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OZET

Giris ve Amac: Bu calismasinda gram pozitif ve gram negatif bakterilerin in vitro
antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla flow sitometri yontemi kullanimi
ve sonug¢ verme siiresinin kisaltilmasi amag¢lanmustir.

Gereg¢ ve Yontem: Alt1 standart sus ile 11 Klinik izolat bu ¢alismada incelenmistir.
Tim suslarin antibiyotik duyarliliklari; VITEK 2 otomatize sistemi, sivi
mikrodiliisyon ve flow sitometrik yontem ile test edilmistir. Antibiyotik diliisyonlar1
giincel EUCAST kilavuzuna gore belirlenmistir. Flow sitometrik analiz oncesi
mikroplaktaki bakteri siispansiyonlari, 120 rpm ve 35-37°C'de 2 saat inkiibe
edildikten sonra 100ul okuma tiiplerine alinmistir. Daha sonra her tiipe 10ul Syto 9
ve 10ul Propidium iodid boyasi eklenerek karanlik ortamda 15 dk bekletilmistir.
Flow sitometrik analizde, iireme kontrol kuyucugu ile antibiyotikli kuyucuklar FL1-
H grafiginde Ustii liste getirilerek karsilastirilmis ve antibiyotikli kuyucuklarda en az
%0355 oraninda bakteri sayisinda azalma duyarlilik kriteri olarak kabul edilmistir.
Bulgular: Flow sitometrik yontemle belirlenen antibiyotik duyarlilik ile BMD ve
VITEK 2 sistemi arasinda saptanan uyum oranlari sirasiyla; iki E. coli susu igin
(9%92.3, %84.6), dort K. pneumoniae susu igin (%88.7, %81.8), iki P. aeruginosa
susu i¢in (%73, %73), iki A. baumannii complex susu i¢in (%81.8, %81.8), iki S.
aureus susu igin (%86.1, %81.2), ii¢ Enterococcus spp. susu igin (%81.8, %88.8)

olarak saptanmustir.

Sonuc¢: Flow sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik ¢aligmalari ile BMD
ve VITEK 2 sistemi arasinda yiiksek diizeyde uyum saptanmistir. Gram negatif
bakterilerde gram pozitiflere gore flow sitometri ve diger yontemlerin uyumunun
daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir. Antibiyotik duyarlilik testlerinin sonug
verme siiresini 12-14 saat kisaltmaktadir. Ancak heniiz tim laboratuvarlarda
kullanilabilecek sekilde standardize edilememistir. Antibiyotik duyarliliklarinin flow
sitometri ile belirlenmesi konusunda daha detayli ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Anahtar Kelimeler: Flow sitometri, antimikrobiyal duyarlihk, MiK, EUCAST
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SUMMARY

Introduction and Aim: The aim of this study was to determine the in vitro antibiotic
susceptibility of gram-positive and gram-negative bacteria by using flow cytometry
method and to shorten the delivery time.

Material and Method: Six standard strains and 11 clinical isolates were examined
in this study. Antibiotic susceptibility of all strains; was tested with VITEK 2
automated system, liquid microdilution and flow cytometric method. Antibiotic
dilutions were determined according to the current EUCAST guidelines. Antibiotic
dilutions were determined according to the current EUCAST guidelines. Prior to
flow cytometric analysis, bacterial suspensions in the microplate were incubated at
120 rpm and 35-37 © C for 2 hours. The suspension in each well was transferred to
100ul reading tubes. Then, 10 Syl Syto 9 and 10 Propl Propidium iodide dye were
added to each tube and incubated for 15 minutes in dark. In flow cytometric analysis,
growth control wells and antibiotic wells were compared by overlay on the FL1-H
graph and a growth control wells in bacterial count of at least 55% in antibiotic wells
was accepted as the sensitivity criterion.

Results: Antibiotic susceptibility determined by flow cytometric method with BMD
and VITEK 2 system were found to be as follows; two E. coli strains (92.3%,
84.6%), four K. pneumoniae strains (88.7%, 81.8%), two P. aeruginosa strains (73%,
73%), two A. baumannii complex strains (81.8%, 81.8%), two S. aureus strains
(86.1%, 81.2%), three Enterococcus spp. strain (81.8%, 88.8%).

Conclusion Antibiotic susceptibility studies with flow cytometric method showed a
high level of agreement between BMD and VITEK 2 system. In gram negative
bacteria, flow cytometry and other methods were found to be more compatible than
gram positives. Antibiotic susceptibility tests shorten the delivery time of 12-14
hours. However, it has not yet been standardized to be used in all laboratories. More
detailed and comprehensive studies are needed to determine antibiotic susceptibility
by flow stiometry.

Keywords: Flow cytometri, antimicrobial suscecbility, MIC, EUCAST
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1. GIRIS VE AMAC

Antibiyotikler mikroorganizmalart 6ldiiren ya da onlarin {iremesini durduran
biyolojik kaynakli veya sentetik olarak elde edilen ¢ok etkili biyoaktif maddelerdir
(Sayg1 ve ark 2012). Ilk olarak 1928 yilinda Iskog bilim adami Alexander Fleming
tarafindan penisilin kesfedilmistir. Giiniimiizde tedavide kullanilan 50’den fazla
antibiyotik tiirii bulunmaktadir (Acar ve ark 2015). Uygun ve dogru antibiyotik
tedavisi bir¢ok enfeksiyon hastaliginda klinik seyir ve prognozu etkileyen en dnemli
faktordiir. Tedaviden en fazla yarar elde edebilmenin temel kosulu dogru
antibiyotigin en hizl siirede se¢ilmesidir. Dogru antibiyotik; etkene karsi etkinligi
yiiksek, etki spektrumu dar, ucuz, yan etkisi az ve uygulamasi kolay olmalidir
(Ulusoy 1999). Akilcr antibiyotik kullanimi tiim diinyada onemli bir sorun haline
gelmistir. Bunun nedenleri arasinda son yillarda saglik bakimi ile iliskili/hastane
enfeksiyonlarinda artan antimikrobiyal ila¢ direnci ve bu direngli enfeksiyonlarin
neden oldugu morbidite ve mortalitenin artmasidir. Hayati tehdit eden bu
enfeksiyonlarin tedavisinde bagvurulacak antibiyotik se¢imi i¢in antimikrobiyal
duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekmektedir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri
etkene yonelik hizli ve dogru sonu¢ vermelidir. Bu gibi nedenlerle giiniimiizde
antibiyotik duyarliliklarmin belirlenmesi i¢in siirenin kisaltilmasina yonelik

calismalar hiz kazanmistir (Puttaswamy et al. 2018).

Antibiyotik duyarlilik testlerinde genellikle difiizyon ve dilisyon yontemleri
kullanilmaktadir. Diflizyon testleri, disk diflizyon ve gradient strip yOntemidir.
Diliisyon yontemleri ise siv1 (broth) diliisyon ve agar diliisyondur. Bu yontemlerde
de bekleme siiresi 18-24 saat arasinda degismektedir (Siimerkan 1996). Mortalite ve
morbidite oranlar1 agisindan bu siirenin kisaltilmasi hayati 6neme sahiptir. Bu
nedenle son yillarda, antibiyotik duyarliliklarinin daha hizli belirilenmesi amaci ile

flow sitometrisi, molekiiler olarak direng genlerinin belirlenmesi ve Matrix-assisted
1



laser desorption/ionization Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight

mass spectrometry (MALDI-TOF) yontemleri de kullanilmaya baslanmustir.

Flow sitometri yontemi, uzun yillardir ¢esitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinin
takibinde kullanilmaktadir. Ancak Tibbi mikrobiyoloji alaninda kullanimi yenidir.
Son yillarda mikrobiyoloji laboratuvarlarinda antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda da
kullanilmaya baglanmistir. Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ve antibiyotik duyarlilik
testlerinin 24-48 saat gibi uzun bir zaman almasi, tan1 ve tedavi agisindan 6nemli bir
dezavantaj teskil etmektedir. Flow sitometri yontemi ile direk ornekten veya pozitif
kiiltiirden calisilabilmekte ve test sonuglari 6-8 saat icerisinde alinabilmektedir.
Literatiirde, bu konu ile ilgili ¢ok az sayida ¢aligma mevcut olup, bunlarda az sayida
antibiyotik ve az sayida bakteri tiirii i¢cin flow sitometri yontemi kullanilmistir. Bu
uzmanhk tezi caligmasinda gram pozitif ve gram negatif bakterilerin in vitro
antibiyotik duyarliliklarinin flow Sitometri yontemi kullanilarak belirlenmesi

amagclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 BAKTERIYEL DIRENC

Penisilin kesfedilmeden oOnce bile, direngli bakteri suslari tespit edilmistir (Davies
and Davies 2010). Son 75 yilda antibiyotiklerin kullanilmasindan bu yana,
milyonlarca ton antibiyotik kullanilmistir. Bu asir1 antibiyotik kullanimi, bakterileri
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere direncli hale
getirmistir. Bakteriyel direncin hizli evrimi B-laktamaz smifi antibiyotik grubunda
oldukga bellidir. 1990'dan bu yana bu antibiyotikleri inaktive eden yaklasik 1000
farkli direngle iligkili B-laktamaz tanimlanmistir. Bu bakteriyel direngler diinyaya
yayilmistir. Antibiyotige direngli gonore enfeksiyonu, 1967 yilinda Vietnam'da
ortaya ¢ikmis, daha sonra Filipinler'e yayilmistir ve ABD'de ilk olarak 2008'de rapor
edilen New Delhi Metallo-Beta-Laktamaz (NDM) enzimleri diinyada yaygin olarak
goriilmektedir (Nordmann et al. 2011).

Kinolon grubu antibiyotik kullanimi yanlis ila¢ kullanimmna 1yi bir Ornek
olusturmustur. Bu ilaclar sentetiktir ve dogada bulunmazlar, ancak yaygin epidemik
dirence neden olduklari, kullanilmya baslandiktan 30 y1l sonra anlagilmistir (Zaman
et al 2017). Daha spesifik olarak genom caligmalari, MRSA direncinin olugsmasinda
kinolon direncinin sorumlu oldugunu gostermektedir (Levy 2007). Antibiyotik odaklt
caligmalarda, direng¢li enfeksiyonlarin mevcut salginlarini agiklamak i¢in Snemli

gelismeler elde edilmistir (Zaman et al 2017).

Antibiyotik direncinin nedenleri karmagiktir ve toplum diizeyinde insanlarin
davramglarindan etkilenir. Bu direng sorunu diinyadaki herkesi etkiler. iklim
degisikligi ile benzerlikler belirgindir. Antibiyotik direncinin bir¢ok farkli yoniinii ve
bu zorlugun iistesinden gelmek i¢in gereken miidahaleleri tanimlamak i¢in bir¢ok
calisma yapilmistir. Bununla birlikte, koordineli eylem, 0&zellikle ulusal ve

uluslararas1 diizeyde, ozellikle siyasi diizeyde yoktur. Antibiyotikler benzeri
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goriilmemis tibbi ve toplumsal gelismelerin yolunu agmistir. Glinlimiizde saglik
sistemlerinin vazgecilmezidir. Organ nakli, erken dogmus bebeklerin tedavisi ve
kanser kemoterapisi gibi modern tiptaki basarilar, bakteriyel enfeksiyonlara karsi
elde edilen etkili tedaviler kadar basarili degildir. Sadece birkag yil i¢inde, gergek ve
esi benzeri goriilmemis kiiresel koordineli eylem kararlari derhal alinmazsa; tibbi,
sosyal ve ekonomik olarak kotii sonuglarla karsi karsiya kalabiliriz. Bakteriyel
direncin Oniimiizdeki yillarda daha biiyiik sorun teskil etmesi ve buna bagli 6liimlerin

artmasi beklenmektedir (Laxminarayan et al.2013).

2.2. ANTIiBiYOTIiKLER

Antibiyotikler, antik caglardan beri kullanilmaktadir. Kokeni Yunancada karsi
anlamma gelen “anti’> ve yasam anlamma gelen ‘’bios’’ sozciiklerinden
tiretilmistir. Sozliiklere gore de ‘Bitkilerde, 6zellikle kiif mantarlarinda bulunan ya
da yapay olarak {iretilen, bakteri ve diger mikroorganizmalarin gelisimini durduran
ya da onlar1 yok eden maddelerin ortak adidir (Aktuglu 1997, Tunctan ve
Buharalioglu 2005).

Giiniimiizde elliden fazla antibiyotik tedavide kullanilmaktadir. Giin gectikce
tedavide kullanilan antibiyotik sayist da artmaktadir. Baslica antibiyotik gruplari
beta-laktamlar, aminoglikozidler, —makrolidler, glikopeptidler, polimiksinler,
kinolonlar, siilffanomidler, linkozamidler, tetrasiklinler olarak sayabiliriz (Tungtan ve
Buharalioglu 2005).

Penisilinler tip tarihinde kullanilan en eski antibiyotiklerdir. Bakterisid etkiye sahip
olup bakterinin hiicre duvarim1 hedef alirlar. Hiicre duvar sentezinde gorevli olan
penisilin baglayici protein (PBP)’lere baglanarak pepditoglikan sentezini engeller.
Hiicre duvar yapisim1 bozarak bakterinin Oliimiine yol agarlar. Baslica; dogal
penisilinler, penisilinaza direngli penisilinler, aminopenisilenler, karboksipenisilinler,
tireidopenisilinler, beta-laktamaz inhibitorliiller olarak ayrilirlar. Gram pozitif
bakterilere, gram negatif bakterilere, anaerop bakterilere etkilidirler (Onciil 2002,
Chambers 2001).

Sefalosporinler, Cephalosporicum acremonium isimli mantardan sefalosporin C’nin

tiretilmesi ile 1940’11 yillarda kesfedilmistir. Gelisen teknoloji ile farkli molekiiler
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yapilara ve ozelliklere sahip bes kusak sefalosporin bulunmaktadir. Penisilinler gibi
bakterinin hiicre duvarini hedef alarak bakterisid etki gosterirler. Birinci kusak
sefalosporinler gram pozitif bakterilere daha etkili iken, ti¢iincii kusak sefalosporinler
gram negatif bakterilere daha etkilidir. Dordiincii kusak sefalosporinler ise hem
birinci kusak sefalosporinler ile hem de tgiincii kusak sefalosporinler ile benzer etki
gosterirler. Besinci kusak sefalosporinler metisilin direngli stafilokok (MRSA)
enfeksiyonlarinda kullanilabilen tek beta laktam grubu antibiyotik olma 6zelligini

tasir (Onciil 2002, Chambers 2001).

Karbepenemler, etki spektrumu olduk¢a genis olan, gram pozitif ve gram negatifler
ile hem aeroplara hem de anaeroplara etkili antibiyotiklerdir. Diger beta-laktam
antibiyotikler gibi hiicre duvarmi hedeflerler. Klinikte oldukca fazla endikasyonda
kullanilabilirler. Genislemis spektrumlu Beta-laktamaz (GSBL) iireten suslarda
kullanilabilen beta-laktam grubu antibiyotiklerdir. MRSA enfeksiyonlarinda,
Enterococcus faecium (E. faecium) enfeksiyonlarinda kullanilmazlar (Onciil 2002,
Mazioglu 2010).

Monobaktamlar, yapisindaki monosiklik ¢ekirdekten dolayr diger beta-laktamlardan
ayrilir. Sadece gram negatif, aerop bakterilere etki gosterdigi icin oldukga dar
spektruma sahiptirler. En ¢ok bilinen iiyesi aztreonamdir. Gram negatif bakterilere

PBP-3’¢ baglanarak etki gosterir (Onciil 2002).

Florokinolonlar, nalidiksik asit tiirevi olan antibiyotiklerdir. Bakterideki DNA giraz
(topoizomeraz Il) ve topoizomeraz IV enzimini inhibe ederek bakterisid etki
gosterirler. Klinik kullanimda 5 kusak bulunmaktadir. Ugiincii kusak florokinolonlar
solunum yolu kinolonlar1 olarak bilinirler. Dordiincii kusak kinolonlar ise anaerop

etkinligi olan Kinolonlardir (Giinal ve Erdem 2014).

Aminoglikozidler, ribozomun 50S alt birimine baglanarak etki gosterirler.
Multifaktoriyel etki gostererek bakterinin 6liimiine yol agarlar. Aminoglikozidlerin
en bilinen Ozelliklerinden biri ise nefrotoksik, ototoksik ve norotoksik olmalaridir.
Oral kullanimi olmayan bu grup antibiyotikler bir ¢ok enfeksiyon c¢esidinde
kullanilmaktadir. Aminoglikozidlerin baska bir antibiyotik ile kullanimi sinerjik etki
elde etmek i¢in sikga tercih edilmektedir (Gilbert 1995, Mistik 2000).
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Makrolidler, Saccharopolyspora erythraea adli bir mantardan elde edilmistir ve bu
antibiyotik  grubunun ilk {yesi eritromisindir. Makrolidlerden eritromisin,
klaritromisin, azitromisin, diritromisin ve telitromisin Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi
(FDA)’nden onayli ve klinik kullanimda bulanan iiyeleridir. Bakteriyel ribozomunun
508 alt tinitesindeki 23S ribozomal RNA (rRNA)’nin V boélgesine geri doniistimlii
olarak baglanarak c¢ogunlukla bakteriyostatik etki gosteren antibiyotiklerdir.
Intrastoplazmik enfeksiyonlara kars1 etkili oldugundan en sik atipik pnémonilerde

tercih edilirler (Ozaras ve ark. 2002, Bayimndir 2010).

Tetrasiklinler, ilk olarak Streptomyces aureofaciens adindaki toprak bakterisinden
izole edilmistir. Daha sonra yine bir toprak bakterisi olan Streptomyces rimosus’dan
“terramycin” (5-hydroxytetracycline) izole edildi. Giiniimiizde en sik kullanilan
antibiyotikler arasinda bulunan bu grup antibiyotikler bakterinin 30S ribozomal alt
birimine reversibl olarak baglanirlar. Bir diger onemli etki mekanizmasi ise eflux
pompa inhibisyonudur. Bunlarin haricinde birgok etki mekanizmasi da cesitli
calismalarla gosterilmistir. Tetrasiklinlerin bir diger Onemli oOzelligi ise etki
spektrumlaridir. Genis spektruma sahip tetrasiklin grubu antibiyotikler aerop,
anaerop, gram pozitif, gram negatif bakterilere etkili olup, sitma gibi bazi parazitlerin
tedavisinde de kullanilmaktadir (Ozaras ve ark. 2002, Agwuh and MacGowan 2006,
Tasova 2010).

Glikopeptidlerin en bilinen iki {iyesi vankomisin ve teikoplanindir. Bu grup
antibiyotikler sikligi artan gram pozitif bakterilerin enfeksiyonlarinda sikg¢a
kullanilmaktadir. Vankomisin 1956 yilinda, teikoplanin ise 1978’de izole edilmistir.
Her iki antibiyotik de gram pozitif bakterilerin hiicre duvari sentezinde D-alanin- D-
alanin yapisin1 bozarak peptidoglikan sentezini inhibe ederler ve bakterisid etki
gosterirler. Vankomisin MRSA enfeksiyonlarinda hayati 6neme sahiptir. Bazi
istisnalar haricinde gram negatif bakterilere etkisiz olan bu antibiyotiklere son
yillarda yeni bir iiyesi olan daptomisin de katilmistir (Cetinkaya ve Unal 1997,
Fekety 2000, Aygiin 2010).

Sulfonamidler ve trimetoprim-sulfametoksazol, insanlarda ilk kullanilmaya baglanan

sistemik etkili antibakteriyal ilaglar sulfonamidlerdir. Bakteriye folik asit sentezini



bozarak etki eder. Daha sonraki yillarda, bakterinin folik asit ve primidin sentezini
bozan trimetoprim adinda bir antibiyotik kesfedilmistir. Trimetoprim ile sulfonamid
tiyesi sulfametoksazol kombinasyonunun (TMP-SMX) sinerjistik etkisi anlagilmis ve

kullanima baslanmistir. Giiniimiizde halen sik¢a kullanilmaktadir (Ozaras ve ark.

2002, Havlicchek and Stein 1999).

Polimiksinler A’dan E’ye kadar olan 5 gruptan olusmaktadir. Bu grubun en 6énemli
tiyesi kolistindir. Kolistin 1940’1i yillarin sonlarinda kesfedilmesine ragmen 1950-
1980 yillar1 arasinda bobrek iizerine olan toksik etkileri nedeni ile kullanimi
birakilmis bir antibiyotiktir. Ilerleyen yillarda antibakteriyel diren¢ sorununun
biiylimesiyle, 6zellikle Acinetobacter spp, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
enfeksiyonlarinda tek tedavi segenegi haline gelmistir. Kolistin bakteri hiicre

membranini hedef alarak bakterinin dliimiine neden olur (Onciil 2012, Akalin 2007).

Linkozamidler grubu antibiyotikler linkomisin ve klindamisin olup 1960’11 yillarda
kesfedilmiglerdir. Bakteri ribozomlarinin 50S alt kismima baglanarak protein
sentezini engellerler ve bakteriyostatik etkisi ile makrolidlerle benzerlik gosterirler
(Ozaras ve ark. 2002, Chambers 1998).

Oksazolidinonlar, sentetik olarak elde edilen yeni bir antimikrobiyal ilag sinifini
olustururlar. Bakterilerin ribozomlarina baglanip protein sentezini inhibe ederek
stafilokok ve enterokoklara bakteriyostatik etki gdsterirken, streptokoklara bakterisid
etki gosterirler. Protein sentezi lizerine etkisini 50S ribozomal alt iinitesinde bulunan
23S ribozomal RNA (rRNA)’ya baglanarak gosterirler. Vankomisine ve metisiline
direngli gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinda tercih edilirler. Hem intravendz hem

oral kullanimi bulunmaktadir (Acar ve ark.2015, Harmony and Kenneth 2003).

