilan salinimm sistemi, toksinlerin konakg1 hiicreye enjekte edilmesinde 6zellikle
etkilidir. Glikokaliks-kapsiiler materyal gibi yiizey yapilari, mukozal yiizeylere
yapismada ve hiicrelerin fagositoza ve immiinolizine karsi direncte rol oynar.
GNB’lerin diger bir genel bileseni endotoksindir, ancak bu hiicre duvart bileseninin
toksisitesi, P. aeruginosa'da nispeten diisiiktiir. Hastalikta olas1 bir rolii olan bir dizi
proteolitik enzim tarif edilmistir: kolajenaz, fibrinolizin, elastaz, kazeinaz jelatinaz, ve
proteolitik enzimler tanimlanmustir.*! Viriilans faktorlerinin gesitliligine ragmen, P.
aeruginosa'nin hastaliga neden olmasi i¢in birden fazla faktoriin birlikte islev gérmesi
gerektigine inanilmaktadir. P. aeruginosa nin konakgei hiicrelerle etkilesime gegmesinde
ve onlara tutunmasinda hiicre zarindaki proteinler, lipitler ve sekerler aracilik eder. P.
aeruginosa flagellasi, tip 4 piluslart konakgi hiicrelere veya mukus katmanlarina
taginmasini ve bunlara baglanmasini, ¢evrelerinin mekanik 6zelliklerini algilamasini ve
yiizeydeki biyofilm gelisiminin erken asamasimi kolaylastirmasini saglayan giiclii
viriilans faktorleridir.*? Yine, 6nemli viriilans faktorlerinden olan ve Algl, AlgJ ve AlgF
olmak iizere li¢ proteinin bir kompleksi olan yiliksek molekiiler kiitleli aljinat gibi
yapisal bilesenleri konak hiicrelerine yapismay:r kolaylastirirlar.®® Aljinat, bakteri
yiizeyinde belirgin bir kapsiil olusturan ve organizmayi fagositozdan ve antibiyotik
aktivitesinden koruyan bir mukoid ekzopolisakkarittir. P. aeruginosa'nin bu mukoid

suslar1 kistik fibroz veya diger kronik solunum hastaliklar1 olan hastalarda etkili olurlar.
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Bir diger virulans faktorii LPS'min lipid-A bileseni endotoksin aktivitesinden
sorumludur. Eksotoksin A (ETA), tedavisi zor ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa suslari
tarafindan tiretilen en giiclii bakteriyel viriilans faktorlerinden biridir. Bu toksinin hayati
tehdit eden nozokomiyal enfeksiyonlarin ortak nedeni oldugu ve diinya capinda
enfeksiyonlarin patogenezine, bulagmasina ve ilag direncine yeni bir paradigma

kazandirdigmma  inanilmaktadir.*

Ekzotoksin iireten susalarin neden oldugu
enfeksiyonlar orta kulak iltihabi, otitis eksterna, keratit, bakteremi, endokardit,
pnomoni, iirosepsis Orneklerinde oldugu gibi viicudun herhangi bir yerinde meydana
gelebilir. Enfeksiyonlar, yogun bakim {iinitelerinde olanlar, 6zellikle ventilatére bagimli
kisiler ve kistik fibroz, kanser, diyabet, travma, cerrahi ve neonatal bebekler gibi
halihazirda ¢ok hasta olan kisiler i¢in 6liimciil olabilir.

P. aeruginosa dogasi geregi bir¢ok antibiyotige direnglidir P. aeruginosa,
nozokomiyal gastrointestinal, idrar yolu ve kan dolasimi enfeksiyonlar1 dahil ciddi
enfeksiyonlarda yer alir. Bu organizmanin neden oldugu enfeksiyonun tedavisi, [-
laktam ve penem grubu gibi birgok antibiyotige karst dogal olarak direngli oluglar1 ve
Beta-laktamlar aminoglikozitler ve florokinolonlar dahil olmak {izere birden fazla
antibiyotik smifina kars1 direng edinme yetenekleri nedeniyle tedavisi zordur.*® Bakteri,
antimikrobiyal ajanlarin etkisine, bakteri hiicre duvarinin diisiik gecirgenligi ve efliiks,
antibiyotik inaktivasyonu, modifikasyonu ve antibiyotigin hedef bdlgelerinde
degisiklige neden olarak karsi koyar.*® P. aeruginosa suslarmm antibiyotiklere
direncinde porin proteinlerinin mutasyonu énemli bir yer tutmaktadir.

Pseudomonaslarin laboratuvar tanisi mikroskobide GNB’lerin gdriilmesi;
kiiltiirde bakterinin iiretilmesi temeline gore konulur. Kanli agar, MacConkey agar ve
EMB agarda kolay tirerler (Sekil 2.3.te P. aeruginosa’mn EMB agardaki koloni

morfolojisi goriilmektedir). Genellikle zorunlu aerob olsalar da, bazilar1 ortamda
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nitratlar solunum elektron alicis1 olarak islev goriir ve anaerobik olarak da
biiyiiyebilirler. P. aeruginosa, anaerobik solunum sirasinda daha saglam biyofilm
olusturur. Ancak, anaerobiosis ile tetiklenen kistik fibrozizde biyofilm olusumunun
arkasindaki molekiiler temel heniiz net bir sekilde tanimlanmamustir.*’
Pseudomonaslarin gereksindikleri optimum sicaklik 37°C; optimum pH ise nétral ve

noétrale yakin seviyelerdir.

Sekil 2.3. EMB agarda P. aeruginosa kolonileri

2.3. Kolistin

Polimiksin E olarak da adlandirilan ve etkisini bakterinin hiicre membrani
tizerinde gostern KOL, polimiksin grubuna ait bir antibiyotiktir. Bu antibiyotik
1940'larda kesfedilmis, ancak nefrotoksisite ve norotoksisite gibi yan etkileri nedeniyle
klinik kullanimi1 1970'lerden itibaren biiyiik 6l¢iide terk edilmistir.*® Bununla birlikte,
GNB’lerde, ozellikle P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, K. pneumoniae ve E.
coli suslarinda ¢oklu ilag direncinin artmasi nedeniyle 2010°lu yillarin ortalarindan

itibaren yeniden kullanilmaya baglanmistir. Polimiksinler, Gram-pozitif bakteri
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Paenibacillus polymyxa (eski adi Bacillus polymyxa) tarafindan iiretilen antibakteriyel
peptidlerdir. Polimiksinler A, B, C, D, E olmak {izere 5 gruba ayrilmistir; klinik
uygulamada yaygin olarak kullanilan Polimiksin B (PMB) ve Polimiksin E (KOL) dir.
Polimiksin A, C ve D, asir1 derecede toksik olduklari icin klinik uygulamada
kullanilmamaktadir.*® Her iki tip polimiksin (PMB ve KOL), yag asidine bagh bir
tripeptit yan zinciri ile bir dekapeptit halkas1 olusturan D- ve L-amino asitlerden olusur.
KOL A ve B’nin kimyasal yapisi Bialvaei ve Samadi’den adapte edilerek Sekil 2.4 de

sunulmustur.?

