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OZET

Caglan, E., Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarindan
Ardisik Olarak Izole Edilen Acinetobacter baumannii Klinik izolatlarinda
Kolistine Diren¢ ve Heterodirencin Arastirllmasi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2017.
A. baumannii, hastane ortamlarinda sik¢a bulunmasi ve 6zellikle yogun bakimlarda
salginlara yol agmasi nedeniyle son yillarda biiylik 6nem kazanmistir. Tedavi
secenekleri ¢cok kisithdir ve son yillarda kolistin bu etkene karsi en etkili antibiyotik
olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte tim diinyada kolistine karsi direngli ve
heterodirencli izolatlar bildirilmeye baslanmistir. Bu c¢alismada, hastanemizde izole
edilen A. baumannii’de kolistine diren¢ ve heterodiren¢ oranlarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Hastane merkez laboratuvarina gonderilen c¢esitli 6rneklerden izole
edilen 200 adet A. baumannii izolatinda kolistine duyarlilik sivi mikrodiliisyon
yontemiyle EUCAST standartlarina gore belirlenmistir. Heterodirencin saptanmasi
icin Gradiyent test (G-test) ve PAP yontemi uygulanmistir. Sivi mikrodiliisyon testine
gore 58 izolat (%29) kolistine diren¢li bulunmustur. G-testte zon i¢i iliremesi olan
izolatlar heterodiren¢ icin siipheli olarak degerlendirilmis ve bu sekilde 3 izolat
bulunmustur. Ayrica, kolistin duyarl ve direngli toplam 120 izolata 0-10mg/L kolistin
iceren  MHA plaklarinda 10° ve 10° cfu/mL bakteri yogunluklarinda PAP
uygulanmistir. PAP sonuclarina gore G-testte siipheli bulunan izolatlar da dahil, hi¢bir
izolatta kolistine heterodireng saptanmamistir. Heterodirencin saptanmasinda PAP
yontemi altin standarttir. Emek yogun ve zaman alict olmasi nedeniyle PAP
yonteminin rutin laboratuvarlarda uygulanmasi giictiir. Bu calisma Tiirkiye’de
A.baumannii’de kolistine PAP yontemiyle heterodirencin arastirildig ilk ¢aligmadir.
Acinetobacter baumannii’de kolistine diren¢ ve heterodirencin belirli araliklarla

izlenmesi klinisyenlere yol gostermesi agisindan 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, kolistin direnci, kolistin heterodirenci

Bu ¢aligma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(BAP) tarafindan THD-2016-11837 proje numarasiyla desteklenmistir.
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ABSTRACT

Caglan, E., Investigation of Colistin Resistance and Heteroresistance of
Acinetobacter baumannii Clinical Isolates Consecutively Isolated in Hacettepe
University Hospitals Central Laboratory. Hacettepe University Institute of
Health Sciences, MSc thesis in Microbiology, Ankara, 2017. A. baumannii has
gained importance in recent years as it is common in the hospital environments and
causes outbreaks, especially in intensive care units. Treatment options are very limited
against this bacteria and in recent years colistin has been used as the most effective
drug. However, colistin resistance and heteroresistance are being reported worldwide.
In this study, our aim was to determine colistin resistance and heteroresistance rates in
A. baumannii. isolated in our hospital. Susceptibility to colistin was determined by
broth microdilution method in 200 isolates of A. baumannii isolated from various
samples sent to hospital central laboratory. EUCAST standards were used throughout
the study. Heteroresistance was investigated by Gradient (G-test) and PAP test.
According to broth microdilution tests, 58 isolates (29 %) were resistant to colistin.
Bacterial growth in the inner zone of the G-tests predicted heteroresistance and there
were 3 isolates with this result. In addition, PAP analysis was employed on a total of
120 isolates including sensitive and resistant isolates. Mueller Hinton agars containing
0-10 mg/ L of colistin were inoculated with 102 ve 102 cfu/mL of isolates and results
were recorded. According to the PAP results, heteroresistance was not found in any
isolates including the 3 isolates that suggested heteroresistance with the G-test. PAP
test is the gold standard for determining heteroresistance in A.baumannii, and as it’s
very labor intensive and time consuming, it cannot be performed easily in routine
laboratories. This is the first study in Turkey investigating heteroresistance to colistin
in A.baumannii with the PAP test. Resistance and heteroresistance to colistin in

A.baumannii should be monitored periodically to guide the clinicians.

Key words: Acinetobacter baumannii, colistin resistance, colistin heteroresistance,

Ankara

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination
Unit. Project Number: THD-2016-11837.
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SiMGE VE KISALTMALAR

°C: Santigrat derece

um: Mikrometre

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

BAL: Bronkoalveolar lavaj

BOS: Beyin omurilik s1visi

CAP: Toplum kaynakli pndmoni

DTA: Derin trakeal aspirasyon

DNA: Deoksiriboniikleik asit

EUCAST: Avrupa Antimikrobik Duyarlilik Testleri Komitesi
GSBL: Genislemis spektrumlu -laktamaz

IDSA: Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi

kb: Kilobaz

MALDI-TOF MS: Matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus siiresi kiitle
spektrometrisi

MHA: Mueller Hinton agar

MHB: Mueller Hinton broth

MBL: Metallo- B-laktamaz

MDR: Cok ilaca direngli

MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu

PAP: Populasyon analiz profili

PAP-AUC: Populasyon analiz profili — egri altinda kalan alan
PBP: Penisilin baglayici protein

PDR: Tiim antibiyotiklere direncli

PFGE: Pulse Field Gel Electrophoresis

RNA: Riboniikleik asit

rRNA: Rribozomal riboniikleik asit

SENTRY: Antimikrobiyal siirveyans programi

SF: Serum fizyolojik

VAP: Ventilator iligkili pndmoni
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1. GIRIS

Acinetobacter baumannii kompleksi, bakteriyemi, pndmoni, menenjit ve tiriner
sistem enfeksiyonlar1 gibi siklikla hastanede kazanilan enfeksiyonlarla iligkili olan bir
Gram negatif patojendir. A. baumannii kompleks, ayrica, nozokomiyal salginlarin
diinya ¢apinda ortaya ¢ikmakta olan bir nedeni olarak kabul edilmis ve Amerika
Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi (IDSA) tarafindan alt1 oOncelikli tehlikeli
mikroorganizmadan biri olarak belirtilmistir (1). Ozellikle endise konusu olan, A.
baumannii  kompleksinin,  B-laktamlar,  florokinolonlar, tetrasiklinler  ve
aminoglikozitler de dahil olmak iizere mevcut antibiyotiklere ¢oklu direng (MDR)
gostermesidir. Cok ilaca direngli Acinetobacter baumannii enfeksiyonu tedavisinde

tigesiklin ve kolistin son ¢are antibiyotikler olarak kullanilmaktadir (2).

Kolistin, gram negatif bakterilerde yer alan lipopolisakkarid (LPS) tabakanin
lipid A kismu ile etkilesime girerek dis membranin diizensizlesmesiyle bakterisidal etki
gosteririr (3). Nefrotoksik ve norotoksik etkisi nedeniyle, klinik kullanimi birakilan
kolistin, MDR bakteri enfeksiyonlarinin tedavisi amaciyla yeniden kullanilmaya

baglanmistir. Buna karsin, A. baumannii ‘de kolistine diren¢ gozlenmeye baglanmustir.

Kolistine direngli Acinetobacter spp. ilk kez 1999'da Cek Cumhuriyeti'nde
bildirilmis olup tiim diinyadaki bildirim sayis1 her gegen yil artmaktadir (4). Buna ek
olarak, 2006'da in-vitro testlerle kolistine duyarli (Minimum Inhibitér Konsantrasyon
(MIK) < 2 mg / ) olmasina karsin direngli alt popiilasyonlar gdzlenmis ve bu suslar
icin “heterojen direncgli” tanim1 yapilmstir (5). A. baumannii‘deki kolistin heterodireng
oraninin %18,7-%100'e kadar olduk¢a genis bir aralikta oldugu ve bu dagilimin farkl
orneklem kullanimi ve heterodireng belirlemek icin kullanilan degisik yontemlere
bagli olabilecegi belirtilmektedir. (6-9). Klinikte heterodirengli A. baumannii
izolatlarina bagli enfeksiyonlarda kolistinin uygun olmayan bir sekilde kullanilmasi
halinde dirence ve tedavide basarisizliga yol agma olasiligi olabilecegi belirtilmektedir
(10). Antimikrobiyal Siirveyans Programi (SENTRY) 2001°den 2011 yilina kadar
ABD, Avrupa, Latin Amerika ve Pasifik Asya’dan gelen raporlarla kolistin direncinin
diisiik bir diizeyde (%0,9-3,3) kaldigini ortaya koymustur (11, 12). Asya, Avrupa,

Kuzey Amerika ve Giiney Amerika’dan gelen diger raporlarda ise kolistin direnci %7



olarak bildirilmistir (13-15). Bununla birlikte, Bulgaristan ve Ispanya’dan bildirilen
raporlarda, %16,7 ve %19,1 olmak lizere yiiksek direng oranlari saptanmistir (16, 17).
Genel olarak, A. baumannii'deki kolistin heterodirencinin, diren¢ oranindan ¢ok daha
yiiksek bulunmasina karsin, heterodiren¢ rutinde saptanmayip Ozel yontemler

gerektirdigi i¢in, iilkemizdeki ve diinyadaki heterodirencin siklig1 bilinmemektedir.

Bu arastirmada, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanelerinde yatan ve
ayaktan tedavi alan hastalardan gonderilmis gesitli 6rneklerden etken olarak izole
edilen A. baumannii izolatlarinin mikrobiyolojik 6zellikleri ortaya konulmus,
izolatlarin kolistin duyarlilik profilleri belirlenerek kolistine duyarli bulunmasina
karsin kolistin tedavi basarisizliklarina yol acabilecek direncli alt popiilasyon bulunup
bulundurmadigi Gradyent test (G-test) yontemi ile arastirilmis ve heterodireng
belirlenmesinde altin standart yontem olarak kabul edilen “popiilasyon analiz profili”

(PAP) ile degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Acinetobacter baumannii genel ozellikler

Ilk kez Hollandali mikrobiyolog Beijerinck, 1911 yilinda topraga kalsiyum
asetat katarak hazirladigi zenginlestirilmis besiyerinde mikroorganizmayi izole
etmistir. Baslangigta Micrococcus calcoaceticus olarak tanimlanan Acinetobacter
cinsi (Yunanca "akinetos", hareketsiz anlamina gelir) 43 yi1l sonra Achromobacter
cinsindeki hareketli organizmalardan ayirt edilerek Brisou ve Prevot tarafindan
tammmlanmistir  (18).  Karsilastirmali  ¢alismalar ~ sonucunda,  Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi,
Herellea vaginicola ve Bacterium anitratum bakterilerinin tek bir cinse ait oldugunu
ve fenotipik Ozelliklerine bakilarak alt siniflandirmanin  yapilamayacagini
belirtmislerdir (19). Giiniimiizde klinikte en sik goriilen 20’den fazla Acinetobacter
tirti tespit edilmistir (20). Acinetibacter nosocomialis (genetik tir 13TU) ve
Acinetobacter pittii  (genetik tiir 3) hastane kaynakli enfeksiyonlarda sik
bulunmaktadir. Buna karsin, Acinetobacter calcoaceticus ¢ok az klinik 6nem tasiyan
bir ¢evresel patojendir. Bu dort tiir, biyokimyasal olarak ayirt edilemez ve klinik
uygulamada "Acinetobacter baumannii kompleksi", "Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus” veya sadece "Acinetobacter baumannii” olarak bir araya
toplanir. A. baumannii, antibiyotiklere daha direngli olup yiiksek mortalite ile
iliskilendirilmektedir (21). Bu tezde "Acinetobacter baumannii kompleksi” yerine

“Acinetobacter baumannii’ terimi kullanilmistir.

Acinetobacter baumannii, zorunlu aerop, pleomorfik, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, hareketsiz, non-fermenter gram negatif basildir. Saprofit olarak her yerde
bulunabilir, dogada ve hastane ortaminda bulunur ve mekanik solunum cihazlar1 gibi
nemli yiizeylerde, deri gibi kuru ylizeylerde yasayabilir. Saglikli bireylerin ¢ok az bir
kisminda normal orofarengeal floranin bir elemani olarak, ayrica viicudun farkl

bolgelerinde bulunabilir ve degisik agirlikta seyreden enfeksiyonlara yol agabilir (2).



