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TURKCE OZET

2016-2021 yillar1 arasinda Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve
Aragtrma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar Bagkanligi Bakteriyoloji
Laboratuvarina ¢esitli kliniklerden ve servislerden gonderilen 6rnekler izole edilerek
MALDI-TOF MS ile Stenotrophomonas maltophilia tanimlanmistir. Otomatize
sistemler ile antibiyotik duyarliligi ¢alisilan 6 tanesi trimetoprim+siilfametoksazol
direncli, 20 tane S. maltophilia susu ¢alismaya dahil edilmistir. Calismada suslarin;
trimetoprim+siilfametoksazol, levofloksasin, seftazidim antibiyotiklerine olan
duyarhliklart ve bu antibiyotikler arasindaki kombinasyonlar
(trimetoprim+sulfametoksazol/levofloksasin, trimetoprim+stilfametoksazol/sefta
zidim) in vitro olarak gradient difiizyon ve checkerboard yontemi sinerji testleri
kullanilarak yapilmaistir.

Calisilan S. maltophilia suslarmin trimetoprim+sulfametoksazol direnci iki
yontem (mikrodilisyon ve gradient difizyon yontemi) ile %30 uyumlu;
levofloksasin direnci mikrodiliisyon yonteminde %40, gradient difizyon yonteminde
%25; seftazidim direnci mikrodilisyon yonteminde %80, gradient difiizyon
yonteminde %65 olarak bulunmustur. Checkerboard yonteminde
trimetoprim+siilfametoksazol/levofloksasin kombinasyonu %5,
trimetoprim+siilfametoksazol/seftazidim kombinasyonu %40; gradient difizyon
yonteminde  trimetoprim+sulfametoksazol/levofloksasin ~ kombinasyonu %5,
trimetoprim+stlfametoksazol/seftazidim kombinasyonu %25 sinerjik bulunmustur. 1
sus trimetoprim+siilfametoksazol/seftazidim  kombinasyonunda antagonizma
gostermistir. Calisilan 20 sus igin her iki kombinasyon tek basma kullanimmdan
daha iistiin bulunmustur.

Trimetoprim+Silfametoksazol, levofloksasin ve seftazidim icin checkerboard
ve gradient difizyon yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadigindan duyarliliklarinin ve kombinasyonlarmin belirlenmesinde iki
yontemde tercih edilebilir. Degisen direng oranlar1 sebebiyle her kurum kendi
antimikrobiyal diren¢ oranlarmi takip etmeli, bulasin azaltilabilmesi igin risk
faktorleri ve gevresel rezervuarlara dikkat edilmelidir. S. maltophilia suslarinda daha
fazla standardizasyonun saglandigi yontemler ile kombinasyon testlerinin
calisilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Stenotrophomonas maltophilia, checkerboard yéntemi, gradient
diflizyon testi, trimetoprim/stilfametoksazol
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INGILIiZCE OZET

IN VITRO ACTIVITY of ANTIMICROBIAL COMBINATIONS of
Stenotrophomonas maltophilia STRAINS BY GRADIENT DIFFUSION and
CHECKERBOARD METHOD

Samples sent from various clinics and services to the Bacteriology Laboratory
of Bursa Uludag University Health Practice and Research Center Medical
Microbiology Laboratory Department between 2016-2021 were isolated and
Stenotrophomonas maltophilia was identified with MALDI-TOF MS. 20 S.
maltophilia strains, 6 of which were trimethoprim+sulfamethoxazole resistant, whose
antibiotic susceptibility was studied with automated systems, were included in the
study. In the study, the strains; Their susceptibility  to
trimethoprim+sulfamethoxazole, levofloxacin, and ceftazidime antibiotics and
combinations between these antibiotics
(trimethoprim+sulfamethoxazole/levofloxacin, trimethoprim+sulfamethoxazole/cefta
zidime) were made in vitro using gradient diffusion and checkerboard method
synergy tests.

Trimethoprim+sulfamethoxazole resistance of the studied S. maltophilia
strains was (microdilution and gradient diffusion method) 30% compatible in broth
methods; levofloxacin resistance is 40% in microdilution method, 25% in gradient
diffusion method; ceftazidime resistance was found to be 80% in the microdilution
method and 65% in the gradient diffusion method. In the checkerboard method,
trimethoprim+sulfamethoxazole/levofloxacin combination was 5%,
trimethoprim+sulfamethoxazole/ceftazidime combination was 40%; In the gradient
diffusion method, the combination of trimethoprim+sulfamethoxazole/levofloxacin
was 5%, and the combination of trimethoprim+sulfamethoxazole/ceftazidime was
25% synergistic. 1 strain showed antagonism in
trimethoprim+sulfamethoxazole/ceftazidime combination. For the 20 strains studied,
both combinations were superior to use alone.

Since there is no statistically significant difference between checkerboard and
gradient diffusion methods for trimethoprim+sulfamethoxazole, levofloxacin and
ceftazidime, two methods can be preferred to determine their sensitivities and
combinations. Due to the changing resistance rates, each institution should monitor
its own antimicrobial resistance rates, and attention should be paid to risk factors and
environmental reservoirs in order to reduce transmission. There is a need to study
combination tests with methods that provide more standardization in S. maltophilia
strains.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia, checkerboard method, gradient diffusion
method, trimethoprim/sulfamethoxazole
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1. GIRIS

Glinlimiizde nozokomiyal enfeksiyonlar, hastalarin yasam stirelerini etkileyen
en Onemli problemlerden biridir. Kullanima giren yeni ve genis spektrumlu
antibiyotikler ile sorunlar giderilmeye ¢alisilirken, yillar igerisinde gerekli gereksiz
her durumda kullanilmalarina bagh olarak mikroorganizmalarin bu antibiyotiklere
kars1 direng gelistirmesi ile antibiyotik direnci biiyiik bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Stenotrophomonas maltophilia, nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olan,
coklu ilaca direng gosteren, son yillarda giderek artan siklikta izole edilen bir
bakteridir (Carmody ve ark., 2011; Teo ve ark., 2006). Ozellikle yogun bakim
iinitelerin’de karbapenem gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin siklikla kullanim1 S.
maltophilia izolasyonunda artislara ve enfeksiyonlarda nozokomiyal, morbidite ve
mortalite artisna neden olmaktadir (Brooke, 2012; Celebi, Kavurt, &
Hacimustafaoglu, 2008; Denton, & Kerr, 1998). S. maltophilia enfeksiyonlarinin
tedavisinde siklikla kullanilan trimetoprim+siilfametoksazol’e karsi gelisen direng
sorunlar1 nedeniyle yeni tedavi yOntemlerinin gelistirilmesi zorunlu olmustur.
Trimetoprim+Siilfametoksazol’iin kullanilamadigi durumlarda veya daha etkin bir
tedavi i¢in monoterapi yerine kombine tedaviler ve farkli kombinasyon testleri
gelistirilmigtir. Testlerin sonuglarinin bolgeden bolgeye degisik oranlar vermesi,
belirli bir standardizasyon olmadig1 i¢in hangi antibiyotigin veya hangi kombinasyon

yonteminin daha efektif sonuglar verecegi ise tartisma konusudur.

Zelenitsky ve ark., yaptiklar1 ¢alismada S. maltophilia enfeksiyonlarinin
yonetiminde bircok kombinasyonun sinerjik etkili olabilecegi gosterilmistir. Orta
derecede duyarliliga sahip antibiyotiklerin kombinasyon halinde kullanildiklarinda
etkili oldugu ayrica test edilen antibiyotiklerden birine veya her ikisine direncli
oldugu durumlarda bile, tek ilaglarla karsilastirildiginda ilag kombinasyonlarinin
yiiksek diizeyde etkin oldugu bildirilmistir; test edilen tim antibiyotik
kombinasyonlarin monoterapiden daha aktif oldugu belirtilmistir (Zelenitsky ve ark.,
2005). Wei ve ark., caligmasinda bakterisidal aktivitenin sadece kombinasyon
tedavisi kullanildiginda elde edildigini bildirmistir (Wei ve ark., 2016).
Trimetoprim+Sulfametoksazol direnci yada advers ila¢ etkileri gozlenen hastalarda

florokinolonlarin tedavide tercih edilebilecegi bildirilmektedir ve levofloksasin en



etkili florokinolon olarak 6nerilmektedir (Di Bonaventura, Spedicato, D’Antonio,
Robuffo, & Piccolomini, 2004; Fedler, Biedenbach, & Jones, 2006; Hazirolan ve
ark., 2018; Wu, Yu, Hsu, & Wang, 2022). Yapilan ¢alismalar, levofloksasinin tek
bagmma S. maltophilia’nin biyofilm olusumunu konsantrasyona bagli bir sekilde
inhibe ettigini gostermektedir (Brooke, 2014). Seftazidim kombinasyonlarininda S.
maltophilia izolatlarmimn neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde yararli olabilecegi
belirtilmistir (Poulos ve ark.,, 1995). Yapilan c¢alismalarda S. maltophilia
enfeksiyonlarinda monoterapi yerine trimetoprim+sulfametoksazol ve seftazidim
iceren kombinasyonlarda dnerilmektedir (Ozseven ve ark., 2012; Zelenitsky ve ark.,
2005).

Glinlimiizde c¢oklu ila¢ direnci gosteren pek c¢ok mikroorganizmanin
tedavisinde = kombinasyon testlerinin  ¢alisilmast  tedavi  protokolllerinin
olusturulmasma  yardimc1  olmustur. Kombinasyon testlerinde kullanilan
checkerboard ve gradient diflizyon yontemleri arasinda %83-84 uyum oldugu
bildirilmektedir (Laishram ve ark., 2017; Nicodemo, Araujo, Ruiz, & Gales, 2004).

Bu calismada S. maltophilia enfeksiyonlarinda kombine tedavide
kullanilabilecek trimetoprim+sulfametoksazol, levofloksasin, seftazidim
antibiyotiklerinin ve kombinasyon testlerinin karsilastirilmasi ve elde edilecek

sonugclar ile etkin, alternatif antibiyotik tedavilerinin planlanmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia, son yillarda diinya ¢apinda giderek artan
siklikta ortaya ¢ikan firsatc, ¢oklu ilaca direncli (CID) bakteriyel bir patojendir
(Kardan-Yamchi ve ark., 2021; Pinot ve ark., 2011; Teo, Chan, Lam, & Chong,
2006). Yillar boyunca Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve
Karbapenem direncli Enterobacteriaceae gibi diger CID gram negatif
mikroorganizmalar tarafindan geri planda kalmig (Biagi ve ark., 2020b); S.
maltophilia nozokomiyal enfeksiyonlarda %68-98 gibi yiksek oranlarda gorilmeye
baglamig ve 6nemi son yillarda daha ¢ok artmustir (Aysev, & Giriz, 2000; CLSI
Supplement M100S; Diilger, Berktas, Bozkurt, Giidiiciioglu, & Misirligil, 2006;
Dilger, & Berktas, 2007; Tascilar, Habip, Ozekinci, & Kogoglu, 2020)

Cevrede kommensal bir patojen olarak bulunmakla beraber hastane
ortamlarinda 6zellikle immunsupresif hastalarda 6nemli bir patojen olarak kabul
edilmektedir (Adegoke, Stenstrom, & Okoh, 2017). Toplum kdkenli enfeksiyonlar da
bildirilmistir (Brooke, 2012; Juhasz, Pongracz, Ivan, & Kiristof, 2015; Ozkaya ve
ark., 2014; Travassos ve ark., 2004;).

2.1.1. Tarihcesi

Stenotrophomonas maltophilia, ilk olarak 1943 yilinda Ingiltere’de J. L.
Edwards tarafindan plevra sivisindan izole edilmis, Bacterium bookeri olarak
adlandirilmis ve deri kontaminanti olarak bildirilmistir. 1958 yilinda Hugh tarafindan
oral karsinomu olan bir hastanin orofaringeal siiriintii 6rneginden izole edilmis ve
1961 yilinda da Hugh ve Ryschenkow tarafindan Pseudomonas maltophilia olarak
adlandirilmistir (Denton, & Kerr, 1998; Looney, Narita, & Mihlemann, 2009; Pinot
ve ark., 2011). P. maltophilia, rRNA homolojisine gore yapilan siniflandirmada
onceleri Pseudomonas cinsi igerisinde 5. grupta yer almakta iken, yillar gectikce
ozellikle genetik alanindaki gelismeler ile Xanthomonas cinsine benzer oldugunu
gosterilmis ve Swings tarafindan tlrin Xanthomonas cinsine dahil edilmesi
onerilmistir (Andelkovi¢ ve ark., 2019; Diulger, & Berktas, 2007). Suslar X.

maltophilia olarak degerlendirilirken 1993’te Palleroni ve Bradbury tarafindan



organizmanin simiflandirilmasidaki belirsizlik kaldirilmig Stenotrophomonas cinsi
ve tek Uye olarak S. maltophilia onerilmistir (Palleroni, & Bradbury, 1993). 16S
rRNA c¢aligmalar1 ile S. maltophilia ve Xanthomonas cinsinin tyeleri arasindaki

ayrim dogrulanmistir (Denton, & Kerr, 1998).

2.1.2. Filogenetik Simiflandirilmasi
Stenotrophomonas cinsi filogenetik olarak Gammaproteobacteria grubunun

bir pargasi olarak smiflandirilir.  Stenotrophomonas cinsi, ilk  olarak
Stenotrophomonas maltophilia ile tanimlanmstir (Ryan ve ark., 2009).

e Alem: Bacteria

e BOlUm: Protobacteria

e Smif: Gammaprotobacteria

e Takim: Xanthomonodales

e Aile: Xanthomonadaceae

e Cins: Stenotrophomonas

Gundmiizde Stenotrophomonas cinsi, toplamda 16 tur icerir. Bunlar:
e Stenotrophomonas maltophilia (1943 yilinda tanimlanda.)
e Stenotrophomonas africana (1997 yilinda tanimlandi.)
e Stenotrophomonas nitritireducens (2000 yilinda tanimlanda.)
e Stenotrophomonas spp. D-1 (2002 yilinda tanimlandi.)
e Stenotrophomonas acidaminiphila (2002 yilinda tanimlandz.)
e Stenotrophomonas rhizophilia (2002 yilinda tanimland.)
e Stenotrophomonas dokdonensis (2006 yilinda tanimlandi.)
e Stenotrophomonas koreensis (2006 yilinda tanimlandi.)
e Stenotrophomonas humi (2007 yilinda tanimlandi.)
e Stenotrophomonas terrae (2007 yilinda tanimland.)
e Stenotrophomonas chelatiphaga (2009 yilinda tanimland:.)
e Stenotrophomonas ginsengisoli (2010 yilinda tanimlandi.)
e Stenotrophomonas daejeonensis (2011 yilinda tanimlandi.)

e Stenotrophomonas pavanii (2011 yilinda tanimlandz.)



e Stenotrophomonas tumulicola (2015 yilinda tanimlandi.)
e Stenotrophomonas spp. DDT-1 (2016 yilinda tanimlandi.) (Abbott, Slavin,
Turnidge, Thursky, & Worth, 2011; Wang, He, Shen, & Wu, 2018)

Stenotrophomonas cinsi iginde en sik goriilen tiir S. maltophilia’dir (Wang ve
ark., 2018). “’Stenos, Yunancada; dar; trophos, beslenen; monas, bir birim olarak
ifade edilmekte; Stenotrophomonas kisith madde ile beslenen tek hiicreli canli’’
anlamma gelmektedir (Denton, & Kerr, 1998). Maltozu okside etmesi ve asit
Uretmesi nedeniyle “maltophilia” adi verilmistir (Gajdacs, & Urban, 2019; Palleroni,
& Bradbury, 1993). insanlarda  enfeksiyonlara  sebep olan  tek
Stenotrophomonas turd, S. maltophilia’dir (Chawla, Vishwanath, & Gupta, 2014).

2.1.3. Morfolojik Ozellikleri

Stenotrophomonas maltophilia 0,5-1,5 pm boyutlarinda, sporsuz, gram
negatif bir basildir. Tek tek veya ciftler halinde bulunabilir. Polar flagellas: ile
hareketli bir bakteridir (Aysev, & Giiriz, 2000; Abbott ve ark., 2011; Adegoke ve
ark., 2017; Denton, & Kerr, 1998).

2.1.4. Ureme ve Klttr Ozellikleri

Stenotrophomonas maltophilia zorunlu aerobdur (Dulger, & Berktas, 2007).
Suslar triptikaz soya agar veya kanli agarda 37°C’de, 24 saat i¢inde belirgin koloni
olustururlar (Mahdi, 2014).

Stenotrophomonas maltophilia genel besiyerinde kolonileri kicik, S tipi, non
hemolitik kolonilerdir (Denton, & Kerr, 1998; Dilger, & Berktas, 2007; Mahdi,
2014). Laktozu fermente etmezler (non fermentatif) ve EMB agarda renksiz, seffaf

koloniler olustururlar (Azap, Timurkaynak, Arslan, & Karaman, 2004).

Stenotrophomonas maltophilia BGD-2 grubu mikroorganizmalar arasinda yer
alir (Mahdi, 2014).



2.1.5. Biyokimyasal Ozellikleri

Stenotrophomonas maltophilia’nin ireme ve biyokimyasal 6zellikleri Tablo
1’de sunulmustur. (Abbott ve ark., 2011; Adegoke ve ark., 2017; Denton, & Kerr,
1998; Diilger, & Berktas, 2007; Sadi¢ ve ark., 2019)

Tablo 1. S. maltophilia’nin iireme ve biyokimyasal 6zellikleri

Test Sonug Test Sonug

Oksidaz +/- Hidroliz;

Katalaz + Eskilin +

DNaz + Jelatin +

Lipaz + DNA¢ +

Esteraz + Nisasta =

Hyalurinidaz + Ure

indol - Ureme icin karbon

kaynaklarr;

MRa - Adonitol

VPP - Arabinoz

H,S° - beta-hidroksibutirat -

Sitrat +/- Selobiyoz +/-

Nitratin nitrite indirgenmesi +- Dulsitol

Lizin dekarboksilaz + Laktoz +

Ornitin dekarboksilaz - Glikoz +

B-Galaktosidaz +/- Fruktoz +/-

Fenil alanin deaminaz - Ksiloz +

Ureme; Galaktoz +/-

5°C - *Maltoz +

18°C + Mannitol -

37°C + Mannoz +/-
Hareketlilik; Ramnoz -

18°C + Salisin

37°C + Sorbitol

+: pozitif, -: negatif, +/-: degisken

a. MR: Metil kirmizist

b. VP: Voges-Proskauer

¢. H,S: Hidrojen sulfir

d. DNA: Deoksiribo niikleik asit

*: Maltozu okside eder ve asit Uretir dolayisiyla “maltophilia” adi verilir (Gajdacs, & Urban, 2019; Tase1lar ve ark., 2020).

Stenotrophomonas maltophilia oksidaz negatif olarak kabul edilmekle birlikte
(Isenberg, 2007), bazi c¢alismalarda oksidaz pozitif olarak kabul edilmektedir
(Carmody, Spilker, & LiPuma, 2011).

2.1.6. Virllans ve Predispozan Faktorler

Stenotrophomonas maltophilia genis spekrumlu bir¢ok antibiyotige karsi
dogal direnglidir (Pinot ve ark., 2011; Travassos ve ark., 2004). Genis spektrumlu
antibiyotiklerin 6zelliklede karbapenem grubu antibiyotiklerin yaygm kullanimi bu
etkenin goriilme oranlarini arttrmigtir (Baumrin, Piette, & Micheletti, 2017). S.
maltophilia enfeksiyonu goriilen olgularda ampirik antibiyotik kullanim oranlari

%090; karbapenem kullanim orani ise %41’lerde ifade edilmektedir (Aver ve ark.,
2010).



Stenotrophomonas maltophilia’nin en 6nemli viriilans faktorleri; hiicre disi
enzimlerinin yapigsma ve biyofilm yapabilme 6zelligidir (Pinot ve ark., 2011). S.
maltophilia ile iligkili enfeksiyonlarin patogenezinde DNaz, RNaz, fibrinolisin, lipaz,
hiyaliironidaz, proteaz ve elastaz gibi hiicre dig1 enzimlerin rol oynadigi saptanmustir.
Ozellikle proteaz ve elastaz tretimi, bakterinin invazyonunun, dokularin hasarlari ve
konak hiicre savunmasindan kagmada 6nemli bir rol oynamaktadir (Travassos ve
ark., 2004). Pili/fimbria yapilar1 bakterilerin yizeylerde kolonizasyonuna neden
olarak bakterinin virilansin1 arttirmaktadir (Adegoke ve ark., 2017). S.
maltophilia’nin diger bir viriilans faktord, alkalin serin proteazdwr. Bu viriilans

faktoru insan serum ve proteinlerini degrade eder (Kandemir, 2007).

Stenotrophomonas maltophilia biyofilm olusturma egilimindedir ve bu
Ozelligi ile cam, plastik gibi materyallere yapisabilir (Adegoke ve ark., 2017
Baumrin ve ark., 2017; Mahdi, 2014; Wang, Wang, Kudinha, Xiao, & Zhuo, 2016).
Bakteri bu yetenegi sayesinde konak hiicre savunma mekanizmasinin yol agacagi
fagositik aktiviteden kagar, diger konak¢i bagisiklik faktorlerine karsi direng
gelistirir, farkli antimikrobiyal ajanlara karsi dogal olarak korunarak antibiyotik
direncini destekler ve bakteriyel hareketlilik yoluyla yiizeylere yayilmay1 arttirarak
cevresel faktorlerde direng gelistirerek bakteriyel virlilansa oldukca fazla katkida
bulunur (Abbott ve ark., 2011; Adegoke ve ark., 2017; Kandemir, 2007). Bdylece
konakta kalicihigmi arttirir (Abbott ve ark., 2011; Pompilio, Savini, Fiscarelli,
Gherardi, & Di Bonaventura, 2020). Biyofilm olusturma yetenegi S. maltophilia
tedavilerinde basarisizliklarm en 6nemli nedenlerinden biridir (Pompilio ve ark.,
2020). Flagella ve fimbrianin varligi, pili ve dis zar lipopolisakkarit tabakasi dahil
olmak iizere bir¢ok viriilans faktoriiniin etkilesimi biyofilm olusumuna katkida

bulunmaktadir (Abbott ve ark., 2011; Kanderi ve ark., 2020).