Streptograminler, ilk kez 1960 yilinda kesfedilmistir. Bu grubun bir {iyesi olan
kinupristin/dalfopristin yapisal olarak birbirinden farkl: iki siklik peptid antibiyotigin
kombinasyonudur. Tip A (kinupristin) ve tip B (dalfopristin) peptidler ayr1 ayri
bakteriyostatik etki gosterirlerken, uygun oranlarda (kinupristin/dalfopristin: 30/70)
biraraya geldiklerinde bakterisidal etki olustururlar. Bu etkilerini duyarli olduklar1
bakterilerin ribozomlarindaki 50S {initesinde protein sentezini engelleyerek
gosterirler (Chambers 1998, Ozaras ve ark. 2002).
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2.3. ANTIiBiYOTiK DUYARLILIK TESTLERI

2.3.1 Manuel Antibiyotik Duyarhlik Testleri

2.3.1.1 Disk difiizyon testi metodu

Bu yontemde, hastadan izole edilen bakteriyel numune, pamuklu ekiivyon ¢ubugu
kullanilarak taze bir Miiller-Hinton besiyerine yayilir. Antibiyotik emdirilmis diskler,
bakteri siispansiyonu inokiile edilmis besiyerinin yilizeyine araliklarla yerlestirilir.
Daha sonra 35-37°C'de 16-18 saatlik bir siire boyunca inkiibe edilir (Reller et al.
2009). Diskin etrafindaki bosluk bolgesinin en genis ¢ap1 olgiiliir ve organizmanin
test edilen antibiyotiklere karsi duyarli, orta duyarli veya direngli olup olmadigini
belirlemek i¢in ABD’de kullanilan Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
veya Avrupa’da kullanilan European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing
(EUCAST) referans tablosuyla karsilastirilir. Bu yontem, tek bir agar tizerinde
birden fazla ilac1 veya ilag konsantrasyonunu test edebilir, ancak hasta tedavisi i¢in
oldukga klinik éneme sahip olan minimum intibitdr konsantrasyon (MiK) degerlerini

belirleyemediginden yalnizca kalitatif sonuglar verir (Puttaswamy et al. 2018).

2.3.1.2 Gradient Difiizyon Testi ( Etest)

Bu yontemde belirli bir antibiyotigin kademeli olarak azalan konsantrasyonlarinin
emdirildigi bir plastik serit kullanilir. Test edilecek bakteri siispansiyonu dnceden bir
besiyerinin yiizeyine inokiile edilir. Daha sonra bu antibiyotikli serit besiyerinin
yiizeyine yerlestirilir. Yaygin olarak kullanilan bu yontemin adi gradient difiizyon
testt yontemidir. Ayrica antibiyotikli serit inhibisyon bdlgesinin okunmasina
yardimci olan bir yorumlayici dlgege sahiptir. Inhibisyon bélgesinin tanimlandigi ve
MIK degerine karsilik gelen konsantrasyonun belirlendigi bu yontemde serit
yerlestirildikten sonra yaklasik 16-18 saat boyunca 35-37°C'de inkiibe edilir. MIK,
inhibisyon zonu ile antibiyotikli seridin kesistigi noktada serit 6lgeginde yazan deger
olarak kabul edilir (White et al. 1996). Bu yontem, inhibisyon bdlgesinin iist liste
binmesini 6nlemek i¢in birbirinden yeterli mesafeye yerlestirildiginde besiyeri basina
¢oklu antibiyotiklerin etkisini test etmek i¢in kullanilabilir. Bununla birlikte, besiyeri

basina sadece bir organizma test edilebilir ve sonuglarin elde edilmesi i¢in gecen
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stire, diger agar difiizyon veya diliisyon yontemleriyle karsilagtirilabilir (Puttaswamy
et al. 2018).

2.3.1.3 Broth Makro-Diliisyon yontemi

Bu yontemde, her biri iki katina ¢ikarilan antibiyotik konsantrasyonlari i¢eren tiipler
kullanir. Tiip basina kullanilan hacimler tipik olarak 1 ml veya daha yiiksektir ve bu
nedenle bir makro seyreltme yontemi olarak kabul edilir (Ferraro 2000, Puttaswamy
et al. 2018). llgili bakteriler, besiyerinde tekli koloniler olacak sekilde izole edilir,
broth i¢inde siispanse edilir, uygun sekilde seyreltilir ve CLSI tavsiyesine gore ~
5x10° CFU/ml nihai konsantrasyon elde etmek igin her tiipe eklenir. Son durumda
tiipler, farkli konsantrasyonlarda antibiyotik ve esit oranda bakteri icerir. Bir pozitif
kontrol tiipiiyle (bakteri ve antibiyotiksiz broth), 24 saat veya daha uzun bir siire
boyunca optimum bakteri tiremesi i¢in inkiibe edilir. Bunlar1 takiben, gorsel olarak
veya optik yontemlerle bakteri tiremesi gbzlenir. Tiipte goriiniir bir bakteri tiremesi
gbzlenmeyen her bir antibiyotigin en diisiik konsantrasyonu, MiK olarak belirlenir.
Bu yontem, verilen bir bakteri-antibiyotik kombinasyonu icin MIK'in
tanimlanmasinda kolay ve anlasilir bir yontemdir, ancak emek ve malzemenin yogun
olmasi ve ayn1 zamanda, genis bir patojen panelini test etmek i¢in ayni anda birden

fazla numune calistirilmasindaki zorluk nedeniyle zaman alicidir.

2.3.1.4 Broth Mikro-Diliisyon yontemi (BMD)

Bu yontemde, broth makro-dilisyon yontemiyle ayni prensip kullanir, ancak
mikrolitre hacimlerle ¢alisilir. Bu kuyulardaki hacimler mikrolitre olgegindedir
(~100 ul) (Ferraro 2000, Puttaswamy 2018). Bu yontemlde kullanilan
mikroplaklarda yatay olarak 12, dikey olarak 8 kuyucuk olmak iizere 96 kuyucuk
bulunur. islem esnasinda antibiyotik konsantrasyonlari arasindaki fark her kuyucukta
2 kat azalarak devam eder. Minyatiirlestirme ve kiigiik hacimler nedeniyle, birden
fazla ilag ve/veya bakteri ayni anda tek bir mikro plate iizerinde test edilebilir. Her
platede tek bir antibiyotik i¢in 12 bakteri 8 diliisyon ile veya 8 bakteri 12 diliisyon ile
calisilabilir. Bagka bir deyisle tek bir bakteri i¢in 12 antibiyotik 8 diliisyon ile veya 8
antibiyotik 12 diliisyon ile ¢aligilabilmektedir. Bununla birlikte, kuyucuklarin en
azindan 12-24 saatlik bir siire boyunca 35-37°C'de inkiibe edilmesi gerekir. Bu siireg



sonunda bulaniklik i¢in ya gorsel olarak ya da otomatik okuyucular kullanilarak
mikroplaklar okunur. Mikro-diliisyon yontemini kullanan ve yaygin olarak kullanilan
bir otomatik sistem Micro-naut AST sistemidir. Burada her kuyucukta farkli
konsantrasyonlarda kurutulmus antibiyotikler bulunmaktadir. Bu kuyucuklara
bakteriyel siispansiyonda eklendiginde bu anktibiyotikler ¢oziinlirek aktif hale
gelirler. Bu plaklar 6-24 saatlik bir siire boyunca inkiibe edilir ve bir fotometre
kullanilarak okunur. Sonuglar kesme noktalar1 (break point), MiK'ler veya her
ikisinin kombinasyonu olarak yorumlanir ve raporlanir (Wellinghausen et al. 2007).
Bu yontemde kullanilan paneller 6zellestirilebilir, 6nceden iiretilebilir ve bu nedenle
diger antibiyotik duyarlilik testleri (ADT) metodolojilerini yonetme kabiliyetine
sahip olmayan laboratuvarlarda hazir kullanim saglar. Bununla birlikte, sonuglarin

elde edilmesi i¢in gegen siire, mikrodiliisyon yontemine kiyasla benzerdir.

2.3.1.5 Agar Diliisyon yontemi

Bu yontem, belirli bir bakteriye karsi test edilecek antibiyotigin dogrudan agar
ortamina dahil edildigi eski bir yontemdir. Bakteriler daha sonra agar plakasinin
yiizeyine son diliisyon oram1 10* koloni olusturan birim/colony-forming unit
(KOB/CFU) olacak sekilde, tipik olarak 5-8 mm c¢apinda inokiile edilir. Bu
besiyerleri 16-20 saat veya daha uzun bir siire boyunca inkiibe edilir ve bakterilerin
tiremesi beklenir (Ferraro 2000). Bakteri iiremesi gbzlenmeyen besiyerindeki en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak kabul edilir. Bu ydntemde besiyeri
basina sadece bir antibiyotik konsantrasyonu test edilebilse de, tek bir besiyeri
tizerinde 32-36 bakteri inokiile edebilen inokulum replikatorleri kullanilarak ¢oklu
organizmalar test edilebilir. Bununla birlikte, bu ydntem hala MIK degerlerini
belirlemek i¢in manuel incelemeye ihtiya¢ duyar ve bu nedenle, eger inhibisyon zonu
farkedilemezse, bazen yanlis yorumlanabilir. Ayrica, agar diliisyon yonteminde bazi
antibiyotikler (6rnegin Kolistin / Polimiksin, Sulfanomidler gibi) besiyerine yeterince

yayilmadiklari i¢in iyi sonug vermezler (Puttaswamy et al. 2018).
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2.3.2 Otomatize Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri
2.3.2.1 VITEK 2® otomatize sistemi

Bu sistem ilk olarak 1970'lerde, izole hasta numunelerinden es zamanli olarak
bakteriyel tanimlamay1 ve ADT profillerini belirlemek i¢in bioMérieux tarafindan
gelistirilmistir. Piyasadaki mevcut sistemler, her ikisi de broth mikrodiliisyon
teknigini kullanan VITEK 2® compact ve VITEK 2® sistemleridir. Sistem, mikro
kuyucuk igeren “ADT Kkartlart” kullanmaktadir. Numuneleri ayni anda birden fazla
kuyuya otomatik olarak doldurmak i¢in baglantilar1 olan bir karttir. Her kart 64
mikro kuyucuk igerir. Bu kuyucuklara, kuru besiyeri tozu ve farkli
konsantrasyonlarda antibiyotikler eklenmistir. Kart ayrica, pozitif kontrol kuyusu
olarak kullanilmak iizere yalnizca herhangi bir antibiyotik igermeyen kuru medium
tozu olan bir oyuk igerir. Optik bir okuyucu tarafindan kuyucuklar tireme olup
olmadig1 agisindan taranir (Ligozzi et al. 2002). Bu tarama 15181n zayiflamasini dlgen
bir tam otomatize sistemdir. Sistem algilama igin optik yontem kullandigindan,
kartlara yerlestirilmis numunelerin saf mikrobiyal izolatlar olmas1 sarttir.
Besiyerindeki saf bir koloninin iireyen tiim kolonileri temsil ettigi varsayilarak, bu
koloni salin ¢ozeltisi (%0.45 NaCl) iginde siispanse edilir ve 108 CFU/ml veya bu
saytya denk gelen McFarland degeri, mikrobiyal konsantrasyon elde etmek iizere
ayarlanir. Bu bakteriyel siispansiyon tiipii, bir ADT kart1 ile birlestirilir, taranir ve
VITEK® sistemine yerlestirilir. Siispansiyon, 5 x 10° CFU / ml elde etmek icin
otomatik olarak seyreltilir (baz1 VITEK® sistemlerinde bu seyreltme islemi manuel
olarak yapilir), VITEK® kartlarma doldurulur, kapatilir ve cihaz iginde inkiibe edilir.
Cihaz, bakteriler i¢in 18-24 saat ve maya i¢in 36 saat boyunca her bir kuyucukta
iiremeyi periyodik olarak izler (Bachmaier and Autenrieth 1996). MiK degerleri,
miinferit kuyucuklarda tiremenin veya iirememenin optik gozlemine dayanarak
belirlenir ve farkli antibiyotikler igin bir MIK tablosu ile yorumlanmas: (eger bakteri

tiiri biliniyorsa) sistem tarafindan belirlenir ve raporlanir.

Bu sistem, kullanim kolayligi ve el isciliginin azalmasi nedeniyle bakteriyel
identifikasyon ve ADT'nin eszamanli olarak belirlenmesi igin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan otomatik sistemlerden biridir. Klinik is
akisina kolayca entegre edilebilir. Bununla birlikte, sistem optik algilama yontemi
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kullandigindan, pozitif bir kiiltir numunesinin, VITEK® sistemi tarafindan
kullanilmadan 6nce saf koloniler elde etmek i¢in 1-5 giin boyunca inkiibe edilmis
besiyerindeki kolonilerin kullanilmasi gerekir. Bu nedenle, bu adimlar, pozitif
numune tanimlandiktan sonra ADT sonuglar1 elde etmek i¢in harcanan toplam siireye
ilave olarak zaman tasarrufunu azaltir. VITEK® sisteminin kolistin duyarlilig1

saptamasiyla ilgili stipheler son yillarda artmaktadir (Puttaswamy et al. 2018).

2.3.2.2 BD Phoenix™ otomatik duyarhlik test sistemi:

Bu sistem, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan ve ADT'nin
belirlenmesi i¢in Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan
otomatik mikrodiliisyona dayali bir sistemdir. Bu test, mikro kuyucuklu panellerde
organizma tiremesinin tespiti igin redoks indikatoriinii kullanir (Carroll et al. 2006).
Her mikro kuyucuk, belirli bir konsantrasyonda antibiyotik icerir ve bakteriyel
siispansiyon ilavesiyle sulandirilmis olur. Bu paneller bir siire boyunca inkiibe edilir
ve kromojenik veya florojenik substratlar kullanilarak mikrobiyal tireme i¢in belirli
araliklarla taranir. Her panelde, hem identifikasyon hem de ADT béliimii bulunur.

Panelin ADT boliimii 1 pozitif kontrol kuyusu dahil 84 mikro kuyucuktan olusur.

BD Phoenix sistemi 99 ADT panelini okuyabilir. Duyarli, direngli veya yar1 duyarli
seklinde antibiyotik duyarlilifi verebilir. Antibiyotiklerin MIK degerini bildirmek
icin kullanilan bir dizi kural igeren 6zel bir uzman yazilim sistemine sahiptir. Bu
sistemin mikroorganizma tiiriine bagl olarak MIiK degerleri elde etmesi 4-16 saat
stirer (Puttaswamy et al. 2018). Otomasyonundan dolayi, sistem manuel sistemlerin
sakincalarini ortadan kaldirir ve kullanimi kolaydir. Bununla birlikte, bu sistem hala
zaman alic1 bir etken olan ADT'nin belirlenmesi ve yorumlanmasi i¢in saf izole

edilmis bakteri kiiltiirli gerektirir.

2.3.2.3 Sensititre™

Sensititre™ sistemi de VITEK® ve Phoenix™ sistemlerine benzer olarak
mikrodiliisyon yontemine dayanan Thermo Fisher Scientific tarafindan tiretilen ve
ticari olarak satilan bir {irtindiir. Bakteri liremesinin gercek tespiti i¢in sonuglarin
manuel olarak okunmasi, yart otomatik veya tam otomatik olarak ozellestirilebilir.
Manuel yorumlama i¢in kuyucuklar gorsel olarak bulanikliga gore degerlendirme
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yapilir. Otomatik algilama i¢in inkiibasyon siiresi boyunca organizma tarafindan
tiretilen spesifik enzimlerin aktivitesini izlemek i¢in floresans teknolojisi kullanilir.
Uretilen enzimler florofor arasindaki bagi ayimrir ve sondiiriicii substrat, floresan
yaymak i¢in floroforu serbest birakir (Belak 2001). Floresans miktar1 dogrudan
organizmanin iiremesiyle ilgilidir ve MIK degerlerini belirlemek i¢in kullanilir. Tam
otomatik sistem, ADT sonuglarini verebilmek igin 18-24 saat inkiibasyon siiresini

beklemektedir. Ancak ayni anda birden fazla drnegi isleyebilmesi is verimini artirir.

2.3.2.4 Micro-scan walk away®

Bu sistem, broth mikrodiliisyon metoduna dayali bakteriyel identifikasyon ve ADT
icin Beckman-Coulter tarafindan otomatiklestirilmis bir sistemdir. Bu sistemin, orta
ve biiyiik olgekli islemler i¢in 40 ve 96 Ornegi ayni anda g¢aligabilen modelleri
mevcuttur. Kuyulardaki bakterilerin optik tespiti i¢in fotosensorlerin ve renkli dénen
bir lamba diizeneginin kullanimina dayanan kolorimetrik okumalar1 kullanir
(MicroScan WalkAway 1996). Diger otomatize sistemlerle benzer sekilde,
kuyucuklara bakteriyel siispansiyonun inokiile edilmesi ile yeniden sulandirilan ve
ayr1 ayr1 oyuklarda iireme olup olmadigini belirlemek icin inkiibe edilen ortamla
birlikte kurutulmus farkli konsantrasyonlardaki antibiyotikler bulunur. Bu sistemdeki
bakteriyel {iremesinin tespiti icin esik konsantrasyonu 2X10” CFU/ml'dir (MicroScan
WalkAway 1996).

Boylece, hizli biiyliyen organizmalar i¢in ADT profilleri 4.5 ila 7 saat arasinda
belirlenirken, ayn1 zamanda yavas lireyen organizmalar i¢in 18 saate kadar siirebilir.
Sistem, hem mikrobiyal tanimlama hem de ADT tespitini saglayabilir. Ayn1 zamanda
geleneksel ve Ozel panellerin aym1 anda tek bir platformda islenmesini saglar.
Otomatiklestirilmis sistemler artik kullanim kolaylig1 ve sorunsuz is akis1 nedeniyle
Klinik laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmaktadir. Bu sistemler, belirsizligi
manuel yontemlere gore sonu¢ yorumlarindan elimine eder ve numune kullanim
stirelerini azaltir. Bununla birlikte, saf bakteriyel izolatlara ihtiyag duyduklar ve
sonuglarin yorumlanmasi i¢in optik ydntemler kullandiklari ig¢in, antibiyotik
duyarlilik profilleri elde etmek i¢in tipik olarak manuel yontemlerle ayn1 zamanda
kullanilirlar. Bu nedenle, arastirmacilar tarafindan MIK degerlerini belirlemek i¢in

harcanan siireyi 6nemli Olclide kisaltmayr amacglayan yeni antibiyotik duyarlilik
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testleri elde etmek igin yenilik¢i teknikler arastirilmakta ve saf izolatlarin elde
edilmesine olan bagimliligi azaltmak icin daha yeni yOntemler gelistirilmektedir

(Puttaswamy et al. 2018).

2.3.3 Yeni kullanima giren sistemler ve teknolojiler

Bu sistemler su anda klinik laboratuvarlarda kullanilmak {izere ticarilesme siirecinde
olan teknolojilerdir. Bu yontemler daha hizli ADT sonugclar1 elde etmek i¢in 6rnek
islem siirelerini azaltmaya odaklanmaktadir. Bu metodolojilerin, avantajlart ve

dezavantajlart bulunabilmektedir.

2.3.3.1 BacterioScan™ FLLS

Bu, ADT'nin erken belirlenmesi i¢in ortaya ¢ikan teknolojilerden biridir ve ileri lazer
151k yayma teknolojisini (FLLS) kullanir. Bu sistem, sivi numunelerindeki optik
yogunluk (OD) partikiillerin konsantrasyonunu ve ayni zamanda lazer isininin
yakinina dagilmis yogunlugu o6lgmek igin bir lazer 151k kaynagi kullanir. FLLS
kullanim1 nedeniyle OD, ~10.000 CFU/ml'lik diisiik bakteri konsantrasyonlarinda
sonug verebilir. Bu sayede geleneksel yontemlerden 2 logluk dereceye kadar daha
diisiik bir bakteri sayisinda dogru olarak olgiim yapabilir (Hayden et al. 2016).
Sistem 16 6rnege kadar ayni anda calistirilabilir, dogru yogunluk degisimi dlgtiimleri
i¢in her 3 dakikada bir 6lgiimler otomatik olarak yapilir. Bu sistem baslangigta idrar
tahlili igin gelistirilmistir. Simdi ise antibiyotik duyarlilik testi i¢in kullanilmak tizere
adapte edilmistir. Bu teknolojiyi kullanarak, sistem hizli biiyliyen mikroorganizmalar
i¢in yaklasik 6 saat i¢inde sonug verebilir. Yavas biiyliyen organizmalar i¢in 18 saate

kadar stirebilir.

Bu yontem BMD ve VITEK®sistemleri ile karsilastiriimistir ve sonu¢ yorumlamalari
konusunda yiiksek oranda benzerlige sahiptir. Mevcut mikrodiliisyon sistemlerinin
yerini alma potansiyeline sahiptir ve problarin ya da markerlerin kullanimiyla sinirl
degildir. BacterioScan™ FLLS'min ana dezavantaji, numunelerdeki canli ve olii
bakterileri ayirt edememesidir ve bu nedenle okumalardan arka plan ve taban ¢izgisi
bozulmalarin1 gidermek igin iyi istatistiksel analiz ve matematiksel modelleme

gerekli olacaktir (Puttaswamy et al. 2018).
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2.3.3.2 Smarticles™ Technology

Bu yontem, ticari bir iriin olarak (Roche, A.B.D.) tarafindan gelistirilen ve
antibiyotik duyarliligini belirlemek i¢in kullanilan, molekiiler taniya dayali hizli bir
yontemdir. Teknik, sentetik olarak tasarlanmis plazmidlerle birlestirilmis belirli
bakteriyel cinslere spesifik olarak baglanabilen, kopyalanmayan bakteriyofajlarin
igindeki DNA problarim1 kullanir. Bu plazmidler, ilaca direngli bakterilerle temas
ettiginde aktive olan lusiferaz genini igerir (Opens Helix 2015). Lusiferaz
aktivitesindeki artis, numunedeki bakteri sayisindaki artisla dogrudan ilgilidir. Bu
yontem farkli antibiyotik konsantrasyonlarina sahip bir antibiyotik duyarlilik
panelinde kullamldiginda, MIK belirlenebilir. Bu ydntemin temel avantaji,
antibiyotik duyarlilik panellerinin, bakteriyel izolasyon ihtiyacin1 atlayarak,
dogrudan  pozitif kan kiiltiiri ~ &rneklerinden MIK  belirlenmesi  igin
kullanilabilmesidir. Gelistiriciler, Smarticles teknolojisini kullanarak 4 saatten daha
kisa bir siirede antimikrobiyal duyarlilik sonucu verdigini iddia etmektedir. Boylece
hekimlerin hastalarima erken verilecek en iyi antibiyotik tedavisini se¢mek igin
gerekli bilgiyi verebilmektedir (Puttaswamy et al. 2018).