Firsat¢1 bir patojen olan A. baumannii, bagisikligi baskilanmis bireylerde,
Ozellikle de hastanede kalis siiresi uzayan (>90 giin) kisiler arasinda yiiksek bir
insidansa sahiptir (22).

Insandan izole edilen tiirler klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda yaygin olarak
kullanilan, koyun kanli agar veya triptik soy agar gibi kat1 besiyerlerinde 37 °C’de iyi
iirerler. Mikroorganizmanin izolasyonunda karbon kaynagi olarak asetat, nitrojen
kaynag1 olarak nitrat igeren zenginlestirilmis ve pH’s1 diisiik olan siv1 besiyerlerinin

kullanimi1 6nerilmektedir (20).

2.2 Acinetobacter baumannii enfeksiyonlari

Acinetobacter baumannii, cins i¢inde enfeksiyonlarla en sik iligkili insan
patojenidir. Bu firsat¢1 patojen Ozellikle diiskiin hastalarda oldukga yiiksek morbidite
ve mortaliteye neden olan enfeksiyonlara sebep olabilir. Acinetobacter ler firsatgi
patojenlerden olup, solunum yolu, iiriner sistem ve yaralarda enfeksiyonlara yol agar;
ayrica sepsise neden olurlar. Genis spektrumlu antibiyotik kullanan, cerrahi operasyon
gecirmis veya mekanik solunum altindaki hastalar, Acinetobacter enfeksiyonlar igin
risk altindadir. Karbapenemleri de igerecek sekilde ¢oklu antibiyotik direnci
gostermesi nedeniyle hastanede yatan hastalarda nozokomiyal yara ve akciger

enfeksiyonlart dnemli bir sorun haline gelmistir (147).

Acinetobacter baumannii’ye bagli gelisen hastane kaynakli pnémoni ciddi ve
hayat1 tehdit eden bir enfeksiyondur. Hastanede kalig siiresinin uzamasi, mekanik
ventilasyona uzun siireli maruz kalma ve daha onceden antibiyotik kullanimi, A.
baumannii’ye bagh ventilator iligkili pndmoni (VAP) riskini arttiran faktorlerdir.
Hastanede calisan saglik gorevlilerinin bozuk kisisel hijyenleri ve ellerinde bakteri
kolonizasyonu nozokomiyal salginlarin yasanmasinda belirleyici etkenler arasindadir
(20). Kontamine olmus ventilatorler ile birlikte solunum cihazlar1 salginin

baslamasinda neden olabilecek diger faktorlerdendir (23).

Acinetobacter baumannii toplum kaynakli pnémoni (CAP) enfeksiyonuna yol

acabilir. Bu enfeksiyonda asir1 derecede alkol tiiketimi risk faktorii olarak



sayllmaktadir. Asir1 alkol tiiketen kisilerin %10' unda bogaz kolonizasyonu olabilecegi
belirtilmektedir (24, 25).

ABD’de 1995-2002 yillar1 arasinda yapilan bir calisma sonucunda A.
baumannii’ye baglh kan dolasimi enfeksiyonlarinin, toplam kan dolasimi
enfeksiyonlarmin =~ %1,3’tinii  olusturdugu saptanmustir  (26). Yogun bakim
tinitelerinden edinilen kan dolasimi enfeksiyonunda mortalite oranlar1 %34- %43,4
arasindayken, yogun bakim tinitesi disinda %16,3 oraninda bulunmustur (26). Yogun
bakim iinitesinde Pseudomonas aeruginosa ve Candida spp. enfeksiyonlari ile

karsilagtirildiginda en yiiksek ti¢lincii mortalite sirasina sahiptir (26).

Noroloji cerrahisi sonrast gelisen Acinetobacter menenjiti bir¢cok diger gram
negatif bakterilerin de operasyon sonrasi bakimda sorunlu hale gelmesi ile giderek

daha yaygin hale gelmektedir (27).

Agir yaniklari olan hastalarda A. baumannii enfeksiyon tedavisi oldukca
zordur. Bunun disinda derinin ve yumusak dokunun hastane disinda enfeksiyonu

oldukga nadirdir (28).

Acinetobacter baumannii kursun yaralanmalari olan askerlerden siklikla izole

edilmistir. Agik tibia kiriklar olan hastalarin degerlendirilmesinde en sik izole edilen

bakteridir (29).

Yogun bakim tinitesinden kazanilmis idrar yollar1 enfeksiyonlarinin %1,6’sin1
olusturdugu belirtilmistir (30). Cogunlukla, bakteri kateterle iligkili enfeksiyon veya
kateter kolonizasyonu ile baglantilidir. Saglikli hastalarda bu bakterinin idrar yollari

enfeksiyonuna yol agmasi olagan degildir (30).
2.3. Acinetobacter baumannii’nin viriilans ve patogenezitesi

Cok ilaca direngli A. baumannii enfeksiyonlarinin giderek artan 6nemine
karsin patogenez mekanizmalart konusunda bilinenler ¢ok kisithdir. Klinik A.
baumannii izolatlarinin epidemiyolojik 6zellikleri ve antibiyotik direng paternleri ile
ilgili yeterince bilgi birikimi olmasina kargin, bakterinin viriilans faktorleri ve gevresel
fizyolojisi ile ilgili bilgiler goreceli olarak sinirli kalmistir. Dizi analizleri tekniklerinin
ilerlemesiyle A. baumannii gen yapist ve bakteriler arasindaki DNA transferi

konusunda bilgilerimiz artis gostermistir (31). Bakteriyel mutagenez ile birlestirilmis



hayvan modelleri (hem memeli hem de omurgasiz hayvanlar), A. baumannii
patogenezinin mekanizmalarma iliskin degerli bilgiler saglamistir. Enfeksiyon
sirasinda bakterinin viriilansin1 arttiran ozellikler ise sOyle siralanabilir: (i) Dis
membran porinleri (32-34), (ii) kapsiil ve lipopolisakkarid gibi yiizey yapilar1 (35),
(iii) fosfolipaz D gibi enzimler (36), (iv) demir kazanim mekanizmalar1 (37).

Kolonizasyon ve enfeksiyon ile sonuglanan konak-patojen arasindaki
etkilesimin ilk basamagi, etkenin konak hiicrelerine tutunmasidir. Bakterinin konak
hiicrelere tutunmasi, fimbria ve membran komponentleri ile olmaktadir. Dig membran
proteini OmpA, A. baumannii’nin epitelyal hiicrelere yapismasindan ve
invazyonundan sorumludur. Biyofilm olusturmasi, abiyotik yiizeylerde A.
baumannii'nin uzun siire hayatta kalmasina katkida bulunarak bulasi saglayabilir.
Bununla birlikte, salgin suslari, biyofilm olusumu ve konak hiicrelere yapisma
arasinda kesin bir baglanti kurulamamistir. Uriner kateterler, santral vendz kateterler
ve endotrakeal tlipler gibi hasta viicudunda kalici cihazlarda biyofilm {iretimi,
patojenlerin antibiyotiklerden ve konagin bagigsik yanitindan kagmasina olanak
saglayarak enfeksiyonlarn patogenezine katkida bulunmaktadir. Ozellikle,
biyofilmler i¢cindeki bakteriler, kurumaya, bagisik yanita, antibiyotiklere kars1 daha
direnglidir. A. baumannii’nin biyofilm olusturmasina katkida bulunan faktorlerin
arasinda pili, dig membran proteinleri ve hiicre dis1 polisakarit bulunur (38, 39).
Bakterilerin biyofilm olusturabilmesi icin gerekli ilk basamak, biyofilmin olusacagi
bolgeye kamgi hareketi ile ulasabilme ozelligidir. Ancak taksonomik olarak A.
baumannii kam¢1 igermeyen hareketsiz bir bakteri olarak tanimlanmustir. A.
baumannii polistren ve cam gibi abiyotik yiizeylerde oldugu gibi epitel hiicreleri ve
fungal filamentler gibi biyotik yiizeylerde de biyofilm olusturur. Pilus ve Bap yiizey
adezyon proteininin tiretimi, abiyotik yiizeye ilk yapismay1 takiben biyofilm olusumu
ve olgunlagmasinda rol oynar. Bugiin i¢in Acinetobacter tiirlerinde biyofilm iiretimi
ile ilgili en 6nemli hiicresel bilesenlerin pili olusum sistemleri ve hiicre dis1 salgilanan

OmpA proteini oldugu bilinmektedir (40, 41).

Pek ¢ok A. baumannii izolati, yapisi ve antijenik dzellikleri iyi bilinen ve gerek
klinik gerekse tanisal dnemleri belirlenmis olan ¢esitli lipopolisakkaridler (LPS)
tiretmektedir. Bu yapilarin, serum direnci, konagin endotoksine kars1 bagisik yanit1 ve

klinik semptomlar ile iliskili viriilans faktorleri olabilecegi diistiniilmektedir (40, 41).



Acinetobacter suslari, farkli demir kaynaklarini kullanabilme yetenegine ve
konaga kolonize olmay1 saglayan bagimsiz demir kazanim sistemine sahiptir (42). A.
baumannii’ nin siderofor aracili kazanim sistemi olan asinetobaktin (acinetobactin) ilk
kez A. baumannii 19606 susunda tanmimlanmistir (43). KIlinik izolatlarin
incelenmesiyle Acinetobacter tiirlerinin farkli demir alim sistemi ve farkli biyofilm

olusturma mekanizmalarina sahip olduklart belirtilmistir (44).

Cevreye uyum saglamak ve c¢evreden gelen uyaranlari algilayarak yanit
gelistirmek bakterinin patogenezi icin gerekli olan kosullardandir. Bakteri, pH,
ozmolarite, besin kaynagi ve popiilasyon yogunlugu gibi g¢evresel kosullardaki
degisiklikleri birgok farkli mekanizma ile algiladiginda, metabolizmasinda birtakim
degisiklikler yaparak yeni kosullara kendini adapte etmeye ¢alisir. “Quorum Sensing
(QS)” mekanizmasi ile bakteri etrafindaki popiilasyon yogunlugunu saptar ve birgok
genin isleyisini kontrol eder. Bu sistem sayesinde bakteri davraniglarini kontrol ederek
besin kaynaklarina uyum gelistirir ve enfeksiyon sirasinda viriilans faktorlerinin

diizenlenmesi sonucu konagin bagisik yanitindan kagabilir (45).

2.4 Acinetobacter baumannii’de Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerin antibiyotiklere karsi gosterdigi diren¢ mekanizmalari dort ana

baslik altinda toplanabilir:

1. Hiicredeki antibiyotik miktarinin azaltilmasi;
a. Dis membran gegirgenliginin azaltilmasi,
b. i¢ membrandan gegisin engellenmesi,
c. Aktif atim pompasi ile olabilir.

2. Tlacin hedefinde degisiklik olusturulmast;
a. Mutasyon ile,
b. Enzimatik degisiklik ile olusabilir.

3. Sentezlenen enzimle ilacin inaktive edilmesi,

4. Antibiyotikten etkilenmeyen farkli bir metabolik yol kullanilmasi.



Bir bakteri bu mekanizmalardan birkagini ayni anda kullanarak antibiyotiklere
coklu direngli hale gelebilmektedir (148). Antibiyotiklere ¢oklu direng gdsteren A.
baumannii suslarmin hizli bir sekilde ortaya ¢ikisi, bu bakterinin antibiyotik
kullanimina bagli olusan baskilayici ortam kosullarina hizla adapte olma yetenegininin

sonucudur (20).