Kolistin A Kolistin B
L-Leu —» (c))L-DAB—7-NH: LLleu—» (L-DAB- g 7
t ! ! \ 4Ty
e m
D-Lew  (c)L-DAB—y-NH: r
t ! T o 2
4+NH2-(a)L-DAB  L-Thr . Dlew  (WL-DAB-Z—F—is
ld (£ ]
. “ _f_ ¥ _(L-DAB  L-Thr
» o Y A
w *
] »
(= L-DAB (e, )L-DAB
A o
(a)L-DAB—7-NH2 (c)L-DAB f_? .
! Thr = treonin 5 © E
L-Thr Leu = ldsin; L-Thr
i Dab = diaminobiitirik asit . ,
(c)L-DAB —v-NH: (WL-DAB- & _ g7
' - o 5'
7
Yag asidi Yag asidi
(6-metil-oktanoik asit) (6-metil-heptanoil asit)

Sekil 2.4. KOL A ve B’nin kimyasal yapisi.

Farkli polimiksin gruplar1 genellikle amino asitlerin ve terminal serbest yag
asitlerinin bilesimine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. KOL, tripeptid yan zincirle

birliktet D ve L- aminoasitlerinin olusturdugu heptapeptid halkasinin  bir
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kombinasyonudur.®® Bes peptit bileseni, fizyolojik viicut sivisinda katyonik
karakteristige sahip serbest amin bilesenine (NH4+) baglanir. Peptit ucu hidrofilik; yag
asidi kism1 hidrofobiktir.>

Giliniimiizde KOL direng oran1 %10 gibi diislik oranda olsa da, bu oranin zaman
icerisinde giderek ivme kazandig1 belirtilmektedir.>?> Katyonik bir peptid olan KOL,
GNB’lerin dis zarlaninda bulunan anyonik LPS ve fosfolipidlere baglanarak hiicre
zarmin diizenini bozar. LPS molekiillerini bir arada kalmasini saglayan magnezyum ve
kalsiyumu katyonlarin yerini degistirerek, dis membranda permeabilite artisina neden
olur ve sonugta hiicre ici icerigini kaybeden bakteri 6liir.%

KOL genellikle Pseudomonas Acinetobacter, E. coli, Enterobacter, Klebsiella,
Salmonella, Shigella, Stenotrophomonas maltophilia, H. influenzae, Bordetella
pertussis gibi GNB’ler iizerinde etkili olan bir antibiyotik olarak bilinir. Polimiksin
B'nin Gram-pozitif bakterilere ve anaeroblara karsi etkinligi olmadigi ifade
edilmektedir.>* Ancak bu antibiyotigin sadece Gram-nagatiflere degil S. aureus,
Streptococcus gordonii, Streptococcus agalactiae ve Listeria monocytogenes gibi
Gram-pozitif bakterilere de etkili olugu belirtilmektedir.*

2.4. Bakterilerde KOL Direnci

KOL, Enterobacteriaceae’nin ¢ogu iiyesine ve yaygin fermentatif olmayan
GNB’lere karsi etkilidir. Maalesef KOL’e direngli Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae suslar1 kiiresel olarak artmaktadir. Ozellikle KDE iiyeleri arasinda KOL
direncinin hizla artmasi European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
tarafindan endise verici olarak degerlendirilmektedir.® KDE'deki KOL direncine
hastane ortamlarinda siklikla rastlanmaktadir. ilk olarak, KOL direncinin kromozomal
mekanizmalarla ortaya ¢iktig1 gosterildi. Ancak, son yillarda plazmid aracili mobil KOL

direncinin “mcr” genleri tarafindan da bakteriye kazandirildig: bildirilmistir. “Mcr” gen
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ailesi (mcr-1'den mcr-10'a), KOL direncinin hizli yayilmasimi kolaylastiran yatay
transfer edilebilirlikleri nedeniyle halk sagligi i¢in biiylik bir tehdit unsurudur. Bu
genlerin pEtN'nin bakteriyel lipid A'nin fosfat grubuna eklenmesini katalizleyen, dis
zarin negatif yiiklinii azaltan, bdylece pozitif yiiklii KOL ile afinitesini zayiflatan ve ilag
direncine neden olan fosfoetanolamin (pEtN) transferazi kodladig1 anlasilmgtir.>
GNB’ler tizerindeki polimiksin etkisindeki ilk ve kritik adim, pozitif yiiklii peptit
ile negatif yiikli LPS arasindaki elektrostatik etkilesimdir. Polimiksinlere direng
mekanizmalarimin ¢ogu, bu ilk etkilesimi durduran veya azaltan LPS'ye yapilan
degisikliklere dayanmaktadir. Cok sayida tiir, net negatif ylikiinii azaltarak lipid A'nin
modifikasyonu i¢in farkli mekanizmalar gelistirmistir. P. aeruginosa, Salmonella
enterica serovar typhimurium ve E. coli'de, lipid A'nin 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-
AradN) ve / veya fosfoetanolamin (PEtn) ile modifikasyonu, LPS'nin net negatif
yiikiinii azaltir.>” Boylece polimiksinlere karsi direnci arttirir. Polimiksin direncine
neden olan LPS modifikasyonunda ayrica yiiksek Fe3* konsantrasyonlar1 ve diisiik
pH’da rol oynar.%® LPS'nin modifikasyonu, polimiksinlere kars1 tek diren¢c mekanizmast
degildir. K. pneumoniae'de, kapsiil varligi polimiksin direnci igin kritik 6neme sahiptir.
S. typhimurium'da mig-14 geni, polimiksin direncinde rol oynar.>® Vibrio cholerae,
polimiksin siilfata direng, dis zar porini OmpU'ya bagldir.%® Tablo 2.1°de GNB’lerde

polimiksinlere kars1 gozlenen ana direng mekanizmalarinin bir 6zeti verilmistir.>*
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Tablo 2.1. GNB’lerde polimiksin direng mekanizmalarinin 6zeti

Bakteri

Polimiksine direng mekanizmasi

E. coli

Lipid PmrA / PmrB tarafindan kontrol edilen hem L-Ara4N
hem de PEtn ile bir modifikasyon

K. pneumoniae

Kapsiil polisakkarit {iretimini artirir

P. aeruginosa

Lipid A modifikasyonlari, PmrA/PmrB tarafindan kontrol
edilen L-Ara4N ile

S. enterica serovar

Typhimurium

Hem L-Ara4N hem de PEtn ile PmrA / PmrB tarafindan
kontrol edilen Lipid A modifikasyonuyla, mig-14 geni direng

i¢in gereklidir, ancak direng LPS modifikasyonunu i¢cermez

Burkholderia cenocepacia

Tam bir LPS i¢ ¢ekirdek oligosakarit gereklidir

Helicobacter pylori

Lipid A modifikasyonu

Yersinia pestis

Lipid PmrA / PmrB 38 tarafindan kontrol edilen L-Ara4N ile
bir modifikasyon

Vibrio cholerae

ToxR tarafindan diizenlenen dis zar proteini OmpU varlig1

Martis ve arkadaglarinin ¢alismalarindan yararlanilarak hazirlanan Sekil 2.5°te

ise KOL’in bakteri zar1 iizerindeki etkisi sematize edilmistir.®* Sekilde KOL’in katyonik

siklik dekapeptit yapisi, GNB’lerin dis hiicre zarindan kalsiyum ve magnezyumun

yerini degistirip anyonik LPS molekiillerine baglanarak hiicre zarfinda gecirgenlik

degisikliklerine ve hiicre iceriginin sizmasina neden oldugu sematize edilmistir. KOL,

LPS'nin lipit A kismina baglanarak, bir anti-endotoksin aktivitesi gosterir.
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Sekil 2.5. KOL’in bakteri hiicre zar1 lizerindeki etkisi.