2.3.3.3 Hizlandirilmis Pheno ™ Sistemi

Bu sistem dogrudan hasta numunelerinden ADT'nin belirlenmesi igin FDA
tarafindan onaylanan ilk sistemdir. Bu cihaz hizlandirilmis tan1 amaciyla gelistirilmis
tam otomatik bir ADT sistemidir. Otomatik bir numune hazirlama asamasi bulunur,
bu asamada numune bir jel elektro-filtresinden gegirilir ve kan hiicrelerini, kiltiir
ortamini ve diger kalintilar1 ayirip bakteri ve maya hiicrelerini tutar (Chantell 2015).
Saflagtirilmis mikrobiyal hiicreler, immobilize edildikleri c¢ok kanalli kasetlere
sokulan kiiltiir ortamina salinir. Bu kanallarin her biri farkli konsantrasyonlarda farkli
antibiyotikler igerir. Immobilizasyon noktasinda, hiicrelerin iiremesini kaydetmek
icin zaman igerisinde her 10 dakikada bir hiicrelerin goriintiilenmesi i¢in karanlik
alanli bir mikroskop kullanilir. Bu goriintiiler daha sonra 6zel yazilimlar1 kullanilarak
analiz edilir ve MIK degerleri belirlenir. Bu otomatik sistem yaklasik 7 saat iginde
hem identifikasyon hem de ADT sonuglarini verebilmektedir (Ferraro 2000). Bu
sistem hizhidir ve saf izolatlara olan ihtiyact ortadan kaldirarak pozitif kan
kiltiirlerini dogrudan kullanabilir. Bu sayede Onemli zaman tasarrufu saglar.
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Bununla birlikte, bu otomatik sistem mevcut haliyle bir seferde sadece bir numuneyi
islemden gegirebilir ve bu nedenle klinik is akisini yavaslatabilir. Teknisyenin, bir
sonraki numunenin girilmesinden once raporlanacak ilk numunedeki sonuglari
beklemesi gerekebilir, bundan dolay1 hizli ADT yapilan siire boyunca cihaz baska bir

islem i¢in kullanilamaz.

2.3.3.4 LifeScale® Sistemi

Affinity Biosensors tarafindan gelistirilen LifeScale® sistemi, iizerinde bakteri
stispansiyonunun gectigi mikro-konsollar1 kullanir. Hiicreler rezonatdrden gegtikge,
sensOr titresimi frekansi degisir, bu titresimler sensor tarafindan Olgiiliir ve
bakterilerin biyokiitlesiyle iliskilendirilir. Bireysel biyokiitle ve numune hacmi
basina mikroorganizma sayisinin  (konsantrasyon) Olgiilmesiyle, kisi bu
mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik sonucunu dogru bir sekilde belirleyebilir
(Schneider et al. 2001). Herhangi bir antibiyotik icermeyen numunelerde, toplam
biyokiitle zamanla artacaktir. Kritik konsantrasyonlarda (MIK) veya iizerinde
antibiyotik konsantrasyonlari olan numunelerde ise toplam biyokiitle ve ortalama
mikrop kiitlelerinde gozlenen bir kayip olacaktir. Bdylece, bu degerleri farkli zaman
noktalarinda karsilagtirarak, sistem belirli bir bakteri-antibiyotik kombinasyonu i¢in
diren¢/duyarlilik profillerini belirleyebilecektir. Bu yontem dogrudan pozitif kan
kiiltiirii 6rneklerinden ve bakteri konsantrasyonlarinin 10* CFU/ml'nin iizerinde
oldugu idrar orneklerinden sonu¢ almak icin kullanilabilir. Elde edilen sonuglar,
bakterilerin ikiye katlanma zamanina dogrudan baglidir ve bu nedenle sonuglar: elde
etmek i¢in gecen zaman degisebilir. Boliinme siiresi 20-30 dakika olan hizli biiyiiyen
bakterilerin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi ~3-4 saat alirken, yavag iireyen

bakterilerde daha uzun strebilir.

2.3.4 Gelecek teknolojiler
Bilimsel gelismeler her alanda son hizla devam etmektedir. Gelisen teknoloji
neticesinde hasta sonuglarinin daha iyi, daha hizli ve daha dogru verilmesiyle daha

iyi yasam kalitesi saglanir. Bu nedenle, mevcut teknolojileri iyilestirmek ve
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hastaliklarin daha iyi, daha giivenli ve daha hizli teshisi i¢in yenilik¢i metodolojiler
gelistirmeye siirekli bir ihtiya¢ vardir. Antibiyotik duyarliliklarinin belirlenme
siirelerini daha hizli sonuglandirmay1 hedefleyen gelistirilmekte olan birka¢ yeni
yaklasim bulinmaktadir. Klinik laboratuvar ortamina kolay entegrasyon igin

azaltilmis manuel numune islemleri de hedeflenmektedir.

2.3.4.1 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) konsolu:

AFM konsol yontemi, konsolun diisiik frekansli dalgalanmalarini kullanarak
bakterilerin gercek zamanli fiziksel aktivitesini karakterize eder. Antibiyotik
duyarliligi belirlenecek bakteriler konsolun yiizeyinde hareketsiz hale gelir. Daha
sonra hareketleri konsol dalgalanmalarinin genliginde bir artisa neden olur. Bu
dalgalanma, algilama haznesi sensorleri tarafindan kaydedilir. Bakteriler, duyarl
olduklar1 antibiyotiklere maruz kaldiklarinda aktiviteleri azalir, bu da konsol
dalgalanmalarinda bir karsiliga denk gelen bir azalmaya yol acar (Longo et al. 2013).
Bu, Dbakterilerin duyarli oldugu veya flzerindeki spesifik antibiyotik
konsantrasyonlarin1 tanimlamak i¢in kullanilabilir. Gelistiriciler bu paterni
antibiyotikleri bakterilere 15 dakika igerisinde maruz birakarak belirleyebilmislerdir.
Direngli bakteriler, ya konsolide dalgalanmalarinda bir artis ya da metabolik sok
nedeniyle aktivitedeki ilk diisiisii ve ardindan normal hiicresel aktiviteye geri doniisii
gosterirken; duyarli suslar, aktivitelerinde bir azalma gostermistir. Bu yaklasim bir
saat iginde hizli biiyiiyen bakterilerin ADT profillerini belirleyebilir ve gliniimiizdeki
en hizli yontemlerden biridir. Bu islem kantitatif antibiyogramlar1 gelistirmek i¢in
kullanilabilir. Bununla birlikte, bu umut vaad eden metodolojinin saf bakteri
izolatlarina veya on isleme tabi tutulmasi gerekebilmektedir. Cilinkii dogrudan hasta
numunelerinde diger bakteri dis1 hiicrelerin varligi bakteri immobilizasyonunu veya

konsol dalgalanmalarini etkileyebilir.
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2.3.4.2 Mikroakiskan agaroz kanali (MAC) sistemi

Bu sistem, ADT'yi belirlemek ic¢in agaroz ortaminda immobilize edilmis bakteriler
kullanir. Bakteriler sivi agaroz ile karigtirilir ve daha sonra onlar1 kanalin iginde
hareketsiz hale getiren mikroakigskan kanala enjekte edilir. Broth ve antibiyotiklerin
agaroz matrix igine yavasga yayilmasi igin bir kilcal kapak kullanilir. Bu matriksin
boliimii mikroskop kullanilarak ger¢ek zamanli olarak izlenir. Bu sekilde elde edilen
tek bakteri zaman atlamali goriintiiler, farkli antibiyotik konsantrasyonlar1 varliginda
bakterilerin {iremesini belirlemek i¢in islenir. Bu yontem, 3 standart CLSI susunun
MIK degerlerini 3-4 saat i¢inde belirlemek igin denenmistir ve sonuglar, MAC
sistemi kullanilarak elde edilen MiK degerleri arasinda CLSI standartlarininkiyle iyi

bir korelasyon sergilemistir (Choi et al. 2013).

Bu yontem, test edilen suslar i¢in hizli olmasina ragmen, yontem bakterilerin
sayisinin iki katina ¢ikma siiresi ile sinirhidir. Ornegin, S. aureus'a kars: florokinolon
grubundan bir antibiyotik olan norfloksasin i¢in 7 saat stirmiistiir. Bu durumun
nedeni ise S. aureus, MiK degerlerinin iizerindeki antibiyotik varliginda iireme hizi
yavaslama egilimindedir. Bu nedenle, yavas iireyen bakteriler icin MIK degerleri
potansiyel olarak 4 saatten daha uzun siirebilir. Ayrica, bu yontemin dogrudan hasta
numunelerinden kullanilip kullanilamayacagi veya saf mikrobiyal kiiltiirleri izole

etmek i¢in 6n islem yapilmas1 gerekip gerekmedigi de agik degildir.

2.3.4.3 Yiizeyle gelistirilmis raman spektroskopisi (SERS)

Bu yontem, anodik aliiminyum oksidin nano kanallarina gémiilii iki boyutlu altigen
olarak paketlenmis giimiis nano pargaciklara dayanan bir Yiizey Gelistirilmis Raman
Spektrumu (SERS) substrati kullanir. Bu yontem antibiyotiklere karsit bakteriyel
MIK'in belirlenmesi icin SERS spektroskopik biyobelirteglerini tanimlayabilir.
Numunedeki bakteriler belirli bir konsantrasyonda bir antibiyotik varligina duyarl
oldugunda, SERS paterni zamanla genlikte azalirken, diren¢li suslar spektral
paternlerinde 6nemli bir degisiklik géstermez. Gelistiriciler, S. aureus igin oxacillin
ve E. coli i¢in imipenem'in spektral diizenindeki degisikligini 2 saat iginde

gostermiglerdir (Liu et al.2016). Ayrica, antibiyotigin etkisiz olarak kabul
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edilebilecegi ve altinda duyarli olduklar1 diisiiniilen spektral sinyal oranlarinin

kirtlma degerini belirlemiglerdir.

Bu kirilma noktas1 degeri, MIK degerlerini belirlemek igin de kullamlmistir ve
standart broth diliisyon yontemi ile major hata olmadan iyi korelasyon gostermistir.
Antibiyotik tedavi protokollerini ve metodolojisini optimize ederek, tedavi siiresini
bir saate kadar azaltabilirler. Bununla birlikte, hali hazirda tanimlanmis olan kesme
noktast  degeri, yalnizca secilen  bakteri-antibiyotik  kombinasyonlarina
dayanmaktadir ve klinik olarak ilgili bakteri ile yapilan yeni ¢aligmalarin, ya yeni bir
kesme noktasi belirlemek ya da mevcut kesme noktasi degerlerinin tim durumlar
icin gegerli oldugunu tespit etmesi gerekmektedir. Bu yontem, ADT tayini i¢in hasta
numunelerinden ADT sonuglarini elde etmek igin gecen siireyi geciktiren saf bakteri
kiltiirleri gerektirmektedir.

2.3.4.4 FAS testi (Hizh ADT yontemi)

Bu islem, kanal i¢indeki bakterileri yakalayarak, bunlarin goriintiilerini kaydetmek
ve antibiyotiklerin tek tek hiicreler ftizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
mikroskobik goriintiileme ile hiicre tiremesini izlemek igin mikroakiskan kanallart
kullanir. Ureme hizi hesaplamalari, referans siralarinda (herhangi bir antibiyotik
icermeyen) ve tedavi siralarinda (farkli konsantrasyonlarda antibiyotik igeren) her bir
hiicre tuzag: i¢in yapilir. Ureme hizim1 referans popiilasyona goére ortalayarak ve
normallestirerek, antibiyotiklerin bakteri popiilasyonlarina yanitini tespit edebilirler
(Baltekin et al. 2017). Bu yontem, Uriner Sistem Enfeksiyonlar1 (IYE) i¢in yaygin
olarak kullanilan dokuz farkli antibiyotige gére ADT E. coli duyarliligini belirlemek
icin kullanilmistir. 30 dakika i¢inde direnci saptamak i¢in metodu yiiksek 6zgtilliiklii
Klinik izolatlara genisletebilmektedir. Bununla birlikte, bakteriler arasinda tireme
paternleri gozlemlediklerinden, ADT i¢in gegen zaman bakterilerin sayisinin iki
katina ¢ikma esasina baglidir ve dolayisiyla yavas biiyliyen bakteriler i¢in bu siire
yiiksek olabilmektedir. Bu yontem, ADT igin hastalarin dogrudan idrar 6rneklerini
kullanabilmekte, ancak diger viicut sivilari igin saf kiiltiirlere ihtiyag

duyabilmektedir.
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2.3.4.5 izotermal mikro kalorimetri (IMC)

IMC, bakteri tiremesini veya bakterinin olmamasini belirlemek igin siispansiyondaki
belirli bir bakteriyel numunenin 1s1 akis hizim lger. Uretilen 1s1, siispansiyondaki
reaksiyon hiziyla orantili oldugundan, antibiyotiklerin bakteriler iizerindeki etkisini
belirlemek ve ardindan MIK'i belirlemek igin antibiyotik varliginda veya yoklugunda
bakteriyel siispansiyonun elde ettigi 1s1 parmak izleri kullanilir (Von Ah et al. 2009).
MIK belirleme disinda, bu ydntem ayrica antibiyotigin bakteriler {izerindeki
bakteriyostatik ve bakterisid etkilerini ayirt etmek igin de kullanilabilir. Elde edilen
1s1 egrileri, Uremenin baslangicinda bir gecikme meydana getirirse, dogal
bakteriyostatik olarak adlandirilirlar. Tespit edilebilir bir 1s1 akisi, belirli bir bakteri
konsantrasyonunda antibiyotigin etkisizligini ifade eden Onemli bir 1s1 sinyali
tiretmek i¢in yeterli sayida bakteri bulundugunu gosterir. Bu yontem bakterilerde 1s1
akist ve antibiyotik 1s1 egrilerinin kombinasyonuna dayanarak, ayni zamanda
antibiyotigin hiicre duvar sentezi, DNA veya protein sentezi inhibitorleri gibi farkli
etki modlarma gore gruplandirabilir. Yeni antibiyotiklerin belirlenmesinde ve
smiflandirilmasinda ve ilaglarin kesfedilmesinde potansiyel olarak yararli bir arag
olabilecegi belirtilmistir. Bununla birlikte, MIK sonuglarin1 elde etmek igin gecen
zaman ~24 saattir ve bu nedenle daha hizli ADT sonuglar1 gerekliyse avantajli
olmayabilir. Ornekte baslangicta diisiik sayida bakteri sayis1 nedeniyle 1s1 {iretiminin
baslangicinda gecikmeler olabilir ve bu durum etki sekli veya MIK tayininin yanlis

yorumlanmasina yol acabilir.

2.3.4.5 Mikroakiskan elektrik empedans spektroskopisi (m-EIS) sistemi

Bu yontem bakteri ve antibiyotik igeren silispansiyonun kapasitansindaki degisimi
belirlemek i¢in genis bir frekans araliginda empedans Olgiimleri kullanir. Bir
Alternatif Akim (AA) elektrik alani varliginda, 6zel olarak tasarlanmis mikroakigskan
kanallarinda bulunan bakteriler, membranlar1 boyunca yiik depolayabilir ve bu
nedenle kapasitorler olarak islev gorebilir. Kanaldaki bakteri sayisinin artmasiyla,
siispansiyonun  kapasitansinin  arttigi  belirtilirken,  bakterilerin  6lmesiyle
(antibiyotiklerin MIK degerlerinin {istiinde olmas1 durumunda), membran
potansiyellerini yitirdikleri ve bunun sonucunda siispansiyonun kapasitansini
azalttig1 belirtilmistir. Sonug¢ olarak, bakteri antibiyotik iceren siispansiyonun
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kapasitans1 diisecektir. Bu, elektrik sinyallerinde bir azalma olarak goriilebilir. Bu
nedenle, zaman i¢inde veya sinyalde bir azalma gdzlendiginde sinyalde herhangi bir
degisiklik goriilmeyen antibiyotik konsantrasyonu, bunlarin MiK'leri olarak kabul
edilir. Sistem, bakterilerin iki katina ¢ikma siiresi ile sinirli olan bakteriyel tiremeyi
gormek i¢in beklemek zorunda olmadigindan, ancak antibiyotiklerin varliginda
bakteriyel 6liimil tespit etmesi gerektiginden, daha hizli ADT profillerine yol agabilir
(<4 saat) (Puttaswamy et al. 2012). Yontem ayrica antibiyotiklerin numuneler
tizerindeki bakterisid ve bakteriyostatik etkilerini ayirt edebilir ve saf izolatlara
ihtiya¢ duymadan dogrudan numunelerden yapilabilir. Bu sistemde heniiz az sayida
standart bakteri suslar1 ¢alisilmistir ve deneme asamasindadir. Zaman kazanimini
belirlemek igin klinik izolatlar ile ileri testler ve metodun otomasyonu

gerekmektedir.

2.4 FLOW SITOMETRI (FCM)

2.4.1 Flow sitometri tarihi

fIk otomatik hiicre sayact Moldavan tarafindan gelistirilmistir ve bu cihaz, 151k
degisimine gore boyanmis hiicrelerin gecisini kaydeden ve bunu bir fotoelektrik
detektor ile saglayan optik bir mikroskop altina monte edilmis bir kilcal borudan
olugsmaktadir (Errante et al. 2015). Bir pargacigin bir ignenin iginden ge¢mesinden
kaynaklanan voltaj degisimini temel alan bir hiicre sayac1 gelistirmis; daha sonra,
diferansiyel hiicre tespiti i¢in bir mikroflorimetrik tarayici kullanarak teknigin tespit
kapasitesini artirmistir (Errante et al. 2015). Teknigin evrimi numunelerin bir 151k
kaynagi tarafindan tespit edildigi bir kilcal kanal boyunca sivi akisindaki (kilif sivisi)
hiicrelerin gegisine dayanan bir akis kanal gelistirdiginde elde edilmistir (Errante et
al 2015). Otomatik hiicre sayaci teknolojisini kullananilarak, mavi ve kirmizi 151k
icin gozle goriiliir 151k ve dedektorler kullanarak, hiicrelerin ayrilmasi basarilmis
(kirmizi boyanmis (eritrositler), mavi boyanmis (l6kositler)) ve ilk diferansiyel
hematoloji sayacini gelistirmistirilmigtir (Errante et al. 2015). Daha sonra
Katmentsky, hiicre siispansiyonunun bir mikroskop lami i¢inde bir kanaldan gectigi
ve hiicresel DNA'nin boyutunu ve miktarini1 6lg¢ebilen bir cihaz olan Hizli Hiicre
Spektrofotometresini (RSC) icat etmistir. Bu yeni prosediir, kanser hiicrelerinin

arastirtlmasi i¢in onemli olan DNA miktarma dayali hiicre sayimi kapasitesini
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artirmistir (Kamentsky et al.1965). Van Dilla ve arkadaglari tarafindan olusturulan
akis kanalim kullanarak ortogonal konfigiirasyona sahip ilk flow sitometri
tamimlanmis ve DNA kantitasyonunda floresan yogunlugu ve ploidi arasindaki iliski
gosterilmistir. GO/G1, S ve G2M (Van Dilla, hiicre devresi fazlarini tarif etmek i¢in)
histogramlar olusturulmustur (Van Dilla et al. 1967). Bu kesif normal ve malign
hiicre dongiisii calismasi bilgisini artirmistir. iki y1l sonra Dittrich ve Gohde flow
sitometrisi ile analiz edilen hiicrelerde DNA etiketlemesi ic¢in etidyum bromiir
kullanmis ve hiicre dongiisii ¢alismasina katkida bulunmuslardir (Dittrich and Géhde
1969). Lokosit esteraz ve 16kosit peroksidazin tespitinde kullanilan enzim substratlar
tarafindan yayilan 151k sacilimini ve farkli dalga boylarini tanimlayabilen ilk flow
sitometresi 1974 yilinda ticari hale getirilmistir. Daha sonra Gratzner, hiicre dongiisii
fazlarinin ¢alismasinda bromodeoksiiiridin  (BrdU) ve monoklonal antikorlar
kullanmigtir (Gratzner et al. 1975). Loken ve ark 1977'de, flow sitometrisindeki
sinyalleri, floresan izotiyosiyanat (FITC) ve tetramethylrhodamine (RD) ayirt etmek
icin elektronik kompansasyon kullanarak tek bir lazer 1siniyla ayn1 anda iki hiicre
yiizey antijenini Olgmiislerdir (Loken et al. 1977). Bu gelisme flow sitometrisi
teknolojisi icin ileri atilmis bir adimdir. Immiinohistokimyasal ¢alismalar ile sinirh
olmadan, insan T hiicresi alt gruplarini yiizey antijenlerine gore ve B hiicre
fenotiplemesini  tanimlamak i¢in monoklonal antikorlarin  kullanilabilecegi
gosterilmistir (Hoffman et al. 1980, Hardy et al. 1982). Son yillarda, teknolojik
gelismeler, akademik caligmalar, devlet kurumlar1 ve arastirma departmani igin
mevcut, laboratuvar rutininde kullanilmak iizere temel 6zelliklere sahip daha kiigiik
cithazlarin ve daha hassas olan pargaciklarin farkli 6zelliklerini olgebilen daha
karmagik cihazlarin gelistirilmesine yol a¢mistir. Bu gelisme asamalarinda,
reaktiflerin ve florokromlarin kullanim amaci ve sayisi artmistir. Flow sitometri
teknolojisi boylece, tek tek hiicrelerden kantitatif ve kalitatif bilgi ararken etkili,

dogru ve kesin bilgiler verebilecek hale getirilmistir. (Waller et al. 2001).