Fournier ve ark. (46) Fransa’da direngli ve duyarli suslarin genom dizilerini
karsilastirarak, direngli olan suslarda 45 gen kiimesi igeren 86 kb’lik “direnc adas1”
bulundugunu belirtmislerdir (47). Dizi benzerligi ve filogenetik analizler sonucunda
direngli susun genlerini Pseudomonas, Salmonella veya Escherichia bakterilerinden

elde ettigi belirlenmistir (46).
2.4.1. Sefalosporin direnci

Acinetobacter baumannii Klinik izolatlarinin g¢ogunlugu {igiincii kusak
(6rnegin, seftazidim) ve dordiincii kusak (6rnegin sefepim) ajanlar da dahil olmak
tizere sefalosporinlere direnglidir. A. baumannii dogal olarak AmpC tipi p-laktamaz
tiretir. AmpC iiretiminin kalic1 olarak baskilanabilecegi diger gram negatif bakterilerin
aksine, A. baumannii’de AmpC tiretimi baskilanamaz (48). AmpC tipi B-laktamaza ek
olarak, A. baumannii genislemis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) iiretebilir, bu da

sefalosporin direncine yol agar (49, 50).
2.4.2. Karbapenem direnci

Acinetobacter baumannii’de karbapenemlere direng: (i) karbapenemaz
tiretimi, (ii) dis membran porinlerinin kaybi, (iii) atim pompalarmin fazla ifade
edilmesi (iv) penisilin baglayict protein degisiklikleri ile birarada olabilen beta-
laktamaz tiretimi mekanizmalarinin birikimine bagli olarak ortaya ¢ikar. Ancak A.
baumannii’de en O©nemli direng mekanizmasi, dogal veya kazanilmis yolla
karbapenemaz iiretimi sunucunda gelisen direnctir. A. baumannii dogal olarak diisiik

diizeyde kromozomal olarak kodlanmis OXA-51-grup karbapenemaz iiretir (51, 52).

Acinetobacter baumannii, plazmidler tizerinde belirli OXA-grubu B-laktamaz
genleri kazandiginda karbapenemlere karsi direngli hale gelir. A. baumannii'de, OXA-
23, -40, -58, -143 ve -235 gruplar1 dahil olmak tizere bes ana grup kazanilmig OXA



grubu karbapenemaz bulunmaktadir (53). Karbapenemazlar arasinda, OXA-23 en sik

goriilen ve cogunlukla epidemik sus tarafindan tiretilen gruptur (54).

Son zamanlarda Enterobacteriaceae'de yaygin olan non-OXA grup
karbapenemazlar A. baumannii’de de ortaya ¢ikmistir. Bunlardan en 6nemlisi metallo-
beta-laktamaz (MBL) NDM-1'dir. NDM-1, c¢ok ilaca direncli Klebsiella
pneumonae’ye bagli idrar yolu enfeksiyonu tanisiyla Yeni Delhi’de tedavi goren
Isvecli bir hastada ilk olarak 2008 yilinda saptanmistir (55). Karbapeneme direngli
NDM-1 iireten A. baumanii izolatlar1 ise, 2011 yilindan itibaren tiim diinyada
bildirilmeye baslanmistir (56, 57). blaNDM-1 genin firiinii olan NDM-1, son ¢are
antibiyotik olarak kabul edilen karbapenemler de dahil olmak tizere pek ¢ok beta-
laktam antibiyotigi hidrolize eden bir enzimdir. Son birka¢ yilda, NDM-1'in 17 yeni
varyantinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (58-60). NDM-1, {ireten bakterilerde saptanan
cogu plazmitle transfer edilebilir ve bakteriler arasinda yatay olarak gecebilir. MBL
tireten izolatlarin asemptomatik tasiyicalarda sikliginin yiiksek olusu ve tedavi igin
mevcut antibiyotik segeneginin kisitli olmasi nedeniyle bu konu énem tasimaktadir
(61, 62).

Kazanilan diger metallo-B-laktamazlardan VIM-1, SIM-1 ve IMP-1 ise nadir
olarak bildirilmistir (63-65).

2.4.3. Sulbaktam direnci

Sulbaktam, genellikle B-laktamazlarin hidrolizini azaltmak i¢in ampisilin veya
sefoperazon ile birlikte kullanilan bir B-laktamaz inhibitoriidiir ancak ayni zamanda A.
baumannii de dahil olmak iizere birgok Acinetobacter tiiriine karsi penisilin-baglayici
protein PBP2'ye baglanarak intrinsik bir aktivite gosterir (66). PBP2'nin azaltilmig
ifadesi ve TEM-1 B-laktamaz iiretimi A. baumannii'de sulbaktam direnci ile
iliskilendirilmistir (67, 68).

Sulbaktam ampisilin, karbapenem veya sefoperazon ile kombine edildiginde

A. baumannii 'ye kars1 sinerjik bir etki saglamaktadir (69).

Karbapenemlere direngli A. baumannii enfeksiyonlarina karsi meropenem-

sulbaktam (%70) veya kolistin-sulbaktam (%53) kombinasyonu kullanildiginda
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sinerjik etkilerin goriildiigii A. baumannii izolatlar1 bildirilmistir (70) Ancak A.

baumannii klinik izolatlarinda sulbaktam direncinin artis1 gézlenmektedir (71).
2.4.4. Rifampin Direnci

Rifampin, bakterinin RNA polimerazina baglanip, transkripsiyonu
baslatmay1 inhibe ederek aktivitesini gosterir. Hedef proteinin B-alt birimindeki amino
asitlerindeki degisiklik, rifampin direncine yol agar. (72). Bu mekanizmalarin yani
sira, rifampinin enzimatik modifikasyonu ve atim pompalart direncin diger
nedenlerindendir. Coklu direngli Acinetobacter spp. de  kolistin ile rifampin

kombinasyonunun etkili oldugunu bildiren ¢alismalar vardir (73).
2.4.5. Aminoglikozid direnci

Aminoglikozitler, 30S ribozomal alt biriminin 16S ribozomal RNA'sina
baglanarak bakterilerde protein sentezini inhibe etmektedirler. Dis membran
gecirgenliginin azalmasi, atim pompalarinin aktiflesmesi, ribozomal proteinlerde
amino asitlerin degisimi ilag direncine yol acar. Ancak, Acinetobacter tiirlerinde
aminoglikozid direnci ¢ogunlukla aminoglikozidleri modifiye edici enzimlerin

tiretiminden kaynaklanir (74-76).

Son zamanlarda, 16S ribozomal RNA'nin metilasyonu, gram negatif
bakterilerde goriilen ve antibiyotik hedefinin modifikasyonuna karsilik gelen baska bir
diren¢ mekanizmasidir. Metilazlar, antibiyotigin etki alanlarina baglanmasini
engellemektedir. 16S rRNA metilazlar, amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi klinik
olarak yararli aminoglikozitlere yiiksek diren¢ kazandirir (77). Metilaz iiretimini
saglayan genler, plazmidler iizerine konumlanan transpozon yapilartyla iligkilidir ve
yatay gecis ile aktarilirlar. 16S rRNA metilazlar iireten izolatlar, 6zellikle GSBL veya
MBL'lerin iiretimi yoluyla B-laktam antibiyotiklere direngli izolatlarda daha yaygindir.
Gram negatif bakterilerde on adet 16S rRNA metilaz (ArmA, RmtA, RmtB, RmtC,
RmtD, RmtD2, RmtE, RmtF, RmtG ve NpmA) tanimlanmistir. Bu genlerin kdkeni
muhtemelen Streptomyces'tir ve biiyiik olasilikla Asya'da daha sik goriillmesine karsin

cografi bolgelere bagl sikligi bilinmemektedir (78-80)

Acinetobacter tiirlerinde diger pek ¢ok patojen grubuna gore aminoglikozid

direnci daha fazladir. 16S ribozomal RNA metil transferazlardan 6zellikle yiiksek
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diizey aminoglikozid direncini saglayan ArmA’nin {retimi Cin, Giiney Kore,
Vietnam, Japonya, Norveg, Italya gibi farkli cografik bolgelerden bildirilmektedir (81-
85) armA geninin Tn1548 transpozonu tizerinde bulundugu gosterilmis, genin heniiz
bilinmeyen bir kaynaktan yatay olarak edinildigi diisiinilmistiir (86). Dikkat ¢ekici
olarak, ArmA kodlayan genin OXA-23 iireten A. baumannii suslari arasinda oldugu,
ancak her iki direng geninin tek bir plazmid lizerinde fiziksel olarak baglantili olmadig1

belirtilmektedir (81).

Vietnam'dan dokuz adet A. baumannii izolatinda 16S rRNA metilaz RmtB

tanimlanmistir (83).

2.4.6. Florokinolon direnci

Florokinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV'e baglanarak DNA sentezini
durdurur ve bakteri 6liimiine yol agarlar. 1990’a kadar kinolonlar Acinetobacter
tiirlerine kars1 oldukga iyi aktivite gostermigler ancak daha sonra klinik izolatlar bu
antibiyotiklere hizla direng gelistirmislerdir (148). Gram negatif bakterilerde
florokinolonlara direng, topoizomerazlart kodlayan genlerde veya atim pompalarini
diizenleyen sistemlerde olusan mutasyonlarla iligkilidir. Buna ek olarak,
Enterobacteriaceae’ de plazmid aracili kinolon direng genleri (Qnr proteinlerini
kodlayan) saptanmigtir. Bu kazanilmig Qnr proteinleri, non-fermenter bakterilerde
tespit edilmemistir. P. aeruginosa ve A. baumannii'de, DNA giraz1 kodlayan gyrA
geninde tek bir mutasyon, florokinolonlara klinikte yiiksek diizeyde MIK degerleri
vermek i¢in yeterlidir. Bunun nedeni, bu tiirlerde diisiik permeabilite ve atim
pompalariin yapisal ifadesi nedeniyle i¢sel olarak florokinolonlara diisiik duyarlilik

olmasidir (87).

Acinetobacter  baumannii’de  kazamilmis  florokinolon direnci atim
pompalarinin  yiiksek diizeyde ifade edilmesiyle de saglanir (88). Sadece
florokinolonlar degil ayn1 zamanda aminoglikozitler, tetrasiklinler, kloramfenikol ve

trimetoprim de bu atim sisteminin substratlaridir (89).
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2.4.7. Tetrasiklin direnci

Tetrasiklinler, 30S alt birime baglanip protein sentezininin inhibisyonuna yol
acarak bakteriyostatik etki gosteren bilesiklerdir. Tetrasikline direng, atim pompasi,
ribozomal koruyucu proteinler veya enzimler ile ilacin inaktive edilmesiyle
olusabilmektedir. Gram negatif bakterilerde tetrasiklin direnci igin tetA’dan tetE’ye
kadar farkli genler tanimlanmistir. Bu genlerden bazilar1 atim pompasinda rol alan
proteinleri, bazilar1 ise ribozomal koruyucu proteinleri kodlamaktadir. Bu genlerin
genellikle plazmid veya transpozonla iliskili oldugu ifade edilmis olup Acinetobacter

tiirleri i¢in de bu genel kuralin gegerliligi s6z konusudur (90).

Glisilsiklin grubu bir ilag olan tigesiklin, genis spektrumlu ve ribozomlar
tizerine tetrasiklinlerle ayn1 baglanma bdlgesine sahip olmasina karsin tetrasiklinler
icin sozii edilen direng mekanizmalarindan etkilenmemektedir. Tigesiklin bu
mekanizmalarin ¢ogunluguna direng gosterecek sekilde tasarlanmistir, ancak A.
baumannii'deki Ade tipi atim pompalar1 tarafindan, 6zellikle de bu pompalar asir1

ifade edildiginde hiicre disina atilmaya egilimlidir (91).
2.4.8. Kolistin direnci

Kolistin, siklik yapili katyonik polipeptid antibiyotikler olan polimiksinlerin
bir tiyesidir. 1947 yilinda kesfedilen polimiksinler, 1962 yilindan itibaren gram-negatif
bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde parenteral olarak kullanilmaya
baglanmistir. 1980'li yillarda ciddi nefrotoksisiteleri nedeniyle yerini daha az toksik
etkileri olan yeni grup antibiyotiklere birakmistir. Son yillarda izlenen ¢oklu ilag
direnci bulunan gram-negatif bakteriler (6zellikle Pseudomonas spp. ve Acinetobacter
spp.) ile olusan enfeksiyonlarin sikliginda artis ve tedavilerinde yasanan sorunlar
polimiksinleri tekrar giindeme getirmistir. Klinikte, c¢oklu ilag direnci bulunan
bakteriler (A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae) ile olusan enfeksiyonlarda
ve Ozellikle de kolistin disindaki diger antibiyotiklere diren¢ varliginda kullanilmasi
onerilmektedir (92). Ticari olarak piyasada bulunan iki tip kolistin vardir. Bunlardan
birincisi olan kolistin siilfat, oral ve topikal kullanim igin uygundur. ikincisi ise,
kolistimetat sodyum (sodyum kolistin methansulfonat, kolistin siilfometat sodyum)
parenteral kullanim igin uygundur. Iki kimyasal form da inhalasyon yoluyla

kullanilabilir. Optimal dozun olusturulmasi igin gerekli olan farmakokinetik,
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farmakodinamik ve toksikodinamik agidan bilgi eksikligi, ¢ok ilaca direngli P.
aeruginosa, A. baumannii ve K. pneumoniae'nin yol agtig1 enfeksiyonlara karsi basarili

olsa da Kklinikte kolistinin kullanimini sinirlandirmistir (92).