KOL direnci temel olarak “diliisyon” yontemiyle arastirilir. KOL’in agarda zayif
diffiize olmasi1 nedeniyle “disk diflizyon yontemi uyun degildir. Difiizyon testleriyle
saptanan direng, sivi diliisyon yontemleriyle dogrulanmalidir.®* Diliisyon testleri "tiip
dilisyon" ve "agar diliisyon" olmak tizere iki sekilde uygulanmaktadir. Diliisyon
yontemi makro ve mikro olmak iizere iki sekilde yapilabilir. Iki ydntemin arasindaki
fark; makro diliisyon yonteminde test tiipleri kullanilirken, diger yontemde mikroplaklar

kullanilir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 28.05.2020 tarihli 06 nolu toplantisinda 71 nolu karar ile etik kurul onay1

almstir.

3.1. Orneklerinin Alinmasi ve Gonderilmesi

Atatiirk Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesine Eyliil 2019 —
Haziran-2020 tarihleri arasinda basvuran ya da hastanede yatan olgularin idrar, kan,
gaita, yara, balgam, kulak akintis1 Ornekleri rutin yontemlerle alinmis ve ilgili
kliniklerden laboratuvarimiza gonderilmistir. Gelen ornekler koruyucu igermeyen
tiiplerde toplanmis ve dondurulmamis 6rnekler laboratuvara ulasir ulasmaz ya da en geg
bir saat icerisinde kiiltiir islemine tabi tutulmustur. Laboratuvarlarimizda; sizdiran
kaplarda gelen ornekler; foley kateter uclari, kateterli hastalarin idrar toplama
torbalarindan alinan idrar 6rnekleri kiiltiir i¢in kabul edilmemistir.

3.2. Orneklerin Kiiltiirii

Alman farkli 6rnekler ic¢in rutin kiiltiir yontemleri uygulandi. Kiiltiir isleminde
Eosin Methylene Blue (EMB) agar, MacConkey agar ve Kanli agar plaklari vr kan
kiltirti tiipleri kullanildi. Kan kiiltiirli diginda ekimi yapilan besiyerleri etiive
yerlestirilmis ve 35-37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kan kiiltiirleri i¢in
otomatize Bactec sistemi kullanildi; 24-48 saat icinde lireyen bakteriler EMB ve kanli
agara pasajlandu.

3.3. Kiiltiirde Ureyen Mikroorganizmalarin Tanisi

Inkiibasyon sonunda iireyen mikroorganizmalarin kolonilerin morfolojileri
degerlendirilmis ve mikroorganizmalarin tliir ya da cins seviyesinde tanisi
gerceklestirilmistir. Isleme alman bakteriler Gram boyama, besiyerinde koloni

morfolojisi; katalaz, oksidaz, koagiilaz, triptofonaz, iireaz enzimlerinin {iiretimi; i
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sekerli demirli agar (TSI agar) iizerindeki tireme 6zellikleri ve hareket test sonuclarina
gore tamimlanmistir. Tanis1 yapilan bakterilerin MacConkey agar plaklarinda saf
kiiltiirleri elde edilmistir.

3.4. Bakterilerin Stoga Alinmasi

Once stok besiyerleri hazirlandi. Bunun igin stok besiyeri mediumdan 5 gram
tartild, katilasmas1 igin 5 g agar balon jojeye eklendi. Uzerine 1000 ml dH20 eklendi,
calkalama isleminden sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Otoklavdan alinan balon
jojede ki besiyeri 5 ml’lik cam tiiplere konuldu ve 45°’lik bir egim verilerek besiyeri
katilasmaya birakildi. Besiyerleri giin i¢inde kullanilacaksa +4°C’de, daha sonra
kullanilacaksa soguk hava deposunda saklandi. Caligmaya baslamadan 6nce saf olarak
izole edilen E. coli, K. pneumoniaea ve P. aeruginosa suslari stok besiyerine ekilerek
37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi, iireme oldugu gozlendikten sonra bakteriler
calismanin yapilacagi zamana kadar eksi 80°C’de muhafaza edildi.

3.5. Suslarin Canlandirilmasi ve MacFarland Bulanikhi@inin Ayarlanmasi

Calisma yapilacagi zaman -80°C’de saklanan suslar ¢ikarilarak yaklasik yarim
saat ¢Oziilmesi beklendi. Coziilen stok besiyerinden yuvarlak uglu 6ze ile bir miktar stok
bakteriden alinarak canlandirma islemi i¢in kanli agar besiyerine ekildi. Besiyeri
37°C’de bir gece bekletilerek yeniden bakteri kolonileri elde edildi. Elde edilen bakteri
susundan antibiyogram calismasinda kullanilmak iizere 0,5 McFarland bulanikligi
(2x108 koloni olusturan birim (KOB)/ml) ayarland.

3.6. Katyon Ayarhh Mueller Hinton Buyyonunun Hazirlanmasi

Kalsiyum ve magnezyum katyonlari eklenmis Mueller-Hinton buyyon (MHB)
tiip diliisyon antibiyogram islemlerinde kullanilan temel besiyeridir. Calismamizda
katyon ayarli1 Mueller Hinton buyyonu (KAMHB) olarak Oxoid firmasmin (Oxoid™,

United Kingdom) Ca** (her litreye 2.552 mg) ve Mg*™* (her litreye 4.085 mg) iyonlarini
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iceren Divalan Katyonik “CMO405 Mueller Hinton Broth” kullanildi Bu besiyerinin
iceriginde; Sigir et suyu (300 gr), kazein hidrolizat (17,5 g), nisasta (1,5 g)
bulunmaktadir.

Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda, toz halindeki bu karisimdan 21 gram
aliarak igerisinde 1000 ml saf su bulunan balon jojeye konuldu. Cozelti 121°C’de 15
dakika otoklavlandi. Hazirlanan besiyerleri kisa zaman igerisinde kullanilacaksa
+4°C’de, uzun siire kullanilmayacaksa soguk hava deposunda muhafaza edildi.

3.7. KOL Buyyon Mikrodiliisyon Testi ve Sonu¢larin Yorumlanmasi

Test edilecek antibiyotiklerin seri sulandirimlar1 U tabanli mikroplak
cukurlarinda KAMHB icinde yapildi. Mikrodiliisyon duyarlilik testinde ticari olarak
temin edilen liyofilize KOL siilfat (colistin sulfate salt, 100 mg; Sigma-Aldrich)
kullanild1. Distile su ile toz halindeki liyofilize KOL siilfat’in 2560 pg/ml olacak sekilde
stok ¢ozeltisi elde edildi. Bu ¢ozeltiden kiigiik hacimler halinde steril tiiplere aktarilarak
farkli test seanslarinda kullanilmak tizere -20°C'de muhafaza edildi. Mikrodiliisyon
islemi asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi:

1. Testte kullanilacak KOL stok ¢ozeltisi, stoklanmis bakteriler, KAMHB’ler

oda sicakligina alinarak ¢6ziilmeleri ve kullanima hazir hale getirildi.

