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OZET

Ozer, B. (2021). Eravasiklinin tek basina ve ¢esitli antibiyotikler ile kombinasyon halinde
olusturduklart etkilerinin Achromobacter cinsi klinik suslara kars1 arastirilmast. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans
Tezi, Istanbul. 2021.

Achromobacter cinsi, 6zellikle Achromobacter xylosoxidans, Klinikte son on yilda
giderek artan sekilde tanimlanan, ¢ok ¢esitli enfeksiyonlardan sorumlu bakterilerdir.
Ozellikle Kistik Fibrozis (KF) hastalarinda solunum yolunu kalict olarak kolonize etme
yetenekleri ile bu hastalarda giderek daha fazla tanimlanmaktadirlar. Giiniimiizde
Achromobacter cinsinin klinik etkisi ve optimal tedavi yonetimi hakkinda nispeten az sey
bilinmektedir. Bu ¢alismada, yeni bir tetrasiklin olan eravasiklin'in tek basina ve kolistin,
meropenem ve seftazidim ile kombinasyon halinde olusturduklari in-vitro bakterisidal ve
sinerjistik aktiviteleri, KF hastalarindan izole edilen Achromobacter suslarina karsi
arastirilmistir. Minimal inhibitér konsantrasyon (MIK)’lar, mikrodiliisyon seyreltme
yontemi ile belirlenmistir. Test edilen antibiyotik kombinasyonlarinin bakterisidal ve
sinerjik etkileri, zaman baglh 6ldiirme egrisi teknigi kullanilarak belirlenmistir. Zamana
bagh oldiirme egrilerine dayanarak, 6. ve 24. saatlerde 4xMIK kolistinin tek basma
bakterisidal etkiye sahip oldugu bulunmustur. Kombinasyon g¢alismalari sonuglarina
gore, Achromobacter suslarma kars1 4xMIK'lik eravasiklin-kolistin kombinasyonu 24.
saatte sinerjistik ve bakterisidal aktivitelere sahiptir. Eravasiklin-meropenem
kombinasyonlart ve eravasiklin-seftazidim kombinasyonlar1 additif etkili olarak

bulunmustur. Test edilen kombinasyonlar ile higbir antagonist etkilesim gézlenmemistir.

Bu ¢alisma bulgulari, test edilen antibiyotiklerle ampirik veya kombinasyon tedavisi i¢in

bazi1 6nemli in-vitro verileri ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Eravasiklin, Antibiyotik kombinasyon, Achromobacter tiirleri,

Kistik fibrozis, Sinerji.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: TYL-2021-37411
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ABSTRACT

Ozer, B. (2021). Investigation of the effects of eravacycline alone or in combination with

various antibiotics against clinical strains of the genus Achromobacter. Institute of Health
Science, Department of Pharmaceutical Microbiology Master Thesis, Istanbul. 2021.

The genus Achromobacter, particularly Achromobacter xylosoxidans, are bacteria
responsible for a variety of infections that have been increasingly identified in clinics over
the past decade. Especially they are increasingly being described in Cystic Fibrosis (CF)
patients by their ability to permanently colonize the airway of these patients. Today,
relatively little is known about its clinical impact and optimal therapy management. In
the present study, the in-vitro bactericidal or sinergistic activities of eravacycline which
is a new tetracycline, either alone or in combination with colistin, meropenem and
seftazidime, were assessed using Achromobacter strains isolated from CF patients.
Minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined by broth microdilution
technique. Bactericidal and synergistic effects of the tested antibiotic combinations were
determined by using the time-Kkill curve technique. Based on the time-Kkill curves, we
found that 4xMIC colistin has bactericidal effect at 6h and 24h. According to combination
study results, only eravacycline-colistin combination at 4<xMIC has synergistic and
bactericidal activities against Achromobacter strains, at 24 h. Eravacycline-meropenem
combinations and eravacycline-seftazidime combinations were found to be neither

bactericidal nor synergistic. No antagonism was observed with any combination tested.

The findings of this study reveal some important in-vitro data for empirical or
combination therapy with the antibiotics tested.

Key Words: Eravacycline, Antibiotic combination, Achromobacter species, Cystic

fibrosis, Synergy

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. BAP
Project No. TYL-2021-37411



1. GIRIS VE AMAC

Ilk kez 1923 yilinda Amerikan Mikrobiyoloji Dernegi tarafindan tanimlanan
Achromobacter tiirleri, Alcaligenaceae ailesinden, Gram-negatif, peritrik flagellalar: ile
hareketli, zorunlu aerobik, pigment olusturmayan, non-fermentatif, sucul ve ayni
zamanda toprakta da bulunabilen g¢omaklardir (1). Achromobacter tiirleri arasinda
%1°den daha az genetik dizi farklilig1 bulundugu i¢in geleneksel yontemlerle dogru tiir
tanim1 yapilmast mimkiin degildir (2-5). Genellikle klinik 6rneklerden izole edilen
Achromobacter tiirleri Achromobacter xylosoxidans olarak adlandirilmaktadir. Ancak
son yillarda yapilan gelismis tani ¢alismalari ile dogal ¢cevrede bulunan A. xylosoxidans
haricindeki Achromobacter tiirlerinin de ciddi insan enfeksiyonlarina neden olduklarini
gostermektedir (4, 6, 7). Giiniimiizde, yapilan genomik ¢aligmalar sonucunda bir¢ogu son
on yilda olmak iizere 19 Achromobacter tiiri tanimlanmistir. Bunlarm Klinik vakalardan
izole edilen 15’i; (8) Achromobacter xylosoxidans, Achromobacter denitrificans,
Achromobacter ruhlandii, Achromobacter piechaudii (9), Achromobacter animicus,
Achromobacter mucicolens, Achromobacter pulmonis (10), Achromobacter insolitus,
Achromobacter spanius (11), Achromobacter deleyi (12), Achromobacter aegrifaciens,
Achromobacter insuavis, Achromobacter anxifer, Achromobacter dolens (13) ve

Achromobacter marplatensis’ dir (4).

Yabucci ve Ohyama (14-15) tarafindan orta kulak iltihapli hastalarin piiriilan
kulak akintisindan izole edilip tanimlanan A. xylosoxidans bu cinsin ilk tanimlanan tiirii
olmakla birlikte diinyada klinik olarak en yaygin goriilen tiirdiir (14-15). Klinikte en
yaygin goriilen ikinci tiir (16-18) olan A. ruhlandii, Packer ve Vishniac (19) tarafindan
ilk kez 1950°li yillarda topraktan izole edilmis ancak fakdltatif ototrofik ve hidrojen
oksitleyici bakteri olma o&zelliklerinden dolay1 Hydrogemonas ruhlandii olarak
adlandirilmigtir (19). Ardindan Aragno ve Schlegel (20) tarafindan Alcaligenes cinsine
yakin Ozellikler igermesinden dolay1 A. ruhlandii olarak adlandirilmistir (20). Ancak
Yabucci ve Ohyama (9) tarafindan yapilan fenotipik ve DNA baz bilesimi, 16s ribozomal
riboniikleik asit (rRNA) dizi analizi gibi genotipik yontemlerle taksonomik olarak
Achromobacter cinsinin bir tiirii oldugunu kanitlamiglardir (9). Avrupa'da klinik olarak
en sik goriilen (16-18) A. insuavis ise Van Damme ve ark. (13) tarafindan kistik fibrozis
(KF) hastasi olmayan kisilerin balgamlarindan, su ve camurdan 6rnek alinarak nrdA gen

dizi analizi yontemiyle izole edilen yeni bir tirtdiir (13).



Achromobacter tiirleri agirlikli olarak kronik solunum yolu patojenleri olarak
KF'i kisilerden izole edilir. Ayrica akciger nakli enfeksiyonlarindan sonra kot hijyenik
bakim da Achromobacter akciger enfeksiyonunun yaygin nedenleridir (21-23). Pnémoni
ve bakteriyemi, KF hastas1 olmayan konaklarda Achromobacter enfeksiyonlarinin en
yaygin iki klinik goriinlimiidiir (24). Bu tiirlerin etken oldugu deri ve yumusak doku, idrar
yolu, karin i¢i organlar, merkezi sinir sistemi, g6z ve kulak enfeksiyonlar1 daha az siklikta
bildirilirken, endokardit ve kemik enfeksiyonlari ise gok nadirdir (25-32). Achromobacter
enfeksiyonlarinin ¢ogu ya hastane kaynakli ya da saglik bakimu ile iliskili olmakla birlikte
daha 6nce diisiiniildiigli gibi yalnizca bagisiklig1 baskilanmis konaklarda ortaya ¢ikmaz,
kateterler ve endotrakeal tiipler gibi tibbi cihazlar, diyabet, kronik bobrek yetmezligi,
kronik kalp hastaliklar1 gibi altta yatan diger hastaliklar ve halihazirda veya 6nceden
hastaneye yatmis olmak veya saglik bakimimma maruz kalmak da kisileri risk altina
sokmaktadir (24, 33-34).

Achromobacter’ler tiim aminoglikozid grubu antibiyotiklere, cogu sefalosporine,
aztreonama dogal (intrinsik) direnglidir ve karbapenemlere karsi giderek daha fazla
diren¢ kazanmaktadirlar (35). Karbapenem direncine esas olarak ¢oklu ila¢ pompalari ve
metallo Dbeta-laktamazlar neden olmaktadir. Karakteristik olarak direngli olan
Achromobacter cinsi bakteriler rifampin, trimetoprim sulfametaksazol, siprofloksasin ve
diger kinolonlara ise degisen oranlarda direng gosterirler. Diger yandan hastanelerde sik
kullanilan antiseptik soliisyonlarda da canli kalabildikleri gosterilmistir. (36-38). Bu
nedenle Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii “Farmasotik Mikrobiyoloji
Yiiksek Lisans Programina” bagl olarak yaptigimiz tez ¢caligmamizda, Achromobacter
cinsinin klinik olarak en 6nemli g tiiriine kars1 yeni bir tetrasiklin tiirevi antibiyotik olan
eravasiklinin tek bagina ve tedavide sik kullanilan antibiyotiklerle kombinasyon halinde
olusturdugu antimikrobiyal etkileri arastirilmigtir. Diinyada ve iilkemizde A. xylosoxidans
ve diger Achromobacter tiirlerine baglh olarak gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde heniiz
kesin bir tedavi rejimi belirlenememis oldugundan yeni tedavi protokollerin arastiriimasi

konusundaki tez ¢aligmamiz 6nemli in- vitro verileri ortaya koymaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Achromobacter Tiirleri

Achromobacter tiirleri zorunlu aerobik, hareketli, oksidaz ve katalaz pozitif,
tireaz, indol ve DNAaz negatif Gram-negatif ¢comak seklinde bakterilerdir (39). Yakin
zamana kadar Achromobacter tiirleri biyokimyasal benzerlikleri nedeniyle genellikle
Pseudomanas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia,
Acinetobacter tiirleri ve nadiren de Pandoraea ve Ralstonia tiirleriyle benzerliklerinden
Otiirii hatali olarak tanimlanmistir (40-42). Diger yandan, Achromobacter lerin
cogunlugunun gelencksel yontemler kullanilarak sadece A. xylosoxidans olarak
tanimlanabilmeleri nedeni ile kesin tiir tayini i¢in nrdA gen dizi analizi ve ¢oklu dizi
analizi gibi yeni genotipik yontemler kullanilmasi gerekmektedir (4, 16). Hizla gelisen
taksonomi nedeniyle, biyokimyasal 6zellikler ile tiirler arasinda giivenilir bir baglanti
kurmak ve dogru tan1 koymak miimkiin olmamakta, ¢ok lokuslu dizi analizi (Multilocus
Sequence Analysis-MLSA) gibi ileri molekiiler yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (4, 7,
13).

Achromobacter tiirleri genellikle dogal ¢evre kosullarinda varliklarini
stirdiirmekle beraber, yiiksek miktarda sitozin-guanin dizileri icermeleri ve toksik olan
aromatik bilesikleri parcalayabilme yetenekleri sebebiyle olumsuz gevresel kosullar
altinda da canliliklarin1 devam ettirebilmektedirler. (43-46). Bu nedenle hastane
ortamlarinda serum fizyolojik, diyaliz soliisyonlari, intravendz sivilar, kontakt lens
soliisyonlari, klorheksidin glukonat gibi dezenfektan soliisyonlar1 ve ultrason jeli gibi
saglik bakim setlerindeki sulu ¢ozeltilerde yaygin olarak kolonize olabilmektedirler (37,
38, 47). Klinik olarak Achromobacter tiirleri, basta bakteriyemi olmak iizere pek ¢ok
enfeksiyon tlirtinde ve nadir goriilen hastane enfeksiyon salginlarinda etken olan yeni
firsatgr patojenler olarak kabul edilirler (33, 48-55). KF hastalarinda akciger
enfeksiyonuna neden olan baslica etkenler arasinda olan Achromobacter tiirleri, deri ve
yumusak doku, idrar yolu, karin i¢i organlar, merkezi sinir sistemi, géz ve kulak
enfeksiyonlarinda, endokardit ve kemik enfeksiyonlarinda daha az siklikta goriiliir (24-
32). Bu cinsin en yaygin tiirii olan. A. xylosoxidans saglikli kisilerde nadiren enfeksiyon
etkeni olmakla birlikte 6zellikle altta yatan diger hastaligindan dolay1 immiin direnci
bozulmus ya da immiin baskilayici tedavi goren hastalarda, prematiire bebeklerde veya

travmaya bagli olarak immiinitesi bozulmus kisilerde enfeksiyonlara neden



olabilmektedir (56-58). Genellikle diisiik viriilansh olarak kabul edilen bu organizmaya
bagl enfeksiyonlar, 6zellikle KF, malignite, kalp hastaliklari, diyabet, kronik bobrek
yetmezligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi eslik eden bir ya da daha fazla
hastaligin (komorbidite) varligi1 ve/veya kalict tibbi cihaz kullanimi kiside yiiksek
morbidite ve mortaliteye neden olabilmektedir (24, 34).

Achromobacter tiirlerin tamami biyofilm olusumu, hareketlilik ve konak hiicreyi
istila etmeye yardimci olan peritrik tipte kamgilara sahiptir (43-46, 59-63) (Sekil 2.1).
Ayrica, KF hastalarinda enfeksiyona neden olan Gram-negatif ¢omaklarin ¢ogunda
bulunan hiicre zarina bagl viriilans faktorleri icerirler. Bu faktorler, tiire 6zgii bagisiklik
yanit olusmasini ve olumsuz cevre kosullarindan korumayi saglayan “O antijeni” ve
ylizeye yapismay1, fagositoz ve ¢evresel toksinlerden korumay1 saglayan “Vi polisakkarit
kapstil”ti icermektedir. (64-66). Jakobsen ve ark. (43) bu tiire ait genetik Ozellikleri
aydinlatmaya yonelik arastirmalarinda, bu tiiriin drettigi bir polisakkariti kodlayan
pgaABCD operonu varligim1 ortaya koymuslardir. Adezyonda gorev alan bu
polisakkaritin, ayn1 zamanda enfeksiyon gelisiminde ve patojenlerin antibiyotik ajanlara
kars1 direng gdstermesinde gerekli bir yapi olan biyofilm olusumunda gorev aldigini
ortaya koymuslardir (43). Diger yandan Achromobacter tiirleri, hastalik yapabilme
yetenegini saglayan T3SS adi verilen bir salgi sistemine de sahiptir (64). Bu salgi sistemi,
proteinler vasitasiyla bakteriye/tire konak hiicreyi enfekte etme ve bagisik yanit
tepkisinden kagma yetenegi saglamaktadir (67, 68). Bu sistem genel olarak, Bordetella,

Yersinia, Salmonella ve Vibrio tiirlerinde ve P. aeruginosa ’da bulunmaktadir (69).