Escherichia coli ve K. pneumoniae’da horizontal gecis ile yayilan plazmid
aracilt kolistin direng geni mcr-1 tanimlanmistir. Bu gen kitalarin ¢oguna yayilmis
olup, gida hayvanlarindan, ¢evresel drneklerden, enfekte hastalardan ve uluslararasi
seyahat eden asemptomatik kisilerden izole edilen bakterilerde gosterilmistir (93, 94).
Su an i¢in A. baumannii’de mcr-1 varligin1 gosteren bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Sekil 2.1.”de kolistin ve kolistimetat sodyumun kimyasal yapilar1 gosterilmistir.

Kolistin

vag asidi =2 ( a)L-lDab —2L-Thr=>(a }L-]?ab —(a.y) L-Dab—(a) L-Dab=>D-Leu—>L-Leu—=>(a) L-Il)ab =>(a) L-?ab - L-Thrj
[
y-NH2 v-NH2 v-INH2 y-NH: y-NH:2

Kolistimetat Sodyum

vag asidi = [a)L-]i'Jab9L-Thr%(a}];-]?ab%(a.\') L-Dab—>(a) L-]ljabé D-Leu>L-Leu—>(a) L-Il)abé(a} L-Il)abéL-ThrJ

y-NII2 y-NH2 y-NH2 y-INH2 y-NH:
C‘lH; (l‘HJ C lH: CliH: CliH;
0:|S:0 O=!S=O 0=|S=O O=‘S=O O=‘S=0
cl)_\‘a Cl)Na é)Na Cl)Na Ll')Na

Sekil 2.1. Kolistin ve kolistimetat sodyumun kimyasal yapisi. Yag asidi molekiilii kolistin igin
6-metiloktanoik asit, kolistimetat sodyum igin 6-metilheptanoik asittir. a ve y peptit baginda

yer alan ilgili -NH2’yi gosterir. Dab, diaminobiitirik asit; Leu, 16sin; Thr, treonin (149).
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Kolistinin Etki Mekanizmasi

Kolistinin hedefi bakteri hiicre membranidir. Katyonik bir peptid olan kolistin,
gram-negatif bakterilerin dis membraninda bulunan ve anyonik yapida olan
lipopolisakkaridlere (LPS) baglanir. Lipopolisakkarid molekiillerini bir arada stabil
halde tutan divalan katyonlarin (Ca*?, Mg*?) yerini degistirerek, dis membranda
bozulma ve permeabilite artisi ile hiicre igeriginin digar1 sizmasina ve bakteri 6liimiine
neden olur (95, 96). Antibakteriyel etkisine ek olarak kolistin, lipopolisakkaridin lipid
A kismina baglanarak endotoksinin etkisini bloke eder. Bakterilerin kolistine
duyarlilig1, hiicre membraninin icerdigi fosfolipid miktar1 ve ortamda bulunan divalan
katyonlarin diizeyi ile iligkilidir (97). Sekil 2.2’de bakteri hiicre membranina kolistinin

etki mekanizmasi gosterilmistir.

LPS
5 KOLISTIN
+ /L\ 2+
+C 2+ Mg Katyonik peptitlerin yerine
& & @ a gecme
YOO CEEEEEEEEEEEEEREEN
Dig Membran
.................. 10000000 €
Porin Peptidoglikan
i Membran
PBP
Sitozol

Sekil 2.2. Bakteri hiicre membranina kolistinin etki mekanizmas: (Abed Zahedi
Bialvaei ve ark. (150)’dan uyarlanmistir.)
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Kolistine Diren¢ Mekanizmasi

Acinetobacter baumannii‘deki kolistin direncinin esas mekanizmasi, LPS
tabakaya katyonik grup eklenmesidir. Ayrica LPS iiretiminin tamamen kaybi da
dirence yol agar. A. baumannii’de katyonik grup eklenmesi PmrAB gen bolgesindeki
mutasyona baghdir. (98-105).

A. baumannii’de kolistin direnci pmrA ve pmrB genlerindeki mutasyon ile
iliskilidir. Bu mutasyonlar ile PmrAB diizenleyici sistem aktiflesir ve pmrCAB
operonunun fazla ifade edilmesini saglar. pmrC geni Ept-A benzeri fosfoetanolamin
transferaz kodlar ve bu enzim de Lipid A’nin 1’4’ fosfat grubuna fosfoetanolamin
(PEtN) eklenmesini katalize eder. Cevresel faktorlerden yiiksek Fe*® ve diisiik Mg*?,
gen igleyisini degistirebilir. pmrA ve pmrB mutasyonu olan hastane klinik izolatlarinda
kolistin MIK degerlerinin 4 mg/L — 256 mg/L arasinda degisebildigi gdsterilmistir. Bu
da pEtN ile iligkili LPS degisikliginden baska su anda bilinmeyen baz1 faktorlerin de
diren¢ diizeyinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica kolistine direngli
klinik suslarin pmrA ve pmrB mutasyonlariyla yeniden duyarli fenotipe donebildigi
gosterilmistir. Bunun yaninda, A. baumannii’de kolistine diisiik veya orta diizeyde
direncin (MIK 1,5 — 48 mg/L) pmrB’nin aktivasyonu sonucunda Lipid A’ nin 1'fosfat

pozisyonuna galaktozamin eklenmesine bagli olabilecegi diistiniilmiistiir (106).

Son zamanlarda lipid A’ya eklenmeden oOnce N-asetil galaktozamini,
galaktozamine doniistiirmek icin gereken bir D-asetilaz enzimini kodlamak i¢in naxD
geninin ifadesine gereksinme oldugu, bunun da pmrB’ye bagli oldugu gosterilmistir
(106).

Kolistin direncinin ikinci mekanizmasi ise, lipid A biyosentez genlerindeki
(IpxA, IpxC ve IpxD) degisiklikler sonucunda LPS’nin tamamen kaybedilmesine
baghidir. A. baumannii'nin in-vitro mutantlarinda yapilan ¢alismalar ¢ok yiiksek
kolistin MiK’lerinin (128 mg/L) LPS biyosentez genleri olan IpxA, IpxC, IpxD ve
IpsB’nin inaktivasyonu ile olustugunu gostermistir; lipid A veya lipopolisakkarit
korunun tamamen kaybi s6z konusudur. Bu mutantlarin iireme ve in-Vitro

dayanikliliklarinin diismesi nedeniyle bunlara klinikte sik rastlanmaz (107, 108).
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pEN eklenmesi

‘q Galaktozamin eklenmesi

Sekil 2.3. PetN ve galaktozamin eklenme mekanizmasi. (Jeannot K ve ark. (151)’dan

uyarlanmistir.)
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Kolistine Heterodireng

Ayni popiilasyon iginde yer alan farkli bakterilerin antibiyotiklere verdigi
yanitlar farkli olabilir. “Heterodireng” olarak tanimlanan bu durum, antibiyotik direnci
caligmalarim1  karmasik hale getirmis ve klinik olarak O6nemi tam olarak
anlasilamamustir. Heterojen antibiyotik direnci ilk olarak 1947 yilinda gram negatif
bakterilerden Haemophilus influenzae’da, 20 y1l sonra ise gram pozitif bakterilerden
stafilokoklarda gosterilmis ancak ilk bildirim 1970 yilinda gergeklestirilmistir (109-

2% ¢

111). Bu olguyu tamimlamak igin “heterojen direng”, “direncin popiilasyon ¢apinda

199 ¢

degisimi”, “antibiyotiklere heterojen yanit” tanimlar1 da kullanilabilir.

Heterodireng bir bakteri toplulugu iginde antibiyotige farkli yanitlar oldugunu
belirtmek i¢in kullanilan terimdir. Baz1 yayinlarda, 6zel bir antibiyotik konsantrasyon
aralig1 belirtilmez iken; A. baumannii’de bu araliklar belirtilmistir (110, 112, 113).
Acinetobacter baumannii' de kolistin MiK’i 0,25 ila 2 mg/L iken alt popiilasyonlarin

3 ila 10 mg/L kolistin araliginda iiredigi belirtilmistir (5).

Heterodirencin  Metisiline direngli ~ Staphylococcus aureus (MRSA),
Helicobacter pylori ve Mycobacterium spp. i¢in tanimlar1 degisiklik gostermektedir
(115).

Heterodireng, antibiyotiklere verilen homojen yanita karsidir. Sekil 2.4°de
noktali ¢izgi ile goriilen alan direng i¢in sinir degerlerini temsil etmektedir. Geleneksel
in-vitro duyarlilik testlerine gore (A): Bakteri kiiltiirii duyarl olabilir, (B): Orta duyarl
olabilir, (C): Direngli olabilir. Duyarlilik siir degerinin altinda farkli alt
popiilasyonlar antibiyotige yanit verebilir bu sekilde bakteri tamamen duyarl olabilir.
(D): Antibiyotige direng gelistirmedigi siirece, daha az saptanabilir ve olasilikla klinik
olarak en az 6neme sahiptir. (E): Bakteri popiilasyonunun biiyiik bir kism1 duyarlidir,
diisiik bir kismi antibiyotige direng gosterir. Geleneksel duyarlilik testleri temel
alimarak yapilan tedavide, direngli alt popiilasyonun se¢ilmesine yol ag¢ilmasiyla
basarisiz olunabilir. (F) Az direngli alt popiilasyon da dahil tiim popiilasyon

antibiyotige direngli olabilir. Bu tiir bakteri popiilasyonunda endise verici olan sey
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yiiksek direng iceren bakterilerden diisiik direng iceren bakterilere gen aktarimidir

(114).

Heterojen

Homojen

A

2 kat antibiyotik sulandirimlari

Sekil 2.4. Bakterinin antibiyotige yanit1 ve tanimlamalar (Halfawy ve ark. (114)’dan

alimtilanmistir.)

Bakteri popiilasyonunda heterodireng, genetik, epigenetik ve non-genetik
mekanizmalara bagl olabilir. A. baumannii’deki Kolistin heterodirencinin
mekanizmasi; yiliksek diizeyde kolistin direnci gosteren alt popiilasyonlarda LPS
kaybina baghdir. LPS kayb1 Lipid A biyosentez genleri olan IpxA ve IpxC genlerini
inaktive eden insersiyon dizisine (IS) baghdir (115). Bu mutantlar artan kolistin

konsantrasyonunda siirekli pasajlanarak elde edilir (116).

Heterodirencin Olgiilmesi baglica iki temel yonteme dayanir. Bunlardan
birincisi olan, “populasyon analiz profili (PAP)” heterodireng saptamada altin standart
yontemdir. Bu yontem gore, belirli farkli konsantrasyonlarda antibiyotik i¢eren kat1 ya
da s1v1 besiyerine, farkli diliisyonlardaki bakteri siispansiyonu inokiile edilir ve koloni
saymmi yapilarak bakteri tiremesi kontrol edilir. PAP, standart MIK degeri saptama
yontemleri gibi antibiyotik sulandirimlar1 hazirlamaya ve daha sonra iireyen kolonileri

koloni olusturan birim (KOB, CFU) bazinda sayma islemlerine dayanir (113).

Diger bir yontem olan, “modifiye PAP yontemi (PAP-AUC)” 6zellikle S.
aureus izolatlarinin vankomisine heterodirencli olup olmadigin1 belirlemek igin
kullanilan bir yontemdir. Plaklar {izerinde iiremeleri sayilan koloniler, bir grafik

cizilerek bu grafigin “y” eksenine lireyen koloni sayilarinin logaritmalari, “x” eksenine

ise antibiyotik konsantrasyonlart yazilir ve her bir sus i¢in bir egri elde edilir. Buna
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gore, test edilen her bir sus i¢in elde edilen egrinin altinda kalan alan (Area under the
curve, AUC), referans heterodirengli susu i¢in elde edilen egrinin altindaki alana

boliinerek bir oran elde edilir ve karsilastirarak yorumlanir (114).