2.1.7. Antibiyotik Direnci

Antibiyotik devrimi ile birlikte, antibiyotiklere karsi direng gelisimi de
baglamistir. 1930-1940°11 yillarda penisilinin  kullanima girmesiyle bakteriyel
hastaliklarin tedavisinde biiytlik bir ilerleme saglanmistir bu durum diinya ¢apinda

biiyiik bir sevince yol agmis olsada bu kisa siirmiistiir ve zamanla enfeksiyon etkeni



mikroorganizmalarin antibiyotiklere diren¢ kazanmasi ve bu direncin cografi
bolgelere gore degisiklik gosterebilmesi tedavilerde antibiyotik kullanimmin en
onemli zorluklarindan olmustur (Tirken, Yaztirk, Yilmaz, & Yilmaz Bozoglan,
2020). Bakterilerin antibiyotiklere kars1i direng gelistirmesi igin; bakterinin
antibiyotigi etkisiz hale getirebilecek enzim sentez etmesi, antibiyotigin etkili
olamayacagi yalanci hedefler sentez etmesi veya antibiyotige karsi gecirgenliklerini
degistirmeleri gerekmektedir. Tiim bunlarin kombinasyonlariyla CID bakteriler
meydana gelir. CID gosteren bakteriler arasinda basta S. maltophilia yer almaktadir
(Diilger, & Berktas, 2007; Juhdsz ve ark., 2015). S. maltophilia’ya karsi
kullanilabilecek sinirli sayida antibiyotik bulunmaktadir (Kandemir, 2007; Sader,
Duncan, Arends, Carvalhaes, & Castanheira, 2020). S. maltophilia’nin hastane
izolatlar1, ¢evresel izolatlarma gére daha direnclidir (Orak, Cilburunoglu, & Giiven,
2021) ve bu izolatlar YBU’de 6nemli bir sorun olusturmakta; mortalite oranlarini
arttirmaktadir (Bahgeci, Kostakoglu, Duran, Yildiz, & Dilek, 2021; Tirken ve ark.,
2020). S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde uzun yillardir kullanilan ve klinik
olarak etkili oldugu bilinen trimetoprim+silfametoksazol (SXT) ve florokinolon
antibiyotiklerine karsida gelisen direng nedenleriyle; tedavisi zor olan bu

mikroorganizma ic¢in alternatif tedavi arayislar1 hizlanmistir (Biagi ve ark., 2020b).

Hem intrensek, hem de edinilmis direng mekanizmalar1 nedeniyle S.
maltophilia’nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde, ideal tedavi secenekleri
konusunda goriis birligi veya belirli bir standardizasyonun olusmasinda zorluklar
yasanmaktadir (Sadig ve ark., 2019; Usta ve ark., 2015). S. maltophilia’nin CiD
durumu farkli cografik bolgelerde, ayni bolgedeki farkli hastanelerde ve hatta ayni
hastanede farkli zamanlarda tespit edilen suslarda degisiklik gosterebilmektedir
(Tasg1lar ve ark., 2020; Usta ve ark., 2015).

2.1.7.1. D1s Zar Gegirgenliginde Azalmaya Bagh Direng

Stenotrophomonas maltophilia, dis zarinda lipid A, ¢ekirdek oligosakkarit ve
O-antijen igeren lipopolisakkarit (LPS) icerir. Dig zar proteinlerinin ve LPS’in
ozellikleri yiizeylere yapismasi ve ardindan biyofilm gelisimini etkilemektedir
(Brooke, 2012). LPS yapisindaki degisiklikler, g¢esitli antimikrobiyal ajanlara karsi



direngteki degisikliklerle iligskilendirilmistir (Ryan ve ark., 2009). S. maltophilia
suslari, disa akis pompalarmin varlig1 ve/veya dis zar proteinlerindeki degisiklikler
nedeniyle siklikla minosiklin ve kloramfenikol’e direnglidir (Coyle, 2005). Rahmati-
Bahram ve ark., ¢calismalarinda S. maltophilia izolatlar1 ile yapilan bir in vitro testte
dig zar gecirgenliginin gentamisin antibiyotiginin duyarlilik sonucunuda etkiledigi

belirtilmektedir (Rahmati-Bahram, Magee, & Jackson, 1997).

2.1.7.2. Efluks (Akis) Sisteminin Yol Actig1 Direng

Stenotrophomonas maltophilia’da dnemli bir direng mekanizmasi olarak
bildirilen efluks sistemleri bir zar flizyon proteini, bir enerji bagimli transporter ve
dis zar proteinlerinden olusur. Bu sistemler basta florokinolon olmak Uzere
aminoglikozid ve beta-laktamlara direngte dnemli rol oynamaktadir (Kandemir,
2007; Nicodemo, & Paez, 2007). Alonso ve Martinez, tarafindan tanimlanan S.
maltophilia’dan SmeDEF adi verilen efluks sistemleri beta-laktamlar, tetrasiklin,
eritromisin, kinolonlar, aminoglikozid’ler ve kloramfenikol direncinde énemli rol
oynamaktadir (Alonso, & Martinez, 2000a; Brooke, 2012).

2.1.7.3. Biyofilm Aracih Direng

Stenotrophomonas maltophilia’nin 6ne ¢ikan en 6nemli 6zelliklerinden biri
abiyotik yuzeylere ve konak dokulara biyofilm olusturarak yapisabilme yetenegidir.
Biyofilm olusumu direkt olarak bir direng mekanizmasi olmamakla birlikte,
antibiyotiklere direnci énemli 6lctiide arttrmaktadir. S. maltophilia santral vendz
kateter, Uriner sistem kateterleri ve kardiyak kapaklar gibi birgok tibbi malzemede
biyofilm olusturabilmektedir (Kandemir, 2007; Nicodemo, & Paez, 2007). S.
maltophilia’nin biyofilm olusturma kapasitesi 6nemli bir viriilans faktorii olarak
kabul edilmekte ve etkenin hastane ortamlarinda kaliciliginda 6nemli bir neden
olarak distiniilmektedir (Bostanghadiri ve ark., 2021; Pompilio ve ark., 2020). Sun
ve ark., yaptig1 ¢alismada S. maltophilia’da biyofilm olusumlar: incelenmis olup
bakteriyel biyofilm olusumunun antibiyotik direncini arttirdigi, konak hiicre
bagisiklik savunmasindan kagmay1 sagladig: ve S. maltophilia’nin daha 6nce etkili
olan antibiyotiklere karsi bile direng gelistirebilecegi gosterilmistir (Sun ve ark.,
2016).



2.1.7.4. Beta laktam Direnci

Beta laktamaz Uretimi; diisik membran gecirgenligi, Qnr genlerinin veya
simf-1 integronlarmn ekspresyonu; CID akis pompalari, biyofilm iiretimi, genotipik
degiskenlikler ve iki indlklenebilir beta-laktamazin Uretimi, S. maltophilia’nin su
anda klinik kullanim i¢in mevcut olan ¢ogu beta-laktam ajanlarina karsi intrinsik
direncine katkida bulunur (Andelkovi¢ ve ark., 2019; Kandemir, 2007; Kanderi ve
ark., 2020; Sader, 2020). 1980’li yillarin baslarinda saptanan L1 (metallo- beta-
laktamaz) ve L2 (serin sefalosporinaz) S. maltophilia’da intrinsik dirence sebep olan
onemli beta-laktamazlardir (Aydin, & Caylan, 2002; Biagi ve ark., 2020a; Rhoads,
2021; Nicodemo, & Paez, 2007).

L1 MBL, aztreonam hari¢ tim beta-laktamlara, karbapenemlere ve beta-
laktam/beta-laktamaz inhibitorlerine direngten sorumludur (Biagi ve ark., 2020a;
Coyle, 2005; Kandemir, 2007; Sader, 2020). Monobaktamlar hari¢ beta-laktam sinifi
antibiyotiklerin timiind hidrolize eder. Dahas1 L1 MBL klavulanik asitle de inhibe
edilemez (Aydin, & Caylan, 2002; Biagi ve ark., 2020a).

L2, genisletilmis spektrumlu sefalosporinler ve aztreonam dahil olmak iizere
cogu beta-laktamu hidrolize edebilen bir beta-laktamazdir (Biagi ve ark., 2020a). L2,
L1 MBL’nin aksine aztreonami hidrolize eder (Aydmn, & Caylan, 2002) ve
klavulanik asitle tamamen inhibe olurken, diger beta-laktamaz inhibitorleriyle
kismen inhibe olabilir (Coyle, 2005; Kandemir, 2007). Ayrica S. maltophilia’da L2
serin-beta-laktamaz’in aztreonami hidrolize etmesi klavulanik asit tarafindan inhibe
edilmektedir (Aysev, & Giriz, 2000; Nicodemo, & Paez, 2007). L2 serin-beta-
laktamaz, L1 MBL’den farkli olarak beta-laktamaz inhibitorlerine duyarhidir. Bu
duyarlilik, tazobaktam ve sulbaktamdan daha c¢ok klavulanata karsidir (Aydin, &
Caylan, 2002). Tazobaktam ve avibaktam antibiyotikleri L2 serin-beta-laktamaz
tarafindan inhibe edilebilir (Sader, 2020). Her iki enzim de kromozomal genler
tarafindan kodlanir ve enfeksiyonlarin tedavisinde beta-laktam antibiyotiklerin
kullanim1 sonrasinda her ikisininde ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Aydin, &
Caylan, 2002; Kandemir, 2007).
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Stenotrophomonas maltophilia’da baska beta-laktamazlarda tanimlanmustir
ve bazen beta-laktam direnci porin degisikliklerine de bagl olabilmektedir (Coyle,
2005).

2.1.7.5. Aminoglikozid Direnci

Cesitli direng mekanizmalar1 nedeniyle aminoglikozidlerin S. maltophilia’ya
kars1 etkinlikleri, oldukga zayiftir (Sadi¢ ve ark., 2019) ve aminoglikozid direncinde
birden fazla mekanizmanin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Nicodemo, & Paez,
2007). Aminoglikozid’lere karsi dis zar gegirgenliginin olmamast en Onemli

mekanizma olarak diistiniilmektedir (Coyle, 2005).

Aminoglikozid modifiye edici enzimlere baglh direng mekanizmalari
konularinda da c¢alismalar bulunmaktadir. Aminoglikozidlere direncte rol alan
aminoglikozid modifiye edici enzimlerle ilgili yapilan ¢alismada, King ve ark.,
aminoglikozid 6’-N-asetil transferaz enziminin varligin1 g0Ostermislerdir (King,
Shannon, & Phillips, 1978). Vanhoof ve ark., ise yaptiklar1 ¢alismada,
aminoglikozid-O-nikleotidil transferaz ve aminoglikozid 6’-N-asetil transferaz
enziminin varhgmi gostermislerdir (Vanhoof, Sonck, & Hannecart-Pokorni, 1995).
6’-N-asetil transferaz enzimi amikasin, netilmisin ve tobramisine direnci saglamakta,

ancak gentamisin direncine sebep olmamaktadir (Aydin, & Caylan, 2002).

2.1.7.6. Trimetoprim+Silfametoksazol Direnci

Trimetoprim+Sulfametoksazol, hem in vitro hem de in vivo yiksek duyarlilik
etkinligi nedeniyle S. maltophilia’nin tedavisinde kullanilmasi Onerilen baslica
antibiyotik olmakla birlikte (Dulger, & Berktas, 2007) bu antibiyotige karsi cografi
ve kurumlara gére dagilimi degismekle birlikte her gecen yil artan direng oranlari
calismalarda gosterilmektedir (Ismail, Zam, Hassan, & Rahman, 2017; Juhész ve
ark., 2015).

Stenotrophomonas maltophilia’da SXT direng mekanizmalar1 tam olarak

bilinmemekle birlikte bazi genlerin direngte 6nemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir

(Kandemir, 2007). Ozellikle sul genlerinin SXT’ye kars1 artan kiiresel direngte
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onemli rol oynadigi gorilmiistiir (Church, Lloyd, Peirano, & Pitout, 2013).
Sulfonamidlere direngte esas olarak degistirilmis hedef genler; Sul-1 (Smif 1
integronlar1 tarafindan tasman), Sul-2 (ekleme dizisi ortak bdlge elemanlar:
tarafindan tagman) ve Sul-3 olarak tanimlanmistir (Adegoke ve ark., 2017; Barbolla
ve ark., 2004; Juhész ve ark., 2015; Mendes ve ark., 2020; Wang ve ark., 2017).
Trimetoprim+Sulfametoksazol direnci ile iligkili olarak disa akis pompalarinin asiri

ekspresyonuda bildirilmistir (Wang ve ark., 2017).

Yiksek dizey trimetoprim direncinde dihidrofolat rediuktaz ve Sul-1

genlerinin birlikte gozlendigi ¢alismalar ile gosterilmistir (Wang ve ark., 2018).

2.1.7.7. Kinolon Direnci

Stenotrophomonas maltophilia  enfeksiyonlarmm tedavisinde SXT’in
kontrendike oldugu hastalarda tedavi segenekleri olduk¢a azalmaktadir. S.
maltophilia florokinolonlara duyarl gibi goriinsede, dis zar proteinlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlar ile bu grup antibiyotiklerde hizla direng gelisebilmektedir
(Kandemir, 2007). Son yillarda 0zellikle birinci ve ikinci kusak kinolonlara karsi
yiiksek oranda direng bildirilirken yeni kusak kinolonlarda duyarlilik devam etmekte;
ancak levofloksasin gibi bu yeni kinolonlarada direng gelismesinden endise

edilmektedir (Aydm, & Caylan, 2002; Cho, 2014; Kandemir, 2007).

Florokinolon direnci, kromozomal olarak kodlanmis qnr geni, bakteriyel
topoizomeraz ve (giraz genlerinin mutasyonlar1 dahil olmak {izere ¢esitli
mekanizmalarla iliskilendirilmektedir (Ko ve ark., 2019). Ozellikle topoizomerazlari
(gyrA, gyrB, parC ve parE) kodlayan genlerde go6zlenen mutasyonlar kinolon
direncinde énemlidir (Wang ve ark., 2018). S. maltophilia’da dis zar proteinlerinde
bulunan kalitatif ve kantitatif degisikliklerde, kinolonlara direngle iliskili
bulunmustur (Aydin, & Caylan, 2002). Trimetoprim+Silfametoksazol direncli S.
maltophilia izolatlarmm florokinolon grubu antibiyotiklerde direngli olma
olasihigmin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Wang ve ark., 2017; Wei, Ni, Cai,
Zhao, & Cui, 2016). Efluks pompalari, SXT’de oldugu gibi kinolonlara direngte
onemli rol oynamaktadir (Wei ve ark., 2016). Ozellikle SmeDEF, SmelJK, SmeABC
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ve SmeVWX efluks pompasinin fazla ekspresyonu levofloksasin direncine sebep
olmaktadir (Biagi ve ark., 2020b; Wang ve ark., 2018).

2.1.7.8. Genetik Materyal Aktarimi Yoluyla Diren¢

Stenotrophomonas maltophilia, mutasyonlar yoluyla ve gram pozitif
bakterilerden’de  horizontal gen transferi yoluyla antibiyotiklere direng
kazanabilmektedir (Alonso, Sanchez, & Martinez, 2000b; Brooke, Di Bonaventura,
Berg, & Martinez, 2017; Pompilio ve ark., 2015). Bu transferde integronlar rol
oynar. Son zamanlarda 6zellikle Sul-1 veya Sul-2 siilfonamid direng genlerini tagiyan
suslar bildirilmektedir. Ayrica dfr enzim inhibisyonu yapan dfrA genlerini horizontal
gen transferi ile aktarilabilecegi gosterilmistir (Ozkaya, Aydin, Bayramoglu, Buruk,
& Sandalli, 2014). Toleman ve ark., yaptigi g¢alismada S. maltophilia’dan
Escherichia coli’ye in vitro olarak diren¢ plazmidi ve transpozon tastyiciligi
elementlerinin gegiside gosterilmistir (Toleman, Bennett, Bennett, Jones, & Walsh,
2007).

2.1.7.9. Diger Direnc Nedenleri

Antibiyotik direnci, inkiibasyon sicakligina ve siiresine gore degismektedir. S.
maltophilia icin 37°C ve 30°C’de; 24 ve 48 saat sonra antibiyotiklerin MiK leri
mikrodillsyon yontemi ile incelenmis ve suslar 30°C’de ve 48 saat sireyle yapilan
inkiibasyonlarda diren¢ oranlarmin arttigi belirtilmistir (Hejnar, Kolar, & Sauer,
2010). Sicakligin, S. maltophilia LPS yapisinda kimyasal bilesimini degistirdigi ve
bunun da aminoglikozidlere kars1 duyarhilikta degisikliklere yol agtig1 bildirilmistir
(Brooke, 2012). Rahmati-Bahram ve ark., yaptigi c¢alismada S. maltophilia
izolatlarinin aminoglikozidlere 30°C’de direngli, 37°C’de duyarli olduklarmi

gostermistir (Rahmati-Bahram ve ark., 1997).

Stenotrophomonas  maltophilia  suslar1  dezenfektanlara’da  direng
gostermektedir (Brooke, 2012).
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2.2. Bulasma Yollan ve Risk Faktorleri

Stenotrophomonas maltophilia ¢ok ¢esitli ortamlarda yasayabilen bir
bakteridir. Suyu ve nemli ortamlar1 seven bir mikroorganizma olmasindan kaynakli
S. maltophilia’ya bagli salginlarda hastadan hastaya bulastan ¢ok, hastalar arasinda
ortak kullanilan kontamine aletler, dezenfektanlar ve lavabolar kaynak olarak

gosterilmistir (Kardan-Yamchi ve ark., 2021; Orak ve ark., 2021).

Stenotrophomonas maltophilia saglik kurumlarinda; nebulizatérler, su
banyolari, intravendz sivilar (Teo ve ark., 2006), hemodiyaliz suyu, lens
solusyonlari, deiyonize su sebilleri, hidroterapi havuzlari, duslar, dus basliklari,
kontamine dezenfektanlar, lavabo giderleri, lavabo sifonlari, su musluklari, el yikama
sabunu, kontamine endoskoplar, dis¢ci koltugu tiniteleri (Orak ve ark., 2021), diyaliz
makinesi, kan Ornekleme tiipleri, santral/intravendz kateterler, kan gazi Olglim
cihazlari, termometreler, santral vendz/arteriyel basing monitorleri (Avel ve ark.,
2010), bir¢ok tibbi cihaz, implantlar (Nicodemo, & Paez, 2007), inhalasyon tedavisi
ekipmanlari, otopsi Ornekleri, tirag fir¢alari, tansiyon aletleri ve ventilator devreleri
gibi ¢ogu ortamda bulunabilir (Denton, & Kerr, 1998; Kardan-Yamchi ve ark.,
2021). S. maltophilia’nin hastane zeminleri gibi kuru ortamda hayatta kalma
yeteneginin olduk¢a az oldugu bildirilmektedir (Rosenthal, 1974). Su ile yikanan
nebulizatér ekipmaninin  bir sonraki kullanimdan Once 1iyice kurutulmasi
onerilmektedir. Nebulizatorler kullanildiktan sonra diizenli olarak kurutuldugu
zaman kontaminasyon olmadi§i veya minimum diizeyde kontaminasyon oldugu
bildirilmistir (Denton ve ark., 2003; Hutchinson ve ark., 1996; Moffet, Allan, &
Williams, 1967).

Stenotrophomonas maltophilia biyofilm yapma yetenegi, damar i¢i kaniiller
dahil olmak {izere ¢esitli plastik malzemelere kolayca yapisabilmesi;
kolonizasyon/enfeksiyon ayrimmin yapilmasmin gilic olmasi nedeniyle ozellikle
yogun bakim hastalarinda 6nemli bir patojen olarak kabul edilmektedir (Baumrin ve
ark., 2017; Chawla ve ark., 2014; Denton, & Kerr, 1998).
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Ozellikle uzun dénem yogun bakim yatislar1 ve ¢oklu antibiyotik kullanimlari
S. maltophilia enfeksiyonlarma zemin hazirlamaktadir (Aver ve ark., 2010; Guerci ve
ark., 2019; Wu, Yu, Hsu, & Wang, 2022).

2.3. Enfeksiyonlarn

Firsat¢1 bir patojen oldugu igin S. maltophilia izole edilen tum hastalarda
dikkatli bir klinik degerlendirme yapilmasi gerekmektedir. S. maltophilia’nin yaptigi
enfeksiyonlar cogunlukla eriskin gruplarda olmakla beraber yenidogan ve ¢ocuk yas
gruplarinda hem SXT’ye direngli hem de duyarli S. maltophilia enfeksiyonlari
gorilmektedir (Alsuhaibani, Aljarbou, Althawadi, Alsweed, & Al-Hajjar, 2021;
Andelkovi¢ ve ark., 2019; Bahgeci ve ark., 2021; Celebi ve ark., 2008; Koseoglu,
Sener, & Giir, 2004b; Ozkaya ve ark., 2014).

Stenotrophomonas maltophilia’nin kan ve diger steril viicut bosluklarinda
saptanmast 6nemli bir sorundur. Diger viicut bolgelerinden saptanmasi durumunda
kolonizasyonu/enfeksiyonu temsil edebilir ve hastalarin immiinsiipresyon, zayiflatici
faktorler ve Klinik bulgular agisindan son derece ayrintili bir sekilde
degerlendirilmesi gerekir (Abbott ve ark., 2011; Gajdacs, & Urban, 2019; Mendes ve
ark., 2020; Nys ve ark., 2019; Teo ve ark., 2006;).

2.3.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlar

Stenotrophomonas maltophilia biyofilm olusturma yetenegi sayesinde siklikla
hastanede yatan hastalarin solunum yollarinda kolonize olmaktadir. Kolonizasyon ile
gercek enfeksiyon arasinda ayrim yapilacaksa daha farkli tami kriterleri gereklidir

(Chawla ve ark., 2014; Denton, & Kerr, 1998; Kandemir, 2007;).

Pseudomonas aeruginosa’dan sonra Kistik fibrozis (KF) hastalarinin solunum
yollarindan en sik izole edilen patojendir (Cayci, Karadag, Yilmaz, Yanik, &
Giinaydm, 2013). Bu hastalarin solunum yollarinda mukus birikmesiyle S.
maltophilia i¢in uygun bir biiyiime ortami olugsmaktadir (Andelkovi¢ ve ark., 2019).

KF hastalarida, genellikle S. maltophilia tarafindan kolonize edilmistir ve bu hasta
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gruplarinda da kolonizasyon ve enfeksiyon arasinda ayrim yapmak olduk¢a zordur

(Brooke, 2014; Denton, & Kerr, 1998; Nicodemo, & Paez, 2007).

Tedavisindeki zorluklar ve coklu antibiyotik direnci nedeniyle S.
maltophilia’nin yol agtig1 solunum yolu enfeksiyonlarinin prognozu katidir;

mortalite oranlar1 oldukga yiiksektir (Bahgeci ve ark., 2021; Denton, & Kerr, 1998).

2.3.1.1. Pnémoni

Stenotrophomonas  maltophilia  ventilator ile iliskili  nozokomiyal
pnémonilerin %5’inden sorumludur (Baumrin ve ark., 2017; Orak ve ark., 2021).
Uzun sureli mekanik ventilasyon ile artan koenfeksiyonlarda S. maltophilia énemli
bir patojen olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hanes ve ark., 2002; Looney ve ark.,
2009).

Stenotrophomonas maltophilia kaynakli nozokomiyal pndmonilerde mortalite
oranlar1 %25-%75 olarak bildirilmektedir (Gajdacs, & Urban, 2019).

2.3.2. Kan Dolasimi Enfeksiyonlar

Stenotrophomonas maltophilia, bazi tilkelerde kan dolasimi enfeksiyonlari
arasinda en sik goriilen karbapenem direngli gram negatif bakteridir (Biagi ve ark.,
2020b). Santral ven6z kateter ile S. maltophilia’ya bagli kan dolasimi enfeksiyonlar1
gOriilme oranlar1 yiiksekir (Looney, Narita, & Mihlemann, 2009). S. maltophilia
kaynakli bakteriyemi enfeksiyonlari bakteriyel biyofilm olusturabilme yetenegi
nedeniyle bircogu kateterle iliskili olmakta ve bu enfeksiyonlar genellikle
komplikasyonlarla seyrederek dliimle sonuglanmaktadir (Usta ve ark., 2015). Farkh
calismalarda S. maltophilia kaynakli bakteremi olgularinin %84-100’iinde santral

venoz kateter varligi tespit edilmistir (Celebi ve ark., 2008; Muder ve ark., 1996).

