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OZET

ACINETOBACTER BAUMANNII iZOLATLARINDA
CESITLI ANTIBIiYOTIK KOMBINASYONLARININ
SINERJISTIK ETKISININ
DAMA TAHTASI YONTEMIYLE ARASTIRILMASI

Acinetobacter cinsi bakteriler son yillarda yogun bakim f{initeleri basta olmak
tizere hastane infeksiyonlarinda en sik izole edilen etkenler arasindadir. Son yillarda
bu mikroorganizma pndmoni, idrar yolu infeksiyonlari, septisemi ve menenjit gibi
ciddi hastalik tablolarindan sorumlu ve ¢oklu ilag direnci gosteren bir patojen olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Gliniimiizde Acinetobacter baumannii suslarina bagli olarak
olusan infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antimikrobiyal ajanlara kars1 giderek
artan diren¢ oranlar1 iilkemizde de Onemli bir saglik sorunu haline gelmistir.
Acinetobacter baumannii’nin daha sik infeksiyon etkeni olmasi ve antimikrobiyal
diren¢ oranlarinin artmas1 tedavide yeni secenek ilaglarin arastirilmasini
gerektirmistir.

Bu ¢aligma Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvarinda yapildi. 01/04/2009-20/11/2013
tarihleri arasinda c¢esitli klinik Orneklerinden izole edilen 30 Acinetobacter
baumannii susu ¢alismaya dahil edildi. Bakterilerin tanimlanmasi BD Phoenix 100
(Becton Dickinson, Sparks, Maryland, ABD) otomatize bakteri tanimlama sistemi
kullanilarak tiir diizeyinde yapildi. Acinetobacter baumannii kékenlerinin antibiyotik
duyarhiliklart disk difiizyon yontemi ile belirlendi. Antibiyotik duyarlilik siirlari
Clinical and Laboratory Standards Institute (Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii, CLSI) 2014 kriterlerine gore degerlendirildi. Coklu ilag direnci gosteren
12 A. baumannii susunda kolistin-vankomisin, kolistin-imipenem, kolistin-sulbaktam
ve imipenem-sulbaktam kombinasyonlarinin etkinligi dama tahtasi yontemiyle
arastirildi.

Aragtirilan dort kombinasyon i¢in dama tahtast yontemi ile elde edilen
franksiyonel inhibitor konsantrasyonu indeksi degerlerine gore Kolistin-sulbaktam

kombinasyonunun 9’unda (%75) aditif, 3’iinde (%25) etkisiz; kolistin-imipenem



kombinasyonunun 7’sinde (%58,3) aditif, 5’inde (%41,7) etkisiz; kolistin-
vankomisin kombinasyonunda 7 (%58,3) izolatta aditif, 5 (%41,7) izolatta etkisiz;
imipenem-sulbaktam kombinasyonunun tamaminda etkisiz saptanmistir. Sonug
olarak c¢alismamizda, ¢oklu ilag direnci gosteren Acinetobacter baumannii
izolatlarinin  minimum inhibitér konsantrasyon degerleri genellikle yiiksek
bulunmustur. Sinerjik ve antagonist etki saptanmamustir.

Diren¢ oranlarmin daha fazla artmamasi icin uygun endikasyonlarda
kombinasyon halinde antibiyotik kullanilmas1 ve Acinetobacter baumannii suslariyla
yapilan in-vitro c¢alismalarda etkili olarak saptanan antimikrobiyal ajan
kombinasyonlarinin  etkinliklerinin  ileri  klinik  ¢aligmalarla  arastirilmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, sinerjik etki, dama tahtas,

kolistin, vankomisin, imipenem, sulbaktam



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE SYNERGISTIC EFFECTS OF VARIOUS
ANTIBIOTIC COMBINATIONS IN ACINETOBACTER BAUMANNII
ISOLATES USING THE CHECKERBOARD METHOD

Acinetobacter genus bacteria are considered as one of the most often isolated
agents during the recent years especially in the intensive care units as nosocomial
infections. In the last years, this microorganism is seen as a pathogen with multiple
drug resistance which is seen in pneumonitis, urinary tract infections, septicaemia
and menengitis. Nowadays, the resistance against antimicrobial agents used for
treatment of infections caused by Acinetobacter baumannii strains have also become
an important medical problem in our country. The fact of Acinetobacter baumannii
becoming a more common infection agent and the increase upon the antimicrobial
resistance has required researches upon new drugs.

This study was done at Microbiology Laboratory of Abant Izzet Baysal
University Faculty of Medicine. A total of 30 Acinetobacter baumannii strains
isolated from various clinical samples during 01/04/2009-20/11/2013 were included
in the study. The identification of the bacteria was done in species level using BD
Phoenix 100 system (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA).The antibiotic
susceptibilities of A. baumannii strains were identified using the disc diffusion
method. Antibiotic susceptibility breakpoints were evaluated according to the
Clinical and Laboratory Standards Institute 2014 criteria. Colistin-vancomycin,
colistin-imipenem, colistin-sulbactam, imipenem-sulbactam combination efficiencies
of 12 Acinetobacter baumannii strains which have shown multiple drug resistance
were examined with checkerboard method.

Results of the four combinations with checkerboard method has shown that
colistin-sulbactam combination had additive effect in nine isolates (%75), and was
non-effective in three isolates (%25); colistin-vancomycin combination had additive
effect in seven isolates (%58,3), and promiscous effect in five isolates (%41,7);
imipenem-sulbactam combination had promiscous effect effectin 12 isolates (%100)

according to the fractional inhibitory concentration index rates. In conclusion, our



studys howed that Acinetobacter baumanii isolates with multiple drug resistance had
mostly high Minimum Inhibitory Concentration (MIC) rates. No synergic or
antagonist effects were found.

For prevention of the increase in the resistance rates, antibiotic combinations
with appropriate indications should be used, and the efficiency of the antimicrobial
agent combinations determined as effective with in vitro studies on Acinetobacter

baumannii strains should be examined with further clinical trials.

Keywords: Acinetobacter baumannii, synergistic effect, checkerboard,

colistin, vancomycin, imipenem, sulbactam.
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1.GIRIS VE AMAC

Dogada, toprak ve sularda yaygin olarak bulunan ve firsat¢1 patojen olan
Acinetobacter tiirleri hastane ortamina yerleserek hastanede yatan hastalarda ve
immiin sistemi baskilanmis kisilerde ciddi hastane infeksiyonlarina neden
olabilmektedir. Acinetobacter baumannii (A. baumannii) ise, Ozellikle hastane
kaynakli infeksiyonlarda, klinik 6rneklerden en fazla izole edilen tiirdiir (1).

Bu etkenlerin hastane infeksiyonlarinda sik saptanmalarmin nedeni, cevre
kosullarma  dayanikli  olmalar1 ve antibiyotiklere karsi kolay direng
kazanabilmeleridir. Acinetobacter infeksiyonlari siklikla yogun bakim iinitelerinde
gozlenmektedir. Kullanilan mekanik aletlerin ylizeyine kolonize olmalari, genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmasi, hastalar ve hastane personelinde kolonize
olmalari, cansiz ve kuru yiizeylerde uzun siire canli kalabilmeleri Acinetobacter
infeksiyonlarinin yogun bakim iinitelerinde sik goriilme nedenlerini agiklamaktadir
(2). Acinetobacter tiirleri, yatan hastalarda kolonizasyon, bakteriyemi, pnomoni,
endokardit, menenjit, deri, yara ve lriner sistem infeksiyonlarina neden olmaktadir
(3).

Mikroorganizmalarda diren¢ oraninin artmasi sebebiyle, farkli tedavi
protokolleri  gelistirilmeye  calisilmaktadir. Kombinasyon tedavileri, yeni
antibiyotiklerin iretilmesi bu ¢alismalara 6rnek olarak verilebilir. Antimikrobiyal
ilag kombinasyonlar1 genis spektrum elde etmek, direngli suslarin gelismesini
onlemek, toksisiteyi minimuma indirmek ve iki ilag arasinda sinerjik etki elde etmek
amaciyla kullanilir (4, 5).

Antibiyotik kombinasyonlariin etkilesimlerinin anlasilabilmesi i¢in yapilan
tim in-vitro duyarlilik islemlerine sinerji testleri denilmektedir. Bu amagla iki
boyutlu sulandirim (dama tahtasi, checkerboard yontemi), zamana bagli 6ldiirme
kinetigi (time-kill) ve Epsilometer test (E-test) yontemleri uygulanabilmektedir (4,
5).

Bu ¢alismada, hastanemizin cesitli servislerinde yatmakta olan hastalarda
klinik mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen ¢esitli 6rneklerden izole edilen, gogul
direngli Acinetobacter baumannii suslarina karsi; kolistin-vankomisin (COL-VA),
kolistin-imipenem  (COL-IMP), kolistin-sulbaktam (COL-SUL), imipenem-



sulbaktam (IMP-SUL) kombinasyonlarinin in-vitro etkinlikleri dama tahtasi

yontemiyle arastirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Acinetobacter Tiirleri

Acinetobacter’ler gram negatif, kokobasil yaklasik 1,0-1,5 x 1,5-2,5 um
boyutlarinda (6), iremenin logaritmik fazinda 1-1,5 x 1,5-1,5 um boyutlarinda basil
(7), ireme disinda daha ¢ok kok goriiniimiinde, diplokok ya da kisa zincir yapan
bakterilerdir. Sporsuz, kirpiksiz olup bazen kapsiil ve fimbriya olusturabilirler. Basit
besiyerlerinde tireyebilirler. Karbonhidratlara etkileri degiskendir. Oksidaz negatif,
katalaz pozitiftir. Areob olup ortalama 30-32 °C ve pH 7°de irerler. Penisiline
direnglidirler. Deoksiriboniikleik asitteki (DNA) toplam guanin (G) ve sitozin (S)
orant %38-47 moldiir. Gerek bu 0Ozelligi ile gerekse goriiniim bakimindan
Moraxella’lara ¢ok benzemekte olup basta oksidaz tepkimesinin negatif olmasi ve
baz1 biyokimyasal 6zellikleri ile hiicre ¢eperindeki yap1 ayrimi bu iki ¢esit bakteriyi
ayri cinsler igerisinde toplamayi gerektirir (6).

Saprofit olarak her yerde bulunabilir, dogada ve hastane ortaminda bulunur ve
mekanik solunum cihazlar1 gibi nemli yiizeylerde, deri gibi kuru yiizeylerde
yasayabilir. Normal saglikli popiilasyonda orofarengal florada az sayida
bulunabilirken, hospitalizasyon sonrasinda sayilari artabilir (8).

