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o AMAG

* Tedavisindeki gucltkler ve buna bagh yuksek mortaliteye sahip kolistin direncli A.
baumannii insidansindaki artis endise verici

e Kolistin direncli A. baumannii ile olusturulan deneysel sepsis modelinde kolistin-

fosfomisin kombine antibiyotik tedavisine destek olarak kullanilan mezenkimal kok
hlcrelerin tedavideki etkilerinin arastirilmasi
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Deneyde, 8-10 haftalik, 20-25 gr.

agirhginda olan

Balb-c
fareler kullanildi

disi
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GEREC VE YONTEM

 Calismada daha dnce pnomosepsis tanisi
ile takip edilen bir hastanin endotrakeal
aspirat  kualturinden izole edilerek
saklanmakta olan kolistin direncli A.

baumannii izolati kullanildi
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GEREC VE YONTEM

Antibiyotik Adi MiK (ng/ml) Duyarhlik Profili

Amikasin > 32 Direngli

Kolistin > 4 Direncli

Gentamisin > 8 Direncli

imipenem > 8 Direncli

Levofloksasin > 2 Direncgli

Meropenem > 8 Direngli

Siprofloksasin >1 Direncli

Trimetoprin / Sulfametaksazol > 8/152 Direncli

Antibiyotik duyarlihiginin belirlenmesinde 6nce BD Phoenix (Beckton Dickinson, ABD)
otomatize sistem kullanildi
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e Kolistin direncinin dogrulanmasi icin sivi mikrodilisyon yontemi olan
The SensiTitreTM system (Thermo Fisher Scientific) kullanildi
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izolatin mikrodiliisyon yoéntemi ile belirlenen MIK degeri 128 upg/ml,
direncli olarak saptandi

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 2022
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GEREC VE YONTEM

Sepsis Olusturan Enfeksiyon Dozunun (inokulum
Dozu) Belirlenmesi

Bu amacla 6n calisma yapildi

* Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki bakteri
sispansiyonlarindan 0.1 ml. ikiser fareye
intraperitoneal (ip) yoldan enjekte edildi

* Inokiilasyondan 48 saat sonra fareler sakrifiye
edilerek sepsis olusumunu saptamak icin
akciger, karaciger, kalp ve dalak cikarilarak
triptik soy agara ekim yapildi ve 37 °C’ de
inktbe edildi
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e Ekimden 18-24 saat sonra

e >2 organin kaltirinde dreme
olmasi sepsis olarak kabul edildi

e Kolistin direncli A. baumannii icin
“3x10%” kob/ml (koloni olusturan
birim/ml) farelerde sepsis
olusturan inokulum dozu olarak
belirlendi
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GEREC VE YONTEM

<

MKH Uretimi

 Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok htcre Uretimi icin 8-10
haftalik 2 adet Balb-c fare kullanildi

e 2x10° hiicre olacak sekilde kok hiicre tretimi yapildi
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Gruplar / zaman

0.saat

3. saat

7. saat

11. saat

15. saat

19. saat

23. saat

24. saat

GEREC VE YONTEM

Negatif kontrol
grubu (sadece
serum

fizyolojik)

ik grup
sakrifikasyon

Pozitif kontrol
grubu (sadece
bakteri)

ilk grup
sakrifikasyon

Sadece
mezenkimal kok
hiicre verilen

grup

AB

MKH

ilk grup
sakrifikasyon

Sadece kolistin-
fosfomisin
verilen grup

AB

K-F

ilk grup
sakrifikasyon

(GIGE
fosfomisin+
mezenkimal kdk
hiicre verilen

grup
AB

MKH-+K-F
F
F
K-F
F

F

ik grup
sakrifikasyon
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Negatif kontrol Pozitif kontrol Sadece Sadece kolistin- Kolsitin-
grubu (sadece grubu (sadece mezenkimal kék fosfomisin verilen fosfomisin+
serum fizyolojik) bakteri) hiicre verilen grup grup mezenkimal kok
hiicre verilen grup

27. saat - - MKH K-F MKH+K-F

31. saat - ) ) - :

35. saat - ) ) - :

39. saat - ) ) F .

43. saat - ) ) - :

47. saat - ) ) - i

51. saat - 3 _ o ”

55. saat - ) ) - :

59. saat - ) ) - :

63. saat - ) ) o »

67. saat - ) ) - :

71. saat - ) ) - :

72. saat ikir-nc.i grup ikir?c.i grup ikir?c'i grup ikir.lc'i grup ikir.1c.i e
sakrifikasyon sakrifikasyon sakrifikasyon sakrifikasyon sakrifikasyon
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* Farelerin sag akcigeri ve karacigerin
yarisi  serum  fizyolojik icinde

homojenize edildi

e 10 kath seri dilusyon hazirlanarak

Triptik soy agara ekim yapildi
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Koloniler 37 °C’de 20-24 saat inklibasyon
sonrasl akciger ve karacigerdeki bakteri yuku

kob/ gr. olarak hesaplandi
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Y GEREC VE YONTEM

Histopatolojik Degerlendirme

 Akciger, karaciger ve bobrek dokusunun histopatolojik
incelenmesi yapildi

* Degerlendirme, dokuya 6zgu hucresel dejenerasyon, hemoraiji
ve mononukleer hicre infiltrasyonu parametrelerinin her biri
icin;

— 0: bulgu yok
— 1: hafif

— 2:orta

— 3:siddetli
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GEREC VE YONTEM