Sekil 2-1: A. xylosoxidans’in elektron mikroskobu goriintiisii (70)



Achromobacter tiirleri diisiik fosfor ve demir iceren ortamlarda canliligi ve
cogalmayi siirdiirebilmek i¢cin bu maddelere kars1 yiiksek ilgiye sahip demir selasyonu ve
fosfat tasima ajanlarim1 kodlayan genlere sahiptirler (71-72). Jakobsen ve ark. (43)
yaptiklar1 caligmada, benzer bakteri suslari i¢in toksik, rekabet¢i floray1 engelleyen,
bolgesel ¢ogalma ve potansiyel doku istilasina olanak saglayan “Kolisin-V” proteinini
kodlayan bir gen bulmuslardir. Ayni aragtirmacilar mukozal doku istilasina neden
olabilen seliilaz ve proteaz tiretimini kodlayan AepA gen bolgesini de bulmuslardir (43).
Diger yandan, aslinda aerobik organizmalar olan Achromobacter tiirlerinin klinik suslari
hipoksik ve anoksik kosullarda yasamini siirdiirmeyi ve c¢ogalmayi saglayan P.
aeruginosa tiirtiniinkine benzer bir denitrifikasyon sistemine sahip oldugu da ortaya

koyulmustur (43).

Achromobacter tiirleri antimikrobiyal ajanlara karsi direng olusturmak igin
effluks pompalar1 ve basglica OXA-114 benzeri beta-laktamazlar olmak {izere iki temel
icsel direng mekanizmasi sahiptir (Tablo 2-1) (35). Achromobacter tiirlerinde AxyABM
ve AxyXyOprZ olmak iizere iki tane iyi bilinen ¢oklu effluks pompasi vardir (73).
AxyABM effluks pompasi, sefepim ve sefuroksim haricinde tiim sefalosporin grubu
antibiyotiklerin ve aztreonamin hiicre digina atilimini saglar. Ancak bu ajanlar igin tek bir
diren¢ mekanizmasi degil birden fazla direng mekanizmasi mevcuttur (74). AXyXyOprZ
effluks pompasi daha genis bir antibiyotik topluluguna etki eder. Bunlar;
aminoglikozidler, sefepim, karbapenemler, florokinolonlar, tetrasiklinler ve eritromisinin
cesitli oranlarda hiicre disina atilimini saglar (75). Diger yandan Achromobacter tiirleri
antimikrobiyal ajanlarin etkisinden korunmak i¢in beta-laktamaz enzimleri de iretirler.
Achromobacter tiirlerinde genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL), AmpC beta-
laktamazlar ve metallo beta-laktamazlar olmak tizere ii¢ farkli beta-laktamaz enzimi
bulunmaktadir. A. Xxylosoxidans tiirlerinde beta-laktamaz enzimleri ve effluks
pompalarina ek olarak aminoglikozid asetil transferaz, fosfotransferazlar ve dihidrofolat
rediiktazlar enzimlerini kodlayan direng genide bulunmaktadir. Direng genlerinin yarisi

P. aeruginosa ile 6nemli benzerlikler gostermektedir (73).



Tablo 2-1: Achromobacter Tiirlerinde Goriilen Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar (35)

Direng

Spektrum

Coklu fla¢ Effluks Pompasy/Pompalari
AxyABM

AxyXY-OprZ

Beta-laktamazlar
OXA-114 benzeri (kromozomal)
GSBL (CTX-M, VEB-1) ve AmpC (CMY-2, AmpC)

Plazmidik (IMP ve VIM) ve kromozomal (TMB-1)
karbapenemazlar

Diger
aac(6")Ib-cr, gnrA, ogxA, ogxB

gyrA, parC

Sefalosporinler (sefuroksim ve sefepim harig)
Aminoglikozidler, tigesiklin, florokinolonlar,

eritromisin, sefepim, karbapenemler dahil
tetrasiklinler.

Piperasilin, tikarsilin, benzilpenisilin, sefalotin
Karbapenemler hari¢ tiim beta-laktamlar

Aztreonam harig tiim beta-laktamlar

Florokinolonlar, aminoglikozidler

Florokinolonlar

Direngli, firsat¢1 ve hidrotelliirik 6zellikte patojenler olan Achromobacter tiirleri

siklikla hastane ortamlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle hastanelerde diyaliz suyu,

demineralize su, nebulizatorler, nemlendiriciler, inkiibatorler, ekstrakorporeal (viicut

dis1) dolagim sistemleri, kotli korunmus heparin siseleri ve hatta antiseptik ve dezenfektan

soliisyonlar gibi ¢esitli kontamine soliisyonlarda bulunabilirler. Bu tiirler sahip olduklari

30°C sicakliginda ve tropikal iklim sartlarinda gelisme yetenekleri ile bulunduklari

ortama kolayca adapte olurlar (24).

2.2. Calismada Kullanilan Antibiyotikler ile Tlgili Genel Bilgiler

2.2.1. Eravasiklin

2.2.1.1. Yapi-Aktivite Tliskisi

Eravasiklin florosiklinden tiirevlenmis tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir. Tlk

tetrasiklin antibiyotigi 1940’11 yillarin basinda Streptomyces aureofaciens’ten izole edilen

Klorotetrasiklindir. 1950’lilerde  klorotetrasiklinin  halojen kismini kaybetmesiyle

tetrasiklinler tretilmistir (76-77).



Tetrasiklinlerin temel kimyasal yapist dort temel halkadan olugmaktadir (A, B, C,
D). 1,3,10,11,12 ve 12a numarali karbon atomlarinin yerlerine oksijen atomlar1 baglanir
(78-79). Tetrasiklinin D halkasinda bulunan 7 ve 9 numarali karbon atomlarinda meydana
gelen modifikasyonlar yeni molekiiliin olusmasinda veya antibiyotik ¢esitliligin artisinda
oldukga biiyiilk oneme sahiptir (78, 80). 4 numarali karbon atomu en yaygimn
dimetilamin’dir. 5, 6, 7 numarali karbon atomlar1 kendi aralarinda gesitli varyasyonlarla
yer degistirebilirler. Sekil 2.2’de gorildigia gibi eravasiklin (7 floro-9 pirrolidino
asetemido 6 dimetil 6-deoksil tetrasiklin) D halkasinda 7 numarali karbonda bulunan bir
florin atomu ve 9 numarali karbonda bulunan pirrolidino asetomido’nun varlig: ile bir
onceki tetrasiklin grubu antibiyotik olan tigesiklinden ayrilir (78, 79). 4 ve 12 numarali
karbon atomlar1 arasinda olusan stereokimyasal konfigiirasyon ve D ve A halkasina yakin

keto-enol sistemi antibakteriyel aktivite igin 6nemlidir (79).

OHOHOSO O

Sekil 2-2: Eravasiklinin kimyasal yapisi

2.2.1.2. Etki Mekanizmasi

Tetrasiklin grubu antibiyotikler protein sentezini engelleyerek etkili olurlar. Bu
grupta bulunan antibiyotikler 30s ribozomal alt birimine baglanirlar ve burada aminoagil
transfer riboniikleik asit (tRNA)’nin mesajci riboniikleik asit (MRNA)’ya baglanmasini
engelleyerek protein sentezinin uzama fazini engeller. Bu olay amino asit pargalarinin
peptid zincir olusturmasimni engelleyerek protein sentezini inhibe eder (81-82).
Tetrasiklinler ve ribozom arasindaki etkilesim tersine c¢evrilebilir oldugundan etki
mekanizmasi genellikle bakteriyostatiktir. Bazi tiire 6zgii suslarda bakterisidal 6zellik
gosterebilirler (76,82).

Tetrasiklinler genellikle Gram-negatiflerde hiicre zarinin dis porinlerinde bulunan

OmpF ve OmpC reseptdrleri vasitasiyla pasif difiizyon ile hiicre igerisine girerler. Diger



bakteri suslarinda ise aktif tagimayla hiicre icerisine girebilirler. Aktif tagima i¢in hem

adenozin trifosfat (ATP)’a hem de magnezyum (Mg*?)’a ihtiyac duyarlar (81).

2.2.1.3. Diren¢ Mekanizmasi

Tetrasiklin grubu antibiyotikler kendilerine 6zgii dort adet direng mekanizmasina
sahiptirler. Bunlar; effluks pompalari, ribozomal koruma proteinleri (RKP), ilag
degradasyonu ve RNA mutasyonlaridir. Bunlarin igerisinden en yaygimn olan effluks
pompalart ve RKP’lerdir (83). Bazi Gram-negatifler dis =zarlarinda spesifik
liposakkaritlerin bulunmasi sebebiyle tetrasiklin grubu antibiyotiklere kars1 dogal dirence

sahiptirler (83-84).

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin hiicre zarlarinda tetrasikline 6zgii
effluks pompalari bulunabilir; bunlar homoloji sekansina bagl olarak yedi guruba ayrilir
(79, 83). Gram-negatif bakteriler tetrasiklin diren¢ mekanizmasi olarak en ¢ok grup 1
effluks pompalarini kullanilir (83). Burada ilag molekiilleri proton degisim mekanizmasi
ile konsantrasyon gradientine antiporter tasima sistemi ile tasinir. Tetrasiklinlere 6zgii
effluks pompalari, bakteride tetrasiklinlerin ¢oguna diren¢ olustururken, genellikle
minosiklin, tigesiklin ve eravasiklin direnci olusturmazlar. Effluks pompalari i¢in ¢ok
sayida farkli direng genleri mevcuttur. Bir gruba karsi1 etki ederken diger gruba karsi etki
etmeyebilen effluks pompalarin1 kodlayan genlerin ifadesi, tet repressor (TetR) genleri
tarafindan diizenlenir. TetB gibi baz1 effluks pompalari tetrasiklin ve minosikline karsi
direng saglar (81). TetR tetrasikline baglanarak, tetrasikline operator bolgesinden

ayrarak protein sentezinin baslamasini saglar (83-84).

RKP’ler tetrasiklin ve ribozomal baglanma bolgesi arasindaki bagi sterik olarak
giicstizlestirerek tetrasiklin ve ribozomun ayrilmasini saglar. Boylece aminoagil
tRNA’larin bolgesine baglanarak protein sentezinin devam etmesini saglar. RKP'ler,
elongasyon faktorleri, EF-Tu ve EF-G GTPaslar ile yiiksek derecede homoloji
paylasirlar. TetO ve TetM, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin klinik izolatlarinda

tanimlanan en yaygin RKP’lerdir (84).

Tetrasiklin  inaktivasyonu, FAD'abagli monooksijenazlar1  kodlayan tetX,
ve tet 37 genler araciligiyla gergeklesir (83). Bu enzimler, 11a karbonun (tetrasiklin
cekirdek iizerinde) hidroksilasyonuyla tetrasiklinleri modifiye etmek icin NADPH ve

oksijen kullanilir, bu da enzimatik olmayan kararsiz bir bilesikle sonuglanir (83-84). Ek



olarak, hidroksile 11a karbonun tetrasiklinin Mg*? baglanmasin1 bozdugu ve bunun

ribozom igin afinitesini azalttig1 gosterilmistir (83).

Ribozomal RNA mutasyonlar1 daha nadir olarak kullanilan bir direng
mekanizmasidir. 16s TRNA’da bir nokta mutasyonu olarak gergeklesir. Mutasyon
membran porinlerinden Mg*? gecisini saglar ve tetrasiklinin kompleks yapisi kararsiz

hale gelir. Inaktif hale gelen bilesikler protein sentezinin devam etmesini saglar (84).

2.2.1.4. Etki Spektrumu

Eravasiklin, tetrasiklin siifinda yer alan florosiklin antibiyotigidir. Eravasiklin
kazanilmig effluks pompalarina ve RKP’lere dayanikli olmasi sebebiyle Gram-negatif
bakterilerde bulunan tetrasikline 6zgii direng mekanizmalarindan etkilenmez. Yapilan in
vitro ¢aligmalar, eravasiklinin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilere karsi

gliclii aktivite gostermistir (85).

Gram-negatif bakterilerden etkili oldugu tiirleri: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter clocae, Klebsiella oxytoca, Citrobacter freundii,
Parabacteroides distasonis, Bacteroides tiirlerine kars1 daha giiglii etki gosterdigi yapilan

deneylerle kanitlanmistir (86).

Gram-pozitif bakterilerden, 6zellikle komplike karin i¢i enfeksiyonlara sebep
olabilen Staphylococcus aureus, Streptococcus anginosus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium ve Clostridium perfringes tiirlerine karst etkili oldugu yapilan

deneylerle gosterilmistir (86).

Eravasiklin, ¢ok ilaca karsi direng gosteren; GSBL’ler vankomisin direngli
Enterobacteriaceae ve karbapenem direngli Enterobacteriaceae metisilin direngli S.
aureus (MRSA) karsi da etkilidir (87-88).

2.2.2. Meropenem

2.2.2.1.Yap1-Aktivite iligkisi

Karbapenem grubu antibiyotiklerin kesfi 1976 yilinda Streptomyces cattleya
bakterisi tarafindan tienamisin antibiyotigin kesfiyle baslamistir (89). Karbapenemler
beta-laktam ailesinde olmasina ragmen 1. pozisyonunda bir kiikiirt atomunun bulunmasi
ve 2 ve 3 numarali karbon atomlar1 arasinda doymamais bir bag yapisi bulunmasi sebebiyle

penisilinlerden ayrilir (Sekil 2.3). Karbapenemlerin genis aktivite spektrumu, neredeyse
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tim beta-laktamazlarin ig¢sel direngleriyle iligkilidir. Karbapenemlerin trans
konfigiirasyonunda 6’inc1 pozisyonda bulunan hidroksi etil yan zinciri beta-laktamazlarin
stabilitesinden sorumludur. Bu yan zincirin trans konfigiirasyonunda bulunmasiyla

penisilin ve sefalosporinlerden ayrilir (90-91).

Tienamisin dogal olarak iiretilen bir antibiyotik olmasina ragmen yapisinin
kararsiz olmasi sebebiyle yapisini kararli hale getirecek yari sentetik islemler uygulanarak
yeni molekiiller iiretilmeye calisilmistir. Bunlardan ilki yar1 sentetik olarak iiretilen
imipenem (N- formimidoil) antibiyotigidir (89). Yar1 sentetik olarak tiiretilen karbapenem
grubu antibiyotiklerin ilkidir. Memelilerin  proksimal tiibiillerinde  bulunan
dihidropeptidaz-1 (DHP-1) enzimi tarafindan imipenem molekiiliiniin yapisi hizlica
bozulmaktadir (90, 92). Bu molekiil bobrekten siiziilmeyerek bobrekte toksik etkiye
neden olmaktadir. Imipenemin olusturdugu toksik etkiyi énlemek icin silastin ile birlikte
kullanilmaktadir (90, 92). Meropenem ve bundan sonra tiretilen karbapenem grubu
antibiyotikler, dihidropeptidazin bozucu etkisinden korunmak i¢in imipenem molekiilii
gibi ek bir molekiile ihtiya¢c duymaz ¢iinkii yapisal olarak imipenem molekiiliinden
farklidirlar. Meropenemin iki numarali karbon atomunda metil grubunun bulunmasi
DHP-1 enziminin bozucu etkisine karsi stabil kalmasini saglar. Ayni zamanda
meropenemde bulunan iki numarali karbon atomunda bulunan yapisal degisiklik Gram-
negatif organizmalara karsi imipenem molekiiliine kiyasla daha giiglii antibakteriyel
aktivite gosterir (93-95).