Kan dolasimi enfeksiyonlar1 6nemli morbidite ve mortalite ile iliskilidir
(Biagi ve ark., 2020b). S. maltophilia kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlarinda bu
oranlar %20-60 gibi yiksek rakamlarda bildirilmektedir (Church, Lloyd, Peirano, &
Pitout, 2013; Gajdacs, & Urban, 2019).
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2.3.3. Diger Enfeksiyonlar

Stenotrophomonas maltophilia polimikrobiyal enfeksiyonlarda da 6nemli bir
oranda etken olarak gozlenmektedir (Denton, & Kerr, 1998; Nys ve ark., 2019).
Solunum yollart ve kan dolagimi enfeksiyonlarmm yani sira; yara, idrar yolu
enfeksiyonlari, yumusak doku enfeksiyonlar: (Teo ve ark., 2006), kemik ve eklem
enfeksiyonlar1 (Kardan-Yamchi ve ark., 2021), oftalmolojik enfeksiyonlarda (Aysev,
& Giiriz, 2000) g6zlenmektedir.

Stenotrophomonas maltophilia kaynakli; menenjit enfeksiyonlari pek yaygin
degildir, olgularinin ¢ogunlugu ameliyat sonrasi Ortaya c¢ikan enfeksiyonlar
seklindedir. Endokardit enfeksiyonlar1 da esas olarak ameliyat sonrasi protez
enfeksiyonlar1 olarak gozlenmektedir (Denton, & Kerr, 1998; Looney ve ark., 2009).
Lens ve lens bakim sivilarinin  kontaminant1 olarak g6z enfeksiyonlari
bildirilmektedir. S. maltophilia’nin etken oldugu batin i¢i abse ve safra kesesi
enfeksiyonlar1 da nadiren bildirilmektedir (Denton, & Kerr, 1998).

2.4. Tedavisi

Stenotrophomonas maltophilia’nin antibiyotiklerin bir¢oguna kars1 intrensek
direnci, duyarlilik belirlenmesinde standardizasyonun kotii olmasi, testlerin yoruma
acik ve in vitro bulgularin klinik pratige tasinmasindaki zorluk, antibiyotik etkinligini
karsilastiran randomize klinik ¢alismalarin az olmasina bagli olarak tedavide
sikintilar yasanmaktadir. S. maltophilia’nin tedavisinde son yillarda 6zellikle klinik
calismalarin, antibiyotik kombinasyon tedavilerinin ve bunlara yonelik duyarlilik

testlerinin yapilmasini 6neren ¢alismalar bulunmaktadir (Hazirolan ve ark., 2018;

Kandemir, 2007; Rhoads, 2021).

Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlarinda dogru ve hizli tani, tedaviye
erken baglanmasi, etken/faktére uygun antibiyotik se¢imi mortalite oranlarini
diisirmektedir (Adegoke ve ark., 2017; Chawla ve ark., 2014; Church ve ark., 2013;
Gajdacs, & Urban, 2019; Mutlu, Yilmaz, Aslan, & Bayramoglu, 2011; Yildirim ve
ark., 2009). Antibiyotik tedavisinden o6nce kolonizasyon ile gercek enfeksiyon

arasinda ayrim yapilmalidir (Adegoke ve ark., 2017). Rastgele genis spektrumlu

17



antibiyotik (6zellikle imipenem) kullanimi ve siiresi kisitlanmalidir boylece S.
maltophilia izolatlarmin insidansi etkilenmekte ve bazi antibiyotik simiflarina karsi

direng gelisimi azalmaktadir (Abbott ve ark., 2011; Kandemir, 2007).

2.4.1. Antibiyotik Duyarhhk Testleri
Antibiyotiklerin kesfinden giintimiize kadar gegen siirecte yogun olarak tercih
edilmesi, antibiyotige direngli bakterilerde artisa ve buna bagli olarak bir¢ok
antibiyotigin etkinliginde azalmaya yol a¢mistir. Bu nedenle, bakterilerin
antibiyotiklere duyarliligmni belirlemek, onemli bir tekniktir. Bu yontem g¢esitli
sekillerde gergeklestirilebilir (Jenkins, 2019). Ginlimizde hem Kkalitatif hem
kantitatif sonucglar veren ¢ok sayida antibiyotik duyarhilik yontemi mevcuttur.
Kantitatif sonu¢ veren yontemler daha guvenilirdir. Antibiyotik duyarlilik testlerinin
klinik olarak yorumlamasi; hasta, etken, enfeksiyon yeri, hastanin klinik 6zellikleri,
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikler dikkate alinarak yapilmalidir (Kdksal,
2010). Enfeksiyonlarin hasta 6zelinde yasami tehdit eden durumu ve hastanelerde
antibiyotige direngli bakterilerin (6zellikle CID bakteriler) artan prevalansi goz
Oniine alindiginda, dogru, giivenilir ve hizli yontemlere gereksinim duyulmaktadir.
Gilintimiizde bakteri izolatlarina karsi antibiyotiklerin etkinligini test etmenin birkag
yolu vardir bunlar:
e Disk diflizyon yontemi
e Agar diltisyon yontemi
e Gradient diflizyon (E-test) yontemi
e Sividiliisyon yontemi
o Makrodiliisyon yontemi
o Mikrodilisyon yontemi
e Otomatize test sistemleridir (Basustaoglu, Yildirim, & Ince, 2020; Jenkins,
2019). Diliisyon yontemleri antibiyotik duyarlilik testleri icerisindeki referans
testlerdir ve antibiyotiklerin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)’ini

saptamak i¢in kullanilirlar.

Antibiyotik duyarlilik testlerinin daha anlasilir olmasi adma bilinmesi

gerekenler soyledir:
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Antibiyotik: Enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan, biyolojik, sentetik veya
yar1 sentetik kokenli olup bakteri iiremesini engelleyen veya bakteriyi 61diiren
maddelerdir.

Bakterisidal etki: Antibiyotigin bakterileri 6ldiirmesi olarak agiklanabilir.
Bakteriyostatik etki: Antibiyotigin bakterilerin {iremesini engellemesi olarak
aciklanabilir.

Antibiyotik potensi: Test edilecek maddenin antibiyotik olarak aktif olan
kismidir. Potens, gram basina kiitle oran1 (mg/g= pg/mg) veya gram basima
uluslararas1 birimde aktivite igerigi, yiizde olarak hacim veya kiitle orani, test
maddesinin litresindeki mol olarak ifade edilmektedir.

Antibiyotik konsantrasyonu: Tanimmlanmis bir hacim sividaki antibiyotik
miktaridir. Konsantrasyon mg/L olarak ifade edilir. (mg/L=pg/mL)
Antibiyotik stok cozeltisi;: Daha sonraki sulandirilmalarda kullanilan ana
cozeltidir,

Referans sus veya kalite kontrol susu: Sabit, tanimlanmis antibiyotik
duyarlilik fenotipleri ve/veya genotipleri olan kataloglanmis, karakterize
edilmis bakteridir (Gur, 2016).

Antibiyotik duyarhilik testleri: Bir antibiyotigin antibakteriyel aktivitesinin
saptanmasi i¢in uygulanan in vitro islemlerdir (Gilay, 2002).

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, belirli bir siire iginde bir
mikroorganizmanm ¢ogalmasmi ve gozle goriinebilen tiremesini engelleyen
en disiik antibiyotik konsantrasyonu (mg/L=pug/mL) olarak tanimlanmakta;
calisilan antibiyotigin o mikroorganizma i¢in duyarliligna iliskin klinisyene
rehberlik etmekte ve tedaviye Kkarar verirken yardimci olmaktadir (Giir,
2016). Bir organizmayi duyarli, orta derecede duyarli, direngli olarak
kategorilere ayirmak icin kullanilan MIK veya zon cap1 degeridir (Coyle,
2005).

MiKso, MiKgo: izolatlarin %50’sini inhibe eden en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu MiKso, %90 nin1 inhibe eden en diisiik konsantrasyon ise
MiKgo olarak tanimlanir (Azap, Timurkaynak, Arslan, & Karaman, 2004; Di
Bonaventura ve ark., 2004; Jenkins, 2019; Wei ve ark., 2016).
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Antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 klinik sinir degerlere bakilarak duyarls,
orta derecede duyarli veya direncli olarak belirtilir.

e Duyarli (Susceptible, S): Enfeksiyonun, onerilen dozda kullanilacak olan
antibiyotik ile basarili bir sekilde tedavi edilebilecegini gosterir.

e Orta derecede duyarli (Intermediate, I): Antibiyotigin normalden yiiksek
dozlarda kullanildig1 zamanlarda enfeksiyonlarin tedavisinde etkin olacagini
gOsterir.

e Direngli (Resistant, R): Antibiyotigin tedavide kullanilmamas1 gerektigini,
tedavinin basarisiz olacagini ifade eder (Diren, 2002; Gur, 2016; Murray,
2009; Ozmen, 2019).

Duyarlilik testlerinin sonuglar1 daima identifikasyon sonuglar1 ile birlikte
degerlendirilmeli; dogal ve kazanilmis direng¢ mekanizmalar1 izolata gore
yorumlanmalidir. Ornegin  S. maltophilia, karbapenem grubu antibiyotiklere
intrensek direnclidir.  Antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglari, kullanilan
yontemlere ve teknik hatalara bagli olarak degisebileceginden, laboratuvar icinde ve
laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilir olmasina, c¢alismalarda standart prokollere
uyulmasma ve kalite kontrol suslarinin ¢alismalara eklenmesine dikkat edilmelidir
(Diren, 2002; Gulay, 2002).

Son yillarda klinik agidan 6nemli bircok bakteri tedavisinde kullanilan
antibiyotiklere kars1 direng gelistirmistir (Gllay, 2002). Ozellikle S. maltophilia’nin
neden oldugu enfeksiyonlarin yonetimi ve tedavisi bu nedenle daha zordur ¢lnki
klinik izolatlar cogu zaman bir¢ok antibiyotige direnglidir. Bu zorluklar, duyarlilik
testiyle iliskili metodolojik problemlerle birlestiginde sorun blyiumektedir (Denton,
& Kerr, 1998). S. maltophilia igin referans antibiyotik duyarlilik testleri ve
raporlamasi i¢in herkes tarafindan kabul edilen standart yontemleri tanimlayan
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) veya The
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kilavuzlarindan yararlanilmalidir
(Coyle, 2005).
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Stenotrophomonas maltophilia icin EUCAST (2018), kilavuzuna gore; MiK
saptamada altin standart yontem sivi mikrodiliisyon’dur. Besiyeri olarak Mdeller-
Hinton broth, inokulum olarak 5x10° CFU/mL olarak belirtilmistir. inkiibasyon
olarak normal atmosferde, 35+1°C’de 18+2 saat kalmasi Onerilmistir.
Degerlendirmede ise SXT i¢in iireme kontrol kuyucugunda iireme ile
karsilasildiginda tiremenin yaklagik %80 inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon
degeri MIK olarak degerlendirilir. Kalite kontrol susu olarak Escherichia coli ATCC
25922 susu kullanilmalidi. EUCAST (2020), 2020 yilinda SXT direng oranimn
artmasi1 nedeniyle MIK duyarhilik smrmi  diisiirmiistiir, 2022 yilinda yeni
degisiklikler yaparak kilavuz giincellenmis; SXT yani sira sefiderokol antibiyotigi de
bu kilavuza eklenmistir. (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing [EUCAST], 2018; European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing [EUCAST], 2020; European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing [EUCAST], 2022)

Tablo 2. EUCAST’in yillara gére S. maltophilia i¢in yayinlanan klinik sinir degerleri (EUCAST,
2018; EUCAST, 2020; EUCAST, 2022)

2018 2020 2022
Trimetoprim- *MIK: MIK: MiK:
Sulfametoksazol (1:19) o S4 e  S<0,001 e  S<0,001
. Rb>4 . R>4 O R>4
Zon Capr: Zon Capr: Zon Capr:
(disk igerigi: 1,25/23,75 pg) (disk igerigi: 1,25/23,75 pg) (disk igerigi: 1,25/23,75 pg)
e S>16 e  S>50 e S>50
e R<I16 e R<16 e R<I16
Sefiderokol - - Sivi mikrodiliisyon ile MIK

tayini, demiri eksik Mueller-
Hinton besiyerinde yapilmali
ve Ozel okuma talimatlar:
izlenmelidir.

Sefiderokol 30 pg disk igin
>20 mm zon ¢aplari, S <2
mg/L olan PK-PD®¢ kirilma
noktasimin  altindaki  MIK
degerlerine karsilik gelir.

*MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu
a. S: Duyarl
b. R: Direncli
c. PK-PD: Farmakokinetik-Farmakodinamik

Stenotrophomonas maltophilia icin CLSI (2016) kilavuzuna gore; antibiyotik
duyarlilik testleri i¢in sivi diliisyon, agar diliisyon ve disk difiizyon yontemlerinin
kullanilmasmi onerilmektedir. Stvi dilisyon i¢in Katyon Ayarli Mueller Hinton

Broth (KAMHB), disk ve agar dilisyonda Mueller-Hinton agar (MHA) kullanimin1

21



onerir. Bu testlerde inokulum 0,5 McFarland standardinda, normal atmosferde,
35£2°C’de 20-24 saat inklbasyon Onerilmektedir. Kalite kontrol susu olarak
Escherichia coli ATCC 25922 susu ve Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 susu
kullanilmahidir. CLSI (2016) kilavuzunda S. maltophilia duyarliligin1 disk diftizyon
testi ile saptamak i¢in SXT, minosiklin ve levofloksasin dnermektedir. CLSI’ya gore
diger ajanlarin disk difiizyon klinik smir degerlerini saptamak igin yeterince
calistimamistir. Yorumlanabilen MIK klinik sinir degerleri ise tikarsilin-klavulanat,
seftazidim, sefiderokol, minosiklin, levofloksasin, SXT ve kloramfenikol olarak
rapor edilmistir (CLSI, 2016).

Tablo 3. CLSI (2016) ‘a gore S. maltophilia i¢in yayinlanan klinik siir degerleri (CLSI, 2016)

Antibiyotik grubu Antibiyotik ad1 Disk icerigi Zon klinik smr *MIK Kklinik smir
degerleri degerleri
O Tikarsilin-klavulanat - = $2<16/2
1°32/2-64/2
R¢ >128/2
B Seftazidim - - S<8
116
R >32
inv.d Sefiderokol - - S <4
18
R>16
B Minosiklin 30 pg S>19 S<4
115-18 18
R <14 R >16
B Levofloksasin 5ug S>17 S<2
114-16 14
R<I13 R>8
A Trimetoprim- 1,25/23,75 pg S>16 S <2/38
Stilfametoksazol 111-15 I-
R <10 R >4/76
C Kloramfenikol - S<8
116
R >32
*MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu
a. S: Duyarl
b. I: Orta derecede duyarli
c¢. R: Direngli

d. inv: invaziv

Stenotrophomonas  maltophilia  enfeksiyonlarinda, EUCAST (2022)
kilavuzuna gore, ilk secenek olarak SXT oOnerilip, hi¢ bir beta-laktam antibiyotigin
duyarliliginin ¢aligilmas: Onerilmezken; CLSI (2016), antibiyotik duyarlilik test
edilmesinde ilk secenek olarak (grup A) SXT, ikinci secenek (grup B) olarak
florokinolon grubundan levofloksasin, beta-laktam antibiyotik grubundan
seftazidimin c¢aligilmasini 6nermektedir (CLSI, 2016; EUCAST, 2022). Rutin
laboratuvarlarda S. maltophilia izolatlarinda antibiyotik duyarlilik testlerinin

EUCAST’in Onerileri dogrultusunda calisilmasi klinisyeni kisitlamaktadir. Tiirk
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Mikrobiyoloji Cemiyeti Antibiyotik Duyarlilik Test Standardizasyon ¢alisma grubu,
CLSI kilavuzunda yer alan oOnerileri de dikkate alarak EUCAST standartlar1 ile
birlikte kullanilabilecek bir “kisith antibiyogram” paneli hazirlamistir. Bu panelde, S.
maltophilia suslarinda, tiim klinik 6rneklerde, ilk segenek olarak SXT, ikinci segenek
olarak da EUCAST’ta karsilig1 bulunmayan, esik degerleri CLSI kilavuzuna gore
onerilen LEV ve CAZ bulunmaktadir (Giir, 2016). Bu kilavuzlar dogrultusunda
immiin yetmezligi olan hastalarda veya SXT’e alerjisi olan hastalarda alternatif
olarak LEV veya CAZ gibi ikinci bir ajan ile tedavi edilebilir (Kanderi ve ark.,
2020). S. maltophilia’nin in vitro duyarlilik testlerini gelistirmek igin farkh
antibiyotikler ile daha ileri ¢caligmalar gereklidir (Kandemir, 2007).

Stenotrophomonas maltophilia izolatlarmin in vitro antibiyotik duyarlilik
testleri ve bu izolatlar {izerindeki test yontemlerinin karsilastirilmasinda hangi

yontemin sonuglarinin daha efektif olacagi sorunu devam etmektedir (Brooke, 2014).

2.4.2. Antibiyotik Kombinasyon Testleri

Son yillarda CID bakteri sorununu iyilestirmek ve ¢oziime ulastirmak adma
onemli girisimler baslatilmistir, bunlardan birisi de antibiyotik kombinasyon
testleridir. Bakterilere karsi in vitro kosullar altinda, antibiyotiklerin tek basina
kullanilmasi yerine iki veya daha fazla antibiyotigin kombinasyonlarini farmakolojik
olarak izin verilen kan konsantrasyonlarinda test ederek geleneksel olan antibiyotik
duyarlilik testlerini gelistirmek icin caba sarf edilmistir (Aaron, 2007). Immiin
sistemi normal olan saglkli bireylerde bircok enfeksiyonun tedavisi igin tek bir
antibiyotik yeterli olabilir, fakat bazi tedavi durumlarinda kombinasyon tedavisine
gerek duyulabilir (Ayaz, 2001). Enfeksiyonu tedavi etmek icin antibiyotikleri
kombine etmek, kullanilacak olan her bir antibiyotigin miktarin1 azaltabilir,
insanlarda toksisiteyi azaltabilir ve enfeksiyonun daha hizli eradikasyonuna yol
acabilir. Klinik fayda i¢in kombinasyon halinde kullanilmas1 gereken antibiyotiklerin
aragtirtlmast  zorunludur. Kombinasyonda kullanilacak olan antibiyotiklerin
birbirlerinin aktivitesine etkilerinin dogru bir sekilde belirlenmesi gereklidir (Jenkins,

2019; Laishram, Pragasam, Bakthavatchalam, & Veeraraghavan, 2017).
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Antibiyotikleri kombinasyon halinde kullanmanin iki ana nedeni vardur.
Birincisi, tedavi sirasinda herhangi bir ilaca karsi direncin ortaya ¢ikmasini 6nlemek;
bir digeri de, bazi ilaglarin kombinasyonu ile sinerjik etkiden yani daha etkin bir
tedaviden yararlanmaktir (Ayaz, 2001; Brennan-Krohn, & Kirby, 2019; Gulmez,
Cakar, Sener, Karakaya, & Hascelik, 2010). Diger nedenler ise; ampirik tedavide
yararli sonuglar iiretmek, polimikrobiyal enfeksiyonlarm tedavisi, CID bakterilere
kars sinerjik etki elde etme, direncgli bakterilerin seleksiyonunu 6nleyerek insidansini
diisirme ve doza bagli toksisiteyi azaltma (Bal, 1999), enfeksiyon etkeninin
bilinmedigi veya durumu agir olan bazi hastalarda genis bir antibakteriyel spektrum
saglanmak, toksisite olusturan bir antibiyotigin dozunun azaltilmas1 gibi sebepleri ile

tedavinin basarisini arttirir (Ayaz, 2001).

Antibiyotiklerin kombinasyonlari’nin olumlu oldugu gibi, olumsuz y6nleri de
ortaya ¢ikabilmektedir. Ornegin, antagonist etkilerin ortaya ¢ikmasi, direncli
mikroorganizmalarin  kolonizasyonlarinda artiglarin  ortaya ¢ikmasi, siiper
enfeksiyonlarmn ortaya c¢ikmasi, toksisitenin artmasi, farmakolojik istenmeyen
etkilesimler ve mali yiikiin artmasi gibi sonuclara neden olabilmektedir (Ayaz,
2001).

Antibiyotikler in vitro olarak kombine edildiginde, etken bakteriye karsi
kombinasyonun baslica ii¢ etkisi izlenir. Bunlar:

e Sinerjik etki: Antibiyotiklerin kombine edildigindeki etkilerinin, tek tek
kullanildiklarinda gézlenen etkisinin toplamindan fazla olmasidir.

o Aditif etki: Antibiyotiklerin kombine edildigindeki etkilerinin, tek tek
kullanildiklarinda gozlenen etkisinin toplamina esit olmasidir.

e Antagonist etki: Antibiyotiklerin kombine edildigindeki etkilerinin, tek tek
kullanildiklarinda gozlenen etkisinin toplamimdan diisiik olmasidir (Ayaz,

2001; Bal, 1999).

Farkli antibiyotikler arasindaki kombinasyonlarmm in vitro sinerjik
aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur. Bunlar:

e Checkerboard (dama tahtasi) yontemi
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e Agar diltisyon yontemi

e Zamana bagli 6ldiirme yontemi (time-kill metodu)

o Cift disk diftizyon yontemi

e Gradient difuizyon (E-test) yontemleridir. Bu testlerden dillisyon yéntemleri
kombinasyonun inhibisyon etkisini, zamana bagli 6liim incelemeleri ise

bakterisidal etkisini 6l¢gmede yararlanilan testlerdir (Bal, 1999; Doern, 2014).

Antibiyotik kombinasyon testlerinin etkinligini karsilastirmaya yonelik
yapilan arastirmalarda karsilagilan zorluklardan biri, yontemlerin
standardizasyonunun eksikligidir (Doern, 2014). Ayrica bu testler mikroorganizma
ve antibiyotik kombinasyonlarmin degerlendirilmesine dayandigindan hastanin

bagisiklik durumundan etkilenmeyecektir (Giilmez, 2010).

Stenotrophomonas maltophilia’nin igerdigi ¢ok cesitli kromozomal veya
edinilmis direng Ozelligi nedeniyle, in vitro olarak monoterapi tedavisi
uygulandiginda bakterisidal aktiviteye ulasamamaktadir ve direng gelisebilmektedir.
Bu sebeple tedavi edilmesi zor olan bu bakteriye karsi kombinasyon tedavilerinin
degerlendirmesine ihtiya¢ vardir (Biagi ve ark., 2020c). S. maltophilia’ya bagh
invaziv enfeksiyonlar1 olan hastalarin kombine antibiyotiklerle tedavi edilmesi
bir¢ok ¢alisma ile desteklenmistir (Cho ve ark., 2015; Giilmez, 2010; Karamanlioglu,
& Dizbay, 2019; Poulos, Matsumura, Willey, Low, & McGeer, 1995; Sadig ve ark.,
2019).