2. Steril otomatik pipet kullanilarak mikroplaklarin kuyucuklarinin her birine

(sirali dokuz kuyucuk kullanild) 50 pl KAMHB eklendi. ilk kuyucuk
kontrol kuyucugu olarak belirlendi, bu kuyucuga sadece antibiyotik ve
bakterinin standart inokiilumu (2x10® KOB/ml) ilave edildi.

3. Daha once hazirladigimiz stok ¢ozeltisinden alindi ve bir tiipte 10 ml distile

su ile sulandirilarak 256 pg/ml’lik antibiyotik ¢ozeltisi kullanima hazir hale
getirildi. Bu ¢o6zeltiden calismanin yapilacagi ikinci kuyucuga 50 pl

aktarild1. Ikinci tiipten itibaren, bir pipetle antibiyotik ve besiyeri karistirild
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ve bu karisimdan 50 pl alinarak yanindaki kuyucuga aktarildi ve karigtirildi.
Bu sekilde son kuyucuga kadar ayni islem yapilarak seri diliisyonlarla KOL
yogunlugu her kuyucukta yari yariya disiiriilmiis oldu. Son kuyucuktan
alian 50 pl ¢ozelti disar1 atildi.

4. Boylece, kuyucuklarin ikincisinde 128, iglinciisinde 64 ug/ml,
dordiinciisiinde 32 pg/ml, besincisinde 16 pg/ml, altincisinda 8 pg/ml,
yedincisinde 4 pg/ml, sekizincisinde 2 pg/ml ve dokuzuncusunda 1 pg/ml
antibiyotik sulandirimlari elde edildi.

5. Bu islem tamamlandiktan sonra ilk kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere
tim  kuyucuklara MacFarland eseline gore ayarlanmis bakteri
soliisyonundan 50 pl eklendi. Boylece ¢ukurlardaki sulandirim oranlar yari
yartya disiiriilmiis ve pg/ml olmak tizere ilk kuyucuktan itibaren sirasiyla
64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 ve 0,5 pg/ml’ye ayarlanmis oldu.

6. Uzeri mikroplak bant: ile kapatilan mikroplaklar 37°C’de 24 saat aerobik
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin inceleme yapildi.

7. Bir ginliik inkiibasyon sonunda etiivden ¢ikarilan mikroplaklarda
kuyucuklarda iiremenin olup olmadigi bulanikliga bakilarak tespit edildi.
Bakteri liremesinin inhibe oldugu, bulanikligin goériilmedigi kuyucuktaki
antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak degerlendirildi.

8. MIK sonuglar1 Tablo 3.1°de verilen EUCAST dlgiitlerine gore
degerlendirildi.®> Buna gore Enterobactericeae (E. coli ve K. pneumoniae
i¢in) icin MIK < 2 ug/ml duyarl;; P. aeruginosa igin ise MIK < 4 ug/ml

duyarli olarak kabul edildi.

Yukarida ayrintilar1 anlatilan ve ¢alismamizda gergeklestirilen mikrodiliisyon
isleminin bir 6zeti Sekil 3.1°de verilmistir.
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1. ASAMA: Mikroplak cukurlarma MHE eklenmesi
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4. ASAMA: Standart bakteri siispansivonunun eklenmesi
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}vﬁla'nplalc n;ulmrlaxmda final CDL kDﬂSEﬂt’ﬂS‘. cmlan
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COL dilasvonlari(ugml

Ureme kcrntml

Sekil 3.1. Mikrodiliisyon islemi.

Tablo 3.1. KOL igin EUCAST MIK sinir degerleri

Bakteri Duyarli Orta duyarh Direngli
Enterobacteriaceae <2 - > 2
Pseudomonas spp. <4 - >4
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Sekil 3.2°de KOL direncini buyyon mikrudiliisyon yontemiyle arastirdigimiz bir

mikroplak goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Mikrodiliisyon yontemiyle MIK tayini

3.8. Diger Antibiyogram islemleri ve ESBL tespiti

KOL disinda diger antibiyotiklerle duyarlilik testi genel olarak Mueller-Hinton
agarda disk diflizyon yontemiyle ya da VITEK® 2 cihaz1 ile otomatize duyarlilik test
sistemi kullanilarak yapilmistir. VITEK® 2 cihazi ile yapilan duyarlilik test sonuglari
"Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) Odlgiitlerine  gore;
degerlendirilmistir. ESBL varlig1 ise yine CLSI 6nerileri dogrultusunda gergeklestirildi.
Buna gore, disk diflizyon yontemiyle sefotaksime <22 mm, seftriaksona <19 mm,
seftazidim ya da aztreonama <17 mm c¢apidaki duyarliligin azaldigin1 gdsteren
inhibisyon zon ¢aplari ESBL yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

3.9. Istatistiksel Analizler

Alinan sonuglar Microsoft Office 2000 Excel programina girilmis ve tablo ve
garfiklerin olusturulmasinda bu programdan yararlamlmustir. Istatistiksel analizler
degiskenler aras1 iliskiyi belirlemek amaciyla X? (Ki-kare) testi uygulanmis ve bu testin

sonuclarina gore p<0.05 degerleri 6nemli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

GNB’lerin yarisindan fazlasi (% 55.8°1) idrardan, "4’line yakini (% 23.4°0)
yaradan ve geri kalan % 20.8’1 de diger (BOS, aspirat, balgam, kan, kulak) drneklerden

izole edilmistir (Tablo 4.1). GNB’lerin diger 6rneklere gore idrardan izole edilme orani

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (y? = 57.9831; p <0.00001).

Tablo 4.1. Ornek tiplerine gore bakterilerin dagilimi*

Ornek E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa Toplam x2 p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Idrar 74 (81.3) 31 (44.9) 5(13.5) 110(55.8)
Yara 13 (14.3) 16 (23.2) 17 (45.9) 46 (23.4) 57.9831 <0.00001
Diger 4 (4.4) 22 (31.9) 15 (40.5) 41 (20.8)
Toplam 91 (100.0) 69 (100.0) 37 (100.0) 197 (100.0)

* Yiizdeler siitun yiizdesidir

Yapilan calismada belirlenen bakterilerden her biri farkli hastaya ait ardisik
olarak izole edilen 91 E. coli, 69 K. pneumoniae ve 37 P. aeruginosa olmak iizere
toplam 197 GNB izolatinin KOL direnci arastirilmigtir. GNB suslarinin % 49.7’si
kadin, % 50.3’1 de erkek olgulardan izole edilmis; KOL’e direngli suslarin % 7.1°1
kadinlardan, %14.1’1 de erkeklerden izole edilmistir (Tablo 4.2). KOL direncinin
erkeklerde kadinlara gore yiiksek olusu istatistiksel olarak anlamli degildi (3= 2.0476;
p=0.152).