Sekil 2-3: Meropenemin kimyasal yapisi
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2.2.2.2. Etki Mekanizmasi

Karbapenemlerde dahil olmak iizere tiim beta-laktam grubu antibiyotikler
penisilin baglayan proteinler (PBP) vasitasiyla bakterisidal etki gosterirler (90, 96, 97).
Karbapenemler PBP’lere baglanarak peptidoglikan sentezinin transpeptidasyon
asamasinin olusmasini 6nleyerek hiicreyi lizise ugratarak hiicrenin 6liimiine neden olurlar
(93). Karbapenemlerin PBP’lere baglandiklar1 bélgelerin afiniteleri antibiyotik ve
bakterilere bagli olarak degiskenlik gosterebilir (90). Meropenem PBP-2 bdlgesine
kuvvetle baglanarak Gram-negatif bakterilere karsi giiclii antimikrobiyal aktivite
gosterirler (90). Meropenem en giiglii ilgiyi bakteriyel PBP-2 ve PBP-3 bolgesinde
gosterirken imipenem PBP-1 ve PBP-2 bdlgesinden baglanarak giiclii antimikrobiyal
aktivite gosterirler (92).

2.2.2.3. Diren¢ Mekanizmasi

Karbapenem grubu antibiyotiklere karsi gelismis baslica dort gesit direng
mekanizmasi mevcuttur. Direng mekanizmalari bakterilerin tiirlerine bagh olmak iizere
degiskenlik gosterebilirler. Bakteriler, beta-laktamaz enzimlerinin tiretimi, Gram-negatif
bakterilerin dis zar1 gecirgenliginin degismesi, effluks pompalar1 ve PBP’lerin degismesi

olmak tizere dort farkli mekanizma ile karbapenemlere kars: direng kazanabilirler (89).

Karbapenemlerin, Enterococcus, MRSA gibi bazi bakterilerde bulunan PBP’lere

zayif baglanma 6zelligi bu antibiyotiklere kars1 dogal direng kazanilmasini saglar (98).

Bakterilerin olusturdugu bir diger diren¢ mekanizmasi effluks pompalaridir.
Effluks pompasinin ifadesinin artmasi sonucunda bakteriler direng kazanabilirler. P.
aeruginosa izolatlarinda effluks pompasinin ifadesinin artmast  sonucunda
meropenemlere karsi direng kazandigi saptanmistir (98). Gram-negatif bakteriler dis zar
gecirgenligini  kaybederek  direng¢  kazanirlar.  Karbapenemler = Gram-negatif
mikroorganizmalarin dis zarinda bulunan porinler vasitasiyla hiicre igerisine difiizyon
yoluyla girerler (99). Porin proteini igermeyen organizmalar OprD proteini
kaybetmesiyle zar gecirgenligi azalir bununla birlikte, karbapenemlere kars1 duyarliligi
azalir. Ornegin K. pneumoniae’de karbepenemaz direnci olusabilmesi igin segici

gecirgenligin azalmasi ve bir karbepenemaz gereklidir (100).

Son diren¢ mekanizmasi, bakterilerin beta-laktamaz enzimlerini liretmeleri
sayesinde olusturduklari bir direng mekanizmasidir. A, D (OXA) ve B siifi metallo beta-

laktamazlar olmak {lizere {i¢ tip beta-laktamaz enzimi bulunmaktadir. Beta-laktamaz
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enzimleri karbapenemleri hidrolize ederek bu sayede bakterilerin antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanmalarini saglarlar. Bunlar; IMP, VIM ve SPM gruplarina ait B Smifi metallo
beta-laktamazlar, SME, NMC / IMI ve KPC gruplarina ait A Smifi enzimleri ve birkag
Sinif D (OXA) enzimi igerirler (101-102). Bunlar karbapenemleri hidrolize etmelerinden
dolay1 karbapenemazlar olarak da adlandirilirlar. S. maltophilia ve Aeromonas tiirleri
tarafindan iretilen en giiglii Stnif B metallo beta-laktamazlar genellikle kromozomlarda

kodlanir ve aktif bolgelerinde bir ¢inko atomu bulunur (90).

2.2.2.4. Etki Spektrumu

Beta-laktam grubu antibiyotiklerin en genis spektruma sahip olan1 karbapenem
antibiyotikleridir. Bu grupta bulunan antibiyotikler Gram-pozitif, Gram-negatif, aerobik
ve anaerobik bakterilere karsi etkilidir (103).

Meropenem, P. aeruginosa, Enterobacter spp., K. pneumoniae, Acinetobacter spp
gibi Gram-negatif bakteriler iizerinde gii¢lii aktiviteye sahipken, S. maltophilia,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, viridans grup Streptococcus,
MRSA ve E. faecium gibi bakterilere kars1 etkisi zayiftir (104). Bacteroides spp,
Eubacterium spp, Clostridium difficile, Fusobacterium spp, Peptostreptococcus spp.
duyarlidir (105).

2.2.3. Kolistin

2.2.3.1. Yapi-Aktivite Iliskisi

Polimiksin bir siklik polipeptid antibiyotigidir. 1947 yilinda Bacillus polymyxa
susunun bir alt tiirli olan colistinus 'dan izole edilerek tiretilmistir (106-107). Polimiksin
antibiyotikleri bes siiftan olusmakta ve bunlar, polimiksin-A, polimiksin-B, polimiksin-
C, polimiksin-D ve polimiksin-E olarak isimlendirilmektedir. Giiniimiizde tedavide
polimiksin-B ve polimiksin-E (kolistin) kullanilir. Polimiksin-B B. polymyxa’dan izole
edilirken polimiksin-E B. polymyxa subsp.colistinus’tan izole edilmistir (108-110).
Polimiksin-E olarak ta adlandirilan kolistin, 1959 yilinda Gram-negatif bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (111-112). Ancak
kolistinin artan toksik etkileri sebebiyle kullanimi kisitlandirilmistir. Gram-negatiflerin
tedavisinde kolistin yerine daha az toksik etkiye sahip aminoglikozidler ve
antipsodomonal ilaglar kullanilmis boylece Gram-negatif bakterilerin neden oldugu

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanimi 1970 yilindan 2000’li yillarin bagslarina kadar
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onemli dlciide diisiis gdstermistir (113-114). Son yillarda, ¢ok ilaca direngli (CID) Gram-
negatif ¢omaklarin olusturdugu enfeksiyonlarin goriilme sikligindaki artisa ragmen
tedavide bu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilacak antibiyotigin olmamas1 ve CiD’e
direngli yeni bir antibiyotigin tretilmesindeki zorluklar nedeniyle kolistin tekrar
kullanima girmis ve kullanim1 artarak devam etmistir (115). Kolistin, bir tripeptid yan
zincir igeren siklik yapili heptapeptidden olusan bir polipeptid antibiyotigidir (Sekil 2.4)
N-terminal ucunda bulunan yag asidi kuyruklari agillenerek yan zincirlere kovalent
baglhidir. Yag asitleri hidrofobik yapida olmasi sebebiyle toksisite ve Kolistinin
antimikrobiyal aktivitesinden sorumludur (116). Kolistinin, ticari olarak “kolistin stilfat”,
“kolistimetat sodyum” olmak iizere iki farkli formu kullanilmaktadir. Bu iki molekiil yag
asitlerinin yapilarinin farkli olmasi sebebiyle birbirlerinden farkli 6zellikler tasir.
Kolistimetat sodyum kolay hidrolize olabilmesi nedeniyle inaktif bir molekiil aym
zamanda kolistin stilfata gore daha az toksik daha diisiik antimikrobiyal aktiviteye sahiptir

(108-110).
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Sekil 2-4: Kolistinin kimyasal yapisi
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2.2.3.2. Etki Mekanizmasi

Kolistin Gram-negatif bakterilere karsi bakterisidal etki gosterirler (115).
Katyonik yapida olan kolistin molekiilii Gram-negatif bakterilerin hiicre membraninda
bulunan anyonik yapida olan lipopolisakkarit (LPS) tabakasina baglanir. Aralarinda
elektrostatik bir etkilesim meydana gelir. Bu etkilesim anyonik yapidaki LPS tabakasinin
stabil halde kalmasini saglayan divalan degerlikli kalsiyum (Ca*2) ve Mg*? atomlarin yer
degistirmesi yliziinden membran yapisinin bozulmaya baglamasiyla membran
gecirgenligin artmasina neden olur (117, 118). Bu olay neticesinde hiicredeki ozmotik

denge bozularak hiicrenin 6liimiine neden olur (119).

2.2.3.3. Diren¢ Mekanizmasi

Diinya capinda Gram-negatif enfeksiyonlarinin tedavilerinde fazla tercih
edilmemesi sebebiyle diren¢ oram diisiiktiir. Ancak CID’li K. pneumoniae, P.
aeruginosa, Acinetobacter baumannii gibi Gram-negatif bakteri tiirlerinde kolistin
direnci goriilmektedir (120). Kolistine karsi olusan diren¢ mekanizmasi, ¢esitli bakteri
tirleri ile yapilan molekiiler ¢aligmalar sonucunda ortaya koyulmustur. Dis membran
porinlerin yapisinin degismesi, LPS’nin anyon yiikiiniin azalmas1 ve yapisinin degismesi,
effluks pompalarinin ifadesinin artmasi, polisakkarit kapsiiliin fazla tiretilmesi (117, 121-
126) ve bazi bakterilerin kolistin molekiiliinii inaktive eden “kolistinaz enzimi” tiretmesi

kolistine kars1 goriilen bakteriyel direncin baslica sebepleridir (127).

Gram-negatif bakterilerde goriilen kolistin direnci iki bilesenli regiilator sistemi
olan PhoPQ ve PmrAB’nin LPS tabakasinin dis kisminda olusturdugu degisikliklerden
kaynaklanmaktadir (128-129). Pmr lokusu, sensor kinaz ve etanolamin transferazi igeren
iki bilesenli kendiliginden diizenlenen bir sinyal aktarim mekanizmasidir. Etanolamin
transferaz LPS tabakasinin bileseni olan lipid-A ya etanolamin ilavesiyle LPS anyon
yukiin azalmasina ve bu sayede katyon yiikli kolistin LPS’ye baglanma afinitesinin
zayiflamas1 sayesinde konak hiicre kolistin direnci kazanmus olur (130). iki bilesenli
regiilator sistemleri ortamdaki kolistinin varligina gore ifade degisikligi gdsterir. Kolistin
yoklugunda durgun fazda PmrAB, PmrD, PhoPQ ifadesi artarken kolistin miktarinin
artisina bagh olarak PmrD, PhoPQ ifadesi azalmaktadir (131). Diger yandan, plazmid
kokenli “mcr-1” geninde kodlanan ve Gram negatiflerin dig zar Lipit-A yapisini
degistiren bir yap1 olan lipit-A fosfoetanolamin transferaz enzimi de kolistini hidrolize

ederek antibiyotik direncine neden olur (132). Bir¢ok Gram-negatif bakteri tiirlerinde
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polimiksinlere direng kazanilmasi 4-amino-4-deoksi-Larabinoz veya fosfoetanolamin’in
Lipit-A’ya ilave edilmesiyle meydana gelir (133). Bu degisiklik, LPS tabakasindaki
anyonlarin azalmasima ve kolistinin LPS’ye olan afinitesinin zayiflamasina boylece

polimiksinlere kars1 bakteriyel direncin gelismesine neden olur (134).

2.2.3.4. Etki Spektrumu

K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli, Acinetobacter spp, Shigella spp,
Salmonella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp., Haemophilus influenzae., Yersinia
pseudotuberculosis ve Bordetellla pertussis’e karsi bakterisidal etkinlik gosterir. S.
maltophilia'nin neden oldugu enfeksiyonlara karsi aktivite gostermekle beraber
duyarlilig1 degiskenlik gosterebilir. Proteus mirabilis, Brucella spp., Pseudomalleii sp.,
Morganella morganii, Providencia sp., Neisseria sp., Moraxella catarrhalis ve B.
cepacia bakterileri dogal dirence sahiptir. Baz1 Mycobacterium tiirleri; Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium phlei ve Mycobacterium smegmatis gibi bakteri tiirlerine karsi
etkilidir (117).

2.2.4. Seftazidim

2.2.4.1. Yapi-Aktivite Tliskisi
Seftazidim t¢iincii kusak bir sefalosporin antibiyotigidir. Sefalosporinler 1945
yilinda Cephalosporium acremonium adi verilen bir mantardan izole edilmistir. 1960

yilindan itibaren klinik olarak kullanilmaya baslanmistir (135).

Sefalosporinlerin temel kimyasal yapist 7 amino sefalosporinik asittir. Bu yap1
sefem niikleusu olarak da adlandirilmaktadir. Sefem niikleusu, bir dihidro tiyazin ve beta-
laktam halkasindan olusmaktadir (81, 136). Sefem niikleusu, penisilin temel kimyasal
yapisini olusturan 6- aminopenisilik asitten {iistiin olmasi, penisilinlere oranla beta-
laktamazlara kars1 gdstermis oldugu yiiksek stabiliteden dolay1 ¢ok sayida bakteri tiiriine
kars1 etki gosterir. Sefalosporinler 3 ve 7’ inci pozisyonlarda bulunan yan zincirlere
eklenen yeni kimyasal molekiiller sayesinde ¢ok sayida sefalosporin molekiilii
olusturulmustur (135). Bunlardan biri olan seftazidimin, ti¢iincii pozisyonunda bulunan
yan zincir farmakokinetik 6zelliklerden sorumlu iken yedinci pozisyonunda bulunan yan
zincir antimikrobiyal aktiviteden sorumludur. Seftazidimin yedinci pozisyonunda

bulunan yan zincir, bir amino tiyadiazol halkasi ve karbona bagli bir karboksi propil
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oksimino zincirinden olusmaktadir (Sekil 2.5). Bu halka yapis1 Gram-negatif gomaklara
kars1 giiclii aktivite saglar. Diger sefalosporinlerde bulunan meta oksimino zinciri ile
karsilastirildiginda Gram-negatiflere karsi benzer bir etkiyle etkili olurlar. P. aeruginosa
kars1 artan bir aktiviteye sahipken Enterobacteriaceae’ye karsi azalan bir aktiviteye
sahiptir (137-139). Seftazidimin P aeruginosa 'ya kars1 giiglii bir aktiviteye sahip olmasi
tiglincii pozisyonunda bulunan metil pridinyum yan zincirinden kaynaklanmaktadir (140).

Ayrica bu yan zincir suda ¢oziiniirliigl arttiric1 zwitteriyonik 6zellik saglar (81).

