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TESEKKUR
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aldigim, uzerimde ¢ok buyuk emekleri olan ve tezimin gergeklesmesinde ¢ok
blyuk katkilari bulunan, blyidk saygl ve sevgi duydugum degerli hocalarim
Prof. Dr. Banu SANCAK’a ve Prof. Dr. Cumhur OZKUYUMCU ‘ya tesekkuri bir
bor¢ bilirim.

Ayrica uzmanlik egitimime onunla baglayip onunla bitirdigim, iyi ve kotu gunde
hep yanimda olan cgaligkan atom karinca arkadasim Asiye BICAKCIGIL'e
tesekkur ederim.

Yine tezimin yapim asamasinda destekleri olan Nejla KILIC’a da tesekklrl bir
bor¢ bilirim.



OZET

Liste U., Klinik Stenotrophomonas maltophilia izolatlarinda kolistin
heterodirencinin arastiriimasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Uzmanhk tezi, Ankara, 2019.
Stenotrophomonas maltophilia, 0zellikle hastanede yatan hastalarda
gorulen, firsatci ,cok ilaca direngli, gram-negatif bir basildir. Ayni zamanda,
Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis ya da zayiflamis ve yodun bakim
unitelerinde ventilator destegi gerektiren hastalarda, onemli morbidite ve
mortalite ile iligkili nozokomiyal bir patojendir. insanlarda hastalik yapma
insidansi son yillarda artmistir. 2010-2016 yillari arasinda Taiwan’da yapilan
bir calismada S. maltophilia’nin saglk hizmetleri ile iligkili enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen mikroorganizmalar arasinda Acinetobacter spp. ve
Enterobacter spp.’den sonra Uguncu sirada yer aldigi bildirilmigtir. S.
maltophilia’nin etken oldugu bakteremi, pnémoni, idrar yolu enfeksiyonu,
okuler enfeksiyon, endokardit, menenijit, yumusak doku ve yara enfeksiyonu,
mastoidit, epididimit, kolanjit, osteokondrit bursit ve peritonit dahil olmak
uzere cesitli klinik sendromlar tanimlanmigtir. Bu nedenle tim dinyada
go6rilme sikligi artan bu mikroorganizmanin epidemiyolojisi, risk faktorleri ve

tedavisi hakkinda yeni ¢aligmalara ihtiyac vardir

S. maltophilia, diger gram negatif baterilerin ampirik tedavisinde kullanilan
ilaglara kars! intrinsik olarak direnglidir. S. maltophilia’nin tedavisinde ilk
sirada tercih edilen ila¢ trimetoprim-sulfametoksaldur. Minosiklin, tikarsilin-
klavulanat, kolistin ve aztreonam gibi diger bazi ilaclar in vitro aktivite
gOsterebilse de bu ilaglarla ilgili yeterli deneyim bulunmadigindan ve S.
maltophilia hizla direng gelistirebildigi icin bu ajanlarin potansiyel etkinligi de
suphelidir. Fakat TMP/SMX direnci goruldiginde ozellikle invaziv
enfeksiyonlarda  kombinasyon tedavileri  zorunlu  olmaktadir. S.
maltophilia’daki yuksek intrinsik ve tedavi sirasinda kazanilmis direng bu
durumu gerekli kilmaktadir. Onerilen kombinasyonlar, her iki ajanin da in
vitro testlerde etkili olmalari kosuluyla seftazidim, tikarsililin-klavulanat,

aztreonam, kolistin veya bir kinolon dahil olmak tizere herhangi bir ikinci grup



ajan ile trimetoprim-sulfametoksazoll icermektedir. Kolistin, c¢oklu ilaca
direncli gram negatif bakterilere karsi etkinligini koruyan az sayidaki
antibiyotikten biridir.  Cok ilaca direngli gram negatif non-fermenter
bakterilerde kolistinin kombinasyon tedavilerinde kullanilmasinin  hem
toksisiteyi onlemede hem de tedavinin etkinligini arttirmadaki basarisi ¢esitli

calismalarda gosterilmisitr

Tum bunlarin yaninda S. maltophilia’daki kolistin icin 6nerilen duyarllik test
yontemlerinin, Ozellikle adaptif diren¢ ve heterodireng dahil olmak Uzere
farkh direng mekanizmalari arasindaki karmasik etkilesim nedeniyle
gUvenilmez sonuglara yol acabilecedi c¢esitli calismalarda goésterilmektedir.
Bu sebeple calismamizda S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde
alternatif olabilecegini dusundugumuaz bir ilag olan kolistin i¢in antibiyotik
duyarhhigina farkli ydntemlerle bakilmistir. Ayrica tedavi basarisizliklarina yol

acan heterojen direng varligi da kolistin i¢in arastiriimigtir

Calismamiza Aralik 2015 ve Nisan 2018 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi Klinik Patoloji Laboratuvari Bakteriyoloji
Unitesine gonderilen érneklerden izole edilen 212 S. maltophilia susu dahil
edilmistir. Kolistin igin antibiyotik duyarhlik gradient test ve sivi mikrodilisyon
yontemleri ile bakilmistir. Her sus icin iki kez bu yontemler tekrarlanmistir.
Bu tekrarlar ile birlikte kolistin duyarlihdinda kullanilan ydntemlerin

tekrarlanabilirliginde sorun oldugu gozlemlenmistir.

Gradiyent test ve sivi mikrodilisyon yéntemleri arasinda uyumsuzluk olan
ayrica gradiyent testte zon i¢i Uremeleri olan 55 izolat heterojen direng
acisindan degerlendirilmigtir. Heterojen direncin tespiti i¢in altin standart
yontem olan PAP testi kullaniimistir. Kolistin heterodirenci toplamda 54
izolatta tespit edilmistir. Kolistin heterodireng sikhgr 54/212 (%25,5) olarak
saptanmigtir. Bir izolatta ise tekrarlayan PAP testi sonucu heterojen direng

saptanamamistir.
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ABSTRACT

Liste U., Investigation of colistin heteroresistance in clinical
Stenotrophomonas maltophilia isolates ,Hacettepe University Faculty
of Medicine, Thesis In Medical Microbiology, Ankara, 2019.
Stenotrophomonas maltophiliais a  multidrug-resistant  gram-negative
bacillus that is an opportunistic pathogen, particularly among hospitalized
patients. It is also an important nosocomial pathogen associated with
substantial morbidity and mortality, particularly in debilitated or
immunocompromised patients and patients requiring ventilatory support in
intensive care units. The incidence of human infection appears to have
increased in recent years. S. maltophilia is a infectious agent associated with
health services that. were reported to be in the third place after
Acinetobacter spp. and Enterobacter spp. between 2010-2016. A variety of
clinical syndromes caused by S. maltophilia have been described, including
bacteremia, pneumonia, urinary tract infection, ocular infection, endocarditis,
meningitis, soft tissue and wound infection, mastoiditis, epididymitis,
cholangitis, osteochondritis, bursitis, and peritonitis. Therefore, new studies
are needed on the epidemiology, risk factors and treatment of this

microorganism, whose incidence is increasing all over the world

S. maltophilia is intrinsically resistant to most antibiotics used in the empirical
treatment of other gram-negative bacteria. TMP-SMX is the first agent for the
treatment of S. maltophilia. Although some other agents, such as
minocycline, ticarcillin-clavulonate, colistin, and aztreonam may show in vitro
activity, the potential efficacy of these agents is questionable as there is
insufficient clinical experience with these agents and S. maltophilia can
rapidly develop resistance. However, when TMP / SMX resistance is seen,
combination therapies are essential, especially in invasive infections. High
intrinsic and acquired resistance in S. maltophilia necessitates this condition.
The proposed combinations include trimethoprim-sulfamethoxazole and any
second group of agents, including ceftazidime, ticarcillylin-clavulanate,

aztreonam, colistin or a fluoroquinolone, provided both agents are effective



viii

in in vitro tests. Colistin is one of the few antimicrobials that retains activity
against multi drug resistant Gram-negative bacteria . The success of using
colistin in combination therapies in multi-drug resistant gram negative non-
fermenter bacteria has been shown to prevent both toxicity and increase the
efficacy of treatment.

Overall, various studies show that recommended susceptibility testing
methods for colistin in S. maltophilia may lead to unreliable results, mainly
due to a complex interaction between different resistance mechanisms in the
bacterial cells, including both adaptive resistance and heteroresistance. For
this reason, in our study, antibiotic susceptibility to colistin, a drug that we
think may be an alternative in the treatment of stenotrophomonas maltophilia
infections isolated from various samples, was investigated with different
methods. The presence of heteroresistance leading to treatment failures was

also investigated for colistin.

A total of 212 Stenotrophomonas maltophilia strains, which sent to the
Bacteriology Laboratory of Hacettepe University Hospital between December
2015 and April 2018 were included in the study. Gradient test and broth
microdilution methods were used for antibiotic susceptibility of colistin. These
methods were repeated at two times for each strain. With these repetitions, it
was observed that the reproducibility of the methods used in colistin

sensitivity was a problem.

55 isolates that, have incompatibility between gradient test and broth
microdilution methods and colonies within inhibition zone by gradient test,
were evaluated for heteroresistance. The gold standard method PAP test
was used to determine heteroresistance. 54 isolates were found to have
heteroresistance. The frequency of colistin heteroresistance was 54/212
(25.5%). In one isolate, heteroresistance was not detected by repeated PAP

test.

Keywords : Colistin, Stenotrophomonas maltophilia, heteroresistance
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1. GIRIS VE AMAC

Stenotrophomonas maltophilia, diger non fermentatif bakteriler gibi dodada ve
hastanelerde ozellikle nemli ortamlarda yaygin olarak bulunan ¢evresel bir
mikroorganizmadir (1). Tim dinyada 6nemi giderek artan S. maltophilia, konak
savunma mekanizmalarinin bozuldugu yogun bakim hastalarinda ve bagisiklik
sistemi baskilanmig bireylerde ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara yol agmaktadir (2,3).
Yapilan  slrveyans calismalarinda S. maltophilia’nin; Acinetobacter spp. ve
Pseudomonas aeruginosa’dan sonra en sik izole edilen tGglincu non-fermentatif gram
negatif bakteri olarak saptanmasi hastane kaynakli non-fermentatif gram negatif
bakteriler icinde de Gneminin son yillarda arttigini géstermektedir (4). Ozellikle kistik
fibrozis hastalarinda P. aeruginosa ve Staphylococus aureus tan sonra en sik izole
edilen solunum yolu patojeni olup gértlme orani da yillar i¢cinde artis géstermektedir
(5). Basta solunum yolu enfeksiyonlari olmak tzere; bakteriyemi, endokardit, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlarl, menenjit, goz
enfeksiyonlari, kolanjit, peritonit ve Uriner sistem enfeksiyonlari gibi farkli klinik

tablolara yol acabilir (6,7).

S. maltophilia nozokomiyal enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde siklikla kullanilan
beta-laktamlar ve aminoglikozidlere kargi dogal olarak direncli oldugu ve gecmiste
etkin olan antimikrobiyallere kargi da giinimuizde direng oranlari arttigindan yol actigi
enfeksiyonlarin  tedavisi glUclesmektedir (8-14). Trimetoprim-sulfametoksazol
(TMP/SXT), tedavide ilk sirada tercih edilen bir antimikrobiyal ajandir; (3,15) ancak
giderek artan oranlarda olmak lizere TMP/SXT direnci gorulmektedir. Ulkemizde
yapilan calismalarda, TMP-SXT direnci %2.7-45 olmak Uzere farkli oranlarda
saptanmigtir (16-21). Ayni durum yurt digi ¢calismalarda da gecerli olup %10-%75
araliginda TMP-SXT diren¢ oranlari bildirilmigtir (8,22-25). TMP-SXT direnci
saptanmasi durumunda kinolon grubu antibiyotikler tedavide kulanilan ikinci grup
ajanlardir. Ulkemizde yapilan galismalarda kinolon direncinin yillara gére arttigi ve
levofloksasin direnci %7.6-%23’; siprofloksasin direnci ise  %42.8-%61 olarak
bidiriimektedir (19,20,26-28). Farkh Ulkelerden yapilan ¢alismalarda ise levofloksasin
direnci %3 ile %12 olmak Uzere farkli oranlarda saptanmig ve yillar iginde bu direncte
artis oldugu gorulmustar (29).



Bu calismada c¢esitli orneklerden izole edilen Stenotrophomonas maltophilia
izolatlarinin tedavisinde kullanilabilecek alternatif bir ila¢ olan kolistin igin direng
oranlarina farkli yontemlerle arastirimistir. Bunun yanisira kolistin heterodirenci

populasyon analizi profili ydntemi kullanilarak saptanmistir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Stenotrophomonas maltophilia
2.1.1. Tarihge ve siniflandirma

Stenotrophomonas maltophilia, ilk olarak ingiltere’de 1943 yilinda J. L. Edwards
tarafindan plevra sivisindan izole edilip Bacterium bookeri olarak adlandiriimis ve bir
deri kontaminanti olarak bildirilmigtir (30). Hugh tarafindan 1958 yilinda oral
karsinomu olan bir hastanin orofaringeal suruntu orneginden izole edilmis ve 1960
yiinda Hugh ve Ryschenkow tarafindan Pseudomonas maltophilia olarak
adlandiriimigtir (31). Fenotipik ve genotipik ¢alismalar sonucunda Swings ve ark.,
turin Xanthomonas cinsine dahil edilmesini 6nermiglerdir (32). Ancak bu gorus
yeterince kabul gérmemis ve flajellum sayisi, nitrat rediksiyon 6zellikleri ve bitki
patojeni olmasi gibi bazi farkli 6zellikleri olmasi nedeniyle 1993 yilinda Palleroni ve
Bradbury tarafindan tek Gyesi Stenotrophomonas maltophilia olan Stenotrophomonas
cinsini ilk defa tanimlanmistir (6,33). Dort yil sonra vyeni bir tir olan
Stenotrophomonas africana tanimlanmig ancak daha sonra Coenye ve ark.
tarafindan bu turin de S. maltophilia ile ayni oldugu gdsterilmigtir (34). Son
zamanlarda, Stenotrophomonas nitritireducens, Stenotrophomonas acidaminiphila,
Stenotrophomonas rhizophila, Stenotrophomonas koreensis, Stenotrophomonas
humi, Stenotrophomonas  terrae, Stenotrophomonas  ginsengisoli ve
Stenotrophomonas  daejeonensis  olmak  Uzere sekiz  farkli  cevresel

Stenotrophomonas tura tanimlanmigtir (35).