2.4.2 Flow Sitometri Calisma Prensipleri
Flow sitometri, hidrodinamik, optik, elektronik ve hesaplamali bir sistem kullanarak
tek tek parcaciklart veya hiicreleri analiz eden bir aragtir (Tung et al. 2007). Siirekli

akis halinde parcaciklar1 ve hiicreleri bir hidrodinamik odaklama odasina (akis
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hiicresi) iten bir hava pompasini igerir; konik sekli nedeniyle pargaciklarin veya
hiicrelerin ¢aplarint 250 kronluk bir kilcal kanalin igine ve kanal agzina dogru
yerlestirilmesini ortalama 10 m/s hizinda akim ile zorlar. Bu, pargaciklari veya
hiicreleri, tek tek analiz edilecek olan kilcal kanalda tek tek hizalar (Errante et al.
2015). Karakterizasyon igin, her partikiiliin, monokromatik emisyona sahip, diisiik
sinyal-giiriiltii orani, yiiksek spektral saflikta olan ve kararli olan lazer gibi bir 151k
kaynagi tarafindan uyarilmasi gerekir (Pozarowski et al.2006). Sirayla, 151k kaynagi,
15181 yayan ve fotoelektrik transdiiserlerin sacilan 1s1k sinyallerini elektrik
sinyallerine doniistiiren hizalanmis her pargacigi uyarir (Marti et al. 2001). Isik,
hiicrenin morfolojik ve yapisal 6zelliklerine gore dagilir; frontal veya ileri sagilma
forward scatter (FSC), hiicre biyiikligi ile iligkilidir ve yan sagilma side scatter
(SSC) olarak adlandirilan ortogonal veya yan sagilma, sitoplazmik graniilerlige
baglidir (Salzman 2001). Hiicreler florokrom konjuge monoklonal antikorlara sahip
oldugundan, lazer uyarimi, spesifik antikorlarin floresan ozelliklerine gore 151k
yayimmi ile sonuglanir. Kesigsim alaninin (hiicre-lazer) yakinindaki bir dizi mercek,
daginik 15181 toplar ve 11k sinyalini PMT (fotomultiplier tiip) tarafindan yakalanan
daginik 1s1k veya floresan 1s1gm miktariyla orantili elektrik sinyallerine doniistiiren
PMT'ye gonderir (Tung et al. 2007). Bu 1s1k sinyallerinin segilmesi ve toplanmasi,
gelen 151811 belirli dalga boylarini bloke eden ve sadece istenen dalga boyundaki 15181
geciren optik filtreler tarafindan gergeklestirilir (Wood 2006). Hem verilen dalga
boyunu yansitan hem de bagkalarinin gegmesine izin veren (dikroik ayna veya filtre)
veya istenmeyen dalga boylarini (bariyer) emen farkli filtre tipleri vardir. Bazi
filtreler daha uzun dalga boylarinin veya daha kisa dalga boylarmin (uzun gecis/LP)
gegcmesine ve yansitmasina izin verir ya da engellenmesini saglar. Baz filtreler de
daha kisa dalga boylarinin (kisa ge¢is/SP) gegmesine ve yansitmasina izin verir veya
engellemesini saglar (Marti et al. 2001). PMT tarafindan iiretilen elektrik sinyalleri,
dijital olarak, hiicre boyutu (FSC), hiicrenin graniiliilitesi (SSC), yesil floresan (FL1),
turuncu floresan (FL2), kirmiz1 floresan (FL3) gibi parametreleri eszamanli olarak
cevirebilen, 6zel bir yazilima sahip olan flow sitometrisine bagli bir bilgisayarda
dijital olarak donistiiriiliir (Green and Wachsmann-Hogiu 2015, Herzenberg et al.
2006).
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Bazi akis sitometrileri diisiik gili¢lii hava sogutmali argon lazeri ile donatilmistir, dort
rengi veya daha fazla rengi analiz edebilir. Segilen hiicrelerin bir siispansiyonda
fiziksel olarak ayrilmasini (ayirma) gerceklestirir, yiiksek gii¢lii su sogutmali ve hava
sogutmali lazerlerle donatilir ve bu sayede ayni anda 18 renge kadar algilayabilir
(Baumgarth ve Roederer 2000).

Cogunlukla flow sitometri cihazlarinin lazerleri, hava veya su ile sogutulabilecek
sabit, tek renkli, yiiksek giiclii bir 151k kaynagi kullanir. En ¢ok kullanilan 151k
kaynagi, Fluorescein isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE), piperidin
chlorophyll protein cyanine dye (PerCP), CyCrome, propidium iodide (PI), 7-
Aminoactinomicina D (7-AAD), annexin V, etidyum bromiir, akridin orange, pironin
Y, floo-3 ve rhodamin gibi florokromlari uyaran 488 nm'de emisyona sahip diisiik
yogunluklu (10-15 mW) hava sogutmali argon lazeridir (Herzenberg 2002). Helyum-
neon lazer (He-Ne) 633 nm emisyona sahiptir ve florokromlari Hoechst,
mithramycin ve allophycocyanini uyarmak i¢in kullanilir (Pozarowski et al. 2013).
Flow sitometrisindeki temel bir bilesen akis odasidir (akis hiicresi). En ¢ok kullanilan
akis hiicresi, lazer hiicresi isleminde bir kuvars ucuna sahip olan kuvars-duyusudur
(Zhu and Ozcan 2015). Kisa algilama, diisiik hizli bir hemodinamik akis haznesinin
diisiik sinyal/giiriiltii oranina sahiptir ve ¢ap1 76 veya 100 um olan deliklere sahip
olabilir. Hiicre siralama cihazlarinda kullanilirlar. Hizli kuvars, diistik sinyal/giirtiltii
oranina ve numunelerin yiiksek hizli hiicre siniflandirma cihazlarinda kullanilan
siralama algis1 tipinden daha hizli gegisine sahiptir. Lazeri hava sogutmali veya
sogutulmus lazerlerdir. Hipersort algilama kuvarsi, diisiik sinyal/giiriiltii oranina,
daha yiiksek gecis hizina ve yiiksek akis basinci altindaki hassasiyeti arttirmak i¢in
bir lense sahiptir (Nunez 2001).

2.4.3 Flow Sitometrinin Mikrobiyolojide Kullanimi

Flow sitometri tekniklerinin mikrobiyolojiye yonelik uygulamalari, yeni gelistirilen
floresan boyalardan kaynaklanmaktadir. Steen grubu tarafindan 1979'da bir ark
lambasina dayali cihazin gelistirilmesi, bakterilerin temel arastirmasi igin FCM'nin
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kullanilmasimi saglamistir (Steen 1986, Steen and Lindmo 1979). Akis kanalinin
tasarimi1 ve daginik 1518 tespitinde foto-gogaltici tiiplerin kullanilmasi ile FCM
mikroorganizmalar1 incelemek i¢in olduk¢a uygun hale gelmistir (Allman et al. 1992,
Boye and Steen 1983). Boye ve Steen’in 1983 yilinda gelistirdigi timit verici
cihazlar, 1990’larda mikrobiyolojide dnemli hale gelmistir (Boye and Lobner-Olesen
1990). Mikrobiyolojide kullanilan ticari flow sitometrilerin ¢ogu David Lloyd
tarafindan gelistirimistir. 1990'larin son yillarinda, FCM'nin mikrobiyoloji alanindaki
uygulamalar1 6nemli oOlgiide artmistir (Lloyd 1993). Yirmi birinci yiizyilin
baglarindan itibaren flow sitometrisi medikal mikrobiyolojinin disinda da sikca
kullanilmaya baglanmistir (Robinson 2018). Bu alanlar gida mikrobiyolojisi, su
mikrobiyolojisi gibi alanlarda hizli bir sekilde sonug almasi gibi nedenlerden dolayi

tercih sebebi olmustur.

2.4.4 Antimikrobiyal Etki ve Duyarhlik Testlerinin Flow Sitometri yontemi ile
Calisilmasi

FCM'nin prokaryotlardaki antimikrobiyal ajanlarin etkilerini incelemek igin
kullanildig1 ilk deneyler 1980'lerin basinda yapilmistir (Hutter and Oldiges 1980,
Steen et al. 1982, Steen et al. 1990). FCM' nin florokromlarla kombinasyon halinde
gelistirilmesi, mikrobiyal popiilasyonlar i¢indeki bireysel canlilifin ve fonksiyonel
kapasitenin (membran potansiyeli ve metabolik yollar) degerlendirilmesine izin
vermistir. Bu gelismeler, arastirmacilarin FCM uygulamalar: iginde duyarlilik testi
yapma olasiligin1 kesfetmelerini saglamistir. Ayrica, bu teknigin rutin duyarlilik testi
icin klinik laboratuvarlarda kullanilmasi onerilmistir. Ciinkii bu yaklasimin sadece
birka¢ saat i¢inde gilivenilir bir sekilde antimikrobiyal duyarlilik sonuglarini

verebilecegi 6ngoriillmistiir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakterilerin in vitro duyarlilik testlerini
gerceklestirmek icin standart yontemler bulunmaktadir (Ferraro and Jorgensen 1995).
Niteliksel ve/veya niceliksel sonuglar, inhibisyon bdlgesinin veya MIiK'in
biiyiikliigiine gore verili. MIK tabanli broth mikrodiliisyon sistemlerinin
otomasyonuna ragmen, antimikrobiyal aktivitenin 6l¢iilmesinden 6nce 18-24 saatlik
bir inkiibasyon siiresi gerekir. Son zamanlarda, florojenik, tiirbidometrik ve
kolorimetrik teknoloji duyarlilik testlerini 4-6 saate kadar indirebilmistir (Doern et al.
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1994, Ferraro and Jorgensen 1995, Puttaswamy et al. 2012). Bununla birlikte,
bakteriyel inokiiliim miktar1 &lgiilmedikge, yalmizca bakteriyostatik etki, yani MIK
genellikle klinik laboratuarlar tarafindan test edilir. Antimikrobiyal ilaglarin
bakterisid etkisini gosteren miminum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) nadiren
belirlenir. MBK 6l¢iimii, bakteri kiltiirii diliisyonlarin1 ve alt kiiltiirleri igeren,
genellikle CFU olarak ifade edilen bakteri sayimlarinin hesaplanmasini gerektirir. Ek
olarak, ne MIK ne de MBK tespitleri bakteri popiilasyonlarinin heterojenligini
dikkate almaz. Benzer sekilde, antimikrobiyal aktiviteye dayanan farmakodinamik
veriler sunan postanibiyotik ve 6nleyici konsantrasyon etkilerini de yorucu ve zaman
alict olduklarindan klinik laboratuvarlarda nadiren belirlenmektedir (Fuursted 1995,
Lorian et al. 1989) . FCM'in, bazi metabolik parametreler (membran potansiyeli,
hiicre biiylikligi ve DNA miktar1) tizerindeki etkisinden dolayi, antimikrobiyal
ajanlarin bakteriyel hiicreler iizerindeki fizyolojik etkilerini incelemek i¢in ¢ok
faydali oldugu kanitlanmistir. Ek olarak, FCM, bakterisid veya bakteriyostatik etki
acisindan sonuglar sunan antimikrobiyal duyarlilik testi igin giivenilir bir yaklagim
oldugu calismalarla gosterilmistir (Gant et al 1993, Martinez et al 1982, Walberg et
al. 1997).

2.4.4.1 Bakteriyel antibiyotik duyarhhginin belirlenmesi

FCM de floresans boyalar kullanilarak, siispansiyon igindeki hiicrelerin 1s1k
sacilimin1 ve hiicresel igeriklerin veya metabolik aktivitenin floresansini lger. Bu
nedenle, antimikrobiyal ajanlarin aktivitesi, hiicre seklindeki ve floresanstaki
degisiklikler agisindan da tarif edilebilir (Pore 1994, Walberg et al. 1996, Walberg et
al. 1997). Bu anlamda, 1sik sac¢ilimimin, etki mekanizmalarina bakilmaksizin,
antimikrobiyal etkilerin yararli bir parametresi oldugu gosterilmistir (Mason et al
1994, Gant et al. 1993).

Flow sitometri, tek tek hiicreleri analiz eder, boylece ornek heterojenliginin
belirlenmesine izin verir (Muller and Davey 2009). Canlilik, tek bir hiicrenin bir
0zelligi oldugu i¢in, bunun gibi bir yaklasim, anlamli sonuglarin elde edilmesi i¢in
sarttir. Ancak FCM’de mikroskopinin aksine saniyede binlerce hiicre analiz
edilebilir. Buradaki temel prensip; flow sitometredeki 6l¢iim noktasinda hiicre akimi

bir veya daha fazla 151k kaynagindan (lazerler ve ark lambalari) bir 151k demeti ile
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kesilir, 151k dagilir, bunun sonucunda hiicrelerden floresan yayilir ve yayilan 151k
dalga boyuna gore ayrilabilir (Davey 2011). Floresan problarin uyumlu (spektral
olarak farkli) kokteyllerinin 6zenli se¢imi ile hiicrelerin alt popiilasyonlarini
ilgilendiren, ozelliklere gore ayiran floresan boyalarin alimmi 6lgmek igin
multiparametrik 6lgtimler kullanilabilir. Canlilik 6lgtimleri s6z konusu oldugunda bu
metabolik aktivitenin, membran enerjilendirmenin, RNA ve/veya DNA igeriginin,
membran gegirgenligi gibi Ozelliklerin Olc¢lilmesini icermektedir. Tek bir hiicre
seviyesindeki bu hizli analiz, ¢oklu hiicre 6zelliklerinin dagilimini belirleyerek,
"maksimum yasayabilirlik" ten 6liime ve potansiyel olarak bozulmaya kadar olan bir
spektrumda karakterize edilebilen hiicrelerin alt popiilasyonlarinin tanimlanmasina
izin vermektedir. Islem prensip olarak basit olmasina ragmen, mikrobiyal canlilik
Olclimleri icin akis sitometrisinin daha genis kullanimini smirlayan iki kisitlayici
blogu vardir. Bunlardan biri flow sitometreye erisimin zorlugu, digeri ise erigimin
sonrasinda olan zorluklardir. Birincisi, literatiirde tarif edilen floresan boya segimi,
konsantrasyon, boyama siiresi, vb. gibi biiyiik olasiliklarin g¢esitliligidir. Bunun
nedeni tek bir boya veya boyama yonteminin tiim organizmalar igin uygun
bulunmadiginin tespit edilmesiyle genis segenegin ortaya c¢ikmasidir (Davey et
al.2004). Bir¢ok segenege sahip olmak bir fayda olabilirken, ayn1 zamanda karigiklik
ortaya cikarabilir. Bununla birlikte, analiz edilen her bir hiicre i¢in ¢esitli canlilik ile
ilgili parametrelerin denenmesine izin vermek i¢in c¢oklu boyalar Dbirlikte
kullanilabilir. Coklu boyalar, tek bir boya ile elde edilebilecek veya gercekten bir
besiyeri yiizeyinde {iremenin varligi veya yoklugu ile elde edilebilecek fizyolojik
degisikliklerden daha eksiksiz bir resim saglayacaktir. Canli bir hiicrenin, rodamin
123 ya da fluorescein diacetate ile boyandiginda floresan olmasi beklenir ancak

propidyum iyodiir veya DiBACj4 ile boyanmaz (Assuncao et al. 2006).

Bu, bakterilerin ve canlihik durumlarinin eszamanli olarak saptanmasma izin
vermistir. Daha yakin zamanda, birkag farkli fizyolojik durum olmustur. SBYR
green, Pl, etidyum bromiir ve DiBAC4in kombinasyonlar1 kullanilarak
Pseudomonas tiirleri flow sitometrik yontemlerle c¢esitli ¢aligmalar yapilmistir
(Assuncao et al. 2006, Nielsen et al. 2009). Burada gosterilen bakteriler normal

enerji metabolizmasina sahip bozulmamis hiicreler, enerjilendirilmemis hiicreler,
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depolarize edilmis hiicreler ve gegirgenlestirilmis hiicrelerdir. Numuneye reaktiflerin
eklenmesinin ardindan, genellikle analizden toplam say1 ve yasayabilir sayilarini ayri
ayr1 (ve dolayisiyla yasayabilirlik yiizdesini) saglamak i¢in inkiibe edilirler ve sonra
analiz edilirler. Ticari bir iiriin olan BacLight, FungalLight ve maya canlilik kiti
(Invitrogen) gibi canli/6li hiicrelerin saptanmasini saglayan onceden karistirilmis
veya bireysel boyalarin bulunudugu kitlerdir. Ornegin, BacLight, Syto 9'u (tiim
hiicreleri yesil lekeleyen) ve ayrica PI'yi (sadece hiicre 6liimiine neden olacak kadar
zarar gormiis zarlar1 olan hiicrelere girer) igerir. Boylece, yesil floresans sinyalinden
bir toplam hiicre sayimi ve kirmizi floresans sinyalinden 6lii bir hiicre sayimi elde
edilebilir ve boylece canlilik yilizdesinin kolayca saptanmasi saglanir (Davey 2011).
Spesifik boyama desenleri, Gram negatif organizmalarin dis zarmin
gegirgenlestirilmesi gibi ara hasarlarla iliskilendirilmistir (Berney et al 2007).
BacLight'in 6ncelikle bakteriler igin tasarlanmasina ragmen, Saccharomyces
cerevisiae ile calistigi da bildirilmistir (Zhang and Fang 2004). Baz1 flow sitometri
iireticileri ayrica mikrobiyal canliligi izlemek amaciyla kitler de iiretmektedir;
ornegin, Becton Dickinson hiicre canlilig1 kiti, tiim hiicreleri lekelemek icin tiazol
orange ve ol hiicreleri boyamak i¢in PI igerir. Bu yaklagim, yakin zamanda, konake1
hiicrenin par¢alanmasinin ardindan hiicre i¢i Campylobacter jejuni'nin canliligini

numaralandirmak ve canliligini belirlemek i¢in kullanilmistir (Novik et al 2010).

Dikkate alinmasi gereken ikinci sinirlayict faktor, kitlerin veya bireysel floresan
boyalarin kullanilmasindan bagimsiz olarak, bazi yontem gelistirme veya protokol
ayarlarmin gerekli olmasidir. Bu ayarlar 6zellikle mikroorganizmalar arasindaki
yapisal ~farkliliklardan ve Ozellikle laboratuvarda yetisemedigimiz  bilgi
eksikligimizden dolayidir. Floresan boyalar hedeflerine ulasamadik¢a istedigimiz
gibi c¢alisgamazlar ve hiicre duvarlarinin, dis membranlarinin ve aktif iyon
pompalarinin  karmasikligi bunu Onleyebilir. Bundan dolayr negatif boyama
sonuglarinin hatali yorumlanmasina yol agar. Bu durum FCM ile yeni galismaya
baslayanlara, daha once yapilmis ¢alismalardan denenen metotlar, protokoller, belirli
flow sitometri donanimi, belirli flow sitometri yazilimi gibi tecriibelerinin
aktarilmasiyla telafi edilebilir. Kontrollerin hazirlanmasi genellikle basittir, ancak

cevresel veya stresli numunelerin nihayetinde analiz edilecegi durumlarda, beklenen
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6lim modlara dikkat edilmelidir. Kontrol canli 6rnekleri genellikle %100'e yakin
canliligin beklendigi iistel veya erken-duragan-faz Kkiiltiirlerinden toplamir. Olii

kontrol 6rnekleri 1s1itma islemi, etanol vb. ilave edilerek elde edilebilir (Davey 2011).

Daha fazla zaman alan protokol gelistirmenin ikinci asamasidir. Burada, yayinlanmis
bir yontem mevcut flow sitometri ve ilgilenilen belirli organizmalar ile ¢alismak igin
uyarlanmalidir. Eger protokol, canli ve 6lii kontrol numuneleri arasinda iyi bir ayirim
yapmazsa (ve bilinen canlilikta karisik numunelerle anlamli sonuglar), o zaman
deneme yanilma yoluyla ayarlanmasi gerekir. Genel yaklasim floresan
konsantrasyonunun veya boyama kosullarinin, kontroller arasindaki ayrimi1 artirmak
icin degistirilmis olmasidir. Alternatif olarak hiicrelerin 6n isleme tabi tutulmasi
gerekebilir  (6rnegin, EDTA, Gram-negatif hiicre duvarmin dis zarini
gecirgenlestirmek i¢in kullanilabilir, floresan boya alimim iyilestirir; bir karbon
kaynaginin eklenmesi olabilir). Bu protokol gelistirme ve optimizasyonun yinelemeli

stireci flow sitometride acemi olanlar i¢in oldukg¢a zorlayici olabilir.

Ister mikroorganizmalar1 ister makroorganizmalari tartisiyor olsak da, canli ve
oldiriilmiis hiicreleri ayirt etmek, canli olan ve yakin zamanda dogal nedenlerden
Olenler arasinda olanlar1 ayirt etmekten genellikle daha kolaydir. Floresan boyanma
durumunda, kontrol canli ve 6lii numuneler agik¢a ayrilabilirken, cevresel stresler
genellikle heterojen popiilasyonlara neden olur, bazi hiicreler orta derecede canlilik
floresan alimin1 gosterir (Berney et al 2007, Davey and Hexley 2011). Bir hiicre
popiilasyonu strese maruz kaldiginda, stresin biiyiikliigline bagli olarak, bazi
hiicrelerin 6ldiirildigi, digerlerinin zarar gordiigli, ancak bazilarinin bir fenotipik
degisiklik gosteremedigi gozlemlenebilir. Bu durum heterojen bir tepki olabilir
(Kaprelyants 1996). Son zamanlarda, hiicreler stres altindayken iyi karakterize
edilmis Okaryotik laboratuvar organizmalar: i¢in bile, PI'nin stresin uygulanmasi
sirasinda veya hemen membran hasarinin olugmasi sonrasinda hiicrelere girebilecegi,
ancak kisa bir iyilesme siiresinin ardindan PI hiicrelere giremeyecegi sekilde

onarildigi gosterilmistir (Davey and Hexley 2011).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. ETiK KURUL ONAYI

Calismanmuzin etik kurul onayi; Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel

Olmayan Etik Kurulu’ndan, 02.10.2017 tarihli imza ile ahnmistir (Ek 1).