Sekil 2-5: Seftazidimin kimyasal yapisi

2.2.4.2. Etki Mekanizmasi

Seftazidim, yapisinda bulunan beta-laktam halkasindan dolay1 diger beta-laktam
antibiyotiklerin etkilerine benzer bir mekanizmayla bakterilere bakterisidal etki
gosterirler. Seftazidim hiicreye Gram-pozitif bakterilerde difilizyonla gecerken Gram-
negatif bakterilerde porlar vasitasiyla hiicre i¢ine girerek PBP’lere baglanir. PBP’ler
hiicre duvarmin olusumunu saglayan pentapeptid yapili peptidoglikan sentezinden
sorumludur. Seftazidim PBP’ye baglanarak pentapeptid yapidaki peptidoglikan yapisinin

olugsmasini 6nleyerek hiicrenin 6liimiine neden olur (141-143).

2.2.4.3. Diren¢ Mekanizmasi

Bakteriler, diger beta-laktam ajanlara oldugu gibi seftazidime kars1 da benzer
birka¢ mekanizmayla diren¢ kazanirlar. Gram-negatif bakterilerde maddelerin hiicreye
giris ¢ikisinda sorumlu olan hiicre membraninda bulundugundan por kanallarinda
meydana gelen degisikler hiicre membranin segici gegici gecirgenligini azalmasindan

dolayi direng kazanirlar (144).
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PBP’ler antimikrobiyal ajanlarin baglanma bolgesidir. Burada meydana gelen
kromozomal mutasyon seftazidim gibi diger beta-laktam ajanlarin PBP’lere baglanma
afinitesini zayiflatarak bakterilerin diren¢ kazanmalarmi saglar. H. influenzae, S.
pneumoniae, N. gonorrhoeae affinite azalmasina bagli olarak direng¢ kazanabilmektedir
(145).

Direngli bakterilerin ¢ogu beta-laktam ajanlarinin antibakteriyel aktivitesini
etkisiz hale getirmek i¢in beta-laktamazlar olarak adlandirilan enzimler tretirler. (146-
147). Beta-laktam halkasina baglanarak bu halkay1 hidrolize eden beta-laktamaz direng
genleri bakteri tiirlerinde kromozom veya plazmidler iizerinde kodlanabilir.
Kromozomlar araciligiyla kodlananlar Tip-1 beta-laktamazlar ayn1 zamanda
sefalosporinazlar olarak da adlandirilirlar. Tip-1 beta-laktamaz iireten bakteri tiirlerine
ornek olarak Serratia spp, Citrobacter spp., Morganella spp. ve Enterobacter spp. érnek
olarak verilebilir. Tip-1 beta-laktamazlar diisiik seviyede iiretilmelerine ragmen beta-
laktam antibiyotikleri tarafindan indiiklenebilir ve spontan mutasyonlar nedeniyle biiyiik
miktarda tiretilebilir. Plazmid araciligiyla kodlanan enzimlere 6rnek olarak TEM, SHV
ve OXA verilebilir. Bu enzimler GSBL’ler iretirler. GSBL’ler seftazidim gibi diger beta-
laktam ajanlarini hidrolize etme kapasitesine sahiptirler. Genel olarak TEM-1, TEM-2 ve
SHV 1 beta-laktamazlar seftazidime kars1 direng genlerini aktarirlar (146-149).

2.2.4.4 Etki Spektrumu

Seftazidim, igiincii kusak sefalosporin antibiyotigidir. Diger beta-laktam
antibiyotikleri gibi genis spektrumlu antimikrobiyal etki gosterirler. Gram-pozitif ve
Gram-negatif bakterilere kars etkilidir. Gram-negatif bakterilerden, Enterobacter spp.,
E. coli, H. influenzae, Klebsiella spp., Proteus spp., P. aeruginosa, Legionella
pneumophila, N. meningitidis, N. gonorrhoeae, M. catarrhalis, Serratia spp, ve
Citrobacter spp. tiirlerine kars1 giiclii aktiviteye sahiptirler. Gram-pozitif bakterilerden
Streptococcus spp, S. pneumoniae ve S. pyogenes tiirlerine kars1 gii¢lii aktiviteye sahiptir.
MRSA, S. faecalis, diger Enterococcus, L. monocytogenes, C. difficile ve Campylobacter

tirlerine kars1 ise zayif antibakteriyel etkiye sahiptir (150-151).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Suslar:

Calismamizda Danimarka Aarhus Universitesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Boliimii’'nde KF hastalarin solunum yolu 6rneklerinden 2017-2019 yillarinda izole edilen
50 adet Achromobacter susu kullanilmistir. Bu suslarin tanilar1 API 20 NE (BioMerieux),
nrdA dizi analizi ve darbeli alan jel elektroforez (pulsed field gel electrophoresis)
yontemleri  kullanilarak  yapilmistir.  Antibiyotik ~ duyarlilik  deneylerinin
standardizasyonunu saglamak i¢in P. aeruginosa Amerikan Type Culture Collection
(ATCC) 27853 standart susu kullanilmustir (152).

3.2. Besiyerleri

3.2.1 Triptik Soya Agar (TSA) Besiyeri (Difco)

Toz halde bulunan TSA’dan 40 gram tartithp 1000 ml distile suda
¢Oziindurilmistiir. Daha sonra 500 ml’lik iki balona 500’er ml aktarilmistir. Otoklavda
121°C 15 dakika steril edilmistir. Otoklavda sterilizasyon islemi gerc¢eklestikten sonra
balonda bulunan sivi TSA’lar 15’er ml olacak sekilde steril petri kaplarina
paylastirllmistir. Petri kaplarinda bulunan TSA’lar katilastiktan sonra sterilite kontrolii

yapilarak deneylerde kullanmak i¢in hazir hale gelmistir.

3.2.2. Mueller Hinton Buyyonu (MHB) (Oxoid)
Toz sekline bulunan MHB’den 21 gr tartilarak, 1000 ml distile suda
¢Ozlindiiriilmiistiir. Sonrasinda 5x200 ml erlen siselerin her birinde 200 ml olacak sekilde

paylastirilmistir. Bu islemden sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

MHB hazirlandiktan sonra bivalan degerlikli katyon olan Ca*? ve Mg*? tuzlari
distile suda ¢oziindiiriildiikten sonra MHB igerisine Onerilen miktarda koyulmustur.
MgCl2.6H.0 ve CaCl2.2H20’nun 10 mg/ml’lik streril stok cozeltileri hazirlanarak
membran filtreden (Sartorius 0,2 um) gecirilerek sterilizasyonu saglanmistir. Hazirlanan
stok ¢ozeltiler +4°C saklanmistir. MHB besiyerine Ca*? tuzlarmi igeren ¢odzeltiden
50mg/1, tuzlarint Mg*? iceren ¢dzeltide 25 mg/l olacak sekilde eklenerek katyon ilaveli
MHB (KIMHB) hazirlanmistir.
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3.3. Antibiyotikler ve Cozeltiler

Deneyde kullanilan antibiyotikler: meropenem; Astra Zeneca Tiirkiye (aktivitesi
986 ng/mg), kolistin siilfat; Sanofi Dif Ilag A.S. (aktivitesi 1008 pg/mg), eravasiklin;
Tetraphase Ilag A.S (aktivitesi 981 pg/mg), seftazidim; Glaxosmithkline ilaglar1 San. Ve
Tic. A.S. (aktivitesi 845 pg/mg) firmalarindan temin edilmistir. Uretici firmalarin
Onerileri dogrultusunda seftazidim harig tiim antibiyotikler steril distile suda ¢oziilmiistiir.
Seftazidimin ¢oziindiiriilmesinde sodyum karbonat ¢ozeltisi kullanilmistir.  Asagidaki

formiil kullanilarak antibiyotiklerin stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Tartilan . S .. . .
Antibiyotik miktar: _ Coziicliniin hac%’n% (m‘l) .XIStel"lefl k?nsantrasyon (ng/ml)
(ma) Antibiyotigin aktivitesi (Lg/mg)

mg

Antibiyotiklerin her birinden uygun miktarlarda hassas terazide (Sartorious,
CP224S) tartilmis, yeterli miktarda uygun c¢oziiciide ¢oziindiiriildiikten sonra, stok
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bunun igin steril balon i¢inde anhidrid sodyum karbonattan
seftazidimin hesaplanan miktarinin tam %10 miktarinda tartilmisg; steril distile suda
¢ozlindiiriilmiis bunun iizerine seftazidim ilave edilip ¢ozilindiiriildiikten sonra gerekli
hacme steril distile su ile tamamlanarak stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Meropenem harig
diger antibiyotiklerin 5120 mg/L’lik stok ¢o6zeltisi daha sonra deneylerde kullanilmak
tizere -80°C’de saklanmistir. Meropenem her deney dncesinde 128 mg/L’lik stok ¢ozeltisi

taze olarak hazirlanmistir.

3.4. Diger Malzemeler

Eravasiklin, kolistin, seftazidim, meropenemin Minimum Inhibitdr
Konsantrasyon (MIK) degerlerinin belirlenmesi icin 96 kuyulu U tabanli steril
mikroplaklar (Lp Italiana Spa.) kullanilmistir. Antibiyotik ¢ozeltileri, besiyerleri, bakteri
stispansiyonlarinin mikroplaklara aktarilmasi amaciyla tek kanalli otomatik pipetorler
(Gilson, Pipeetman), 8 kanalli otomatik pipetdr (Gilson, Pipeetman) ve steril uglar
kullanilmigtir. Stispansiyon ¢ozeltilerini hazirlamak igin steril polipropilen tiipler ve
zamana bagh 6ldiirme (ZBO) (Time Kill Curve) deneylerinde 15 ml’ lik falkon tiipleri

(Grainer) kullanilmustir.
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3.5. Bakteri Inokulumunun Hazirlanmasi

Calismada kullanilmak tizere -80°C’de depolanan 50 adet klinik Achromobacter
suslarindan TSA igeren petrilere tek diismiis koloni elde etmek amaciyla azaltma
yontemiyle ekimi yapilmistir, petriler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda tek diismiis kolonilerden alinan 6rnekler, 4ml KIMHB iceren
steril kapakli tiiplere aktarilmistir. Daha sonra tiip bulaniklig1 densitometre (Biosan DEN-
1) cihazinda 0,5 McFarland bulanikliga uygun olacak sekilde ayarlanmis boylece 1x108
Koloni Olusturan Birim (KOB)/mI’lik bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Elde edilen
bakteri stispansiyonlarinin deneylerinde kullanilabilmesi igin hazirlanisi daha once
3.2.2.°de belirtilen KIMHB besiyerinde, MIK deneyi igin 1/100 oraninda ZBO deneyi
igin 1/ 10 oraninda seyreltme yapilarak, MiK deneyi i¢in 1x10° kob/ml ve ZBO deneyi

icin 1x10” kob/ml bakteri siispansiyonlar1 elde edilmistir.

Hazirlanan her bakteri slispansiyonunun kontrolii i¢in steril fizyolojik tuzlu su
kullanilarak 1x107 ve 1x10* oraninda seyreltme uygulanmis ve bu seyreltmelerden 100
ul’lik 6rnekler alinarak TSA igeren Petri yiizeylerine yayma yontemiyle ekim yapilmistir.
Ekim sonucunda petriler 37°C etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonucunda koloniler sayilip seyreltme faktoriine dikkat ederek siispansiyonun

mililitresindeki canli bakteri say1s1 tespit edilmistir.

3.6. Antibiyotiklerin MiK Degerlerinin Belirlenmesi

3.6.1. Deney Kosullarimin Standardizasyonu

Uluslararas: standartlara uygunlugunu saglamak amaciyla MiK deneylerimiz The
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) “Mikrodiliisyon Metodu” esasina gore
calisilmistir. Calismalarimizda, CLSI dogrultusunda, P. aeruginosa ATCC 27853 kontrol
susu olarak kullanlmistir (152). MIK calismalarinda, steril U tabanli 96 kuyulu
mikroplaklar kullanilarak hazirlamisi 3.2.2. boliimde belirtilen KIMHB besiyeri ile
antibiyotiklerin seri diliisyonlar1 elde edilmistir. Seri diliisyonlar sonucunda
mikroplaklarda elde edilen antibiyotik araliklari; eravasiklin ve meropenem igin 32-
0,03pug/ml, kolistin i¢in 64-0,016 pg/ml, seftazidim ic¢in 64-0,625 pg/ml’dir. P.
aeruginosa kontrol susu icin antibiyotiklerin MIK ¢alisma araliklar1 64-0,625 pg/ml’dir.
1x10° kob/mI’lik bakteri siispansiyonu kuyulara ilave edildikten sonra mikroplagn iist
kism1 buharlasmay1 ve olas1 bir kontaminasyonu 6nlemek amaciyla steril bir kapakla

kapatilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda iiremenin
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olmadig1 en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir. Kontrol bakteri
deneyleri her ¢alismaya dahil edilmistir. Elde edilen sonuglar CLSI’1n ilgili verileri ile

karsilastirilarak her MIK deneyinin uluslararasi standartlara uygunlugu dogrulanmustir.

3.6.2. Caismada Kullamlan Antibiyotiklerin MiK Degerinin Belirlenmesi
Calismamizda KF’li hastalarin solunum yolu 6rneklerinden izole edilen 50 adet
Achromobacter susuna karsi, eravasiklin, meropenem, kolistin ve seftazidimin MIK
degerleri belirlenmistir. Bu amagla U tabanli, 96 kuyulu mikroplagin 2 numarali
kolonundan itibaren 11 numarali kolon dahil olacak sekilde her bir kuyuya hazirlanis
3.2.2°de anlatilan KIMHB’den 50°ser pl ilave edilmistir. Arkasindan 1 ve 2 numarali
kolonlardaki her bir kuyuya 50 ser pl denenecek antibiyotigin baslangi¢
konsantrasyonunun iki kat1 olacak sekildeki hazirlanan ¢ozeltisinden ilave edilmistir.
Sonrasinda 2 numarali kolondan baslamak tizere 11 numarali kolona kadar 8-kanall1 pipet
yardimiyla antibiyotiklerin seri diliisyonu yapilmistir. Daha sonra 12 numarali kolonun
A siras1 Kuyu harig tiim kuyulara 1x10° kob/ml bakteri siispansiyonundan eklenmistir.
12-A kuyusu MHB’nin sterilite kontroliinde diger kuyular ise iireme kontrolii olarak
kullanilmistir. Daha sonra mikroplaklarin {istii steril kapakla kapatilmis buharlagsmay1
engellemek amaciyla naylon bir kilifin igerisine koyularak 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonucunda gozle goriiliir iiremenin olmadigi en diisiik

antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmistir.

3.7. Antibiyotiklerin ZBO Yontemiyle Etkilerinin Arastirilmasi

Tez ¢alismamizdaki ZBO deneyleri National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS)’ 1 “Antimikrobiyal Ajanlarin Bakterisidal Aktivitesini Belirleme
Yontemleri” esas alinarak ¢alisilmistir (153) KF hastalarindan izole edilen iki adet A.
xylosoxidans, iki adet A. insuavis ve iki adet A. ruhlandii susu olmak iizere toplam alti
adet Achromobacter tiirii bakteriye kars1 eravasiklin, meropenem, kolistin ve seftazidimin
tek baslarina olusturduklar1 bakterisidal etkiler arastirllmigtir. Ayrica c¢aligmamizda,
IXMIK ve 4xMIK’lik eravasiklin-meropenem, eravasiklin-kolistin ve eravasiklin-
seftazidim kombinasyonlarinin olusturdugu antibakteriyel (bakterisidal ve sinerjistik)
etkiler arastirilmistir. ZBO deneylerinde ¢alisilan MIK degerleri kolistin ve seftazidim

i¢in 2-4 pg/ml, meropenem i¢in 0,125-0,5 pg/ml ve eravasiklin i¢in 0,5-2 pg/ml’dir.