Tablo 4.2. GNB izolatlarinin cinsiyet gruplarindaki dagilimi ve KOL direnci

Cinsiyet Olgularin dagilim KOL direnci & p
n (%) n (%)
Kadin 98 7(7.1)
Erkek 99 14 (14.1) 20476 0.152
Toplam 197 21 (10.7)
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GNB’lerde KOL direnci Tablo 4.3°de verilmistir. Tablo’da direng sayilar1 farkl
olgulara aittir. Yiiksek konsantrasyonlarda direngli bulunan suslarin diisiik
konsantrasyonlara olan direngleri rakamlara dahil edilmemistir. Calismamizda KOL’in
64 png/ml’lik diliisyonuna bakterilerin tiimii duyarli bulundu. E. coli suslarinin %12.1°1;
K. pneumoniae suslarinin %11.6’s1 ve P. aeruginosa suslarinin da %5.4’ti KOL direnci
gosrtemistir. Toplam sayis1 197 olan bu iic GNB bakteri birlikte degerlendirildiginde
toplam KOL direncinin %10.7 oldugu tespit edilmistir. Calismamizda 80 (%87.9) E.
coli susu, 61 (%88.4) K. pneumoniae susu ve 35 (94.6) P. aeruginosa susu olmak tizere
toplam 176 (%89.3) GNB kolistinin 2 pg/ml konsantrasyonlarinin altindaki kolistin

dozlarina duyarli bulunmustur.

Tablo 4.3. GNB’lerde KOL direnci

Konsantrasyon E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa Toplam
(n:91) (n:69) (n:37) (n:197)

Say1 % Say1 % Say1 % | Sayi %

64 pg/ml - - - - - - - -

32 pg/ml 1] 11 - - - - 1] 05

16 pg/ml 2| 22 2 2.9 0 - 41 20

8 ng/ml 2] 22 1 14 0 - 3] 15

4 ug/ml 3| 33 3 4.3 1 2.7 7| 3.6

2 ng/ml 3| 33 2 2.9 1 2.7 6| 3.0

Toplam diren¢ 11| 121 8 11.6 2 5.4 21| 10.7

Sekil 4.1°de Enterobacteriaceae ailesine ait bakterilerin P. aeruginosa suslaria
gore KOL direncinin daha yiiksek oldugu; E. coli ve K. pneumoniae suslarinin

birbirlerine yakin bir direnglilik sergilendigi goriilmektedir.
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Gram-negatif bakterilerde kolistin direncinin karsilastiriimasi

4
3
2
32 ug/ml 16 pg/ml 8 ug/ml 4 pug/ml 2 pug/ml
B E. coli 1 2 2 3 3
W K. pneumoniae 0 2 1 3 2
B P. aeruginosa 0 0 0 1 1

B E. coli WK pneumoniae M P.aeruginosa

Sekil 4.1. GNB’lerde KOL direncinin karsilagtirilmasi

Calismamizda tUg¢ii KOL direnci olan dort K. pneumoniae susu tim
antibiyotiklere direngli ve tiimii KOL duyarliligina sahip 31 E. coli, 12 K. pneumoniae
ve 6 P. aeruginosa susu olmak iizere toplam 49 GNB izolat1 tiim antibiyotiklere duyarl
bulundu. Tablo 4.4’de E. coli izolatlarmin g¢esitli antibiyotiklere direng profilleri
verilmigtir.  Suslarin  en duyarli oldugu antibiyotikler karbapenem grubu
antibiyotiklerden imipenem (%100) meropenem (%96.7) ve ertapenem (%94.5)
olmustur. KOL’e %24.2 oraninda diren¢li olan en yiiksek direng ise TMP-SMX
(%47.3), sefuroksim (%40.7), ampisilin/siilbaktam (%37.4), siprofloksasine (%37.4)

kars1 tespit edilmistir.
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Tablo 4.4. E. coli izolatlarinin gesitli antibiyotiklere direng profilleri

E. coli (n:91)
Antibiyotik Duyarh Direncli

n % N %
Imipenem 91 100.0 0 0
Meropenem 88 96.7 3 3.3
Ertapenem 86 94.5 5 5.5
Amikasin 80 87.9 11 121
Piperasilin/Tazobaktam 74 81.3 17 18.7
Seftazidim 67 73.6 24 26.4
Gentamisin 64 70.3 27 29.7
Sefepim 62 68.1 29 31.9
Seftriakson 59 64.8 32 35.2
Cefixime 59 64.8 32 35.2
Sefotaxime 58 63.7 33 36.3
Ciprofloxacin 57 62.6 34 37.4
Ampisilin/Sulbaktam 57 62.6 34 37.4
Sefuroksim 54 59.3 37 40.7
TMP-SMX 48 52.7 43 47.3
KOL (mikrodiliisyon) 80 87.9 11 12.1

Tablo 4.5°de ESBL pozitif ve negatif E. coli izolatlarmin KOL direng

farkliliklar1 goriilmektedir. ESBL iiretimi E. coli izolatlarinin 26 (% 28.6)’sinda pozitif

bulunmustur. ESBL iireten suslarda KOL direnci ESBL iiretmeyenlere gore anlamh

derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (2= 11.9541; p= 0.000545)

Tablo 4.5. ESBL pozitif E. coli izolatlarinda KOL direnci

KOL’e duyarh KOL’e direncli )
ESBL N % N % X p
Pozitif (n: 26) 18 46.2 8 53.8
) 11.9541  0.000545
Negatif (n: 65) 62 87.7 3 12.3

32



Tablo 4.6’da K. pneumoniae izolatlarinin antibiyogram sonuglar1 goriilmektedir.
K. pneumoniae suslarin antibiyotiklere kars1 genel olarak direngli oldugu tespit edildi.
Suslarin en duyarli oldugu antibiyotikler karbapenemlerden imipenem (%85.5)
meropenem (%73.9); aminoglikozitlerden amikasin (%73.9) ve gentamisin (%69.6)
olmustur. KOL’e %18.8 oraninda direngli olan suslarda en yiiksek direng¢ sefuroksim

(%73.9), sefotaksim (%68.1) ve seftriaksona (%68.1) kars1 tespit edilmistir.

Tablo 4.6. K. pneumoniae izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere direng profilleri

K. pneumoniae (n:69)

Antibiyotik Duyarh Direncli
n % N %
Imipenem 59 85.5 10 14.5
Meropenem 51 73.9 18 26.1
Amikasin 51 73.9 18 26.1
Gentamisin 48 69.6 21 30.4
Ertapenem 39 56.5 30 43.5
TMP-SMX 32 46.4 37 53.6
Cefixime 29 42.0 40 58.0
Piperasilin/Tazobaktam 28 40.6 41 59.4
Ampisilin/Sulbaktam 25 36.2 44 63.8
Seftazidim 24 34.8 45 65.2
Sefepim 24 34.8 45 65.2
Ciprofloxacin 23 33.3 46 66.7
Seftriakson 22 31.9 47 68.1
Sefotaxime 22 31.9 47 68.1
Sefuroksim 18 26.1 51 73.9
KOL (mikrodiliisyon) 61 88.4 8 11.6

Tablo 4.7°de ESBL iiretimlerine gore K. pneumoniae suslarinin KOL direng
oranlart goriilmektedir. K. pneumoniae izolatlarmin 21 (% 30.4)’inde ESBL pozitif
bulunmustur. K. pneumoniae suslarinda KOL direnci ESBL fireten ve iiretmeyen

suslarda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermemistir. (32 = 0.2134; p= 0.64415).
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Tablo 4.7. ESBL pozitif K. pneumoniae izolatlarinda KOL direnci

Duyarh Direncli )
ESBL N % N % X p
Pozitif (n: 21) 18 85.7 3 14.3
. 0.2134 0.64415
Negatif (n: 48) 43 89.6 5 10.4

Tablo 4.8’de P. aeruginosa izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere direng oranlari
goriilmektedir. Suslarin en duyarli oldugu antibiyotikler bir aminoglikozit olan amikasin
(%94.6) ve bir karbapenem olan meropenemdi (%85.3). KOL direnci %5.4 olarak tespit
edilen calismada suslarin %40’indan fazlasinin diger antibiyotiklere direngli oldugu

goriildil.