Acinetobacter  c¢ogunlukla komensaldir, fakat bazen nozokomiyal
infeksiyonlara neden olmaktadir. A. baumannii ¢ogunlukla aletle iliskili

infeksiyonlarda kan, balgam, deri, plevral sivi ve idrardan izole edilmektedir (9).

2.2. Taksonomi ve Tarihce

Acinetobacter’ler 1800’14 yillarin sonunda, morfolojik &zelliklerine ilk kez
dikkat ¢eken iki bilim adaminin adlarina ithafen ‘Morax-Axenfeld basilleri’ olarak
adlandirilmiglardir.Diplococcus mucosus, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes
haemolysans, Mimapolymorpha, Herellea vaginicola, Bacterium anitratum,
Moraxella Iwoffi, Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus, Moraxella
Iwoffi, Achromobacter mucosus Acinetobacter’lere verilen diger isimlerdir (10).
Brisou ve Prévot 1954°de benzer morfolojik Ozellikler gosteren bu
mikroorganizmalar arasinda bazilarinin hareketsiz olduklarini gostermisler ve

Yunanca hareketsiz anlamina gelen “Akinetos” sozciigiinden esinlenerek bu



bakterilere  “Acinetobacter” adin1  vermislerdir. Baumann 1968  yilinda
Acinetobacter’lerin biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerini ayrintili olarak ortaya
koymus, ardindan 1971°de bu bakteriler Moraxellaceae ailesi i¢inde Acinetobacter
cinsi olarak smiflandirmadaki yerlerini almislardir (11). Tanimlanan yeni tiirlerle
birlikte genotip sayis1 27 dir (12). Tiim bu tiirler arasinda en sik ve en 6nemli klinik

tablolara yol agan etken A. baumannii’dir (13).

Acinetobacter cinsinin taksonomisi (7):
e Alem: Bacteria
e Sube: Proteobacteria
e Smif: Gamma Proteobacteria
e Takim: Pseudomonadales
e Familya: Moraxellaceae

e Cins: Acinetobacter

2.3. Genel Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikleri

Acinetobacter cinsindeki bakteriler {iremenin logaritmik fazinda kisa, iri,
bazen renksizlestirme problemi yasanilan, gram negatif, basil, iiremenin duraklama
fazinda kok veya kokobasil seklinde goriilmektedir. Genellikle diizgiin, bazen
mukoid, renksiz koloniler olusturur. Zorunlu aerob, deoksiriboniikleaz (DNaz) ve
oksidaz negatif, katalaz pozitif, nonfermentatif bakterilerdir. Fimbrialar1 vardir ve
hareketsizdirler. Diger nonfermantatif bakterilerden ayirmada kullanilacak ilk test
oksidaz testidir. Acinetobacter tiirleri arasinda en sik ve en 6nemli klinik tablolara
yol agan etken A. baumannii’dir (14).

Gram negatif diplokok, kokobasil seklinde goriilebilirler. Uremenin
logaritmik fazinda basil, ireme disinda ise kok seklinde, daha ¢ok ikiserli, kokobasil,
kiime halinde veya kisa basil olarak gorildiigiinden Gram boyali preparatlarin
incelenmesinde Haemophylus ve Neisseria tiirleri ile karistirilabilir (7).

MacConkey agar besiyerinde enterobakterilerden daha kiiciik, opak,
pigmentsiz, S tipi (smooth, diizgiin) koloniler olustururlar. Klinik 6rneklerden
iiretilebilmeleri i¢in secici ve ayirt edici besiyerleri gelistirilmis olup bu amacla en

stk Herellea agar ve Leeds Acinetobacter Agar kullanilmaktadir. Kontamine



orneklerden izole etmek amagli i¢gine asetat ve amonyum tuzu eklenen sivi mineral
besiyeri kullanilabilir (13).

Rutin laboratuvar kosullarinda ireme &zellikleri ve biyokimyasal
reaksiyonlarina gore Acinetobacter tiir ayrimi yapilabilmektedir. Tablo 2.1.°de
gosterilmigtir.  Glikozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan izolatlar genellikle
A.baumannii’dir. A. baumannii 44 °C’de lireyebilme yetenegiyle de diger tiirlerden
kolayca ayirt edilebilir. Hemoliz yapmayan, glikozu oksitleyemeyen A. Iwoffii,
hemoliz yapan A. haemolyticus olarak adlandirilir. A. johnsonii diger tiirlerden 37

°C’de iireyemiyor olmasi ile ayirt edilebilir (13).

Tablo 2.1. Sik saptanan Acinetobacter tiirlerinin ayriminda kullamlan temel parametreler.

Glukoz Laktoz 4?.1 "Cde Hemoliz
ureme
A. baumannii + _ + —
A. calcoaceticus + + _ —
A. lwoffii _ _ _ —
A. haemolyticus Degisken _ _ +

2.4.Patogenez ve Viriilans

Acinetobacter cinsi bakterilerin viriilans potansiyelleri diisiik oldugundan
konak savunma mekanizmasi normal olanlarda infeksiyon olusturma riski diisiiktiir
ve genellikle firsatg1 hastane infeksiyonlarina neden olurlar (15).

Malignite, yanik, konagin savunma sistemini baskilayan durumlar ve konagin
yas1 infeksiyon gelisimini kolaylastiran bazi faktorlerdir. Agir cerrahi girisim, uzun
siire yogun bakim iinitesinde kalma, uzun siire mekanik ventilatore bagl kalma, uzun
stireli antibiyotik kullanimi, damar igi kateterizasyon, enteral beslenme, idrar
sondasi, endotrakeal tiip ve trakeostomi varligi da baslica risk faktorleridir (15).
Acinetobacter diisiik viriilansli bir bakteri olarak tanimlanir fakat bazi1 ozellikleri

virilansin arttirmaktadir. Bunlar:

1. Polisakkarit kapsiil varligi,

2. Doku lipit hasar1 yapabilen enzim iiretimi,



3. Hiicre duvarinin lipopolisakkarit igerigi ve lipit A varliginin toksik roli,

4. Fimbria ve/veya polisakkarit kapsiil varlifinda insan epitel hiicrelerin
adezyon ozelligi,

5. Aerobaktin gibi sideroforlar ve demir tutucu dis membran reseptor

proteinlerinin varligidir (7, 16).

2.5. Epidemiyoloji

Acinetobacter tiirleri cansiz yiizeylerde giinlerce canli kalabilmektedirler.
Toprak, gida, su, esya, hava gibi ¢evreden izole edilen Acinetobacter kokenlerinin
saglikli insanlarin agiz florasinda, iist solunum yollarinda, genitoiiriner sistem ve alt
gastrointestinal sistemlerinde bulundugu gosterilmistir (15). Pastorize siitlerden,
donmus vyiyeceklerden, hastane havasindan, camdan, musluklardan, peritoneal
diyaliz maddelerinden, anjiografi kateterinden, ventilatdrlerden, laringoskoplardan,
kontamine eldivenlerden, pamuktan, formikadan, kullaniimis enjektorlerden, hasta
yastiklarindan, kuru filtrelerden izole edilmis ve boyle farkli ortamlarda dahi
giinlerce canli kalabildigi gosterilmistir (7, 17, 18).

Yogun bakim fnitelerinde oOzellikle ventilasyon uygulanan hastalarda,
solunum sisteminde tasiyicihigin yiiksek oranda arttigi ve salginlara yol actigi
gosterilmistir (19).

Hastanede yatan hastalarda deri kolonizasyonunun %40’in iizerinde oldugu
rapor edilmistir (20). Saglikli insanlarin normal deri florasinda kisa siireli, diisiik
yogunlukta bulunabildikleri belirlenmis, bunun disinda agiz florasinda, iist solunum
yollarinda, alt gastrointestinal ve genitoiiriner sistemlerde bulunduklari gosterilmistir
(17, 21).

Saglik personeli, bakteriyi tasiyan hastalar ve cansiz materyaller hastalar i¢in

uygun bir ortam saglamaktadir (22).

2.6. Hastane Kaynakh Acinetobacter Infeksiyonlari

Acinetobacter infeksiyonlarinin  gelismesinde konaga ait hazirlayic
etmenlerin varligi 6nemli rol oynamaktadir. Acinetobacter tiirleri toplum kaynakli
infeksiyonlarda nadir olarak goriilmekle birlikte esas olarak hastane kaynakli

infeksiyonlarda etkendir (23).



Acinetobacter tiirleri arasinda en ciddi ve en sik klinik tablolara neden olan
etken A. baumannii’dir. A. baumannii’nin neden oldugu infeksiyonlar daha g¢ok
yogun bakim {initelerinde tedavi goren hastalarda goriilmektedir. Uzun siireli bakim
merkezlerinde, Ozellikle de ventilatére bagli hastalarin  bakiminin  yapildigi
merkezlerde bulunan hastalarda yiiksek risk altindadir (20).

Acinetobacter’lerin en 6nemli kolonizasyon ve sik lokalizasyon yeri solunum
yollaridir. Kolonizasyonunun burun delikleri, trakeostomi yeri ve nazofarenks
oldugu bildirilmistir (20). Ulkemizde yapilan bir ¢calismada A. baumannii hastane
kokenli pnomoni etkenleri arasinda (%24) ilk sirada yer almistir. Bu olgularin 6nemli
bir kismi1 ventilatorle iligkili pnomonidir (24).

Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu pnomoniler genellikle multiloberdir.
Plevral effiizyon, kavitasyon ve bronkopulmoner fistiil gelisebilir. Ug giin iginde
uygun antibiyotik tedavisi baslanan hastalarda mortalite azalmakta; septik sok ve
sekonder bakteriyemi gelisenlerde mortalite artmaktadir. Prognoz risk faktorleri ve
altta yatan hastaliklarla yakindan iliskilidir. Mortalite %20-60 arasinda degismektedir
(24).

Acinetobacter’e bagl iiriner sistem infeksiyonlar1 genellikle immiin sistemi
baskilanmis, kalici {iriner katateri olan, yashi ve yogun bakim iinitelerinde yatan
hastalarda  goriilmektedir. Uriner kateter tasryan hastalarda Acinetobacter
izolasyonunda kolonizasyon olasiliginin unutulmamasi gerekir (25).