Bu amagla caligmada kullanilan her bir antibiyotigin hazirlanis1 3.3. béliimde

anlatilan stok ¢ozeltilerinden KIMHB ile seyreltme yapilarak 40xMIK lik ¢ozeltileri elde
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edilmistir. Ardindan 40xMIK’lik antibiyotik ¢ozeltilerinden ' oraninda KIMHB ile
seyreltme yapilarak her antibiyotigin 10xMIK lik ¢dzeltiler hazirlanmistir. Daha sonra 15
ml’lik falkonlara tekli antibiyotik uygulamalar1 i¢in 8 ml KIMHB ilave edilmis,
kombinasyonlar i¢in ise 7 ml KIMHB ilave edilmistir. Kontrol deneyi i¢in 15 ml’lik
falkona 9 ml KIMHB koyulmus antibiyotik ilave edilmemistir. Ardindan, deney
tiiplerine her antibiyotik i¢in 10xMIK’lik veya 40xMIK’lik cozeltilerinden ilave
edilmistir. Son olarak deney tiiplerinin her birine, 1 ml 1x10’ kob/mI’lik bakteri
siispansiyonundan ilave edilmistir. Falkonlar bakteri ilavesinden sonra 37°C’de 70 devir
/ dakika hizindaki ¢alkalayici su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Her bir tiipten 0.,
2., 4., 6., 24. saatlerde Ornek alinarak canli bakteri sayisi tespit edilmistir. Alinan
orneklerdeki canli bakteri sayisinin tespiti i¢in ya dogrudan ya da steril fizyolojik tuzlu
su ile gerekli seyreltme islemi yapilarak TSA igeren petrilere ekilmistir. Daha sonra
petriler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda olusan
koloniler seyreltme faktorii géz Oniine alinarak siispansiyonun mililitresinde bulunan
canli bakteri sayis1 hesaplanmistir. Bu deneyler her bir bakteri ve antibiyotik kosulu i¢in
iki kez tekrarlanmis ve ortalamasi alinmistir. Her caligsma bakteri canliliginin ve deney

kosullarini kontrol edilmesi amactyla antibiyotiksiz besiyerinde de yapilmistir.

Elde edilen sonuclar zaman ‘x’ ekseninde, logaritmik olarak ifade edilen bakteri

say1s1 ‘y’ ekseninde olacak sekilde gosterilerek ZBO egrileri ¢izilmistir.
Sonuglar NCCLS verileri esas alinarak asagidaki gibi degerlendirilmistir (153):

1) Sinerjist Etki: 24. saatte, antibiyotik kombinasyonu ile elde edilen bakteri
sayisinin, kombinasyonda kullanilan antibiyotiklerden daha aktif olanin tek basina
olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisina gore 100 kat ya da daha fazla (>

2log10) azalmis olmasi sinerjist etki olarak kabul edilmistir.

2) Additif Etki: 24. saatte, antibiyotik kombinasyonu ile elde edilen bakteri
sayisinin, kombinasyonda kullanilan antibiyotiklerden daha aktif olanin tek basina
olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisina gore 10 kattan (<1logio) daha az ya

da ¢ok olmasi additif etki olarak kabul edilmistir.

3) Antagonist Etki: 24. saatte, antibiyotik kombinasyonu ile elde edilen bakteri
sayisinin, kombinasyonda kullanilan antibiyotiklerden daha aktif olanin tek basina
olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisina gore 100 kat ya da daha fazla (>

2log10) artmis olmas1 antagonist etki olarak kabul edilmistir.
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4) Bakterisidal Etki: Tek basmma ya da kombinasyon halinde kullanilan
antibiyotiklerin 24. saatte olusturdugu etki sonucu elde edilen bakteri sayisinin, baslangig
inokulumuna gore en az 1000 kat azalmis (> 310010) olmas1 bakterisidal etki olarak kabul

edilmistir.

3.8. Istatistiksel incelemeler
Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in iki yonlii varyans analiz
testi olan two-way ANOVA testi kullanilmis ve elde edilen veriler p<0,05 olasilik degeri

esas alinarak istatiksel olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Achromobacter Suslarina Ait Bulgular

Tez ¢alismamizda, 2017-2019 yillar1 arasinda Danimarka Aarhus Universitesi
Hastanesinden izole edilerek tanimlanan 50 adet Achromobacter susuna karsi
antimikrobiyal duyarlilik deneyleri yapilmistir. Calismada kullanilan Achromobacter
suslarin tiirleri ve sayilar1 dagilimlari: A. xylosoxidans 21 adet, A. insuavis 10 adet, A.
ruhlandii 9 adet, A. aegrifaciens 2 adet, A. genogrup 3 adet, A. mucicolens 1 adet, A.
spirithus 1 adet, A. dolens 1 adet, A. piechaudii 1 adet ve A. denitrificans 1 adettir.

4.1.1. Deney Kosullarimin Standardizyonuna Ait Bulgular

Deney kosullarinin standardizasyonu igin P. aeruginosa ATCC 27853 standart
susuna karst deneylerimizde kullandigimiz eravasiklin, meropenem, kolistin ve
seftazidimin MiK degerleri broth mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmis ve belirlenen bu
degerlerin CLSI tarafindan belirtilen sinirlar igerisinde oldugu kontrol edilmistir (152).
CLSI’1n kontrol sus i¢in belirledigi MIK degerleri Tablo 4.1°de gdsterilmistir.

Tablo 4-1: Antibiyotiklerin P. aeruginosa ATCC 27853 Susuna Kars1 Saptanan MiK arahg
(ng/ml)

Antibiyotik MiK pg/ml
Eravasiklin 2-8
Meropenem 0,25-1
Kolistin 1-4
Seftazidim 1-4

CLSI’1n kontrol sus degerleri: Eravasiklin 2-16 (ug/ml), Meropenem 0,125-1 (pg/ml), Kolistin 0,5-4 (ng/ml), Seftazidim 1-4 (ug/ml)
(152)

4.1.2. MiK Deneylerinde Kullanilan 50 adet Achromobacter Suslarina Ait Bulgular

Calismamizda KF hastalarindan izole edilmis 50 adet klinik kokenli
Achromobacter susuna karsi eravasiklin, meropenem, Kolistin, seftazidimin
mikrodiliisyon yontemiyle belirlenen MIK degerlerinin sinirlari, sirasiyla 0,03->8 pg /ml,
0,125->8 pg /ml, 0,016->64 pg /ml ve 1->32 pg /ml olarak belirlenmistir. 2021 CLSI
klavuzunda, kolistin i¢in duyarli kriteri ¢ikarilarak sadece orta duyarli ve direngli sinir

degerleri belirtilmistir (152). Yaptigimiz duyarlilik c¢aligmalarina ait veriler
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degerlendirildiginde g¢alismamizda kullanilan toplam 50 adet Achromobacter tiirii
bakterinin kolistin, seftazidim ve meropeneme duyarli olanlarinin sayisi ve orani sirastyla
29 (%58) sus, 49 (%98) sus ve 49 (%98) sus olarak saptanmustir. Calismada kullanilan
21 adet A. xylosoxidans susunun kolistin, seftazidim ve meropeneme duyarli olan sus
sayis1 sirastyla 9/21, 20/21 ve 20/21 olarak saptanmistir. Deneylerde kullanilan 10 A,
insuavis susunun kolistin, seftazidim ve meropenem antibiyotiklerine duyarli sus sayisi
sirasiyla 6/10, 10/10, 10/10, olarak saptanmustir. 9 A. ruhlandii susunun kolistin,
seftazidim ve meropenem antibiyotiklerine duyarli sus sayisi sirasiyla 6/9, 9/9 ve 9/9
olarak saptanmistir. 3 A. genogrup susunun Kolistin, seftazidim ve meropenem
antibiyotiklerine duyarli sus sayisi sirasiyla 3/3, 3/3 ve 3/3 olarak saptanmistir. 2
Achromobacter aegrifaciens susunun  kolistin, seftazidim ve meropenem
antibiyotiklerine duyarli sus sayis1 sirasiyla 1 /2, 2/2 ve 2/2 olarak saptanmistir. A.
mucicolens susunun kolistin, seftazidim ve meropenem antibiyotiklerine duyarli sus
sayisi sirastyla 1/1, 1/1 ve 1/1 olarak saptanmistir. A. spirithus susunun Kkolistin,
seftazidim ve meropenem antibiyotiklerine duyarli sus sayist sirasiyla 1/1, 1/1 ve 1/1
olarak saptanmustir. A. dolens susunun Kolistin, seftazidim ve meropenem
antibiyotiklerine duyarli sus sayisi sirastyla 0/1, 1/1 ve 1/1 olarak saptanmustir. A.
piechaudii susunun kolistin, seftazidim ve meropenem antibiyotiklerine duyarli sus sayisi
sirasiyla 1/1, 1/1 ve 1/1 olarak saptanirken, A. denitrificans susunun Kkolistin, seftazidim
ve meropenem antibiyotiklerine duyarli sus sayist swrasiyla 1/1, 1/1 ve 1/1 olarak

saptanmuistir.

Calismalarimiz sonucu elde edilen veriler, hentiz Achromobacter tiirleri i¢in CLSI
tarafindan duyarlilik sinirlar1 belirlenmedigi i¢in diger bir non-fermentatif bakteri olan P.
aeruginosa duyarlilik smir degerleri ile karsilastirilmis ve 50 adet Achromobacter
susunun ¢aligilan antibiyotiklere duyarlilik ve direng oranlar1 saptanarak sonuglar Tablo
4.2.’de gosterilmistir. Calisilan antibiyotikler igin belirlenen MIK sinirlari, suslarin %50
ve %90’ 1m1n iiremesini inhibe eden MiKso ve MiKgo degerlerine ait bulgular Tablo 4.3’
de gosterilmistir. Antibiyotiklerin ¢alisilan 50 adet Achromobacter susuna karsi saptanan

MIK degerlerinin dagilimi Sekil 4.1 de gosterilmistir.
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Tablo 4-2: 50 adet Achromobacter Susunun Antibiyotik Duyarhilik Oranlari (%)

Antibiyotikler Duyarli (n) Orta duyarl (n) Direngli (n)
Eravasiklin * * *
Meropenem %98 (49) - %2 (1)
Kolistin - %58 (29) %42 (21)
Seftazidim %94 (47) %4 (2) %2 (1)

*: Eravasiklin i¢in antibiyotik duyarlilik smirlari heniiz belirlenmemistir. n: sus sayisi.

Tablo 4-3: Antibiyotiklerin 50 adet Achromobacter Susuna Karsi Saptanan MiK Degerleri

Antibiyotik MIK (pg/ml)
Sinirlar %350 %90
Eravasiklin 0,03-8 2 4
Meropenem 0,125-8 0,25 1
Kolistin 0,016-64 2 8
Seftazidim 1-32 2 8
®m Eravasiklin ™ Meropenem = Kolistin = Seftazidim

16 32 64

20
11 2
15
11 10 13
4 >
0.125 0.25 0.5 1 2 4 s

0.016 0.03

Sekil 4-1: 50 Achromobacter susuna karsi saptanan MiK degerlerinin dagihm
CLSI’in P. aeruginosa i¢in sinir degerleri esas alindiginda, duyarlilik ve direng araligi asagida belirtilmistir (152).

Meropenem ve seftazidim i¢in duyarlilik ve direng araligi sirastyla <2 pg/ml >8 pg/ml ve <8 pg/ml <32 pg/ml, Kolistin igin orta
duyarlilik ve direng aralig sirastyla <2 pg/ml >4 pug/ml olarak belirlenmistir.



27

4.3. Antibiyotiklerin ZBO Egrilerine ait Bulgular
ZBO deneyleri i¢in segilen 2 adet A. insuavis, 2 adet A. xylosoxidans ve 2 adet A.
ruhlandii susu insanda enfeksiyon etkeni olarak en sik tespit edilen tiirlerdir. Bu suslara

ait elde edilen MiK bulgular1 Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4-4: ZBO deneylerinde kullamlan 6 Achromobacter susuna ait MiK degerleri (ug/ml)

Suslar Eravasiklin Meropenem Kolistin Seftazidim
A. insuavis-1 1 0,5 2 2
A. insuavis-2 1 0,25 2 2
A. xylosoxidans-1 1 0,125 2 2
A. xylosoxidans-2 1 0,5 2 2
A. ruhlandii-1 0,5 0,5 4 2
A. ruhlandii-2 2 0,25 2 4

4.3.1. Antibiyotiklerin Tek Baslarina Olusturdugu Bakterisidal Etkilere Ait
Bulgular

Deneyde kullanilan eravasiklin, meropenem, Kkolistin ve seftazidim
antibiyotiklerinin tek baslarma olusturmus olduklar1 bakterisidal etkiler ZBO yéntemi ile
arastirtlmis ve bunlara ait bulgular Tablo 4.5 ‘de gosterilmistir. Deneyde kullanilan 6
Achromobacter susuna karsi kullanilan tekli antibiyotiklerin logaritmik ortalama

bulgular1 Tablo 4.6’da gosterilmistir.



Tablo 4-5: ZBO deneyleri ile antibiyotiklerin tek baslarina olusturdugu etkiler
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Antibiyotikler

Belirlenen inkiibasyon zamanlarinda logaritmik azalma (logio) gdsteren sus sayisi

Eravasiklin
1xMIK
4xMIK
Meropenem
1xMIK
4xMIK
Kolistin
1xMIK
4xMIK
Seftazidim
1xMIK

4xMIK

2.5aat 4,saat 6.saat 24.saat
-1 -2 -3 -1 -2 -3 -1 -2 -3 -1 -2 -3
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 0
4 0 0 5 1 0 4 2 0 0 0 0
6 0 0 4 2 0 0 4 2% 1 0 1*
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0

* Baglangi¢ inokulumuna gore canli bakteri sayisinda >3 logio kob/ml azalma bakterisidal aktivite olarak tanimlanmistir (NCCLS)

(153)
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Tablo 4-6: ZBO deneyinde kullamilan 6 Achromobacter susuna karsi kullamlan tekli
antibiyotiklerin ortalama logaritmik bulgular:

Antibiyotikler ZBO deneyinde 6 Achromobacter susunun ortalamasina ait belirli inkiibasyon
Kombinasyonlar zamanlarina ait logaritmik bulgular

0.saat 2.saat 4.saat 6.saat 24.saat
Eravasiklin
1xMIK 6,35 6,28 6,23 6,20 7,09
4xMIK 6,31 6,23 6,16 6,02 5,90
Meropenem
1xMIK 6,34 6,25 6,16 6,10 5,67
4xMIK 6,27 6,14 6,09 5,85 4,70
Kolistin
1xMIK 6,36 5,41 4,90 4,60 7,83
4xMIK 6,30 5,15 4,58 3,95 5,61
Seftazidim
1xMIK 6,39 6,28 6,17 6,15 6,93
4xMIK 6,37 6,33 6,15 6,07 5,90

ZBO deneylerinden elde edilen veriler, 24 saat boyunca 1xMIK’lik antibiyotik
cozeltileri ile bakterisidal etki olusmadigimi gostermistir. Benzer sekilde 4xMIK’lik
eravasiklin, meropenem ve seftazidim antibiyotik ¢ozeltileri ile 24 saat boyunca
bakterisidal etki saptanmamustir. Diger yandan 4xMIK’lik kolistin ile 6. saatte 2
Achromobacter susuna (A. xylosoxidans-1, A. ruhlandii-1) karsi bakterisidal etki
saptanirken, 24’tincii saatte 1 Achromobacter susuna (A. xylosoxidans-2) karsi

bakterisidal etki saptanmistir.