Tablo 4.8. P. aeruginosa izolatlarinin gesitli antibiyotiklere direng profilleri

P. aeruginosa (n:37)

Antibiyotik Duyarh Direncli
n % n %
Amikasin 35 94.6 2 54
Meropenem 29 85.3 5 14.7
Piperasilin/Tazobaktam 22 59.5 15 40.5
Sefepim 18 51.4 17 48.6
[mipenem 18 51.4 17 48.6
Ciprofloxacin 16 47.1 18 52.9
Gentamisin 13 43.3 17 56.7
Seftazidim 16 43.2 21 56.8
Seftriakson 13 35.1 24 64.9
KOL (mikrodiliisyon) 35 94.6 2 54
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5. TARTISMA

Sirekbasan ve Yildiz;®® 2020°de yayinlanan makalelerinde 1947-2019 yillart
icinde KOL direnciyle iliskin toplam 1454 makalenin analizini yapmislar ve
makalelerin sayisinda 2015’ten sonra g¢arpict bir artis oldugunu bildirmislerdir. Bu
analize gore KOL direnciyle iligkin yayinlarinda Tirkiye onde gelen 15 {ilke arasinda
13. sirada yer almistir. Sirekbasan ve Yildiz, arastirmalar siiresi iginde Tiirkiye
kaynakli toplam 53 makalenin onaylandigini, en yiiksek saymin (14 ile) 2019 yilina ait
oldugunu bildirmislerdir. Sirekbasan ve Yildiz, KOL direnci ile ilgili makalelerin diinya
capinda Ozellikle son yillarda olmak iizere siirekli bir artis gosterdigini, bu sonucun
aslinda KOL direncinin kiiresel bir saglik sorunu oldugunun da gdstergesi oldugunu
vurgulanuglardir. Bu sonug¢ pek ¢ok yazar tarafindan kabiil gormiistiir. Ornegin,
Bialvaei ve Samadi 2, patojen GNB’lerin florokinolon ve aminoglikozitlerin yani sira
karbapenem, monobaktam, sefalosporin ve genis spektrumlu penisilinler de dahil olmak
lizere tiim [-laktamlara diren¢ prevalansindaki hizli artis dikkat c¢ekici boyutlara
ulastigin1 belirtmektedirler. Bakterilerde kiiresel temelde artis gdsteren bu ¢oklu ilag
direnci sadece insan saglig1 agisindan degil ayn1 zamanda hayvan saglig1 agisindan da
biiyiik énem tasimaktadir. Insanlara, hayvanlarla dogrudan temasla ya da kontamine
hayvan tabanli gida maddelerinin oral yoldan alinmasiyla coklu direng gosteren
bakterilerin aktarilabilecegi belirtilmektedir.®*

GNB’ler, antibiyotiklere kars1 gosterdikleri bu yiiksek diren¢ nedeniyle
diinyadaki en Onemli halk sagligi sorunlar1 arasinda yerini almistir. Bu
mikroorganizmalar, 6zellikle yogun bakim {initelerindeki (YBU) hastalar igin yiiksek
risk olusturmakta ve yiiksek morbidite ve mortaliteye yol agmaktadir.> Bu nedenle

GNB’ler hastanelerde klinik agidan onemli olmaktadirlar. Sorunsal GNB izolatlarinin

35



cogunu Enterobacteriaceae ve non fermentatif bakteriler olusturmaktadir. Direng
sorunu nedeniyle Gram-negatif patojenlerle miicadelede KOL son umut tedavisi olarak
kullanilmaktadir. Ne yazik ki, KOL’e kars1 da kiiresel 6lgekte intrensek, mutasyonel ve
aktarilabilir mekanizmalar dahil olmak iizere farkli KOL direnci mekanizmalar
karakterize edilmistir.

Diinyanin her bolgesinde KOL direnci gosteren GNB suslar1 bildirilmeye devam
ederken GNB’lerin KOL direncinin bakterilerin karbapenemez iiretiminine, ¢oklu ilag
direnci gosterip gostermemesine ve cografik bolgelere gore farkliliklar gdsterdigi
goriilmektedir.

Newton-Foot ve arkadaslari, Ingiltere’de yatarak tedavi goren ve diyaliz
hastalarinda karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae salgint sirasinda KOL’e direngli
izolatlarin klonal yayilmasiyla ii¢ farkli mekanizmanin neden oldugu yiiksek oranda
KOL direnci (% 66) bildirmislerdir.®® italya’da Capone ve arkadaslar1 karbapeneme
direncli K. pneumoniae suslarmin Italya'da yiiksek morbidite ve mortalite ile iliskili
enfeksiyonlarin yaygin bir nedeni haline geldigini ve bu suslarda KOL direncinin 36.1
oldugunu rapor etmislerdir.®” Amerika Birlesik Devletlerinde, 2017 yilinda Rojas ve
arkadaglar1 karbapeneme direngli K. pneumoniae suslarmin% 13"iniin KOL direnci
gosterdigini bildirmislerdir.% Prim ve arkadaslar Ispanya'da 2017 yilinda yayinladiklar:
makalelerinde % 89’unun daha 6nce KOL kullanmadigr olgulardan izole edilen
Enterobacteriaceae izolatlarinin %0.67'sinin KOL direnci gosterdigini. En yiiksek
KOLe direncin Enterobacter cloacae (%4.2), E. coli (%0.5) ve K. pneumoniae'de (%
0.4) goriildiigiinii bildirmislerdir.® Moawad ve arkadaslar;, Misir’da saglikli piliglerden
izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinde KOL direncini ve ¢oklu ilag direncini de
aragtirmiglardir. Bu c¢alismada farkli kiimes hayvanlarindan izole edilen E. coli

izolatlarmin ~ %7.9’unun  KOL’e direngli oldugunu ve Enterobacteriaceae
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tiyelerindeortaya ¢ikan KOL direncinin insanlar agisindan da bir tehdit unsuru oldugunu
belirtmislerdir.°

Malchione ve arkadaslari, Giineydogu Asya'daki E. coli ve Klebsiella suslari
arasinda karbapenem ve KOL direnci ile ilgili verileri analiz etmislerdir. Bu meta analiz
calismasinda; KDE enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan KOL direnci, 6nemli bir tehdit
olmasma ragmen, 11 {ilkeden sadece 3'liniin karbapenem ve KOL direnci ile ilgili
verileri sundugu Giineydogu Asya dahil olmak {izere diinyanin ¢ogu i¢in verilerin sinirh
kaldigin1 belirtmislerdir. Malchione ve arkadaslari, Klebsiella igin polimiksin direng
oranlar1 Laos ve Vietnam'da sirasiyla % 5,8 ve% 6,4'lik medyan direng¢ oranlar ile
yiiksek olarak kategorize etmis; Tayland'da, % 4,6'st direngliyken, tiim temsili
calismalarda medyan direncinin% 0,66 oldugunu bildirmislerdir.”