Heterodireng saptamada disk diflizyon yontemi ve gradiyent-test (G-test)
seritleri de kullanilabilir. Disk difiizyon yontemi ve G-test seritleri, geleneksel in-vitro
duyarlilik testleri i¢in Onerilen heterodirenci tespit etmek icin kullanilmustir.
Inhibisyon zonunda {ireyen farkli koloniler heterodiren¢ igin siipheli olarak

degerlendirilir (114).

MRSA’da heterodirenci saptamak icin “akim sitometrisi” kullanilmistir.
Ayrica, zamana bagli 6ldiirme egrileri ve “skip well” seklindeki MIK sonuglar1 da
tanimlama i¢in kullanilabilir. “Skip well” mikrodiliisyon testinde daha yiiksek
konsantrasyonda iiredigi halde bazi kuyucuklarda tireme olmamasi durumudur.
Enterobacter cloace ve Enterobacter aerogenes’de polimiksin B’ye karsi bu tanim

yapilmistir (114).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. izolatlarin toplanmasi ve saklanmasi

Bu ¢alismaya Haziran 2016 — Ocak 2017 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi
Tip Fakiitesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvari’nda gesitli drneklerden
izole edilen 200 adet Acinetobacter baumannii kompleks izolati dahil edilmistir. Her

hastadan tek bir 6rnek ¢alismaya dahil edilmistir.

Elde edilen bakteriler calisma icin yapilan canlandirma islemine kadar %10

gliserol igeren beyin inflizyon buyyon igerisinde — 20 °C’de saklanmustir.

3.2. Mikrobiyolojik kiiltiir ve tanimlama islemleri
3.2.1. Izolatlarin canlandirilmasi

Acinetobacter baumannii izolatlarina ait stok bakteri kiiltiirlerinin oda
sicakliginda bekletilerek ¢ozlinmesi saglanmigtir. Kanli agar ve MacConkey agar
plaklaria 6ze ile tek koloni diisiirme teknigi ile pasajlar1 yapilmistir. Besiyerleri 35
°C’lik etlivde 18-24 saat inkiibe edilmistir. Bu islem ile canlandirilamayan izolatlar
calismadan c¢ikarilmistir. Pasajlart karigik iireyen stok bakteri kiltiirlerinden
geleneksel ve otomatize yontemlerle Acinetobacter baumannii kompleks oldugu

belirlenen kolonilerin tek koloni pasajlari yapilmigtir.

3.2.2. Bakteri tammimlama yontemleri

Hastanemizde kullanilan yontemler degisiklik gostermekle birlikte izolatlarin
tanimlanmas1 amaciyla konvansiyonel ve otomatize yontemler ile kiitle spektrometrisi

temelli yontemler bir arada kullanilmstir.

Konvansiyonel bakteri tanimlama yontemleri
Tek koloni pasajlar1 yapilan bakteri izolatlarina oksidaz testi yapilarak

Pseudomonas aeruginosa’dan ayirt edilmesi saglanmustir.

e (Oksidaz testi: Oksidaz testi, sitokrom oksidaz enzimi iiretiminin gdsterilmesine

dayanir. Baz1 bakteriler, demir iceren bir hemoprotein olan sitokrom oksidaz



22

veya indofenol oksidaza sahiptirler. Bu testte %1 tetrametil p-fenilen diamin
dihidroklorid kullanilmistir. Bir parca filtre kagidi petri kabina konulmustur.
Taze kiiltiirden test edilecek koloni 6ze veya kiirdan ile alinip; seridin ayrag
damlatilmis (islatilmig) kismina siirilmistiir. Sitokrom oksidaz aktivitesi
bulunan bakteri kolonilerinin rengi 10 saniye i¢inde koyu mavi-mor rengini
alacaktir. Renk degisimi gozlenmeyen izolat sonuglar1 kaydedilmis ve
calismaya dahil edilmistir. Sitokrom oksidaz aktivitesi gdsteren izolatlar
calismadan ¢ikarilmistir. Bu testte kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853
(pozitif kontrol) ve E. coli ATCC 25922 (negatif kontrol) kullanilmistir.

Otomatize bakteri tammlama yontemleri

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji
Laboratuvari’nda bakterilerin tanimlanmasi i¢in otomatize sistemler kullanilmaktadir.
Izolatlarin toplandig: siire icerisinde Vitek 2 ID/AST (bioMérieux, Fransa) otomatize
bakteri tanimlama sistemi kullanilmistir. Bu gibi sistemler fermentasyon, oksidasyon,
degredasyon ve cesitli substratlarin hidrolizi gibi biyokimyasal yontemlerle bakterileri

tanimlamaktadir.
Kiitle spektrometrisi temelli yontemler

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji
Laboratuvari’nda tanimlama amaclh kiitle spektrometri yontemi olarak “matriks
destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ugus siiresi kiitle spektrometrisi” (“matrix-
assisted laser desorption/ionization-time of flight Mass Spectrometry”’; MALDI-TOF
MS) kullanilmaktadir. Calismamizda VITEK MS (bioMérieux, Fransa) ile tanimlanan
ve stok kiiltiirleri alinan A. baumannii izolatlari canlandirildiktan sonra MALDI-TOF
MS ile de tanimlanmigtir. Bu amagla, bakteri kolonisi metal plak {izerindeki isaretli
alana siiriildiikten sonra {izerine 1 pl matriks sollisyonu pipetlenerek oda sartlarinda
Kurumaya birakilmistir. Metal plak, kiitle spektrometri cihazi i¢ine yerlestirilip lazer
1sinlart ile vuruglar yapildiktan sonra matriks i¢inde bakteri molekiillerine (DNA,
protein vb) ayristirilir. Proteinlerin hepsi +1 yiikle yiiklenir, bdylece uguslari siiresince
sadece kiitlelerin farkliliklar1 ile analizore ulasirlar. Ulasan veriler, cihazin veri

kiitiiphanesinde degerlendirilerek bakteri tanimlamasi gergeklestirilir.
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3.3. Izolatlarin kolistin direncinin belirlenmesi
3.3.1. Antibiyotigin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

1. Izolatlarin kolistin duyarliliklariin belirlenmesinde kolistin toz antibiyotigi
(Sigma-Aldrich, ABD) kullanilmistir.

2. Kolistin 10 mg tartilarak V=w X P / ¢ formiiliine gore 1280 mg/L stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. (V: Sulandirici, w: Antibiyorik agirligi, P: Antibiyotik potensi,
c: Istenilen konsantrasyon)

3. 10 mg kolistin 7,8 ml su ile sulandirilarak 1280 mg/L konsantrasyon elde
edilmis, diger kullanimlar i¢in mikrosantrifiij tiiplerine 1,5 ml hacimde
ayrilarak -20 °C’de dondurulmustur.

4, —20 °C’de saklanan antibiyotik ¢ozeltilerinin, kullanim &ncesinde oda

sicakliginda ¢oziinmesi beklenmistir.

Sekil 3.1. Mikrosantrifiij tiiplerinde kolistin ¢ozeltisi.
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3.3.2. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

1. Mikrodiliisyon yontemi i¢in steril U tabanli mikroplaklar kullanilmistir.

2. En alt siradaki ¢ukurlar disindaki tiim kuyucuklara 50 ul MHB konmustur. Bu
islem steril otomatik pipet ile gergeklestirilmistir. En alt siradaki gukurlarda ii¢
cukur steril besiyeri kontrol diger ii¢ ¢ukur ise bakteri lireme kontrol olarak
ayrilmistir. Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanilmustir.

3. Mikrosantrifiij tiipli igerisindeki antibiyotik c¢oOzeltisi oda sicakliginda
¢oziinerek vortekslendi, 1/10 sulandirim hazirlanmis (128mg/L) ve
mikroplaklarda her siranin en sol ¢ukurlarina (en alt sira hari¢) 50°ser ul
konulmustur.

4. Kolistin, mikroplagin ilk kuyucuklarina konulmus, ilk kuyucuklardan
digerlerine ¢ok kanall1 pipet ile 50’ser pl dagitilmistir. 12. kuyucuktan alinan
50 ul karigim disar1 atilmistir. Bu sayede soldan saga dogru azalacak sekilde
antibiyotigin 32-0,01 mg/L araliginda seri sulandirimlar1 hazirlanmustir.

5. Standart inokiilum dogrudan koloni siispansiyonu yontemi kullanilarak
hazirlanmigtir. Bir glin dncesinden kanli agara pasajlanmis taze kiiltiirden
bakteri kolonileri alinarak serum fizyolojik (SF) icerisinde 0,5 McFarland
bulanikliga (2x10 {izeri 8 koloni olusturan birim; KOB/ml) siispansiyonlar1
hazirlanmis, dansitometre ile okunmustur.

6. 0,5 McFarland olan tiipten 50 pl alip 4950 uL. Mueller-Hinton Broth (Merck,
ABD) besiyeri igeren tiipe aktarilmistir. Daha sonra aktarilan tiipten 400 pl alip
3600 pl MHB igeren ikinci tiipe aktarilmistir.

7. Son hacmi 4000 pl olacak sekilde bakteri siispansiyonu iceren tiip
vortekslenerek besiyeri ve antibiyotik karigimi igeren, besiyeri kontrol
disindaki her bir kuyucuga 50’ser pul eklenmistir.

8. Sonug¢ olarak her kuyucugun igerisinde toplam 100 pl hacimde besiyeri,
bakteri, antibiyotik karisimi bulunurken, kolistinin ilk konsantrasyonu 32 mg/L
olmustur.

9. Inokiile edilmis mikrodiliisyon plaklar1 35°C’de 24 saat siire ile aerobik
kosullarda etiivde inkiibe edilmistir. Tim kiiltiirlerde ayni inkiibasyon
sicakligini saglayabilmek i¢in mikrodiliisyon plaklari ist tiste dort adetten fazla

dizilmemistir.
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10. Her mikroplak kurumay1 énlemek amaciyla inkiibasyon sirasinda steril plastik

bir kapakla kapatilmistir.

Sekil 3.2. Steril mikroplaklara otomatik pipet ve siringa ile 50’ser ul MHB eklenmesi.

3.3.3. MiK Degerlerinin Belirlenmesi

MIK, bakterilerinin mikrodiliisyon kuyucuklarindaki iiremesini tamamen inhibe
eden ve ¢iplak gozle gdzlenebilen en diislik antibiyotik konsantrasyonudur. Duyarlilik
kategorileri EUCAST v 7.1’de belirtilen klinik duyarlilik sinir degerlerine gore
belirlenmistir. Kolistin igin MIK <2 mg/L bulunan izolatlar duyarli olarak kabul

edilmistir (152).
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Sekil 3.3. MiK degerlerinin aynali okuyucuda saptanmasi.

3.4. Kolistine heterodirencin arastirilmasi

Acinetobacter baumannii izolatlarinda heterodirengli alt popiilasyonlarin
varligi El-Halfawy’nin (114) uyguladigi G-test yontemi ile taranmigtir. G-test olarak
E-test (BioMerieux, Fransa) kullanilmistir. EUCAST 1 kolistin direncini saptamada
kolistin gradiyent serit yonteminin giivenilir olmadig1 agiklamasini yaptiktan sonra
tiretici firmadan yeni G-test serit elde edilemediginden sadece 120 izolata G-test
yontemi uygulanabilmistir. Uygulanan ¢alismalar sonucunda sivi mikrodiliisyon
yontemi ile elde edilen MIK degeri ile G-test yontemi ile belirlenen MiK degerleri
karsilastirilmis, zon igi tireme tespit edilen izolatlar heterodireng igin siipheli olarak

degerlendirimistir.
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CO COLISTIN
0.016-256 pg/mL

Sekil 3.4. Kullanilan E-test seritleri

3.4.1 G-test yontemi ile heterodirencli sus varhginin taranmasi

1. Ik &énce dogrudan koloni siispansiyon yontemi ile 0,5 McFarland
yogunlugunda inokiillum hazirlanmistir.  Inokiilum siispansiyonu
hazirlandiktan sonra 15 dakika icinde MHA’a inokiile edilmistir. MHA’a
ekim yapmadan 6nce besiyeri ylizeyinin tamamen kuru olmasini saglamak
icin etiivde kapaklar1 agik olmak kaydiyla ters gevrilerek 10-30 dakika
tutulduktan sonra kullanilmistir.