Acinetobacter’lerin ozellikle yumusak doku ve kemik infeksiyonu yapma
ozellikleri bilinmektedir. Nemli ortamlar1 besi yeri olarak kullanan ve bu ortamlarda
hizla iireyebilen bir etken oldugundan postoperatif donemde yara yerinde
Acinetobacter iireyebilir (26).

Enfekte grubu olusturan hastalarin %24’iinde yara yerinde ilireme oldugu
goriilmiistiir. Coklu ilaca direnci gostern Acinetobacter baumannii sepsis, iiriner
sistem ve yara yeri infeksiyonlari, ventilatorle iligkili pnémoni, menenjit ve

endokardit gibi farkli infeksiyonlara neden olmaktadir (26).

2.7. Acinetobacter infeksiyonlarinin Tedavisi
Giintimiizde A. baumannii suslarina bagli olusan infeksiyonlarin tedavisinde
tercih edilen antimikrobiyal ajanlara kars1 giderek artan direng tiim diinyada oldugu

gibi iilkemizde de 6nemli bir saglik problemi haline gelmistir (27, 28). Ciddi hastane
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infeksiyonu salginlarma neden olmalar1 ve tedavi sirasinda ¢ogu antibiyotige karsi
kisa zamanda diren¢ gelistirmeleri nedeniyle bu etkenlerle olusan infeksiyonlarin
tedavisinde farkli antibiyotik kombinasyonlarinin kullanimini giindeme getirmistir
(29, 30). Acinetobacter tiirlerine etkili ilaglar (7, 31), aminoglikozidler, beta laktam-
bata laktamaz inhibitorleri, karbapenemler, kinolon, kloramfenikol, kolistin, 3. ve 4.
kusak sefalosporinler, tetrasiklin, trimetoprim-siilfametoksazoldiir.

Bakterinin tedavisi esnasinda hizla direng gelistirebilme olasilig1 ve tedavide
yeterince basari saglanamamasi nedeniyle tedavinin tek bir antibiyotik kullanilarak
yapilmasi Onerilmemektedir (7, 31). En sik kullanilan kombinasyon diisiik direng
oranlart ve in-vitro sinerji gostermesinden dolayr imipenem-amikasindir. Kolistin-
rifampisin, kolistin-sulbaktam, sefoperazon-sulbaktam, seftazidim-
aminoglikozid/florokinolon kombinasyonlari da Acinetobacter’ler lizerinde etkinlik
gdsteren diger kombinasyonlardir. Imipenem-siprofloksasin kombinasyonunun da in-

vitro etkinligi gosterilmistir (32).

2.8. Acinetobacter Cinsi Bakterilerde Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter cinsi bakterilerde antibiyotiklere olan direng giderek artmakta,
tedavide zor durumlarla karsilasilmaktadir (33). Ampisilin, penisilin ve sefalotine
hemen hemen tiim grup {yelerinde diren¢ gozlenmekte olup, suslarin ¢ogu
vankomisin ve kloramfenikole de direnglidir (34). Aminoglikozidler, florokinolonlar,
ureidopenisilinler, tglincli  kusak sefalasporinler gibi  genis  spektrumlu
antibiyotiklerin yaygin kullanim: Acinetobacter tiirlerini antibiyotiklere direngli
duruma getirmistir (35). Coklu ilag direnci gosteren Acinetobacter’lere karsi etkili
oldugu gosterilen antibakteriyel ajan kolistindir (36). Kolistin hiicre membrani
tizerinde konsantrasyona bagimli ve bakterisit bir etki gdstermektedir. En 6nemli yan
etkisi nefrotoksisitesidir. Katyonik bir peptid olan kolistin, gram-negatif bakterilerin
dis membraninda bulunan ve anyonik yapida olan lipopolisakkaridlere baglanir.
Lipopolisakkarid molekiillerini birarada stabil halde tutan kalsiyum ve magnezyum
divalan katyonlarin yerini degistirerek dis membranda bozulma ve permeabilite artisi

sonucu bakterinin 6liimiine neden olur (37).



2.8.1. Beta-laktam antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalar:

Beta-laktam grubu ilaclar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkas1
tasiyan, hiicre duvar sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir
antibiyotik grubu olusturmaktadir. Bu grupta penisilinler, karbapenemler,
sefalosporinler, aztreonam yer almaktadir (38). Beta-laktam antibiyotiklere karsi
olusan diren¢ dort farkli mekanizma ile gelismektedir; bunlar beta-laktamaz
enzimleriyle antibiyotigin parcalanmasi, beta-laktam antibiyotigin hiicre igine
girisinin engellenmesi, efluks pompasinin aktive olmasi, penisilin baglayan
proteinlerde (PBP) olusan degisikliklerdir. Genellikle bu mekanizmalarin bir veya
birkaginin olmasi sonucunda direng gelisimi gozlenmektedir (39).

Acinetobacter kokenlerinde beta-laktam direnci olusmasinin en biiyiik nedeni
beta-laktamaz enzimlerin varligidir. Bu bakterilerde 1980’lerin sonunda %80'e varan
oranlarda beta-laktamaza bagli antibiyotik direnci bildirilmistir. Kromozomal beta-
laktamazlar sefalosporinaz aktivitesi gosteren enzimlerdir. Yapilan ¢alismalarda A.
baumannii  izolatlarinin = %97'sinde  sefalosporinaz  aktivitesi  gOsterilmistir.
Acinetobacter tiirleri genellikle penisilinleri etkileyen TEM-1,TEM-2, CARB-5 ve
ACE 1-4 gibi beta laktamazlara sahiptirler (32). Acinetobacter kokenlerinde genis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) olan PER-1 enzimi ilk kez {ilkemizden
bildirilmistir (33). PBP’lere afinite azalmasi beta-laktam antibiyotiklere direng
gelisiminde onemli bir diger mekanizmadir (40).

Efluks pompalar1 beta-laktam antibiyotikleri uzaklastirmanin yani sira
tetrasiklinleri, kinolonlar1 ve kloramfenikolii etkin bir sekilde disari atar (41, 42).

Karbapenem direnci dis membran proteinlerinde ya da penisilin baglayan
proteinlerdeki degisiklik ile gecirgenligin azalmasi, oksasilinazlar ve metallo-beta-
laktamaz igeren karbapenemi hidrolize eden beta-laktamazlardan dolayi
olusabilmektedir (43, 44, 45).

A. baumannii kékenlerinde en sik bildirilen metallo beta-lakatamazlar IMP-1,
IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-9, oksasilinazlar ise OXA-24 ile OXA-58’dir (46).

2.8.2. Aminoglikozidlere diren¢ mekanizmalari
Aminoglikozidlere diren¢ gelisiminden 6nemli bir etken olan enzimatik

modifikasyon sorumludur (32).



En 6nemli direng mekanizmasi plazmid kaynakli enzimlerin (adeniltransferaz
astiltransferaz, fosfotransferaz) olusmasiyla aminoglikkozidlerin fosforilasyon,

asetilasyon veya adenilasyon gibi islemlerle inaktif olmalaridir (47).

2.8.3. Kinolonlara karsi diren¢ mekanizmalari

Kinolonlar,  konsantrasyona  bagimli  bakterisidal  etkiye  sahip
antibiyotiklerdir. Bakterilerde DNA replikasyonu i¢in gerekli olan iki topoizomeraz
(DNA giraz ve topoizomeraz 1V) ile etkilesime girerek DNA sentezini
durdurmaktadirlar (48).

Kinolonlara kars1 direng gelisiminde en 6nemli mekanizma gyrA ve parC

genlerindeki mutasyonlardir (32).

2.8.4. Polimiksinlere karsi diren¢ mekanizmalar:

Polimiksinler, gram negatif bakterilerin dis duvarinda bulunan
lipopolisakkaritlere ve fosfolipidlere baglanarak etki gdsteren bakterisidal
antibiyotiktirler. Katyonik bir peptid olan kolistin, gram negatif bakterilerin dis
membraninda bulunan ve anyonik yapida olan lipopolisakkaritlere baglanir.
Lipopolisakkarit molekiillerini bir arada stabil halde tutan katyonlarin yerini
degistirerek, dis membranda bozulma ve permeabilite artisi sonucu bakterinin
6liimiine neden olur (49).

A. baumannii’nin lipopolisakkaritindeki modifikasyon kolistin direncinde var
oldugu diisiilen tahmini mekanizmadir (50). Diger gram-negatif bakterilerde de

mutasyon veya adaptasyon yolu ile kolistine kars1 direng gelisebilmektedir (51).

2.8.5. Tigesiklin direnci

Tigesiklin tetrasiklinlerin ribozomlarindaki baglanma noktalarina baglanir.
Tigesiklin bu baglanma noktasina tetrasiklinden bes kat daha kuvvetli baglanir. Bu
kuvvetli baglanma tetrasiklinlere karsi gelisen ribozomal korunmadan tigesiklinlerin
etkilenmemesine neden olmaktadir. Glisilsiklinlerin efluks pompasi ile hiicre disina
atim1 yapilamadigindan tigesiklin bu diren¢ mekanizmasindan etkilenmemektedir.
Tiim antimikrobiyallerde oldugu gibi tigesiklinin tedavisinde siirekli artan oranlarda
yaygin olarak kullanilmaya baglamasiyla bu antibiyotige direncli bakteri gelisimine

neden olabilir (52, 53, 54).
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2.9. Antibiyotik Duyarhhk Yontemleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tiirii
tizerinde in-vitro etkinligini belirlemek amaciyla uygulanan testlerdir. Klinikte
antimikrobiyal tedavinin, duyarlilik testlerinin sonuglarma gore belirlenmesi esastir.
Antibiyotik duyarlilik testlerinde difiizyon ve diliisyon olmak iizere baslica iki

yontem kullanilmaktadir (55).

2.9.1. Difiizyon testleri

Laboratuvarlarda antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasinda en sik kullanilan
yontemdir. Standardize, uygulamasi basit ve ucuz olan bu yontem Kirby-Bauer
tarafindan gelistirilmistir. Bu test kagit disklere emdirilen antibiyotigin duyarlilig
arastirilan bakterinin inokiile edildigi besiyerine difiize olmasi esasina dayanmaktadir
(55).