Sekil 2.1: Stenotrophomonas maltophilia’nin Siniflandirmasi (36)



1943 1960 1981 1993

Bacterium Pseudomonas Xanthomonas Stenotrophomonas
bookeri maltophilia maltophilia maltophilia

2.1.2 Morfolojik ve mikrobiyolojik 6zellikleri

Stenotrophomonas maltophilia Yunanca stenos (dar), trophos (beslenen), monas (bir
birim) ;kisith madde ile beslenen tek hicreli canli anlamina gelmektedir. Bakteri 0.5-
1.5 ym uzunlugunda duz veya hafif kivrimli spor olusturmayan gram negatif non-
fermentatif bir basildir. Klinik izolatlarin ¢odu oksidaz negatif, katalaz pozitiftir.
Glukozu fermente etmez fakat maltoz, selobiyoz ve laktoz gibi disakkaritleri tek
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilir. Ekstraselliler DNAaz pozitiftir. Polar
flagellumlari ile hareketlidir. Kanli agarda ureyebilir ve kigik soluk sari, gri-yesil
bazen hafif mukoid koloniler olusturur. Hemoliz yaptigini gésteren ¢alismalar olsa da
bakterinin genel olarak beta-hemoliz yapmadi§i kabul edilir.(37) Kanl agarda bazi
suslar kahverengimsi koloniler seklinde renk degisikligi gosterebilir. Bu fenomenin
ekstraseliler Urlinler arasindaki kimyasal reaksiyonlara bagli oldugu ve 42 °C'de
inkilbasyon soncunda daha belirgin oldugu saptanmistir. S. maltophilia zorunlu
aeroptur. 5-40 °C derece olmak Ulzere genis bir sicaklik araliginda Ureyebilmesine
ragmen optimum Ureme 1sisi 30-35 °C’dir. Klinik 6rneklerin rutin olarak inkiibe edildigi
35-37 °C sicakliklarda aminoglikozidlere yanlis duyarli sonuglarin saptanabilecegi
bildirilmistir (38). Ureyebilmek icin bircok izolat metiyonin ve sistein kullanir (33). Tim
bu metabolik 6zellikler cevrede yaygin olarak bulunan Stenotrophomonas suslarinda
degdiskenlik gosterebilir (39). S. maltophilia’nin bazi biyokimyasal ve mikrobiyolojik
Ozellikleri Tablo 2.1‘de gosterilmigtir (33).



Tablo 2.1. S. maltophilia’nin bazi biyokimyasal 6zellikleri

TEST REAKSIYON=
indofenol oksidaz =
Ifatalaz +
Ureme
18°C +
\Y
37°C
Hareket
18°C +
37°C \Y
indol -
Lizin-dekarboksilaz +

Ornitin-dekarboksilaz -
Metil kirmizisi -
Voges-Proskauer -
Hidrojen sulfit -
Nitrat rediksiyonu \%
Sitrat \Y,

Fenilalanin deaminaz -

B-Galaktosidaz (ONPG) \%

Hidroliz
Eskilin +
Jelatin +
Tween 80 +
DNA +
Nisasta -
Ure =

Karbon kaynagi

Adonitol -
Arabinoz -

B-Hidroksibutirat -



Sellobioz Y,
Dulsitol -
Glukoz i
Fruktoz \%
Galaktoz vV
Mannitol -
Mannoz \%
Ramnoz -
Salisin -
Sorbitol -
Trehaloz -

a+ , >85% pozitif; v, 16 -84% pozitif ; -, <15% pozitif

2.1.3. Virulans faktorleri ve patogenez

Artan klinik 6Gnemine ragmen S. maltophilia’nin virtlansi ve patogenezi ile ilgili bilgiler
sinirhdir ve yapilan birgok calismaya ragmen viralansin molekiler ve hiicresel
mekanizlari yeterince aydinlatilamamigtir (40-42). S. maltophilia’nin  virlans
faktorleri Tablo 2.2’de 6zetlenmigtir (43).

Tablo 2.2: S. maltophilia’nin kabul edilen bazi viriilans faktorleri

VIRULANS FAKTORU FONKSIYON iLGILi GENLER

Fimbria Adezyon, kolonizasyon, smf-1
biyofilm olugsumu

Proteaz Protein lizisi StmPr
Hemolizin Hemoliz hly
Lipopolisakkarid Konak ortaminda canlligin rmlA, rmIC, xanB, spgM

surdirdlmesi

Zonula okludens toksini benzeri  Bilinmiyor, Vibrio cholerae’nin zot
protein zonula okludens toksinine
benzer

Siderofor Demirin hicre igine alinmasi entACF



Fosfolipaz C Hiicre membraninin plcN1
pargalanmasi

Hemaglutinin Adezyon ve yayilma fha

Sekresyon sistemleri Efektor proteinlerin sekresyonu  hlyB/D, gsp, VirB/D, xps

Bakterinin hareketinden de sorumlu olan fimbria ve flajellumlarin S. maltophilia’nin
adhezyonunda da onemli rol oynadigi gOsterilmistir. Bakterinin hicre ylzeyine
tutunmasi da biyofilm olusumunun ilk asamalarindan biridir (44,45). Biyofilm olusumu
antibiyotik  diren¢ patogenezinde rol oynayan ©onemli bir faktorddr. Biyofilm
varliginda, antibiyotiklerin bakterilerle direkt temasi zorlasmakta ve bunun
sonucunda etkisini gostermemektedir. Ayrica biyofilmin yapisina katilan bakterilerin
sergiledigi farkl metabolik durum sebebiyle de antibiyotiklere duyarlilikta azalma
meydana gelmektedir (46). Biyofilm olusumunun nozokomiyal enfeksiyonlarin %65’i
ile iligkili oldugu dusunldlmektedir. S. maltophilia, hastane su tesisat sistemleri,
endotrakeal tupler, kateterler, diyaliz ekipmanlari, lavabo ve musluklar gibi hastalarla
direkt veya indirekt temasi olan nemli yuzeylerde ve konak dokularinda biyofilm
olusturabilmektedir (47). Biyofiim olusumunda etkili genler Tablo 2.3'de verilmistir
(42)

Tablo 2.3: S. maltophilia’da biofilm olugsumuna etkili genler

GEN HEDEF URUN FONKSIYON VIRULANSA ETKISi

spgM Fosfoglukomutaz ve Lipopolisakkarit Kolonizasyonu
fosfomannomutaz (LPS)sentezine katihm | etkileyen, konak
aktiviteli enzim savunmasina karsi

diren¢ (kompleman
kaynakl hicre éldirme

rmlA Glukoz-1-fosfat timidil LPS/EPS ‘ye bagh Segirme hareketi,
transferaz biyosentetik yolaga yapisma, biyofilm
dahil olma (rml1C ve olusumu

xanB ile birlikte)

rpfF DSF sentaz DFS sentezine katihm | Virtlans
ekspresyonunun
diizenlenmesi
(hareketlilik, hicre disi
proteazlar, LPS) ve
biyofilm olusumu




bsmR BsmR protein (biyofilm | Fosfodiesteraz Yuzme hareketliliginin
ve hareket regulatord) | aktivitesi,siklik pozitif dizenlenmesi ve
diguanozin monofosfat | biyofilm olusumunun
yikilmasi negatif diizenlenmesi
ax21 Ax21 dig membran Tdurler arasi iletisimde Hareketliligi, biyofilm

proteini

yer alan daginik sinyal
molekulu

olusumunu ve virtilansi
etkileyen

S. maltophilia, fimbria ve flajellumlar aracihdiyla prostetik ylzeylere oldugu gibi canh
ylzeylere de tutunabilmektedir (48-50). Bu virlilans faktorii enfeksiyon hastaliklarinin
gelismesinde etkilidir(51). S. maltophilia’nin tim genom sekans analizinde, adezyon
ve invazyon ile iligkili oldugu bilinen filamentdz hemaglutinin proteinlerini kodlayan
gen bolgelerinin varligi da gosterilmistir (52).

Quorum sensing (QS), hicre populasyon yodunlugundaki degisimlere cevap olarak
gen ekspresyonunda regulasyona gidilmesi olarak tanimlanmaktadir. Bakteriler,
otoindUkleyiciler adi verilen kimyasal sinyal molekdllleri salgilar ve hicre
yodunlugundaki artis sonucu olarak bu molekiller ekstraselliler olarak birikir.
Otoindukleyici konsantrasyonu, belirli bir esik degeri gectiginde gen ekspresyonunda
degisiklikler meydana gelir. Bu mekanizma ile virllans faktorlerinin Gretimi ve
antibiyotik direnci gibi birgok fizyolojik aktivite regile edilir. Genel olarak Gram
negatif bakteriler otoindikleyici olarak acillenmis homoserin lakton yapisindaki
molekilleri kullanirlar (LuxI/LuxR tipi QS) (53,54). S. maltophilia, LuxI/LuxR sistemi
yerine dagilabilir (diffusible) sinyal faktor (DSF) sistemini kullanir (7,52,55). DSF
sisteminin S. maltophilia’da virtlans ve antimikrobiyal dirence aracilik eden faktorleri
kontrol ettigi gésterilmistir (56,57).

Gram negatif bakterilerin dis membraninda bulunan lipopolisakkarid (LPS),
antibiyotiklere ve deterjanlara karsi bir bariyer goérevi gorur (45). S. maltophilia, lipid
A, oligosakkarid ¢ekirdek ve O antijeninden olusan LPS’ye sahiptir ve en az 31 farkl
O antijeni tanimlanmigtir (7,58). Bunlar igerisinde en sik O3 antijenine
rastlanmaktadir. S. maltophilia’nin O antijeninin Brucella tirleri ve Legionella
pneumophila ile ¢apraz reaksiyon verebildigi gosterilmistir (33). S. maltophilia’nin
LPS yapisi, komplemandan kagisi saglayan ve kolonizasyondan sorumlu énemli bir

virilans faktorudur (3,59). LPS biyosentezinde gorev alan genlerdeki mutasyonlarin




LPS yapisini degistirerek sonugta bazi antimikrobiyal ajanlara diren¢c durumunu,
hareket, tutunma ve biyofilm olusumunu etkiledigi gosterilmigtir (45,59). Lipid A
parcasi, potent bir proinflamatuvar sitokin olan tUmor nekrozis faktor-a (TNF-a)
salinimini uyarmaktadir. S. maltophilia ayrica interlokin-8 (IL-8) salinimini da
uyararak polimorfonikleer I16kosit gocline sebep olmaktadir (58). S. maltophilia klinik
izolatlar, jelatinaz, DNaz, lipaz, hemolizin proteaz, lesitinaz, heparinaz ve
hyaltronidaz gibi enzimler tretebilmektedir. (60).

S. maltophilia izolatlarinda bulunan tip I, II, IV, V ve VI sekresyon sistemleri, effektor
proteinlerin hiicre membranindan c¢evreye salinimina aracilik eder ve 6nemli bir
virilans faktoradir (43,52). Gram negatif bakterilerde yaygin olarak bulundugu
bilinen tip Il sekresyon sisteminin S. maltophilia’da proteolitik enzimlerin salinimina,
konak hucre iskeletinde bozulmaya ve sitotoksik etkilere aracilik ettigi gosterilmistir
(40). Serin proteaz enzimi olan StmPrl ve StmPr2 bu proteolitik aktivite ve konak
hicre hasarindan esas olarak sorumlu tutulmustur. S6z konusu enzimlerin ayni
zamanda ekstraselluler matriks proteinlerinde parcalanmaya ve IL-8 yikimina da yol
actigi gosterilmistir (41).

invaziv ve invaziv olmayan S. maltophilia klinik izolatlarinin codu tarafindan
uretilebilen melaninin, bakterileri konagin savunma mekanizmalarindan ve gevresel
faktorlerden korumasinin yanisira antibiyotik direnci ile de iligkili olabilecegdi
gosterilmistir (60,61). S. maltophilia, siderofor sentezleyebilen mikroorganizmalardan
biridir. Sideroforlar, bircok biyolojik sire¢ icin esansiyel olan demirin bakteri
tarafindan hucre igine alinmasina aracilik eder ve mikroorganizmalarin konak
vicudunda hayatta kalmasini saglamasi agisindan ¢ogu patojen igin 6nemli bir
virllans faktérudir (62,63).

2.2. S. maltophilia enfeksiyonlari

S. maltophilia saglkh bireyler igin patojenik olmamakla birlikte bagigiklik sistemi
baskilanmis veya yogun bakim Unitelerinde mekanik ventilasyonla takip edilen
hastalarda ciddi morbidite ve mortalite ile iligkili bir firsat¢i nozokomiyal enfeksiyon
etkenidir (6). Bu bakteri basta pndmoni olmak Uzere solunum yolu enfeksiyonlarinda

baglica etken olmakla birlikte; bakteriyemi, endokardit, deri ve yumusak doku



enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlari, menenijit, géz enfeksiyonlari, kolanijit,

peritonit ve Uriner sistem enfeksiyonlari gibi birgok klinik tabloya yol acabilir (6,7).