2.4.2.1. Checkerboard (Dama Tahtasi1) Yontemi

Antibiyotik kombinasyonlarmin in vitro etkisini 6lgmek i¢in en sik kullanilan
yontem checkerboard (dama tahtasi) yontemidir, cilinkii kolay anlasilabilir bir
mantig1 vardir ve uygulamasi biraz zaman almakla birlikte, sonuglar1 yorumlamak
icin  kullanilan formiiller zor degildir (Mackay, Milne, & Gould, 2000).
Checkerboard yontemi icin makrodillisyon yontemi standart olarak kabul edilsede
mikrodiliisyonun avantajlar1 daha fazla oldugunda checkerboard mikrodiliisyon
yontemi en yaygin kullanilan teknik olmustur. Bu yontem ile bircok kombinasyon ve

konsatrasyon c¢alisilabilir (Bal, 1999; Mackay ve ark., 2000). Bu yontemin
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siirlamalary, yalnizca sabit bir inkiibasyonda antibiyotikleri test etmesi, farkli
kombinasyonlar1 test etmek i¢in ¢ok sayida reaktif ve kaynak gerektirmesi ve ayni
anda ikiden fazla antibiyotigin test edilememesidir (Doern, 2014). Kombinasyonda
secilecek olan antibiyotikler genellikle farkli antibiyotik siniflarindan tercih edilir.
Bu yontem ile bakteriyostatik etki degerlendirilir. Bakterisidal etki bakilmak
istendiginde Ureme olmayan tuplerden besiyerine inokile edilerek inkiibasyona
birakilir ve Ureme olmayan besiyeri bakterisidal etki gosteren konsantrasyon olarak
degerlendirilir (Bal, 1999). Bu yontem daha ¢ok tercih edilen bir yontem oldugu igin
iiretilen veriler halihazirda yaymlanmis ¢aligmalarla kolayca karsilastirilabilmektedir

(Mackay ve ark., 2000).

Yontem i¢in uygun olan besiyeri ortamu International Organization for
Standardization (ISO standardi) 20776-1, 2006’ya gore, KAMHB olarak onerilir ve
iiretici tarafindan saglanan uygun iki degerlikli katyon igerigine sahip olmalidir (Ca?*
ve Mg?*) (Coyle, 2005; EUCAST, 2022). Testin devaminda her bir antibiyotigin ayr1
ayr1 stok soliisyonlar1 hazirlanir ve buradan ayri tiiplerde diliisyonlar yapilir (Bal,
1999). Stok soliisyonlarin hazirlanmasi igin, antibiyotik tozlar1 kalibre edilmis
analitik terazilerde tartilir. Istenen son konsantrasyona ulasmak igin gereken
sulandirici hacmi ve antibiyotigin ne kadar tartilmasi gerektigi asagidaki formiile
gore hesaplanmasi 6nerilmektedir:

e Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Konsantrasyon (nug/mL) / Potens (ug/mg)

e Hacim (mL) = Agirlik (mg) x Potens (pug/mg) / Konsantrasyon (pg/mL)
Antibiyotik tozunu ¢dzebilen en az miktarda ¢oziiciiniin kullanilmas: gerekir. Stok
konsantrasyonun son sulandirimi su veya uygun bir tamponla yapilmalidir. Cozeltiler
gereksinim varsa eritilip ayn1 giin kullanilabilir. Kullanilmayan ila¢ giin bitiminde
atilmalidir.  Antibiyotik stok ¢ozeltileri -60°C veya altinda, aktivitesini
kaybetmeksizin alt1 ay veya daha fazla saklanabilir (Giir, 2016). Yontemde 96 (8x12)
kuyucuklu ve U-tabanli steril polistiren mikroplate’ler kullanilir. Her bakteri susu ve
buna kars1 denenecek kombinasyon i¢in 1 adet mikroplate paneli gereklidir.
Mikroplate kuyucuklarmm her biri 0,1 mL hacme sahiptir (Bal, 1999).
Mikroplate’ler c¢alisilmadan Once antibiyotik konsantrasyonlarmm hazirlanmasi

gerekir. Testin muhtemelen bir MIK bulmasi icin uygun bir antibiyotik
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konsantrasyonu araligi kullanmalidir, sinir noktasinin nerede oldugunu gérmek i¢in
klinik smir deger tablolarima bakilmalidir (Jenkins, 2019). Kombinasyona giren her
antibiyotigin konsantrasyon araligi, o mikroorganizma i¢in klinik smir deger
tablosundaki smir degerinin en az ii¢-dért diliisyon asagismmdan MIK’in en az iki,
tercihen sekiz katina kadarki diliisyonlar: tercih edilerek kullaniimalidir (Bal, 1999).
MIK kullanilan yonteme ve metot dahilinde bagl olarak degisebileceginden, genis
konsantrasyon yelpazesi icermesi 6nemlidir (Laishram ve ark., 2017). Sonrasinda iki
katna ¢ikarma teknigi kullanarak, antibiyotik konsantrasyonlari olusturulmalidir.
Her bir antibiyotik konsantrasyonunun bir stogu falkon tiiplerinde ihtiya¢ duyulan en
yiiksek konsantrasyona sahip bir baslangi¢c stogundan olusturulur. Daha sonra stok
antibiyotik, mikroplate’e pipetlenebilir. Kuyucuklara pipetlenecek miktar, toplam
kuyucuk sayisina baglh olacaktir, bu da test edilen bakteri numunelerinin sayisina
bagl olacaktir. Bu yonteme baslamadan 6nce ne kadar antibiyotik hacmine ihtiyag
olunacagi hesaplanmalidir (Jenkins, 2019). Kombinasyonu denenecek her kuyucuk
sira  veya siitununda istenen son konsantrasyon igin, falkon tiiplinde bu
konsantrasyonun iki kat1 bulunmalidir. Ciinkii her iki antibiyotik kuyucukta esit
miktarlarda bulunacak ve birbirlerini birer kat dillie edecektir boylece o kuyucukta
istenilen son konsantrasyon elde edilecektir. Her iki antibiyotik soliisyonundan
kombinasyon denenecek olan kuyucuga aktarilacak miktar 50°ser uL’dir. Béylece bir
test kuyucugundaki son hacim 100 uL olacaktir. Her mikroplate panelinde ilk yatay
sira (A2- Al2) ve ilk dikey sutun (B1-H1) kuyucuklar1 tek antibiyotiklerin
MiK lerinin belirlenmesi igin kullamlir. Diger kuyucuklar bu antibiyotiklerin
kombinasyonlarini igerecektir. Tiiplerde kuyucuklara aktarilacak antibiyotik
diliisyonlar1 (bir iist konsantrasyonda) hazirlanirken soliisyon miktari, kuyucuk sayis1
x her kuyucuk i¢in 50 pL olarak hesaplanmalidir. Yontemde suslarin kanl agar gibi
non-selektif bir besiyerindeki bir gecelik kiiltiirii kullanilmalidir. Inokiilum igin 0,5
McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu hazirlanir ve 1:30 oraninda diliie
edilip (5x10° CFU/mL) buradan sterilite kontrol kuyucugu (negatif kontrol
kuyucugu) disindaki her kuyucuga 10 pL (5x10* CFU/mL) inokile edilir (Bal,
1999). 15 dakika icinde siispansiyonun eklenmesi gerekir. Inokulumun
ayarlanmamas1 ve 15 dakika i¢inde eklenmemesi organizmalarin konsantrasyonunu

ve test sonuglarini olumsuz etkileyebilir (Coyle, 2005). Bdylece, bir kuyucuktaki
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100 pL antibiyotik kombinasyonu soliisyonu icindeki bakteri sayis1 5x10* CFU/100
UL veya 5x10° CFU/mL olur (Bal, 1999). Her mikroplate’de bir kuyu pozitif biiyiime
kontroli (KAMHB+bakteri inokulumu) ve biri negatif kontrol (yalnizca KAMHB)
olusturulmalidir (Coyle, 2005). Pozitif biiylime kontrolii tireme kontroli olarak
degerlendirilir. Test okunurken bu kuyucukta yogun bulaniklik gdriilmelidir. Negatif
kontrol kuyucugu yalniz besiyeri icerir ve besiyeri sterilite kontrolii olarak kullanilir
(Bal, 1999). Pozitif veya negatif kontrol kuyularina antibiyotiklerin higbiri
pipetlenmez. Pozitif kontrol kuyular1 dahil ancak negatif kontrol kuyular: harig
olmak iizere her kuyucuga bakteri inokulumu eklenir (Jenkins, 2019). Testin kalite
kontrolii i¢in, uygun olan referans ATCC suslari, ayn1 antibiyotik stok soliisyonlar1
ve sulandirimlarla, ayr1 bir mikroplate’de yontem vyiiriitiiliir. Inokiilum saflik kontrolii
icin, kullanilan bakteri siispansiyonu (5x10° CFU/mL) 1:100 oraninda sulandirilir,
kanl1 besiyerine inokiile edilir ertesi giin saflik arastirilir. Inokiilum yogunlugunun
kontrolii i¢in tireme kontrol kuyucugundan bir miktar bakteri siispansiyonu alinip
1:500 oraninda sulandirilir ve buradan alinan 100 pL kanli besiyerine inokiile edilir.
Checkerboard mikroplate’i tamamlandiktan sonra kapagi kapatilir. Uygun kosullarda
etlivde inkube edilir (Bal, 1999). Sonuglar okunmadan 6nce kontaminasyon olup
olmadigmi incelenmelidir. Eger kontaminasyon var ise test yorumlanamaz ve
tekrarlanmalidir (Coyle, 2005). Kalite kontrol suslarmin MIK degerleri uygunsa,
ureme kontroliinde yeterli blylime varsa, besiyeri sterilite kontrolii, inokiilum saflik
kontrolii, inokiilum yogunluk sonuglar1 gegerliyse mikroplate’nin okunmasina
gecilir. Her antibiyotigin tek basma MIK degerleri okunur (Bal, 1999; CLSI, 2016;
EUCAST, 2022). Biiylime, bulaniklik veya kuyucuk dibinde birikim olarak gorandr.
Biiyiimenin goriiniimii, mikroorganizmaya ve test edilen antibiyotige bagl olarak
farklilik gosterir. Sonuglar manuel olarak okunur. Trimetoprim, siilfonamidler ve
SXT i¢in, pozitif kontrole kiyasla biiylimede >%80’lik bir azalmanm oldugu
konsantrasyon son nokta olarak okunmalidir (Coyle, 2005; EUCAST Reading Guide
For Broth Microdilution, 2022). Bazen bir atlama gorilebilir, yani buyime gdsteren
kuyular arasinda biiyiime gostermeyen bir kuyucuk olabilir. Bu durumda izolatlar
yanlis duyarl olarak bildirmekten kaginmak i¢in izolatin yeniden test edilmesi veya
en yiiksek MIK degerinin okunmasi gerekir. Birden fazla kuyucuk atlanmus ise sonug
rapor edilmez calisma tekrarlanmalidir (EUCAST Reading Guide For Broth
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Microdilution, 2022; Giir, 2016). Her antibiyotik i¢in tek basma bir MiK belirlenir.
Bu, deneyin yiiritiildiigli mikroplate’lerde yapilabilir, ¢iinkii her antibiyotik i¢in
kuyucuklarda yalnizca antibiyotik igeren bir konsantrasyonlar vardir (Jenkins, 2019).
Sonuglarin yorumlanabilmesi i¢in, her iki antibiyotik ayri ayri, kombinasyonda
kullanilan antibiyotigin aktivitesini tek basina kullanilan antibiyotigin aktivitesi ile
karsilastiran bir fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FiK) degeri hesaplanir.
(Ornegin kombinasyon testine giren A ve B antibiyotikleri olsun)

e FIKa = A antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri / A antibiyotiginin
tek basina MIK degeri

e FIKg = B antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri / B antibiyotiginin
tek basina MIK degeri

FIK indeksi (3 FIKi) = FiKa + FiKg formiilii kullanilarak hesaplanir.

Y FIKI < 0,5 ise sinerjist, 0,5 < FIKI < 4 ise aditif, > 4 ise antagonist etki seklinde
yorum yapilabilir (Bal, 1999; Doern, 2014; Sadic ve ark., 2019). Dama tahtas1
sonuglarmin degerlendirilmesinde farkli yontemler kullanilmaktadir bu yontemler
sOyledir:

e Yontem 1: Bu yontem, kombinasyondaki en diisiik FIKi degeri’nin
kullanilmasidir. Kombinasyon plagindaki iireme olmayan tiim kuyucuklar
taranir, tiim kuyucuklar icin en diisik FIKi degeri hesaplanrr ve o
kuyucuktaki en diisiik FIKI degeri kullanilir.

e Yontem 2: Ortalama FiKI’nin esas alindig1 yontemdir. Bu yontemde, tiim
satir ve slitunlardaki iireme olmayan en diistik ila¢ konsantrasyonunun oldugu
kuyucuklar degerlendirmeye almir. Bu kuyucuklarin her biri i¢in A ve B
ilacinin FIK’leri hesaplanir ve her kuyucuk icin ayr1 ayr1 FIKI hesaplanarak,
elde edilen degerler toplanir ve kuyucuk sayisina boliinerek FiKi’nin
ortalamasi alinir.

e Yontem 3: Bu yontemde tiim satir ve siitunlar taranarak, tiim satir boyunca ve
tim situn boyunca uUreme olmayan satir ve siitun degerlendirmeye alinir.
Buralardaki kuyucuklarin FIKI’leri toplanarak ortalamalar1 hesaplanir.

e Yontem 4: FIKI hesaplamasi yoktur. Kombinasyon plagindaki iki kuyucuk
degerlendirmeye almir. Kuyucuklardan bir tanesi her iki ilag i¢in de FIK’in

0,25 oldugu ortak kuyucuk, digeri her iki ilag i¢in de FIK’in 2 oldugu ortak
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kuyucuktur. FIK 0,25 olan kesisim kuyucugunda iireme yoksa sinerjistik
etkilesim, FIK 2 olan kesisim kuyucugunda iireme varsa antagonistik
etkilesim olarak degerlendirilir. Diger tiim durumlar tanimlanamayan

etkilesim olarak siiflandirilir (Ozseven, Sesli Cetin, & Ozseven, 2012).

2.4.2.2. Gradient Difuizyon (E-Test) YOntemi

Antibiyotik kombinasyonlarini belirlemek i¢in gradient difiizyon test seritleri
kullanilmaktadir (Laishram ve ark., 2017). Gradient diflizyon daha ¢ok bilinen diger
ad1 ile E-test diflizyon yontemi, tek bir antibiyotik emprenye edilmis bir seritten
antibiyotigin farkli konsantrasyon gradyanmin kati agar icine diflizyonuna dayanir
(Doern, 2014). Bu yontem rutin laboratuvarda pratiktir, kolaylikla tekrarlanabilir
(Laishram ve ark., 2017; White, Burgess, Manduru, & Bosso, 1996). Gradient
difuizyon yonteminin smirlamalari, ikiden fazla antibiyotik kombinasyonun
etkilesimini ve kagit seridin {izerindeki antibiyotigin smirli konsantrasyon
gradyanindan daha fazla veri belirleyememesidir. MiK’in seritteki en yiiksek
konsantrasyondan daha fazla oldugu bakteriler igin FIKi hesaplanmasmda

zorluklarla karsilagilabilir ve yanlis yorumlara neden olabilir (Laishram ve ark.,
2017).

Bu yontemin sinerjiyi degerlendirmek icin gelistirilmis iki farkli teknigi
vardrr. lk yontemde, ¢alisilacak olan iki antibiyotik seridi her bir konsantrasyonu
icin MiK’de kesisecek sekilde birbirine dik olarak yerlestirilir. Ikinci yaklasim ise,
ilk gradient diflizyon test seridi test edilecek bakteri ile inokiile edilen agar iizerine
yerlestirilir. Seritlerin 60 dakika difiizyonuna izin verilir ve ardindan ¢ikarilir. Ikinci
bir serit daha sonra ayni konuma konsantrasyonu birbirlerinin {izerine denk gelecek
sekilde yerlestirilir (Doern, 2014; Ferreira ve ark., 2020). Ikinci ydntem
detaylandirilicak olursa; saf bakteri kolonilerinden elde edilmis 0,5 McFarland
standardina esdeger bakteri inokulumu hazirlanir ve MHA’a inokiile edilir. Her

antibiyotik icin gradient diflizyon test seritleri hazirlanir (Bal, 1999).

Gradient diflizyon test seritleri kullanimdan 6nce oda sicakligina gelmeleri

beklenmeli ve kullanildiktan sonra arta kalan seritler bekletilmeden tekrar derin
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dondurucuya kaldirilmalidir (Giir, 2016). Derin dondurucudan ¢ikarilan seritler oda
sicakhigma geldikten sonra, tek baslarina MiK’lerini saptamak iizere ayr1 ayr1 birer
MHA (zerine vyerlestirilir (Bal, 1999). Seritlerin agar yilizeyinde dokundugu
kisimlarda dikkatli olunmalidir, tiim seridin agar ile temas halinde oldugundan emin
olunmalidir. Bazen seridin altinda hava kabarciklar1 sikigabilir. Herhangi bir biiyiik
kabarcik gozlemlenirse, balonu seridin diisiik konsantrasyonlu ucundan yiiksek
konsantrasyonlu ucuna dogru hafif¢e iterek kabarcigi seridin altindan yukar1 ve disar1
dogru hareket ettirmeye caligilabilir. Kiigiik kabarciklar, olusturulan inhibisyon
bolgesini etkilememektedir, boylece seridin altinda kalabilirler (Jenkins, 2019).
Kombinasyonu yapilacak birinci antibiyotik seridi, inokule edilen MHA yiizeyine
yerlestirilir ve antibiyotigin difiizyonuna izin vermek i¢in 1 saat boyunca oda
sicakhiginda inkiibe edilir. 1 saatten sonra gradient difiizyon test seridinin 6nceden
belirlenmis MIK’i isaretlenir ve serit steril bir pens yardim ile yerinden ¢ikarilir.
Daha sonra ikinci gradient difuizyon test seridi 6nceki seridin biraktigi iz tizerine
konsantrasyonlar iist liste gelecek sekilde yerlestirilir, boylece agar iizerindeki olusan
konsantrasyonlar birbirlerinin tam tiizerine karsilik gelir. Diger MHA plagma ise,
ikinci antibiyotik seridi, inokiile edilen MHA plakasmin yiizeyine yerlestirilir ve
ajanin diflizyonuna izin vermek i¢in 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir. 1
saatten sonra gradient difiizyon test seridinin 6nceden belirlenmis MIK’i isaretlenir
ve serit steril bir pensle yardimi ile yerinden ¢ikarilir. Daha sonra ikinci gradient
diflizyon test seridi onceki seridin biraktig1 iz iizerine yerlestirilir, boylece agar
iizerindeki isaret ikinci antibiyotigin MIK’ine karsilik gelir. Uygun sartlarda bir
gecelik inkiibasyona birakilir (Bal, 1999; Karamanlioglu, & Dizbay, 2019; Laishram
ve ark., 2017). Uygun olan referans ATCC kullanilarak testin kontrolii saglanir.
Plaklar uygun inkiibasyondan sonra; aydinlik bir ortamda koyu renk bir zemin
iizerinde, goz ile degerlendirilir, bakteri kullanilan antibiyotik seritlerinden herhangi
birine duyarliysa, agar iizerinde bir inhibisyon elipsi goriiliir. MIK degerini okumak
icin, inhibisyon elipsinin gradient difuzyon test seridine temas ettigi nokta
konsantrasyon belirlenir. MIK o noktada serit iizerinde yazili olan antibiyotik
konsantrasyonudur (Gur, 2016, Jenkins, 2019). Eger inhibisyon elipsi seridin altina
kadar iniyorsa, MIK degeri en diisiik konsantrasyonun altindadir. Eger hi¢ inhibisyon

elipsi olusmamigsa, MIK degeri en yiiksek konsantrasyonun iistiindedir. inhibisyon
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elipsinin iki deger arasinda kalmasi halinde yiiksek olan deger MIK olarak kabul
edilir. Eger inhibisyon elipsinin seride temas ettigi noktalar iki tarafta farkli ise ve bu
fark iki kat diliisyonun yarisin1 agsmiyorsa yiiksek olan sonu¢ degerlendirmeye
alimmalidir. Fark iki kat diliisyonu agarsa test tekrarlanmalidir. Siilfonamidler,
trimetoprim ya da SXT test edildiginde olusan zayif iiremeler goz ardi edilmeli, %80
ve lizerindeki iiremeler okunmalidir (Giir, 2016). Ortaya ¢ikan inhibisyon elipsi
sayesinde, MIK ler okunur ve yorumlanir. (Ornegin kombinasyon testine giren A ve
B antibiyotikleri olsun) inkiibasyon sonunda petride A’nm varhginda B’nin MiK’i,
diger petride B’nin varliginda A’nin MiK’i okunur.

FiKa = B’nin varhiginda A’nim MIK’i/ Tek basmayken A’nin MiK’i

FiKg = A’nin varliginda B’nin MIK’i/ Tek bagmayken B’nin MiK’i

FiK indeksi (3 FIKi) = FIKa + FiKg formiilii kullanilarak hesaplanr.

Y FIK < 0,5 ise sinerjist, 0,5 < FIKI < 4 ise aditif, > 4 ise antagonist etki seklinde
yorum yapilabilir (Bal, 1999; Doern, 2014; Sadi¢ ve ark., 2019).

2.4.3. Trimetoprim+Sulfametoksazol

Trimetoprim ve sulfonamidler kombinasyon halinde kullanildiginda sinerjik
etkiye sahiptir. Her iki ilag da bakteriyel folik asit sentezini etkilemektedir.
Sllfonamidler, para-aminobenzoik asitten dihidrofolat olusumunu katalize eden
dihidropteroat sentetazi inhibe eder. Onun ardindan trimetoprim, dihidrofolat’tan
tetrahidrofolat olusumunu katalize eden dihidrofolat rediiktaz1 inhibe eder. Boylece
bakteriyel folik asit sentezi bozulur. Folik asit sentezi bozulunca purin sentezi ve
dolayisiyla da DNA sentezi inhibe edilmis olur, bdylece trimetoprim ve
stilfametoksazol birlikte kullanildiginda bakterilerin DNA sentezi bozulmus olur

(Eliopoulos, & Huovinen, 2001).