3.2. SUSLARIN SECiMi

Laboratuvarimiz kiiltiir koleksiyonunda bulanan standart bakteri suslarindan,
Escherichia coli ATCC 25922™, Klebsiella pneumoniae 700603™, Pseudomonas
aeruginosa 27853™,  Enterococcus faecalis 29212™, Staphylococcus aureus
29213™ Streptococcus pneumoniae 49619™ suslari ile kan, idrar, balgam vb. gibi
klinik 6rneklerden izole edilen bakteri suslari calismaya dahil edilmistir. Ug adet
Klebsiella pneumoniae susu (NDM-1, KPC, OXA-48 pozitif birer izolat), 2 adet
Acinetobacter spp. (2 adet A. baumannii complex), 2 adet Enterococcus spp.
(E.faecalis-VRE pozitif, E.faecium-VRE pozitif), 1’er adet Escherichia coli (GSBL
pozitif), Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus (MRSA pozitif) ve
Pseudomonas aeruginosa olmak tiizere toplam 11 klinik izolat incelenmistir. Klinik
izolatlar kiitle spektrometresi (VITEK MS, BioM¢rieux, Fransa) ile identifiye
edilmistir. Klebsiella pneumoniae suslarinda karbapenem direng genleri GeneXpert
CARBA-R kiti (Cepheid, A.B.D) ile belirlenmistir.

3.3 BAKTERI SUSPANSIYONLARININ HAZIRLANMASI

Tiim bakteri suslar1 %5 koyun kanli agar plaklarina ekildi ve 37°C'de 18 saat inkiibe
edildi. Her bakteri i¢in tek diisen kolonilerden fotometrik yontem kullanilarak
(DensiCHEK plus, BioMérieux, Fransa) 0.5 Mc Farland yogunlugunda bakteriyel

siispansiyonlar hazirlanmistir.
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3.4 ANTIBIYOTIK DUYARLILIK CALISMALARI

3.4.1 VITEK® 2 otomatize sistemi ile antibiyotik duyarhliklarimin belirlenmesi

Laboratuvarimizin giinlik rutin ¢aligmalar1 sirasinda antibiyotik duyarlilik testleri
icin VITEK® 2 (BioMérieux, Fransa) otomatize sistemi kullanilmaktadir. Hazirlanan
bakteriyel siispansiyonlar1 VITEK® 2 AST Kkartlarindan gram negatif enterik
bakteriler i¢in AST 327, gram negatif non-fermantatif bakteriler i¢in AST 326 (bu
kart GSBL pozitif enterik bakteriler icin de kullanilmistir) antibiyotik duyarlilik
kartlar1 kullanilirken, gram pozitif bakterilerden stafilokoklar icin GP AST 96,
enterkoklar i¢in AST 640, streptokoklar i¢in ise AST ST-03 antibiyotik duyarlilik
kartlar1 kullanilmistir. Antibiyotik duyarlilik sonuglar ertesi giin VITEK® 2 cihaz1

tarafindan otomatik olarak belirlenmis ve kayit altina alinmistir.

3.4.2 Broth mikro diliisyon yontemi ile MiK degerlerinin belirlenmesi

Kullanima hazir antibiyotikli mikroplaklara (Sensititre, Thermo Scientific ™ A.B.D)
hazirlanan bakteri silispansiyonlar1 iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda
eklenmistir. Antibiyotkli mikroplaklarda antibiyotik konsantrasyonlar1 European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) klinik smir
degerlerini kapsayacak sekilde secildi (EUCAST 2019). Daha sonra fotometrik
yontemle (Densichek plus, Biomerieux, Fransa) 0,5 McFarland bulanikliginda
hazirlanan bakteri solusyonu, son konsantrasyonu 5X10° CFU/mL olacak sekilde
diliie edildi ve kuyucuklara eklendi. Inkiibasyon sonunda (35-37°C de 16-18 saat)
gozle bulanikligin yani tiremenin goériilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu,
minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak saptandi (EUCAST 2019). Steril
mikroplaklarda kontrol i¢in antibiyotiksiz (pozitif kontrol) ve sterilite kontrolii i¢in

bakteri icermeyen (negatif kontrol) kuyucuklari bulunmaktadir.

3.4.3 Antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi amaciyla flow sitometrik
yontemin optimizasyonu ve bu yontemle antibiyotik duyarhhklarinin

belirlenmesi

3.4.3.1 Optimizasyon ¢alismalari
Yaptigimiz literatiir taramalar1 sonucunda ¢alismalarimizda kullanilmak iizere canli
ve Ol bakterileri boyama 6zelligi olan Syto 9 ve sadece Olii bakterileri boyama
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ozelligi olan PI boyas: secilmistir (Berney et al. 2007). ilk deneme calismalarinda
antibiyotik ile oldiiriilmiis bakteriler, etanol ile oOldiiriilmiis bakteriler ve canli
bakteriler kullanmilmistir. Steril distile su ve boyasiz bakteri siispansiyonlari
okutularak boyasiz bakterilerin otofloresan diizeyleri saptanmaya ¢alisildi. Bu 6n
calismalardan sonra bakterilerin 0.5 McFarland ayar1 yapildi ve belli oranlarda diliie
edildi. Olii ve canli bakteriler, tek baslarna veya belirli oranlarda karistilarak Syto 9
ve Pl ile boyandi. Bu sayede hem Syto 9 boyasmin en net goriintiilerinin FL-1
kanalinda floresan yaydigmi hem de PI boyasmmin en net goriintiilerinin FL-3
kanalinda floresan yaydigi net olarak goriilmiistiir. Syto 9 boyasi, PI boyasi ile
birlikte kullanildiginda FL-1 (yesil floresan) kanalinda 10 kata kadar daha fazla

floresan 151ma yaptig1 goriilmiistiir.

Boyanmis bakteri stispansiyonlar1 okutuldugunda SSC-H/FL-H(Syto9-H) dot blot
grafiginde boyanan bakteriler FL-1 kanalinda x* ve daha fazla 1s1ma yaydig
belirlenmistir. Bunun sonucunda x* {izerine kapilama islemi yapilmistir. Kapilanan
bu alan daha sonra FL3-A/FL1-A dot blot grafiginde goriintiilenmistir. Bu sayede 6lii
ve canli hiicrelerin biribirinden ayrilmasi hedeflenmistir. Flow sitometride
calisngimiz suslar igin her bakterinin Syto 9 ve PI igin farkli miktarda floresan
verdigini saptadik. Dogal olarak bakterilerin karekteristik 6zellikleri ve boyanma
paternleri farkli oldugundan, her bakteri tiirii i¢cin ayr1 ayr1 kapilama yapilarak

yontem optimize edilmistir.
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Sekil 1. Flow sitometrik yontemin optimizasyon calismalarinda yapilan kapilama islemi ile canli ve 6lii hiicrelerin dot blot
grafik goriintiileri. A: SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla boyanmus hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama
islemi, B: Kapilama iglemi yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda canli hiicrelerin dot blot grafigi
gorintiisti C: FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda 6lii hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisit D: Bakteri hiicrelerinin
antibiyotik ile maruziyeti sonrasi FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda canli hiicrelerin (kirmizi), 6li hiicrelerin (mavi),

hasarlanmis hiicrelerin (yesil) dot blot grafigi goriintiisii

Degisik  konsantrasyonlarda boyalar kullanilarak  optimizasyon c¢alismalari
stirdiiriilmiistiir. Bu asamada, yliksek konsantrasyonda floresan boya kullanmanin
otofloresan 1s1malara yol agarak flow sitometride yanlig goriintiilere neden oldugu
belirlenmistir. Diisiik konsantrasyonda ise mevcut bakterilerin bir kisminin

boyanmadig1 belirlenmistir.

Okutulan tiipteki bakteri sayisi eger ¢ok fazla sayida ise boya miktarini artirmamiza
ragmen bakterinin antibiyotik duyarliligin1 belirlemek i¢in kaliteli dot blot
goriintiileri elde edilememistir. Bakterilerin sayisinin 0,5 Mc Farlanda gore 10-100

kat daha az sayida olmasinin daha iyi dot blot goriintiileri olusturdugunu saptadik. Bu
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bakteri sayisi uluslararasi kilavuzlarda sivi mikrodiliisyon testlerindeki bakteri
sayisina benzemektedir. Bakteri siispansiyonlari okutulurken bir okuma tiipiinden

diger okuma tiipiine gegmeden Once 3 kez steril distile su ile yitkama yapilmistir.

Calismamizda kullanilan flow sitometri cihazinda istenilen hacim, partikiil/bakteri
sayisi, stire gibi farkli seceneklerde okumalar yapilabilmektedir. Yapilan deneme
calismalar1 ve literatiir taramalar1t dogrultusunda kapiladigimiz alana diisen
partikiil/bakteri sayist st sinir1 10,000 veya okutma tiipiindeki bakteri stispansiyonun
timi bitene kadar okutulacak sekilde belirlenmis olup, tim antibiyotik duyarlilik
testlerinde bu kriterler kullanilmistir (Nuding and Zabel 2013, Kilic et al. 2016). Baz1
bakterilerde 2 saatlik inkiibasyon sonrasi 10,000 bakteri sayisit sinirina ulasilamadigi
goriilmiistiir. Bunun sebebinin flow sitometri teknolojisinden ve boya almisg

bakterilerin hepsini okuyamamasindan kaynaklandigi tespit edilmistir.

Boyalarin flow sitometri i¢in kullanima hazir oranda sulandirildiktan sonra isiktan
korunsa ve +4-8°C’ de saklansa bile 2 hafta siirenin sonunda floresan 6zelliklerinin
kayboldugu gortilmiistiir. Bu nedenle her ¢aligmadan 6nce -20°C’de alikotlanmis
kullanima hazir boyalar kulllanilmistir. Oda 1sisina gelmeden daha sicak iken
calisilan Orneklerin floresan 1simasinin daha az oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle
bakteri silispansiyonlar1 etiivden cikarildiktan sonra oda 1sisina gelene kadar 10-15
dakika beklenmesi gerektigi tespit edilmistir. Syto 9 ve PI boyalarimin bakterileri
boyama siiresi literatiir taramalarinda farkli ¢aligmalarda 5-15 dakika arasinda
degisen inkiibasyon siirelerinde kullanilmistir.(Stiefel et al. 2018, Buysschaert et al.
2016). Bu ¢alismada optimizasyon calismalarinda ise en az 10 dakika olarak tespit

edilmis olup optimum siire 15 dakika olarak belirlenmistir.

Literatiir taramalarinda bakteri siispansiyonlarinin 35-37°C’ de inkiibasyon siiresi 2
saat olarak ve ¢alkalama hizi 120 rpm olarak belirlenmistir (Costa-de-Oliveira et al.
2017,
https://patents.google.com/patent/US9290790B2/en?0q=(US+Patent+n%E2%97%A
6+9%2c290%2c790+B2). (Erisim Tarihi: 18 Ekim 2019)
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3.4.3.2 Flow sitometrik yontem ile antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Flow sitometrik ¢alismalar, mikrobiyolojik incelemeler i¢in uygun olan ve 0.5um
biiytiklikteki partikiil Ol¢iimlerini de yapabilen Accuri C6 flow sitometri cihazi
(Beckton Dickonson, A.B.D) ile yapilmistir. Mikrodiliisyon yontemi ile antibiyotik
duyarhilik testi ¢alisilabilen kullanima hazir 96 kuyucuklu mikroplateler (Sensititre,
Thermo Scientific ™ A.B.D) kullanilmistir. Bu antibiyotik duyarlilik panellerinde
toplam 96 kuyucuk bulunmaktadir. Her kuyucukta farkli antibiyotik
konsantrasyonlar1 bulunmaktadir. Her mikroplakta pozitif ve negatif kontrol
kuyucuklart bulunmaktadir. Bakteri siispansiyonlar1 tiretici firmanin talimatlarina
uygun olarak hazirlanmigtir. Streptokoklar i¢in at kanli Miller Hinton broth
kullanilmistir. Hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 mikroplaklara aktarildiktan sonra
bu mikroplaklar, 120 rpm de calkalanacak sekilde 35-37°C'de 2 saat inkiibe
edilmistir (Oliveira et al. 2017). Inkiibasyon siiresinin sonunda bakteri
slispansiyonlar1 mikroplaktaki kuyucuklardan 100 ul okuma tiiplerine alinmustir.
Flow sitometrik yontem ile duyarhiliklari test edilecek olan antibiyotiklerin
diliisyonlar1 giincel EUCAST kilavuzunda yer alan break point noktalarina uygun
olacak sekilde segilerek kullanilmistir. EUCAST bu break point noktalarina goére
bakterilerin ilgili antibiyotiklere duyarli (S), direngli (R) veya artmis doza duyarl (I)
olarak belirlemektedir. EUCAST 1n bazi bakterilerde baz1 antibiyotikler i¢in bir tane
break point noktasi vardir. Bu durumlarda break point noktasi ve bir {ist antibiyotik
konsantrasyonu iceren diliisyonu ¢alismaya dahil edilmistir. Oda sicaklifina gelmesi
icin bir middet (10-15 dk) bekletildikten sonra her tiip i¢in 10 ul (150 pM/ml) Syto 9
boyasi (Thermo Fisher, A.B.D), 10 ul (400 pg/ml) PI boyasi (Thermo Fisher, A.B.D)
eklenmistir. Karanlik ortamda 15 dk inkiibasyonda bekletilerek bakterilerin
boyanmasi saglanmistir. Bu asamadan sonra flow sitometri ile okuma asamasina
gecilmistir.

Floresan boyalar igin kullanilan uyarma/emisyon maksimum Syto 9 igin 480/520
nm ve propidyum iyodir i¢in 500/640 nm olarak ayarlanmigtir. SSC-H/FL1-H
kanallarinda dot blot olarak bakteri soliisyonlar1 okutulmustur. Threshold ayar1 FL1
kanalinda esik degeri 50 olarak ayarlanmustir. Ik 6nce mikroplakta bulunan kontrol
kuyucugu okutulmustur. Bu kuyucuk pozitif kontrol olarak kullanilmis olup,

kapilama islemi bu okumadan ¢ikan dot blot goriintiisiine gore yapilmistir. Kapilama
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yapilan alanda kontrol kuyucugu ile antibiyotik i¢eren kuyucuklar FL1-H grafiginde
iistii Uste getirilerek (overlay) karsilastirilmistir. Bu veriler CFlow plus programu ile
analiz edilmistir. FL1-H grafigi Syto 9 boyanan tiim bakterilerin sayisinm
gostermektedir. PI boyasi ise sadece 0lii bakterilerin sayisin1 gostermektedir. Sekil
3.‘te de goriilecegi tizere kontrol kuyucugu ile benzer grafik olusturan (benzer
sayida boyanan bakteri hiicresi igeren) antibiyotik dillisyonu direngli olarak kabul
edilmistir. Kontrol kuyucugunun en az %50-55 inden daha az bakteri i¢ceren ve/veya
farkli bir grafik paterni olusturan antibiyotik diliisyonu duyarl olarak kabul edildi.
EUCAST break point noktalarindan diisiik olan antibiyotik dozuna direngli iken
yiiksek antibiyotik dozuna duyarli bulunanlar ise artmis doza duyarli olarak
degerlendirilmistir. Tiim suslar bu kriterlere gore duyarli, artmis doza duyarli veya
direncli olarak kayit altina alinmistir. GSBL tespiti icin sadece 3.kusak sefalosporin
iceren kuyucuk ile 3.kusak sefalosporintbeta laktamaz inhibitorii igeren kuyucuk
overlay grafigi ile karsilastiralarak belirlenmistir (Ramos et al. 2012, Nuding and
Zabel 2013).
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Sekil 2. Flow sitometrik yontem ve BMD ile bakterilerin antibiyotik MIK

degerlerinin tespit edilmesinin sematize edilmis hali
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Sekil 3. Flow sitometrik yontem ile antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde kullanilan overlay
grafik gorintileri. (Kirmizi Pik: Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotkli kuyucuk) A: Amikasin
16pg/ml duyarliik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi.Sonu¢: Duyarli B: Kolistin 2pg/ml
duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonu¢: Direngli C: Meropenem 2 ve 8ug/ml
duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. (Mor Pik: Meropenem 2ug/ml Kuyucugu)
Sonug: Direngli D: Imipenem 2 ve 8ug/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. (Mor
Pik: Imipenem 2pg/ml Kuyucugu) Sonug: Artmis doza duyarli E: Vankomisin 4ug/ml duyarlilik
durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug: Direngli F: Sefepim 4pg/ml duyarlilik durmunun
overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug: Duyarli G: Teikoplanin 2pg/ml duyarlilik durmunun overlay
grafigi ile gosterilmesi. Sonu¢: Duyarlt H: Linezolid 2pug/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile
gosterilmesi. Sonuc¢: Duyarli I: Ertapenem 1pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile
gosterilmesi. Sonu¢: Direngli J: Aztreonam Ipg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile
gosterilmesi. Sonug: Direngli K: Trimetoprim/Siilfametaksazol 1pg/ml duyarlilik durmunun overlay
grafigi ile gosterilmesi. Sonug¢: Duyarli L: Amoksisilin/Klavulanik asit 32pug/ml duyarlilik durmunun
overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonu¢: Duyarli M: Ampisilin 8ug/ml duyarlilik durmunun overlay
grafigi ile gosterilmesi. Sonug: Direncli N: Fosfomisin 64pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi
ile gosterilmesi. Sonu¢: Duyarli O: Piperasilin/Tazobaktam 16pg/ml duyarlilik durmunun overlay
grafigi ile gosterilmesi. Sonug: Direngli P: Levofloksasin 1pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi

ile gosterilmesi. Sonug: Direngli
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4. BULGULAR

4.1. BAKTERILERIN DUYARLILIK SONUCLARI

4.1.1 Escherichia coli suslarinin duyarhlik sonuclari

Escherichia coli 25922 ATCC susu igin saptanan antibiyotik duyarlilik sonuglari
incelendiginde; flow sitometrik yontem ve otomatize sistemlerden BMD yontemi
arasinda %100, VITEK 2 sistemi arasinda %92,3 (sadece amokisisilin/klavulanik
asit uyumsuz) uyum oldugu goériilmistiir. Bu susun beklenen EUCAST breakpoint
degerleri arasinda %94,1 uyum bulunmustur. Bu standart sus icin 3 farkli yontemle
elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari Tablo 1.’de sunulmustur. Ayrica flow
sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik testi i¢in 6rnek grafikler (kontrol,

kapilama, duyarh ve direncli antibiyotikler) Sekil 4.’te gosterilmistir.
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Tablo 1. E. coli 25922 nolu ATCC susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlar1 ve
bakteri sayisi), BMD, VITEK 2 ve EUCAST onerisi ile beklenen duyarliliklarinin

karsilastirilmasi

Flow sitometri

A BMD VITEK 2
L (2 saat inkiibasyon sonrasi)
Antibiyotikler - EUCAST
EUCAST Bakteri Sonu. . . Beklenen
(mg/L) sayisi ¢ MiK MiK MiK
.. Sonu¢ Sonug¢
Ureme Kontrol 10000
4 10000 -
Ampisilin R 8< 32< 2-8
8 10000 R R
16 368 R
Amoksisilin/Klavulanik asit” S 2 3é< 2-8
32 241
1 1438 .
Seftazidim s <0,5 <0,12 0,06-0,5
4 739 S S
1 1432 -
Sefepim S <51 ) 0,016-0,125
4 265
Seftazidim/ Klavulanik™ asit veya 1 740 S <0,25/4 <4 2-8
Sefoksitin 4 575 S S
8 486 -
Amikasin S <8 <2 0,5-4
16 454 S S
2 585 -
Gentamisin S AI' <1 0,251
4 521 S
8 1351 .
Piperasilin/Tazobaktam™ S <Zé/ 4 <54 1-4
16 1176
2 489 <012 <025 | 0,008-0,006
Meropenem S
4 466 S S
) 2 309
Imipenem S <1lS <0,25S 0,06-0,25
8 226S
05 442 <0,12 <012 | 0,004-0,016
Ertapenem S
1 285 S S
2 486
Trimetoprim/Siilfametoksazol ™" S <2é38 < 520 05
4 376
32 52 i
Fosfomisin S <32 <16 0,5-2
64 37 S S
1 958 ~
Aztreonam S <1 - 0,06-0,25
4 1149 S
_ 05 481 <05
Levofloksasin S ' - 0,008-0,06
1 286 S
0,5 546 -
Siprofloksasinksasin S <OS'25 < %2 0,004-0,016
1 478
1 690 _
Tigesiklin S <0,5 } 0,03-0,25
2 635 S

R: Direngli S:Duyarli I:Artmis doza duyarli*: Amoksisilin dozu, **: seftazidim dozu, ***: piperasilin dozu ****: Trimetoprim

dozu
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Sekil 4. Escherichia coli 25922 nolu ATCC susunun flow sitometrik yontem ile tireme kontrol
kuyucugunun kapilama isleminin dot blot grafik goriintiileri, siprofloksasin ve ampisilin duyarlilik
overlay grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A:
SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde
kapilama islemi, B: Kapilama islemi yapilan hiicrelerin FL3-A(P1-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda dot
blot grafigi goriintiisii C: Siprofloksasin 1pug/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi.
Sonuc¢: Duyarlt D: Ampisilin 8pug/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug:
Direngli

Klinik 6rnekten izole edilen Escherichia coli susu i¢in saptanan antibiyotik duyarlilik
sonuglari incelendiginde; flow sitometrik yontem ve otomatize sistemlerden BMD
yontemi arasinda %100, VITEK 2 sistemi arasinda %84.6 uyum oldugu goriilmiistiir.
Bu klinik izolat1 flow sitometrik yontem ve BMD GSBL negatif saptarken, VITEK
2 GSBL pozitif saptamistir. VITEK 2 cihazinda kullanilan AST kartinda
amoksisilin/klavulanik asit fiziksel olarak bulunmamaktadir. Bu antibiyotik ile ilgili
direncli/duyarli ayrimi diger antibiyotik duyarhiliklarindan ¢ikarsama yapilarak
belirlenmektedir. Bu standart sus i¢in elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglart
Tablo 2.’de sunulmustur. Ayrica flow sitometrik yontemle yapilan antibiyotik
duyarlilik testi icin Ornek grafikler (kontrol, kapilama, duyarli ve direncli

antibiyotikler) Sekil 5.’te gosterilmistir.
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Tablo 2. E. coli GSBL pozitif klinik susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlar1 ve
bakteri sayist), BMD, VITEK 2 duyarliliklarinin karsilagtirilmasi