2.2.1. Epidemiyoloji

S. maltophilia enfeksiyonlarinin insidansi son yillarda artis géstermektedir (6). “Study
for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends” ve “SENTRY Antimicrobial
Surveillance” programi  kapsaminda 2012 yilinda, Asya-Pasifik bolgesinde intra-
abdominal enfeksiyonlarda S. maltophilia’nin ilk doért , Latin Amerika’da pndémoni
etkenleri arasinda ilk onda yer aldigi bildirilmistir(64,65). 2010-2016 yillari arasinda
Taiwan’da yapilan bir calismada S. maltophilia’nin saglik hizmetleri ile iligkili
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen mikroorganizmalar arasinda Acinetobacter spp.
ve Enterobacter spp.’den sonra Uguncl sirada yer aldigi bildiriimigtir (66).
Tarkiye’den yapilan ¢aligsmalarda, hastane kaynakli enfeksiyonlarda %0-1.6 oraninda
S. maltophilia etken olarak saptanmigtir. Bu oran yogun bakim Unitelerinde %4’e
kadar yukselmektedir (16,17,67,68). Bu durum, kemoterapi uygulanmasi, genis
spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanilmasi ve invaziv tibbi uygulamalardaki
gelismeler sonucunda risk altinda olan hasta populasyonundaki artisa baglanabilir
(69).

S. maltophilia’'ya bagh toplum kaynakli enfeksiyonlar gorulebilmekle birlikte buyuk
cogunlugu nozokomiyaldir ve Diinya Saghk Orguti tarafindan hastanelerde énde
gelen coklu ilaca direncli mikroorganizmalar arasinda gosterilmektedir (1,70). Hem
genel populasyonda hem de yogun bakim hastalarinda en sik solunum yolu
enfeksiyonlarina ve ikinci siklikta da kan dolasimi enfeksiyonlarina yol agcmaktadir
(15). Kistik fibrozis (KF) hastalarinda da S. maltophilia ‘nin bazi merkezlerde izole
edilme orani %25’e kadar ¢ikabilmekte ve bu oranlar giderek artis gdstermektedir. S.
maltophilia izole edilme orani Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde 1996-2010 yilari
arasinda %d4’den %14’lere yukselmistir (72).

2.2.2. Risk faktorleri ve bulas
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S. maltophilia, c¢evresel bir mikroorganizmadir ve nemli ortamlarda varhgini
surdurebilmektedir. Suyla iligkili, hastane igi ve digi birgok kaynaktan izole edilmistir
(7). S. maltophilia’ya bagli nozokomiyal enfeksiyonlardaki artis sebebiyle yapilan
calismalarda, bakteri aspirasyon tupleri, mekanik ventilasyon cihazlari, santral venéz
kateterler, nebulizatérler, endoskoplar, diyaliz ekipmanlari, dezenfektanlar, sabunlar,
irrigasyon solusyonlari, lavabo ve musluklardan izole edilmigtir. Bulas, kaynakla
direkt temas sonucu veya saglik personelinin elleri ile indirekt yolla olabilmektedir.
Ayrica Kistik fibrozis hastalarinda aerosoller de bulasta rol alabilirler (6,7). Molekiler
epidemiyolojik galismalar sonucunda izolatlar arasinda ciddi oranda genomik ¢esitlilik
saptanmasi, bulasin ¢cok sayida gevresel kaynaktan gerceklestigini dusundurmektedir
(72). S. maltophilia mikrobiyota elemani olmamakla birlikte, hastanelerdeki yuksek
prevalansi sebebiyle hastalarin derisinde, solunum yollarinda ve sindirim sisteminde
kolonize olabilmekte ve intravendz veya Uriner kateterizasyon gibi tibbi girisimler
sonucunda steril olan viicut bélgelerine ulasabilmektedir (1,38). Cogu beta-laktam ve
aminoglikozid grubu antibiyotige kalitimsal olarak direngli olmasi nedeniyle genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi S. maltophilia kolonizasyonunu
kolaylastirmaktadir (2). S. maltophilia, nozokomiyal enfeksiyonlar yaninda toplum
kaynakli bakteriyemi, g6z enfeksiyonlari, otit, solunum yolu enfeksiyonlari, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari ve idrar yolu enfeksiyonlari gibi toplum kaynakli
enfeksiyonlara da yol agabilmektedir. Bu hastalarda siklikla, kronik obstruktif akciger
hastaligi (KOAH), travma, HIV enfeksiyonu ve immduniteyi baskilayan diger faktorler,
malignensi, antibiyotik kullanimi, hastanede yatis 6ykusu ve santral venoz kateter
varhigi gibi komorbid durumlar s6z konusudur (7,73). Lavabo giderleri, musluklar,
icme suyu dagitim sistemleri, kontakt lens solusyonlari, evde kullanilan nebulizatorler
hastane disI kaynaklar arasinda gosteriimektedir (7).

Genel olarak S. maltophilia enfeksiyonlari i¢in risk faktorleri su sekilde siralanabilir
(74):

1) Malignensi (0zellikle hematolojik)

2) HIV enfeksiyonu

3) Kistik fibrozis

4) intravenoz ilag bagimhiligi

5) Travma (cerrahi travma veya kaza)
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6) Uzamis hastanede kalis suresi

7) Yogun bakim unitesinde yatis ve mekanik ventilasyon
8) Damar ici kateter ve uriner kateter varhgi

9) Kortikosteroid ve immunosupresif tedavi uygulanmasi
10) Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
11)Gastrointestinal kolonizasyon ve mukozit varhgi

12)Hematopoietik kdk hicre nakli

2.2.3. Laboratuvar tanisi

S. maltophilia, gesitli olumsuz c¢evre sartlarinda ve klinik 6rneklerin inkibe edildigi
standart sicaklik derecelerinde (35-37 °C) de Ureyebildigi icin klinik 6rneklerden bu
mikroorganizmanin izolasyonunda, standart 6érnek alma, transport ve saklama
teknikleri yeterlidir (6). Tum klinik laboratuvarlarda bulunan %5 koyun kanli agar,
cikolata agar ve McConkey agar gibi standart besiyerlerinde, normal ortam
kosullarinda veya %5 CO:2 varliginda bir gecelik inkiibasyonu takiben, 6zel tekniklerin
kullanimina, inklbasyon suresinin uzatiimasina gerek kalmadan rutin kan kalttrG
sistemlerinde standart bes gunlik inktibasyon periyodunda uretilebilmektedir. (6,33).
Selektif besiyerlerinin kulanimi klinik ve ¢evresel drneklerden S. maltophilia izolasyon
oranlarini artirmaktadir. KF hastalarinin balgamindan S. maltophilia izolasyonunda
kullanilmak Uzere vankomisin, imipenem ve amfoterisin B iceren besiyeri
geligtiriimigstir (6,75). Benzer sekilde Gram negatif selektif agar (GNSA) besiyerinde
KF hastalarinin balgamindaki Gram negatif bakteriler tespit edilebilmektedir.
Novobiyosin, siklohekzimid, amfoterisin, nisin ve kristal viyole iceren GNSA’da S.
maltophilia’ya ek olarak, KF hastalarinin balgam 6rneklerinden izole edilebilen diger
Gram negatif bakteriler de Ureyebilmektedir (76). Bu besiyerleri disinda maltoz,
DL-metiyonin, vankomisin, imipenem, amfoterisin B ve brom timol mavisi eklenmis,
Mueller-Hinton agar iceren SM2i besiyeri S. maltophilia izolasyonunda selektif ve
ayirt edici bir besiyeri olarak kullanilabilmektedir. SM2i agarda S. maltophilia
kolonileri mavi-yesil renkli bir halo ile gevrilmig, duzgun, yuvarlak, yesil renkli koloniler

seklinde gérunmektedir (77).
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Diger nonfermenter bakteriler gibi S. maltophilia’nin tanimlanmasinda koloni
morfolojisi ve biyokimyasal 6zelliklerinden yararlanilabilinmekle birlikte Burkholderia
cepacia ile benzer biyokimyasal profil gosterebilmektedir. Ancak bakterinin oksidaz
testinin negatif olmasi B. Cepacia ile ayriminda yardimcidir (1,2). Kesin tanisinda
kullanilan ve duyarhlik/6zgulligu %100 olan 23S rRNA genini hedef alan polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yontemi altin standart test olarak kabul edilmistir. PZR ile
karsilastirildiginda API 20NE (bioMérieux, Fransa), RaplD NF Plus (Remel, ABD),
Crystal Enteric/Nonfermenter ID (Becton Dickinson, ABD), Phoenix ID (Becton
Dickinson, ABD), VITEK 2 ID-GNB (bioMérieux, Fransa) ve MALDI-TOF MS
(bioMérieux, Fransa) gibi diger ticari sistemlerle glvenilir identifikasyon saglandigi
gOsterilmigtir (2,6). Bu sebeple otomatize sistemler dogru ve daha hizli sonug
sagladigi igin nonfermenterlerin identifikasyonunda gtnimizde sikca kullaniimaya

baslanmistir (78).

2.2.4. Tedavi ve diren¢ mekanizmalari

2.2.4.1 Tedavi

S. maltophilia, yatan hastalarda kolonize olabildigi icin 6zellikle steril olmayan vucut
bdlgelerinden izole edildiginde klinik 6nemini belirlemek zor olabilmekle birlikte
tekrarlayan Uremelerde siklikla tedavi gerektirmektedir (1,79). S. maltophilia’nin
tedavisinde ilk sirada tercih edilen ilag trimetoprim-silfametoksazol (TMP/SMX)
olmaktadir. Minosiklin, tikarsilin-klavulonat, kolistin ve aztreonam gibi diger bazi
ajanlar in vitro aktivite gosterebilse de bu ajanlarla ilgili yeterli klinik deneyim
bulunmadidindan ve S. maltophilia hizla direng gelistirebildigi icin bu ilaglarin
potansiyel etkinligi de bilinmemektedir. Farkh c¢alismalarda S. maltophilia’nin
antibiyotiklere karsi elde edilen in vitro duyarhlik sonuglari tablo 2.4 ‘de gosterilmigstir
(7,80-83).

Tablo 2.4: S. maltophilia enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotiklerin duyarhhk

profilleri

Stenotrophomonas maltophilia

Duyarlilik oranlari | Aciklama
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Trimetoprim- metoksazol

Bakteriyostatik.Ylksek
% 34.4 - >90 dozlarda uygulanir.KF
hastalarinda direng orani
yiksek

Tikarsillin—Klavulanat

% 6.7 - >70 Bakteriyostatik.Klavulanat L2
B-laktamazi inhibe eder.

Piperasillin-tazobaktam

% 6.7 — 20.1 Piperasillin—tazobaktam efektif
degil.

Seftazidim

invitro etkisiz goriinse de
% 0-53 kombinasyon tedavilerinde
etkindir.

Meropenem

- intrinsik direngli

Florokinolonlar
(siprofloksasin,
levofloksasin,
moksifloksasin)

Bakteriyosidal.Post-antibiyotik
% 45-95 ve biyofilm tzerine etkisi
var.Yeni kusak florokinolonlar
(moksifloksasin ve
levofloksasin )
siprofloksasinden daha etkili

Minosiklin % 92.4 —-100 Klinik deneyim sinirlidir.
Tigesiklin % 66.7 Klinik deneyim sinirlidir.
Degisken aktiviteye
Kolistin % 37.5-79 sahiptir.Antibiyotik duyarlilik

testlerinin yorumlanmasinda
sorunlar mevcut

Kloramfenikol

% 11.5-82 invitro aktivitesi mevcut

Dolayisiyla bu ajanlar ancak TMP/SMX’e direngli suslarin varhginda tedavide

dusunulmektedir. Fakat hastane kaynakli enfeksiyonlarda c¢oklu ilaca direngli

izolatlarin goérulme sikhdinin arttigini géz o6nunde bulunduruldugunda bu durum

tedavi seceneklerini kisitlamaktadir. Bunun sonucunda Klinisyenlerin alternatif tedavi

secenekleri aranmasi kacginilmaz hale gelmektedir (15). GlUnumizde S. maltophilia

enfeksiyonlarinda onerilen tedavi segenekleri 6ncelik siralarina gore Tablo 2.5'te

gOsterilmigtir (79).

Tablo 2.5: S maltophilia enfeksiyonlari igin 6nerilen tedavi segenekleri

Birinci segcenek

Trimetoprim-sulfametoksazol

ikinci segenek

Moksifloksasin/Levofloksasin
Minosiklin/Tigesiklin

Kolistin (= Rifampin)

Kombinasyon

Trimetoprim-sulfametoksazol + ikinci sira

ilaclardan biri veya seftazidim
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Alternatif kombinasyon Tikarsilin-klavulonat + Aztreonam +

Moksiflokasasin/Levofloksasin

Bu antibiyotiklere direng; disuk membran permeabilitesi, efluks pompalari,
antibiyotikleri inaktive eden enzimler ve kinolon diren¢g geni Smaqgnr gibi tim S.
maltophilia suslarinda yaygin olan dogal direng faktorleri ile iligkili olabilmektedir.
Ayrica mutasyonlar ve direnc genlerinin integron, transpozon, plazmidler vasitasiyla
horizontal yolla aktariimasiyla da kazanilabilmektedir. Bu sebeple S. maltophilia,
beta-laktamlar, kinolonlar, tetrasiklin ve aminoglikozidleri igeren yapisal olarak iligkisiz

birgok antibiyotige yiksek dizey dogal direng gdstermektedir (3,46).
2.2.4.2.Diren¢g mekanizmalari
S. maltophilia Sekil 2.2’de gorildugu gibi birgcok antibiyotige karsi primer ve sekonder

dirence sahiptir.