Trimetoprim+Siilfametoksazol ~ kombine  antibiyotik  olarak  siklikla
kullanilmaktadir. Ko-trimoksazol (Sadig¢ ve ark., 2019), TMP-SMZ (Kandemir,
2007), TMP-SMX (Cho, 2014; Gibb, & Wong, 2021; Mohamed, Wani, Kichloo, &
Bhanot, 2020), TMP-SXT (Cayc1 ve ark., 2013), en guncel haliyle SXT kisaltmalar1
ile kullanilmaktadir. CID bir bakteri olan S. maltophilia’nin neden oldugu

enfeksiyonlarm tedavisinde hem in vitro olarak yiiksek duyarlilik oranlar1 hem de in
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vivo yiiksek etkinligi nedeniyle tercih edilen ilk tedavi segenegi olarak SXT
onerilmektedir (Biagi ve ark., 2020b; Cayci ve ark., 2013; Juhasz ve ark., 2015). Bu
sebeple S. maltophilia suslarinin etken oldugu enfeksiyonlarda, ampirik tedaviye
baslamak gerektiginde etkene karsi en etkin antibiyotik olarak SXT nin kullanilmas1
gerekmektedir (Diilger, & Berktas, 2007). Trimetoprim+Silfametoksazol, S.
maltophilia enfeksiyonlarinda “tek segenek” olarak ele alinabilir (Di Bonaventura ve
ark., 2004). Mutlu ve ark., SXT’nin ¢ogu yetiskinde oldugu gibi yenidoganlarda da
S. maltophilia enfeksiyonlarinda uygun ve giivenilir bir se¢im oldugu saptamustir
(Mutlu ve ark., 2011). Trimetoprim+Silfametoksazol, CLSI (2016)’a gore S.
maltophilia enfeksiyonlarinda A grubu (ilk tercih edilen antibiyotik grubu)
antibiyotik olarak kullanima sunulmustur (CLSI, 2016). EUCAST (2022)’e gore,
SXT, S. maltophilia’ya 6zgii en iyi belgelenmis klinik aktiviteye sahip ajandir ve
2022 yima kadar EUCAST klinik sinir degerlerine dayali olarak mikrobiyoloji
sonuglarma gore yorumlanabilen tek antibiyotik ajan olarak sunulmustur (EUCAST,
2020). Ayrica hem CLSI (2016) hem EUCAST (2022) kilavuzlarina gore
trimetoprim:siilfametoksazol 1:19 oraninda kombine edilerek test edilebilecegi
olarak ifade edilmistir (CLSI, 2016; EUCAST, 2022).

In vitro veriler, SXT’nin S. maltophilia’ya kars1 bakteriyostatik aktiviteye
sahip oldugunu gostermektedir (Aydm, & Caylan, 2002; Koseoglu, Sener, Glilmez,
Altun, & Gur, 2004a; Zelenitsky, lacovides, Ariano, & Harding, 2005). S.
maltophilia tedavisi i¢in optimal SXT dozu net bir sekilde bilinmemekle birlikte,
genel olarak onerilen doz, boliinmiis dozlar halinde giinde 15-20 mg/kg/gun dozdur
(Junco, Bowman, & Turner, 2021; Nys ve ark., 2019). Ciddi S. maltophilia
enfeksiyonlarmi tedavi etmek i¢in SXT’nin kullanildig1 ¢ok sayida klinik deneyim
vardir ve bir¢ok ¢alismadaki sonuglar SXT’nin S. maltophilia’ya kars1 etkinligin
yiiksek oldugunu vurgulamaktadir (Cho, 2014; Chung ve ark., Dulger ve ark., 2006;
2013; Gibb, & Wong, 2021; Ismail, 2017, Karamanlioglu, & Dizbay, 2019;

Travassos veark., 2004).

Yuksek dozlarda SXT’nin  kullanilmas1 ile bazi yan etkiler

g6zlenebilmektedir. Sitopeni, hepatotoksisite (Cho, 2014), nefrotoksisite (Mohamed
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ve ark., 2020), hiperkalemi, alerjik reaksiyonlar (Gajdacs, & Urbéan, 2019), kemik
iligi baskilanmasi (Abbott ve ark., 2011), bobrek yetmezligi, asir1 duyarhilik
reaksiyonlar1 (Ko ve ark., 2019) ve diren¢ gibi SXT kullanimi sonrasi olusan yan
etkiler kullammmi sinirlayabilicr (Sader, 2020). Ozellikle KF hastalari, kanser
hastalar1 ve YBU’de tedavi edilen hastalarda SXT direngli S. maltophilia siklig1 daha
ylksektir (Juhdsz ve ark., 2015). S. maltophilia, alerjik reaksiyona neden olan
durumlarda, daha yaygin olarak siilfonamidin toleransi nedeniyle kontrendike
olmaktadir (Karamanlioglu, & Dizbay, 2019; Orak ve ark., 2021). Bu gibi sik
gorulen yan etkiler nedeniyle S. maltophilia enfeksiyonu i¢cin SXT antibiyotigine
guclu alternatif antibiyotikler gereklidir (Ko ve ark., 2019). Bakterisidal aktivitenin
olmamasina, SXT’ye kars1i artan diren¢ oranlarma ve monoterapinin olumsuz
sonuclarma dayanarak, bu bakteriye karsi in vitro sinerji sergileyen antibiyotik
kombinasyonlarini belirlemek igin ¢esitli girisimlerde bulunulmustur (Giilmez, 2010;
Ismail, 2017). Trimetoprim+Silfametoksazol ile kombinasyon tedavisi umut verici
goriinmektedir, gerekli olabilecegi durumlarda kullanimi Onerilmektedir. Fakat S.
maltophilia igin SXT antibiyotigine tercih edilecek antibiyotik kombinasyonlarinin
hangisi olacagi, c¢alismalarin yetersizliginden dolay1 belirsizligini korumaktadir

(Junco, 2021).

2.4.4. Florokinolon

Florokinolonlar, DNA replikasyonunda, rekombinasyonunda ve onariminda
gorev alan DNA topoizomeraz -1V enzimlerini inhibe ederek bakteriyel DNA
sentezini engellerler (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2013). Florokinolon grubu
antibiyotikler, ozellikle S. maltophilia gibi CID bakterilere bagli enfeksiyonlarda
1980’lerden beri SXT’ye potansiyel alternatifler arasinda sayilmaktadir (Ko ve ark.,
2019; Sen ve ark., 2017). Literatiire bakildiginda bazi c¢alismalarda SXT ve
florokinolon {izerinde istatistiksel farkliliklar gosterilmemistir (Bahgeci ve ark.,
2021; Ko ve ark., 2019; Wang, Scipione, Dubrovskaya, & Papadopoulos, 2014).
Ayrica yeni nesil kinolonlarin tedavide daha etkili oldugu yoniinde raporlar
bildirilmistir (Bahceci ve ark., 2021; Cayci ve ark., 2013; Valdezate, Vindel, Loza,
Baquero, & Cantén, 2001). S. maltophilia’da florokinolonlara direng gosteren

intrensek diren¢ mekanizmalar1 olmasima karsin klinik analizler, duyarli izolatlarin
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tedavisinde florokinolon kullaniminin SXT ye kiyasla daha diisiikk mortalite (Ko ve
ark., 2019) veya SXT ile benzer mortalite saglayabilecegini gostermistir (Watson ve
ark., 2018).

Florokinolonlar igerisinde genellikle levofloksasin SXT’ye tercih edilen
alternatifler olarak kabul edilir (Cho, 2014; Wang ve ark., 2014; Watson ve ark.,
2018). Cunku S. maltophilia’ya kars1 en etkili kinolonun levofloksasin oldugu
bildirilmektedir (Fedler, Biedenbach, & Jones, 2006; Hazirolan ve ark., 2018). SXT,
S. maltophilia enfeksiyonlarinda tercih edilen ilk ilag olmasina ragmen, direng, alerji,
toksisite nedenleriyle SXT ile tedavinin LEV ile tedaviye gore daha zor olacagi
belirtilmistir (Wang ve ark., 2014). Nys ve ark., yaptiklar1 g¢alismada ise,
monomikrobiyal S. maltophilia enfeksiyonlarinda SXT alan hastalarin mekanik
ventilasyon ihtiyaci, hastanede daha uzun kals siiresi ve YBU diizeyinde bakim
ihtiyac1 yasamasi disindaki ozellikler LEV ile benzer olarak bulunmus, fakat
antibiyotiklere diren¢ gelistirme LEV alan hastalarda daha sik meydana gelmistir.
SXT’e kiyasla LEV ile tedavide direncin daha sik meydana gelmesi, efluks
pompalar1 veya antibiyotigin hedefledigi bolgenin mutasyonu sebebi ile kinolonlarda

direng bariyerinin daha diisiik oldugunu diisiindiirmektedir (Nys ve ark., 2019).

Trimetoprim+Sulfametoksazol direncli S. maltophilia izolatlarinin artan
siklig1 nedeniyle ve in vitro duyarlilik sonug¢larma dayanarak, genel olarak yuksek
duyarli sonuglar veren florokinolonlar, SXT uygulamasmin miimkiin olmadigi
durumlarda S.  maltophilia enfeksiyonlu hastalarin ~ tedavisinde alternatif  bir
secenek olabilir (Wang ve ark., 2014). Ayrica SXT ve florokinolon antibiyotikleri
kullanilarak kombinasyonlarin sinerjik faydasindan yararlanmak, S. maltophilia’nin
monoterapiye diren¢ kazanmasindaki kolaylik nedeniyle avantaj saglar (Adegoke ve
ark., 2017). Tedaviye direncli hastalarda ©nerilen kombinasyon tedavisinde
levofloksasinin iyi bir se¢enek oldugunu bildirilmistir (Sen ve ark., 2017).
Monoterapide direng gelisebilecegi bilgisi ile, direng gelisimini dnlemede etkili olup
olmadigmi belirlemek igin kombinasyon tedavisi kullanirmmin daha fazla

degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Wang ve ark., 2014).
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2.4.5, Seftazidim

Beta-laktam antibiyotik grubu iginde S. maltophilia igin en etkin ilag
seftazidim (CAZ)’dir (Sadig ve ark., 2019). 3. kusak genis spektrumlu sefalosporin
grubundan olan CAZ, S. maltophilia enfeksiyonlarinda etkin gorinmekle birlikte,
ampirik tedavi olarak kullanilmasi tavsiye edilmemektedir (Denton, & Kerr, 1998).
S. maltophilia, seftazidime 6zunde direngli olarak kabul edilmez (Rhoads, 2021)
fakat S. maltophilia enfeksiyonlarinda in vitro olarak duyarli olsa bile tek basina
kullanilmasi, kromozomal, indiiklenebilir beta-laktamazlar nedeniyle direng
gelismesiyle sonuglanabilir (Sadig ve ark., 2019). SXT direnci olan vakalarda S.
maltophilia enfeksiyonlar1 icin CAZ monoterapisi ile klinik basar1 oranlart %66
olarak bildirilmistir (Falagas ve ark., 2009). CAZ yiksek doz uygulamalar: ile S.
maltophilia enfeksiyonlarma karsi bakterisidal aktivitenin saglanabilecegini bildiren
caligmalarda bulunmaktadir (Lemmen ve ark., 2001, Travassos ve ark., 2004).

2.5. Korunma Yollan

Stenotrophomonas maltophilia cevrede yaygin olarak bulunan bir CID bakteri
olmas1 nedeniyle korunma stratejilerini dizenlemek zordur (Kandemir, 2007).
Enfeksiyonu Onlemek igin gesitli stratejiler Onerilmistir. S. maltophilia suslari
hastanede yatmakta olan bir hastadan izole edildiginde hastanin g¢evreden izole
olmas1 gerekir. Bu uygulama, enfeksiyonun hastane i¢inde yayilimini 6nlemek
acisindan da yararli olacaktir (Denton, & Kerr, 1998). Klinik 6rneklerden S.
maltophilia’nin  tanimlanmasi i¢in, gram negatif bir basilin biiyiimesi ve
tanimlanmas1 genellikle 1-3 giin sdrebilir. Bu donemde, bir hastada gram negatif
basil sepsisi oldugundan siliphelenildiginde, klinisyenler, diger glikoz fermente
etmeyen patojenler de dahil olmak (zere gram negatif basillere karsi genis
spektrumlu  aktivite sergilemesinden dolayr ampirik antibiyotik  olarak
florokinolonlar: segebilirler. SXT, hastane kaynakli patojenlere kars1 kapsaminin dar
olmast ve sik goriilen yan etkileri nedeniyle nadiren ampirik bir ajan olarak
uygulandigindan, retrospektif ¢aligmalarda florokinolon ile tedavi edilen vakalarin
belirli bir kism1 SXT ile tedavi edilen vakalardan daha erken tedavi edilmis olacaktir

(Ko ve ark., 2019).
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Yabanci cihazlarin uzun siireli implantasyonundan kaginmak (Denton, &
Kerr, 1998), enfekte hastanin bakiminda kullanilan her tiirlii tibbi alet ve gereclerin
baska hastalarda kullanilmamasina, mutlaka kullanilmak zorunda ise dezenfeksiyonu
takiben kullanilmasina 6zen gosterilmelidir (Denton, & Kerr, 1998; Dulger, &
Berktag, 2007). Hastalarin miimkiin oldugunca erken taburcu edilmesi
enfeksiyonlarin yayilimmi 6nemli Olgiide azaltacaktir. Hastane enfeksiyonlarmi
onlemek icin el hijyeni en iyi yontemlerdendir (Mutlu ve ark., 2011). S. maltophilia
kolonizasyonu ve/veya enfeksiyonunun nozokomiyal salginlari sirasinda el hijyenine
onem verilmesi ve enfekte veya kolonize hastalar i¢in bariyer dnlemleri alinmasi

onerilmektedir (Denton, & Kerr, 1998; Kandemir, 2007).

Bu organizmanin her yerde bulunan dogast g6z Oniine alindiginda,
nozokomiyal enfeksiyonlariin eradike edilmesi pek olas1 degildir. Bununla birlikte,
ozellikle hastalarin ve saglik ¢alisanlarinin egitimi ile tedavi ve korunma saglanabilir

(Abbott ve ark., 2011; Kandemir, 2007).

37



3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma, Bursa Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 2021-6/64 numarali karar ile 26 Mayis 2021 tarihinde kabul
edilmis ve Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Siire¢ Yonetim
Sistemi komisyonu karar1 ile 29 Eylul 2021 tarihinde, TYL-2021-608 proje numarast
ile kabul edilmistir.

Calismaya 2016-2021 yillar1 arasinda Bursa Uludag Universitesi Saglk
Uygulama ve Arastrma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar Baskanligi
Bakteriyoloji Laboratuvarma gesitli YBU ve polikliniklerden génderilen 6rnekler ve
BACTEC™ Kan Kiiltiir Sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile pozitiflik saptanan
kan kiiltiirti ve steril viicut sivisi 6rneklerinden elde edilen ve MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonik, Almanya) ile Stenotrophomonas maltophilia olarak tanimlanan,
Phoenix M50 (Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemiyle antibiyotik duyarlilig
calisilan, -20°C’de siv1 boncuklu saklama tlplerinde (Pro-Lab, Ingiltere) saklanmis
olan suslar taranmak kaydi ile 20 sus se¢ilmistir ve ayni hastaya ait birden fazla kez
S. maltophilia iiremesi olmasi halinde, sadece ilk izole edilen sus ¢alismaya dahil

edilmistir.

Calismaya dahil edilecek S. maltophilia suslarindan taze kdaltir elde
edilebilmesi icin %5 koyun kanli agar (KKA)’da (Becton Dickinson, Almanya)
canlandirilmistir. Bu islem i¢in -20°C ’de sivi boncuklu saklama tlplerinde daha
onceden saklanmis olan 20 S. maltophilia susu %5 KKA besiyerine azaltma ekimi
yontemi ile ekilmis ve 35£2°C’de aerobik ortamda 20-24 saat etiivde inkiibasyona
birakilmistir. KKA besiyerinde Ureyen suslar S. maltophilia olarak MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonik, Almanya) ile dogrulanmis; Phoenix M50 (Becton Dickinson,
Almanya) otomatize sistemiyle antibiyotik duyarliliklari tekrar ¢aligilmistir. Phoenix
M50 (Becton Dickinson, Almanya) otomatize sistemiyle antibiyotik duyarliligi
calisilan suslarin duyarlilik testi sonucu EUCAST’in 2020 S. maltophilia i¢in klinik

sinir deger tablosuna gére yorumlanmagtir.
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Calismada suslarin;

1. Trimetoprim+Silfametoksazol (SXT) (Sigma Aldrich, ABD)

2. Levofloksasin (LEV) (Sigma Aldrich, ABD)

3.Seftazidim (CAZ) (Sigma Aldrich, ABD)
antibiyotiklerine olan duyarliliklar1 ve bu antibiyotikler arasindaki kombinasyonlarin
in vitro olarak gradient difiizyon ve checkerboard yontemi sinerji testleri kullanilarak
yapilmistir. Kombinasyonlar su sekilde olusturulmustur:

1. SXT+LEV

2. SXT+CAZ

3.1. Checkerboard Yontemi

Kombinasyonlarda kullanilan iki antibiyotigin 96 kuyucuklu, U-tabanl: steril
polistiren mikroplate’ler lizerinde yatay ve diisey eksende farkli konsantrasyonlarda
bir araya getirilmesiyle kombinasyon etkinlikleri degerlendirilmistir. Bu
mikroplate’lerde ayn1 anda hem kombinasyon hem antibiyotigin tek basina MIiK
degeri hesaplanabilmektedir. Her S. maltophilia susu ve buna karsi denenecek
kombinasyon i¢in 1 adet mikroplate paneli kullanilmistir. Bu ydntem icin antibiyotik
tozlar1 stok antibiyotiklerin her biri mikroplate’lerde belirlenen en yiliksek
konsantrasyonun 20 kati seklinde hazirlanmistir. SXT i¢in son konsantrasyon degeri
16/304 pg/mL oldugu i¢in; stok antibiyotik 320/6080 pg/mL, LEV son
konsantrasyonu 16 pg/mL oldugu igin; stok antibiyotik 320 pg/mL, CAZ son
konsantrasyonu 64 pg/mL oldugu i¢in; 1280 pg/mL stok antibiyotik hazirlanmistir.
Calismada kullanilan antibiyotiklerin ¢oziicii ve seyreltici oranlar1 Tablo 4’de

verilmistir.

Tablo 4. CLSI (2016)’a gore ¢oziicii ve seyreltici 6nerileri

Antibiyotik tozu Cozlcu Seyreltici

Trimetoprim Son hacmin % 10’u kadar 0,05 mol/L  Su (1s1ya ihtiyac olabilir)
laktik veya hidroklorik asit

Sulfametoksazol % hacim su, sonra eriyene kadar 2.5 Su
mol/L NaOH damlatilir

Levofloksasin % hacim su sonra eriyene kadar 0,1 Su
mol/L NaOH damla damla ¢ozilir

Seftazidim Sodyum karbonat (Susuz sodyum  Su

karbonat, kullanilacak seftazidimin tam
olarak %10'u agirhiginda kullanilir. Bu
¢ozelti en kisa siirede kullanilmalidir,
fakat 25°C’yi agsmayan sicaklikta 6 saat
saklanabilir.)
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Stok antibiyotikler su formile gore hesaplanmisir;
e Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Konsantrasyon (png/mL) / Potens (pug/mg)
e Hacim (mL) = Agirlik (mg) x Potens (ng/mg) / Konsantrasyon (pg/mL)

Trimetoprim antibiyotigi i¢in; balon joje icerisine 382,65 ml distile su
eklendi. Uzerine 0,05 mol/L 157 pl hidroklorik asit eklendi. 250 mg trimetoprim tozu
hassas terazide tartildi. Balon joje icerisine eklendi. Homojen olana kadar karistirildi.
Sonucunda 640 pg/mg konsantrasyonda 382,81 ml trimetoprim elde edildi.
Falkonlara eklendi.

Siilfametoksazol antibiyotigi i¢in; 50 ml distile su Olgiildii falkona eklendi. 5
gr NaOH hassas terazide tartildi ve su dolu falkona eklendi. Homojen oluncaya kadar
karistirildi. Balon joje icerisine 20,14 ml distile su eklendi. 500 mg siilfametoksazol
tozu hassas terazide tartildi balon joje igerisine eklendi. Balon joje igerisine
cOzuliinceye kadar 2,5 mol/L NaOH damla damla eklendi. Uzerine nihai hacim olan
40,29 ml tamamlanincaya kadar distile su eklendi. Homojen oluncaya kadar
karistirildi. Sonucunda 12160 pg/mg konsantrasyonda 40,29 ml siilfametoksazol elde
edildi. Falkona eklendi.

Trimetoprim+Sulfametoksazol kobinasyonu hazirlanmasi igin 20 ml 640
ug/mg konsantrasyonda trimetoprim, 20 ml 12160 pg/mg konsantrasyonda
stilfametoksazol falkona eklenerek 40 ml 320/6080 pg/mg konsantrasyonda SXT

kombinasyonu hazirland.

Levofloksasin antibiyotigi i¢cin; 50 ml distile su 6l¢iildii falkona eklendi. 200
mg NaOH hassas terazide tartildi ve su dolu falkona eklendi. Homojen oluncaya
kadar karistirildi. Balon joje igerisine 153,125 ml distile su eklendi. 100 mg
levofloksasin tozu hassas terazide tartildi balon joje icerisine eklendi. Balon joje
icerisine ¢ozilinceye kadar 0,1 mol/L NaOH damla damla eklendi. Uzerine nihai
hacim olan 306,25 ml tamamlanincaya kadar distile su eklendi. Homojen oluncaya
kadar karstirildi. Sonucunda 320 pg/mg konsantrasyonda 306,25 ml levofloksasin

elde edildi. Falkonlara eklendi.
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Seftazidim antibiyotigi ¢oziildiikkten sonra en kisa zamanda kullanilmasi
gerektigi i¢in iki kere hazirland1 ve ¢oziildigi giin kullanildi; 11,48 ml distile su
falkona eklendi. 1,5 mg sodyum karbonat hassas terazide tartildi ve falkona eklendi.
15 mg seftazidim tozu hassas terazide tartildi falkona eklendi. Homojen hale
gelinceye kadar karistirildi. Sonucunda 1280 pg/mg konsantrasyonda 11,48 ml

seftazidim elde edildi.

Katyon ayarli Mueller-Hinton broth hazirlandi. Bunun igin balon joje
icerisine 1 litre distile su eklendi. Uzerine 22 gr KAMHB tozu eklendi. Homojen
hale gelinceye kadar karistirildi. Otoklavda 10 dk 121°de hazirland:.