V=0 =8 =1 =1 | 1 |

Sitokin Analizi

* Farelerden intrakardiyak olarak alinan kanlar ELIZA y&ntemi ile
IL-6 ve CRP duzeyleri calisildi
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BULGULAR
ndirm
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Bobrek Dokusu
e Pozitif kontrol grubunun bdbreklerinden alinan doku ornekleri, oOzellikle proksimal

tubullerin epitel hucrelerinde dejenerasyon, intertubuler alanlarda inflamatuar hicre
infiltrasyonu ve hemoraji gibi yogun dejeneratif degisiklikler

* MKH ve MKH+K-F gruplarina ait mikroskobik bobrek kesitlerinde, pozitif kontrol grubuna
kiyasla tubuler yapida bir iyilesme ve minimal hicresel dejenerasyon gosterdigi gozlendi
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BULGULAR

Akciger Dokusu

e Pozitif kontrol grubunda mononlkleer hiicre infiltrasyonu, alveoler duvarda
kalinlasma ve belirgin hemoraji gibi 6nemli histopatolojik degisiklikler

* Pozitif kontrol grubunda gozlenen hasar tim deney gruplari icinde o6zellikle K-F
grubunda 6nemli derecede azalmisti

* MKH verilen deney gruplari ise pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda doku
dejenerasyonunda dikkate deger bir azalmanin oldugu goruldi
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BULGULAR

Karaciger Dokusu

* Pozitif kontrol grubundan alinan karaciger doku numuneleri, santral ven etrafinda
sintzoidal dilatasyon, mononikleer hiicre infiltrasyonu ve hemoraji gosterdi

e K-F grubunda orta derecede hepatosit vakuolizasyonu, sinlzoidal dilatasyon ve
hemoraji gozlendi

e  MKH ve MKH+K-F gruplarinda dejenerasyonun minimal diizeyde oldugu gorualdu
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BULGULAR

Histopatolojik Skorlamanin Degerlendirilmesi

Parametreler Pozitif Negatif
MKH MKH+K-F K-F P
Kontrol Kontrol

0.73%+0.78

Histopatoloji, akciger

2.00+ 0.60 1.17+0.83 0.91+0.70 0.33+0.57 <0.001

Mean £SD 3
Histopatoloji, karaciger ST
' ; ' 1.00£0.85 0.82+0.60 1.18+0.75 0.33x0.57 <0.001
Mean 1SD
Histopatoloji, bébrek 33+0.
2.3320.65 1.00+0.60 1.54+0.82 0.3310.57 <0.001

Mean 1SD c

0.7210.64
a: p=0.006 MKH-K-F, p=0.001 K-F, p=0.001 negatif kontrol

b: p=0.001 MKH, p<0.001MKH-K-F, p=0.007 K-F, p=0.001 negatif kontrol
-y ¢: p<0.001 MKH, p<0.001MKH-K- F, p<0.001 negatif kontrol
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BULGULAR

Deney gruplarinin akciger dokusundaki 24 ve 72. saatteki bakteri yuiklerinin

karsilastirilmasi
7

Pozitif Kontrol MKH MKH+K-F K-F

W 24, saat

W 72. saat

MKH grubunun 24. ve 72. saatteki bakteri yukleri istatistiksel olarak anlamli sekilde

azalmistir (p= 0.008)
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BULGULAR

Deney gruplarinin karaciger dokusundaki 24 ve 72. saatteki bakteri yulklerinin
karsilastiriimasi

8

7

6 -

M 24, saat

W 72.saat

Pozitif Kontrol MKH MKH+K-F K-F

MKH, MKH+K-F ve pozitif kontrol grubunun 24. ve 72. saatteki bakteri yuikleri
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (sirasiyla p= 0.008, p=0,039, p= 0,019)
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BULGULAR

Akciger ve karaciger dokusundaki bakteri yuklerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Pozitif Kontrol MKH MKH+K-F

K-F

M akciger
M karaciger

Akciger ve karaciger dokusunda pozitif kontrol grubu, MKH+K-F ve K-F grubuna gore
bakteriyel ylikte istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi (sirasiyla p=0.026/0.022,

p=0.001/ 0.001)
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BULGULAR

Sitokin Calismasi
CRP Duizeyi

0,14

0,12 -

0,1 -

0,08 -

m CRP
0,06 -

0,04 -

0,02 -

Pozitif Kontrol MKH MKH+K-F negatif kontrol

Gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi
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BULGULAR

IL-6 diizeyi

IL-6

1,2

0,8 -

0,6 -

mIL-6

0,4 -

0,2 -

Pozitif Kontrol MKH MKH+K-F negatif kontrol

Negatif kontrol grubunda diger gruplara gore anlamli disik saptandi (p<0.001)

Diger gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamistir
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SONUC

Kolistin direncli A. baumannii sepsis modelinde kolistin-fosfomisin kombinasyonu
uygulamasi ile akcigerdeki histopatolojik hasar daha az izlenirken, akciger ve
karacigerdeki bakteri yikiinde de azalma gozlendi

Antibiyotik kombinasyonuna MKH uygulamasinin da eklenmesi ile bébrek ve karaciger
dokusundaki histopatolojik hasardaki azalma daha da belirginlesti

Akciger ve karaciger bakteri ylkleri arasinda belirgin bir farkhlik izlenmedi

Calismanin 72. saatinde sakrifiye edilen ve iki doz MKH uygulanan gruplarda bakteriyel
klirensin daha da belirgin oldugu gozlendi

Kolistin direncli A. baumannii sepsisi tedavisinde kolistin-fosfomisin tedavisine MKH
eklenmesinin bakteriyel ylikteki azalma ve histopatolojik hasari engelleme acisindan
anlamli olabilecegi dusinuldi
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SABRINIZ ICIN TESEKKUR EDERIiM
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