Sekil 2.2: Direng mekanizmalari (36)

Y » s J
Effluks pompalari d Almin azaltilmas
F N
a’
) Florokinolonlar
- Enzimleri Tetrasiklinler
inaktive edilmesi
% J\‘ @ Hedef degisiklii
O A KZE 4
EE Y

@ A\ "F'IJWQ‘;:";I MA ""|I \\/\ DNA
WA ALY

Alternatif enzim

Beta-laktamilar
Aminoglikozit

2.2.4.2.1. Enzimatik mekanizmalar

S. maltophilia’daki sul2 geni silfonamidlerce inhibe edilemeyen dihidropteroat
sentaz formlarini, dfrA geni ise trimetoprime direncli dihidrofolat rediktaz enzimini
kodlayarak TMP/SMX direncine yol actidi bildirilmistir (37). gqacEAL1 geni kuartener

amonyum bilesiklerini iceren antiseptiklere karsi direncten sorumlu goésterilmektedir
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(34). Smgnr geni tarafindan kodlanan kinolon diren¢ proteini olan SmQnr’in
topoizomeraz enzimlerine baglanarak bakteriyi kinolon etkisinden korudugu
dusunulmektedir(35,37)

2.2.4.2.2. Efluks pompalari

Efluks (diga atim) pompalari, toksik maddelerin ve antibiyotiklerin bakteri hiicresinden
dis ortama atilmasini saglayan ve boylece hucre igerisinde yeterli konsantrasyona
ulasmasini engelleyen tasiyici proteinlerdir (84,85). S. maltophilia’da efluks
pompalari ve dusuk dis membran gecirgenligi dogal antibiyotik direncinin major
belirleyicileridir (3). Bu pompalar kazanilmis direncte de rol oynamaktadir (46).S.
maltophilia’da tanimlanan efluks pompalari ve iligkili antibiyotik direnc fenotipleri

Tablo 2.6’ da gosterilmigtir.

Tablo 2.6: S. maltophilia’da dogal ve kazanilmis direngte rol oynayan efluks

pompalan (15).

Efluks pompalar ligkili antibiyotik direnci

RND ailesi

SmeABC Kinolonlar,beta-laktamlar, aminoglikozidler

SmeDEF Kinolonlar, tetrasiklinler, makrolidler, kloramfenikol, novobiyosin, trimetoprim-

stilfametoksazol

SmelJK Siprofloksasin, levofloksasin, tetrasiklin, minosiklin

SmeOP-TolCsm Trimetoprim-stlfametoksazol, aminoglikozidler, makrolidler, doksisiklin,

kloramfenikol, nalidiksik asit

SmeVWX Kinolonlar, kloramfenikol, tetrasiklinler

SmeYZ Trimetoprim-stlfametoksazol, aminoglikozidler

SmeABC Kinolonlar,beta-laktamlar, aminoglikozidler

SmeDEF Kinolonlar, tetrasiklinler, makrolidler, kloramfenikol, novobiyosin, trimetoprim-

silfametoksazol

ABC ailesi
SmrA Florokinolonlar, tetrasiklin
MacABCsm Aminoglikozidler, makrolidler, polimiksinler

MFS ailesi
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EmrCABsm Nalidiksik asit, eritromisin

2.2.4.2.3. Diger direng mekanizmalari

S. maltophilia dig membran lipopolisakkaritlerinin fosfat icerigi ve polisakkarit boyutu
farkli sicakhklarla degigebilir. Belli sicakliklar kargilastirildiginda aminoglikozid ve
polimiksin B direncinin 30 °C de, 37 °C'den daha yiiksek oldugu saptanmistir (59).

Ayrica S. maltophilia suslari farkli metallere karsi direng gdsterir. Bu nedenle gimus
kapli kateteri tolere edebilir (52,86). LPS sentezinde rol oynayan SpgM’'nin asiri
ekspresyonu, seftazidim, piperasilin-tazobaktam ve tikarsilin-klavulonat direnci ile
iligkili bulunmustur (7,61). Ayrica spgM mutant suslarda polimiksin B, kolistin,

nalidiksik asit ve gentamisine duyarlilikta artis goézlenmistir (59).

2.2.5. Antibiyotik Duyarlilik Testleri ve Degerlendirilen Antibiyotikler

2.2.5.1. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

S. maltophilia icin in-vitro duyarlilik testlerinde ¢ok sayida teknik problemler tespit
edilmistir. “Clinical and Laboratory Standarts Institute” (CLSI ) rehberinde TMP/SMX,
levofloksasin ve minosiklin icin hem disk difizyon hem de minimal inhibit6r
konsantrasyon (MiK) duyarlilik sinir degerleri mevcuttur. Seftazidim, tikarsilin-
klavulanat ve kloramfenikol icin ise sadece MiK duyarlilik sinir degerleri belirlenmistir.
“The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)
klavuzunda ise sadece TMP/SMX icin duyarlilik sinir degerleri tanimlanmistir ve bu
ajanin bakteriyostatik 6zelliginden dolayi disk diflizyon veya gradient diflizyon
yontemi kullanildiginda, inhibisyon siniri  degerlendirilirken, Ureme inhibisyon
zonu/elipsi kenarlarindaki hafif treme g6z ardi edilerek, %80 inhibisyonun dikkate
alinmasi gerektigi vurgulanmaktadir. EUCAST klavuzunda diger antibiyotiklerle elde
edilen duyarlihk sonuglarinin  klinik yansimasini destekleyecek yeterli veri
bulunmadidi belirtiimektedir (79,87). CLSI klavuzunda ko-trimoksazol igin disk
difizyon metodunun farkl inokulum yogunlugu, inkiibasyon slresi ve sicakliginin
farkli sonuglara yol agabilecegi belirtilmistir (3).

Antibiyotik duyarhlik testleri ¢alisilirken ve sonuglarin rapor edilmesi esnasinda S.
maltophilia’nin dogal direng¢ paterni dikkate alinmaldir. S. maltophilia’nin gosterdigi
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dogal diren¢ antibiyotikler agisindan CLSI ve EUCAST rehberleri arasinda bazi
farkhliklar bulunmaktadir (Tablo 2.7) (79).

Tablo 2.7: S. maltophilia’da dogal antibiyotik direnci (79)

Antibiyotik CLSI EUCAST

Amoksisilin-klavulonat
Piperasilin-tazobaktam
Seftriakson

Seftazidim

Sefepim

Aztreonam

Ertapenem

imipenem

Meropenem
Siprofloksasin
Aminoglikozidler
Trimetoprim
Fosfomisin

-, dogal direng yok; b, belirtiimemis; R, direngli.

(P ippy)

puipipvipuipeipvipipelpe)

puipipiiiegpipiplpvigl

|||

2.2.5.2. Degerlendirilen Antibiyotikler

2.2.5.2.1. Trimetoprim-silfametoksazol

Trimetoprim ve sulfametoksazol birlikte kullanildiginda folik asit sentezinin bozulmasi
ile purin sentezi ve buna bagl olarak da DNA sentezi inhibe edilmis olur. Boylece bu
metabolik yol tzerinde ardisik inhibisyon saglanarak sinerjizm elde edilir (84).

Yiksek in vitro duyarlilk oranlari sebebiyle TMP/SMX, S. maltophilia
enfeksiyonlarinda tek bagina veya kombinasyon tedavisinde ilk sirada tercih edilen
ilac olmaktadir. Bakteriyostatik etki gosterdigi igin tolere edilebilen en yiksek dozda
(215 mg/kg/gun trimetoprim, 3-4 doza bdllinerek) kullaniimasi o6nerilmektedir
(3,79,88). Fakat asin duyarlilik reaksiyonu ve intolerans, TMP/SMX kullanimini
kisitlayabilmektedir (3). Ulkemizde yapilan galismalarda, TMP-SXT direnci %2.7-45
olmak Uzere oldukga farkli oranlarda saptanmistir (16-21). Ayni durum tum dinyada
gecerli olup %10-%75 araliginda TMP-SXT direng oranlari bildirilmigtir (8,22-25).

S. maltophilia’da ko-trimoksazol direnci sull ve sul2 integronlarini tasimasina
baglidir (3). Taiwan'da 2003'de yapilan bir galismada izolatlarin sul1 integronu

tasima orani %21 olarak gosterilmistir (89). Dihidrofolat rediktaz enzimini kodlayan
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sinif 1 integronlarinda bulunan dfrA geninin de ylksek dizeyde dirence neden
oldugu raporlanmigtir. Son donemde SmeDEF, TolCsm ve SmeYZ effluks

pompalarinin da direngten sorumlu olabilecegi bildirilmistir (15)

2.2.5.2.2. Beta-laktamlar

Genel olarak hucre duvari sentezini inhibe ederek bakterisidal etkili beta-laktam
antibiyotikler S. maltophilia Gzerinde dusik etkinlie sahiptir (3). S. maltophilia’da,
tum karbapenemlere ve ¢ogu penisilin ve sefalosporine yliksek dizey dogal direng
s6z konusudur. Beta laktam direncinden sorumlu iki beta laktamaz mevcuttur.Bunlar
L1 ve L2 beta laktamaz enzimleridir. L1 Ambler B sinifi ¢inko bagiml
metalloenzimdir. Monobaktamlar haric tim beta-laktamlari hidrolize eder (3).
Karbapenemler dahil bircok beta-laktam antibiyotige karsi direncten sorumludur (33).
L2 Ambler A sinifi serin aktif beta-laktamazdir. Klavulanik asidi inhibe eder. Beta-
laktamazlara ek olarak bazi izolatlarda TEM-2 penisilinaz ve CTX-M-1 beta-laktamaz
da bulunabilir (3). Seftazidim ve tikarsilin-klavulanat, beta-laktam antibiyotikler
icerisinde S. maltophilia’ya en etkili ilaglardir. Ancak son on yil icerisinde direng
oranlarinda artis kaydedilmigtir (15). EUCAST tarafindan S. maltophilia, seftazidime
dogal olarak direncli kabul edilmektedir (90).

2.2.5.2.3. Florokinolonlar

DNA topoizomeraz Il (giraz) ve DNA topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek DNA
sentezini oOnleyen florokinolonlar, seftazidim ve tikarsilin-klavulanata goére S.
maltophilia Uzerinde daha gugcli bir etkinlige sahip olmalari nedeniyle tedavide bir
alternatif haline gelmiglerdir (84). Ancak asiri kullanilmalari, S. maltophilia’yr da
iceren birgok patojenik bakteride direng oranlarinda artisa sebep olmustur. Ozellikle
siprofloksasin bu bakteri tzerinde zayif etkinlige sahiptir (15). Ulkemizde yapilan
calismalarda levofloksasin direnci %14-%23’; siprofloksasin direnci ise %42.8-%61
olarak  bidiriimektedir (19,20,26-28). Yurt disindan vyapilan c¢alismalarda ise
levofloksasin direnci %3 ile %12 arasinda degiskenlik gostermekte ve yillar iginde
direncin artigs gosterdigi gorulmektedir (29). Kinolon direncinde SmeDEF bagsta

olmak Uzere efluks pompa ekspresyonu ve dis membranin permeabilitesinde azalma
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rol oynar. Bununla birlikte topoizomeraz genlerinde meydana gelen mutasyonlar, S.
maltophilia kinolon direncinde dnemli gérinmemektedir. Kinolon direncinde smeDEF,
smelJK, smeABC, smeVWX ve Smqgnr genlerinin de rol aldigi bildirilmigtir (33). S.
maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde moksifloksasin veya levofloksasin gibi
biyofilm Uzerine etkili ajanlarin kullanimi yararlh bulunmustur ancak hizli direng

gelisimi nedeniyle bu ajanlarin tek bagina kullaniimasi 6nerilmemektedir (79).

2.2.5.2.4. Tetrasiklinler ve glisilsiklinler

Ribozomlarin 30S alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe eden
bakteriyostatik etkili tetrasiklin grubu ilaglardan olan minosiklin ve doksisiklin S.
maltophilia klinik izolatlar1 Gzerinde in vitro olarak iyi etkinlik gostermektedir. Ancak bu
ajanlarla S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisi konusunda klinik deneyim
yetersizdir. Genis spektrumlu yeni bir antibiyotik olan tigesiklin, tetrasiklin direncine
yol acan mekanizmalardan daha az etkilenmekte ve TMP/SMX’e direncli izolatlar da
dahil olmak u(zere S. maltophilia izolatlarina in vitro etkisi bulunmustur. Bu
sebeplerden  o6turd  tigesiklinin,  klinik deneyim  eksikliine ragmen ciddi

enfeksiyonlarda kombine tedavide kullaniimasi énerilmektedir (3,15).

2.2.5.2.5. Kloramfenikol

Peptidil transferaz enzimini inhibe ederek etki eden kloramfenikol, in vitro olarak iyi
aktivite gosterse de tedavide kullanimi minimal dizeydedir. Diren¢ olmadigina dair
laboratuvar konfirmasyonu saglandigi durumlarda son segenek tedavisi olarak

dusundlebilir ancak myelotoksik yan etkisi unutulmamalidir (3,38).

2.2.5.2.6. Polimiksinler

Kolistin (polimiksin E) ve diger polimiksinler, gram negatiflerin dis membraninda
bulunan LPS’ler ve fosfolipidler ile etkilesime girerek hilicre permeabilitesinde artisa
ve bunun sonucunda hicre 6limune yol agan siklik polipeptidlerdir (91).

Pseudomonas aeruginosa basta olmak Uzere Burkholderia cepacia ve S. maltophilia

dahil ¢oklu ilag direngli nonfermentatif gram negatif bakteriler 6ncelikle kistik fibrozisli
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hastalar olmak hastane kaynakl kronik enfeksiyonlarda en sik morbidite ve mortalite

sebebidir (92).

Bu coklu ilaca direncli suslar

terapOtik tedavi secgeneklerini

kisitlamaktadir. Yapilan in vitro ¢alismalarda S. maltophilia’nin kolistin ve polimiksin

B’ye %70’in Uzerinde duyarl oldugu bildiriimektedir. Ayrica kolistin ile rifampin,

TMP/SMX ve doksisiklin arasinda sineriji

gostermesi

nedeniyle kombinasyon

tedavisinde yer almaktadir (15).Kolistin i¢in dusuk direng oranlari bildirildiginden

(tablo 2.8) klinisyenlerin kolistin kullanimi guin gegtikge artmaktadir (82,93-95).