Stok antibiyotikler ve KAMHB hazirlandiktan sonra mikroplate’lerde

kullanilacak tiim konsantrasyonlara uygun miktarlar KAMHB ile seyreltilerek falkon

tiiplerine porsiyonlanmustir.
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Tablo 5. SXT porsiyonlama

Kuyucuk Kaynak Hacim Sulandirici Kuyucuga Kombinasyon ile
konsantrasyon (ml) (KAMHB ml) eklenen kuyucukta
(ng/ml) konsantrasyon olusan son
(ug/ml) konsantrasyon

/ml

Asama 1 - 32/608 16/304
32/608

A8, B7-H7 Asama 1 18 8/152 4/76
32/608

A7, B6-H6 Asama 2 - 4/76 2/38
4/76

A5, B4-H4 Asama 2 18 1/19 0,5/9,5

A4, B3-H3 0,25/4,75

0,125/2,375

Fotograf 1. Porsiyonlanan SXT antibiyotigi
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Tablo 6. LEV porsiyonlama

Kuyucuk Kaynak Hacim Sulandirici Kuyucuga Kombinasyon ile
konsantrasyon (ml) (KAMHB ml) eklenen kuyucukta
(ng/ml) konsantrasyon olusan son
(ug/ml) konsantrasyon
(Hg/ml)
ASAMA 1 Stok 320 32 28,8 - 32
H2-H9 Asama | 16 - 32 16
32
H1, G2-G9 Asama 1 8 8 16 8
32
G1, F2-F9 Asama 1 4 12 8 4
32
ASAMA 2 Asama 1 4 28 - 4
32
F1,E2-E9 Asama 2 16 - 4 2
4
E1, D2-D9 Asama 2 8 8 2 1
4
D1, C2-C9 Asama 2 4 12 1 05
4
ASAMA 3 Asama 2 4 28 = 0,5
4
C1, B2-B9 Asama 3 16 - 0,5 0,25
0,5
B1 Asama 3 2 2 0,25 -
0,5

Fotograf 2. Porsiyonlanan LEV antibiyotigi
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Tablo 7. CAZ porsiyonlama

Kuyucuk Kaynak Hacim Sulandirici Kuyucuga Kombinasyon ile
konsantrasyon (ml) (KAMHB ml) eklenen kuyucukta
(ng/ml) konsantrasyon olusan son
(ug/ml) konsantrasyon
(Hg/ml)
ASAMA 1 Stok 1280 1,6 14,4 - 128
H2-H9 Asama 1 8 - 128 64
128
H1, G2-G9 Asama 1 4 4 64 32
128
G1, F2-F9 Asama | 2 6 32 16
128
ASAMA 2 Asama 1 2 14 - 16
128
F1, E2-E9 Asama 2 16 - 4 2
16
E1, D2-D9 Asama 2 4 4 8 4
16
D1, C2-C9 Asama 2 2 6 4 2
16
ASAMA 3 Asama 2 1 7 - 2
16
C1, B2-B9 Asama 3 8 - 2 1
2
B1 Asama 3 1 1 1 -
2

/ e

Fotograf 3. Porsiyonlanan CAZ antibiyotigi
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Kombinasyona giren her antibiyotigin, o mikroorganizma i¢in CLSI (2016)

kilavuzunda belirtilen MiK degerinin 1/16 ve 8 kat1, levofloksasin ve seftazidim igin
CLSI (2016)’da belirtilen MiK degerinin 1/8 ve 8 kat1 almmustr.

Kombinasyonda denenecek her kuyucuk sira veya siitununda istenen son
konsantrasyon igin, falkon tiiplerinde bu konsantrasyonun iki kati hazirlanmistir.
Ciinkii her iki antibiyotik esit miktarlarda ayn1 kuyucukta bulunacak ve birbirini bir
kat diliile edecektir. iki antibiyotik soliisyonundan, kombinasyon denenecek bir
kuyucuga aktarilacak miktar 50’ser pL’dir. Boylece bir test kuyucugundaki
antibiyotiklerin son hacmi 100 pL olmustur. Tiplerde kuyucuklara aktarilacak

antibiyotik diliisyonlar1 (bir list konsantrasyonda) falkon tiiplerinde hazirlanirken

soliisyon miktari, kuyucuk sayist x her kuyucuk i¢in 50 puL olarak hesaplanmistir.

Fotograf 4. Mikroplate kuyucuklarina antibiyotiklerin eklenmesi
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Fotograf 5. SXT+LEV ve SXT+CAZ kombinasyonlarinda kuyucuklara eklenilen

konsantrasyonlar (pg/ml)
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Tablo 8. SXT+LEV kombinasyonu igin mikroplate diizeni (ug/mL)

Al A2 A3 Ad A5 A6 AT A8 A9 Al0 All Al2
SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT + -
0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12

LEV SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

0,25 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304
+ + + + + + + +
LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Cl1 C12

LEV SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

0,5 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4176 8/152 16/304
+ + + + + + + +
LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 05 05

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

LEV SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

1 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 1/19 2/38* 4176 8/152 16/304
+ + + + + + + +
LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV
1 1 1 1 1 1 1 1

E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11l E12

LEV SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

2* 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4176 8/152 16/304
+ + + + + + + +
LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV
2* 2* 2* 2* 2* 2* 2* 2*

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

LEV SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

4 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304
+ + + + + + + +
LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV
4 4 4 4 4 4 4 4

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 Gl1 G12

LEV SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

8 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304
+ + + + + + + +
LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV
8 8 8 8 8 8 8 8

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12

LEV SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

16 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304
+ + + + + + + +
LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV LEV
16 16 16 16 16 16 16 16

* MIK degeri
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Tablo 9. SXT+CAZ kombinasyonu igin mikroplate diizeni (ug/mL)

Al A2 A3 Ad A5 A6 AT A8 A9 Al0 All Al2
SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT + -
0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12

CAZ SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

1 0.125/2,375 | 0.25/475 | 0595 | 119 | 2/38* | 4776 | 8/152 | 16/304
+ + + + + + + +
CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ
1 1 1 1 1 1 1 1

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Cl1 C12

CAZ SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

2 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4176 8/152 16/304
+ + + + + + + +
CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ
2 2 2 2 2 2 2 2

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

CAZ SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

4 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 1/19 2/38* 4176 8/152 16/304
+ + + + + + + +
CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ
4 4 4 4 4 4 4 4

E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11l E12

CAZ SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

8* 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4176 8/152 16/304
+ + + + + + + +
CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ
8* 8* 8* 8* 8* 8* 8* 8*

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

CAZ SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

16 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304
+ + + + + + + +
CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ
16 16 16 16 16 16 16 16

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 Gl1 G12

CAZ SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

32 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 | 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304
+ + + + + + + +
CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ
32 32 32 32 32 32 32 32

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12

CAZ SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT SXT

64 0,125/2,375 | 0,25/4,75 | 0,5/9,5 1/19 2/38* 4/76 8/152 16/304
+ + + + + + + +
CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ CAZ
64 64 64 64 64 64 64 64

* MIK degeri

ve ilk dikey situn (B1-HI1) “’sadece”’

Her mikroplate iizerinde ilk yatay sira (A2- A9) “’sadece’” SXT antibiyotigi

kombine olucak (LEV, CAZ) antibiyotik

olarak belirlenmistir. Diger kuyucuklarda sira ve siituna hangi konsantrasyon denk

geliyorsa iki kat1 eklenerek tablodaki gibi ¢alisiimis ve MIK degerleri belirlenmistir.
Ornegin; F9 kuyucuguna 32/608 pg/mL SXT, 8 pg/mL levofloksasin 50’ser pl

eklendiginde birbirlerini birer kat diliie edecek ve istedigimiz konsantrasyon olan

16/304 pg/mL SXT, 4 pg/mL

levofloksasin elde edilecektir.

Solisyonlar

kullanilacag1 zaman oda 1sisma getirilip, bekletilmeden kullanilip kalan1 giin

bitiminde atilmustir.
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Bakteri inokiilumu i¢in suslarin %5 KKA besiyerindeki bir gecelik kiiltiirii

kullanilmastir.

Fotograf 6. S. maltophilia’nin %5 KKA besiyerindeki bir gecelik kiiltiirii

Direkt koloni siispansiyon yontemi ile CLSI kilavuzlarina gore bulaniklik 0,5
McFarland standardina gore ayarlanmustir. Yogunluk oOlglimii fotometrik aletle
yapilmis inokiilum igin 0,5 McFarland bulanikliginda (1,5x10® CFU/mL) bakteri
stispansiyonu hazirlanip ve 1:30 oraninda (2900 upl serum fizyolojik+100 pl 0,5
McFarland bakteri siispansiyonu) serum fizyolojik ile diliie edilip (5x10° CFU/mL)
buradan sterilite kontrol kuyucugu disindaki her kuyucuga 10 uL (5x10* CFU/mL)
inokiile edilmistir. Boylece, bir kuyucuktaki 100 pL antibiyotik kombinasyonu
soliisyonu igindeki bakteri sayis1 5x10° CFU/mL olmustur. Inokiilum siispansiyonu

hazirlandiktan sonra 15 dakika i¢ginde inokiile edilmistir.
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Fotograf 7. Mikroplate kuyucuklarina bakteri siispansiyonunun eklenmesi

Her mikroplate i¢in bir kuyucuk antibiyotiksiz birakilip iireme kontroli
olarak degerlendirilmistir. Test okunurken bu kuyucukta yogun bulaniklik
goriilmiistiir (pozitif kontrol kuyucugu: KAMHB+mikroorganizma). Inokiilum saflik
kontrolii igin, kullanilan bakteri siispansiyonu (5x10° CFU/mL) 1:100 oraninda
serum fizyolojik ile sulandirilip 1 pL’lik 6ze ile %5 KKA besiyerine yayilarak
ctiivde bekletilmis, ertesi giin saflik arastirilmistir. Kuyucuklara 5x10° CFU/mL
inokile edilmistir, inokiilasyondan hemen sonra tireme kontrol kuyucugundan 10 pL
almarak 10 ml serum fizyolojik icinde seyreltilerek %5 KKA plagma 100 pL
yayilarak inkiibasyondan sonra koloni sayimlar1 gergeklestirilmistir. Koloni sayis1
yaklagik 20-80 arasinda olmustur. Sonuglar manuel olarak okunmustur. Her
mikroplate i¢in bir kuyucuk yalniz besiyeri icererek besiyeri sterilite kontroli olarak

kullanilmistir (negatif kontrol kuyucugu: KAMHB).

Testin kalite kontrolii i¢in, CLSI (2016) kilavuzuna uygun kalite kontrol susu
olan S. maltophilia igin klinik smir deger tablosunda Escherichia coli ATCC 25922,
kalite kontrol susunun ayni antibiyotik stok soliisyonlar1 ve sulandirimlarla, fakat

ayr1 bir mikroplate’de checkerboard yontemi ile MiK deneyi yiiriitiilmiistiir.

50



Kalite kontrol susu i¢in MIK degeri;
SXT igin; <0,5/9,5

LEV icin; 0,008-0,06

CAZ i¢in; 0,06-0,5 pg/mL (CLSI, 2016)

Mikroplate’ler tamamlandiktan sonra kapagi kapatilip 35£2°C’de sicaklikta
aerobik ortamda 20-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kalite kontrol
suglarmmn MIK degerleri uygun ve iireme kontroliinde yeterli biylime, besiyeri
sterilite kontrolii, inokiilum saflik kontrolii, inokiilum yogunluk sonuglar1 gecerli
oldugu i¢in mikroplate okunmasina ge¢ilmistir. SXT, LEV, CAZ i¢in duyarhlik testi
sonuglart CLSI (2016) klinik smir degerler kilavuzunda yer alan S. maltophilia igin

klinik sinir deger tablosunda ki kriterlerine gére yorumlanmastir.

Once A2- A9 sirasindaki SXT antibiyotiginin, sonra da B1-H1 stitunundaki
kombine antibiyotigin (LEV, CAZ) tek basma MIK degerleri okunarak ve kayit
edilmistir. SXT antibiyotiginde biiylime kontroliine kiyasla biiylimenin >%=80’ini1

inhibe eden en diisiik konsantrasyonda MiK degeri okunmustur.

Kombinasyon kuyucuklarmin okunmasina gegilip her sira ve siitunda {ireme
olan kuyucuklar pozitif kabul edilerek isaretlenmistir. Ureme olmayan tiim
kuyucuklar taranarak, en diisik FIKI degeri olan kuyucuk (Yontem 1)

degerlendirmeye alinmistir (Ozseven ve ark., 2012).
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Fotograf 8. Kuyucuklarinin okunmasi

Sonuglarmn yorumu icin FIK ve FIKI degerleri hesaplanmistir.
FiKsxt: SXT nin kombinasyondaki MIK degeri / SXT nin tek bagma MIK degeri
FiKiev: LEV nin kombinasyondaki MiK degeri / LEV nin tek basina MiK degeri
FiKcaz: CAZ nin kombinasyondaki MiK degeri / CAZ’nin tek bagma MIK degeri
FIK indeksi (¥ FIKT) = FiKsxr + FiKiev
FiK indeksi (3 FiKi) = FiKsxt + FiKcaz
Y FIKI < 0,5 ise sinerjist, 0,5 < FIKI < 4 ise aditif, > 4 ise antagonist etki seklinde

yorum yapilmustir.

52



3.2. Gradient Diftizyon Yontemi

Stenotrophomonas maltophilia suslart %5 KKA besiyerine azaltma ekimi
yontemi ile ekilmistir. Hazirlanan besiyerleri 35+2°C’de sicaklikta aerobik ortamda
20-24 saat etlivde bekletilmistir saf koloniler elde edilmistir. Saf bakteri
kolonilerinden elde edilmis 0,5 McFarland standardma (1,5x10%) esdeger

bulaniklikta S. maltophilia siispansiyonu hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonu rotator

yardimi ile MHA besiyeri lizerine homojen bir sekilde inokule edilmistir.

Fotograf 9, 10, 11. 0,5 McFarland bakteri siispansiyonu ve rotator yardimi ile MHA

besiyeri tzerine inokule edilmesi

Her bir sus i¢in 3 adet antibiyotik gradient diflizyon test seritleri (SXT, LEV,
CAZ) tek baslarma MIiK’lerini saptamak iizere ayr1i ayri MHA besiyerine

yerlestirilmistir.

Kombinasyonu denenecek SXT ve kombine antibiyotiklerin (LEV, CAZ)
MIK degerleri igin bakteri siispansiyonu yapilmis olan MHA besiyeri iizerine dnce
SXT gradient difuzyon test seridi (Liofilchem, Italy) konulmus oda sicakliginda 1
saat birakilmistir. SXT gradient diflizyon test seridi steril bir pensle yerinden
kaldirilip, konsantrasyonlar1 birbiri iizerine denk gelecek sekilde kombine antibiyotik
(LEV, CAZ) gradient diflizyon test seridi (Liofilchem, Italy) konulmustur. Es

zamanda bir diger bakteri siispansiyonu yapilmis olan MHA besiyeri {izerine 6nce
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kombine olucak olan antibiyotik (LEV, CAZ) gradient diflizyon test seridi konup oda
sicakliginda 1 saat bekletilmisti. Kombine antibiyotik (LEV, CAZ) gradient
diftizyon test seridi kaldmrilip, SXT gradient diflizyon test seridi yine kombine
antibiyotik ile konsantrasyonlar1 birbiri iizerine denk gelecek sekilde konulmustur.
Sus basina 2 kombinasyon i¢in 4 MHA ve tek baslarina MiK okunmasi igin 3 MHA
toplamda 7 MHA kullanilmistir.

Fotograf 14, 15. SXT varliginda CAZ ve CAZ varliginda SXT

Besiyerleri 35+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kombine antibiyotigin (LEV, CAZ) varliginda SXT nin MIK degeri diger
petride SXT’nin varliginda kombine antibiyotigin (LEV, CAZ) MIK degeri

okunmustur. MiK’ler aydinlik bir ortamda koyu renk bir zemin Gzerinde, goz ile
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degerlendirilmistir ve tam inhibisyon elipsinin gradient diflizyon test seridine temas
ettigi konsantrasyon MIK olarak belirlenmistir. SXT antibiyotigi icin MHA
besiyerinde bulunabilen antagonistler zayif iiremeye neden olabilirler bu sebep ile
%80 veya daha fazla bir azalmanm oldugu en diisiik konsantrasyonda MIK degeri

okunmustur.

Trimetoprim+Sulfametoksazol, levofloksasin, seftazidim igin duyarlilik testi
sonuglart CLSI (2016) klinik smir degerler kilavuzunda yer alan S. maltophilia igin

klinik sinir deger tablosunda ki kriterlerine gére yorumlanmastir.

Antibiyotiklerin kombinasyon durumundaki MIK degeri ile tek basina
olusturdugu MiK degerleri oranlanarak FiK degeri hesaplanmis ve her iki ilacin FIK
degeri toplanarak FIKI degeri asagida belirtilen formiillere gdre hesaplanamustir.

FiK ev: MiKsxt-Lev/ MIK ev (SXT varhginda LEV / tek basina LEV MIK)

FiKsxt: MIK ev-sxt / MiKsxt (LEV varliginda SXT / tek basma SXT MIiK)

FiKcaz: MiKsxt-caz / MiKcaz (SXT varhiginda CAZ / tek basma CAZ MIK)

FiKsxt: MiKcaz-sxt / MiKsxt (CAZ varhigida SXT / tek basina SXT MIK)

FiK indeksi (3 FiKl) = FiKsxt + FiKiev

FiK indeksi (S FIKI) = FiKsxr + FiKcaz

FiKI < 0,5 ise sinerjistik etki, 0,5 < FIKI < 4 ise aditif etki, FIKI > 4 antagonist etki

seklinde hesaplanmastir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan antibiyotiklerin duyarliliklari, kombinasyonlarin
sonucglar1 ve iki yontem arasindaki farklar tanimlayici istatistikler nitel veri igin
frekans ve yiizde olarak belirtilmistir. Kategorik verinin analizinde Pearson Ki-kare,
Fisher-Freeman-Halton ve Fisher’in Kesin Ki-kare testleri kullanilmistir. Anlamlilik
diizeyi 0=0.05 olarak belirlenmistir. Verinin istatistiksel analizi IBM SPSS 28.0
(IBM Corp. Released 2021. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0.
Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket programinda yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Suslarin secilmesi

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar Bagkanligi Bakteriyoloji Laboratuvarma 2016-2021
yillar1 arasinda cesitli YBU ve polikliniklerden gonderilen 6rneklerden izole edilen
20 S. maltophilia susu ¢alismaya dahil edilmistir. Laboratuvarimizda Phoenix M50
(Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemiyle antibiyotik duyarliligi calisilan
suglarm duyarlilik testi sonucu EUCAST’in 2020 S. maltophilia i¢in klinik smir
deger tablosuna gore yorumlanmistir ve bunun sonucunda, SXT antibiyotigine
direncli olan 6 S. maltophilia suslar1 ¢alismaya dahil edilmis ve ¢alismada 20 S.
maltophilia kullanilmasi hedeflendigi i¢in ek olarak 20 sus tamamlanincaya kadar
SXT antibiyotigine 12 duyarli, 2 orta duyarli S. maltophilia suslar eklenmistir.
Calismaya dahil edilen suslarm bilgileri, Tablo 9°da belirtilmistir.

Tablo 9. Calismaya dahil edilen suslarin bilgileri

Susg BolUm Materyal **SXT Yil
no. Duyarhhk
1 Nefroloji Klinigi Periton sivist Ib 7/09/2016
2 Onkoloji Klinigi Kan S? 29/10/2016
3 Kalp Damar Cerrahi Klinigi Kan S 10/11/2016
4 Onkoloji Klinigi Kan S 13/03/2017
5) Cocuk Gastroenteroloji Klinigi Kan Re 18/08/2017
6 Cocuk Hematoloji Klinigi Kan | 7/10/2017
7 Genel Cerrahi Klinigi Kan S 27/02/2018
8 Plastik Cerrahi Klinigi Kan R 30/04/2018
9 Hematoloji Klinigi Kan S 24/09/2018
10 Onkoloji Klinigi Kan S 8/10/2018
11 Genel Cerrahi Yogun Bakim Kan S 18/02/2019
Unitesi
12 Onkoloji Poliklinigi Periton stvist S 28/02/2019
13 Gogiis Hastaliklari Poliklinigi Plevra sivist S 25/03/2019
14 Endokrinoloji  ve  Metabolizma  Plevra sivisi R 3/02/2020
Klinigi
15 Onkoloji Poliklinigi Plevra sivisi S 11/02/2020
16 Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi ~ Kan S 4/06/2020
17 Cocuk Saghigt ve Hastaliklar1  Plevra sivist S 16/08/2020
Poliklinigi
18 Gogiis Gastaliklari Poliklinigi *BAL R 17/09/2020
19 Uroloji Poliklinigi Idrar R 18/09/2020
20 Hematoloji Poliklinigi Balgam R 19/01/2021

*BAL: Bronkoalveoler lavaj

**SXT: Trimetoprim+Silfametoksazol
a. S: Duyarl

b. I: Orta derecede duyarli

c¢. R: Direngli
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Calismaya dahil edilen suslarin yillara ve 6rneklere gore dagilimi Sekil 1°de

sunulmustur.
45
4
3.5
3 m Kan
[ |
25 Plevra sivisi
M Periton sivisi
2 BAL
W idrar
1.5 -
M Balgam
1 |
0.5 -
0 1 T T T T T
Sep/16 2017 2018 2019 2020 Jan/21

*BAL: Bronkoalveoler lavaj
Sekil 1. Calismaya dahil edilen 20 S. maltophilia suslarinin yillara ve 6rneklere gore

dagilimi

4.2. Checkerboard Yontemi

Trimetoprim+Sulfametoksazol ve kombine antibiyotigin (LEV, CAZ) tek
basma MIK degerleri okunarak ve kayit edilmistir. SXT antibiyotiginde biiyiime
kontroliine kiyasla biiylimenin >%380’ini inhibe eden en diisiik konsantrasyonda
MIK degeri okunmustur. Daha sonra kombinasyon kuyucuklarinin okunmasina
gecilip en diisik MIK degeri olan kuyucuk degerlendirmeye almmustur.
Checkerboard yontemi ile test edilen antibiyotiklerin MIK sonuclar1 Tablo 10°da,
duyarlilik sonuglar1 CLSI (2016) klinik smir degerler kilavuzunda yer alan S.
maltophilia icin klinik smnir deger tablosunda ki kriterlerine gore Tablo 11°de, FIK ve

FiKI sonuglar1 Tablo 12°de sunulmustur.
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Tablo 10. S. maltophilia suslarmin checkerboard yéntemi ile test edilen antibiyotiklerin MIK

sonuglar1 (pg/mL)

Sus no SXT? LEV® SXT? CAZ® SXT+LEVY LEV+SXT® SXT+CAZ' CAZ+SXTY
1 >16/304 0,5 >16/304 64 0,5 0,5/9,5 8 0,5/9,5

2 0,5/9,5 4 0,5/9,5 32 0,25 0,5/9,5 1 0,25/4,75

3 0,5/9,5 2 0,5/9,5 32 0,25 0,25/4,75 1 0,5/9,5

4 0,5/9,5 1 0,5/9,5 >64 0,5 0,125/2,375 1 0,25/4,75
5) >16/304 2 >16/304 32 1 0,125/2,375 4 1/19

6 2/38 16 2/38 >64 4 1/19 4 1/19

7 0,5/9,5 05 0,5/9,5 >64 0,5 0,25/4,75 4 0,125/2,375
8 16/304 2 16/304 32 1 0,125/2,375 2 0,25/4,75

&) 2/38 8 2/38 >64 0,5 1/19 2 2/38

10 0,5/9,5 2 0,5/9,5 >64 0,25 0,25/4,75 8 0,125/2,375
11 0,5/9,5 05 0,5/9,5 16 0,25 0,125/2,375 1 0,125/2,375
12 0,5/9,5 2 0,5/9,5 >64 1 0,25/4,75 2 0,125/2,375
13 0,25/4,75 2 0,25/4,75 8 0,25 0,25/4,75 1 0,25/4,75
14 2/38 >16 2/38 64 0,25 4/76 16 1/19

15 0,5/9,5 16 0,5/9,5 32 0,5 0,5/9,5 1 0,25/4,75
16 0,5/9,5 8 0,5/9,5 8 0,5 0,125/2,375 1 0,25/4,75
17 0,5/9,5 4 0,5/9,5 64 2 0,5/9,5 2 0,25/4,75
18 >16/304 >16 >16/304 >64 16 16/304 64 0,125/2,375
19 >16/304 =16 >16/304 >64 16 16/304 16 2/38

20 0,5/9,5 0,5 0,5/9,5 1 0,5 0,125/2,375 1 0,125/2,375

a. SXT: Trimetoprim+Silfametoksazol

b. LEV: Levofloksasin

c. CAZ: Seftazidim

d. SXT+LEV: SXT varliginda LEV MiK degeri
e. LEV+SXT: LEV varliginda SXT MIK degeri
f. SXT+CAZ: SXT varliginda CAZ MIK degeri
g. CAZ+SXT: CAZ varhiginda SXT MIK degeri

Tablo 10’daki checkerboard yontemi ile test edilen antibiyotiklerin MiK
sonuglar1 incelendiginde Ornegin 5. sus ele almacak olursa SXT tek basina
kullanildiginda  direngli olarak bulunmustur. Fakat LEV ve CAZ ile
kombinasyonlarmda SXT nin MIK degerlerinin olduk¢a azaldig1 bulunmustur. LEV
tek basma kullanildiginda direngli olarak bulunmustur. Fakat SXT ile kombinasyonu
incelendiginde LEV’in MIK degerlerinin azaldig1 bulunmustur. CAZ tek basma

kullanildiginda direngli olarak bulunmustur. Fakat SXT ile kombinasyonu

incelendiginde CAZ’m MIK degerlerinin azaldig1 bulunmustur.
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Tablo 11. S. maltophilia suslarinin checkerboard yontemi ile test edilen antibiyotiklere duyarlhiliklari

Antibiyotik

SXT*®

LEV®

CAZ*

CLSI Kklinik
sinir degeri n*

S<2/38
|-

R >4/76
S<2

14
R>8
S<8
116

R >32

Sd

1¢

Rf

14

11

%
70

55

15

%

16

%
30

40

80

*n: S. maltophilia sus sayisi
a. SXT: Trimetoprim+Siilfametoksazol

b. LEV: Levofloksasin
¢. CAZ: Seftazidim

d. S: Duyarh

e. I: Orta derecede duyarli

f. R: Direncli

Tablo 11°deki S. maltophilia suslarmin checkerboard yontemi ile test edilen

antibiyotiklerin CLSI kilavuzuna gore duyarhliklar1 incelendiginde; SXT direng

orani %30, LEV direng oran1 %40, CAZ direng oran1 %80 olarak bulunmustur.