2.9.1.1. Disk difiizyon testi

Belirli miktarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler test edilecek olan
mikroorganizmanin inokiile edildigi kati besiyerine yerlestirilir. Disklerdeki
antibiyotikler bir siire sonra ¢oziiniip agara dogru difiize olurken, inokiile edilen
mikroorganizmalarinda sayis1 artmaya baglar. Belirli bir siireden sonra ilacin
inhibitor konsantrasyonlarinin saglandigi noktada diskin ¢evresinde lireme olusmaz.
Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarli ise diskin etrafinda olusan inhibisyon zonu da
o kadar genisler. Inhibisyon zonunun c¢ap1 dlgiilerek uluslararasi standart verilerine
gore degerlendirme yapilir sonrasinda mikroorganizmanin kullanilan antimikrobiyal
ajana kars1 duyarliligi belirlenir (55).

Bu yontemle incelenecek olan mikroorganizma siispansiyonu 0,5 McFarland
yogunluguna ayarlanir. Bu siispansiyondan steril bir ekiivyon cubuk yardimiyla
alman Ornek Mueller Hinton besiyeri ylizeyine inokiile edilir. Sonrasinda farkli
antibiyotik diskleri steril bir pens yardimiyla agar yiizeyine dikkatlice konulur.
Olusacak zonlarin birbiri {izerine gelmemesi igin diskler arasi en az 22 mm, petri
kenarindan ise 14 mm uzaklik olmasina 6zellikle dikkat edilmelidir. Besiyerleri 18-
24 saat 35 °C’de inkiibe edilir ve olusan inhibisyon zonlar1 Olgiiliir ve sonug

degerlendirilir (55).
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2.9.1.2. Epsilometer test (E-test)

Kati besiyerinde difiizyon yoluyla minimum inhibitér konsantarasyonu (MIK)
degerlerinin belirlenmesine olanak saglayan yontemlerden biridir. MIK degeri
mikroorganizmanin {iremesini Onleyen en diisik ilag konsantrasyonu olarak
tanimlanabilir (55).

E-test yonteminde test edilecek bakteri siispansiyonu 0.5 McFarland
yogunluguna getirilerek Mueller Hinton besiyeri yiizeyine steril bir ekiivyonla
yayilir. Sonrasinda besiyeri yiizeyine belli bir antibiyotigi gradient sekilde igeren E-
test seritleri yerlestirilir. Plaklar 18-24 saat 35 °C’de inkiibe edilip, serit etrafinda
olusan inhibisyon elipsinin serit {izerindeki dlgekle birlestigi yer MIK degeri olarak

belirlenir (55).

2.9.2.Diliisyon testleri
Diliisyon testleri sivi diliisyon ve agar diliisyon olmak {iizere iki sekilde
yapilmaktadir. Antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizma {izerindeki bakterisidal

veya bakterisid etkinligini belirlemek amaciyla uygulanir (55).

2.9.2.1. Siv1 diliisyon

S1v1 diliisyon mikro ve makro olmak {iizere iki sekilde uygulanabilir. Her iki
yontemin ilkesi aynidir. Mikrodiliisyonda U tabanli mikroplaklar, makrodiliisyonda
ise test tiipleri kullanilir. Diliisyon testlerinde besiyeri olarak kalsiyum ve
magnezyum (katyon) eklenmis Mueller Hinton buyyon kullanilir (55).

Test edilecek olan antibiyotikler sulandiricilart ve ¢oziiciileri iginde
cozdiiriilerek stok soliisyonlarinin hazirlanmasi sonrasinda sivi besiyerinde iki kat
azalan sulandirimlar1 yapilir. Mikroorganizmalarin standart bir inokulumu hazirlanip
antimikrobiyal ajanin farkli diliisyonlarini igeren her bir kuyucuga ayni1 miktarlarda
eklenir. Ayni soliisyon antibiyotik icermeyen kontrol tiipiine de eklenir. Bakteri
inokiile edilmemis, yalnizca besiyeri konulmus bir kuyucuk da besiyeri kontrolii
olarak hazirlanir. Besiyerleri 35 °C'de bir gece inkiibasyondan sonra bakteri
tiremesini gosteren bulaniklik bakimindan incelenir. Bakterinin iiremesini engelleyen

bir bulanikligin olmadig1 en diisiik ila¢ konsantrasyonu MIK olarak degerlendirilir

(55).
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2.9.2.2. Agar diliisyon

Agar diliisyon yonteminin prosediirii tiip diliisyon yontemiyle benzerdir. Bu
yontemde antibiyotik sulandirimlar1 Mueller Hinton besiyeri ic¢ine konulup,
icerisinde antibiyotik bulunan besiyeri petri plaklarina dokiilir. Her plakta

antibiyotigin farkli konsantrasyonlari bulunur (55).

2.10. Sinerji Testleri ve Ozellikleri

Infeksiyon tedavisi sirasinda ¢esitli nedenlerle iki veya daha fazla
antibiyotigin birlikte kullanilmasi gerekebilir. Bu nedenler; antibiyotik duyarlilik
Ozellikleri birbirinden farkli birden fazla mikroorganizmanin etken oldugu
infeksiyonlarin tedavisi, toksisite potansiyeli olan antibiyotiklerin tedavi dozlarinin
azaltilmasi, mikroorganizmanin intrinsik duyarlilik 6zellikleri nedeniyle bir
antibiyotik kombinasyonun tedavi etkinliginin bir antibiyotigin tek basina
kullanimindan daha fazla oldugu infeksiyon hastaliklarinin tedavisi olabilmektedir.
Bunlardan farkli olarak antibiyotik kombinasyonlar1 diren¢ gelisiminin geciktirilmesi
veya Onlem amacl olarakta kullanilabilir. Antibiyotik kombinasyonlar1 genellikle
ciddi infeksiyonlarin tedavisinde kullanildig: i¢in kombinasyonda yer alan ilaglarinin
etkilesiminin daha 6nceden degerlendirebilecegi in-vitro yontemlerin uygulanmasi
onemlidir. Bu nedenle ¢esitli yontemler gelistirilmesine ragmen giliniimiizde standart
bir yontem bulunmamaktadir (56).

Sinerji testleri antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro etkisini saptamak igin
kullanilan testlerdir. Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and
Laboratory Standarts Institute, CLSI) ve Avrupa Antibiyotik Duyarlilik Testi
Komitesi (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Test, EUCAST)
tanimlarma gore; antibiyotik kombinasyonlariin in-vitro etkinligi ayni ilaglar tek
basma kullanildiginda elde edilen etkinlikler toplamindan daha yiiksek ise buna
sinerjistik etkilesim, toplamina esit ise aditif etkilesim, tek ilag ile elde edilen sonuca
esit ise etkisiz durum (indifference), her iki ilacin etkisinden daha diisiik ise
antagonistik etkilesimden (antagonizma) soz edilir (56).

Antibiyotik kombinasyonlarinin in-vitro etkinliginin belirlenmesinde {i¢ farkli
yontemler kullanilmaktadir (56).

1. Dama Tahtas: (iki Boyutlu Sulandirim Y &ntemi, Checkerboard)

2. E-test
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3. Zamana Bagli Oldiirme (Time-Kill) Y&ntemi

2.10.1. Dama tahtasi (iki boyutlu sulandirim, checkerboard) yontemi

Sinerji degerlendirilmesinde kullanilan mikro ve makro diliisyon yontemleri
inhibitor, bakterisidal konsantrasyonlarin saptanmasinda ve antibiyotik duyarliliginin
6l¢timiinde CLSI’nin siv1 diliisyon yontemlerine benzer ¢alisilmaktadir, fakat burada
antibiyotikler hem tek basma hem de diger ajanlar ile birlikte -etkinlikleri
degerlendirlmektedir. In-vitro etkilesimler fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK)
indeksi ile degerlendirilir. Kombinasyon ile elde edilen antibakteriyel etkinlik, her
antibiyotik tek basina iken saptanan MIK degerleri ile kiyaslan, elde edilen deger
FiK olarak ifade edilir. FIK degeri sinerjistik, aditif, etkisiz ya da antagonistik
seklinde yorumlanir (56).

2.10.1.1. Mikrodiliisyon Yontemi

Antibiyotik kombinasyonlarinin  etkilerinin  incelenmesinde genellikle
mikrodiliisyon yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde, kombinasyonda yer alan iki
antibiyotigin bir mikrotitrasyon plaginda farkli diizlemlerde sulandirimi ve plaktaki
her kuyucukta farkli konsantrasyonlarda bir araya gelmeleri s6z konusudur (46, 56).

Dama tahtasi panel 6rnegi tablo 2.2.’de gosterilmistir.

2.10.1.1.1. Yontemin uygulanmasi

a) Mikrodiliisyon panelleri hazirlanir

b) Panel i¢in kullanilacak antibiyotik son konsantrasyonlar1 hesaplanir

c) Antibiyotik soliisyonlar: hazirlanir

d) Kuyucukta bulunmasi istenen son konsantrasyonun dort kat1 yogunlukta olan
ara sulandirimlar hazirlanir

e) 100 pl buyyon besiyeri tiim kuyucuklara dagitilir

f) Kombinasyonda kullanilacak ilk antibiyotik 100 pl yar1 yariya dilue edilerek
dagitilir, sonrasinda diger antibiyotik hangi oranda hazirlandiysa dilue edilen
kuyucuklara 100 pl eklenir (11. kuyucuk besiyeri kontrolii, 12. kuyucuk
tireme kontrolii olarak kullanildigindan bu kuyucuklara antibiyotik

eklenmez).
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g) Antimikrobik ajanlar 5 ul olacak sekilde plaklara dagitilir. (11. kuyucuk
besiyeri konrolii olarak kullanildigindan bu kuyucuga antimikrobik ajan

eklenmez) (57).

Tablo 2.2. Mikrodiliisyon dama tahtasi panel 6rnegi.

Al A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |A7 |A8 | A9 | Al0 |All | Al2

Bl | B2 B3 B4 |B5 |B6 |B7 |B8 |B9 |B10 |B1ll |Bi2

Cl1 |[C2 |C3 |C4 |C5 |C6 |C7 |C8 |C9 |Cl10 [C11 |C12

D1 |D2 (D3 |D4 (D5 |De |D7 |D8 |D9 |D10 |D11 |D12

El | E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8 E9 E10 | E11 | E12

F1 | F2 F3 F4 F5 F6 Fr7 F8 F9 F10 | F11 | F12

Gl |[G2 |G3 |G4 |G5 |G6 |G7 |G8 |GY9 |Gl0 |Gl1 |Gi12

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

2.10.2. Zamana bagh 6ldiirme kinetigi ( time kill) yontemi

Zamana ve antibiyotik yogunluguna bagli olarak, antibiyotigin bakterisidal
etkisini dinamik olarak ortaya koyan bir yontemdir. Canli bakteri sayimi i¢in bakteri
cinsine gére CASO (Soybean Casein Digest Agar, Tryptic Soy) agar ya da kanli agar
kullanilabilir (55).