2. Steril pamuklu ekiivyon inokulum siispansiyonuna batirilip fazla sivinin
birakilmasindan sonra inokiilasyona gecilmistir. Tiim agar yiizeyine
yaklasik 60 derecelik agilarla ii¢ kez yayildiktan sonra ekiivyon son olarak
plagin ¢evresinde gezdirilmistir.

3. Kolistin geriti yerlestirilmeden 6nce nemin absorbe olmasi i¢in 10 dakika
beklenmistir. Agar yiizeyinin tamamen kuru olmasina dikkat edilerek
seritler aplikatorle ya da bir ince uglu pensetle u¢ tarafindan tutularak

alimmis ve inokulumla kapli agar yilizeyine yerlestirilmistir. Seritin agar
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yiizeyine tam olarak temas etmesi saglanmistir. Hava kabarcig1 olusmasi
halinde diisiik konsantrasyondan yiiksege dogru pensetle hafif¢e bastirarak
kabarcik ¢ikartilmistir.

4, G-test seritleri yerlestirildikten sonra en fazla 15 dakika i¢inde plaklar
kapaklar1 alta gelecek sekilde 35 °C inkiibatore kaldirilmis, 24-48 saat
inkiibe edilmistir.

Plaklarin okunmasi ve sonu¢larin yorumlanmasi

1. 35 °C’de inkiibe edilen plaklar 24 ve 48 saat sonunda degerlendirilmistir.
Inkiibasyon sonras1 aydinlik bir ortamda koyu renk bir zemin iizerinde, goz ile
degerlendirilerek tam inhibisyon zonunun G-test seridine temas ettigi
konsantrasyon belirlenmistir.

2. Eger zon seridin altina kadar iniyorsa MIK degeri en diisiik konsantrasyonun
da altinda seklinde kabul edilmistir.

3. Inhibisyon zonunun iki deger arasinda kalmasi halinde yiiksek olan deger MIK
olarak kabul edilmistir.

4. Inhibisyon zonunun iginde iireyen koloniler karisik kiiltiirii ya da direngli
varyantlar1 atlamamak i¢in 6zenle degerlendirilmistir. Bu sekilde saptanan
izolatlar heterodiren¢ icin siipheli kabul edilmistir. Izole kolonilerin

kontaminasyon olmadig1 dogrulanmistir.

3.4.2. izolatlarda popiilasyon profil analizi (PAP) calismasi ile heterodirencin

arastirilmasi

Georgios’un (153) uygulamis oldugu yontemle PAP ¢alisilmis, yapim

asamalar1 agagidaki sekilde gosterilmistir.
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PAP calismaya baglamadan 6nce gerekli hesaplamalar yapilarak 0, 0.5, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 8 mg/L kolistin igeren MHA plaklar1 hazirlanmistir. Istenilen
konsantrasyonu elde etmek i¢in tliplerde hazirlanan antibiyotik ¢ozeltilerinden,
sterilizasyon sonrasit 45 °C’ye kadar sogutulan 19 ml besiyerlerine, 1 ml
eklenerek karigtirilmistir.

Plaklar sogumaya birakilmais, etiivde kapaklari agilip ters ¢evrilerek kurumalari
saglanmustir.

Ardindan ertesi giin ¢aligilmak iizere buzdolabina kaldirilmstir.

Kanli agara pasaj1 yapilan bakteri izolatlarindan alinan koloniler, SF igerisinde
0,5 McFarland bulanikliga ayarlanmstir.

Bakteri siispansiyonundan 10 kat seri sulandirimlar ile 108, 107, 108, 10°, 104,
103, 10? yogunlukta siispansiyonlar elde edilmistir.

Daha 6nceki denemelerde koloni sayimi yapilabilecek bakteri diliisyonlarinin
10° ve 10? olduguna karar verilmis ve ¢alismada sadece bu diliisyonlar
kullanilmuastir.

Hazirlanan 108 ve 102 bakteri stispansiyonlari 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5, 0 mg/L
konsantrasyonlarda kolistin i¢eren plaklara 50 ul inokiile edilmistir.

Plaklar 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.

10- 0 mg/L konsantrasyonlarda kolistin igeren her plakta koloni sayimi1 yapildi
ve bu veriler tabloya yerlestirilmistir.

Tabloya gore olusturulan grafikte: y eksenine lireyen koloni sayilarinin
logaritmalari, x eksenine ise antibiyotik konsantrasyonlari yazildi ve her bir
sus i¢in bir egri elde edildi. Calisilan izolatlardan direncli ve duyarl izolatlarin
egrileri, direngli ve duyarl izolatlar i¢in genelleme yapilarak bir grafikte

gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Sirasiyla, (A): Kolistin igeren antibiyotik plaklart hazirlanmasi (B): Ertesi
giin ¢alismak tizere plaklarin soguduktan sonra +4 °C buzdolabina kaldirilmasi (C):
Plaklarin dizilmesi ve steril otomatik pipet ile ekim islemi (E): Plaklarin etiive

kaldirilmasi.
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Sekil 3.7. Calismada uygulanan PAP basamaklari.



33

4. BULGULAR
4.1. Calismaya alinan Acinetobacter baumannii izolatlar:

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’na
gonderilen 6rneklerden ardisik olarak izole edilen 200 adet Acinetobacter baumannii
kompleks izolati ¢alisilmistir. Her hastadan alinan sadece bir 6rnek ¢alismaya dahil
edilmistir. Solunum yolu 6rnekleri (BAL, DTA, balgam), idrar 6rnekleri (orta akim
idrar, foley sonda ile idrar), kan ve kateter 6rnekleri ile diger viicut sivilar1 (BOS, safra,

perikardiyal, peritoneal, plevral sivilar) gruplandirilarak gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen 6rneklerin cesitleri ve sayilart Sekil 4.1°de, dagilimlari

ise Sekil 4.2°de gosterilmistir.

m Ornek sayilari

v.
N

Sekil 4.1. A. baumannii izole edilen 6rnekler; ¢esitleri ve sayilari.
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Orneklerin Dagilim

® Solunum Yolu Ornekleri
® Kan ve Katater Ornekleri
m idrar Ornekleri

W Doku

m PUy

W Diger Viicut Sivilari

Sekil 4.2 A. baumannii izole edilen 6rneklerin dagilima.
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200 adet A. baumannii izolatinin kolistin duyarliligi sivi mikrodiliisyon

yontemi ile saptanmistir. Duyarlilik EUCAST (2017; v.7.1) uluslararasi standartlarina

gore degerlendirilmistir (152). Buna gore, MIK degeri >2 olan izolatlar direncli, < 2

olan izolatlar duyarli olarak kabul edilmistir. Degerlendirilen izolatlara ait sivi

mikrodiliisyon yontemi ile elde edilmis direng oranlar1 Tablo 4.1°de, MiKso ve MiKgo

degerleri Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.1. A. baumannii izolatlarinda direngli izolat sayilari.

Toplam izolat Direngli izolat

Sayisi Say1 %
Solunum yolu 95 21 22
ornekleri
Kan + Kateter 35 13 37,1
ornekleri
Piiy 30 10 33,3
Idrar 6rnekleri 15 4 26,7
Diger viicut s1vilari 14 7 50
Doku 11 3 27,3
Toplam 200 58 29

Tablo 4.2. Sivi mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen MiKso ve MiKgo degerleri

(n=200).
MiKso MiKago MIK Aralig Direng (n/%)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Kolistin 0,5 >32 0,01->32 58 (29,0)
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4.3. Heterodirenc¢ taramasi ve saptanmasina iliskin bulgular

4.3.1 G-test (bioMérieux, Fransa) bulgulari

G-testin uygulandig1 120 izolat i¢erisinde, inhibisyon zonunda tireme gézlenen
ve heterodireng i¢in siipheli olarak degerlendirilen izolat sayisi ii¢ olarak bulundu.
Sekil 4.3°’de G-test sonucunda inhibisyon zonu i¢inde iireme gozlenen A.

baumannii izolatlarinin fotograflar1 gosterilmistir.

Sekil 4.3. G-test yontemi sonucunda zon i¢i lireme gdzlenen izolatlar

Calisilan G-test MIK degerleri ile sivi mikrodiliisyon MIK degerleri arasindaki
tutarsizlik dikkat ¢ekmistir. Stvi mikrodiliisyon yontemine gore direngli bulunan
izolatlar G-test yontemine gére duyarli bulunmustur. Izolatlardan 115’inin G-teste
gore Kolistine duyarli bes izolatin direngli olmasina karsin, bu sonuglar mikrodiliisyon
yonteminden ¢ok farkli bulunmustur. S1vi mikrodiliisyon yontemiyle direngli bulunan
58 izolatin iginden 31 izolat G-teste gore duyarli bulunmustur. G-test yontemi ile
calisilan 120 izolatin MIKso ve MiKgo degerleri Tablo 4.3 de gosterilmektedir.
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Tablo 4.3. Kolistin igin G-test ve mikrodiliisyon yontemleri ile elde edilen MiKso ve
MiKgo degerleri (n=120).

MiKso MiKgo MIK Aralig Direng

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (n/%)
G-test 0,064 0,5 0,015- 64 5(4,2)
Mikrodiliisyon 0,50 >32 0,015- >32 31 (26,0)

4.3.2. PAP deneyi bulgular

PAP deneyi G-test ve mikrodiliisyon ile kolistin duyarliligi saptanan 120
izolatta yapilmistir. Mikrodiliisyon yontemine gore 89°u duyarli, 31°1 direngli bulunan
izolatlarin higbirinde heterodirengli populasyon saptanmamuistir. Bu izolatlara G-testte
zon i¢i lireme gozlenen 3 izolat da dahildir. Duyarli olan izolatlarin tiimii kolistin
icermeyen MHA plaginda (0 mg/L) tiremis, artan kolistin konsantrasyonlarina sahip
plaklarda (2, 4, 5, 6, 8, 10 mg/L) lireme gozlenmemistir. Sekil 4.4’de direngli bir
izolatin 0, 0,5, 1, 2, 5, 8, 10 mg/L’lik kolistin konsantrasyonuna sahip MHA ’lardaki
tiremelerinin fotograflar goriilmektedir. Direncli izolatlarda artan konsantrasyonlarda
kolistin iceren MHA plaklarinda iireyen koloniler sayilmis ve elde edilen sayisal
verilerin logaritmik degerleri hesaplanmistir. Ornegin; kolistin igermeyen (0 mg/L)
plaktaki iireme 10® olarak kabul edilmistir ve 10° diliisyona sahip 5 mg/L Kolistin
plaginda 10 koloni tiremesi gozlenen izolat i¢in; “50 pl’de 10 koloni iiremigse, 1000
ul’de kag koloni {iremesi olmustur?” orantis1 yapilmis ve 10° diliisyonda 200 koloni
{iremesi kaydedilmistir. 108 diliisyon i¢inse bu deger 2x107 degerine esdegerdir. Elde
edilen bu veriler bir grafige aktarilmistir. Direngli ve duyarli izolatlarin PAP grafigi
Sekil 4.5°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Direngli bir izolatin (MIK >32) artan kolistin konsantrasyonuna sahip MHA
plaklarinda 10° ve 107 diliisyonlarda iiremesi; ilk fotograf 10 mg/L kolistin iceren
plaktaki liremeyi gosterirken, son fotograf kolistin icermeyen plaktaki liremeyi

gostermektedir.



39

10
8
i i i) 5
S :
u -
= et Diremgli fzolatlar
=11 N
& 4 =t Drgyarh izolatlar
3
2
0 ) i . 4 &
0 2 a 6 8 10

Kolistin Konsantrasyonu mg/ml.

Sekil 4.5. Kolistine direngli ve duyarli izolatlarin PAP grafigi
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5. TARTISMA

Acinetobacter baumannii, ¢ok farkli enfeksiyonlara yol agabilen ve son
yillarda antibiyotiklere ¢oklu direng gostermesi nedeniyle 6zellikle yatan hastalarda
tedavide giigliik yaratan bir bakteridir. Acinetobacter spp. ventilatorle iliskili pnémonti,
iriner sistem enfeksiyonu, endokardit, sepsis ve menenjit gibi 6zellikle konak
savunmasi bozulmus hastalarda ciddi nozokomiyal enfeksiyonlarin nedenidir (20).
Kolistin, Acinetobacter spp.’ye bagli enfeksiyonlarda son yillarda sik¢a kullanilmaya
baglanan bir antibiyotiktir. Bununla birlikte, bu antibiyotige karsi direng ve

heterodireng gosteren izolatlar bildirilmeye baglanmistir (117, 118).