Tablo 12. S. maltophilia suslarmin checkerboard yontemi ile test edilen antibiyotiklerin FIK VE FiKi

sonuglari
Sus no. FiK¢ FiK“ FiKi® SXT+LEV FiK“ FiK¢ FiKi® SXT+CAZ
SXT? LEV® SXT? CAZ®

1 0,03125 1 1,03125 Aditif 0,03125 0,125 0,15625 Sinerji
2 1 0,0625 1,0625 Aditif 0,5 0,03125 0,5312 Aditif
3 05 0,125 0,625 Aditif 1 0,03125 1,03125 Aditif
4 0,25 05 0,75 Aditif 0,5 0,015625  0,515625 Aditif
5 0,0078125 0,5 0,5078125 Aditif 0,0625 0,125 0,1875 Sinerji
6 05 0,25 0,75 Aditif 0,5 0,0625 0,5625 Aditif
7 05 1 15 Aditif 0,25 0,0625 0,3125 Sinerji
8 0,0078125 0,5 0,5078125 Aditif 0,015625  0,0625 0,078125 Sinerji
9 05 0,0625 0,5625 Aditif 1 0,03125 1,03125 Aditif
10 0,5 0,125 0,625 Aditif 0,25 0,125 0,375 Sinerji
11 0,25 05 0,75 Aditif 0,25 0,0625 0,3125 Sinerji
12 05 05 1 Aditif 0,25 0,03125 0,28125 Sinerji
13 1 0,125 1,125 Aditif 1 0,125 1,125 Aditif
14 2 0,015625  2,015625 Aditif 0,5 0,25 0,75 Aditif
15 1 0,03125 1,03125 Aditif 05 0,03125 0,53125 Aditif
16 0,25 0,0625 0,3125 Sinerji 0,5 0,125 0,625 Aditif
17 1 05 15 Aditif 05 0,03125 0,53125 Aditif
18 1 1 2 Aditif 0,0078125 1 1,0078125 Aditif
19 1 1 2 Aditif 0,125 0,25 0,375 Sinerji
20 0,25 1 1,25 Aditif 0,25 1 1,25 Aditif

a. SXT: Trimetoprim+Silfametoksazol

b. LEV: Levofloksasin
c. CAZ: Seftazidim

d. FIK: Fraksiyonel inhibit6r konsantrasyonu

e. FIKI: Fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu indeksi

Tablo 12°de verilen checkerboard yontemi ile test edilen antibiyotiklerin FIK

ve FIKI sonuglari incelendiginde; SXT+LEV kombinasyonu ile 1 susta sinerji (16.

sus), 19 susta aditif sonu¢ bulunmustur. SXT+CAZ kombinasyonu ile 8 susta (1., 5.,

7.,8., 10,11, 12., 19.) sinerji, 12 susta aditif sonu¢ bulunmustur.
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Ornek olarak 17. sus SXT+CAZ kombinasyonu ele almirsa;

Fotograf 16. 17. sus’a ait SXT+CAZ mikroplate okumasi

Fotograf 16°da goriildiigii iizere SXT nin tek basina bulundugu MIiK degeri
A4 kuyucugu 0,5/9,5 pg/mL’dir, CAZ’in tek basma bulundugu MIK degeri H1
kuyucugu 64 pg/mlL’dir. Kombinasyon kuyucuklarindan lireme gdzlenmeyen en
diisiik MiK degeri segilmistir, bu kuyucuklar B4, C3, D3, E3, F3, G2, H2’dir.

B4 kuyucugu MiKcazssxt degeri 0,5/9,5 pg/mL, MiKsxr+«caz degeri 1
pg/mL dir. FIK degerleri hesaplandiginda FiKsxt: 1, FiKcaz: 0,0156 FiKI degeri:
1,0156 bulunmustur.

C3 kuyucugu MiKcaz+sxr degeri 0,25/4,75 pg/mL, MiKsxt+caz degeri 2
pg/mL dir. FIK degerleri hesaplandiginda FiKsxt: 0,5, FiKcaz: 0,031 FIKi degeri:
0,531 bulunmustur.

G2 kuyucugu MiKcaz+sxt degeri 0,125/2,375 pg/mL, MiKsxt+caz degeri 32
pg/mL dir. FIK degerleri hesaplandiginda FiKsxt: 0,25, FiKcaz: 0,5 FIKI degeri:
0,75 bulunmustur.
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Hesaplamalar sonucunda en diisiik FIKi degerine sahip olan kombinasyon
kuyucugu C3 olarak hesaplanmistir. 0,531 FIKi degeri ile aditif olarak

yorumlanmistir.

4.3. Gradient Difuizyon Yodntemi

Trimetoprim+Sulfametoksazol, kombine antibiyotiklerin (LEV, CAZ) tek
basma ve kombinasyonlarmin MIK degerleri okunarak kayit edilmistir. SXT
antibiyotiginde >%80’ini inhibe eden en diisiikk konsantrasyonda MIK degeri
okunmustur. Kombine antibiyotiklerin (LEV, CAZ) tam inhibisyon elipsinin
grandient diflizyon test seridine temas ettigi konsantrasyon MIK olarak
belirlenmistir. Gradient yontemi ile test edilen antibiyotiklerin MiK sonuglar1 Tablo
13’te, gradient yontemi ile test edilen antibiyotiklerin duyarlilik testi sonuglar1 CLSI
(2016) klinik smir degerler kilavuzunda yer alan S. maltophilia igin klinik sinir deger
tablosunda ki kriterlerine gére Tablo 14’te, FIK ve FIKI sonuglar1 Tablo 15’te

sunulmustur.

Tablo 13. S. maltophilia suslarmimn gradient diflizyon yontemi ile test edilen antibiyotiklerin MIK
sonuglar (ug/mL)

Sus no SXT? LEVP CAZ® SXT+LEV? LEV+SXT® SXT+CAZ' CAZ+SXT?
1 >32 0,19 24 0,19 0,19 >256 >256
2 0,50 4 8 0,50 0,50 0,50 0,50
3 0,50 0,75 32 0,25 0,38 0,50 0,38
4 0,38 0,38 >256 0,19 0,19 0,38 0,25
5 >32 0,75 96 0,25 0,25 4 0,75
6 3 24 >256 3 6 3 2

7 0,38 0,50 >256 0,25 0,25 0,38 0,38
8 >32 0,50 12 0,25 0,50 1 0,50
9 2 6 >256 2 2 15 0,75
10 0,38 0,50 96 0,19 0,25 0,38 0,125
11 0,38 0,25 24 0,25 0,25 0,50 0,50
12 0,75 1 >256 1 0,75 15 0,75
13 0,125 0,38 6 0,19 0,19 0,19 0,19
14 4 >32 48 6 6 2 2

15 0,75 8 >256 1 0,50 0,50 0,50
16 0,25 0,38 6 0,19 0,19 0,125 0,125
17 0,50 15 48 0,38 0,50 0,75 0,38
18 >32 >32 128 >32 >32 6 8

19 >32 >32 128 >32 >32 96 24
20 0,38 1 1 0,50 0,38 0,50 0,50

a. SXT: Trimetoprim+Silfametoksazol

b. LEV: Levofloksasin

c. CAZ: Seftazidim

d. SXT+LEV: SXT varliginda LEV MIK degeri
e. LEV+SXT: LEV varliginda SXT MIK degeri
f. SXT+CAZ: SXT varliginda CAZ MIK degeri
g. CAZ+SXT: CAZ varhiginda SXT MIK degeri
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Tablo 13’teki gradient difiizyon yontemi ile test edilen antibiyotiklerin MiK
sonuglar1 incelendiginde Ornegin 5. sus ele alinacak olursa SXT tek basina
kullanildiginda  direngli olarak  bulunmustur. Fakat LEV ve CAZ ile
kombinasyonlarmda SXT’nin MiK degerlerinin olduk¢a azaldig1 bulunmustur. LEV
tek bagina kullanildiginda direngli olarak bulunmustur. Fakat SXT ile kombinasyonu
incelendiginde LEV’in MIK degerlerinin azaldigi bulunmustur. CAZ tek basma
kullanildiginda direngli olarak bulunmustur. Fakat SXT ile kombinasyonu

incelendiginde CAZ’1n MIK degerlerinin azaldig1 bulunmustur.

Tablo 14. S. maltophilia suslarmin gradient difiizyon yontemi ile test edilen antibiyotiklere

duyarliliklar

Antibiyotik ~ CLSI klinik s¢ 1° Rf
sinir degeri n* % n % n %

SXT? S <2/38 13 65 1 5 6 30
| -
R >4/76

LEV® S<2 13 65 2 10 5 25
14
R>8

CAZ® S <8 4 20 3 15 13 65
116
R >32

*n: S. maltophilia sus sayist

a. SXT: Trimetoprim+Silfametoksazol
b. LEV: Levofloksasin

c. CAZ: Seftazidim

d. S: Duyarli

e. I: Orta derecede duyarli

f. R: Direncli

Tablo 14’teki S. maltophilia suslarinin gradient difiizyon yontemi ile test
edilen antibiyotiklerin CLSI kilavuzuna goére duyarliliklar1 incelendiginde; SXT
direng¢ oran1 %30, LEV diren¢ oram1 %25, CAZ direng orami %65 olarak

bulunmustur.
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Tablo 15. S. maltophilia suslarinin gradient difiizyon yontemi ile test edilen antibiyotiklerin FIK ve

FiK1 sonuglar

Sus no. FiK! FiK FiKi¢ SXT+LEV FiK* FiK¢ FiKi¢ SXT+CAZ
SXT? LEV® SXT? CAZ°®

1 0,0059 1 1,0059 Aditif 8 10,66 18,66 Antagonist
2 1 0,125 1,125 Aditif 1 0,06 1,06 Aditif
3 0,76 0,33 1,09 Aditif 0,76 0,01 0,77 Aditif
4 0,5 0,5 1 Aditif 0,657 0,001 0,658 Aditif
5 0,007 0,33 0,34 Sinerji 0,02 0,04 0,06 Sinerji
6 2 0,125 2,125 Aditif 0,66 0,011 0,67 Aditif
7 0,65 0,5 1,15 Aditif 1 0,0014 1,0014 Aditif
8 0,015 0,5 0,515 Aditif 0,015 0,08 0,09 Sinerji
9 1 0,33 1,33 Aditif 0,375 0,005 0,380 Sinerji
10 0,65 0,38 1,03 Aditif 0,32 0,003 0,323 Sinerji
11 0,65 1 1,65 Aditif 1,31 0,02 1,33 Aditif
12 1 1 2 Aditif 1 0,005 1,005 Aditif
13 1,52 0,5 2,02 Aditif 1,52 0,03 1,55 Aditif
14 15 0,18 1,68 Aditif 0,5 0,04 0,54 Aditif
15 0,66 0,125 0,785 Aditif 0,66 0,001 0,661 Aditif
16 0,76 0,5 1,26 Aditif 0,5 0,02 0,52 Aditif
17 1 0,25 1,25 Aditif 0,76 0,01 0,77 Aditif
18 1 1 2 Aditif 0,25 0,04 0,29 Sinerji
19 1 1 2 Aditif 0,75 0,75 15 Aditif
20 1 0,5 15 Aditif 1,31 0,5 1,81 Aditif

a. SXT: Trimetoprim+Siilfametoksazol
b. LEV: Levofloksasin

¢. CAZ: Seftazidim
d. FIK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu

e. FIKI: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu indeksi

Tablo 15°te verilen gradient difiizyon yontemi ile test edilen antibiyotiklerin

FiK ve FIKI sonuglar1 incelendiginde; SXT+LEV kombinasyonu ile 1 susta sinerji

(5. sus), 19 susta aditif sonu¢ bulunmustur. SXT+CAZ kombinasyonu ile 5 susta (5.,

8., 9., 10., 18.) sinerji, 14 susta aditif, 1 susta (1. sus) antagonist sonu¢ bulunmustur.
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Ornek olarak 17. sus SXT+CAZ kombinasyonu ele almirsa;

Fotograf 17, 18. 17. sus’a ait tek basina SXT, CAZ gradient diflizyon test seritlerinin

degerlendirilmesi

h-,
B
|

Fotograf 19, 20. 17. sus’a ait kombinasyon CAZ varligmda SXT, SXT varliginda

CAZ gradient diflizyon test seritlerinin degerlendirilmesi
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Fotograf 17°de goriildiigii iizere SXT nin tek basina bulundugu MIK degeri
0,50 pg/mL’dir, fotograf 18°de CAZ’in tek basma bulundugu MIK degeri 48
ng/mL’dir. Fotograf 19°da kombinasyon MiKcazssxr degeri 0,38 pg/mL, fotograf
20’de MiKsxt+caz degeri 0,75 pg/mL‘dir. FIK degerleri hesaplandiginda FiKsxt:
0,76, FiKcaz: 0,01 FiKi degeri: 0,77 bulunmustur. Aditif olarak yorumlanmustir.

4.4. Yontemlerin Kombinasyon Ac¢isindan Degerlendirilmesi
Tablo 16. Checkerboard ve gradient diflizyon yontemleri ile c¢alisgilan S. maltophilia suslarmin

kombinasyonlarinin degerlendirilmesi

Caligilan Checkerboard yontemi Gradient diflizyon yontemi
Kombinasyonlar
Sinerji Aditif Antagonizma  Sinerji Aditif Antagonizma
n* % n % n % n % n % n %
SXT3+LEVP 1 5 19 95 0 0 1 5 19 95 0 0
SXT+CAZ® 8 40 12 60 0 0 5 25 14 70 1 5

*n: S. maltophilia sus sayist
a. SXT: Trimetoprim+Siilfametoksazol
b. LEV: Levofloksasin
c. CAZ: Seftazidim
Tablo 16 incelendiginde; checkerboard yontemi ile SXT+LEV kombinasyonu
%S5 sinerji, %95 aditif olarak bulunmustur. Gradient difiizyon yontemi ile SXT+LEV

kombinasyonu %35 sinerji, %95 aditif olarak bulunmustur.
Checkerboard yontemi ile SXT+CAZ kombinasyonu %40 sinerji, %60 aditif

olarak bulunmustur. Gradient difiizyon yontemi ile SXT+CAZ kombinasyonu %25

sinerji, %70 aditif, %5 antagizma olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC
Stenotrophomonas maltophilia son yillarda kiiresel olarak giderek artan
siklikta nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan, firsat¢i, gram negatif bir bakteridir
(Denton, & Kerr, 1998; Dulger, &Berktas, 2007; Travassos ve ark., 2004). Yapilan
calismalarda S. maltophilia suslarinin yillara gére artis oranlar1 degerlendirildiginde,
sus sayisinin her gecen yil artmakta oldugu goriilmistiir (Hazirolan, Araz, Kocagiil

Celikbas, & Aksu, 2018; Sen ve ark., 2017).

Hastane ortamimda en sik YBU’de izole edilmektedir ¢iinkii YBU’de yatan
bagisiklig1 baskilanmig hastalarmm bir¢ogunda viicut direncini diisiiren faktorler
bulunmaktadir (Bahcgeci ve ark., 2021; Dilger ve ark., 2006). Avrupa’da SENTRY
Antimikrobiyal Silirveyans Programi kapsaminda, katilimc1 24  iiniversite
hastanesinden toplanan 154 S. maltophilia izolatinin degerlendirildigi bir ¢aligmada,
izolatlarin 64’ilinlin yogun bakim hastalarmna ait oldugu (Schmitz, Sadurski, Verhoef,
Milatovic, & Fluit, 2000), Glkemizde ise Caylan ve ark., 2000-2004 yillar1 arasinda
nozokomiyal S. maltophilia enfeksiyonlarin1 inceledikleri ¢aligmalarinda, S.
maltophilia izolasyonu yapilan 153 hastadan %42,5’inin YBU’de yatan hastalar
oldugunu (Caylan ve ark., 2005), Hazirolan ve ark., iiremelerin %37’sinin YBU’den
gonderilen 6rneklerde saptandigi belirtilmistir (Hazirolan ve ark., 2018). Mendes ve
ark., calismadaki hastalarin %63,2’sinin bagisiklig1 baskilanmis ve %60,8’i YBU
hastas1 oldugu belirtmistir (Mendes ve ark., 2020). Nys ve ark., calismadaki
hastalarin yaklasik %50’sinin YBU’de bulundugu bildirmistir (Nys ve ark., 2019).
Bizim ¢aliygmamizda inceledigimiz 20 S. maltophilia susun, %65 YBU ve cesitli

Kliniklerden, %35 ¢esitli poliklinik’ten gonderilen 6rneklerden izole edilmistir.

Stenotrophomonas maltophilia steril olmayan bdlgelerde kolonizasyonu veya
enfeksiyonu temsil edebilirken kanda veya diger steril bolgelerde saptanmasi dnemli
kabul edilmelidir (Teo ve ark., 2006). S. maltophilia’da en sik karsilagilan
enfeksiyonlar; alt solunum yollar1 enfeksiyonlar1 (0zellikle mekanik ventilasyonla
iliskili trakeobrongit/pnémoni) ve kan dolasimi enfeksiyonlaridir (Gajdacs, & Urbén,
2019; Looney ve ark. 2009). S. maltophilia biyofilm olusturma yetenegi ile en sik

solunum yollarini tercih eder (Kandemir, 2007). Farkli ¢alismalarda S. maltophilia en
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stk solunum yolu oOrneklerinden izole edildigi gorilmiistiir (Aver ve ark., 2010;
Bahceci ve ark., 2021; Gulmez, 2010; Hazirolan ve ark., 2018; Nys ve ark., 2019). S.
maltophilia kaynakli kan dolasimi enfeksiyonlar1 yaygin goriilmekle birlikte sikligi
son yillarda siirekli olarak artmaktadir (Denton, & Kerr, 1998; Sader, 2020). Dunya
capmda 119 tip merkezinin katilimi ile toplam 1586 klinik S. maltophilia susu ile
yapilan 5 yillik bir ¢aligmada; en sik kan dolasimi enfeksiyonlar1 (%51) ve onu takip
eden solunum yolu enfeksiyonlar1 (%37) bildirilmistir (Farrell, Sader, & Jones,
2010). Kandemir ve ark.’min yaptig1 ¢alismada S. maltophilia en sik %40 ile kan
orneklerinden izole edilmistir (Kandemir, Ozcan, Alanbayi, Bozdag, & Akpolat,
2016). Kendi hasta profillerimiz g6z ©ninde bulundurularak S. maltophilia
izolatlarmin  %55°’1 kan dolasimi enfeksiyonlari, %30’u ise solunum yolu

enfeksiyonlar1 6rneklerinden se¢ilmistir.

Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlari’nin tedavisi olduk¢a giigtiir ve
yiiksek mortalite ile iligkili enfeksiyonlardir (Baumrin ve ark., 2017; Hazirolan ve
ark., 2018). Falagas ve ark. 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢caligmada %37,5’e varan
yiiksek bir mortalite oran1 belirtilmistir, bu oranmn %30’u S. maltophilia kaynakli

vakalardir (Falagas ve ark., 2009).

Erigkin yas gruplarinda daha sik goriilmekle birlikte yenidogan ve ¢ocuk yas
gruplarinda da S. maltophilia enfeksiyonlar1  goriilmektedir. SENTRY
Antimikrobiyal Siirveyans Programu tarafindan 2004 yilinda yapilan arastirmada,
cocuk yas grubundan etken patojen olarak izole edilen S. maltophilia Latin
Amerika’da 10., Kuzey Amerika’da 13. siray1r almustir (Fedler ve ark., 2006).
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; %38’i ¢ocuk yas grubu olarak bulunmustur
(Kandemir ve ark.,, 2016). Bizim c¢alismamizda incelenen 20  sus
degerlendirildiginde; ¢ocuk hasta grubundan izole edilen S. maltophilia suslar1 %10
iken yetigkin yag grubundan izole edilen S. maltophilia suslari %90°dwr. S.
maltophilia izole edilen en kiigiik hastanin yas1 4, en biilyiik hastanin yast 91°dir.
Caligmamizin sonucunda hem SXT’ye direngli hem de duyarli S. maltophilia

suslarinin her yas grubunda enfeksiyonlara sebep olabilecegi goriilmistiir.
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Stenotrophomonas maltophilia genis spektrumlu bir¢ok antibiyotige karsi
intrensek direncli olmasi nedeniyle tedavi seceneklerinde uygun antibiyotik rejimini
belirlemek zor olmaktadir (Kandemir, 2007; Pinot ve ark., 2011; Travassos ve ark.,
2004). S. maltophilia enfeksiyonlarinda kullanilacak en iyi antibiyotigi se¢gmek i¢in,
antibiyotiklere duyarliligini belirlemek gerekmektedir. Antibiyotiklerin duyarliligini
Olcmek icin cok c¢esitli yontemler mevcuttur ve diliisyon yontemleri antibiyotik
duyarlilik testleri icerisindeki referans test olarak kabul edilmektedir ancak testlerin
standardizasyon sorunu devam etmektedir (Abbott ve ark., 2011; Jenkins, 2019; Ko
ve ark., 2019). Duyarlilik testleri i¢cin CLSI ve EUCAST tarafindan yapilan 6neriler
mevcuttur. EUCAST S. maltophilia enfeksiyonlarin’da SXT o6nerip, hi¢ bir beta-
laktam antibiyotigin ¢alisilmasini 6nermezken; CLSI, ilk secenek olarak SXT, ikinci
secenek olarak LEV ve CAZ c¢alisilmasin1 6nermektedir. Ayrica her iki kurumda
referans olarak mikrobroth yontemi ile duyarliligin ¢alisilmasini Onermektedir
(CLSI, 2016; EUCAST, 2022).