Test susu antibiyotik igermeyen, ¢esitli yogunluklarda bir antibiyotik ya da
antibiyotiklerin kombinasyonlarmi igeren sivi besiyerine aktarilir. Inokiilasyon
baslangicinda ve bunu takip eden belli zaman araliklarinda 6rnek aliir. Canli
organizma sayis1 kat1 besiyerine pasaj yapilarak belirlenir ve alinan sonuglar koloni
sayisinin zaman i¢indeki degisimini goOsterecek bir sekilde grafige kaydedilir.
Besiyeri olarak katyon eklenmis Mueller Hinton buyyon kullanilir. Son inokulum
konsantrasyonu bakterilerde 6x10° CFU/ml olmahdir. inokulum hazirlanirken
kullanilan mikroorganizmalar logaritmik iireme fazinda olmalidir. MIK’in 1/2, 1/4,
1, 2, 4 kat1 gibi konsantrasyondaki antimikrobik diliisyonlar1 ile ¢alistirilir. MIK
belirleme yontemi makrodiliisyondur. inkiibasyon 1s1s1 35 °C’dir ve makrodiliisyon
tiplerinden alinan o6rneklerden 0, 4, 8, 24. saatlerde diliisyonlar hazirlanip kati

besiyerine ekim yapilir. Bakteri miktarindaki azalma zamana bagl olarak her bir

15



bakteri yogunlugu i¢in ayri verilir. Farkli zamanlarda bakteri sayimini kolaylagtirmak
icin diliisyonlar hazirlanarak canli bakteri sayimi yapilir. Degerlendirme kati

besiyerinde tireyen koloni sayisina gore yapilir (56).
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma, Abant Izzet Baysal Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 17/01/2013 tarihli oturumu ve 2012/273 sayili karari ile onaylanmistir.

3.1. izolatlar

Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Bakteriyoloji Laboratuvar’inda 01/04/2009-20/11/2013 tarihleri arasinda ¢esitli
klinik Orneklerden izole edilen 89 A. baumannii susundan 30 A. baumannii susu
calismaya dahil edildi. Calismaya alinan 30 A. baumannii susunun farkli tarihlerde,
farkl: tiir 6rneklerden ve farkli kliniklerde yatan hastalara ait olmasina dikkat edildi.
Bu o6zellikler dikkate alinarak 89 olan sus sayisi 30’a distirtildii. Her hastadan bir
klinik izolat calismaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen bu suslardan en az ii¢
antibiyotik smifina direng gosteren ve duyarlilik profilleri farkli olan 12 A.

baumannii susu kombinasyon testlerinin degerlendirilmesi igin segildi.

3.1.1. izolatlarin tamimlanmasi

Besiyerinde saf koloni halinde iireyen, gram negatif, hareketsiz, aerob,
kokobasil veya diplokok morfolojisine sahip, oksidaz negatif, katalaz pozitif, glukoz
ve laktoz fermantasyonu gozlenmeyen biitiin suslar olasi gram negatif, non-
fermentatif izolat olarak degerlendirildi ve ileri identifikasyon testlerine alindi. Bu
izolatlar BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, ABD) otomatize
bakteri tanimlama sistemi kullanilarak tiir diizeyinde tanimlandi. Bakteriler ¢alisma

zamanina kadar -80 °C’de sakland.
3.1.2. izolatlarin antibiyotik direncinin saptanmasi

3.1.2.1. Kirby-Bauer disk difiizyon testi
Klinik o6rneklerden izole edilen 30 A.baumannii susunun antibiyotiklere
duyarliliklari, CLSI 2014 (58). standartlar1 dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle yapildi.
Kullanilan antibiyotik diskleri (Sigma Aldrich, Missouri, ABD):
e Amikasin (AK, 30 pg),
e Iimipenem (IMP, 10 pg),
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e Meropenem (MEM,10 pg),

e Netilmisin (NET, 30 pg),

e Piperasilin-Tazobaktam (TZP, 100/10 pg),

e Sefoperazon-Sulbaktam (SCF, 30 pg).

e Seftazidim (CAZ, 30 pg),

e Seftriakson (CRO, 30 pg),

e Siprofloksasin (CIP, 5 ug),

e Tetrasiklin (TE, 30 ug),

e Tobramisin (TOB, 10 pg),

e Trimetoprim-Siilfametoksazol (TMP/SMX), 1,25/23,75 ug)

Mikrotiiplerde -80 °C’de saklanan suslar koyun kanli agara ekildi ve bir gece
35 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda taze kiiltiirdeki kolonilerden buyyon
agar icerisinde 0,5 McFarland yogunlugunda (10° CFU/mL) olacak sekilde
slispansiyon hazirlandi. Hazirlanan siispansiyondan steril ekiivyon ¢ubuk yardimiyla
4 mm kalinligindaki Mueller Hinton agar besiyerine ekim yapildi. Antibiyotik
diskleri 22 mm araliklarla yerlestirildi ve 35 °C’de 18-24 saat etiivde bekletilen
plaklar degerlendirildi ve CLSI 2014 tarafindan 6nerilen disk difiizyon duyarlilik zon
caplarina gore S (susceptible, duyarl), I (intermediate, orta duyarli) ve R (resistant,
direngli) olarak degerlendirildi (Tablo 3.1.) (58).

Calismaya dahil edilen suslardan coklu direng gosteren direng gdsteren,
duyarlilik profili farkli olan 12 A. baumannii susu kombinasyon testleri i¢in se¢ildi
ve c¢alisma giiniine kadar -80°C’de saklandi. Calismada kalite kontrol susu olarak
E.coli ATCC 25922 kullanildi.
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Tablo 3.1. A. baumannii suslarmin klinik ve laboratuvar standartlar1 enstitiisii tarafindan
onerilen disk difiizyon duyarhhik zon c¢aplari ve minimum inhibitor konsantrasyon degerleri.

Zon Caplar MiK Degerleri
Antibiyotik Orta Orta
Duyarh duyarh Direncli Duyarh duyarh Direngcli
mm mm mm mm mm mm

Tikarsilin >20 15-19 <14 <16 32-64 >128
Piperasilin >21 18-20 <17 <16 32-64 >128
Ampisilin/sulbaktam >15 12-14 <11 <8/4 16/8 >32/16
Piperasilin/tazobaktam >21 18-20 <17 <16/4 32/4-64/4 >128/4
Tikarsilin / klavulanik asit >20 15-19 <14 <16/2 32/2-64/2 >128/2
Seftazidim >18 15-17 <14 <8 16 >32
Sefepim >18 15-17 <14 <8 16 >32
Sefotaksim >23 15-22 <14 <8 16-32 >64
Seftriakson >21 14-20 <13 <8 16-32 >64
imipenem >22 19-21 <18 4 >8 -
Meropenem >18 15-17 <14 4 >8 -
Gentamisin >15 13-14 <12 <4 8 >16
Tobramisin >15 13-14 <12 <4 8 >16
Amikasin >17 15-16 <14 <16 32 >64
Tetrasiklin >15 12-14 <11 <4 8 >16
Doksisiklin >13 10-12 <9 <4 8 >16
Levofloksasin >17 14-16 <13 <2 4 >8
Trimetoprim >16 11-15 <10 <2/38 - >4/76

3.1.2.2. Minimum inhibitér konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi
Acinetobacter baumannii kokenlerinin kolistin, sulbaktam, imipenem ve
vankomisine karsi MIK degerlerinin saptanmasinda sivi mikrodiliisyon yontemi

CLSI 2014 (58) kriterleri dogrultusunda uygulandi. Antibiyotik aktif maddeleri
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Tablo 3.2.°de belirtilen ¢06ziicii ve sulandiricilar kulanilarak stok soliisyonlar

hazirlandi.

Tablo 3.2. Dama tahtasi yonteminde kullanilan antibiyotilerin ¢oziicii ve sulandiricilar.

Antmikrobik ila¢ Coziici Sulandirici

Kolistin Su Su

Imipenem Fosfat tamponu pH 7,2 | Fosfat tamponu pH 7,2
0,01mol/I 0,01mol/I

Sulbaktam Su Su

Vankomisin Su Su

3.2. Antibiyotik Stok Soliisyon Hazirlanmasi

Her bir antibiyotikten 0,1 gr hassas terazide tartilarak 19,5 ml’lik uygun

¢oziiclilerde ¢ozuldi. Coziicii olarak kolistin, vankomisin ve sulbaktam i¢in su,

imipenem i¢in fosfat tamponu kullanildi.

e Test edilecek mikroroganizma igin antibiyotigin konsantrasyon (diliisyon)

araligi belirlendi.

e Imipenem diliisyon aralig1: 0,25-64 pg/ml

e Kolistin diliisyon araligi: 0,25-64 pg/ml

e Sulbaktam diliisyon araligi: 0,25-64 pg/ml

e Vankomisin dillisyon aralig1: 0,25-64 pg/ml olarak ¢alisildi.

3.3. inokulum Hazirlanmasi

Koyun kanli agardan pasajlanmis mikroorganizmalarin 18-24 saatlik taze

kiiltiirlerinden 6ze yardim ile koloniler alind1 ve buyyon agarda Mc Farland 0,5 (108

CFU/mL) standardina gore silispansiyonlar1 hazirlandi.

Sonrasinda hazirlanan

siispansiyon 1/10 oraninda buyyon besiyeri ile diliie edildi ve 1x10° CFU/m

seklinde bakteri konsantrasyonu olusturuldu. Toplam 96 (8x12) kuyucuklu, kuyucuk

hacmi 0,2 ml olan mikroplaklarin 12. sirast hari¢ her bir kuyucuguna 5 pl bakteri

sispansiyonu eklendi.
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Mikroplaklarin, 1-10. kuyucuklarma antibiyotik dilisyonlar1 ve bakteri
inokulumu, 11. kuyucuga buyyon besiyeri (besiyeri kontrol), 12. kuyucuga ise
bakteri inokulum (iireme kontrol) konuldu.

Inokiile edilen bakteri final konsantrasyonu 5%10° CFU/mI oldu. 35 'C de 18-
24 saat inkiibasyondan sonra her iki antibiyotigin kombinasyondaki MIK degeri

belirlendi. Kombinasyonlarin etkinligini belirlemek i¢in FIK indeksi kullanildi.