Tablo 2.8: S. maltophilia kolistin diren¢ oranlari

Agar dilisyon

izolat izolat Yil Method Sinir deger | Direng Ulke Referans
sayisl icin orani
kullanilan (%)
rehber
S.maltophilia 18 2017 Disk diflizyon CLSI 27.3 israil 93
641 2014 Agar dilisyon CLSI 43.2 Arjantin 97
27 2013 | Gradiyent test- SFM 7.4 Fransa 96
Disk diflizyon
72 2012 Gradiyent test EUCAST 37.5 Fransa 82
65 2011 | Gradiyent test CLSI 60 Almanya 96
24 2010 | Gradiyent test CLsSI 21 Suudi
Arabistan
25 2010 Gradiyent test CLSI 96 Turkiye
Disk diflizyon
60
Agar dilisyon
96
12 2010 | Agar dilisyon CLSI 92 Amerika
Birlesik
Devletleri
36 2008 | Gradiyent test CLSI 58.3 Yunanistan
9 2007 Agar dilisyon CLsSI 100 Singapur
-70 2004 | Disk difizyon CLSI 7.2 Brezilya
Gradiyent test
20
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23 2001 Sivi CLSI 26.1 SENTRY
mikrodilisyon calismasi

Ancak agarda zayif difuzyon kabiliyeti ve plastik ylzeylere afinitesi nedeniyle in vitro
kolistin duyarlilik testlerinde sorunlar yagsanmakta ve in vitro olarak elde edilen
verilerin  Kklinik 6nemi kesin olarak degerlendirilememektedir (98,99). Kaolistin
duyarlihgini saptamada yasanan bu problemlerin yanisira Kkolistin heterodireng
varligini degerlendirmek zorlagmakta ve standardizasyonu gerekmektedir (100,101).
Kolistin in vitro duyarlihginin dogru olarak saptanmasi i¢in artan 6nem ve acil ihtiya¢
nedeniyle bu sorunlar da géz 6nudne alindiginda cesitli calismalarda gradiyent test,
sivi mikrodilisyon yontemi, agar dilisyon yodntemi ve otomatize sistemler
karsilastiriimigtir. Turlej ve arkadaslarinin yaptigi ¢galismada iki farkli kolistin duyarl
Klebsiella pneumoniae susu igin ¢ kez tekrarlanan sivi mikrodilisyon yontemiyle
elde edilen MiK (minimum inhibitér konsantrasyon) arali§i sirasiyla 0.25-32 ug/ml ve
0.5-64 ug/ml olarak bulunurken agar diliisyonda iki sus icin de MIK degeri tim
tekrarlarda 0.5 pg/ml bulunmustur. Gradiyent test yonteminde elde edilen MIK
degerleri sivi mikrodilisyonla elde edilen degerlerden daha dusuk tespit edilmigtir.
Kolistin duyarl saptanan suslar igin 1-2 kat, direncli saptanan suslar icin ise en az 5
kat disiik MiK sonuglari elde edilmistir. Sonu¢ olarak kolistin duyarlilik teslerinde
agar dilusyon methodunun Kkolistin duyarliigini belirlemede en guvenilir yontem
oldugunu bildirmiglerdir (102).

Kolistin igin antibiyotik duyarliik yontemleri arasindaki uyum sorunlarinin yaninda
antibiyotik duyarliik testlerinin tekrarlanabilirliginde de sorunlar yasanmaktadir.
Samuel ve arkadaslarini kistik fibrozisli hastalardan izole edilen 25 P. aeruginosa and
12 S. maltophilia izolati dahil ettikleri galismalarinda kolistin duyarlihd agar dilisyon,
sivi mikrodilisyon, gradiyent test ve disk diflisyon yoéntemi uygulanarak arastirilmigtir.
Dort yontem kargilastinimis ve es zamanh yapilan tekrarlarda %99 uyum
saptanmigtir. Fakat ayni suslarin farkli zamanlarda yapilan tekrarlari arasindaki
uyumsuzluk oranlari agar dilisyon igin % 74, gradiyent test ve sivi mikrodilisyon igin
%84 ve disk difuizyon igin %91 bulunmustur. Agar dilisyon ile diger U¢ yontem
karsilastirlldiginda ¢ok buylk hata orani sivi mikrodilisyonda %12, disk duflizyon ve
gradiyent testte %18 olarak bulunmustur. Dolayisiyla kolistin  duyarlihiginin
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saptanmasinda en iyi antibiyotik duyarlihlk yénteminin agar dilisyon olarak tespit
edilmistir (103).

2.2.6.Heterodireng¢ tanimi ve degerlendirilmesi
Heterodireng, bir bakteri toplulugunda bulunan tim bakterilerin normalde duyarh ve
ayni olmasi gerekirken herhangi bir antibiyotige farkli cevap vererek diren¢ gosteren

subpopulasyonun olmasidir. Bu durum S$ekil 2.3’te goruldigu gibi klinikte antibiyotik

tedavisinde basarisizliklara sebep olmaktadir.(104)

Sekil 2.3 :Enfeksiyon sirasinda heterodirencin dinamigi
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Antibiyotik direnci sonradan kazanilmig ve dogal olabiliyorsa heterodireng de bu iki

sekilde kazanilabilir (105). Heterodireng¢ mekanizmasi konusunda cesitli genetik,
epigenetik,genetik olmayan teoriler ortaya atiimissa da henuz aydinlatilamamistir
(106).Belirlenen heterodirencli suglarin seri 5-10 pasajindan sonra bazi direngli
suslar, orijinal populasyon fenotipine yeniden doénusurlerken digerleri direncli
kalmaktadir (105,107,108).

Heterodireng ilk kez 1947’de bir Haemophilus influenzae izolatinda tanimlanmis
bundan 20 yil sonra da Stafilakoklarda saptanmistir (105,109). CLSI, BSCA ve



24

EUCAST gibi uluslararasi klinik laboratuvar standartlari gelistiren ve standardize
eden kuruluglar heterodireng konusunda yetersiz kalmistir (106). Bu fenomeni
belirlemede standart bir yontemin olmamasi, maliyetli ve zahmetli bir is olmasi, bu
fenomenin  klinik ©6neminin  belirlenmesini  boylelikle de terapoétik tedaviyi
engellemektedir (106). ilk yapilan calismalarda bir antibiyotik konsantrasyon aralgi
verilmemig.Herhangi bir antibiyotik igin duyarli olan bir grup iginde direngli
subpopulasyonlarin olmasi olarak ifade etmisler (105,110-113). Diger bir tanimda ise
tek bir sinir deger belirlenerek 6rnek olarak A.baumanni icin 8 ug/ml kolistin iceren
agar plaginda Gireme olmasi ve bunun sivi mikrodiliisyonla MiK degerinin 8 pg/ml
bulunmasi olarak ifade edilmigstir.(100) Yine baska bir tanimda ise heterodireng
yuksek antibiyotik konsantrasyonlarinda diren¢ gorulirken dusuk antibiyotik
konsantrasyonlarinda duyarh sonugclarin elde edilmesi seklinde agiklanmis ve buna
Eagle tipi heterodiren¢g denmistir(114,115). Bu nedenlerle heterodirencin dizgun bir
tanimlamasi yok olmakla birlikte geriye donuk bir klinik degerlendirmenin yapilmasi
da imkansiz olmaktadir (106)

Tablo 2.9 ‘da gosterildigi gibi heterodirenci belirlemede farkli yontemler kullaniimakla
birlikte populasyon analizi profili (PAP), heterodirencin saptanmasinda altin standart
kabul edilen bir yontemdir (106). Fakat bu yontemin uygulanisinda da bir standart
yoktur. Ornegin bazi c¢alismalarda plaklarin konsantrasyon araliklari 0.1 ug/ml
alinirken (116) bazi calismalarda 1 ug/ml (117-120) olarak alinmistir. Bu durum ayni
susun bir egride homojen digerinde ise heterojen olarak tespit edilmesine sebebiyet
vermistir (121). Heterodirencin tespit edilmesiyle ilgili PAP konusunda standartlar
olmadigr gibi disk difuzyon ve gradiyent test yontemlerinde de bir standart
bulunmamaktadir (106).

El-Halfawy ve arkadaglari, PAP yapildiginda en yuksek inhibisyon etkisinin géruldugu
antibiyotik konsantrasyonu, hig inhibisyon gorulmeyen antibiyotik
konsantrasyonundan en az 8 kat yuksek ise bu izolat heterojen direncli olarak kabul
edilmiglerdir.Bu yontem suslarin antibiyotige karsi farkli davraniglarini karsilastirma
imkani vermektedir (122).

Bu calismada da son tanimi baz alarak gradiyent test yontemiyle zon ici Gremeleri
olan ayrica gradiyent test ve sivi mikrodilusyon uyumsuzlugu olan 55 sus PAP’a

alindi.
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Method

Avantaj ve dezavantajlari

Referans

PAP

-Altin standart
-Zahmetli ve maliyeti yuksektir

-Direncli subpopulasyonun
sikhgi ve MiK degeri saptanir

106,123

Mikrodilisyon PAP

-Normal PAP y6énteminden
daha hizl ve maliyeti dusuktur

-Yuksek inokulum
heterodirencin saptanma
olasiligini arttirir.

- Direncli subpopulasyonun
sikligi ve MiK degeri saptanir

123,124,125

PAP-Area under the curve
(AUC)

-hVISA tespitinde altin standart
- Zahmetli ve maliyeti yuksektir

-Referans hVISA Mu3 susu ile
karsilastirildiginda yanhs
klasifiye edilebilir

126

Gradiyent test-Disk diflizyon

-Klinik laboratuvarlarda rutin
kullaniimakta

-Distk inokulum nedeniyle
diusuk frekanstaki suslarin zor
tespiti

-Direncli subpopulasyonun
tespiti inhibisyon zonu igindeki
uremeye bagh

-Direncli subpopulasyonun
sikhigi ve MiK degeri hakkinda
bilgi vermez ya da zayif bilgi
saglar

100

Gradiyent test ile
makromethod

- Yiksek inokulum yakalama
sansini arttirir

- Yuksek inokulum nedeniyle
yanlis pozitiflikler olabilir

124

Sivi mikrodiliisyon

- Klinik laboratuvarlarda rutin
kullaniimaktadir

123,127-129
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-Direncli subpopulasyon
varhginda,MiK degerleri
inokulum miktarina ve direngli
bakterinin Greme hizina baghdir

Agar dilisyon

- Klinik laboratuvarlarda rutin
kullaniimaktadir

-Inokulumun miktari diisiik olasi
nedeniyle dusuk siklikta
bulunanlarin kagiriimasina
sebep verir

- Direncli subpopulasyonun
sikhgi ve MiK degeri saptanir

100

Sivi mikrodiliisyon temelli
otomatize sistemler (VITEK 2,
MicroScan)

- Klinik laboratuvarlarda rutin
kullaniimaktadir

- Disik inokulum nedeniyle
direncli subpopulasyon sikligi
disuk izolatlarin saptanmasi
zordur

100,123,130

Uremeyi tespit eden
otomatize sistemler (BACTEC
960 sivi besiyeri sistemi)

- Klinik laboratuvarlarda rutin
kullaniimaktadir

-Mycobacterium tuberculosis
icin gelistirilmistir
-Uzun inktibasyon gereksinimi

vardir

-Direngli subpopulasyon duyarli
suglar tarafindan yok edilebilir

- Direncli subpopulasyonun
sikh@i ve MiK saptanamaz

131-136

Molekller methodlar

- Klinik laboratuvarlarda rutin
kullaniimaktadir

-Dirence sebep olan
mutasyonlarin hepsi olmasa da
bir kismini tespit eder

-Hizli

-Direngli bakteri orani %5 in
altinda olsa dahi saptar

136-140
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Hastanin klinik érnegi direkt
kullanilabilir

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi

Aralik 2015 — Nisan 2018 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi
Hastanesi Klinik Patoloji Laboratuvari Bakteriyoloji Unitesine génderilen cesitli klinik
orneklerden izole edilen 212 S. maltophilia izolati calismaya dahil edilmistir. Bu
izolatlar calisma suresince %15 gliserolli “Brain Heart Infusion Broth” (BHIB) besiyeri

icerisinde -20°C'de saklanmistir.

Stoktan acilan izolatlar %5 koyun kanli agara pasajlanmistir. Kanli agar plaklarinin
37°C’'de 24 saatlik inkibasyonunu takiben saptanan koloniler, Gram boyanma
Ozellikleri, koloni morfolojisi, oksidaz ve katalaz reaksiyonuna gore incelenmigtir. Saf
kaltir halinde elde edilen mikroorganizmalar, konvansiyonel yontemlere ilaveten
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization time-of-flight, Mass Spectrometry
(MALDI TOF MS- bioMérieux, France ) otomatize identifikasyon sistemi ile tdr
dizeyinde tanimlanmistir. Her hastanin tek bir S. maltophilia izolati calismaya

alinmigtir.

3.2. Antimikrobiyal duyarhlik testleri

Kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922, E.coli NCTC 13846 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 susglari kullaniimistir.

3.2.1. Sivi mikrodillisyon yontemi

Sivi mikrodilisyon ydntemi CLSI o6nerileri dogrultusunda katyon ayarh Mueller-
Hinton sivi besiyeri (MHB) icinde antibiyotiklerin seri iki kat konsantrasyonlari
hazirlanarak yapilmistir. Son inokilum konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olacak
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sekilde bakteri slspansiyonu inoktle edilmistir. 35°C’de 18-24 saat inkibasyon
sonras! gbzle gorulir Gremenin durdugu en diisik antibiyotik konsantrasyonu MIiK

degeri olarak belirlenmisgtir.

3.2.1.1. MHSB’nin hazirlanmasi

1) Ticari toz besiyerinden dretici firmanin (Oxoid, Ingiltere) talimatlari dogrultusunda
hazirlanmistir.

2) Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmisgtir.

3.2.1.2. Antibiyotik stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

1) Antibiyotiklerin stok sollisyonlari asagidaki formule gére hazirlanmistir (141):

Agirlik (mg) = Volum (mL) x Konsantrasyon (ug/mL)

Antibiyotik potensi (ug/mg)

2) Kullanilan kolistinin potensi CLSI klavuzuna goére IUden pg/mg' a
donusturulerek 765.80 olarak hesaplanmigtir. Cozlcisu olarak distile su
kullaniimigtir.(142)

3.2.1.3. Bakteri inoktulumu
1) Bakteri inokilumlari, 24 saatlik koyun kanl agar kilturinden, MHB icerisinde 0.5

McFarland standart bulaniklikta olacak sekilde, dogrudan koloni sUspansiyonu

yontemi kullanilarak hazirlanmistir.