Yurt disinda yapilan degisik ¢alismalarda S. maltophilia suslarinda, SXT
direng oranlar1 %1-48,2 arasinda farkli oranlarda bildirilmistir (Al-Jasser, 2006;
Chang, Lin, Chang, & Lu, 2007; Farrell ve ark., 2010; Hu ve ark., 2011; Hu ve ark.,
2014; Juhasz ve ark., 2015; Mendes ve ark., 2020; Micozzi ve ark., 2000; Muder ve
ark., 1996; Samonis ve ark., 2012; Strateva, Trifonova, Savov, Dimov, & Mitov,
2019; Vartivarian, Anaissie, Bodey, Sprigg, & Rolston, 1994). Buglne kadar
Tirkiye’nin  ¢esitli illerinde S. maltophilia suslarinda yapilan duyarhlik
calismalarinda, SXT i¢in birbirinden ¢ok farkli direng oranlari ile karsilasilmis; %0-
56 gibi galisilan bolgelere bagli olarak ¢ok farkli sonuglar elde edilmistir (Bahgeci ve
ark., 2021; Cayci ve ark., 2013; Cikman, Parlak, Bayram, Giidiiciioglu, & Berktas,
2016; Dulger ve ark., 2006; Hazirolan ve ark., 2018; Kandemir ve ark., 2016;
Karamanlioglu, & Dizbay, 2019; Mutlu ve ark., 2011; Ozkaya ve ark., 2014; Sadig
ve ark., 2019; Sen ve ark., 2017; Tascilar ve ark., 2020; Zer, Karaoglan, Cevik, &
Erdem, 2009). Bizim yaptigimiz c¢alismada checkerboard yontemi ve gradient
diflizyon yontemi ile yapilan duyarlilik testinde segilen 20 susta SXT direnci %30

olarak bulunmustur. Direncin yiiksek ¢ikmasinin sebebi kombinasyon yonteminde
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direngli suslar lizerindeki etkisini gdzlemlemek adina SXT direngli suslarin 6zellikle

tercih edilmesidir.

Yurt digindaki farkli merkezler tarafindan yapilan ¢aligmalarda S. maltophilia
suslarinda duyarlilik oranlari, LEV igin %3.8-43.4 gibi farkli oranlarda bulunmustur
(Farrell ve ark., 2010; Hu ve ark., 2011; Hu ve ark., 2014; Juhész ve ark., 2015;
Mendes ve ark., 2020; Strateva ve ark., 2019;). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise
LEV i¢in bu oranlar %6-24 olarak bildirilmistir (Azap ve ark., 2004; Bahceci ve ark.,
2021; Cayc1 ve ark., 2013; Cikman ve ark., 2016; Hazirolan ve ark., 2018; Kandemir
ve ark., 2016; Karamanlioglu, & Dizbay, 2019; Mutlu ve ark., 2011; Sen ve ark.,
2017; Tascilar ve ark., 2020). Bizim yaptigimiz ¢alismada checkerboard yontemi ile
yapilan duyarlilik testinde LEV direnci %40 ve gradient difiizyon yontemi ile yapilan
duyarhlik testinde LEV direnci %25 olarak bulunmustur. Calismadaki LEV direng
orani beklenmedik bir orandir. SXT direngli S. maltophilia suslarmm daha yiiksek
LEV direci olusturdugu (Wang ve ark., 2017) bilinmekle beraber, ¢galismamiza SXT
direngli bakterilerin 6zellikle tercih edilmesinden dolayr segilen 20 susta LEV

direncinin ylksek olarak bulundugunu diisiinmekteyiz.

Yurt disinda S. maltophilia suslarinda yapilan duyarlilik ¢alismalarinda, CAZ
icin direng oranlar1 %34.9-85 seklinde bildirilmistir (Farrell ve ark., 2010; Hsueh ve
ark., 2019; Hu ve ark., 2011; Hu ve ark., 2014; Mendes ve ark., 2020; Micozzi ve
ark., 2000; Muder ve ark., 1996; Samonis ve ark., 2012; Strateva ve ark., 2019;
Vartivarian ve ark., 1994). CAZ direng oranlari iilkeler arasinda farklilik gosterdigi
gibi, ayni iilke i¢inde farkli merkezlerde de farkli oranlar gorulebilmektedir.
Ulkemizdeki oranlara baktigimizda; %30’dan %88,8’¢ kadar degisen direng oranlar1
saptanmistir (Bahgeci ve ark., 2021; Cayci ve ark., 2013; Cikman ve ark., 2016;
Diilger ve ark., 2006; Kandemir ve ark., 2016; Karamanlioglu, & Dizbay, 2019;
Sadi¢ ve ark., 2019; Sen ve ark., 2017; Tascilar ve ark., 2020; Zer ve ark., 2009).
Bizim yaptigimiz ¢aligmada secilen 20 susta checkerboard yontemi ile yapilan
duyarlilik testinde CAZ direnci %80 ve gradient difiizyon ydntemi ile yapilan
duyarlilik testinde CAZ direnci %65 olarak bulunmustur. Gerek tlkemizde gerekse

yurt disinda yapilan ¢aligmalar bizim ¢alismamizdaki gibi (her ne kadar se¢ilmis 20
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susta calismig olsakta) yiksek CAZ direnci bildirmektedir ve bu antibiyotigin S.
maltophilia enfeksiyonlarinda tek basmma kullanilmasinin uygun bir tercih

olamayacagi ortadir.

Stenotrophomonas maltophilia, enfeksiyonlarinda antibiyotik duyarhilik test
sonuglar1 ¢ikana kadar ki bekleme siirecinde ampirik antibiyotik seciminde bu veriler
mutlaka akilda tutulmalidir. Son zamanlarda, antibakteriyel etkinligin uzatilmasi
gerekliligi, dozaj, toksisite ve antibiyotik direncinin azaltilmasi, CID bakterilerin
ortaya ¢ikmasi, daha yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi gibi sebepler ile c¢esitli
antibiyotiklerin kombinasyonlari arasinda yapilan sinerji testlerine ihtiya¢ olugsmustur
(Aaron, 2007; Laishram ve ark., 2017). S. maltophilia suslarinda yapilan
kombinasyonlarm olumlu/olumsuz sonuglar1 bildiren ¢aligmalar mevcuttur. Liaw ve
ark., yaptiklar1 ¢alismada S. maltophilia enfeksiyonlarmin tedavisinde
kombinasyonun monoterapiden daha dstiin oldugu ve mortalite oranmin
kombinasyon tedavisi ile 6nemli 6lglide distiigii bildirmistir (Liaw, Teng, Hsueh,
Ho, & Luh, 2002). Wu ve ark., yaptiklar1 ¢alismada S. maltophilia biyofilm yapan
izolatlarinda bile kombine antibiyotik tedavisi ile in vitro etkili sonug¢lar bildirmistir
(Wu, Yau, Matukas, & Waters, 2013). Muder ve ark., SXT monoterapisi ile
karsilagtirildiginda kombinasyon tedavisi alan hastalarda 6nemli 6l¢iide daha diisiik
mortalite bildirmistir (Muder ve ark., 1996). Kombinasyon tedavilerinin basarili
olmasi1 i¢in dogru ve etkili antibiyotiklerin tercih edilmesi gerekir. Liaw ve ark.,
yaptiklar1 ¢aligmadaki sonuglara gore, florokinolon ile CAZ kombinasyonunun S.
maltophilia enfeksiyonlar1 i¢in etkili bir terapotik secenek oldugunu bildirilmistir
(Liaw ve ark., 2002). Bizim ¢alismamizda suslarin izole edildigi hastalara uygulanan
tedavi protokolleri konusunda veri toplamamis olmamiz nedeniyle tedavide
kullanilan antibiyotiklerin tedavi basarisi ve elde ettigimiz sonuglar1 karsilastirabilme

sansimiz olmamustir.

Visalli ve ark., birkag florokinolon ile ii¢iincli kusak sefalosporinlerin 20 S.
maltophilia susuna karsi kombinasyonunu time-kill ve dama tahtas1 yontemleriyle
incelemistir, levofloksasin ile siprofloksasin izolatlarin %80’i i¢in sefoperazon ile

seftazidim %90°1 i¢in sinerji gosterdigi belirtilmistir (Visalli, Jacobs, & Appelbaum,
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1998). Gulmez ve ark., yaptigi calismada, gradient diflizyon yontemi ile izolatlarin
%72’sinde  SXT+CAZ kombinasyonu sinerji ortaya koyarken, dama tahtasi
yonteminde bu oran %56 olarak bildirilmistir (Giilmez, 2010). Yapilan bu ¢alismada
SXT+CAZ kombinasyonu en yiiksek sinerjizm oranini sergiledigi belirtilmistir
(Ismail, 2017). Araoka ve ark., 89 S. maltophilia susunda dama tahtasi yontemi ile
yaptiklar1 bir ¢alismada; SXT+LEV kombinasyonuna 21 sus sinerji, 61 sus aditif ve

7 sus antagonizma gostermistir (Araoka ve ark., 2017).

Antibiyotik duyarlilik testlerinde CLSI (2016) onerileri dogrultusunda,
mikrodilisyon testlerinin referans yontem olmast ve literatiirdeki sinerji
caligmalarinin gogunlugunun checkerboard yontemi ile ¢alisilmasi sebebiyle bizde
calismamizda checkerboard diliisyon ydntemini kullandik. Ulkemiz’den bildirilen
sinerji ¢aligmalart incelendiginde, checkerboard yontemi kullanilarak yapilan
calismalarda, arastirmacilar sinerji tanimlamasi i¢in kullandiklar1 smir degerlerini
bildirseler de, FIK degerleri belirlenirken segilen kuyucuk ve FiKI hesaplandiktan
sonra etkilesim tiirlinii belirlemek icin kullanilan smir degerler bildirilmemistir.
Kuyucuk seciminde kullanilan dort farkli yorumlama yontemiyle calismalar arasinda
farklilik olusabildigi gozlenmistir. Bu nedenle testin yorumlama yodnteminin
standardize edilmesi gerekmektedir. Biz ¢alismamiz’da yontem 1 ile kuyucuk sec¢imi
yaptik ve ona gore yorumladik. Bu yontemi segmemizin sebebi, Ozseven ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada bildirilen sinerjiyi en yiiksek oranda tespit eden yontemin 1
olmasidir. Bunu sirasiyla yontem 4 ve yontem 2 izlemistir. Sinerjiyi en diisiik oranda
tespit eden ise yontem 3’tlir (Ozseven ve ark., 2012). Mikrobroth diliisyon yontemi
ile kiiclik miktarlarda biiylimenin varhiginin tespit edilemeyecegi ve gradient
diflizyon yontemi ile hafif biiylime bulanikliklarini ve direngli alt popiilasyonlarinin
saptanabilmesi agisindan (Pankey, & Ashcraft, 2010), uygulamasinin kolayligi,
tekrar edilebilir olmasi1 (Laishram ve ark., 2017; White ve ark., 1996) ve eger
sonuglar uyumlu gelirse hastane rutin laboratuvarlarina entegre edilebilmesi adina
bizim ¢alismamizda antibiyotik kombinasyon testlerinin karsilastirilmasmin
yapilmast igin gradient diflizyon yontemi tercih edilmistir. Mevcut g¢aligmalarin
birgogunda gradient difiizyon yonteminde test seritlerinin yerlestirilmesinde hangi

yontemin kullanildigi belirtilmemistir. Bizim ¢alismamizda ikinci yaklasim olan
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antibiyotik gradient diflizyon test seritlerinin 1 saatlik inkiibasyonu sonrasinda
kaldirilip, kombine antibiyotigin kombinasyonlarmin ayni iz iizerine yerlestirilmesi

ile gerceklesmistir.

Checkerboard yontemini kullanmanin tekrar edilebilirliginin zor olmasi, tani
laboratuvarinda rutin kullanim i¢in ¢ok emek yogun olmasma ragmen, antibiyotik
etkilesimlerini degerlendirmede ve tedaviye rehberlik etmede mevcut en 1iyi
yontemin oldugu belirtilmekte; sonuglarin ¢ok dikkatli yorumlanmasi gerektigini
ozellikle vurgulanmaktadir (Mackay ve ark., 2000). White ve ark., yaptiklari
caligmada gradient difiizyon yontemi, dama tahtast ve time-Kill sinerji testleri
karsilastirilmis olup, gradient diflizyon ydnteminin sonuglarmin, dama tahtasi ve
time-kill yontemlerinden elde edilen sonuclarla uyumlu oldugu; gradient diflizyon
sinerji testi yonteminin diger in vitro yontemlere olasi bir alternatif olacag: ifade
edilmistir (White ve ark., 1996). Yao ve ark., 176 klinik S. maltophilia izolatini
kullanarak gradient difuzyon yodntemi ile checkerboard yontemini karsilastirdigi
caligmalarinda yontemler arasinda %94 uyum bildirmislerdir (Yao, Louie, Louie,
Goodfellow, & Simor, 1995). Balke ve ark., yaptiklar1 ¢alismada gradient difuizyon
ile dama tahtasi testi arasinda >%90 korelasyon saptamislardir (Balke ve ark., 2006).
Yapilan degisik calismalarda gradient diflizyon yodnteminin, mikrobroth dilisyon
yontemine guvenilir bir alternatif olacag: bildirilmistir (Giilmez, 2010; Juhasz ve
ark., 2015).

Bizim ¢aligmamizda SXT+LEV ve SXT+CAZ kombinasyonlari
checkerboard ve gradient diflizyon yontemleri ile test edilmistir. Tablo 16°da
goriildiigli gibi checkerboard yontemi ile SXT+LEV kombinasyonu i¢in %5,
SXT+CAZ kombinasyonu i¢in %40 sinerji oran1 bulunmustur. Gradient diflizyon ile
SXT+LEV kombinasyonu %5, SXT+CAZ kombinasyonu ile %25 sinerji orani
bulunmustur. SXT+CAZ kombinasyonu her iki yontemde farkli sonuclar elde
edilmesi MIK degerlerinin +1 sulandirim farkliliklarmndan kaynaklanmaktadir. Her
iki yontemde en c¢ok sinerji tespit edilen kombinasyon Tablo 16°da goriildiigii gibi

SXT+CAZ kombinasyonudur.
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Calismamizda Tablo 16’da belirtildigi gibi, sadece 1 susta SXT+CAZ
kombinasyonunda antagonizma  saptanmistr. SXT+LEV ve SXT+CAZ
kombinasyonlar1 her iki yontem i¢inde daha ¢ok aditif sonuglar vermistir. Hatta SXT
direnci olan suslarin bircogu aditif olarak bulunmustur. Ayrica her iki yontemde’de
SXT direnci bulunan susta (5. sus) SXT+LEV, SXT+CAZ kombinasyonlari ile
sinerji saglamistir. SXT direngli suglarda (8., 18., 19. sus) SXT+CAZ kombinasyonu
sinerji etki saglamistir. Calismamizin sonucunda, LEV’nin MiK degerleri birgok
susta duyarli veya orta derecede duyarli oldugundan; ampirik tedavilerde tercih
edilebilecegi fakat daha kesin bir degerlendirme i¢in in vitro ve in vivo olarak daha
fazla ¢alismaya ihtiyaci oldugu; CAZ’in MIK degerleri birgok susta orta derecede
direncli veya direncli oldugundan ampirik tedavilerde tercih edilmemesi gerektigini
bildirmekteyiz. Ayrica kombinasyon sonuglar1 incelendiginde sinerji ve aditif etkili
sonuclar aldigimiz icin SXT direnci oldugu zamanlarda veya SXT’nin
kullanilamadig1 durumlarda LEV veya CAZ ile kombinasyonlarmin kullanilabilecegi
diistinilmektedir ¢linkii her iki kombinasyonda antibiyotiklerin tek basma
kullamldiginda da elde edilen MIK degerlerine gore daha iistiin sonuglar
goriilmiistiir. Ayrica calismamizda segilen 20 sus incelendiginde; SXT+LEV
kombinasyonunda gradient difiizyon yéntemi ve checkerboard yontemi igin; 18 sus
(%90) ayn1 sonuglar1 vermektedir. SXT+CAZ kombinasyonunda gradient diftizyon

yontemi ve checkerboard yontemi igin; 13 sus (%65) ayni sonuclarda bulunmustur.

Calismamizdaki antibiyotiklerin duyarlilik sonuglarinin istatistiksel analizi
yizdesel olarak yapildiginda (Tablo 11 ve 14°te belirtilmistir); SXT, LEV, CAZ i¢in
mikrodilisyon yontemi ile gradient diflizyon yontemleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bulunamamistir. Sonuglar birbirlerine benzerdir. Bu antibiyotiklerin

duyarliliklarinin belirlenmesinde iki yontemde tercih edilebilir.

Calismamizdaki antibiyotik kombinasyon sonuclarinin istatistiksel analizi
ylzdesel olarak yapildiginda (Tablo 16’da belirtilmistir); SXT+LEV ve SXT+CAZ
kombinasyonlar1 i¢in sinerji ve aditif oranlari, iki yOntem agisindan
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamustir. Sinerji

ve aditif oranlar1 iki yontem agisindan benzer bulunmustur. Gradient diflizyon

73



yontemi ile ¢aligilan SXT+CAZ kombinasyonunda elde edilen antagonizma sonucu
(%5) checkerboard yontemi ile tespit edilemediginden degerlendirilememistir.
Hastane rutin laboratuvarlarinda mikroorganizmalarm sinerji durumlarinin tespit
edilmesi gerektigi zaman, kantitatif bir sonu¢ gerektigi zaman veya rutin testler ile
test edilemeyecegi zamanlarda gradient difiizyon ve checkerboard yontemi tercih
edilebilir. Ozellikle gradient difiizyon ile sinerji tespiti rutin uygulamada zamandan

tasarruf ve kullanim kolaylig1 sunacaktir.

Calismamizin sinirlamalart; antibiyotik kombinasyon testlerinin belirli bir
standardizasyona sahip olmamasi, sonuglarimizin goéz ile degerlendirilmesi, sus
sayisinin ve kombinasyonlarda test edilen antibiyotik ¢esidinin az olmasi olmakla
beraber; elde edilen sonuglarin hastalarin tedavisini yOnlendirmede bize 151k

tutacagini diistinmekteyiz.

Cografi bolgelere gore degisen direng oranlar1 sebebiyle en uygun tedavinin
olusturulmasi i¢in her kurumun kendi antimikrobiyal diren¢ oranlarini takip etmesi,
ampirik tedavi politikalarini her hastanenin kendi diren¢ durumuna gore belirlemesi
gerekmektedir. Kombinasyon testlerinde yasanan standardizasyon sorunlarida goz
oniinde bulundurularak bu konuda yapilacak daha c¢ok sayida ¢alismaya ihtiyag

bulunmaktadir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

ATCC: Amerikan Tur Kualtura Koleksiyonu

BAL.: Bronkoalveoler lavaj

BGD-2: Biyogiivenlik Duzeyi-2

Ca?*: Kalsiyum

CAZ: Seftazidim

CLSI: Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
CFU: Koloni olusturan birim(ler)

CID: Coklu ilag direnci

Dfr: Dihidrofolat rediiktaz

DNA: Deoksiribo niikleik asit

EUCAST: Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi
E-Test: Epsilomer Test

FiK: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu

FiKi: Fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu indeksi
I: Orta derecede duyarli-intermediate

ISO: International Organization for Standardization
KAMHB: Katyon ayarli Mueller-Hinton broth

KF: Kistik fibroz

KKA: Koyun Kanli Agar

LEV: Levofloksasin

LPS: Lipopolisakkarit

MALDI-TOF MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight,
Mass Spectrometry

MBL: Metallo-beta-laktamaz

Mg?*: Magnezyum

MHA: Mueller-Hinton agar

MIK: Minimal inhibitor konsantrasyon

MR: Metil kirmizisi

NaOH: Sodyum hidroksit

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PK-PD: Farmakokinetik-Farmakodinamik

R: Direngli- resistance

S: Duyarli-susceptible

Sme: Stenotrophomonas ¢oklu akis

SXT: Trimetoprim+Silfametoksazol

VP: Voges-Proskauer

YBU: Yogun Bakim Unitesi
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Dog. Dr. Oktay ALVER, Dog. Dr. Sevim AKCAGLAR, Dog. Dr. imran SAGLIK
Uzm. Dr. Nazmiye Ulki TUZEMEN ve Enfeksiyon Hastahiklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 6gretim tiyeleri; Prof. Dr. Emin Halis AKALIN, Dog.
Dr. Esra KAZAK’a; ¢oziiciilerin temin edilmesine destek veren Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali 6gretim tliyesi Prof. Dr. Mehmet CANSEV’e ve asistan 6grencilerine;
kiymetli zamanini bana aywrarak tez g¢aligmamin istatistiksel hesaplamalarinda
yardimc1 olan Biyoistatik Anabilim Dali 6gretim {iyesi Dog¢. Dr. Glven
OZKAYA’ya; Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda calisan tiim teknikerlere,
caligmaya destegini esirgemeyen Biyolog Bekir AKCA’ya ve tim yiksek lisans
arkadaslarima, ayrica Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi’ne TYL-2021-608 no’lu projeye verdikleri tiim desteklerden
dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bu siirecte her daim yanimda olan, tiim sikintiyi, stresi ve mutlulugu
benimle birlikte gogiisleyen, ilizerimde sonsuz emegi olan babam Erdogan
BASKILIC, annem Aybe BASKILIC, kardesim Sahra BASKILIC ve canim esim
[braim Furkan AYDIN’a sonsuz tesekkiir ederim.
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10. OZGECMIS

2015 yilinda Bartin Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimiine
lisans kaydimi yaptirdim, 2019 yilinda Molekiiler Biyoloji ve Genetik lisansimi ve
Bartin Universitesinde egitim aldigim Biyoloji formasyonu’nu tamamlayarak mezun
oldum. Ayni yil Bursa Uludag Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Tip-
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na yiiksek lisans kayidimi yaptirdim, ikinci ddnemimde
COVID-19 salgin1 sebebiyle kaydimi bir(1) donem kadar dondurdum, kayit
yeniledikten sonra “’Bursa Uludag Universitesi Saghk Calisanlarinda COVID-19
serolojisinin  arastirilmas1’>  baslikli  projede 5 ay bursiyerlik yaptim,
“’Stenotrophomonas maltophilia Suslarmin Gradient Difiizyon ve Checkerboard
Yontemi Ile Antimikrobiyal Kombinasyonlarmin in Vitro Etkinligi>> bashkli projede
12 aydir arastirmaci olarak gorev yapmaktayim ve halen Tip-Mikrobiyoloji Anabilim
Dalinda yiiksek lisans egitimine devam etmekteyim.
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