4.3.2. Antibiyotik Kombinasyonlarmin Olusturdugu ZBO Egrilerine Ait Bulgular
Antibiyotiklerin kombinasyon halinde olusturduklar1 antimikrobiyal etkinliklerin
incelenmesi amaci ile yaptigimiz ¢alismalarimizda, yeni bir antibiyotik olan eravasiklin,
Achromobacter tedavi protokollerinde yer alan meropenem, kolistin ve seftazidim
antibiyotikleri ile kombine edilmistir. Kombinasyonun olusturdugu etkiler ZBO yéntemi
ile arastirilmis ve ZBO egrileri ¢izilmistir. MIK degerleri eravasiklin i¢in 0,5-2 pg/ml,
meropenem i¢in 0,125-0,5 pg/ml, kolistin ve seftazidim i¢in 2-4 ng/ml arasinda saptanan
6 adet Achromobacter susuna kars1 denenen antibiyotik kombinasyonlarmmn 1xMIK ve
4xMIK’de olusturmus olduklar1 sinerjist, additif ve bakterisidal etkilerine ait bulgular

Tablo 4.7°de ve suslarin logaritmik ortalama bulgular1 Tablo 4.8’de gosterilmistir. A.
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insuavis-1 ve A. insuavis-2 suslarina kars1 denenen antibiyotiklerin 1xMIK (A) ve 4xMIK
(B) degerlerinde olusturdugu ZBO egrileri sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de; A.
xylosoxidans-1 ve A. xylosoxidans-2 suslarina karsi denenen antibiyotiklerin 1xMIiK (A)
ve 4xMIK (B) degerlerinde olusturdugu ZBO egrileri sirasiyla Sekil 4.4. ve Sekil 4.5°de,
A. ruhlandii-1 ve A. ruhlandii-2 suslarina kars1 denenen antibiyotiklerin 1xMIK (A) ve
4xMIK (B) degerlerinde olusturdugu ZBO egrileri sirasiyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Kullandigimiz 6 adet Achromobacter susuna kars1 denenen antibiyotiklerin
1xMIK (A) ve 4xMIK (B) degerlerinde olusturdugu ortalama degerlere ait ZBO egrileri
Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4-7: Antibiyotiklerin kombinasyon halinde olusturdugu sinerji / additif etkilere ait
bulgular

Antibiyotikler Belirlenen Inkiibasyon Zamanlarinda Logaritmik Azalma Gésteren Sus Sayist

Kombinasyonlar

2.saat 4 saat 6.saat 24 .saat

1 2 3 1 2 3 -1 2 3 -1 -2 -3

ERV-MEM

1XMIK (**) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
4xMIK (**) 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 3 0
ERV-CS

1XMIK (**) 5 0 0 5 1 0 4 2 0 0 0 0

4xMIK (*,**,b) 6 0 0 2 4 0 1 3 2 0 1* 5°b”

ERV-CAZ
IXMIK (**) o o o0 ©o0 o0 ©O0O O 0 0 0 0 0
4XMIK (**) o o o0 ©o0 o0 ©O0O O 0 0 3 0 0

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim

Sinerjist etki (*), Additif etki (**). Bakterisidal etki (b)



31

Tablo 4-8: ZBO deneyinde kullanilan 6 Achromobacter susuna kars: kullanilan eravasiklin
kombinasyonlariin ortalama logaritmik bulgular:

Antibiyotik ZBO deneyinde 6 Achromobacter susunun ortalamasina ait belirli inkiibasyon zamanlarina ait
kombinasyonlart logaritmik bulgular

0.saat 2.saat 4.saat 6.saat 24 saat
Erv-Mem
1xMIK 6,3 6,25 6,19 6,1 5,81
4xMIK 6,33 6,3 6,09 5,79 5
Erv-CS
1xMIK 6,40 5,37 4,95 4,60 7,05
4xMIK 6,38 5,31 4,45 3,92 2,95
Erv-Caz
1xMIK 6,37 6,33 6,27 6,27 6,68
4xMIK 6,40 6,34 6,14 6,13 5,62

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim

. Yaptigimiz deneyler sonucunda elde edilen veriler degerlendirilerek A. insuavis-
1 susuna kars1 1xMIK’lik eravasiklin-meropenem, eravasiklin-kolistin ve eravasiklin-
seftazidim kombinasyonlar1 ile additif etki saptanirken; 4xMIK’lik eravasiklin-
meropenem ve eravasiklin-seftazidim kombinasyonlarinda additif etki, 4xMIK’lik

eravasiklin-kolistin kombinasyonlari ile sinerjist etki tespit edilmistir.

A. insuavis-2 susuna kars1 1xMIiK’lik eravasiklin-meropenem, eravasiklin-
kolistin ve eravasiklin-seftazidim kombinasyonlar1 ile additif etki saptanmustir. A.
insuavis-2 susuna karsi 4xMIK’lik eravasiklin-meropenem ve eravasiklin-seftazidim
kombinasyonlariyla additif etki, 4xMIK’lik eravasiklin-kolistin kombinasyonlar: ile

sinerjist etki tespit edilmistir.

A. xylosoxidans-1 susuna kars1 1xMIK’lik eravasiklin-meropenem, eravasiklin-
kolistin ve eravasiklin-seftazidim kombinasyonlari ile additif etki saptanmistir. A.
xylosoxidans-1 susuna kars1 4xMIKlik eravasiklin-meropenem ve eravasiklin-seftazidim
kombinasyonlar: ile additif etki, 4xMIK’lik eravasiklin-kolistin kombinasyonlar: ile

sinerjist etki tespit edilmistir.

A. xylosoxidans-2 susuna kars1 1xMIK’lik eravasiklin-meropenem, eravasiklin-

kolistin ve eravasiklin-seftazidim kombinasyonlar1 ile additif etki saptanmigtir. A.
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xylosoxidans-2 susuna kars1 4xMIK’lik eravasiklin-meropenem, eravasiklin-kolistin ve

eravasiklin-seftazidim kombinasyonlari ile additif etki tespit edilmistir.

A. ruhlandii-1 susuna karst 1xMIK’lik eravasiklin-meropenem, eravasiklin-
kolistin ve eravasiklin-seftazidim kombinasyonlar: ile additif etki saptanmistir. A.
ruhlandii-1 susuna kars1 4xMIK’lik eravasiklin-meropenem ve eravasiklin-seftazidim
kombinasyonlar1 ile additif etki, 4xMIK’lik eravasiklin-kolistin kombinasyonlar1 ile

sinerjist etki tespit edilmistir.

A. ruhlandii-2 susuna karst 1xMIK’lik eravasiklin-meropenem, eravasiklin-
kolistin ve eravasiklin-seftazidim kombinasyonlari ile additif etki saptanmigtir. A.
ruhlandii-2 susuna kars1 4xMIK’lik eravasiklin-meropenem ve eravasiklin-seftazidim
kombinasyonlar1 ile additif etki, 4xMIK’lik eravasiklin-kolistin kombinasyonlar1 ile

sinerjist etki tespit edilmistir.

Deney sonuglar1 degerlendirildiginde 24.saatin sonunda eravasiklinin 1xMIK’lik
antibiyotik kombiyonasyonlart ile kullandigimiz 6 susun tiimiine kars1 additif etki tespit
edilmistir (Sekil 4.9).

4xMIK’lik eravasiklin-meropenem ve eravasiklin-seftazidim antibiyotik

kombinasyonlari ile kullandigimiz 6 susa kars1 additif etki tespit edilmistir (Sekil 4.9).

4xMIK’lik eravasiklin-kolistin kombinasyonlarinda ise kullandigimiz 6 susun
5’inde sinerjist etki gozlemlenirken sadece 1’inde (A. xylosoxidans-2) additif etki
gozlemlenmistir (Sekil 4.9). Bu kombinasyonlarin diger saatlerinde sinerjistik etkilesim

goriilmemistir.

Denenen antibiyotik kombinasyonlarinin ile olusan antibakteriyel etkilerin 6

Achromobacter susu i¢in ortalama degerlerine ait bulgular Sekil 4.10’da gosterilmistir.
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A

A. insuavis-1

—— Kontrol

—— ERVx1

—— MEM x 1

—— CSxl1

= CAZx1
-+ ERV-MEM x 1
-+- ERV-CSx1
-+ ERV-CAZx1

log; o kob/ml

24
Zaman (Saat)
B
A. insuavis-1
114
10 = Kontrol
9 —— ERV x4
= 8 —— MEMx4
£
g —— (CSx4
< CAZ x4
>
o

-+ ERV-MEM x4
-+ ERV-CSx4
-+- ERV-CAZx4

Zaman (Saat)

Sekil 4-2: Antibiyotiklerin 1xMIiK (A) ve 4xMIiK (B)’de tek baslarina ve kombinasyon
halinde A. insuavis-1 susuna karsi elde edilen ZBO egrilerine ait bulgular

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim
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Sekil 4-3: Antibiyotiklerin 1xMIK (A) ve 4xMiK (B)’de tek baslarina ve kombinasyon
halinde A. insuavis-2 susuna karsi elde edilen ZBO egrilerine ait bulgular

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim
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Sekil 4-4: Antibiyotiklerin 1xMiK (A) ve 4xMiK (B)’de tek baslarina ve kombinasyon
halinde A. xylosoxidans-1 susuna karsi elde edilen ZBO egrilerine ait bulgular

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim
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Sekil 4-5: Antibiyotiklerin 1xMIK (A) ve 4xMIK (B)’de tek baslarma ve kombinasyon
halinde A. xylosoxidans-2 susuna karsi elde edilen ZBO egrilerine ait bulgular

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim
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Sekil 4-6: Antibiyotiklerin 1xMIK (A) ve 4xMIK (B)’de tek baslarina ve kombinasyon
halinde A. ruhlandii-1 susuna karsi elde edilen ZBO egrilerine ait bulgular

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim
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Sekil 4-7: Antibiyotiklerin 1xMiK (A) ve 4xMiK (B)’de tek baslarina ve kombinasyon
halinde A. ruhlandii-2 susuna karsi elde edilen ZBO egrilerine ait bulgular

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim
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Kontrol
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Sekil 4-8: 6 Achromobacter susuna karsi antibiyotiklerin 1xMIK (A) ve 4xMIK (B)
cozeltileri ile elde edilen antibakteriyel etkilerin ortalamasina ait ZBO egrileri

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim
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Sekil 4-9: 6 Achromobacter susuna karsi denenen antibiyotik kombinasyonlarinin
olusturdugu sinerjist/additif etkilere ait bulgular
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Antibiyotik Kombinasyon

Sekil 4-10: Denenen antibiyotik kombinasyonlar ile olusan antibakteriyel etkilerin 6
Achromobacter susu i¢in ortalama logaritmik degerlerine ait bulgular

ERV: Eravasiklin, MEM: Meropenem, CS: Kolistin, CAZ: Seftazidim
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4.4. Istatistiksel Analizlere Ait Bulgular

Antibiyotiklerin 1xMIK ve 4xMIK kombinasyonlarinin ortalama + standart
sapma degerleri ¢ift yonlii varyans analiz testi olan two-way ANOVA multiple
comparisions analizi kullanilarak hesaplanmis ve elde edilen veriler p<0,05 olasilik
degeri esas alinarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, kontrole
gore calisilan tiim kombinasyonlarin canli bakteri sayisinda istatistiksel olarak anlamli
bir diislis olusturdugunu ortaya koyulmustur (p<0,0001). Diger yandan, yiiksek
antibiyotik konsantrasyonlari ile elde edilen canli bakteri sayisindaki azalmanin diigitk

konsantrasyonlara gore istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,0001) goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

KF, “’kistik fibrozis transmembran iletkenlik diizenleyici’” (CFTR) genindeki
mutasyonlar1 yansitan patobiyolojik Ozelliklere sahip heterojen resesif bir genetik
bozukluktur (154). Bu otozomal resesif bozukluktan sorumlu gen, 1989 yilinda Kerem
ve ark. (155), Riordan ve ark. (156) ve Rommens ark. (157) liderligindeki ekiplerin ortak
bir ¢abasiyla kesfedilmis ve daha sonra CFTR olarak adlandirilan protein {iriiniiniin
tanimlanmasiyla tamamen aydinlatilmistir (155-157). cAMP baglantili olarak, epitel
dokularda kloriir ve bikarbonat tasinma kanalin1 kodlayan CFTR geni, bu dokuda su ve
iyon homeostazini diizenler (158). Boylece Solunum yolu, bagirsak, pankreas, bobrek, ter
bezi ve erkek iireme sistemi dokularindaki epitel hiicrelerinin apikal zarlar1 boyunca
kloriir iyonunun taginmasinda gorev alir. Bu proteinin, solunum yolu yiizey sivisinin
pH'in1 diizenleyen bikarbonat iyonu salgilanmasi ve salgilarin ve miisinlerin
hidrasyonunda 6nemli bir rolii olan epitelyal sodyum kanalinin inhibisyonu gibi ek
fonksiyonlara da sahip oldugu bilinmektedir (159). Klasik KF, CFTR genindeki iki
fonksiyon kaybi mutasyonunu yansitir ve solunum yollarinin ve siniislerin kronik
bakteriyel enfeksiyonu, pankreas ekzokrin yetmezligine bagl yag sindirim bozuklugu,
obstriiktif azospermiye bagl erkeklerde kisirlik ve viicutta yiiksek kloriir konsantrasyonlu
ter ile karakterizedir (154). Klasik olmayan KF’li hastalarda, CFTR proteininin kismi
islevini veren mutant bir genin en az bir kopyas1 vardir ve bu tiir hastalarda genellikle

acik bir sindirim bozuklugu belirtisi yoktur (154, 160).

Bu gendeki mutasyonlar, mukozal hidrasyon ve mukosiliyer islev arasinda
degisen bir dizi fizyolojik siireci etkiler. Akciger epitelinde bu tip kusurlu yollarmn birlikte
olusumu, ilerleyici ve geri doniisii olmayan (kronik) akciger bakteriyel enfeksiyonu ile
sonuglanan bir nis hasar1 olusturur (161-162). Eriskin KF hastalarinin %80 kadar1
konvansiyonel olarak P. aeruginosa ile kronik olarak enfekte olur. Ayrica P. aeruginosa
KF hastasi eriskinlerin yaklasik %40'inda baskin bakteridir (163). KF hastalarinda S.
aureus prevalansi yaklasik %50 olmakla birlikte, 6zellikle ABD'de metisiline direngli S.
aureus’un varligr hizla artmaktadir (6). Diger bir konvansiyonel KF patojeni olan B.
cenocepacia, hastalarin sadece %3-4'iinde bulunan ancak akciger fonksiyonunda ciddi bir
azalma ile iligkili bir mikroorganizmadir (6). Ayrica patojenler arasinda bulunan

Streptococcus tiirleri hasta numunelerinin %25'inden fazlasinda tanimlanirken, S.
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maltophilia, A. xylosoxidans ve M. abscessus gibi tiiberkiiloz olmayan mikobakteriler
hastalarin %5-10’unda tespit edilmektedir (6, 164-165).