2) Bu suspansiyon, MHB ile 1/100 oraninda dilie edilerek, 10® CFU/mL
konsantrasyonu elde edilmigtir.

3.2.1.4. Testin yapilisi

1) Steril U tabanh 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklari kullaniimigtir.
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2) Her bir kuyucuga 50 yl MHB konulmustur.

3) Ik kuyucuklara antibiyotik stok sollisyonundan konularak son kuyucuga kadar

dilisyonlari yapilmistir.En son kuyucuktan sonra 50 pl disari atilmigtir

4) Hazirlanan bakteri sispansiyonundan her bir kuyucuga 50 ul inokile edilmistir.
Boylece kuyucuklardaki son inokilum konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olarak

belirlenmistir.

5) Her bir izolat i¢in, antibiyotik icermeyen kuyucuklarda tireme kontroll ve her plakta

iki kuyucukta besiyerinin sterilite kontrolt yapilmistir.

6) Plaklar 35°C’de 18-24 saat inklibe edilmisgtir.

3.2.1.5. Degerlendirme ve yorum

Uremenin gériilmedigi en disik ila¢c konsantrasyonu, o antibiyotik icin MiK degeri
olarak belirlenmigtir. S. maltophilia icin CLSI kilavuzunda kolistin sinir degerleri
olmadigindan sonuglar Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. igin belirlenen
kolistin sinir degerlerine gore yorumlanmigtir (47,142). Kolistin igin belirlenen
duyarliik sinir degerleri Tablo 3.1'de ve standart kontrol susu icin bildirilen MiK

degerleri Tablo 3.2°’de verilmigtir.
3.2.2. Gradiyent Test YOntemi

Gradiyent test yontemi, Uretici firma 6nerileri dogrultusunda uygulanmistir. Kolistin
MiK degerlerinin gradiyent test ydéntemi ile saptanmasi igin 0.016-256 ug/ml
araliginda kolistin iceren gradiyent test seritleri (Etest, bioMérieux, Fransa)

kullanilmigtir. Bu seritler, kullanilincaya kadar -20°C'de muhafaza edilmistir.
3.2.2.1. MHA’nin hazirlanmasi
1) Ticari toz besiyerinden Uretici firmanin (Merck, Almanya) talimatlari dogrultusunda

hazirlanmistir.
2) Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.



30

3) 55°C’ye kadar soguduktan sonra steril petri kaplarina 4 mm kalinlikta olacak

sekilde dokullup katilasmaya birakiimistir.

3.2.2.2. Bakteri inoktlumu

Inokiilum, 24 saatlik koyun kanh agar kultiriinden, serum fizyolojik icerisinde 0.5
McFarland standart bulaniklikta olacak sekilde, dogrudan koloni suspansiyonu

yontemi ile hazirlanmistir.

3.2.2.3. Testin yapilisi

1) Steril cam tlp icinde hazirlanan bakteri sispansiyonuna steril eklivyon batiriimis

ve tlp kenarina bastirilarak pamugun fazla siviyr birakmasi saglanmistir.

2) Ekuvyonla alinan inokilum, tim agar yuzeyine yaklagik 60 derecelik agilarla plak

cevrilerek yayilmigtir.

3) Kullanilmadan 6nce oda sicakligina gelmesi beklenen gradiyent test stripleri
paketinden cikarilip, aplikatdér yardimiyla besiyeri Uzerine yerlestiriimistir. Striplerin
yerlestiriimesi iglemi, inokdlum MHA Uzerine yayildiktan sonra en ge¢ 15 dakika

icinde tamamlanmistir.

4) Petriler 35°C’de 18-24 saat inkube edilmistir.

3.2.2.4. Degerlendirme ve yorum

Plaklar, koyu renk bir zemin tizerinde, aydinlik ortamda degerlendirilmistir. inhibisyon
zonunun gradiyent test seridine temas ettigi konsantrasyon MIK degeri olarak
belirlenmistir. S. maltophilia i¢cin CLSI kilavuzunda kolistin sinir degerleri
bulunmadigindan sonucglar Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp. icin belirlenen
klinik kolistin sinir degerlerine gore yorumlanmigtir (47,142). Klinik sinir degerler
Tablo 3.1'de ve standart kontrol susu igin bildirilen MIK degerleri Tablo 3.2'de
gosterilmigtir.
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Tablo 3.1: Pseudomonas spp igin CLSI kilavuzunda yer alan kolistin MiK sinir

degerleri
MIK sinir degerleri (ug/mL)
Antibiyotik Adi
Duyarh Direncli
Kolistin <2 >4

Tablo 3.2. Standart kontrol suslan icin belirlenen kolistin MiK araliklari

Standart Kontrol Susu Kolistin igin MiK araligi (ug/mL)
E. coli ATCC 25922 0.25-2
E.coli NCTC 13846 4-8
P. aeruginosa ATCC 27853 0.5-4

3.3.Kolistin heterodirencinin saptanmasi
3.3.1. Heterojen direnc¢ gosteren izolatlarin saptanmasi

Calismaya dahil edilen tim izolatlarin sivi mikrodilisyon ve gradient test yontemi
sonugclari degerlendirilmistir. TUm izolatlara sivi mikrodilisyon yoéntemi ikinci kez
yapilmistir. Tekrarlanan sivi mikrodilisyon test sonuglarinda uyumsuzluk ya da
gradient seritlerinin etrafinda olusan inhibisyon elipsi i¢inde koloni olusumu gdézlenen
izolatlar kolistin heterodirenci acgisindan ileri degerlendirmeye alinmistir (47,143-
146).

3.3.2. Populasyon Analiz Profili (PAP) yontemi

Populasyon analiz profili yonteminde (PAP), test edilmek istenen suslarinin sivi
besiyerinde hazirlanan suspansiyonlarindan, artan konsantrasyonlarda kolistin iceren
(0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 pug/ml) MHA besiyerlerine
ekimler yapilmistir. Kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922, E.coli NTCC 35218 ve
P.aeruginosa ATCC 27853 suslari kullaniimistir.
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Test edilecek izolatlardan 3 farkli koloni alinarak Mueller Hinton sivi besiyerine
(MHB) ekilmis 35°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra “10% cfu/ml (A) (0.5
McFarland) bakteri iceren suspansiyonlari hazirlanmistir. Ayri bir tarafta 1.5 ml’lik
steril mikrosantrifij tuplerine (Eppendorf) 900’er ul serum fizyolojik (SF) dagitiimigstir.
Her bir izolat icin 5 adet, 900 ul SF igceren mikrosantriflj tipU kullaniimistir. Ana
bakteri stispansiyonu (A) (108 cfu/ml) vorteks ile karistirlmis ve bu siispansiyondan
100 pl alinarak, 900 pl SF iceren ilk mikrosantrifuj tUplune aktariimistir. Boylece
bakteri stiispansiyonu 10 kat seyreltilerek ilk mikrosantrifiij tiptnin “107 cfu/ml kadar
bakteri icermesi saglanmistir. Bu mikrosantriflij tiplu de vorteks ile karistiriimis ve
100 pl ahnarak ikinci mikrosantrifij tapune aktariimistir. Bu iglem besinci
mikrosantrifjj tiptine kadar devam ettirilerek 107(B), 108(C), 105(D), 10%(E) ve 103(F)
cfu/ml'lik bakteri stspansiyonlari elde edilmistir. ‘F’ tiplinden (103 cfu/ml) 20 pl,
alinarak antibiyotik icermeyen (0 ug/ml) MHA besiyerlerine ekilmistir. Plaklar 48 saat
35+2°C'de inklibasyona birakildiktan sonra 24. ve 48. saatlerde bakteri kolonileri

saylimistir.

Her bir test edilecek izolat icin ana bakteri stispansiyonundan (A) (108 cfu/ml) 10’ar pl
alinarak kolistin iceren MHA besiyerlerine (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,
128 ve 256 pg/ml) ekilmistir. Bu iglem tim heterojen direng dusinulen suslar igin

yapilmistir.

Plaklar 48 saat 35+2°C'de inklbe edildikten sonra farkli konsantrasyonlarda
antibiyotik iceren plaklarda Greme gdsteren bakteri kolonileri sayilmis ve heterojen
diren¢ populasyon sikligi hesaplanmigtir. Heterojen direng populasyon sikhgr;
uremenin goérdldugu en yuksek ilag konsantrasyonuna sahip plaktaki koloni sayisi,

ilag icermeyen plaktaki koloni sayisina bollinerek hesaplanmistir (122).

PAP yontemiyle heterodireng saptanan izolatlarin en yuksek ila¢g konsantrasyonunda
ureyen kolonileri alinip kanli agarda 7 gun ardigsik olarak pasajlanmistir. Yedinci
pasaj tamamlandiktan sonra tekrar sivi mikrodilisyon ydntemiyle izolatlarin kolistin
MiK degerlerine bakilmistir (99,100,114).
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4. BULGULAR

Calismamiza Aralik 2015 — Nisan 2018 tarihleri arasinda olmak tzere gesitli klinik
orneklerden izole edilen 212 adet S. maltophilia susu dahil edildmigtir. Ayni hastadan

ikinci kez izole edilen suslar ¢alismaya dahil edilmemistir.

Calismamiza dahil edilen 212 susun 35’'i (%16.5) cocuk, 177’si (%83.5) erigkin
hastalardan izole edilmistir. Calismaya alinan suslarin 108’i (%50.9) erkek, 104’U

(%49.1) ise kadin hastalardan izole edilmisgtir.
izolatlarin kliniklere gore dagilimi Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1: S. maltophilia suglarinin izole edildigi klinik orneklerin gonderildigi

klinikler

KLINIKLER SAYI (%)
DAHILIYE 30 (14.1)
ONKOLOJI 28 (13.2)
DAHILIYE YOGUN BAKIM 25 (11.7)
PEDIATRI YOGUN BAKIM 21 (9.9)
GOGUS HASTALIKLARI 12 (5.6)
UROLOJI 10 (4.7)
ONKOLOJI YOGUN BAKIM 9(4.2)
PEDIATRI 9(4.2)
GENEL CERRAHI YOGUN BAKIM 8 (3.7)
NOROSIRURJI YOGUN BAKIM 7 (3.3)
NOROLOJI YOGUN BAKIM 6 (2.8)
PLASTIK CERRAHI 6(2.8)
GENEL CERRAHI 5 (2.3)
NOROSIRURJI 3(1.4)
NOROLOJI 2(0.9)
DIGER 31 (14.6)
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TOPLAM 212

Calismamiza dahil edilen 212 susun 51’ i balgam, 40’1 derin trakeal aspirasyon
(DTA), 35'i idrar, 34’4 kan ve kateter, 18’i puy, 8’i bronkoalveolar lavaj (BAL), 8’
periton, 7’si doku, 4’0 plevra, 3’0 beyin omurilik sivisi (BOS), 3’'U safra ve 1

konjunktivadan izole edilmistir.(Sekil 4.1)

Sekil 4.1 : Klinik izolatlarin 6rnek tiriine gére dagilimi

ORNEK DAGILIMI

m BALGAM m DTA ® iIDRAR m KAN/KATETER = PUY m BALGAM

PERITON DOKU PLEVRA BOS SAFRA KONJUKTIVA

Calismaya dahil edilen 212 izolatin sivi mikrodilisyon ve gradiyent test yontemi ile
elde edilen MIK sonuglari degerlendirilmistir. Kolistin duyarliiginin saptanmasinda
altin standart olarak kabul edilen sivi mikrodilisyon testinin iki kez tekrarlanmasi
sonucunda 95 izolat (95/157; %60.5) duyarli, 62 izolat (62/157; %39.5) ise direngli
bulunmustur. Bununla birlikte 55 (55/212; %25.9) izolatta testin ikinci kez

tekrarlanmasi sonucunda uyumsuz sonug elde edilmistir.

Sivi mikrodiliisyon ve gradiyent test yontemi ile elde edilen MK sonuglari
karsilastirildiginda ise her iki yontemle 39 izolat (39/134; %29.1) direncli, 95 izolat
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(95/134; %70.9) ise duyarli bulunmustur. Sonu¢ olarak gradiyent test ve sivi
mikrodilisyon yontemleri kargilastinildiginda toplam 134 (134/212; %63.2) izolatta
kategorik olarak uyumlu sonug¢ elde edilmistir. Her iki yontemle direngli bulunan
izolatlara ait sonuclar Tablo 4.3'de duyarli bulunan izolatlar ise Tablo 4.2'de

verilmigtir.