Flow sitometri
Antibivotikl (2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD VITEK?2
nblyotider EUCAST Bakteri Son _ '
(mg/L) sayis1 ue MIK MIK
" Sonug Sonug¢
Ureme Kontrol 10.000
o 4 10.000
Ampisilin R 8< 32<
8 10.000 R R
. 16 10.000
Amoksisilin/Klavulanik asit | 32/4 R
32 4.568 |
- 1 10.000
Seftazidim R 32 32
4 10.000 R R
1 10.000
Sefepim R 4<
4 10.000 R N
Seftazidim/ Klavulanik™ asit veya 1 10.000
Sefoksitin 4 10.000 Negatif Negatif Pozitif
8 1.430
Amikasin <8 <2
16 1.055 S S s
- 2 1.369
Gentamisin <2 <1
4 1.257 S s s
o 8 2.191
Piperasilin/Tazobaktam <4/4 <4
16 2.235 S S S
2 761
Meropenem S <0,12 05
4 171 S S
. 2 127 L L
Imipenem <
8 74 S S S
05 560
Ertapenem S <0,12 4
1 221 S R
. 2 10.000
Trimetoprim/Siilfametoksazol R 4/76 < 320<
4 10.000 R R
o 32 80
Fosfomisin S <32 <16
64 56 S S
1 10.000
Aztreonam R 4<
4 10.000 R N
) 0,5 1175
Levofloksasin s <05
1 905 S B
0,5 1.259
Siprofloksasinksasin <0,25 <0,2
1 1.189 S S S
1 1.170
Tigesiklin S <02 ;
2 1305

R: Direngli S:Duyarli 1:Artmis doza duyarh *: Amoksisilin dozu, **: Seftazidim dozu, ***: Piperasilin dozu
***%: Trimetoprim dozu -: VITEK 2 AST kartlarinda bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 5. Klinik 6rnekten izole edilen GSBL pozitif E. coli susunun flow sitometrik yontem ile iireme
kontrol kuyucugunun kapilama isleminin dot blot grafik goriintiileri, sefoksitin tarama, sefepim ve
meropenem duyarlilik overlay grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik:
Antibiyotikli Kuyucuk) A: Klinik Ornekten izole edilen Escherichia coli susunun SSC-H/FL1-
H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla boyanmus hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B:
Kapilama iglemi yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot
grafigi goruntisii C: Sefoksitin tarama (GSBL tarama) duyarlilik durmunun overlay grafigi ile
gosterilmesi. Sonug: GSBL Negatif D: Sefepim 4pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile

gosterilmesi Sonu¢: Direngli E: Meropenem 2pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile
gosterilmesi. Sonu¢: Duyarli
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4.1.2. Klebsiella pneumoniae suslarmin antibiyotik duyarhlik sonuclari

Klebsiella pneumoniae 700603 ATCC susu icin saptanan antibiyotik duyarlilik
sonuglari incelendiginde; flow sitometrik yontem ile otomatize sistemlerden BMD
yontemi arasinda 2 antibiyotigin (Seftazidim/Klavulanik asit veya Sefoksitin ve
Gentamisin), VITEK 2 sistemi arasinda 5 antibiyotigin (Seftazidim/Klavulanik asit
veya Sefoksitin, Amoksisilin/Klavulanik asit, Piperasilin/Tazobaktam, Siprofloksasin
ve Fosfomisin) duyarliliklarinda uyum olmadigi belirlenmistir. Flow sitometrik
yontem ve otomatize sistemlerden BMD yontemi arasinda %88.8, VITEK 2 sistemi
arasinda %76.9 uyum oldugu goriilmiistiir. Bu susun antibiyotik duyarlilik paternleri
EUCAST kriterlerine gére GSBL olarak belirtilmis ve flow sitometri yonteminde
uygulanan kriterler ile GSBL olarak saptanmistir. Bu standart sus i¢in elde edilen
antibiyotik duyarlilik sonuglart Tablo 3.‘te sunulmustur. Ayrica flow sitometrik
yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik testi i¢in 6rnek grafikler (kontrol, kapilama,

duyarl ve direngli antibiyotikler) Sekil 6.‘da gésterilmistir.
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Tablo 3. K. pneumoniae 700603 ATCC susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlari
ve bakteri sayis1), BMD, VITEK 2 ve EUCAST onerisi ile beklenen duyarliliklarinin
karsilastirilmast

Flow sitometri BMD VITEK 2
Antibivotikler (2 saat inkiibasyon sonrasi) EUCAST
v EUCAST Bakteri S , _ BeKloren
(mg/L) sayisi onug MiK MIK MK
Ureme Kontrol 9007 Sonug Sonug¢
4 9521
Ampisilin s 9715 R 8R< 32R<
16 1
Amoksisilin/Klavulanik asit” 896 S <32/4 32<
32 1982 S R
1 9231
Seftazidim 2 9377 R ‘?I)?Z 6é<
1 9256
Sefepim 2 8963 R 4F\’< -
idi ik asi 1 1325 .. ;.
" g;?gfs'ﬁ’,“,']k asit veya A 1241 Pozitif | Pozitif | Pozitif Pozitif
8 4
Amikasin 840 S <8 <2 R
16 373 S S
2 9176
Gentamisin 2 5258 R <52 S -
8 1924
Piperasilin/Tazobaktam™” s 1626 S <g/4 :|3Q2 8-32
Meropenem 2 1628 S <012 <0,25 -
4 888 S S
fmi 2 1204 s <1 0,5
mipeneém -
8 985 S S
0.5 1411 <0,12 | <0,12
Ertapenem 1 1240 S S S -
2 2530
Trimetoprim/Siilfametoksazol ™" 2 2125 S 4/7R6 < <820 _
i 32 2583 <32 256<
Fosfomisin S -
64 1313 S R
1 137
Aztreonam 913 R 4< - -
4 9267 R
0,5 1575
Levofloksasin 1 1305 S < g’5 - -
0,5 1645
Siprofloksasinksasin 1 1503 S <0é25 OéS -
1 9222
Tigesiklin ” 125 S <(;,5 i )

" R: Direngli S:Duyarli 1:Artmis doza duyarli *: Amoksisilin dozu, **: Seftazidim dozu, ***: Piperasilin dozu
**%%: Trimetoprim dozu -: VITEK 2 AST kartlarinda ve EUCAT o6nerilerinde bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 6. K. pneumoniae 700603 ATCC susunun flow sitometrik yontem ile iireme kontrol
kuyucugunun kapilama isleminin dot blot grafik gortntiileri, amikasin ve seftazidim duyarlilik
overlay grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A:
Klebsiella pneumoniae 700603 nolu ATCC susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan
boyalarla boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama islemi yapilan
hiicrelerin FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisii) Sonug:
Duyarl C: Seftazidim 4pug/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug¢: Direngli

D: Sefoksitin tarama (GSBL tarama) duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gdsterilmesi. Sonug:
GSBL Pozitif
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Karbapenem direcli 3 Klebsiella pneumoniae susunun timi flow sitometrik
yontemle ertapeneme direngli bulunmustur. Meropeneme karsi bir sus (OXA-48
pozitif) duyarli, bir sus (NDM-1 pozitif) artmis doza duyarl, bir sus (KPC pozitif)
ise direngli bulunmustur. imipeneme kars1 2 sus (KPC pozitif, NDM-1 pozitif) yar1
duyarl bir sus (OXA-48 pozitif) ise duyarli olarak bulunmustur. KPC pozitif, NDM-
1 pozitif, OXA-48 pozitif suslari i¢in saptanan antibiyotik duyarlilik sonuglar
incelendiginde; flow sitometrik yontem ve BMD yontemi arasinda sirasiyla % 88.8,
%77.7, %100, VITEK 2 sistemi arasinda % 92.5, %71.4, %85.7 uyum oldugu
goriilmiistiir. Bu suslar i¢in elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglar1 Tablo 4., 5.,
6.°‘da sunulmustur. Ayrica flow sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik
testi i¢in Ornek grafikler (kontrol, kapilama, duyarli ve direngli antibiyotikler) her

bakteri icin ayr1 ayr1 Sekil 7., 8., 9., 10.°da gosterilmistir.
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Tablo 4. KPC pozitif K. pneumoniae susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlar1 ve
bakteri sayis1), BMD, VITEK 2 duyarliliklarinin karsilastiriimasi

Flow sitometri
o (2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD VITEK 2
Antibiyotik EUCAST Bakteri Sonus )
(mg/L) sayisi Sl\(/)[ llllu(c MiK Sonug
Ureme kontrol 5108
. 4 6443 8< 32<
Ampisilin R
P 8 6336 R R
16 5951
Amoksisilin/Klavulanik asit” R 32< 32<
32 5638 R R
1 5833
Seftazidim R 32< 64 <
4 5816 R R
] 1 6557 4< 64 <
Sefepim R
P 4 6454 R R
Seftazidim/Klavulanik asit™ veya 1 6382 R 4< 64 <
sefoksitin 4 7342 R R
8 642
Amikasin S <8 <2
16 524 S S
2 669
Gentamisin S <2 <1
4 545 S S
8 4556
Piperasilin/Tazobaktam™ R 16 < 128 <
16 5051 R R
2 6064 8< 16 <
Meropenem R
P 8 3084 R R
imi 2 5370 | 8< 16 <
mipenem
P 8 1851 R R
0,5 6324 1< 8<
Ertapenem R
P 1 2797 R R
6258
Trimetoprim/Siilfametoksazol ™" R 4< 320 <
4 5808 R R
32 906
Fosfomisin S 64 -
64 736 I
1 6078
Aztreonam R 4< -
4 6279 R
. 0,5 5668 1<
Levofloksasin R -
1 6422 R
0,5 5817
Siprofloksasinksasin R 1< 4
1 6277 R R
1 1191
Tigesiklin S <05 .
2 1152 S
2 6556
Kolistin R 4< 16<
4 6771 R R

"R: Direngli S:Duyarli 1:Artmis doza duyarh *: Amoksisilin dozu, **: Seftazidim dozu, ***: Piperasilin dozu
***%: Trimetoprim dozu, -: VITEK 2 AST kartlarinda bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 7. KPC pozitif K pneumoniae susunun flow sitometrik yontem ile iireme kontrol kuyucugunun
kapilama isleminin dot blot grafik goriintiileri, seftazidim ve gentamisin duyarlilik overlay grafikleri
(Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A: Klebsiella
pneumoniae KPC susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla boyanmis hiicrelerin
dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama iglemi yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-A)/FL1-
A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintisiic C: Seftazidim 4pg/ml duyarlilik
durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug¢: Direngli D: Gentamisin 4ug/ml duyarlilik
durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug¢: Duyarli
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Sekil 8. KPC pozitif K. pneumoniae susunun flow sitometrik yontem ile meropenem ve imipenem
duyarlilik overlay grafikleri (Kirmuzi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli
Kuyucuk) A: Meropenem 2pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug:
Direngli B: Meropenem 8pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug:
Direncli(Hiicre sayis1 azalmasina ragmen). C: imipenem 2pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi
ile gosterilmesi Sonu¢: Direngli D: Imipenem 8ug/ml duyarlilk durmunun overlay grafigi ile
gosterilmesi. Sonug: Artmis doza duyarli(Hiicre sayist anlamli derecede azalmus)
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Tablo 5. NDM-1 pozitif K. pneumoniae susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlari
ve bakteri sayis1), BMD, VITEK 2 duyarhliklarinin karsilastirilmasi

Flow sitometri
o (2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD | VITEK 2
Antibiyotik EUCAST Bakteri S ) )
(mg/L) sayisi onug MIK MIK
- Sonu¢ Sonug¢
Ureme kontrol 3206
s 4 3307 8< 32<
Ampisilin R
P 8 3357 R R
16 2042
Amoksisilin/Klavulanik asit” R 82< 82<
32 2506 R R
1 2518
Seftazidim R 32< 64<
4 2395 R R
_ 1 2541 4< 64 <
Sefepim R
P 4 2555 R R
1 4545
Seftazidim/Klavulanik asit™ veya sefoksitin R a< 64<
4 3411 R R
8 1430
Amikasin | 16 < 64 <
16 1395 R R
2 1101
Gentamisin | as< 16 <
4 1117 R R
8 2018
Piperasilin/Tazobaktam™ R 16 < 128 <
16 2075 R R
eropenem
P 8 1225 R R
fmi 2 1452 | 8< 16 <
mipenem
P 8 1330 R R
0,5 2513 1< 8<
Ertapenem R
P 1 2706 R R
2 2371
Trimetoprim/Siilfametoksazol ™" R as< 320<
4 2566 R R
32 774
Fosfomisin S <32 -
64 845 S
1 3050
Aztreonam R as< -
4 2993 R
: 05 2501 1<
Levofloksasin R -
1 2546 R
0,5 3241
Siprofloksasinksasin R 1< 4
1 3235 R R
1 1098
Tigesiklin s <05 -
2 755 S
o 2 865 <2 2
Kolistin S
4 858 S S

"R: Direngli S:Duyarli 1:Artmis doza duyarh *: Amoksisilin dozu, **: Seftazidim dozu, ***: Piperasilin dozu
***%: Trimetoprim dozu, -: VITEK 2 AST kartlarinda bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 9. NDM-1 pozitif K. pneumoniae susunun flow sitometrik yontem ile tireme kontrol
kuyucugunun kapilama isleminin dot blot grafik goriintiileri, ertapenem ve imipenem duyarlilik
overlay grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A:
Klebsiella pneumoniae NDM-1 susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla
boyanmus hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama islemi yapilan hiicrelerin FL3-
A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisit C: Ertapenem 1lpg/ml
duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonu¢: D: : Imipenem 8ug/ml duyarlilik

durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug:

Yar1 Duyarli
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Tablo 6. OXA- 48 pozitif K. pneumoniae susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlar1
ve bakteri sayis1), BMD, VITEK 2 duyarhliklarinin karsilastirilmasi

Flow sitometri
o (2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD | VITEK 2
Antibiyotik EUCAST Bakteri Somu , ,
(mg/L) sayisi ¢ MIK MIK
- Sonug¢ Sonug¢
Ureme kontrol 10000
. 4 10000 8< 32<
Ampisilin R
P 8 10000 R R
16 3589
Amoksisilin/Klavulanik asit” | 32 32<
32 1875 ' R
1 10000
Seftazidim R 82< 64 <
4 10000 R R
1 10000 4< 64 <
Sefepim R
P 4 10000 R R
o e acit™ it 1 2089
SeftaZ|d|m/KIavuI§1rn|k asit™ veya Sefoksitin Pozitif Pozitif Pozitif
arama 4 1748
8 925
Amikasin S <8 8
16 895 S S
2 10000
Gentamisin R as< 16 <
10000 R R
8 10000
Piperasilin/Tazobaktam™ R 16 < 128<
16 5819 R R
2 1621 1 16 <
Meropenem S
P 8 966 S R
fmi 2 1317 s <1 2
mipenem
P 8 803 s s
05 10000 1< 8 <
Ertapenem R
P 1 10000 R R
10000
Trimetoprim/Siilfametoksazol ™™ R 4< 320<
4 10000 R R
32 10000
Fosfomisin R 64< -
64 10000 R
1 10000
Aztreonam R as< -
4 10000 R
) 0,5 10000 1<
Levofloksasin R -
1 10000 R
0,5 10000
Siprofloksasinksasin R 1< as<
1 10000 R R
1 2873
Tigesiklin s <05 ;
2 1476 S
2 10000
Kolistin R as< 16 <
4 10000 R R

R: Direngli S:Duyarli 1:Artmis doza duyarli *: Amoksisilin dozu, **: Seftazidim dozu, ***: Piperasilin dozu
***%: Trimetoprim dozu, -: VITEK 2 AST kartlarinda bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 10. OXA-48 pozitif Klebsiella pneumoniae susunun flow sitometrik yontem ile iireme kontrol
kuyucugunun kapilama isleminin dot blot grafik goriintiileri, meropenem ve ertapenem duyarlilik
overlay grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A:
Klebsiella pneumoniae OXA-48 susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla
boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama islemi yapilan hiicrelerin FL3-
A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisi C: Meropenem 2pg/ml
duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug¢: Duyarli D: : Ertapenem 1lpg/ml
duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonuc: Direngli

4.1.3. Pseudomonas aeruginosa suslarimnin antibiyotik duyarhhklar:

Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC susu saptanan antibiyotik duyarlilik
sonuglart incelendiginde; flow sitometrik yontem ve otomatize sistemlerden VITEK
2 sistemi arasinda %100, BMD yontemi arasinda %92,3 (sadece gentamisin
uyumsuz) uyum oldugu goriilmiistiir. Bu susun beklenen tiim antibiyotik duyarlilik
paternleri EUCAST kriterleri ile %100 uyumlu bulunmustur. Bu standart sus igin
elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari Tablo 7.°‘de sunulmustur. Ayrica flow
sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik testi i¢in drnek grafikler (kontrol,

kapilama, duyarl1 ve direngli antibiyotikler) Sekil 10.‘da gosterilmistir.
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Tablo 7. P. aeruginosa 27853 ATCC susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlar1 ve
bakteri sayisi), BMD, VITEK 2 ve EUCAST onerisi ile beklenen duyarliliklarinin

karsilastirilmast

Flow sitometr
(2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD VITEK2 EUCAST
Antibiyotik EUCAST Bakteri . . beklenen
(mg/L) sayist Duyarhbk | MK MIiK )
_ Sonu¢ Sonuc¢ MIK
Ureme Kontrol 2026
8 365
Seftazidim S <sl g 1-4
16 328
8 395
Sefepim S 4 2 0,5-4
16 346 S S
8 430
Amikasin S <84 <52 1-4
16 366
16 312 <8 8
Piperasilin S 1-8
32 166 S S
4 418
Gentamisin S Z < <1 0,5-2
8 323 R S
16 420
Piperasilin/Tazobaktam” S <8 16 1-8
32 358 S S
2 434
Meropenem S 0.25 <02 0,25-1
8 366 S S
— 4 343 1 2 4
Imipenem 5 - S s s -
1 659
Aztreonam S g g 2-8
16 386
407
Levofloksasin s <05 ! 0,54
2 309 S S
05 343
Siprofloksasinksasin S 0.25 <025 0,25-1
1 419 S S
2 28
Kolistin s <2 <05 0,54
4 11 S S
4 408
Tobramisin S <2 <1 0,25-1
8 386 S S
8 1286
Ampisilin/Sulbaktam™ R 1‘;< . )
16 1125

R: Direngli S:Duyarli I:Artmig doza duyarli *: Piperasilin dozu **: Ampisilin dozu, -: VITEK 2 AST kartlarinda ve EUCAST
onerilerinde bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 11. P. aeruginosa 27853 ATCC susunun flow sitometrik yontem ile iireme kontrol
kuyucugunun kapilama igleminin dot blot grafik goriintiileri, gentamisin ve ampisilin/sulbaktam
duyarlilik overlay grafikleri (Kirmuzi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli
Kuyucuk) A: Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda
floresan boyalarla boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama islemi
yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi gériintiisii C:
Gentamisin 4pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonu¢: Duyarli D:
Ampisilin/Sulbaktam 8pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug¢: Direncli

Klinik ornekten izole edilen Pseudomonas aeruginosa susunun saptanan antibiyotik
duyarlilik sonuglar1 incelendiginde; flow sitometrik yontem ve otomatize
sistemlerden VITEK 2 sistemi ve BMD yontemi arasinda %46.1 uyum oldugu
goriilmistiir. Flow sitometrik yontem ile VITEK 2 sistemi ve. BMD yontemi
arasinda aymi 7 farkli antibiyotik (Seftazidim, Sefepim, Piperasilin,
Piperasilin/Tazobaktam, Meropenem, Imipenem ve Aztreonam) uyumsuz olarak

saptanmistir. Bu sus i¢in elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari Tablo 8.°de
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sunulmustur. Ayrica flow sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik testi i¢in
ornek grafikler (kontrol, kapilama, duyarli ve direngli antibiyotikler) Sekil 12.‘de

gosterilmistir.

Tablo 8. P. aeruginosa klinik susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlar1 ve bakteri
sayis1), BMD, VITEK 2 duyarlhiliklarinin karsilastirilmasi

Flow sitometri

(2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD VITEK 2
Antibiyotik EUCAST . . .
Bakteri sayis1 | Sonug MiK MiK
(mg/L)
Sonuc¢ Sonu¢
Ureme Kontrol 1751
8 718
Seftazidim S 16 64 <
16 570 R R
. 8 613 16 R2<
Sefepim S
4 16 504 R R
8 1611
Amikasin R 32 16
16 1730 R R
4 1742
Gentamisin R 8< 16 <
8 1687 R R
16 568
Piperasilin/Tazobaktam” S 64 128 <
32 676 R R
2 1035 16 16 <
Meropenem |
P 8 568 R R
Imipenem 4 916 | 16 16 <
8 659 R R
1 1544 16 < 16 <
Aztreonam |
16 662 R R
1 1311
Levofloksasin R 4< 8<
2 1235 R R
0,5 2219
Siprofloksasinksasin R 2< 4<
1 1906 R R
2 612
Kolistin s <2 <05
4 535 S S
4 1685
Tobramisin R 8< 16 <
8 1768 R R
Piperasilin 10 028 S 64 < 128 <
32 486 R R

R: Direngli S:Duyarli I:Artmus doza duyarli *: Piperasilin dozu, -: VITEK 2 AST kartlarinda bulunmayan
antibiyotikler
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Sekil 12. P. aeruginosa 27853 ATCC susunun flow sitometrik yontem ile tlireme kontrol
kuyucugunun kapilama igleminin dot blot grafik goriintiileri, gentamisin ve seftazidim duyarlilik
overlay grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A:
Klinik 6rnekten izole edilen Pseudomonas aeruginosa susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda
floresan boyalarla boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama iglemi, B: Kapilama islemi
yapilan hiicrelerin FL3-A(Pl-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisii C:
Gentamisin 8pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonu¢: Direngli D:
Seftazidim 8pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug¢: Duyarl

4.1.4. Acinetobacter baumannii suslarinin antibiyotik duyarhlik sonuglari
Acinetobacter baumannii susu (1 nolu) i¢in saptanan antibiyotik duyarlilik sonuglari
incelendiginde; flow sitometrik yontem ile VITEK 2 sistemi ve BMD yontemi
arasinda imipenem duyarliligi farkli saptanmistir. Diger antibiyotik duyarliliklar:
benzer oldugu goriilmiistiir. ilk sus icin BMD ydntemi ve VITEK 2 sisteminin uyum
oran1 %90.9°dir.