Palani ve arkadaslarinin ¢alismasinda Hindistan'da hastanede yatan hastalarda
Enterobacteriaceae iiyeleri iginde en fazla oranda KOL’e direngli bakteri tiiriiniin K.
pneumoniae, ikinci sirada Pseudomonas spp. oldugu buna karsin E. coli, Enterobacter
spp., ve Citrobacter spp., tiirlerinin diisiik oranlarda izole edildigi anlagilmaktadir.”

Enterobacteriaceae iiyelerinden KOL’e direngli organizmalar ¢esitli gevrelerden
izole edilmektedir. Odoi ve arkadaslar1 eklembacaklilar1 mevcut subelerine dahil pek
cok tiiriinde antimikrobiyal ajanlarin ¢oguna duyarli olan ancak yiiksek oranda KOL
direnci gosteren enterik bakteri izole etmislerdir.”> Odoi ve arkadaslar1 bu ¢alismanin
sonuglarmma gore eklembacaklilarin potansiyel KOL’e direngli bakteriler i¢in bir
rezervuar olabilecegi iddiasinda bulunmuslardir. Cin'de domuz, sigir ve pili¢
ciftliklerinden izole edilen E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin sirasiyla% 27.8 ve%

33.3'ii KOL’e direngli oldugu rapor edilmistir.”
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Ulkemizin farkli cografik bolgelerindeki illerinde KOL direncinin prevalansiyla
iliskin ¢alismalar yapilmistir. Ancak bu ¢alismalarin biiyiik bir kismi Acinetobacter spp
suslarina yoneliktir. Son bes yillik siire¢ igerisinde bilimsel yayin arama motorlarindan
PubMed ve Google Scholar’da bulabildigimiz farkli illerimizde E.coli, K. pneumoniae
ve P. aeruginosa KOL direng prevalanslarini veren yayinlarin degerlendirilmesi asagida
verilmistir:

Akdeniz Bolgesinde yer alan Mersin’de Oztiirk ve arkadaslari’ 2010 yilinda
yaymlanan makalelerinde yatan hastalarin klinik 6rneklerden izole edilen ve ¢oklu
antibiyotik direngli P. aeruginosa suslarinin KOL duyarliligi E-test yontemiyle
arastirmislar ve suslarin higcbirinde direng tespit edilemedigini bildirilmistir. Ayn ilde
dokuz yil sonra (2019°da) Hekimoglu™ yaptig1 tez calismasinda, karbapenemlere
direngli K. pneumoniae, P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlarinda s1vi mikrodiliisyon
yontemi ile KOL duyarhiligini arastirmis ve bu suslarin %37°sini KOL’e direngli
oldugunu rapor etmistir. Bu g¢alismada A. baumannii izolatlarinin %52’sinde; K.
pneumoniae izolatlarinin %36’sinda ve P. aeruginosa izolatlarinin %24’inde KOL
direncinin saptadigini bildirmistir. Mersin’de yapilan iki ¢aligmanin sonuglarina gore P.
aeruginosa suslarinda KOL direncinin 6nemli bir artis egilimi iginde oldugunu
sOylemek miimkiindiir.

Gilineydogu Anadolu bolgesine ait Diyarbakir ilimizde, 2019 yilinda yayinlanan
tez ¢aligmasinda Yakut’®, sivi mikrodiliisyonla arastirildigt KOL direncini; E. coli
izolatlarinda %23.8’inde, K. pneumoniae izolatlarinda %20.6’sinda ve P. aeruginosa
izolatlarinda ise %5.5 oldugunu bildirmistir.

Ic Anadolu Bolgesinde, Ankara’da yapilan bir ¢alismada, Coskun ve
arkadaslar1’’ 2010 yilinda alti farkli GNB’ye karst hangi yontemle arastirildig

belirtilmeyen KOL direnci 4,3 olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada KOL direnci E.coli
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suslarinda 14.3; Klebsiella spp. suslarinda 3.4 olarak bildirilmis, Pseudomonas spp.
suslarinda ise direng tespit edilememistir. Yine, Ankara’da yapilan ve 2018 yilinda
yainlanan bir makalede Siiziik ve arkadaslar1’® karbapeneme direngli olan ve ¢ogunlugu
Klebsiella pneumoniae ve E. coli suslarindan olusan Enterobacteriaceae suslarinin
yaklasik % 76.19'unun KOL’e direncli oldugunu bildirmislerdir. Ankara’da yapilan ve
2019 yilinda yayimlanan bir diger ¢alismada Kocak ve Hazirolan, karbapeneme direncli
K. pneumoniae izolatlarinda KOL direncini sivi mikrodiliisyon yontemiyle %39.5
olarak tespit etmislerdir.”® ic Anadolu Bolgesinin bir diger ili olan Konya’da Tiirk Dagi
ve arkadaslar;;¥® 2011 yilinda yaymlanan calismalarinda otomatize sistem ile kan
kiiltiirlerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinda KOL direnci tespit edemediklerini
bildirmislerdir. Ayni ilde Durmaz ve Ozer;®! 2015 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda, P.
aeruginosa suslarinda VITEK 2 ile arastirdiklar1 antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda
KOL direncini %7 olarak bildirmislerdir.

Marmara Boélgesinde yer alan Istanbul ilimizde yapilan ve 2016 yilinda
yaymnlanan caligmada, Aydin ve arkadaslari® E-test yontemiyle arastirdiklart KOL
direncini enterik GNB’lerde tespit edememis; nonfermentatif GNB’lerde ise %12
oraninda diren¢ bildirmislerdir.

Ege Bolgesinde, izmir’de yapilan bir calismada Demirdal ve arkadaslari®® 2017
yilinda yayinlanan makalelerinde yogun bakim iinitelerinden izole edilen P. aeruginosa
suslarinda direng oranim % 1.0 olarak bildirmislerdir. Izmir’de yapilan bir diger
calismada Miiderris ve arkadaslari® 2020 yilinda yaymnlanan makalelerinde otomatize
sistemle ¢esitli bakterilerin KOL direncini arastirmislardir. Bu ¢alismada, yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalardan alinan solunum 6rneklerinden izole edilen P. aeruginosa
izolatlarinda yillar igerisinde amikasin, aztreonam, siprofloksasin, KOL, gentamisin,

karbapenem ve trimetoprim-sulfametaksazol direng oranlarinin arttigi toplamda ise bu
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suslarin %2 oraninda direng gosterdikleri bildirilmistir. Bu iki ¢alismanin sonuglarina
gore, P. aeruginosa suslarinda KOL direncinin Izmir’de 2017 yilindan 2020 yilina
gelindiginde iki kat arttig1 anlasilmaktadir.