Tablo 4.2: Gradiyent test ve sivi mikrodillisyon yontemiyle kolistin duyarli

saptanan izolatlar

Duyarh MiK degeri 20 0.38 1
izolat no 21 0.19 1
Gradiyent Sivi 0.5
test mikrodilisyon 22 0.75 1
1 0.125 1 1
2 23 0.19 1
2 0.5 2 2
1 24 1 <0.06
3 0.38 0.5 2
4 0.125 1 25 15 <0.06
1 0.75 <0.06
5 0.5 2 26 1 <0.06
6 0.5 2 1
2 27 0.75 2
7 0.19 0.5 1
1 28 0.75 2
8 0.38 1 1
1 29 1 1
9 0.75 2 0.19
1 30 2 1
10 0.125 <0.06 1
0.5 31 15 1
11 0.5 0.5 32 0.5 0.25
2 1
12 0.25 0.5 33 1 1
2 1
13 0.19 0.25 34 2 0.5
1 1
14 0.19 0.5 35 0.25 1
1 1
15 1.5 2 36 0.125 2
1 1
16 1 1 37 1 1
0.5 1 1
17 0.19 1 38 0.19 2
1 1
18 0.125 2 39 0.25 0.5
1 1
19 0.094 0.25 0.125
0.5 40 0.125 0.5
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1 0.5
41 2 2 71 0.094 1
2 0.094 1
42 0.38 1 72 0.125 0.5
1 0.25 0.5
43 0.38 2 73 1 1
44 0.064 0.5 0.5
0.094 0.5 74 0.19 0.25
45 0.094 0.5 0.125 1
2 75 0.125 0.5
46 0.19 2 0.5
47 0.125 1 76 0.125 0.5
1 0.5
48 0.38 0.5 77 0.125 1
2 0.5
49 0.125 0.5 78 0.25 1
2 0.5
50 0.125 0.5 79 0.125 1
0.5 1
51 0.125 0.25 80 0.25 2
0.5 1
52 0.094 2 81 0.38 2
0.5 1 2
53 0.25 0.5 82 0.38 2
1 83 0.125 2
54 0.125 2 0.5
2 84 0.19 0.5
55 0.125 2 2
1 2
56 0.25 2 85 15 2
1 86 0.125 0.5
57 0.125 0.5 1
58 0.25 0.5 87 0.19 0.5
59 0.125 2 0.5
1 88 0.19 0.5
60 0.19 2 0.5
61 0.19 0.5 89 0.38 1
0.5 2
62 0.19 1 90 0.19 0.25
63 0.25 0.5 1
64 0.125 1 91 0.19 1
0.125 1 2
1 2
65 0.094 1 92 0.125 0.5
0.5 0.5
66 0.125 2 93 0.125 0.5
0.5 2
67 0.125 0.5 94 0.125 0.5
1 2
68 0.125 0.5 95 0.125 2
0.5 2
69 0.094
0.25 2
0.125 1
70 0.125 1
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Tablo 4.3: Gradiyent test ve sivi mikrodillisyon yontemiyle kolistin direngli

saptanan izolatlar

Direncli MiK degeri 23 32 16
izolat >128
no Gradiyent test Sivi 24 3 8
mikrodilisyon 4 4
1 8 >128 25 4 4
128 4 8
2 3 16 26 6 >128
16 64
3 >256 >128 27 >256 >128
>128 16 >128
4 24 16 >128
>256 >128 28 3 >128
5 12 8 64
16 29 8 >128
6 4 32 64
8 30 3 128
7 32 >128 32
>128 31 6 >128
8 >256 4 64
>256 >128 32 3 16
>128 >128
9 12 4 33 64 16
128 >128
10 128 >128 34 12 >128
>128 >128
11 >256 >128 35 4 128
>128 >128
12 6 16 36 3 8
6 >128
13 6 128 37 >256 >128
6 8 >128
32 38 4 16
14 4 128 32
128 39 3 >128
15 16 4 8
8
16 3 >128
4 8
17 4 >128
8
18 4 64
16
19 4 8
16
20 3 64
8
21 4 32
128
22 3 8
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Tablo 4.2 ve 4.3’te goruldugu gibi ayni izolatin farkli zamanlarda duyarlilik testlerinin
tekrarlanmasi sonucunda kategorik olarak ayni sonug¢ elde edilmesine ragmen, elde
edilen MIK degerlerinin birbirinden oldukga farkli oldugu gérilmistir. Ayni susa ait

gradient test sonuclarindaki farkhlik da Sekil 4.2.a ve 4.2.b ‘de verilmigtir.

Sekil 4.2.a: Ayni S.maltophilia izolatlarina ait tekrarlanan gradiyent test

goruntaleri

Sekil 4.2.b: Ayni S.maltophilia izolatlarina ait tekrarlanan gradiyent test

goruntaleri
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Gradient test sonuglari degerlendirilirken Sonia Martinez-Servat ve ark.larinin (47)
kullandigi kriterlere benzer sekilde gradient testte kolistin seriti etrafinda olusan
inhibisyon elipsi icinde Ureme saptanan izolatlar olasi heterodirengli izolat olarak
kabul edilmigtir.Gradiyent testte kolistin seriti etrafinda olusan inhibisyon elipsi igcinde

Ureme saptanan bazi izolatlara ait gértuntl Sekil 4.3’de gosterilmistir.

Sekil 4.3: Gradient testte inhibisyon elipsi icinde Greme gdsteren S. maltophilia

suslarn
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Sivi mikrodilisyon testinin iki kez tekrarlanmasi sonucunda uyumsuz sonug¢ elde
edilen izolatlar ile gradiyent test yontemiyle inhibisyon elipsi icinde tGreme saptanan
izolatlara heterojen diren¢ acisindan ileri degerlendirmeye alinarak populasyon

analizi profili yontemi uygulanmistir (71,99,100,114,119).

Kolistin heterodirenci saptanmasi amaciyla 55 izolata en az iki kez PAP ybntemi
uygulanmigtir. Heterojen diren¢ saptanan izolatlarda 4 pg/ml ve Uzerindeki
konsantrasyonlarda bakteri Uremesinin devam ettigi saptanmis, artan antibiyotik
konsantrasyonlarindaki plaklarda elde edilen koloni sayisinin giderek azaldigi
gorulmastir (Sekil 4.4). Calismada elde edilen PAP analiz sonuglari Tablo 4.4'de
verilmigtir. PAP uygulanan 55 izolatin 54’tinde heterodireng tespit edilmigstir. Kolistin
heterodireng sikhigi 54/212 (%25,5) olarak saptanmistir. Bir izolatta ise tekrarlayan

PAP testi sonucu heterojen direng saptanamamistir.

Sekil 4.4: Populasyon analizi yapilan 27 nolu S.maltophilia izolatinin artan

antibiyotik konsantrasyonlarinda saptanan Greme paterni



1 pg/ml kolistin,
konsaniasynus

16 pg/ml kolistin
konsanirasyonu

8 pg/ml kolistin,
konsantrasyany

32 pg/ml kolistin
konsanirasyonu

64 pg/ml kolistin
konsanirasyonu
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Kolistin heterojen direng orani ¢ocuk hastalarda %22.9 (8/35) olarak saptanirken

erigkin hastalarda %26 (46/177) olarak belirlenmistir (Sekil 4.5)

Sekil 4.5: Erigkin/cocuk hasta gruplarinda saptanan kolistin heterodireng

oranlari
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Eriskin ve cocuk hastalarda kolistin heterodirenc¢ oranlar

140 131
120
100
80

60
46

40
27
0 [ |
Erigkin Cocuk

W Heterodirengc var  m Heterodirenc yok

Kolistin heterodireci saptanan izolatlarin 16’s1 kan/kateter, 14’G DTA, 8’i balgam, 6’si
idrar, 3’0 puy, 2’si safra, 2'si periton,1’i doku, 1’i plevral sivi, 1'i BOS ve 1'i de BAL
orneklerinden izole edilmistir. Heterodiren¢g en sik kan ve kateter izolatlarinda

saptanmis olup, sikligi ise %47.1 (16/34) olarak belirlenmistir.

Tablo 4.4 : Kolistin heterodirenci saptanan izolatlarin sivi mikrodiliisyon ve

gradiyent test ile elde edilen MiK degerleri ve alt popiilasyon sikhgi



izolat | Gradiyent test/ Sivi PAP ‘da 7 gun pasaj Frekans
No MiK degerleri | mikrodiliisyon / saptanan en sonrasi elde
MiK degerleri yiksek edilen MiK
konsantrasyon degeri
1 0.75 4 32 16 1.25%10°
0.50 8
0.19 4
2 0.125 1 32 1 3x10*
1 zil,cz(+) 4
16 zil(+) 32
3 12 ¢z(+) 0.5 32 1 2.14x10°%
0.75 ¢z(+) 8
0.25 128
4 0.75 zil(+) 1 128 16 3.7x107
8
5 0.38 zili(+) 2 128 8 12.5x10°
4
6 0.75 zil(+) 1 128 16 3.57x10°%
8
7 8 zili(+) 2 128 16 2.1x10°%
1.5 8
8 6 zill(+) 0.5 128 32 6.13x10°
4 ¢cz(+) 1
3 8
9 2 2 128 >128 0.2x106
15 2
1 4
10 8 zil(+) 1 128 8 8.75x104
128
11 4 zil,¢cz(+) 0.5 128 8 1.86x10°
32
12 1.5¢cz(+) 0.5 128 128 1.23x10%
0.50 ¢z(+) 8
4 cz(+) 128
13 6 zil(+) 0.5 128 16 1.82x10°
0.25 zil(+) 2
2 zil(+) 1
6 zill(+) 128
14 0.125 zil(+) 0.5 128 16 2.73x10°
12 zil,¢z(+) 4
1
15 32 ziu,cz(+) 0.5 128 128 1x10%
0.125 16
6 zil(+) 32
16 1 zit(+) 2 128 2 2.4x10°
15 8
17 1.5 1 128 16 1.615x10°
24 cz(+) 4
18 0.25 1 128 8 2.5x10°%
0.50 8
19 1 0.5 128 32 7.4x107
0.38 4
0.38 ziu(+) 4
0.19 ziu(+) 2
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20 2 ¢cz(+) 4 128 1 0.8x107
3 ¢z(+) 4
16 >128
21 12 zili(+) <0.06 128 2 0.7x107
2 zil(+) 16
1 zi,cz(+) 1
22 0.5 zil(+) 0.25 128 4 3.43x106
64
64
23 1 zil(+) 2 128 64 7.8x107
16 >128
16
24 8 zil,cz(+) 2 128 4 0.19x10°%
16
25 0.50 ziu(+) 0.5 128 2 0.5x10°
8
26 8 zil(+) 0.5 128 1 4.4x10®
0.38 1
16 ¢cz(+) >128
27 0.19 ziu(+) 0.5 32 2 1.33x106
0.125 0.5
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izolat Gradiyent Sivi PAP ‘da 7 gun Frekans
No test/ MiK mikrodillisyon saptanan en pasajlandiktan
degerleri | MiK degerleri yiksek sonraki MIK
konsantrasyon degerleri
28 1 zili(+) 0.5 256 32 1.8x106
>128
29 0.50 zil(+) 1 256 4 1.2x10%
64
30 1.5 ziu,cz(+) 4 128 4 2.26x10%
8
31 0.50 zil,cz(+) 2 128 4 1.166x10°
8
32 0.50 c¢z(+) 0.5 128 128 4.4x10°
0.19 8
0.125 1
0.125 8
33 3 zil,cz(+) 0.5 128 >128 4.28x104
4 cz(+) 64
12 128
34 0.50 2 128 16 1.056x10°
2 ¢cz(+) 8
48 128
35 0.25 zil(+) 1 128 0.5 5.5x106
16
36 4 zil(+) 1 128 >128 5x10+4
0.38 zil(+) 64
37 0.25 1 128 2 1.3125%10°
0.125 128
0.094 4
38 1 zil(+) 2 128 32 1x10°
0.75 zilu(+) 2
39 0.25 zil(+) 2 128 64 2.32x107
6 zili(+) 8
40 8 ziu,cz(+) 4 128 32 3.33x106
6 zil(+) 16
1
41 0.125 0.5 128 4 2.66x106
0.125 ziu(+) 4
8
42 1 zil(+) 4 256 1 1.666x103
4 zil(+) 32
64
43 0.125 2 128 64 5.88x106
8
1.5 zilu(+) 2
44 0.38 64 128 32 2.5x104
1
45 0.25 8 128 64 2.083%x10°
0.75 c¢z(+) 8
1
46 0.94 1 128 >128 6x10°
3 zilu(+) 16
8
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8
47 0.094 0.5 128 1 8.97x10°
8
1
48 4 ziu(+) 2 128 64 8.33x10*
8 zil(+) 64
49 0.25 0.5 128 >128 5.6x10°
0.125 ziu(+) 2
32 >128
4
50 0.75 ziu,cz(+) 4 256 16 2x10°
16
51 0.125 2 256 2 0.125x10°
4
52 0.75 1 256 64 0.2325x10°
8
16
53 0.25 8 32 4 0.1388x10-°
2
2
54 1c¢z(+) 0.5 128 1 0.487x10°
0.19 zil(+) 0.5

zit:zon i¢i Ureme,c¢z:¢ift zon

Calismamizda 78 (%36.8) izolatta gardiyent test ve sivi mikrodiliisyon ile elde edilen
MIK degerleri karsilagtirildiginda kategorik olarak uyumsuz sonug elde edilmistir. Bu
izolatlarin 55’inde sivi mikrodilisyon yonteminin iki kez uygulanmasi sonucunda da
kategorik uyumsuzluk saptanmistir ve bu nedenle heterodiren¢g agisindan
degerlendirmek amaciyla ileri analiz igin PAP uygulanmistir. Geriye kalan 23 izolatta
ise sivi mikrodiliisyon testiyle yapilan tekrarlarda direngli MiK degerleri elde
edildiginden bu suslar kolistin direngli olarak kabul edilmis ve heterodireng agisindan

degerlendiriimemigtir.

PAP yontemiyle kolistin heterojen direncli buldugumuz 54 izolatin, PAP’da Ureme
gosterdigi en yuksek konsantrasyonda kolistin igeren plaklardan 7 gunlik ardasik
pasajlar gerceklestiriimis ve 7. gunudn sonunda sivi mikrodilisyon testi tekrarlanmigtir.
Bunun sonucunda bazi izolatlarin kolistin MiK degerlerinde diisme gérilirken bazi
izolatlarda MiK degerlerinin yiiksek kalmaya devam ettigi saptanmistir. Yedi giin
pasajdan sonra 14 (14/54;%25.9) izolat kolistin duyarli hale donerken, 40 (40/54,
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%74.1) izolat direncli kalmaya devam etmistir. Direncli olarak saptanan izolatlardan
32 (32/54; %59.3)’sinde 4-64 pg/ml araliginda MIK degeri elde edilirken, 8 (8/54;
%314.8) izolatta >128 MiK degeri elde edilmistir. 7 giinliik seri pasajlama sonrasi elde

edilen MiK degerleri Tablo 4.4 ‘de verilmistir.