Bu tez arastirmasinda hastanemizdeki A. baumannii izolatlarmin kolistine
direng oranlarinin belirlenmesi, ayrica heterodirengli izolatlarin saptanmasi

hedeflenmistir.

Calismada Haziran 2016- Ocak 2017 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvarina gonderilen ¢esitli 6rneklerden izole edilen 200 adet
A. baumannii izolat1 ¢alisilmistir. Ardisik olarak toplanan izolatlarin her biri farkl
hastaya aittir. Calismamiza dahil edilen izolatlarin ¢ogunlugu (n:50, %25) yogun
bakim {initesinden gelen orneklerden ve en sik solunum yolu 6rneklerinden izole
edilmistir. Bu konuda yapilan c¢esitli c¢alismalarda Ornek dagilimi degisiklik
gostermektedir (119). Brezilya’da son bes yilda toplanan, VITEK 2’ye gére kolistin
direngli olan 1346 gram negatif bakteri degerlendirmesi sonucunda bakterilerin
%7,6’sm1 A. baumannii’'nin olusturdugu gozlenmisir. Ornek dagiliminda en sik

solunum yolu 6rnekleri oldugu dikkati ¢ekmistir (120).

Kolistine direnci saptamak i¢in cesitli arastirmacilar farkli yontemler
uygulamigtir. G-test ve sivi mikrodiliisyon yontemini karsilastiran, 2008 yilinda
yapilan bir ¢alismada 115 A. baumannii izolatindan referans yontem sivi
mikrodiliisyona gore 22’si kolistine direngli, 93’1 kolistine duyarli olarak bulunmus;
biiytik hata %1,7 olarak bildirilmistir. G-test ve sivi mikrodiliisyon yontemi arasinda
en biiyiik uyumsuzluk, MIK araligi < 0,06-0.25 mg/L ve 64- >1,024 mg/L olan
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izolatlarda gozlenmistir. Bu sonucun polimiksinlerin agarda iyi difiize olmamasina

bagli olabilecegi diistiniilmektedir (11, 17).

Mevcut gradiyent testlerin kolistin MIK degerlerinde diisiik sonug verdigi ve
kalite kontrol suslart uygun aralikta olsa bile kullanilmamalar1 gerektigi
belirtilmektedir. Yari otomatize testlere iliskin arastirmalarda ise sik olarak ¢ok biiyiik
hata saptandigi ileri siiriilmektedir. EUCAST 06nerisine gore kolistin i¢in duyarlilik
testlerinde dogru sonug veren tek test diliisyon testidir. Disk difiizyon testi kolistin i¢gin

uygun degildir; direngli ve duyarlilari ayirt etmemektedir (154).

Bu ¢alismada, 120 izolatta kolistine duyarlilik hem mikrodilisyon hem de G-
test ile arastirilmis ve iki test arasinda biiylik bir fark bulunmustur. G-test ile kolistin
direnci %4,2 bulunurken mikrodiliisyon testinde bu oran %26,0’dir. EUCAST 1n son
uyarilarindan sonra bu ¢alismada da kolistin i¢in sadece mikrodiliisyon test sonuglari
dikkate almmustir. Uretici firmadan kolistin G-testi saglanamadigindan sadece 120
izolatta bu karsilastirma yapilmis olmakla birlikte kolistin duyarliligi toplam 200

izolatta mikrodiliisyon ile arastirilmis ve kolistine direng %29 olarak saptanmustir.

Vourli ve ark.’nin (121) 2015 y1l1 boyunca izole ettigi 117 karbapenem direngli
A. baumannii izolatlarina kolistin duyarlilig1 i¢in yontem degerlendirmesi yaptigi
calismasinda; kolistine diren¢ oranlari, Phoenix 100’e gore %15,4, Vitek 2’ye gore
%16,2, agar dillisyona gore %35,9, stvi mikrodiliisyona gore %25 olarak belirtilmistir.
Calisma sonucunda otomatize sistem kullanan laboratuvarlarin mutlaka sivi

mikrodiliisyon ile dogrulama yapmasi gerekliligini vurgulamistir.

Kolistin direnci gosteren A. baumannii izolatlar1 igin diinyanin farkl
yerlerinden bildirilen farkli sonuclar bulunmaktadir. Direngli ilk izolat 1999 yilinda

Cek Cumbhuriyeti’nden bildirilmistir (4).

Sadece kan drnekleri ile sivi mikrodiliisyon yontemine gore galisilan izolatlarin
Tayvan’da %10,4’i ve Giliney Kore’de %100’0 sirastyla direngli bulunmustur (122,
123).

Portekiz’de 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada izolatlarin %9’u direncli

bulunurken, bu oranin giinimiizde artis gosterdigi bilinmektedir (124). Ancak, bu
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calismada Onerilen standart mikrodiliisyon yontemi yerine agar diliisyon ydntemi

kullanilmistir.

ABD’de balgam, burun siirlintiisii, kan, idrar gibi c¢esitli 6rneklerle yapilan
caligmada A. baumannii izolatlarin “pulsed field” jel elektroforezi (PFGE) ve
multilokus sekans tiplendirmesi (MLST) ile gen profilleri belirlenmis ve sivi
mikrodiliisyon yontemiyle 20 tanesi (%100) direngli olarak saptanmistir. Lipid A’ya

fosfoetanolamin eklenmesinin kolistin direncine neden oldugunu belirtmislerdir (125).

Irak ve Urdiin’de yogun bakimda yatan hastalarin kan ve balgam &rneklerinden
izole edilen izolatlarin, galisilan sivi mikrodiliisyon yontemine gore en az 11
antibiyotige yiiksek direng (MIK >64) gosterdikleri, kolistine ise direncin Irak
izolatlarinda %13, Urdiin izolatlarida %1,7 oldugu bildirilmistir (126).

Kuveyt’de sekiz farkli devlet hastanesinden alt1 ay siireyle izole edilen 250 adet
A. baumannii izolatinda G-test yontemine gore %14 oraninda direng tespit edilmistir.
Caligilan izolatlarin %89 unun ¢ok ilaca direngli oldugu belirtilmistir. Kolistin direngli
izolatlarin yiiksek siklig1 ¢ok ilaca direncli enfeksiyon tedavisinde endise kaynagidir
(127). Bu galismada G-test yontemi uygulandigindan sonuglara dikkatli yaklagilmasi

gerekmektedir.

Romanya’da Ocak 2012 — Aralik 2013 tarihleri arasinda ¢ogunlugu yogun
bakimdan génderilen 6rneklerden tanimlanan 313 Acinetobacter baumannii izolatinda
klinik ve laboratuvar standartlar1 enstitiisii (CLSI) Kriterlerine gore agar diliisyon
yontemiyle sadece 2 izolatta kolistine direng belirtilmistir. Misir’da Ocak 2012 — Mart
2012 tarihleri arasinda karbapeneme duyarli 40 A. baumannii izolatinn Ingiliz
Antimikrobiyal Kemoterapi Dernegi (BSAC) Kkriterlerine gore agar diliisyon
yontemiyle direng orani % 5 olarak bildirilmistir (128, 129).

Yunanistan’da 2012-2014 yillar1 arasinda toplanan 1228 A. baumannii
izolatinin, 300 tanesi ¢evresel orneklerden (musluk, kapi1 kolu, hasta yataklar1 ve dolap
kapaklar1) geri kalanlari ise klinik 6rneklerden izole edilmistir. G-test ile 86 tanesinde
kolistin ve karbapenem direncinin birlikte oldugu, geriye kalan izolatlarin ise duyarli

oldugu bildirilmistir. Karbapenem direnci Blaoxa23 benzeri enzim varligi ile
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iliskilendirilmis, kolistin direncinin ise pmrA ve pmrC gen bdlgelerindeki aminoasit

degisimi sonucunda olabilecegi bildirilmistir (130).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢calismada, ventilatdr kaynakli pnodmoni hastalarindan
izole edilen 40 A. baumannii izolat1 tanimlanmis ve izolatlar arasi klonal iliski PFGE
yontemi ile incelenmistir. Karbapeneme direngli olan 40 izolata G-test (Liofilchem,
Italya) ydntemiyle kolistin duyarlilig1 incelenmis ve iglerinden sadece bir izolatta

kolistin direnci tespit edilmistir (131).

Sicilya’da Ekim 2008 — Mayis 2011 tarihleri arasinda iki hastanenin yogun
bakim tinitelerinden izole edilen; karbapeneme direngli 26 izolat arasinda Kkolistine
yiiksek diizeyde (MIK>32mg/L) diren¢ gésteren 15 izolat agar diliisyon yontemiyle
saptanmistir. Tedavide kullanilan karbapenem ve kolistinin direng igin tetikleyici

faktor olabilecegi belitilmistir (132).

SENTRY’ye gore 2006-2009 yillar1 arasinda diinya capinda toplanan
izolatlarda A. baumannii’de kolistin direnci %1 olarak bildirilmistir (11). 2008 yilinda
Bat1 Pasifik’den izole edilen A. baumannii izolatlar1 diger antibiyotiklere yiiksek
diizeyde direngli bulunurken, sadece bir izolat kolistine yiiksek diizeyde direng

gostermistir (9).

Klinik izolatlarin sikli1 ve antibiyotik direng paternlerini belirlemek amaciyla
2012-2014 yillar1 arasinda Fas’da ardisik olarak yogun bakim iinitesinden toplanan
441 A. baumannii izolatinin %45’ini solunum yolu 6rnekleri olustururken, takiben
%15’1 kan oOrneklerinden izole edilmistir. Disk difiizyon yontemiyle belirlenen

kolistine direng orani ise %2 olarak belirtilmektedir (133).

Cin’de 2008 yilinda yayinlanan bir ¢alisgmada 112 A. baumannii klinik
izolatinin tamami yontem belirtilmeden kolistine duyarli bulunurken, %80 oraninda

cok ilaca direncli olduklar1 tespit edilmistir (134).

[ran’da yapilan bir ¢alismada G-test yontemi ile kolistin direnci saptanmis ve
%11,6 oraninda direng raporlanmustir (135). Kuzey, Giiney ve Merkez Iran Universite
Hastanelerinde yogun bakim iinitelerinden elde edilen A. baumannii izolatlarinda

kolistin direncinin G-test yontemine gore %15’e ulastig1 raporlanmistir (136).
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Son verilere gore, Kore Hastanelerinden izole edilen 214 adet A. baumannii
izolat1 rpoB gen analizine gore tanimlanmis; CLSI kriterlerine gore kolistine direncin
yiiksek ve sivi mikrodiliisyon yontemine gore %30,6 oraninda oldugu tespit edilmistir

(137).

Arroyo ve ark.nin 2005 yilinda 115 izolat1 dahil ettigi bir ¢aligmasinda sivi
mikrodiliisyon ile %20 oraninda diren¢ bulurken, 2009 yilinda farkli bir ¢alismasinda
bu oran %40,6’ya ¢ikmustir (17).

Kuzey Amerika’da Latin Amerika’ya (%2) gore daha fazla kolistin direnci
goriildiigi bildirilmistir. Kuzey Amerika’da 2009-2011 yillar1 arasinda %3.5 olan
direng 2012 yilinda %5.3 degerine ulagsmustir (138-140).

Avrupa’da 2009-2012 yillarinda %0,7 ile %4 arasinda degisen direng oranlari
bildirilmistir (138-140). Buna karsin Yunanistan ve Italya’da %80’e varan direng
gozlenmektedir (155). Yunanistan’da hem kolistin direngli hem de OXA-23 veya
0OXA24/40 karbapenemaz iireten A. baumannii suslarinin artis gosterdigi, 2001 yilinda
direng oran1 %1’iken 2014’de %22’lere ulastig1 bildirilmektedir.

Tiirkiye’de yapilan calismalardan bazilar1 disk difiizyon ve agar diliisyon
yontemine gore A. baumannii izolatlarinin kolistine duyarli oldugunu gosterse de (141,
142) Hacettepe Universitesi Hastanelerinden izole edilen 124 Acinetobacter spp.
icerisinde 72’si Acinetobacter baumannii olarak tanimlanan ¢ok ilaca direncgli
izolatlarin %27,5’1 CLSI kriterlerine gore calisilan sivi mikrodiliisyon yontemiyle

kolistine direngli olarak raporlanmigtir (143).