Iki nolu sus icin antibiyotik duyarlilik sonuglari incelendiginde; flow sitometrik

yontem ile otomatize sistemler arasinda imipenem, mMmeropenem  ve
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Trimetoprim/Siilfametoksazol duyarliligit hem VITEK 2 hem de BMD yontemi ile
uyumlu bulunmamistir. Kolistinin ise sadece VITEK 2 ile uyumlu olmadig:
saptanmustir. iki nolu sus i¢in VITEK 2 sistemi ile %72,7, BMD yéntemi ile %72.7
oraninda uyum saptanmistir. Bu suglarin i¢in elde edilen antibiyotik duyarlilik
sonuglart Tablo 9. ve Tablo 10.’da sunulmustur. Ayrica flow sitometrik yontemle
yapilan antibiyotik duyarlilik testi i¢in 6rnek grafikler (kontrol, kapilama, duyarh ve
direngli antibiyotikler) Sekil 13. ve Sekil 14.’te gosterilmistir.

Tablo 9. A. baumannii complex 1 nolu klinik susunun Flow sitometri (antibiyotik
dozlar1 ve bakteri sayis1), BMD, VITEK 2 duyarliliklarinin karsilastirilmasi

Flow sitometri
L (2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD | VITEK 2
Antrt EUCAST | Bakteri | | _
(mg/L) Sayisi ¢ | MIK MIK
= Sonug Sonu¢
Ureme Kontrol 4124
8 4585
Seftazidim R 32< 64 <
16 4638 R R
8 4508
Amikasin R 32< 64 <
16 4641 R R
4 4608
Gentamisin R 8< 8
8 4499 R R
4 4649
Netilmisin R 8< 32<
8 4640 R R
2 4641 16< 16 <
Meropenem R
P 8 2791 R R
imi 2 5585 | 16 16 <
mipenem
i 8 678 R R
0,5 4350
Levofloksasin R 4 < 8<
1 4580 R R
1 4638
Siprofloksasinksasin R 2< 4 <
2 4660 R R
2 408
Kolistin S <2 <05
4 651 S S
4 4594
Tobramisin R 8< 16 <
8 3941 R R
2 4552
Trimetoprim/Siilfametoksazol” R 4< 16 <
4 4567 R R

R: Direngli S:Duyarli I:Artmis doza duyarli *: Trimetoprim dozu
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Sekil 13. A. baumannii complex 1 nolu klinik susunun flow sitometrik yontem ile iireme kontrol
kuyucugunun kapilama isleminin dot blot grafik gériintiileri, amikasin ve imipenem duyarlilik overlay
grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A: Klinik
ornekten izole edilen Acinetobacter baumannii 1 nolu Klinik susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H)
kanalinda floresan boyalarla boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama
islemi yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi
gortintiisit C: Amikasin 16pg/ml duyarlilk durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug:
Direngli D: Imipenem 8ug/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug: Artmis
doza duyarl
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Tablo 10. A. baumannii complex 2 nolu klinik susunun Flow sitometri (antibiyotik
dozlar1 ve bakteri sayis1), BMD, VITEK 2 duyarliliklarinin karsilastirilmasi

Flow sitometri BMD VITEK
o (2 saat inkiibasyon sonrasi) 2
Antibiyotik EUCAST |  Bakteri | MiK MiK
(mg/L) Sayisi ¢ Sonug Sonug
Ureme Kontrol 6439
8 6501
Seftazidim R 32< 64 <
16 5904 R R
8 6525
Amikasin R 32< 64 <
16 4186 R R
4 7008
Gentamisin R 8< 8
8 6027 R R
4 6301
Netilmisin R 8< 32<
8 6635 R R
M 2 4214 | 16 16 <
eropenem
P 8 2447 R R
Imipenem 2 5193 | 16 < 16 <
. 8 662 R R
0,5 7025
Levofloksasin R 4< 8 <
1 6387 R R
1 5868
Siprofloksasinksasin R 2< 4 <
2 6036 R R
2 4743
Kolistin R 4 <05
4 2717 R S
4 5902
Tobramisin R 8< 16 <
8 6326 R R
2 5732
Trimetoprim/Siilfametoksazol” R 4 16 <
4 5338 l R

R: Direngli S:Duyarli I: Artmis doza duyarli *: Trimetoprim dozu
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Sekil 14. A. baumannii complex 2 nolu Kklinik susunun flow sitometrik yontem ile tireme kontrol
kuyucugunun kapilama isleminin dot blot grafik goriintiileri, gentamisin ve imipenem duyarlilik
overlay grafikleri (Kirmiz1 Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A:
Klinik 6rnekten izole edilen Acinetobacter baumannii(2) susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda
floresan boyalarla boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama islemi
yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisii C:
Gentamisin 8pg/ml duyarliik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonu¢: Direngli D:
Imipenem 8ug/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug: Artmis doza duyarl:

4.1.6. Staphylococcus aureus suslarimin antibiyotik duyarhlik sonuclari

Staphylococcus aureus 29213 ATCC susu igin saptanan antibiyotik duyarlilik
sonuglar1 incelendiginde; flow sitometrik yontem ile BMD yontemi ve VITEK 2
sistemi arasinda amikasin ve gentamisin duyarliligi diginda diger antibiyotiklerin
duyarlilik sonuglar1 benzer bulunmustur. Flow sitometrik yontem ile BMD yontemi
arasinda %88.8, VITEK 2 sistemi arasinda %88,2 oraninda uyum saptanmistir. Flow
sitometri ile tespit edilen antibiyotik duyarlikliklart EUCAST MIK deger araliklari
ile %88,2 uyumlu bulunmustur. Bu standart sus icin elde edilen antibiyotik duyarlilik
sonuclart Tablo 11.’de sunulmustur. Ayrica flow sitometrik yontemle yapilan
antibiyotik duyarlilik testi icin 6rnek grafikler (kontrol, kapilama, duyarli ve direngli

antibiyotikler) Sekil 15.’te gosterilmistir.
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Tablo 11. S. aureus 29213 ATCC susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlar1 ve
bakteri sayisi), BMD, VITEK 2 ve EUCAST onerisi ile beklenen duyarliliklarinin
karsilastirilmast

Flow sitometri BMD | VITEK2 EUCAST
Antibiyotik (2 saat mkubasyqn sonrasi)
EUCAST Bakteri Son . . beklenen
(mg/L) sayisi u¢ leInK leInK MiK
Ureme Kontrol 7345 onug onug
0,125 3664
Benzipenisilin S 0.5< 0,5< 0,25-2
0,250 2646 R R
Sefoksitin tarama 4 3080 Negatif Negatif Negatif Negatif
1 3447
Gentamisin R <1 <05 0,125-1
2 3359 S S
8 3604
Amikasin | <4 - 1-4
16 3019 S
1 2449
Levofloksasin s <05 0.25 0,06-0,5
2 2680 S S
1 2156
Siprofloksasin S <0.25 <05 0,125-0,5
2 2089 S S
0,25 2326
Moxifloksasin S <0,25 - 0,016-0,125
0,5 2483 S
- 2 2045 1 1
Vankomisin S 0,5-2
4 2091 S S
i _ 2 2861 <1 4
Teikoplanin S 0,25-1
P 4 2930 S R
2 3320
Linezolid S <2 2 1-4
4 2639 S S
1 1711
Daptomisin S <025 ! 0,125-1
2 1514 S R
1 2903
Eritromisin S <05 ! 0,25-1
2 3021 S S
05 3048
Tigesiklin S <025 | <012 0,03-0.25
1 3140 S S
2 3140
Trimetoprim/Siilfametoksazol” S <1 <10 <0,5
4 3103 S S
1 2809
Tetrasiklin s <1 <1 0,125-1
2 2178 S S
Fosfomisin 32 3157 S <§2 <88 0,5-4
0,25 2387
Klindamisin S <012 0.25 0,06-0,25
05 2288 S S
Ind“kleneg#; Emdamlsm 05 2374 Negatif | Negatif | Negatif -

R: Direngli S:Duyarli I:Artmis doza duyarli *: Trimetoprim dozu, -: VITEK 2 AST kartlarinda ve EUCAST dnerilerinde

bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 15. S. aureus 29213 ATCC susunun flow sitometrik yontem ile iireme kontrol kuyucugunun
kapilama igleminin dot blot grafik goriintiileri, penisilin ve daptomisin tarama duyarlilik overlay
grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A:
Staphylococcus aureus 29213 ATCC susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla
boyanmus hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama iglemi yapilan hiicrelerin FL3-
A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisi C: Penisilin 0,125pg/ml
duyarlillk durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonu¢: Direngli D: Daptomisin 1ug/ml
duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug¢: Duyarli

Klinik 6rnekten izole edilen Staphlylococcus aureus susunun antibiyotik duyarlilik
sonuglara gére BMD yontemi ve VITEK 2 sistemine gore metisilin direncli iken,
flow sitometrik yontemde metisilin duyarli olarak saptanmistir. BMD ydntemi ve
VITEK 2 indiiklenebilir klindamisin direncini pozitif olarak belirlerken flow
sitometrik yontemde negatif olarak belirlenmistir. Flow sitometrik yontem ile BMD
yontemi arasinda % 88,8. VITEK 2 sistemi ile ise %80 oraninda uyum saptanmistir.
Bu sus icin elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglari Tablo 12.’de sunulmustur.
Ayrica flow sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik testi i¢in Ornek
grafikler (kontrol, kapilama, duyarli ve direngli antibiyotikler) Sekil 16.’da

gosterilmistir.
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Tablo 12. S. aureus Klinik susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlari ve bakteri
sayis1), BMD, VITEK 2 duyarlhliklarinin karsilastirilmasi

Flow sitometri
(2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD | VITEK2
Antibiyotik EUCAST ) ' '
(mg/L) Bakteri sayisi Sonu¢ | MK MiK
Sonug¢ Sonug¢
Ureme Kontrol 4424
0,125 2344
Benzipenisilin R 0.12< 0,5<R
0,250 1734 R
Sefoksitin tarama 4 1501 Negatif | Pozitif Pozitif
1 1441
Gentamisin S <1 <0,5
2 1298 S S
8 1584
Amikasin S <4 B
16 1545 S
1 1432
Levofloksasin S <0,5 0,25
2 1055 S S
1 1485
Siprofloksasin S <0,25 <0,5
2 1298 S S
0,25 1785
Moxifloksasin S <0,25 <0,25
0,5 1349 S S
- 2 788 1 1
Vankomisin S
4 803 S S
2 781
Teikoplanin S <1 S
4 896 S
2 1085
Linezolid S <2 2
4 886 S S
isi ! 614 <025 | <1
Daptomisin S .
P 2 448 S S
1 2270
Eritromisin R 2< 8<
2 1005 R R
igesikli 05 930 <0,25 <012
Tigesiklin S ) )
’ 1 956 S S
2 1551
Trimetoprim/Siilfametoksazol” S <19 <10
4 1175 S S
1 2704
Tetrasiklin R 2< 16 <
2 2179 R R
Fosfomisin 32 1121 S <§2 -
0,25 739
Klindamisin S <0,12 0,25
0,5 746 S S
Indiiklenebilir Klindamisin Direnci 0,5 1085 Negatif | Pozitif Pozitif

R: Direngli S:Duyarli I: Artmus doza duyarl *: Trimetoprim dozu, -: VITEK 2 AST kartlarinda bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 16. Klinik 6rnekten izole edilen S. aureus susunun flow sitometrik yontem ile tireme kontrol
kuyucugunun kapilama isleminin dot blot grafik goriintiileri, penisilin ve vankomisin tarama
duyarlilik overlay grafikleri (Kirmuzi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli
Kuyucuk) A: Klinik 6rnekten izole edilen Staphylococcus aureus susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H)
kanalinda floresan boyalarla boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama
islemi yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi
gortintiisit C: Penisilin 0,125pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug:
Direngli D: Vankomisin 2pg/ml duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug: Duyarli

4.1.5 Enterococcus spp. suslarinin antibiyotik duyarhlk sonuglari

Enterococcus faecalis 29212 ATCC susu ig¢in saptanan antibiyotik duyarlilik
sonuglar1 incelendiginde; flow sitometrik yontem ile VITEK 2 sistemi ve BMD
yontemi arasinda %100 uyum oldugu saptanmistir. Bu susun beklenen tiim
antibiyotik duyarliklik paternleri EUCAST kriterleri ile %100 uyumlu bulunmustur.
Bu standart sug icin elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglart Tablo 11.’de
sunulmustur. Ayrica flow sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik testi i¢in
ornek grafikler (kontrol, kapilama, duyarli ve direngli antibiyotikler) Sekil 17.’de

gosterilmistir.
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Tablo 13. E. faecalis 29212 ATCC susunun Flow sitometri (antibiyotik dozlar1 ve
bakteri sayisi), BMD, VITEK 2 ve EUCAST onerisi ile beklenen duyarliliklarinin
karsilastirilmast

Flow sitometri
(2 saat inkiibasyon sonrasi) BMD | VITEK 2
P EUCAST
Antibiyotik EUCAST |  Bakteri Somu , , beklenen
(mg/L) sayis1 ¢ MIK MIK MiK
Sonug¢ Sonug¢
Ureme kontrol - 10000 -
4 607
Ampisilin s <1 <2 05-2
8 790 S S
. 4 725 <8
Amoksisilin/Klavulanik asit S S -
8 858 S
Gentamisin Tarama 500 771 Negatif Negatif | Negatif -
_ 4 1777 <1
Levofloksasin S - 0,5-1
8 1159 S
. 4 636 2 2
Vankomisin S s s 1-4
8 747
4 822
Linezolid S A 2 1-4
8 695 S S
2 686
Teikoplanin S <51 = 2’5 0,25-1
4 665
2 495
imipenem S < 2 - 0,5-2
4 652 S
0,25 2457
Trimetoprim/Siilfametoksazol™ S < %25 <Sl 0 <0,5
2 1706
0,25 926
Tigesiklin S <025 | <012 | 4430125
05 864 S S
4 985
Siprofloksasin S <OS’25 < g’S 0,25-2
8 956

R: Direngli S:Duyarli I:Artmis doza duyarli *:Amoksisilin dozu **: Trimetoprim dozu, -: VITEK 2 AST kartlarinda ve
EUCAST o6nerilerinde bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 17. E. faecalis ATCC 29212 susunun flow sitometrik yontem ile iireme kontrol kuyucugunun
kapilama isleminin dot blot grafik goriintiileri, vankomisin ve gentamisin tarama duyarlilik overlay
grafikleri (Kirmizi Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A:
Enterococcus faecalis 29212 ATCC susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla
boyanmis hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama islemi yapilan hiicrelerin FL3-
A(PI-A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisit C: Vankomisin 4pg/ml
duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gésterilmesi. Sonug¢: Duyarli D: Gentamisin Tarama(yiiksek
glizey aminiglikozid direnci) duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonuc¢: Negatif

VRE pozitif Enterococcus faecalis susu i¢in saptanan antibiyotik duyarlilik sonuglari
incelendiginde; flow sitometrik yontem ve otomatize sistemlerden BMD yontemi
arasinda %77.7, VITEK 2 sistemi arasinda %100 uyum oldugu goriilmiistiir. BMD
sisteminde duyarli bulunan imipenem ve amoksisilin/klavulanik asit flow sitometrik

yontem ile direngli bulunmustur.

VRE pozitif Enterococcus faecium susu ise flow sitometrik yontem ile test edilen
antibiyotiklerin tiimiine direngli saptanmustir. Bakterinin  kontrol kuyucugunda
yeterli sayiya ulasamadigi gorilmistir. VRE pozitif suslar i¢in elde edilen

antibiyotik duyarlilik sonuglart Tablo 14. ve Tablo 15.’te sunulmustur. Ayrica flow
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sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik testi i¢in ornek grafikler (kontrol,

kapilama, duyarli ve direngli antibiyotikler) Sekil 18. ve Sekil 19.’da gosterilmistir.

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 ve klinik drnekten izole edilen iki susta da
at kanli miiller hinton besiyeri igeren  kontrol kuyucugunda yeterli sayiya
ulasamadig1 goriilmiis olup, flow sitometrik yontem antibiyotik duyarlilik sonuglari

belirlenememistir.

Tablo 14. E. faecalis klinik 6rnekten izole edilen vankomisin direng¢li susunun Flow

sitometri (antibiyotik dozlart ve bakteri sayis1), BMD, VITEK duyarliliklarinin

karsilastirilmast
Flow sitometri BMD | VITEK 2
Antibiyotik (2 saat inkiibasyon so_nras1)
EUCAST Bakteri Sonu . .
(mg/L) Sayisi ¢ | MIK MIK
Ureme Kontrol 6278 Sonug Sonug
4 4201 8 < 32 <
Ampisilin R
P 8 7923 R R
o . = 4 4121 <2
Amoksisilin/Klavulanik asit R R
8 3891 S
Gentamisin Tarama 500 3560 Pozitif | Pozitif Pozitif
4 3243
Levofloksasin R 4< -
8 2483 R
4 5070
Vankomisin R 32< 82<
8 3316 R R
4 1336
Linezolid S 2 2
8 1255 S S
. . 2 3022 18 < 32<
Teikoplanin R
P 4 2535 R R
. 2 6246 <2
Imipenem R S -
4 6767
0,25 7958
Trimetoprim/Siilfametoksazol ™ R 38 < 80
2 7452 R R
0,25 1309
Tigesiklin s | <02 | <02
05 1504 S S
) ) 4 3373 2 < 8 <
Siprofloksasin R
P 8 4446 R R

R: Direngli S:Duyarli I:Artmus doza duyarli *:Amoksisilin dozu

kartlarinda bulunmayan antibiyotikler

71

**: Trimetoprim dozu, -1 VITEK 2 AST




A01 Urerme Kontrol Kuyucuu A01 Urerme Kontrol Kuyucufu
A Gate: [Mo Gating] B Ciate: P
P1 .- Q22-UI Q22-UR
1,9% 0,0% 0,8%
w3, “H
— ™ a
2 =
oy o ey
-1 i
222-LL
Tl w? w3 Wt w5 B LT3l LE L3 e A A LT3
Syto 9-H Syito @-4
ADT Vankomisin 4pg Duyarlilik A01 Linezolid 4pg Duyarlilk
Gate: P1 Gate: P1
C D
= 4 = |
= =2 |
E] IS -
= S
= =
Y
[N
o= — I = — - T
I e B ot 5 B T 1gm_3 m T |||T T |||rT15 T |||n’l'l“l'l'l'l'rrrrl_t!j T2
Syto Q-4 Syto Q-4

Sekil 18. VRE pozitif E. faecalis susunun flow sitometrik yontem ile iireme kontrol kuyucugunun
kapilama isleminin dot blot grafik goérintiileri, vankomisin ve linezolid tarama duyarlilik overlay
grafikleri (Kirmiz1 Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A: VRE pozitif
Enterococcus faecalis susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla boyanmig
hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama islemi yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-
A)/FL1-A(Syto9-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisii C: Vankomisin 4pg/ml duyarlilik
durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug¢: Direngli D: Linezolid 4pg/ml duyarlilik durmunun

overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug¢: Duyarlt
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Tablo 15. E. faecium klinik 6rnekten izole edilen vankomisin direng¢li susunun Flow
sitometri (antibiyotik dozlar1 ve bakteri sayisi), BMD, VITEK 2 duyarliliklarinin
karsilastirilmast

Flow sitometri BMD | VITEK 2
Antibiyotik (2 saat inkiibasyon so_nras1)
EUCAST Bakteri Sonu . .
(mg/L) sayis1 ¢ | MIK MIK
Ureme Kontrol 2690 Sonug | Sonug
. 4 2204 8< 32<
Ampisilin R
P 8 2030 R R
. o 4 2342 <2
Amoksisilin/Klavulanik asit R R
8 2327 S
Gentamisin Tarama 2186 Pozitif | Pozitif Pozitif
4 2248
Levofloksasin R 4< -
8 1921 R
4 1866
Vankomisin R 382< 382<
8 1865 R R
4 1754
Linezolid R | <1 4
8 1279 S S
. _ 2 1665 16 < 32<
Teikoplanin R
P 4 1952 R R
o 2 2844 <2
Imipenem R -
4 2331 S
0,25 4300
Trimetoprim/Siilfametoksazol™ R 38 < 40
2 4194 R S
0,25 1798
Tigesiklin R |<0% | <012
0,5 1359 S S
) ) 4 2601 2< 8 <
Siprofloksasin R
P 8 2498 R R

R: Direngli S:Duyarli I:Artmis doza duyarli *:Amoksisilin dozu **: Trimetoprim dozu, -: VITEK 2 AST

kartlarinda bulunmayan antibiyotikler
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Sekil 19. VRE pozitif E. faecium susunun flow sitometrik yontem ile iireme Kontrol kuyucugunun
kapilama igleminin dot blot grafik goriintiileri, vankomisin ve gentamisin tarama duyarlilik overlay
grafikleri (Kirmiz1 Pik: Ureme Kontrol Kuyucugu, Yesil Pik: Antibiyotikli Kuyucuk) A: VRE pozitif
Enterococcus faecium susunun SSC-H/FL1-H(Syto 9-H) kanalinda floresan boyalarla boyanmis
hiicrelerin dot blot grafiginde kapilama islemi, B: Kapilama islemi yapilan hiicrelerin FL3-A(PI-
A)/FL1-A(Syt09-A) kanalinda hiicrelerin dot blot grafigi goriintiisii C: Vankomisin 8ug/ml duyarlilik
durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi. Sonug: Direngli D: Gentamisin Tarama(yliksek giizey
aminiglikozid direnci) duyarlilik durmunun overlay grafigi ile gosterilmesi Sonug: Pozitif
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda antibiyotiklere direngli bakteriler 6nemli bir halk sagligi problemi
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bakterilerin direng gelistirmesinde uygunsuz
antibiyotik kullaniminin 6nemli bir paya sahip oldugu bir¢ok farkli ¢alismada
gosterilmistir (Hatipoglu ve ark. 2018). Yogun bakim {initeleri, palyatif bakim
tiniteleri gibi yerlerde antibiyotik kullanim1 artmakta ve burada ortaya ¢ikan direngli
bakteriler, hastanelerde salginlara neden olabilmektedir (Falagas and Kasiakou).
Flow sitometrinin mikrobiyolojide kullanim1 30 y1l 6ncesine dayanmaktadir. Ancak
son yillarda calismalar yogunlagsmis ve Onemli gelismeler yasanmistir. Bu tez
calismasinda, sik karsilasilan enfeksiyon etkeni bazi bakterilerin flow sitometri ile
antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasi amacglanmigtir. Bu sayede bakterilerin
antibiyotik duyarliliklarinin saptanma siiresinin 12-14 saat kisaltilmasi, kat1 besiyeri
plaginda iredigi giin ile aymi giin igerisinde sonug¢ verilmesi ve antibiyotik

tedavisinin erken yonlendirilmesinin saglanmasi hedeflenmistir.