Ozellikle KF hastalarinda solunum yolu enfeksiyonuna neden olan énemli firsatci
patojenler olan Achromobacter tiirlerinin kiiresel enfeksiyon yaygimlik orani %2 ila %20
arasinda degismektedir (166-168). Bu bakterilerin kesin tanisi igin ileri teknoloji
gereksinimi nedeniyle Achromobacter tiirleri genellikle A. xylosoxidans olarak

adlandirilirsa da diger tiirlerde ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir (4, 6, 7).

Diinyada Achromobacter tiirlerine karsi yapilan antimikrobiyal duyarlilik
deneyleri kisitlidir ve bu cinsin sahip oldugu diren¢ mekanizmalar1 nedeniyle tam etkili
bir tedavi yontemi konusundaki yeni arastirmalara ihtiyag vardir. Bu nedenle yaptigimiz
yiiksek lisans tez ¢alismamizda Klinikte yaygin olarak saptanan Achromobacter tiirlerinin
duyarlilik  durumlari incelenmis ve diinya ¢apinda yapilan arastirmalar ile
karsilagtirtlmistir. 2013-2018 yillar1 arasinda Caverly ve ark. (169) tarafindan yapilan bir
arastirmada, Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’da KF’li hastalarinin solunum
orneklerinden izole edilen bakteriler nrdA dizi analizi yontemi ile incelenerek 100 adet
Achromobacter susu saptanmistir. Tanimlanan 100 susun 50 tanesi A. xylosoxidans, 25
tanesi A. ruhlandii ve kalan 25 tanesi de A. dolens olarak tanimlanmistir. Antimikrobiyal
duyarlilik deneyleri sonucunda bu suslara kars1 seftazidim ve meropenemin duyarlilik
oranlar sirasityla %71 ve %72 olarak bildirilmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada ise
MiKsogo degerleri 8/32 ug/ml, seftazidime duyarlilik orani %71 olarak belirlenmistir
(169).

Bu konuda Brezilya’da 2003-2008 yillar1 arasinda Pereira ve ark. (18) tarafindan
yapilan bir arastirmada, iki KF merkezinde salgin, kronik ya da sporadik vakalar olmak
tizere toplam 39 hastanin solunum sivilarindan o6rnek alinarak ¢oklu dizi analizi
yontemiyle incelenmis ve 122 Achromobacter susu tanimlanmistir. Bu suslarin 94’1
(%77) A. xylosoxidans olarak tanimlanirken 28’i (%23) A. ruhlandii olarak
tanimlanmistir. Antimikrobiyal duyarlilik deneyinde kullanilan 94 A. xylosoxidans
susunun imipenem ve seftazidime duyarlilik / direng oranlar sirasiyla %90,4 / %9,6 ve
%88,2 / %11,8 oraninda saptanmistir. Salgin hastalarindan izole edilen 28 adet A.
xylosoxidans susuna karsi imipenem ve seftazidim duyarlilik orani sirasiyla %100 ve
%100 olarak saptanmistir. Kronik KF vakalardan alinan 66 adet A. xylosoxidans susuna

kars1 imipeneme ve seftazidime duyarlilik / direng oranlari, sirasiyla %86,4 / %13,6 ve
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%83,3 / %16,7 olarak saptanmustir. Antimikrobiyal duyarlilik deneyinde kullanilan 28
adet A. ruhlandii susuna karsi imipenem ve Seftazidim duyarlilik oranlar sirastyla %100
ve %100 olarak saptanirken kronik KF hastalarindan alinan 22 adet A. ruhlandii susuna
kars1 ise imipeneme duyarlilik oran1 %100, seftazidime duyarlilik oran1 ve %100 olarak
saptanmustir. Sporadik KF vakalarindan izole edilen 6 adet A. ruhlandii susuna kars1 ise
imipenem ve seftazidime duyarlilik oranlar1 sirasiyla %100 ve %100 olarak saptanmuistir.
Bu bulgular, kronik hastalarda uzun siireli kullanima bagli olarak artan antibiyotik direng

oranlarini agikga ortaya koymaktadir (18).

1996-2013 yillar1 arasinda Papalia ve ark. (17) tarafindan yapilan arastirmada,
Arjantin’deki alti saglik merkezinden solunum sivilarindan izole edilen 41 adet
Achromobacter susu nrdA dizi analizi ve ¢oklu dizi analizi yontemleri ile tanimlanmis ve
izole edilen suslarin %63’ A. xylosoxidans %17’si A. ruhlandii olarak tanimlanirken
geriye kalanlar A. dolens (%9,8), A. insuavis (%4,9), A. marplatensis (%2,4) ve A.
pulmonis (%2,4) olarak saptanmistir. Yapilan antimikrobiyal duyarlilik deneylerinde bu
suslara kars1 duyarlilik oranlar1 kolistin, seftazidim ve meropenem igin sirasiyla %15,

%70 ve %80 olarak belirlenmistir (17).

Avrupa kitasinda goriilen Achromobacter insidansit ve bu suslarin antibiyotik
duyarlilik durumlari konusundaki literatiir taramalarimizda, siklikla bu cinsin KF
hastalarinda olusturdugu hastaliklara iliskin verilere rastlanmistir. Amoureux ve ark.
(170) tarafindan 2014 yilinda yapilan arastirmada, Fransa’da bulunan dokuz KF
merkezinden alman ornekler nrdA ve ¢oklu dizi analizi yontemiyle incelenerek 109
Achromobacter susu izole edip tamimlanmistir. Tanimlanan izolatlarin %73,4°4 A.
xylosoxidans (80 adet), %9,2’si A. insuavis (10 adet), %3,7’si A. dolens (4 adet), %3,7’si
A. mucicolens (4 adet), %2,8’i A. marplatensis (3 adet), %2,8’i A. aegrifaciens (3 adet),
%1,8’1 A. insolitus (2 adet), %0,9’u A. pulmonis (1 adet), %0,9’u A. deleyi (1 adet) ve
%0,9’u A. genogrup (1 adet) olarak tanimlanmistir. A. ruhlandii susu Brezilya, Arjantin,
ABD ve Danimarka KF merkezlerinde ¢ok yaygin bulunmasina ragmen Fransa’da
yapilan c¢alismalarin higbirinde rastlanilmamistir. Duyarlilik deneylerinde kullanilan 109
adet Achromobacter susuna karsi meropenem ve seftazidim duyarlilik ve direng oranlari

sirasiyla %72 / %28 ve %70 / %30 olarak saptanmuistir (170).

2001-2011 yillar1 arasinda Wang ve ark. (171) tarafindan yapilan arastirmada,

Danimarka Aarhus Universitesi Hastanesi’nde KF’li hastalarin balgamlarindan alman
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ornekler ¢oklu dizi analizi ve darbeli alan jel elektroforez yontemi kullanilarak
tanimlanmastir.  Elde edilen 34 adet Achromobacter susunun 13 tanesi A. xylosoxidans,
birer tanesi A. ruhlandii ve A. insolitus olarak belirlenmis, diger suslarin tiirleri
belirlenememistir. Duyarlilik deneylerinde kullanilan 34 Achromobacter cinsi bakteriye
kars1 meropenem, seftazidim ve kolistin duyarlilik oranlar1 sirastyla %94, %62 ve %74

olarak saptanmustir (171).

1 Mart 30-Eyliil 2015 tarihleri arasinda Coward ve ark. (172) tarafindan yapilan
arastirmada, Ingiltere’de bulunan 13 arastirma hastanesinden KF’li hastalarin ¢ogunlukla
balgam ve solunum sivilarindan alinan drnekler nrdA/gyrB dizi analizi ve darbeli alan jel
elektroforezi yontemi ile arastirilarak 138 Achromobacter susu tanimlanmistir.
Tanimlanan 138 Achromobacter susunun %68,8’i A. xylosoxidans (95 adet), %8’i A.
dolens (11 adet), %6,6’s1 A. insuavis (9 adet), %5,1°1 A. sp. Cluster-11 (7 adet), %3,6’s1
A. ruhlandii (5 adet), %2,9’u A. marplatensis (4 adet), %2,2’si A. deleyi A.sp. Cluster-1V
(3 adet), ve kalanlarin hepsi birer adet (%0,7) olmak tizere, A. deleyi sp.V, A. mucicolens,
A. denitrificans ve A. piechaudi olarak isimlendirilmistir. Arastirmacilar yaptiklari
duyarlilik ¢alismalarinda, farkli sayida Achromobacter susuna karsi seftazidim, kolistin,
meropenem ve minosiklinin direng durumunu arastirmiglardir. Calismada kullanilan 81
Achromobacter susuna kars1 seftazidim ve meropenem duyarlilik oranlari, sirasiyla, %44
ve %56,8 direng oran1 %55,6 ve %43,2 olarak saptanmistir. Kolistin duyarlilik deneyinde
kullanilan 74 Achromobacter susuna karsi duyarlilik oran1 %73 ve direng oran1 %27
olarak bildirilmistir. Minosiklin duyarlilik deneyinde ise kullanilan 15 Achromobacter

susuna kars1 duyarlilik oranlart %66,6 ve direng oran1 %33,3 olarak belirlenmistir (172).

2001-2019 yillar1 arasinda Okoliegbe ve ark. (173) tarafindan yapilan
aragtirmada, sekizi Iskogya bir tanesi Belfast’ta olmak iizere dokuz hastanede yatan KF’li
hastalardan alinan ornekler nrdA dizi analizi yontemi ile arastirilmis ve 112
Achromobacter susu tanimlanmistir. Bu suslarin %78,57 A. xylosoxidans olarak
tanimlanmustir. Diger izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu A. ruhlandii ve A. insuavis olarak
tanimlanmistir. Duyarlilik deneyinde kullanilan seftazidim, kolistin, meropenem ve
minosiklinin A. xylosoxidans suslarina kars1 duyarlilik oranlart sirastyla %23, %30,
%37,3, %54,1 olarak saptanmistir. Seftazidim, meropenem ve minosiklinin A.
xylosoxidans haricindeki suslara kars1 duyarlilik oranlari sirasiyla %37,5, %37,5 %91,7

olarak saptanmustir (173).
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Cin’in Beijing kentinde 2008-2011 yillart arasinda Liu ve ark. (34) tarafindan
yapilan bir arastirmada, KF hastalarinin soluk borusu sivilar1 ve balgamlarindan alinan
ornekler, APl 20 NE (bioMerieux Vitek, Marcy I'Etoile, France) ve VITEK Il sistem
(bioMerieux Inc., Hazelwood, USA) yontemleri kullanilarak incelenmis ve 41 A.
xylosoxidans susu tanimlanmistir. Achromobacter xylosoxidans susuna kars1 seftazidim
ve meropenem antibiyotiklerinin duyarlilik oranlar1 sirastyla %70,7 ve %56,1 olarak

saptanmustir (34).

Ulkemizde 2015-2018 yillar1 arasinda Aydemir ve ark. (174) tarafindan yapilan
bir arastirmada Sakarya Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi’nde ¢esitli boliimlerinden
klinik 6rnekler toplanmustir. izole edilen rneklerin 16°s1 yara, 10°u kan, 4’ii idrar 6’s1
trake ve 1’i kateterden izole edilmistir. Elde edilen suslarin tiir diizeyinde tanimlanmasi
VITEK-2 otomatik sistemi ve kiitle spektrofotometrisi yontemleri ile belirlenmistir.
Yapilan duyarlilik deneylerinde A. xylosoxidans susuna kars1 seftazidim, imipenem ve
meropenem antibiyotiklerinin duyarlilik oranlari sirastyla %80,4, %61,4 ve %43,5 olarak

saptanmustir (174).

Ulkemizde Damar-Celik ve ark. (175) tarafindan yapilan bir calismada,
Danimarka Aarhus Universitesi Hastanesinden temin edilen 22 klinik A. xylosoxidans
susuna kars1 meropenem, levofloksasin, kolistin ve kloramfenikol sirasiyla 20/22, 17/22,
14/22 ve 9/22 oranlarinda duyarli olarak saptanmistir (175).

Tez ¢alismamizda, 2017-2019 yillar1 arasinda Danimarka Aarhus Universitesi
Hastanesinde KF hastalarinin solunum yolu &rneklerinden izole edilerek APl 20 NE
(BioMerieux), nrdA dizi analizi ve darbeli alan jel elektroforez yontemleri ile tanimlanan
50 adet Achromobacter susuna karsi antibiyotik duyarlilik deneyleri yapilmistir.
Deneylerimizde kullanilan Achromobacter suslarinin tiir dagilimma bakildiginda en
biiyiik oranin (21/50) A. xylosoxidans’a ait oldugu goriilmektedir. Ardindan ikinci ve
tigtincii siklikla ¢alistigimiz suslarin sirasi ile A. insuavis (10/50) ve A. ruhlandii (9/50)
olmas1 deneylerimizde kullandigimiz suslarin diinya genelinde KF hastalarindan en sik
izole edilen Achromobacter’lerin yayginligi ile uyumlu bulunmustur. Yaptigimiz
duyarlilik ¢alismalarina ait veriler degerlendirildiginde, ¢alismamizda kullanilan toplam
50 adet Achromobacter susuna karsi kolistin, seftazidim ve meropenemin duyarlilik
durumu (oranlar1) sirasiyla 29 (%58), 49 (%98) ve 49 (%98) olarak saptanmuistir.

Calismamizda kullanilan antibiyotikler arasinda en diisiik duyarlilik oraninin kolistin ile
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elde edilmistir. Kolistin, Gram-negatif bakterilere kars1 genis spektrumlu aktivitesi ile P.
aeruginosa ve Achromobacter tiirleri gibi yaygin KF etkeni patojenler dahil olmak iizere
KF hastalarinda antimikrobiyal tedavi amaciyla siklikla kullanilir. Kolistin direncine
siklikla neden olan plazmid kokenli “mcr-1" geninde kodlanan ve Gram negatiflerin dis
zar Lipit-A yapisini degistiren bir lipit-A fosfoetanolamine transferazi sentezler. (132).
Ancak bizim suslarimizinda izole edildigi Aarhus Universitesi Hastanesinde yapilan ve
Achromobacter suslarinda goriilen kolistin diren¢ mekanizmasinin arastirildigi bir
calismada, suslarda mcr-1 geni belirlenememis, suslarda goriilen kolistin direncinin KF
hastalarinda sik goriilen antibiyotik direncli enfeksiyon etkenlerine karsi bu antibiyotigin

siklikla kullanilmasindan ileri geldigi one siiriilmistiir (176).