3.4. Sinerji Testleri

Broth diliisyon, kombinasyon yontemi ¢alisma oncesinde 12 A. baumannii
kokeni -80 °C’den ¢ikarilarak koyun kanli agara aktarildi. Aerobik ortamda, 35 °C’de
18-20 saat inkiibasyon sonrasi taze kiiltiir pasajlarindan elde edilen bakteri kolonileri
testler i¢in kullanildi.

Calismaya alinan 12 A. baumannii susunda COL-IMP, COL-VA, COL-SUL,
IMP-SUL antibiyotiklerinin sinerjistik etkinlikleri dama tahtasi yontemiyle

degerlendirildi.

3.4.1. Dama tahtas1 yontemiyle kombinasyonlarin degerlendirilmesi
Broth mikrodiliisyon yéntemiyle MIiK degerleri belirlenen her bir sus ve
denenecek her bir antibiyotik i¢in; 96 kuyucuklu ve U tabanli bir adet steril
mikroplak kullanilarak asagida belirtilen antibiyotik kombinasyonlarmin etkilesimi
dama tahtas1 metodu ile arastirildi.
Calismada kullanilan kombinasyonlar:
e Kolistin-imipenem
e Kolistin-vankomisin
e Kolistin-sulbaktam

e Imipenem-sulbaktam

3.5. Antibiyotik Diliisyonu

Antibiyotik olarak kolistin, vankomisin, imipenem, sulbaktam (Sigma
Aldrich Missouri, ABD) kombinasyon seklinde kullanildi. Kombinasyonlarinin
etkisinin belirlenmesi i¢in her bir antibiyotigin 4, 2, 1 ve 0,5 pg/ml’lik
konsanstrasyonda c¢ozeltileri hazirlandi. Iki farkli antibiyotikten olusan her
kombinasyon denemesinde bu dortlii konsantrasyon oranlarinin birbirlerine olan

etkisi arastirild1 (Sekil 3.1., Sekil 3.2., Sekil 3.3., Sekil 3.4).
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Her bir koken i¢in hazirlanan antibiyotik diliisyonlar1 kombinasyonlar seklinde 96
(8x12) kuyucuklu mikroplaklara 6nce 100 ul buyyon daha sonra 1. antibiyotik
diliisyonundan 100 pl konuldu ve 10. kuyucuga kadar her siitunda yar1 yariya diliie
edilerek 64 pg/ml ile 0,25 pug/ml arasinda diliisyonlar saglanmis oldu. Daha sonra 2.
antibiyotigin belirlenen konsantrasyonu 1. antibiyotigi i¢eren her bir kuyucuga esit
olarak eklendi. A11 kuyucugu besiyeri kontrolii, A12 ise kuyucugu lireme kontrolu
olarak kullanildigindan antibiyotik eklenmedi. Yapilan ¢alismada kullanilan kolistin-

sulbaktam kombinasyonu sekil 3.5’te gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Dama tahtasi yontemiyle ¢alisilmis sulbaktam-kolistin kombinasyon ornegi.

3.6. Franksiyonel inhibitor Konsantarsyonu indeksi-Kombinasyon

Etkinlik Degerlendirilmesi

Kombinasyonlarm etkinligini belirlemek i¢in FIK indeksi asagidaki formiile

gore uygulandi (59).
A: Kombinasyonda kullanilan 1. antibiyotik
B: Kombinasyonda kullanilan 2. antibiyotik
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FiK indeksinin hesaplanmast:

B’nin varliginda A’nin MIK sayisal degeri
FIK A =

Tek basina A’nin MIK sayisal degeri

A’nin varliginda B’nin MIK sayisal degeri
FIK B =

Tek basina B nin MIK sayisal degeri

¥ FIK indeksi = FIK A + FIK B

¥ FiK indeksi < 0,5: sinerji
¥ FIK indeksi >0,5 ve <1 : aditif
T FiK indeksi >1 ve 4 < : etkisiz (indiferens)

¥ FIK indeksi >4: antagonizma

Bu ¢alismaya alinan 12 ¢oklu direngli A. baumannii klinik izolatinda denenen
dort antibiyotik kombinasyonu igin FIK degerleri hesaplanip etkilesimler sinerji,
aditif, etkisiz ve antagonizma olarak kaydedildi. Istatistiksel analizde siklik ve yiizde
kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, hastanemizde izole edilen Acinetobacter kokenlerinin (n:30)
15°i (%50,0) yogun bakim iinitesi (YBU), 6’s1 (%20,0) néroloji, 4’ii (%13,3) gogiis
hastaliklari, 3’4 (%210,0) beyin cerrahisi, 2’si (%6,7) genel cerrahide yatan
hastalardan izole edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. izolatlarin elde edildigi kliniklere gore dagilimi (n:30).

Klinik n (izolat sayis) yiizde(%)
Anestezi yogun bakim iinitesi 15 50,0
Cerrahi klinikler 10 33,3
Dahili klinikler 5 16,7
Toplam 30 100,0

Calismaya alinan Acinetobacter’lerin 15’1 (%50) kandan, 9’u (%30) solunum
orneklerinden, 6’s1 (%20) gesitli klinik 6rneklerden izole edildi. (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. izolatlarin elde edildigi klinik 6rneklere gore dagilim (n:30).

Klinik 6rnek n (izolat sayisi) yiizde(%)
Kan 15 50,0
Balgam 9 30,0
Yara 4 13,3
idrar 2 6,7
Toplam 30 100,0

Calismada incelenen A. baumannii kokenlerinin disk diflizyon yontemiyle
yapilan antibiyogram sonuglarina gore en yiiksek direng %86,7 ile tetrasikline, en
diisiik direng %33,4 ile netilmisine karsi izlendi.

Duyarli, orta duyarli, direngli olarak belirlenen A. baumannii izolatlarinin

antibiyogram sonuglar1 Tablo 4.3.’de gosterildi.
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Tablo 4.3. Acinetobacter baumannii izolatlarimin antimikrobiyal duyarhlik sonuglari (n:30).

Antibiyotik Duyarh Orta duyarh Direncli
n (%) n (%o) n (%o)

Imipenem 5 (16,7) 2 (6,6) 23 (76,7)
Meropenem 5(16,7) 1(3,3) 24 (80,0)
Amikasin 7(23,2) 2 (6,6) 21 (70,1)
Tobramisin 10 (33,4) 2 (6,6) 18 (60,0)
Netilmisin 20 (66,7) - 10 (33,4)
Seftazidim 5(16,7) 2 (6,6) 23 (76,7)
Seftriakson 4 (13,3) 3(10,0) 23 (76,7)
Sefaperazon/Sulbaktam 6 (20,0) 6 (20,0) 18 (60,0)
Piperasilin/Tazobaktam 4 (13,3) 1(3,3) 25 (83,4)
Siprofloksasin 4 (13,3) 2 (6,6) 24 (80,0)
TMP/SMX* 5(16,7) - 25 (83,4)
Tetrasiklin 3(10,0) 1(3,3) 26 (86,7)

* TMP/SMX: Trimetoprim/Sulfametoksazol

Secilen ¢oklu ila¢ direngli 12 A. baumannii susunda kolistin-imipenem,
kolistin-vankomisin, kolistin-sulbaktam ve imipenem-sulbaktam kombinasyonlarinin
etkinligi aragtirildu.

Calismaya alan 12 kdkenin kolistin MIKso degeri 2 pg/ml olarak belirlendi
ve bu 12 kdkenin tamami vankomisin, sulbaktam ve imipeneme MIKsy 16 pg/ml
degeri ile direngli bulundu. Kombinasyon testlerinde kullanilan izolatlara ait MIK

degerleri Tablo 4.4.’te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Suslarin broth diliisyon minimum inhibitor Kkonsantrasyonlar1 ve duyarhlik
degerlendirilmesi.

Sus | COL VA suL IMP

No |MiK MiK MiK MiK

DI [2(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D2 |4(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D3 | 2(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D4 |4(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D5 |4(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D6 |2(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D7 [2(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D8 |4(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D9 | 4(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D10 | 2(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D11 | 2(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)
D12 | 4(S) 16 (R) 16 (R) 16 (R)

S: duyarly, R: direngli

Degerlendirmeye alinan kombinasyonlarin dama tahtasi yontemiyle
etkinlikleri incelendiginde kolistin-sulbaktam kombinasyonunun ortalama FiK
indeksi 0,9 aditif (%75), kolistin-vankomisin kombinasyonunun ortalama FIK
indeksi 1,02 aditif (%58,3), kolistin-imipenem kombinasyonunun ortalama FIK
indeksi 0,96 aditif (%58,3), imipenem-sulbaktam kombinasyonunun ortalama FIK
indeksi 1,38 etkisiz (%100) olarak saptanmistir. Antagonist ve sinerjik etki
gozlemlenmemistir. (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Dama tahtasi yontemiyle suslarin ila¢ kombinasyon etkinlikleri.

lac Kombinasyonu | Sinerji Aditif Etkisiz Antagonist
n (%) n (%) n (%) n (%)
COL-VA 0 (0,0) 7 (58,3) 5(41,7) 0 (0,0)
COL-IMP 0 (0,0) 7 (58,3) 5 (41,7) 0 (0,0)
COL-SUL 0 (0,0) 9 (75,0) 3(25,0) 0 (0,0)
IMP-SUL 0 (0,0) 0 (0,0) 12 (100,0) 0 (0,0)