Steen ve ark, 1980°li yillarin baslarinda B-laktam antibiyotiklerin E. coli tizerindeki
etkisini aragtirmiglardir (Steen et al 1982). Davies ve Hixson 1990’11 yillarin sonunda
enterokoklar tizerinde vankomisin direncini arastirmislardir (Davies and Hixson
1998). Flow sitometri kullanilarak yapilan antibiyotik duyarlilik ¢alismalar1 2000°li
yillarda hiz kazanmistir. Yeni floresan boyalarin kullanilmaya baglanmasi ve flow
sitometri cihazlarinda kullanilan lazer teknolojisinin geligsmesi ile antimikrobiyal
duyarhilik ¢aligmalarina ilgi artmistir. Yeni floresan boyalardan bir tanesi olan PlI;
canlt hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alinmayan bir boya oldugundan, antimikrobiyal
ajanlar veya diger bilesikler tarafindan {iretilen canlihk kaybimin o6l¢iimi
miimkiindiir. Diger bir ifade ile PI boyasi, 6lii ve hasarli hiicreleri boyamaktadir.
Gant ve ark, PI' nin alimiyla E. coli’nin gentamisin, ampisilin, sefotaksim ve

siprofloksasin gibi ¢esitli antibiyotiklerin dis hiicre zarinin biitlinliigii lizerindeki
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etkisini incelemislerdir (Gant et al. 1993). Bu yontem ile antibiyotiklerin E. coli' nin
dis hiicre zarmin biitinligi lizerindeki etkileri incelenmistir. Flow sitometrik
calismalarda sik kullanilan boyalardan biri de Syto 9 boyasidir. Syto 9, hem
DNA’lar1 hem de RNA’lar1 boyama 6zelligine sahip olup, Syto 9 boyasi hem o6lii
hiicreleri hemde canli hiicreleri boyamaktadir. Bu nedenle flow sitometrik yontemle
yapilan antimikrobiyal duyarlilik ¢alismalarinda tek basina kullanilmamaktadir. Flow
sitometrik yontemle yapilan antimikrobiyal duyarlilik ¢aligmalarinda Syto 9 boyasi
ve PI boyasi bircok calismada 6lii/canli/hasarli hiicre belirlemek amaciyla beraber
kullanilmaktadir. iki boyanin bir araya getirildigi kullanima hazir ticari bir iiriin
(LIVE/DEAD BacLight, Beckton Dickinson, A.B.D) bir¢ok ¢alismada kullanilmistir.
Bu ¢alismada s6z konusu hazir ticari irlin yerine Syto 9 ve PI boyalar1 ayri ayri
kullanilmistir. Literatiirde flow sitometri ile yapilan az sayidaki ¢calismada DiBAC4
ve fluorescein diacetate boyalart kullanilmistir. Flow sitometri sayesinde floresan
boyalar kullanarak sadece oOlii/canli oldugu hakkinda bilgi sahibi olma imkaninin

yani sira bakterilerin sekilleri ve biiytikliikleri ile de bilgi sahibi olunabilmektedir.

Antibiyotiklerin bakterilere etkisini gozlemleyebilmek igin veya hiicreler iizerinde
bir etki yaratmasi i¢in, hiicrelerin bir logaritmik fazinda olmalar1 gerekmektedir.
Bakterilerin logaritmik fazina 1-2 saat inkiibasyon sonrasinda gectigi bircok farkl
calismada belirtilmistir (Oliveira et al. 2017, Nuding and Zabel 2013). Literatiirde
bazi caligmalarda zengin besiyeri kullanildiginda inkiibasyon siiresinin 15-20
dakikaya kisalabildigi gosterilmistir (Broeren et al. 2013, Jindal et al. 2019). Bu
calismada, literatiirde mevcut ¢alismalarda siklikla kullanilmis olan siire, bizim de
optimizasyon calismalarimiz neticesinde bakteri siispansiyonlar1 antibiyotikli
mikroplakta 2 saat inkiibe edilerek flow sitometrik analiz asamasina gecilmistir
(Pina-Vaz et al. 2016, Mulroney et al. 2017). Literatiirde bakteri siispansiyonlari
antibiyotikli mikroplakta inkiibasyonu oncesi sivi besiyerinde 35 +2 °C’de 40-60
dakika 6n inkiibasyon asamasinin yer aldig1 ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (
Kilig ve ark. 2016, Nuding and Zabel 2013). Bu tez c¢alismasinda da literatiirdeki
calismalarin  biiylikk bir kisminda oldugu gibi 6n inkiibasyon prosediirii

kullanilmamustir.
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Bu caligmada flow sitometrik yontem ile antibiyotik duyarliliklari aragtirilan bazi
bakterilerin (6zellikle gram pozitif bakteriler ve P. aeruginosa) 2 saatlik inkiibasyon
stiresinde yeterince liremedigi saptanmustir. Standart suslardan P. aeruginosa 27853
ATCC ve S. pneumoniae ATCC haricinde 2 saatlik inkiibasyon siiresinde yeterli
tiremeler saptanmistir. Bununla beraber flow sitometrik yontem ile antibiyotik
duyarliliklarina bakilan suslardan epidemiyolojik ©6nemi olan direngli klinik
izolatlarin (KPC, NDM-1, OXA-48 Pozitif K. pneumoniae, MRSA ve VRE pozitif
Enterococcus spp. gibi) 2 saatlik inkiibasyon siiresinde standart suglara gore daha az
sayida saptanmistir. Ancak klinik izolatlarda yetersiz iiremelerin daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Calismamizda yapilan optimizasyon asamalarinda standart suslar
kullanilmistir. Bundan dolay1 6zellikle klinik izolatlarda optimize edilen prosediir
kullanilarak flow sitometrik yontem ile antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde
hatalar olusabilecegi goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda her bakteri tiirli igin
inkiibasyon siirelerinin onemi ortaya ¢ikmis olup, daha sonraki ¢alismalarda her
bakteri tiirii i¢in optimum inkiibasyon siireleri belirlenmelidir. Bu inkiibasyon
siireleri belirlenirken flow sitometri yontemi kazandirdigi hizli sonu¢ verme

avantajini ortadan kaldirmamalidir.

Klasik yéntem olan BMD yontemi ile antibiyotiklerin MIK degerleri
belirlenebilmektedir. Ancak BMD yontemi, referans yontem olsa da gozle
degerlendirilen, en az 16-18 saat inkiibasyon gerektiren ve heterojen direncin
belirlenemedigi bir yontemdir. Ayrica bazi yaymlarda BMD yonteminin rolatif
olarak MIK degerinin yiiksek belirlenmesine yol agtig1 belirtilmistir (Pina-Vaz et al.
2016, Mulroney et al. 2017). Karbepenem direngli Enterobacteriaceae giiniimiizde
onemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Karbapenem direncinin hizli tespiti
icin literatiirde bir¢cok caligma bulunmaktadir. Flow sitometri yontemi de bu
yontemlerden biridir. Flow sitometrik yontem, tiipteki/kuyucuktaki tiim bakteri
hiicrelerinin diren¢ fenotipini Olger ve karbapenem direngli Enterobacteriaceaenin
fenotipik olarak heterojen dagilimini da gosterir. Mulroney ve ark. flow sitometri ile
yaptiklart karbapenem direncini saptama caligmalarinda standart yontem olan broth
mikrodiliisyon ile kuvvetli korelasyon saptamislardir (Mulroney et al. 2017). Silva ve

ark, farkli karbepenem direng genleri igeren 30 Enterobacteriaceae susu iizerinde
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yaptiklar1 ¢aligmada karbapenem direng tiiriinii tespit etmeyi amaclamislardir.
Kombine disk yontemine benzer sekilde farkli miktarlarda APBA, EDTA,
kloksasilin, temocilin iceren tiipler ile meropenem 2 ve 8 pg/ml dozlar1 ¢alismada
kullanilmistir. Caligmalarinda sadece meropenem ile test edilenlere karsilik inhibitor
madde igeren 6rneklerin farkli sonuglar verdigini ve karbapenem direng fenotipinin
belirlenmesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bu sayede enfeksiyonlarin
yayilmasinin 6niine gegilebilecegi diistiniilmiistiir (Silva et al. 2016). Bu ¢alismada
molekiiler yontem ile karbapenem direng genleri gésterilmis olan ve flow sitometrik
yontem ile analiz edilen 3 K. pneumoniae izolatinin 3’ii de ertapenem direngli,
meropeneme 1 sus direngli, bir sus artmis doza duyarli, bir sus duyarli, imipeneme 2
sus artmis doza duyarli, bir sus duyarl olarak bulunmustur. Goriildiigii kadar ile
ertapenem, flow sitometrik yontem ile karbapenem direncinin hizlica tespitinde daha
duyarli bulunmustur. Ancak sadece bu konuya odaklanan ve ¢ok daha fazla sayida

izolatin test edildigi calismalara ihtiya¢ vardir.

Karbapenem direnci giiniimiizde daha popiiler olmasina ragmen GSBL pozitif
Enterobacteriaceae ailesi 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir.
Ramos ve ark. flow sitometri ile DIBAC4 boyasi kullanarak GSBL pozitif suslar
lizerine yaptiklar1 ¢alismada 3. kusak bir sefalosporine direngli bakteri susunun
sefotaksim veya seftazidimin yanina klavulanik asit ekleyerek calismislardir. Bu
calismada sadece sefalosporin olan tiip ile sefalosporintbeta laktamaz inhibitorii
igeren tiipili karsilagtirarak GSBL pozitif suslar1 saptayabildiklerini belirtmislerdir. Bu
yontemin 3 ila 20 (en gec¢) saat arasinda sonug¢ verebilecegini belirtmislerdir. Bu
calismada flow sitometrik yontem ile GSBL pozitif standart K. pneumoniae susu
VITEK 2 sistemi ile uyumlu olarak GSBL pozitifligi saptanabilmistir. GSBL pozitif
E. coli klinik izolatinda ise flow sitometrik yontem ile VITEK 2 sisteminin aksine
GSBL negatif sonu¢ alinmistir. Bu iki izolat ile elde edilen sonuglarda net bir
¢ikarim yapmak miimkiin degildir. Bu nedenle flow sitometrik yontem ile GSBL

pozitifliginin arastirildigi calismalara ihtiyag vardir.

Bu calismada BMD ve VITEK 2 sisteminde yapilan antibiyotik duyarlilik

caligmalarinin sonuglar1 her izolat ile ilgili tabloda sunulmustur. Bu iki sistemin
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kendi arasindaki uyum/uyumsuzluk durumu, bu c¢aligmanin amact disinda

kaldigindan bu konuda detayli degerlendirme yapilmamustir.

Flow sitometrik yontem ile gram pozitif bakterilerin antibiyotik duyarliliklarini
belirleme konusunda literatiirde sadece birka¢ yaymn bulunabilmistir. (Nuding and
Zabel 2013,
https://patents.google.com/patent/US9290790B2/en?0q=(US+Patent+n%E2%97%A
6+9%2c290%2c790+B2). (Erisim Tarihi: 18 Ekim 2019). Flow sitometrik yontem,
gram pozitif bakterilerin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde gram negatif

bakterilerde oldugu kadar basarili degildir. Bu tez ¢alismasinda E. faecalis ATCC
29212 ve S. aureus ATCC 29213 suslart disinda diger yontemlerle yiliksek oranda
uyum olmadig1 saptanmistir. Flow sitometrik yontemin gram pozitif bakteriler i¢in
optimizasyon g¢aligsmalarinda bu iki standart sus kulanilmigtir. Ancak S. pneumoniae
suslarinin  optimize edilen inkiibasyon siiresinde yeterince tiremedigi goriilmiis
oldugundan antibiyotik duyarlilik sonuglar1 belirlenememistir. Ayrica klinik 6rnekten
izole edilen metisilin direngli S. aureus susunun metisiline direngli oldugu optimize
ettigimiz yontem ile tespit edilememistir. Metisilin direnci disinda diger
antibiyotiklere uyum orani yiiksektir. Literatiirde stafilokoklarda metisilin direncinin
flow sitometrik yontem ile arastirildig: iki ¢alismaya ulagilmistir. Bunlardan birinde
hiicresel depolarizasyonu gosteren DiBAC4 floresan boyasi ve Protein A‘ya spesifik
antikor kullanilmistir. Bu ¢alismada, 24 tane klinik MRSA izolatindan 22 tanesinde
metisilin direncinin basarili sekilde gosterildigi rapor edilmistir. Metisilin direnci
saptanamayan 2 MRSA susunda Protein A iiretiminin olmadigindan kaynaklandigini
belirtmiglerdir.(Nuding and Zabel 2013). Diger ¢alismada ise 2 ve 4 pg/ml oksasilin
ve fluorescein diacetate floresan boyasi kullanilarak stafilokoklarda metisilin
direncinin belirlenebildigi sOylenmistir. Ancak bu calisma patent raporu oldugundan
ka¢ izolattan kaginda metisilin direncinin saptanabildigi, diger bir deyisle basari
orant hakkinda veri bulunmamaktadir.
(https://patents.google.com/patent/US9290790B2/en?0q=(US+Patent+n%E2%97%A
6+9%2c290%2c790+B2). (Erisim Tarihi: 18 Ekim 2019). Ayrica oksasilin

kullanilmis olmasiin da bazi metisilin direncli stafilokok tiplerini saptayamadigi ve

bunun Onemli bir dezavantaj oldugu bilinmelidir. Gram pozitif bakterilerin
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antibiyotik duyarliliklarinin flow stiometrik yontem ile belirlenmesi konusunda daha
detayli ve kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Kat1 besiyerinde lireyen kolonilerden
sivl besiyerine pasaj alindiktan sonra antibiyotikli mikroplaga alinmadan 6nce bir
stire inkiibasyon asamasinin prosediire eklenmesi ve/veya antibiyotikli mikroplaktaki

inkiibasyon siiresinin uzatilmasi gibi modifikasyonlarin sonuca etkisi aragtirilmalidir.

Epidemiyolojik 6nemi olan direng profillerinden birisi olan VRE klinik izolatlar1 da
bu caligmada incelenmistir. BMD yonteminde VRE pozitif bulunan iki enterokok
(Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium) izolatinda vankomisin direnci flow
sitometrik yontem ve VITEK 2 sistemi ile dogru olarak saptanmistir. Flow sitometrik
yontem ile VRE saptanmasina yonelik literatiirde ¢ok az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan birinde vankomisin duyarli E. faecalis suslari ile
vankomisin direngli E. faecalis ATCC 51299 susu arastirllmistir. Calismalarinda
vankomisin direcli enterekok suslarina dogrudan baglanabilen Vancomycin@FL
Kitini kullanmiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda en ideal VRE saptama oraninin 1
ug/ml vankomisin dozunda oldugunu belirtmislerdir. Ancak bu vankomisin dozu,
EUCAST breakpoint noktasi (4 pg/ml) ile uyumsuzdur. Flow sitometrik yontemde
enterokok susu vankomisin direncli olsa bile 24 pg/ml vankomisin dozunda ve daha
yiiksek dozlarda duyarli suslarla benzer goriintii/sonu¢ aldiklarini raporlamislardir
(Jarzembowski et al. 2010). Bu tez ¢alismasinda VRE pozitif suslarin vankomisin
dozu artikca daha az ireyebildigi saptanmis olup, vankomisin direnci BMD ve

VITEK 2 ile uyumlu bulunmustur.

Bu calismada, her sus ve her antibiyotik konsantrasyonu flow sitometri cihazinda 3
defa okutularak tek tek analiz edilmistir. Literatiirde, bu ¢alismada oldugu gibi cesitli
bakterilerin ¢ok sayida antibiyotige karsi duyarliliginin test edildigi ¢alisma nadirdir.
Mevcut ¢aligmalar genellikle bir tiir bakteriye veya belli antibiyotik gruplarina
odaklanmistir. Kullanilan boyalar, inkiibasyon stireleri, flow sitometri cihaz ayarlar
ve analiz programi optimize edildikten sonra daha hizli ve seri bir sekilde analizler
yapilabilmektedir. Ancak tiim flow sitometri cihazlar1 ile bu tip mikrobiyolojik
analizler yapilamamaktadir. Ornegin genellikle hematolojik ve immiinolojik
hastaliklarin tamisinda  kullanilan cihazlar igin bakteriler kiiglik partikiiller

oldugundan bu cihazlarla mikrobiyolojik calismalarin yapilmasi zordur (Standart
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boncuklar kullanilarak yapilabilir). Diinyada mevcut flow sitometri cihazlarindan
bakteriler gibi kiigiik partikiilleri okuyabilen cihazlar bu ¢alismalara uygundur. Bu tip
Ozelliklere sahip az sayida cihaz bulunmakta olup, bunlar da genellikle endiistriyel

amach kullanilmaktadir.

Tim antibiyotikler goz Oniine alindiginda flow sitometrik yontemle yapilan
antibiyotik duyarlilik ¢alismalar1 ile BMD ve VITEK 2 sistemi arasinda; iki E. coli
susu icin  yiiksek diizeyde uyum (BMD %92.3, VITEK 2 %84,6), dort K.
pneumoniae susu i¢in yiiksek diizeyde uyum (BMD %88.7, VITEK 2 %81.8), iki P.
aeruginosa susu i¢in yiiksek diizeyde uyum (BMD %73, VITEK 2 %73), iki A.
baumannii complex susu i¢in yiiksek diizeyde uyum (BMD %81.8, VITEK 2 %81.8),
iki S. aureus susu i¢in yiiksek diizeyde uyum (BMD %86.1, VITEK 2 %81.2), ii¢
Enterococcus spp. susu igin yiiksek diizeyde uyum (BMD %81.8, VITEK 2 %88.8)
saptanmigtir. Bu ¢aligmada flow sitometrik yontem ile test edilen ve yeterli lireme
goriilen tiim suslarin antibiyotik duyarliliklar1 goz oniine alindiginda, denenen
toplam antibiyotik sayis1 364 olup BMD ile uyum 177/198 (%89.3), VITEK 2 ile
uyum 139/166 (%83.7) saptanmustir.

Bu c¢alismanin sonucunda, flow sitometri yOnteminin antibiyotik duyarlilik
calismalarinda kullanilabilecegi ve bu yontemin bircok avantaji oldugu tespit
edilmistir. En 6nemli avantaji olarak da antibiyotik duyarlilik testlerinin sonug verme
stiresini 12-14 saat kisaltmas1 ve ayni giin iginde sonug vermesidir. Bunun sonucunda
tedavi erken yonlendirildiginden; mortalite ve morbidite oranlarinin diismesi,
hastanede yatis siiresinin kisalmasi, hasta bakim maliyetlerinin diismesi, hekimlerin
is yiikiiniin azalmasi gibi yararlar saglanacaktir. Ozellikle epidemiyolojik &neme
sahip direng¢ paternlerinin (Karbapenem direnci, MRSA ve VRE gibi) hizli tespit
edilebilmesi 6nemli bir avantajdir. Bunun disinda canli, 6lii ve hasarli hiicrelerin
tespit edilmesi bu yontem ile miimkiin oldugundan heterojen diren¢ analizlerinde de
yararli olacaktir. Ayrica direkt 6rnekte bulunan bakteri varligini, sayisin1 ve bulunan
bakterinin saf olup olmadigini saptayabilme 6zelligi bulunmaktadir. Ancak mevcut
caligmalarda goriildiigii izere baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Yontemin heniiz
tiim laboratuvarlarda kullanilabilecek sekilde standardize edilmis olmamasi ve

tecriibeli personel gerektirmesi One ¢ikan dezavantajlart olarak sdylenebilir. Bu
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konuda calismalar yapildik¢a gelistirilecek uygun bilgisayar yazilim programlarinin
da destegi ile bu yontem, rutin kullanima girme potansiyeline sahiptir. Farkli marka
flow sitometri cihaz1 ve farkli floresan boyalar ile daha fazla sayida klinik bakteri

izolatinin test edilememis olmasi bu ¢alismanin kisitlayici yonleridir.

Sonug olarak;

Bu calismada oldugu gibi ¢ok sayida bakteri tiirii ve bunlarin giincel kilavuzlarda
Onerilen tiim antibiyotiklere karst duyarliliginin test edildigi ¢alismalar literatiirde
nadirdir. Flow sitometrik yontemle yapilan antibiyotik duyarlilik caligmalari ile
BMD ve VITEK 2 sistemi arasinda yliksek diizeyde uyum saptanmistir. Gram
negatif bakterilerde gram pozitif bakterilere gore flow sitometrik ve diger
yontemlerin uyumunun daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir. Flow sitometrik
yontem antibiyotik duyarlilik testlerinin sonug¢ verme siiresini 12-14 saat kisaltmakta
ve ayni giin igerisinde sonu¢ vermektedir. Hizli sonu¢ verme yoni o&zellikle
epidemiyolojik 6neme sahip direng paternlerinin (Karbapenem direnci, MRSA ve
VRE gibi) erken tespit edilebilmesi agisindan 6nemlidir. Ancak flow sitometri heniiz
tim mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilabilecek sekilde standardize
edilmemistir ve deneyimli personele ihtiya¢ vardir. Flow sitometri ile yapilacak
mikrobiyolojik c¢alismalarda, amaca uygun floresan boya ve metod secilmelidir.
Antibiyotik duyarliliklarmin flow stiometrik yontem ile belirlenmesi konusunda daha

detayl1 ve kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.
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