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} Resistant
|\ Karbapenem direncli gram negatif patojenlerde
Kolistin“son care” antimikrobiyal tedavi olarak 1
Yiiksek Kolistin maruzatinda b | kabul edilmektedir.
18. saatte lireyen Tolerant 4
hicre ——— x10 MIK _ ) . o i S
/ N\ Toleran ve persister hlcre gelisimi bakterinin = Persisters
| antibiyotik etkinligi sliresince lag fazini uzatip £ |
\ ) direng gelistirmeden hayatta kalmasina sebep 3
o T X olur. |
Bu calismanin amaci P. aeruginosa, K. | :
I pneumoniae ve A. baumannii’nin kolistin
maruziyeti altinda gelistirdikleri tolerant ve ) 1' i f‘
j \ persister hlcrelerin incelenmesidir. Susceptible Tolerant
2X, 5X, 10X MIK , > Persister hiicre
Kolistin diski RS
Sekil 1. Duyarl hiicreden, tolerant ve persister hiicre iretimi Fisher, R., Gollan, B. & Helaine, S. Persistent bacterial

. infections and persister cells. Nat Rev Microbiol 15, 453—464 (2017)
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Gerec¢ ve Yontem

Toleran hucrelerden
Toleran Diflizyon

” — — deneyiyle persister
Ornek se¢imi:Calismaya, Kolistine duyarli ve hiicre Gretimi Membran

direncli 2 P. aeruginosa, 5 K. pneumoniae ve 2 gecirgenliginin N-
A. baumannii izolati dahil edilmistir. Fenil-1-Naftilamin

kullanarak dlcllmesi

24 saatlik canl

kamera ¢ekimi NPN Membran

Permeabilizasyon Deneyi

Kolistin maruzati |

altinda geg Ureyen (R ey > | |
toleran hicrelerin
elde edilmesi

i b s . Tolerom 6ifuzyon Testi 2“1 AlAi
10xMIK Kolistin R (2x, 5%, 10x MIK) Zamalja bagll_ ol_dl_ere
Maruzati . deneyiyle Kolistinin

. POORS I e g : persister hlicreyi yok
MDK99 Deneyi

ettigi strenin
17. saatten sonra — 11— Saptanmasi
ureyen tolerant hiicreler

Sekil 2. Fenotipik tolerans ve persister hiicre olusumu saptanmasinda uygulanan deney semasi
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. Bulgular

« Tolerant hlicrelere TD testi
uygulandiginda A.baumannii izolatlarinda
persister hiicre olusmadigi izlenmistir.
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A.baumannii

K1007 Tolerom (Duragan Faz) K1007 Tolerom (Duragan Faz)
Spg/ml S5ug/mi

40% glikoz
B

18 saat inkubasyon 36 saat inkubasyon

K1007 Tolerom (Logaritmik Faz) K1007 Tolerom (Logaritmik Faz)
10pg/mili 10pg/ml

- o ’ -

18 saat inkubasyon

36 saat inkubasyon

Sekil 3. Persister hiicre olusumu gdzlemlenmeyen A.baumannii izolatlari




K.pneumoniae

K1342 Tolerom (Logaritmik Faz)
5 pg/ml

K1342 Tolerom (Logaritmik Faz)
5 ug/ml

Vi

-

%40 glikoz

18 saat inklibasyon 36 saat inktibasyon

K1342 Tolerom (Duragan Faz)
10 pg/ml
29 A%

Y _ -

K1342 Tolerom (Duragan Faz)

%40 glikoz

18 saat inkiibasyon 36 saat inkibasyon

« TD testte Ureme gosteren K.pneumoniae ve P.aeruginosa
tolerant hiicrelerinde hem duragan hem logaritmik fazda
5XMIK, 10XMIK kolistin iceren diskler etrafinda koloni
olusumu goézlemlenmistir.
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K969 Tolerom (Duragan Faz)
10 pg/ml

%40 glikoz

P.aeruginosa

K969 Tolerom (Duragan Faz)
10 pg/ml

18 saat inkibasyon

K969 Tolerom (Duragan Faz)
20 pg/ml

%40 glikoz

>

36 saat inkibasyon

K969 Tolerom (Duragan Faz)
20 pug/ml

18 saat inkibasyon

>

36 saat inkibasyon

Sekil 4. Farkli Kolistin konsantrasyonlarina maruzat sonrasi %40 glikozla inkube edilen
P.aeruginosa ve K.pneumoniae izolatlarinin disk etrafinda persister hucre uretmesi




. Bulgular: Zamana Bagli Oldurme Deneyi

Statik ve Logaritmik fazda lreyen Klebsiella pneumoniae persister hlicrelerindeki zamana bagl 6ldirme deneyi
sonuglar farkli Kolistin konsantrasyonlarinda 5 ve 6 saat olarak saptanmistir.

K1342, 10 pg/ml kolistin disk, Logaritmik Faz Tolerant Hiicre
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Sekil 5. Klebsiella pneumoniae izolati olan K1342'nin MDK99 sonuc tablolari.

A.baumannii {
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TD Test Sus MDK99 | MDK99.99
(saat) (saat)

K969 10 ug/ml Statik Faz X X

K969 20 ug/ml Statik Faz X X

K969 30 ug/ml Statik Faz X X

K1314 10 ug/ml Statik Faz 6 5

K1342 5 ug/ml Statik Faz 6 6

K1342 10 ug/ml Statik Faz 6 5

K1342 5 ug/ml Logaritmik 5 5
Faz

K1342 10 ug/ml Logaritmik 5 5
Faz

K1007 Tolerant Hiicre X X

K408 Tolerant Hiicre X X

Tablo 1. Calismaya dahil edilen butun izolatlarin MDK99 ve MDK99,99 deney sonuclari




. Bulgular: Membran Permeabilizasyon Deneyi

A.baumannii P.aeruginosa K.pneumoniae
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Duyarli hiicreye
kiyasla toleran
hicrenin membrane
permeabilizasyonunda
80% azalma.

Duyarh ve direncli izolatlar
kiyaslandiginda 25% azalma,
duyarli ve tolerant izolatlar
karsilastirildiginda 75% artis
gbézlemlenmistir.
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Duyarh ve direngli hlicrelerde
membranin bozulmamis
oldugu, tolerom formunda ise
membrane permiabilitesinin
%100 arttigi géralmastar.




'H Sonug

« A.baumannii ve P.aeruginosa tolerant hlcrelerinin persister
hiicreye donlisememesi ve membran gecirgenliginin azalmasi bu
bakterinin kolistine adaptasyonunun zayif oldugunu
gostermektedir.

« K.pneumoniae persister hlicrelerinin varligi ve membran
gecirgenliginin artmasi bu htcrelerin kolistine adaptasyon
yeteneginin daha glcli oldugunu gostermistir.

« Antibiyotige adaptasyon saglayabilen bakterilerin uzayan ve
tekrarlayan enfeksiyonlara sebep olmasi, antibiyotiklerin yetersiz
kaldigi bu donemde anti-tolerant ve anti-persister tedaviler icin
hedef bdlgelerin belirlenmesinin 6nemini vurgulamaktadir.
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