Karadeniz Bélgesi'nde yer alan Bolu ilinde, Behget ve arkadaslan®, 2019
yilinda yaymlanan makalelerinde P. aeruginosa suslarinin KOL direncinin %6.7 oldugu
rapor edilmistir. Karadeniz Bélgesinde yer alan Giresun’da Ugur ve Geng®®, 2019
yilinda yayinlanan makalelerinde P. aeruginosa suslarinda 2015 yilinda tam otomatize
sistemle KOL direnci saptayamamuislar, 2016 yilinda %4.0, 2017 yilinda %6.0 oraninda
diren¢ saptamiglardir. Bu g¢aligmaya gore Giresun’da KOL direnci zaman gectikce
artmaktadir.

Dogu Anadolu’da yer alan Erzurum ilinde yaptigimiz bu ¢alismada E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa suslarina karbapenem ve aminoglikozit direncinin de
yiiksek oranlarda oldugu goriilmistiir. KOL direnci ise E. coli suslarinda %12.1; K.
pneumoniae suslarinda %11.6 ve P. aeruginosa suslarinda %5.4 olarak bulunmustur.
Sonugta, GNB’lerde toplam KOL direncinin % 10.7 oldugu tespit edilmistir.

Ulkemizde sadece nonfermentatif bakteriler i¢inde degil tiim bakteriler icinde
KOL direncininen en fazla arastirildigi bakteri Acinetobacter spp,; non fermentatif
bakteriler i¢inde ikinci en fazla KOL direnci arastirilan bakteri ise Pseudomonas spp.
suslart oldugu goriilmektedir. Pseudomonas spp. igin galismalarin ¢ogunda direng
saptanamazken ya da disiik direnclilik saptanirken ¢ok az ¢alisma da da Erzurum’da
saptadigimiz oranlara yakin direnglilik oranlar1 rapor edilmistir. Yukarida belrttigimiz
calismalar dikkate alindiginda Klebsiella spp. igin birbirine yakin zamanlarda
yapilmasina ragmen calismanin birinde %3.4 digerinde %39.5 gibi oldukg¢a farkli direng
oranlari ilging olarak degerlendirilmistir. Calismamizda K. pneumoniae suslarinda tespit

ettigimiz oranin bu iki ¢aligmanin sonuglarindan uzak oldugu goriilmektedir. Gerek
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E.coli gerekse tiir ayrimi yapmaksizin enterik GNB’ler i¢in bildirilen oranlar
calismamizda E.coli i¢in elde ettigimiz oranlarla kismen benzerlik gostermektedir. Bu
sonuglara baktigimiz da iilkemiz genelinde oldugu gibi Erzurum ilinde de siklikla izole
edilen E.coli ve K. pneumoniae gibi enterik bakterilerde KOL direncinin %10’lar1 agam
onemli boyutlarda oldugu anlasilmaktadir.

Yoremizden izole edilen E.coli, K. Pneumoniae ve P. aeruginosa suslarinda
KOL direng prevalansinin genel olarak lilkemiz ve diinyanin diger iilkelerinde gozlenen
prevalansa benzer oldugu goriildi. Calismamizda E.coli suslarinin  1/10’undan
fazlasinin KOL’e direngli olusu ciddiye alinmasi gereken bir sonug¢ olarak
goriilmektedir. Ozellikle idrar yolu enfeksiyonlarinda Erzurum’da siklikla izole edilen
bir bakteridir. Aktas ve Denktas®’ 2020 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda idrar yolu
enfeksiyonlarindan neredeyse diger tiim bakterilerin toplami kadar (%48.0) izole
ettiklerini bildirmislerdir. Bu bakterinin yéremizdeki diger enfeksiyonlardan da siklikla
izole edildigi bilinmektedir. Karbapenemler dahil, g¢oklu direng gosteren E.coli
suslarinda KOL direncinin de goriilmesi tedavide Onemli sorunlara yol agacagi

ortadadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar1 6zetleyecek olursak:

1. Yoremizden izole edilen enterik bakterilerden E.coli ve K. pneumoniae ile
nonfermentatif bakterilerden P. aeruginosa suslarinda KOL direnci dikkat
cekici boyutlardadir.

2. Duyarliliklarint inceledigimiz bakteri suslarimin higbiri 32 pg/ml’nin
tizerindeki KOL yogunluguna karsi direngli bulunmamigtir. P. aeruginosa
suslarinda 4 pg/ml’lik KOL konsantrasyonlarinin iizerinde direng tespit
edilememistir.

3. Yoremizde KOL’in yiiksek dozlarina karsi direng gosteren E.coli ve K.
pneumoniae suslart bulunmaktadir.

4. Biitiin suslar dikkate alindiginda toplamda KOL direnci % 10.7 olarak tespit
edilen Erzurum’da bu oranda tedavisinde zorluk yasanacak hastalarin

bulunacagin sdyleyebiliriz.

KOL nefrotoksik bir ilag olsa da ¢oklu ilag direnci gosteren bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde baska secenek bulunmadigi i¢in giiniimiizde kullanilmasi
uygun goriilmiistiir. KOL etkinligine sahip olup yan etkileri minimal diizeyde olan
herhangi bir antibiyotik heniiz kesfedilemedigi, iiretilemedigi icin daha uzun stireler
kullanilacag1 anlagilmaktadir. Bu durum, bakterilerde KOL direncinin gelismesini
onleyici tedbirler alinmasinin gerekliligini gostermektedir. Bu konuda Onerilerimiz
sunlardir:

1. Oncelikli olarak diger antimikrobiklere direng gelisiminin 6niine gegilmeli

ve antimikrobiyal tedavi seceneklerinin kisitlanmasina yol agmamali. Burada

en bliylik gorev klinisyenlere diigmektedir. Hastay1, antimikrobikleri uygun
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dozda, saat olarak zamaninda ve giin olarak siiresinde kullanmasi konusunda
ve ayrica tedavi bitince ayni ya da baska bir antimikrobigi almamasi
konusunda, sikayetleri devam ediyorsa mutlaka bir doktora bagvurmasi
konusunda bilin¢lendirmelidir.

Klinisyenlerin karbapeneme direngli ve c¢oklu ilag direnci gosteren
patojenlerle ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanacagi ilaglarin
farmakokinetigi ve farmakodinamigini goz Oniinde bulundurarak her vaka
icin ayrt ayr1 degerlendirmesi, enfeksiyonun kesin tedavisinde rol
oynayacag i¢in direngli suslarin ortaya ¢ikmasi da engellenmis olacaktir.
KOL direncinin olusmasinda ¢iftlik hayvanlarinda KOL tiiketiminin artmast
da 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu konuda veteriner hekimlere dnemli gorev
diismektedir.

. Farkli habitatlarda KOL direncinin kazanildigr dikkate alindiginda bu
kiiresel sorunun oniine gecilmesinde basta Saglik Bakanliklar1 olmak iizere
diger ilgili devlet kurumlarina konunun ciddiyeti baglaminda biiytlik
sorumluluk diismektedir.

. Hastane enfeksiyonlarinda, yogun bakim iinitelerinde KOL’e direngli
bakterilerin yasamsal tehdit olusturdugunu akildan ¢ikarmamak gerekir. Bu
sorunun iistesinden gelmek i¢in sik1 gézetim ve giiclii bir antibiyotik yonetim

politikasinin uygulanmasina ihtiyag vardir.
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