Kombinasyonlarin dama tahtas1 yontemiyle suslara gosterdigi etkinlik ve FIK

degerleri Tablo 4.6.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.6. Dama tahtast yontemiyle Acinetobacter baumannii suslarmin ila¢ kombinasyon
etkinlikleri.
ila¢ Kombinasyonu Broth
flag A/ Tlag B FIK Indeksi
No . .
Degerlendirme
Kolistin-Vankomisin 1,25 Etkisiz
Kolistin-imipenem 1,25 Etkisiz
b1 Kolistin-Sulbaktam 1,00 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1.50 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 0,50 Aditif
D2 Kolistin-imipenem 0,75 Aditif
Kolistin-Sulbaktam 0,75 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1,50 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 1,50 Etkisiz
D3 Kolistin-imipenem 1,50 Etkisiz
Kolistin-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Imipenem-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 0,75 Aditif
D4 Kolistin-imipenem 0,75 Aditf
Kolistin-Sulbaktam 0,50 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 1,00 Aditif
DS Kolistin-imipenem 1,25 Etkisiz
Kolistin-Sulbaktam 0,50 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1,50 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 0,75 Aditif
D6 Kolistin-imipenem 0,75 Aditif
Kolistin-Sulbaktam 1,00 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1,50 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 1,25 Etkisiz
D7 Kolistin-imipenem 1,00 Aditif
Kolistin-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Imipenem-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 1,00 Aditif
D8 Kolistin-imipenem 0,50 Aditif
Kolistin-Sulbaktam 1,00 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1,50 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 0,75 Aditif
D9 Kolistin-imipenem 0,75 Aditif
Kolistin-Sulbaktam 0,75 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 1,5 Etkisiz
Kolistin-imipenem 1,25 Etkisiz
D10 Kolistin-Sulbaktam 0,75 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 1,25 Etkisiz
Kolistin-imipenem 1,25 Etkisiz
D11 Kolistin-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Imipenem-Sulbaktam 1,25 Etkisiz
Kolistin-Vankomisin 0,75 Aditif
Kolistin-imipenem 0,50 Aditif
D12 Kolistin-Sulbaktam 0,75 Aditif
Imipenem-Sulbaktam 1,5 Etkisiz
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5.TARTISMA

Acinetobacter baumannii ile gelisen hastane infeksiyonlar1 i¢in antibiyotik
kullanimi onemli bir risk faktoridir. Ozellikle kinolonlar, beta laktamlar ve
aminoglikozidlere karsi direng gelisimi Onemlidir (60). Son yillarda 6zellikle
karbapenemlere kars1 kazanilan direng ve bu direngli suslarla gelisip hizla yayilan
salginlar dikkat ¢gekmektedir (61, 62).

A.baumannii pek ¢ok nozokomiyal infeksiyona yol agabilse de en fazla
ventilatorle iligkili pnomonilerde etken olarak belirlenmektedir (60, 63). Antibiyotik
kullanim1 diginda YBU’nde yatma, genel durumun kotii olmasi gibi durumlar
antibiyotiklere direngli A. baumannii ile infeksiyon olusumu igin 6nemli risk
faktorleridir. Salgin yapan suslarin yapmayanlara gére antibiyotiklere daha direncli
oldugu gosterilmistir (64).

Acinetobacter suslarinin yogun bakim ve diger cerrahi kliniklerde siklikla
hastane infeksiyonu etkeni olarak karsimiza ¢ikmasinin nedeni, bu kliniklerde kritik
hastalarin olmasi ve bu hastalara uygulanan mekanik ventilasyon, entiibasyon,
trakeostomi, damar ici kateterizasyon ve iiriner kateter gibi invaziv girisimlerin daha
sik olmasi ile iliskilendirilmistir (65).

Gaziantep Tip Fakiiltesinde yapilan bir caligmada ise izole edilen 200
ornegin, 110’u (%55,0) yogun bakim iinitelerinden, 7’si (%3,5) genel cerrahi
servisinden, 10’u (%5,0) kalp ve damar cerrahisi, 12’si (%6,0) anestezi ve
reanimasyon, 6’s1 (%3,0) ortopedi ve travmatoloji, 8’i (%4,0) gogiis cerrahisi, 3’i
(%1,5) gogiis hastaliklari, 5’1 (%2,5) infeksiyon hastaliklari, 15’1 (%7,5) pediatri,
14’4 (%7,0) beyin cerrahisi ve 10’u (%5,0) diger servislerde yatmakta olan
hastalardan izole edilmislerdir. (59).

Acinetobacter suslarinin izole edildigi 6rneklerin dagilimi ¢esitli ¢alismalarda
farkliliklar gostermektedir. Colpan ve ark.’nin (66) Ankara’da yaptiklari ¢aligmada
orneklerin % 36’s1 aspirat, % 25’1 kan, % 21’1 idrar, % 9,5’i cerrahi yara, % 8,5’
dekiibitis yara yeri; Istanbul’da Aygiin ve ark.’nin (67) calismasinda 50 6rnekten 37’
solunum sistemi materyali, 11’1 kan, 2’si yara materyali; Caligmamizda ise 30
ornegin 15’1 (%50) kandan, 9’u (%30) solunum 6rneklerinden, 6’s1 (%20) ise cesitli

klinik 6rneklerden izole edilmistir.
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Ulkemizin de iginde bulundugu 11 Avrupa iilkesinde, 30 merkezde yapilan
1997-2000 Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection (MYSTIC)
programinda meropenem ve imipenem en etkili antibiyotik olarak bildirilmis, fakat
sulbaktam, kolistin ve ampisilin bu programda teste dahil edilmemislerdir. Farkli
ilkelerde farkli diren¢ varyasyonlari rapor edilmistir. Calismaya katilan 11 iilke
(Belgika, Polonya, Cek Cumhuriyeti, Almanya, italya, Bulgaristan, Rusya, Isveg,
Tiirkiye, Isvicre ve Bilyiik Britanya) arasinda Tiirkiye, hemen hemen test edilen tiim
antibiyotiklere en yiiksek direnci gosterdigi saptanmustir, Tiirkiye’yi Italya ve Biiyiik
Britanya izlemistir. 2006 yilinda, 12 iilke ve 40 merkezde yapilan MYSTIC
programinda ise meropenem (%43,4) ve imipenem (%42,5) direncinde biiyiik oranda
bir artis oldugu raporlanmigtir (68).

Eraksoy ve arkadaslar1 (69) tarafindan Avrupa genelinde yapilan 2007
MYSTIC galigmasinda ise meropenem non-fermentatiflere karsi en etkili ajan olarak
saptanmistir. Yine bu calismada 2006 yili ile kiyaslandiginda 2007 yilinda direng
oranlarinin azaldig1 saptanmis ve bunun nedeninin de ¢alismaya 2007°de Tiirkiye ve
Yunanistan gibi direng oranlar1 yiiksek Acinetobacter infeksiyonlarinin sik
goriildigi iki ilkenin katilmamasi gosterilmistir (70).

2005 yilinda tamamlanan ve Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden 6 merkezin
katilimu ile gergeklestirilen bir slirveyans c¢alismasi Hitit projesinde idrar, kan, steril
viicut sivilari, solunum yollarindan izole edilen A. baumannii, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa), ve Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) izolatlarinin
genis spektrumlu beta-laktamlara duyarlilik oranlari incelenmistir. Bu ¢alismalarin
sonucunda karbapenemler Enterobacteriaceae iiyelerinde etkinliklerini korurken,
suslarin izole edildigi hastane birimlerine gore degistigi ve P. aeruginosa ve A.
baumanii izolatlarinda direng oranlarinin % 40’a kadar ulastigi gézlemlenmistir (71).

Son yillarda A. baumannii izolatlarinda karbapenemler, aminoglikozidler ve
kinolonlar1 kapsayan ¢oklu ila¢ direnci bildirilmekte bu durum klinisyenleri yeni
tedavi seceneklerine yonlenmelerine sebep olmakta ve ¢oklu ilag direnci gdsteren A.
baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde basar1 saglamak ve diren¢ gelisimini
onlemek amaciyla kombine antibiyotik kullanimi dnerilmektedir (72).

Bu  Onerilerden  birisi  kolistin-sulbaktam  kombinasyonudur.  Bu

kombinasyonun sinerjik etkinligi bircok ¢alismada gosterilmistir (73, 74). Lee ve
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arkadaglar1 (73) bakteriyemi ve menenjit etkeni olan ¢ogul direngli A. baumannii
suslarinda bu kombinasyonun sinerjik etkinligini arastirmis ve sulbaktam direngli
suslarda sulbaktam-kolistin kombinasyonunun sinerjik etkinlik gosterdigini ve iyi bir
tedavi segenegi olacagini bildirmistir.

Rodriguez ve arkadaslari (75), karbapeneme direngli bazi A. baumannii
suslarinda antimikrobiyal ajanlarin kolistin ile kombine edilmesinin aktivitede
azalmaya ve antibiyotik direncine neden oldugunu gostermistir. Principe ve
arkadaglar1 (76) A. baumannii suslarindaki bu antibiyotik direncinin, birden fazla
mekanizma ile karmasik etkilesimler sonucunda gelistigini gostermistir. Bu nedenle
direncin Oniine ge¢mek ve antagonist etkilesimi azaltmak i¢in kolistin ile yapilan
kombinasyon terapisinin iyi belirlenmesi gerekmektedir. Bizim ¢alismamizda ¢oklu
ila¢ direnci gosteren A. baumannii Suslarinda kolistinin tek basina etkili oldugu
goriildii. Bu nedenle galismamizda yaptigimiz dort kombinasyonun ti¢iinde kolistin
kullanild1. Kolistini tek basina kullandigimizda bakteriler iizerindeki etkinligi
oldukca yiiksek bulundu. MiKsy degeri 2 pg/ml, MiKgy degeri 4 pg/ml olarak
bulundu. Sulbaktam etkinligine bakildiginda MiKsy degeri 16 pg/ml, MiKgy degeri
ise 16 ug/ml olarak bulundu. Bu degerlerinde gosterdigi gibi sulbaktamin tek basina
suglar iizerinde bir etkisi olmadigi dama tahtas1 yontemiyle belirlendi.

Lee ve arkadaglarinin 2008 yilinda disk difiizyon yontemiyle yaptiklari
calismada sulbaktam—kolistin kombinasyonunda %100 sinerji saptamiglardir (73).
Bizim calismamizda ise kolistin-sulbaktam kombinasyonunda %75 aditif olarak
diger ii¢ kombinasyon arasindaki en yiiksek etkilesim bulundu. Kolistinin
sulbaktamin etkinligini arttirdigi yaptigimiz ¢alismada tespit edildi. A.baumannii
infeksiyonlarinda kolistin-sulbaktam kombinasyonunu uygulamadan once kolistin
direncinin belirlenmesi, diren¢ saptanmast durumunda ise bu kombinasyonun
verilmesinin daha etkili olabilecegi kanisina varilmistir.