Ulkemizdeki ¢aligmalarda belirtilen oranlarin da yurt disinda yapilan
calismalarda oldugu gibi olduk¢a farklilik gosterdigi belirtilmektedir. Farkli
caligmalarda farkli yontemlerin kullanilmasi sonuglar1 dogrudan etkilemekte ve ¢ok
farkli oranlarin ortaya ¢ikmasina yol agabilmektedir. Dikkati ¢ceken nokta, standart
yontem olarak kabul edilen sivi mikrodiliisyon ile yapilan test sonuglarinda kolistine
direncin daha yiiksek olusudur. Bu gozlem de EUCAST’in diger ydntemler
kullanildiginda hatali olarak “duyarli” sonuglar ¢iktigi uyarisini desteklemektedir
(154).
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Bizim ¢aligmamizda saptanan direng oraninin yiiksek olmasinin nedenlerinden
biri Agustos 2016 - Ocak 2017 tarihleri arasinda gogunlugu yatan hastadan izole edilen
200 susun genetik yakinlig1 olabilecegi diisiiniilmektedir. izole edilen suslarin genetik
yakinliginin arastirilmasi amaciyla uygulanabilecek molekiiler yontemlerin bu konuda

yardimci olacagi diisiiniilmektedir.

Acinetobacter izolatlarinda rutin antibiyotik duyarlilbik testleri ile
belirlenemeyen, ancak G-test ile tespit edilip PAP ile dogrulanan heterodireng, A.
baumannii’de gelisen kolistin ve karbapenem direncinden sorumlu tutulmaktadir.
Daha onceleri S. aureus ve P. aeruginosa i¢in tanimlanan bu direng sekli, ana bakteri
topluluguyla benzer genetik 6zellik gdsteren alt bakteri toplulugunun daha direngli
olmas1 nedeniyle tedaviye klinik olarak cevapsizlik seklinde ortaya ¢ikmaktadir.
Ozellikle ¢ok ilaca direngli A. baumannii’ye bagl enfeksiyonlarda kolistinin tek tedavi

secenegi olarak kullanilmasi bu tehlikeyi artttirmaktadir (143).

Li ve ark. (5) ilk kez 2006 yilinda kolistine duyarli A. baumannii izolatlar
icinde kolistine heterojen direngli olan suslar oldugunu, biitiin izolatlarin duyarh
olmasina karsin; 3-10 mg/L kolistin varliginda {iireyebildiklerini belirtmistir.
Heterodirencin, otomatize sistemler veya disk diflizyon gibi yontemlerle
tanimlanamayacagini, sadece mikrodiliisyon ile belitlenen MIK degeri ile de
belirlenemeyecegini ifade etmislerdir. Heterodiren¢ oranin1 %93,8 oldugunu ve
saptanan heterodirencin kolistinin uygunsuz kullanimina bagli olabilecegini ve tedavi
basarisini olumsuz yonde etkileyebilecegini belirtmislerdir. A. baumannii’de gdzlenen
heterodiren¢ oraninin direng oranindan fazla oldugunu belirtseler de heniiz yapilan

caligmalar bunu dogrular nitelikte degildir.

Yau ve ark.’nin (9) yaptig1 bir arastirmada cesitli iilkelerdeki (Avustralya,
Tayland, Endonezya, Filipinler, Cin, Tayvan, Singapur, Dogu Afrika, Dogu Kore)
Klinik merkezlerden 1998-2006 yillar1 arasinda toplanan 30 izolatta sivi mikrodiliisyon
yontemine gore bir izolat (MIK 128mg/L) hari¢ geriye kalan izolatlarmm MIK degeri
0,5-2 mg/L arasinda bulunmustur. 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8ve 10 mg/L kolistin araliginda
PAP ¢alisilarak kolistine heterodireng arastirilmis, duyarli olan 7 izolat i¢cinde >2 mg/L
kolistin varliginda tireme gosteren alt populasyonlarin oldugu heterodireng oraninin

%23 oldugu aciklanmustir.
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Li ve ark. (5) kolistin heterodirencinin daha 6nce alinan kolistin tedavisine
bagl olabilecegini belirtmislerdir. Hawley ve ark. (144), heterodirencin kolistin
tedavisi almayan hastalardan izole edilen A. baumannii izolatlarinda da
goriilebilecegini, buna karsin 6nceden kolistin tedavisi almis hastalardan izole edilen

suglarda daha fazla heterojen kolistin direnci goriilebilecegini ifade etmislerdir.

Tan ve ark. (145) 6zellikle tek basina intravendz kolistin alan bagisiklik sistemi
baskilanmis olan hastalarda heterodirencgli suslarin  tedavi sirasinda sorun

yaratabilecegini, bu nedenle dikkatli olunmasi gerektigini belirtmektedir.

Moosavian ve ark.’nin (146) beyin cerrahisi sonrasi menenjit olan hastanin
BOS o6rneginden izole ettikleri A. baumannii izolati kolistine duyarliyken, kolistin
tedavisi aldiktan bes giin sonra ikinci izolasyonda bakterinin kolistine yiiksek diizeyde
direng gosterdigi belirtilmistir. ilk izole edilen A. baumannii susunda G-test inhibisyon
zonu igerisinde ireyen kolonilerin oldugu belirtilmektedir. Heterodirengli A.
baumannii enfeksiyonlarinin uygunsuz kolistin tedavisi ile ¢ok yiiksek ylizeyde direng
gosterecegi ve kolistin ile 6nceden karsilagmanin heterodireng gelisimi igin bir risk

faktorii olabilecegi belirtilmistir.

Herrera ve ark. (6) agar dillisyon yontemiyle ¢alistiklar1 75 A. baumannii
izolatmin tamaminin kolistine duyarli olduklarmi (MIK < 2 mg/L) ve 0,5, 1, 2 mg/L
kolistin igeren plaklarda 14 izolatta iireyen alt populasyonlarin oldugunu

belirtmektedirler.

Bizim c¢alismamizda, kolistine heterodireng, A. baumannii’nin duyarli ve
direncli izolatlarinda en yiiksek 10mg/L’de arastirilmis ve bulunmamistir. Bu
konsantrasyonun iizerindeki konsantrasyonlarda da heterodiren¢ saptama olasilig
bulunmakla birlikte amacimiz tedavide sorun yaratacak heterodirencin belirlenmesi
oldugundan bu yiiksek konsantrasyon degerleri ¢alisitimamistir. Bu konuda yapilan
kisith sayida calismalarda ¢ok yiiksek oranlarda heterodireng bildirenler varsa da
heterodirencin tanimlanmasindaki standartlarin eksikligi, homojen suslarin heterojen
direncli olarak yanlis tanimlanmasina ve bdylece klinik Oneminin yanlis

degerlendirilmesine neden olabilir (114).
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Rutin mikrobiyolojik yontemler ile kolistine duyarli bulunan A. baumannii
izolatlarinin, direngli alt popiilasyonlar igerip icermediginin belirlenmesi tedavi
basarisi agisindan énemlidir. Direncli alt popiilasyonu saptamak < 10 -10° olasilikta
bir oldugu i¢in kullanilan rutin duyarhilik yontemleriyle saptanamayacagi
belirtilmektedir. Bu direngli alt popiilasyonlarin tespit edilmesinde giiniimiizde kabul
edilen altin standart yontem PAP yontemidir (5). PAP uygulanmasi rutin laboratuvar
sartlarinda pratik olmayacagindan heterodirengli izolatlarin degerlendirilmesinde G-
test gibi tarama yoOntemleri kullanilmis fakat bu yontemlerle yapilan farkl
calismalarda farkli sonuglar bildirilmesi nedeniyle yontemler rutin kullanim i¢in hentiz
standardize edilmemis; hangi yontemin giivenle kullanilabilecegine dair bir sonuca

vartlamamustir.

Calismamizda heterodireng oraninin saptanmasi amaciyla oncelikle G-test
kullanilmistir. G-test giivenilirligi agisindan yasanan sorunlar nedeniyle zon igi tireme
goriilmeyen duyarh izolatlara da PAP yontemi g¢alisilmis ve 120 izolat arasinda

heterojen kolistin direng fenotipi gosteren izolat bulunmamustir.

Ulkemizde heterojen kolistin direng fenotipi gosteren A. baumannii ¢alismasi
bulunmamaktadir. Calismamiz kolistin heterodiren¢ oranini arastiran ilk ¢alisma olma

ozelligine sahiptir.

Sonug olarak enfeksiyon tedavisinde kolistinin son ¢are antibiyotiklerden
oldugu ve A. baumannii izolatlarinda kolistin direncinin giderek artmasinin
onemsenmesi gereken bir nokta oldugunu diisiinmekteyiz. Bu izolatlarin tespit

edilmesi tedavi basarist agisindan ¢cok onemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Agustos 2016 — Ocak 2017 tarihleri arasinda hastanemiz Merkez
Laboratuvarina gonderilen ¢esitli 6rneklerden izole edilen 200 adet A. baumanni

kompleks izolatlarinin 58 tanesinde kolistine direng saptanmustir.

Izole edilen A. baumannii izolatlar1 siv1 mikrodiliisyon yontemiyle EUCAST

(2017; v.7.1) rehberinin sinir degerlerine gore degerlendirilmistir.

Heterodireng saptanmasi amaciyla kullandigimiz G-test (BioMerieux, Fransa)
yonteminin, sivi mikrodiliisyon ile ¢ok farkli MIK degeri sonucu verdigi

gozlemlenmistir.

G-test yontemiyle zon i¢i lireme saptanan ii¢ izolatin PAP grafigi
yorumlanmasi sonucunda heterojen diren¢ i¢ermedigi, mutant koloni varyantlari
olabilecegi disiiniilmistiir. PAP 0-10 mg/L kolistin araliginda degil de 32 mg/L ve
daha yiiksek konsantrasyonlarda calisildig1 taktirde heterodireng saptama olasilig

bulunmaktadir.

PAP yontemiyle calisilan 120 izolatta heterojen kolistin direncine

rastlanmamustir.

Heterodiren¢ saptamak i¢in kullanilan yontemlerde standardizasyonun

eksikligi ve ulagabildigimiz kisitli yayin bu ¢alismanin kisitlamalarindandir.

Uygulanan kolistin tedavisi heterodireng gelisimine neden olabileceginden,
morbidite ve mortaliteyi arttiran izolatlarin {ilkemizdeki sikligin1 saptayacak ve bu
izolatlarin olusumunun genetik temellerini aydinlatacak molekiiler epidemiyolojik

calismalarin devamina gereksinim vardir.

Hastanemizdeki kolistin direngli A. baumannii izolatlarmm kolistin MIK
degerlerini yakindan izlemek, epidemiyolojik aragtirma amaciyla heterojen direngli A.
baumannii agisindan gesitli tarama yontemleri ile altin standart yontemle ¢alismak ve

molekiiler 6zelliklerini 6grenmek icin stoklamak énemlidir.
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Merkezimizde kolistin duyarlilik sonucu veren otomatize cihaz ve G-test gibi
yontemlere gilivenilmemesi gerektigini, kolistin i¢cin mutlaka sivi mikrodiliisyon

yonteminin uygulanmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

PAP yonteminin emek, zaman alici, sarf malzeme ve ek personel gerektiren bir
yontem olmasi nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanimi uygun
degildir. Yeni bir altin standart yontem gelistirilene kadar PAP ile bu izolatlarin

arastirilmasi ve tilkemizdeki yayginliginin saptnamasi gerekmektedir.
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Etkinliklerinin Degerlendirilmesi” adli ¢alisma ile 2016 Kasim ayinda gerceklestirilen

37. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi’ne katilim bursu kazanarak s6zli sunum yapmustir.



	0. KAPAK VE İÇ KAPAK SAYFASI
	1. ONAY SAYFASI iii
	2. yayınlama-etik-teşekkür-içindekiler-simge-tablo-abstract-özet
	3. HACETTEPE ÜNİVERSİTESİ HASTANELERİ MERKEZ LABORATUVARINDAN ARDIŞIK OLARAK İZOLE EDİLEN ACİNETOBACTER BAUMANNİİ KLİNİK İZOLATLARINDA KOLİSTİNE DİRENÇ VE HETERODİRENCİN ARAŞTIRILMASI
	4. ÖZGEÇMİŞ
	Boş Sayfa