Heterodireng saptanan ve gradiyent test yonteminde inhibisyon elipsi icinde tGremeleri
olan izolatlarin elips i¢i kolonilerinden de alt kualtir yapilarak tekrar gradiyet test

uygulanmistir ve bazilarinin MiK degerinin ylikseldigi gérilmustir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6: Kolistin heterodirenci saptanan ana sustan ve elips icinde Ureme

gosteren koloniden yapilan gradiyent test sonuglari

5.TARTISMA

Son yillarda antibiyotik direnci konusu endise verici bir halk saghgr sorunu haline
gelmistir. Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezi (CDC)'nin 2013 yilinda yayinladigi
raporda antibiyotik direngli bakterilerin yilda 2 milyondan fazla insani etkiledigi ve bu

durumun Amerika’ da yilda en az 23.000 Avrupa Birligi'nde ise 25.000 Kisinin
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olimiyle sonuclandigi  bildiriimektedir(147,148). ingiliz  hiikimetini 2016’da
yayinladigi raporda ise 2050 yilinda dinya capinda her yil 10 milyon insanin
antibiyotik direnci nedeniyle 6liumunun gergeklesecedi tahmin edilmektedir. Bu
rakamin da kansere bagli o6lumlerden daha yuksek oldugu bildiriimektedir(149).
CDC’nin hayati tehdit edici mikroorganizmalar listesi icinde non fermenter gram
negatif bakterilerden Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii yer
almaktadir. Ancak S. maltophilia’nin gorulme insidansinin dugik olmasina ragmen
Ozellikle hastanede yatan ve bagisiklik sistemi baskilanmig hastalar igin endige verici

bir durum halini almigtir.(150)

S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk sirada tercih edilen antibiyotik
trimetoprim-silfametoksazoldur.  Minosiklin,  tikarsilin-klavulanat,  kolistin  ve
aztreonam gibi diger ilaclar in vitro ortamda etkili olsa da bu ajanlarla ilgili yeterli klinik
deneyim bulunmadigindan ve S. maltophilia’nin direng gelistirme 6zelliginden dolayi
bu ajanlarin potansiyel etkinligi de stphelidir (1). Ozellikle invaziv enfeksiyonlarda
olmak Uzere trimetoprim-sulfametoksazol direnci durumunda kombine ilag tedavileri
onem kazanmaktadir. Kombine ilag tedavilerinin uygulanmasina ait veriler sinirli
olmasina ragmen S. maltophilia’da gorilen gerek yuksek intrinsik diren¢ gerekse

tedavi sirasinda ortaya ¢ikan kazanilmig direng bu durumu zorunlu kilmaktadir (6).

Gunumuzde kolistin ¢ok ilaca direncli non-fermentatif ve Enterobacterales ailesinde
yer alan bakterilerle meydana gelen enfeksiyonlarda tek basina kullaniimakla birlikte
S. maltophilia ile gelisen enfeksiyonlarda genellikle kombinasyon tedavilerinde yer
almaktadir (15). Gerek tek basina gerekse kombinasyon tedavilerinde
kullanilabilmesi igin bu izolatlarin kolistin duyarlilik sonuglarinin bilinmesi buylk énem

tasimaktadir.

Bugune kadar yapilan calismalarda kolistin in vitro duyarliliklarinin saptanmasi
amaclyla otomatize sistemler, gradient test, disk difuzyon, agar dilisyon ve sivi
mikrodilisyon olmak Uzere farkh yontemler kullaniimigtir (2,6) . Ancak gunimizde
kolistin duyarliiginin saptanmasi amaciyla onerilen tek yontem sivi mikrodilisyon
yontemidir ¢unku diger yontemlerle yanlis duyarli sonuglar elde edilmektedir
(87,142).
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Yapilan calismalarda kolistin duyarlihdini saptamak amaciyla farkli ydntemler
kullanilmis ve %7.4-%100 olmak Uzere oldukg¢a farkli oranlarda kolistin direnci
saptanmigtir (82,93-95).

Bizim calismamizda kolistin duyarlihginin saptanmasinda sivi mikrodilisyon ve
gradiyent test kullaniimigtir. Altin standart olarak kabul edilen sivi mikrodilisyon
yontemi sonuglar dikkate alindiginda 95 izolat duyarli, 62 izolat direngli bulunmustur.
Ancak 55 izolatta testin 2 kez tekrarlanmasi sonucunda uyumsuz sonug¢ elde

edilmigtir. Dolayisiyla kolistin direng oranimiz saptanamamistir.

Sivi mikrodilisyon ile gradiyent test sonugclari karsilastirildiginda 134 S. maltophilia
izolatinda kategorik olarak uyumlu sonug¢ elde edilmigtir. Bu izolatlarin %29.1’i
(39/134) direncli, %70.9'u (95/134) duyarli olarak saptanmistir. Duyarli izolatlarin MiK

degeri araligi <0.06-2 direngli izolatlarin ise 4-2256 olarak bulunmustur.

Kolistinin in vitro duyarlilik sonuglarinin, uygulanan yonteme bagl olarak degiskenlik
gOstermesi buyuk bir sorun yaratmaktadir (15,102,151). Nicodomo ve arkadaslarinin
calismasinda (152) 70 S. maltophilia izolatinda gradiyent test, disk diflizyon ve agar
dilisyon yontemleriyle trimetoprim-sulfametoksazol, kloramfenikol, doksisiklin,
gatifloksasin, tikarsilin-klavulanat, polimiksin B ve Kkolistin in vitro duyarlihgi
cahsiimigtir. Polimiksin B ve kolistin diginda diger ilaglarda U¢ yontem ile benzer
sonuglar elde edilmistir. Polimiksin B ve kolistin igin ise agar dilusyon ile gradiyent
test ve disk difizyon yontemi sonugclari arasinda anlaml fark oldugu saptanmistir.
Turlej ve ark.larinin (102) ise 4 adet Klebsiella pneumoniae, 2 adet Escherichia coli
ve 2 referans izolatini dahil ettikleri galismalarinda kolistin duyarhligini gradient test,
sivi mikrodilisyon ve agar dilusyon yontemleriyle arastirmislardir. Bu ¢alismada tim
yontemler Uc¢ kez tekrarlanmistir. Sonug olarak arastirmacilar sivi mikrodiliisyon
yontemiyle elde ettikleri sonuglarin uyumsuz oldugunu agar dilisyon ile elde ettikleri
sonuglarin ise uyumlu oldugunu saptamiglardir. Bizim c¢alismamizda da benzer
sekilde sivi mikrodilisyon yonteminin tekrarlanmasi sonucunda %36.7 (78/212)
oraninda kategorik uyumsuz sonug elde edilmistir. Dolayisiyla gunumuzde kolistin
duyarlihdinin saptanmasinda altin standart yontem olarak sivi mikrodiliisyon yontemi

onerilmesine ragmen bizim calismamizda da goéruldugu gibi sivi mikrodilisyon
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yontemi ayni suslarda tekrarlandijinda oldukga farkli sonuglar elde edilmektedir.
Bazi izolatlarda kategorik degisim olurken bazilarinda kategorik uyum olsa dahi
birbirinden oldukga farkli MiK degerleri elde edilmistir. Bu sebeplerden dolay kolistin
duyarlihginin dogru olarak saptanmasi igin kullanilacak yontemin belirlenmesi
amaclyla ¢cok sayida izolatin dahil edildigi ve gradient test, sivi mikrodilisyon
yontemi, agar dilisyon yontemi ile PAP analizinin birarada degerlendirildigi

calismalara buyuk ihtiyag bulunmaktadir.

Heterojen direng kavrami, bir bakteri populasyonunda bulunan alt gruplarin belirli bir
antibiyotige karsi farkli duyarhlik sergiledigi bir fenomeni tanimlamaktadir. Heterojen
direncin belirlenmesinde kullanilacak standart bir yontemin bulunmamasi bu terimin
uygunsuz kullaniimasina yol agmaktadir (109). Bu fenomeni belirlemede standart bir
yontemin olmamasi, maliyetli ve zahmetli bir is olmasi, bu fenomenin klinik 6neminin

belirlenmesini boylelikle de terapotik tedaviyi engellemektedir (106).

Heterodiren¢ konusunda farkl tanimlar mevcuttur. El-Halfawy ve arkadaslar (122)
heterodireng kavramini, PAP igin kullanilan agar plaklarinda Gremenin inhibe oldugu
en yuksek konsantrasyonun, Uremenin olmadigl en yuksek konsantrasyondan 8 kat
ve Uzeri olmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu yontem suslarin antibiyotige karsi farkl
davraniglarini  karsilastirma  imkani  vermektedir.  Calismamizda  kolistin

heterodirencinin arastirilmasinda bu tanim esas alinmistir.

Gunimuzde S. maltophilia izolatlarinin kolistin duyarliligiyla ilgili sinirh sayida yayin
olmasinin yanisira kolistin heterojen direncinin arastirnldi§i sadece tek bir makale
bulunmaktadir (47). Sonia Martinez-Servat ve arkadaslarinin bu c¢alismasinda
sadece 4 kolistin direngli S. maltophilia referans izolatinda kolistin heterodirenci
arastinimistir. Bizim calismamizda ise 212 adet S. maltophilia izolatinda heterojen
direng arastinimistir. Calismamiz bu ydniyle ve konuyla ilgili ikinci galisma oldugu

icin literatire 6nemli bir katkida bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda PAP yontemiyle 212 S. maltophilia izolati igerisinde 54 (54/212;
%25.5) kolistin heterodirencli izolat saptanmistir. Cocuk ve erigkin hastalar ayr
olarak deg@erlendirildiginde heterodireng saptanma oranlari sirasiyla % 22.9 (8/35) ve
% 26 (46/177) olmak lzere birbirine benzer olarak belirlenmigtir.
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Heterodiren¢ saptanan 54 izolat yedi gin pasajlandiktan sonra tekrar sivi
mikrodiliisyon yontemiyle MIK degerlerine bakildiginda 14 (14/54; %25.9) izolat
kolistin duyarli hale donerken, 40 (40/54; %74.1) izolat direncli kalmaya devam
etmistir. Bu durum, farkli antibiyotiklerde heterodirencin arastirildigi diger
calismalarda da benzer olarak saptanmistir (153-155). Ornegin Mei ve ark.larinin
(155) P.aeruginosa izolatlarinda imipenem heterodirenci arastirdiklari galismalarinda
heterodireng saptadiklari izolatlari antibiyotiksiz ortamda 5 gun pasajlamiglardir. Bu
calismada pasaj sonrasi heterodireng saptanan bazi izolatlarin direncli olmaya
devam ettigi bazi izolatlarin ise duyarli hale donustugu bulunmustur. Aragtirmacilar
direngli olmaya devam eden izolatlari gergek heterodirengli olarak kabul etmislerdir.
Bizim calismamizda bu kriter kullanilacak olursa 40 izolat (40/212; %18.9) gergek

heterodirengli olarak saptanmistir.

Calismamizda kolistin heterodirenc oraninin yiksek olarak saptanmis olmasi, bir¢ok
antibiyotige karsi intrinsik ve kazaniimig dirence sahip olan S. maltophilia
izolatlarinda antibiyotik kombinasyon tedavilerinin etkinliklerinin ~arastiriimasini
zorunlu kilmaktadir. Bu calismada elde edilen sonuclar, S. maltophilia’nin bu
antibiyotige heterodireng gdésterme oraninin yiksek olmasi nedeniyle, kolistinin tek

basina tedavide kullaniimamasi gerektigini gostermektedir.

Cok ilaca direncli gram-negatif non-fermentatif bakterilerde kolistinin kombinasyon
tedavilerinde kullanilmasinin hem toksisiteyi dnlemede hem de tedavinin etkinligini
arttirmadaki basarisi cesitli calismalarda gosterilmistir (156,157). Chung ve Ko’nun
yaptiklari  bir c¢alismada (158) A.baumannii izolatlarinda farkli antibiyotik
kombinasyonlarinin (kolistin+amikasin, kolistin+imipenem ve kolistin+siprofloksasin,
amikasin + imipenem, amikasin +siprofloksasin, siprofloksasin + imipenem),
sinerjistik etkileri arastinimistir. Sonug olarak bu kombinasyonlar arasinda en etkili
kolistin ve amikasin kombinasyonu bulunmustur. Ayrica A. baumannii izolatlarinda
bu antibiyotikler tek baslarina uygulandiklarinda canliigi devam eden bakterilerin
oraninin en yuksek tek basina kolistinin kullanildigi durumda gergeklestigini
gostermiglerdir. S. maltophilia izolatlarinda ise farkli antibiyotiklerle kombinasyon
calismalari az sayida bulunmaktadir ve elde edilen sonuglar birbirinden farklilik

gOstermektedir. Yapilan bu c¢alismalarda S.maltophilia izolatlarina karsi tikarsilin-
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klavulanat+aztreonam, tikarsilin-klavulanat+kolistin, tigesiklin+kolistin,
rifampin+kolistin trimetoprim-sulfametoksazol +kolistin, trimetoprim-
sulfametoksazol+seftazidim, trimetoprim-sulfametoksazol +kinolon, kombinasyonlari
sinerjik  etkili olarak saptanmistir (3,79,80,152,159-161). S. maltophilia
enfeksiyonlarinda kombinasyon tedavilerinin denendidi olgular da bulunmaktadir.
Ornegin S. maltophilia’nin etken oldugu ventilator iligkili bir pnémoni olgusunda
hastanin trimetoprim-sulfametoksazol tedavisine cevap vermemesi Uzerine
doksisiklin ve kolistin kombine tedavisi uygulanmig, bu kombine tedavi sonucunda
klinik yanit alinarak hasta tedavi edilmistir (162). Kolistin ile diger antibiyotiklerin
kombine halde kullanilmasinin etkin olup olmadiginin anlasilabilmesi i¢in kolistin
duyarli, kolistin heterodirengli ve kolistin direngli olmak tzere 3 farkh grupta in vitro

duyarlihk caligmalarinin yapiimasi gerekmektedir.

Kolistine kargi goérilen heterojen direncin gergek klinik etkisini ve kolistin duyarh
izolatlarda yer alan direngli altpopUsyonlarin ila¢ etkisi altindayken tam direngli hale
donusme olasiligini belirlemek amaciyla daha ¢ok sayida izolatlarin dahil edildigi in

vitro ve in vivo g¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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