Karsligil ve arkadagslar (77) Acinetobacter’e karsi en etkili antibiyotigin %85
orani ile tobramisin oldugunu bulmuslardir. Baska bir calismada Colpan ve
arkadaglar1 (66) en etkin antibiyotigin %70 lik bir oranla tobramisin oldugunu
bildirmislerdir. Aygiin ve arkadaslar1 (67) ise en etkili antibiyotigin %98 ile
netilmisin oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan farkli ¢aligmalarda da netilmisin ve

tobramisin gibi aminoglikozidlerin duyarlilik oranlarmin yiiksek oldugu tespit
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edilmigtir (1, 77, 78, 79). Bunun yaninda imipenem ve meropenem gibi
karbapenemlerin duyarliliklarinda diisiis oldugu yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (1,
23, 79, 80). Akalin ve arkadaglar1 (81) imipenem duyarliligini %84, Uzel ve
arkadaslar1 (82) %85, Aygiin ve arkadaslar1 (67) %66, Karsligil ve arkadaslar1 (77)
%75 olarak bulmustur. Akan ve arkadaglar1 (83) imipenem duyarliligint %38, Gazi
ve arkadaslar1 (84) imipenem ve meropenem duyarliliklarini sirasiyla %40,5 ve
%36,3, Aygiin ve arkadaslar1 (67) imipenem duyarliligin1 %36 olarak bulmuslardir.
Bizim ¢alismamizda ise imipenem ve meropenem duyarliliklart %16,6 bulunmustur.

Karbapenem sulbaktam kombinasyonunun, ¢oklu ila¢ direngi gosteren A.
baumannii izolatlarinda sinerjik etkileri gosterilmistir (4). Kiffer ve arkadaslari (85)
A. baumannii izolatinda meropenem ve sulbaktamim MIKsy degerlerini 1 pg/ml,
MiKgo degerlerini ise sirastyla 8 ve 32 pg/ml olarak bulmuslardir. Bu arastirmacilar,
meropenem ve sulbaktam kombinasyonunun etkilesimini dama tahtasi yontemi ile
arastirmislar ve izolatlarin %29,2’sinde sinerji, %47,9’unda kismi sinerji, %10,5’inde
aditif, %6,2’sinde etkisiz ve %6,2’sinde antagonist etki saptamislardir. Song ve
arkadaslar1 (86) imipenem ve sulbaktam MiKsy degerleri sirasiyla 32 ve 16 pg/ml,
MiKg degerlerini ise 32 pg/ml olan 43 A.baumannii susunda imipenem-sulbaktam
kombinayonun in-vitro aktivitelerinin etkili oldugunu saptamislardir. Bizim
calismamizda imipenemin MiKsy ve MiKg degerleri 16 pg/ml olarak bulunmustur.
FIK indeksine gore, imipenem-sulbaktam kombinasyonunda, izolatlarmn tamaminda
(9%100) etkisiz saptanmistir.

Tayland’da 2010 yilinda Pongpech ve arkadaslarmin (87) 30 izolatla dama
tahtas1 yontemiyle yaptiklari ¢alismada kolistin-imipenem kombinasyonunda % 100
sinerjik saptamiglardir. Haddad ve arkadaglart (5) ise 1999 ile 2003 yillar1 arasinda
New York metropolitan bolgesindeki 10 farkli hastadan izole edilen ve rutin tim
antibiyotiklere direngli 10 A.baumannii izolatiyla yaptiklar1 c¢alismada, E-test
yontemiyle uyguladiklari kolistin-imipenem kombinasyonunu % 50 oraninda sinerjik
oldugunu saptamiglardir. Bu ¢alismalarda kolistin-imipenem kombinasyonun iyi bir
secenek olarak sunulmasina ragmen c¢alismamizda kolistin MIiKso ve MiKgg degerleri
sirastyla 2 pg/ml ve 4 ng/ml, imipenem MiKsy ve MiKgg degerleri 16 ug/ml olarak
saptanmustir. Kolistin-imipenem kombinasyonunun FiK indekslerine gore sinerji

gozlenmemis, 7 sus (%58,3) aditif, 5 susta (%41,7) etkisiz olarak bulunmustur.
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Sinerji bulunmamasina ragmen % 58,3’lik aditif sonucu ila¢ kombinasyonunun
tedavide kullanilabilmesi i¢in uygun bir yiizdelik olarak diisiiniilmiistiir.

Gram negatif bakteriler hiicre duvarindaki dis membran varligi nedeniyle
vankomisin gibi glikopeptidlere dogal olarak direnglidir. Calismada kolistin gibi A.
baumannii iizerinde duyarli sonug¢ veren antibiyotik ile birlikte vankomisin gibi
direng gosteren bir bakteri kombinasyon halinde dama tahtasi yontemiyle incelendi.
Vankomisin c¢alismalarda diger antibiyotikler kadar siklikla kullanilmasa da son
zamanlarda kolistin gibi A. baumannii tizerinde etkisi gosterilmis antibiyotiklerle
kombinasyon halinde kullanildig1 goriilmiistiir.

O’Hara ve arkadaslart (88) vankomisin ve Kkolistin kombinasyonuyla
yaptiklar1 ¢aligmada vankomisin MIK degeri 256 pg/ml olarak bulmuslardir. Bu
deger bakterisidial etki olarak degerlendirilmemistir. Kolistin-vankomisin
kombinasyonunda ise ortalama FIK indeksi 0,016 olarak bulunmustur ve sinerjistik
etki saptanmistir. Gordon ve arkadaslarinin (78) yaptiklar1 ¢aligmada vankomisin
MIK degeri 256 pg/ml olarak saptanmistir. Time-kill yéntemiyle uyguladiklari
vankomisin kolistin kombinasyonunda ise ortalama FIK indeksi 0,25’e kadar diiserek
sinerjik etki saptanmistir. Pergin ve arkadaslar1 (89) vankomisinin MiKsy ve MiKgg
degerlerini sirasiyla 128 ve 256 pg/ml olarak tespit etmislerdir. Vankomisin-kolistin
kombinasyonunda ise ortalama FIK indeksini 0,18 olarak bulmuslar ve sinerjik
etkinlik gosterdigini saptamiglardir. Bizim ¢alismamizda ise vankomisin MiKso ve
MiKgo degerleri 16 pg/ml olarak bulundu. Kolistin-vankomisin kombinasyonunda
ise ortalama FIK indeks degeri 1,02 bulundu. Suslarin %583 iinde aditif etki
saptandi. Vankomisinin tek basmna A. baumannii suslar1 itizerinde etkinliginin
olmadig1 ancak kolistin kombinasyonuyla sinerjistik ve aditif etki gosterdigi
saptanmistir. Bu sonuglara bakilarak kolistin vankomisin kombinasyonu etkin bir
kombinasyon olarak degerlendirilebilir.

Aragtirmacilarin ¢oklu ilag direnci gosteren A. baumannii suslariyla farkli
yillarda ve farkli yontemlerle yaptiklart bazi ilag kombinasyonlar1 Tablo 5.1.°de

gosterilmistir
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Tablo 5.1. A. baumannii’nin ¢esitli kombinasyonlarinin denendigi baz1 ¢alismalara ait veriler.
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Bu ve benzeri bir¢ok calismada bildirilen farkli sinerji oranlarina ragmen
makalelerin detayli incelenmesi, bu c¢alismalarda dama tahtasi yontemi standart bir
uygulama yontemi ile yapiliyor olsa da, yapilan calismalarda FiK degerleri
belirlenirken segilen kuyucuk ve FIK degerlerini hesaplandiktan sonra etkilesim
tiriinii  belirlemek i¢in kullanilan sinir degerleri arasinda farklilik oldugunu

gostermistir (92).

38



Ulkemizde bildirilen sinerji calismalar1 incelendiginde goriilmiistiir ki,
aragtirmacilarin biliylik ¢ogunlugunun uygulamasi kolay ve zahmetsiz bir yontem
olmasi nedeniyle, sinerji ¢alismalarinda E-test yontemi tercih etmislerdir (93). Dama
tahtas1 yontemi kullanilarak yapilan siirli sayidaki caligmalarda, arastirmacilar
sinerji tanmimlamasi i¢in kullandiklar1 sinir degerlerini bildirseler de, dama tahtasi
plagin1  yorumlarken hangi yontemi kullandiklarmi  net bir  sekilde
aciklamamaktadirlar. Kullanilan yontemler disinda, test edilen izolatlara bagl olarak
da sinerjistik aktivite oranlarinin degisiklik gosterebilecegi unutulmamalidir.

Coklu ilag direnci gosteren A. baumannii kaynakli infeksiyonu bulunan
hastalarin tedavisinde 6nceden yapilmis in-vitro ¢alismalar 1s18inda etkili olabilecek
kombinasyonlar amprik olarak tercih edilebilir. Bununla birlikte, izolatin test edilen
antimikrobiyal ajana yiiksek diren¢ veya duyarlilik gdstermesi, sinerjistik aktiviteyi
degistirebilmektedir. Bundan dolayr kullanilan kombinasyonun hastadan izole edilen

susa etkinliginin sinerji testleri ile belirlenmesi kritik 6neme sahiptir.
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6. SONUC VE ONERILER

-Calismamizda c¢oklu ilag direnci gosteren A. baumannii izolatlarinda
sulbaktam, vankomisin ve imipenem MiKs, ve MiKg degerleri 16 pg/ml, kolistinin
MiKs, ve MiKgg degerleri sirastyla 2 pg/ml ve 4 pg/ml bulunmustur.

-Sinerjistik  ve antagonist etki dort kombinasyonun  higbirinde
gozlemlenmemistir.

-Aditif etki en yiiksek %75 oraniyla kolistin-sulbaktam, daha sonra %58,3’liik
oranla kolistin-vankomisin, kolistin-imipenem kombinasyonlarinda bulunmustur.
Imipenem-sulbaktam kombinasyonu %100 etkisiz bulunmustur.

-Diren¢ oranlarimin daha fazla yiikselmemesi i¢in uygun endikasyonlarda
kombinasyon halinde antibiyotik kullanilmasi yararli olacaktir.

-Farkli calismalarda FIK sonuglarinin degerlendirilmesinde farkli sinir
degerleri kullanilmasindan dolayr ¢alismamizda dama tahtasi yonteminden elde
ettigimiz verilerin yorumlanmasinda sikinti yasanmistir. ilerki calismalarda benzeri
sikintilarin Oniline gegmek amaciyla sinerji testleri ile altin standart olan time-kill
yontemi birlikte yapilmali ve elde edilen veriler karsilastirilarak standart bir FIK
indeksi ve degerlendirme kriterleri ¢ikartilmalidir.

-Tedavide kullanilacak kombinasyonlara dikkat edilerek bu sekilde
olusabilecek diren¢ mekanizmalarinin 6niine gecilmelidir.

-Sinerjistik etkilesim gozlenen kombinasyonlardan elde edilen klinik

yararlarin arastirildigr ileri ¢aligmalara gereksinim vardir.
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