Seftazidim ve meropenem duyarlilik deneyleri sonuglarindan elde ettigimiz
veriler, bu antibiyotiklere kars1 gelisen direncin diisiik oldugunu ve tedavide ilk segilecek
antibiyotikler olarak yerlerini koruduklarini gostermektedirler. Yeni bir antibiyotik olan
eravasiklinin CLSI veya European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) gibi standardizasyon merkezlerince, tezde calisilan bakteri cinsine karsi
duyarlilik degerleri heniiz saptanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda eravasiklin’in
duyarlilik degerleri verilememis elde edilen MIK degerleri etkinliginin degerlendirilmesi
i¢in esas alinmustir. Antibiyotiklerin MIK sinirlar karsilastirildiginda, eravasiklin ile elde
edilen MIK araliginim (0,03-8 ug/ml) diger ii¢ antibiyotik ile elde edilenlerden daha diisiik
oldugu goriilmiistir. MiKso ve MIKgo degerleri esas alindiginda, bu antibiyotigin
calisilan suslarin yarisinin iiremesini durdurmak i¢in gerekli olan konsantrasyonunun
seftazidim ve kolistin gerekli olan ile esit oldugu anlasilmistir. Antibiyotiklerin MIKgo
degeri karsilastirildiginda ise eravasiklin icin elde edilen 4 pg/ml’lik degerin kolistin ve
seftazidim ile elde edilen 8 pg/ml’lik degerden diisiik oldugu, meropenem i¢in elde edilen
1 pg/ml’lik degerden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular, yeni bir tetrasiklin tlirevi
antibiyotik olan eravasiklinin, Achromobacter suslarinin etken oldugu enfeksiyonlarin

tedavisinde yeni bir secenek olabilecegini gostermektedir.

Tedavide uygulanacak antibiyotigin se¢imi i¢in kullanilan duyarlilik deneyleri
genellikle antibiyotigin bakteriyostatik veya inhibitor etkisini dlgmektedir. Pratikte bu
veriler bir¢ok enfeksiyonun tedavisinde yeterli olmaktadir. Ancak yetersiz tedavinin
genellikle mortalite ile sonuglandigi immiin sistemi hasar gormiis kisilerde olusan

septisemi, endokardit, menenjit, pnémoni gibi enfeksiyonlarin tedavisinde bakterisidal
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aktivite gerekmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda arastirilan bir diger parametre, ti¢ farkli
tiirden segilen alt1 adet Achromobacter susuna karsi eravasiklin, seftazidim, meropenem
ve kolistinin bakterisidal (kob degerinde >3log10 azalma) etkilerinin varligidir. NCCLS
kriterleri dogrultusunda uygulanan ZBO deneyleri, ¢alismanin 6. saatinde 4xMIK’lik
kolistinin iki Achromobacter susuna (A. xylosoxidans-1 ve A. ruhlandii-1) kars
bakterisidal etkili oldugunu gdstermistir. Ancak 24. saatte 4xMIK kolistin ile sadece A.
xylosoxidans-2’ye kars1 bakterisidal etki saptanmistir. Denenen diger antibiyotikler ile
her iki konsantrasyonda da bakterisidal aktivite tespit edilmemistir. Bu konuda yapilan
benzer bir ¢alismada, Damar-Celik ve ark. (175) A. xylosoxidans suslar1 ile 1xMIK ve
4xMIK’lik kolistin ve meropenem antibiyotikleri ile 6. ve 24. saatlerde paralel veriler

elde ettiklerini bildirmislerdir.

Literatiir ¢alismalari, farkli Achromobacter tiirlerine iliskin duyarlilik verileri
konusunda arastirmalarin siirli oldugunu gostermektedir. Ancak, genellikle A. ruhlandii
suglarinin daha direngli oldugu, Danimarka'da pandrug-direncli bir A. ruhlandii salgini
sirasinda ve daha yakin zamanda, ¢ogu imipenem-direncli suslarin A. ruhlandii'ye ait
oldugu bir Arjantin calismasinda gosterilmistir (17). Calismamizda kullanilan suslar
arasinda ciddi bir direng farkliligi goriilmemistir. Ancak bu durum c¢alismanin sinirl

sayida bakteri icermesinden kaynaklanmis olabilir.

Ozellikle immiin sistemi baskilanmis, akciger nakli sonrasi enfekte olmus,
pnomoni  gelismis  hastalarda mortalite ile sonuglanabilen = Achromobacter
enfeksiyonlarin tedavi edebilmek i¢in kisa siire igerisinde etkili bir tedaviye baslamak
gerekmektedir. Ozellikle, kronik Achromobacter enfeksiyonu olan hastalar,
Achromobacter enfeksiyon Oykiisii olmayan hastalar ile kiyaslandiginda daha yiiksek
oliim veya transplantasyon riski ile iligkilendirilmistir (177). Bu mikroorganizmanin
gerek dogal antibiyotik direncli olusu gerekse zaman icinde antibiyotiklere kars1 yeni
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmesi ve etkeni oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde giigliik
yaratmasi, kombinasyon tedavi rejimlerinin denenmesine yol agmistir. Antibiyotiklerin
etki spektrumunu genisletmek, bakterisidal etkilerini arttirmak veya suslarin
antibiyotiklere diren¢ gelistirmesini Onlemek kombinasyon tedavisinin amaglarini
olusturmaktadir. Ayrica elde edilen sinerjist etki, antibiyotiklerin daha diisiik dozda
uygulanmalarini ve buna bagli olarak olas1 toksik yan etkilerin azaltilmasini

saglamaktadir (178). Genellikle immiin yetmezlikli kisilerde olusan enfeksiyonlarin,
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bakteriyel endokarditin ve antibiyotik direngli suslarin neden oldugu sistemik
enfeksiyonlarin tedavisinde, antibiyotiklerin bakterisidal etkilerini arttirmak ve
hizlandirmak i¢in kombinasyon halinde olusturduklar1 sinerjist etkilerden
yararlanilmaktadir. KF olmayan hastalardaki Achromobacter enfeksiyonlari, genellikle
uygun kaynak kontrolii ve enfekte susa kars1 in-vitro aktiviteye sahip tek bir beta-laktam
antibiyotik (6rn., seftazidim ve piperasilin-tazobaktam) tedavisi ile yoOnetilebilir.
Trimetoprim-siilfametoksazol tek basina idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi daha az siddetli
enfeksiyonlar i¢in diisiintilebilir, ancak ciddi enfeksiyonlarda kullanimi i¢in veriler ¢ok
siirhdir.  Beta-laktam MIK degerleri yiiksek olan suslar igin trimetoprim-
stilfametoksazol, tetrasiklinler, florokinolonlar veya kolistin gibi aktif bir antibiyotik ile
yapilacak kombinasyon tedavileri protokollerde yer alsa da bu konudaki bilimsel veriler
yetersizdir (35). KF hastalarinda Achromobacter pulmoner alevlenmelerinin tedavisi i¢in
standart tedavi protokolleri heniiz yoktur ve tedavi genellikle sistemik ve/veya inhale
antibiyotiklerden olusur. Inhale antibiyotiklerin eklenmesi ile yapilan kombinasyon
tedavileri, tek basina sistemik tedaviye kiyasla daha fazla klinik fayda saglayabildigi
gosterilmis olsa da kanitlar az sayida hastayla yapilan gozlemsel caligmalardan elde

edilmistir (179-180).

Bu nedenle tezimizde, Achromobacter enfeksiyonlarmin antibiyotik
kombinasyonlari ile tedavisine yonelik olarak ti¢ farkli antibiyotik kombinasyonu in-vitro
olarak denenmis ve elde edilen veriler, diinyada ve iilkemizde yapilmis ¢ok az sayidaki
literatiir  verileri ile karsilastirilmistir.  Ulkemiz disinda  yapilan  calismalar
inceledigimizde, 2001-2019 yillar1 arasinda Iskogya’da E-test yontemi kullanilarak
gerceklestirilmis bir calismada, bulgular franksiyonel inhibitor kombinasyon testi
kullanilarak siniflandirilmistir. A. xylosoxidans suslarina karsi seftazidim-imipenem
kombinasyonu 953,85 oraninda sinerjist etkili olarak saptanmigtir. Calismada,
seftazidim-siilfametaksazol kombinasyonu ile sinerjizm orani %20 olarak saptanirken,
seftazidim-minosiklin kombinasyonu addidtif etkili saptanmistir. Ayni ¢alismada,
meropeneme-tobramisinin kombinasyonu sinerjizm oran1 %13,33 olarak saptanmustir.
Calismada, A. xylosoxidans haricindeki suslara karsi seftazidim-siilfametaksazol
kombinasyonu %]11,1 oraninda antogonist etkili olarak saptanmistir. Ayrica A.
xylosoxidans haricindeki suslarina kars1 seftazidim-minosiklin kombinasyonu ile
antogonist ve sinerjist etkiye rastlanmazken seftazidim-tobramisin ile sinerjizm orani

%20 olarak saptanmistir (173).
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Ulkemizde Damar-Celik ve ark. (175) tarafindan yapilan ¢alismada, bes A.
xylosoxidans suslarina karsi g¢esitli antibiyotik kombinasyonlarin in-vitro etkisi
arastinlmistir. Calismada kullanilan bes susa karst 1xMIK’lik meropenem-Kolistin
kombinasyonunun iki susa sinerjist, {iciine de additif etkili oldugu saptanirken, 4xMIK’lik
kombinasyonun ise {i¢ susta sinerjist etkili, ikisinde ise additif etkili oldugu saptanmaistir.
Calismada kullanilan bes A. xylosoxidans susuna karsi 1xMIiK’lik meropenem-
levofloksasin kombinasyonu ile bir susa sinerjist etki, dort susa ise additif etki
saptanmistir. 4xMIK’lik kombinasyon ile iki susa kars1 sinerjist etki saptanirken, ii¢

tanesine kars1 da additif etki saptanmustir. (175).

Tez ¢alismamizda, yeni bir tetrasiklin tiirevi antibiyotik olan eravasiklinin tek
basina ve Achromobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kullanilan antibiyotikler
olan kolistin, seftazidim ve meropenem ile yapilan ikili kombinasyonlarinin
antimikrobiyal etkinlikleri arastinlmistir. ZBO yoéntemi ile bu antibiyotik
kombinasyonlarinin ¢alismamizda kullanilan alt1 adet Achromobacter tiirii bakteriye
kars1 1xMIK ve 4xMIiK'de olusturacaklari olasi sinerjist etkiler arastirilmistir. Deney
sonuclarimiz degerlendirildiginde, 24.saatte denenen iic kombinasyonunda 1xMIiK’lik
cozeltileri ile aragtirilan suglara karsi sadece additif etki gosterdikleri saptanmistir. Benzer
olarak, 4xMIK’lik eravasiklin-meropenem ve 4xMIK’lik eravasiklin-seftazidim
kombinasyonlar1 denenen alt1 susa kars1 additif etkili olarak saptanmistir. Diger yandan
4xMIKlik eravasiklin-kolistin kombinasyonu ¢alismamizda kullanilan alt1 susun besine
kars1 sinerjist etkili, birine (A. xylosoxidans-2) karsi additif etki olarak belirlenmistir.
Eravasiklin kombinasyonu ile elde edilen bulgularirmizin, Iskogya’da yapilan
minosiklinin seftazidim kombinasyonu ile elde edilen additif etki ile benzer oldugu
goriilmiistiir (173). Diger yandan, kolistin kombinasyonu ile elde edilen sinerjizm
bulgularimizin, Damar-Celik ve ark. (175)’min A. xylosoxidans suslarina karsi elde

ettikleri sinerjist etki verileri ile benzer oldugu da saptanmustir (175).

Eravasiklin-kolistin kombinasyonu ile konsantrasyona bagli olarak elde edilen
sinerjist etkinin ZBO deneylerimizde kullanilan suslara dagilimi incelendiginde, denenen
tic farkli Achromobacter tiiriine kars1 sinerjistik etkilesimin varligi goriilmiistiir. Bu
bulgu, eravasiklin-kolistin kombinasyonunun 6zellikle sinerjist etkinin gerekli oldugu
immiin yetmezlikli hastalarda goriilen ciddi Achromobacter enfeksiyonlarinda segilebilir

oldugunu ortaya koymaktadir. Diger yandan 6zellikle kolistin ile goriilen nispeten yiiksek
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diren¢ oranlarinin azaltilmasi ya da kontrol altina alinabilmesi i¢in KF tedavisinde ¢ok
bliyilk 6nemli yere sahip bu antibiyotigin sinerjist veya additif etkili oldugu bir
kombinasyon ile  verilmesi  6nemlidir. = Bulgularimiz,  eravasiklin-kolistin
kombinasyonunun gelecekte tedavi protokollerinde yer alabilecek additif etkilesimlere
sahip oldugunu ortaya koymakla birlikte bu konuda yapilacak olan klinik ¢alismalara
yonlendirici olacaktir. Ancak in-vitro deneyler ile ortaya koyulan sinerjist etkinin klinik
calismalar ile desteklenmesi ve klinik calismalarm en az 4xMIK’lik serum

konsantrasyonun yakalanmasi gerekliligi unutulmamalidir.

Calismamizda eravasiklin ile kombine edilen antibiyotikler ile genellikle additif
etki saptanmigtir. Ancak eravasiklin-seftazidim ya da eravasiklin-meropenem
kombinasyonlarinin incelenen ti¢ farkli Achromobacter tiiriine de additif etkili olmas1 bu
kombinasyonlarin, hem kronik enfeksiyonlara bagli olarak bu antibiyotiklere karsi
gelisebilecek antibiyotik direncini engellemek hem de bu antibiyotiklerin farmakokinetik
ozellikleri sonucu tek baslarina yeterli konsantrasyonlara ulagsamayacaklari enfeksiyon
bolgelerinde yeterli antibakteriyel etkinin saglanabilmesi igin kullanilabileceklerini
gostermektedir. Bu antibiyotikler ile calismamizda denenen suslara kars1 diisiik direng
oranlar tespit edilmesine ragmen hem KF hastalarinda hem de immiin yetersiz hasta
gruplarinda hizli bakterisidal etki elde etmek amaciyla da secilebilir kombinasyonlar

olarak klinikte degerlendirilebileceklerdir.

Eravasiklin-kolistin kombinasyonunun konsantrasyona bagli olarak olusturdugu
sinerjist etkinin, istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu iki faktorlii varyans analizi
testi ile ortaya koyulmustur. Calismamizda incelenen kombinasyonlardan higbirinin
Achromobacter suslarina karsi antibakteriyel aktivitenin azalmasina neden olabilecek

antagonist etkilesim riskine sahip olmadigi belirlenmistir.

Sonug olarak; in-vitro deneylerden elde edilen bulgularimiz, klinlik olarak en sik
karsilagilan ti¢ Achromobacter tiiriiniin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarda direng
gelisimini 6nlemek, antibiyotiklerin bakterisidal etkilerini arttirmak ve hizlandirmak i¢in

tedavide secilebilecek antibiyotik kombinasyonlar1 hakkinda yonlendirici olacaktir.
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SONUC

1-Cesitli  antibiyotiklerin tek baslarina ve eravasiklin ile kombinasyon halinde
Achromobacter cinsinden ii¢ bakteri tlirline karsi in-vitro etkilerinin arastirildigi
calismamizda, yeni bir tetrasiklin tiirevi antibiyotik olan eravasiklinin, klinikte bu
bakterilerin tedavisinde kullanilan antibiyotikler olan seftazidim ve kolistinin etkisine
benzer antibakteriyel etkiye oldugu saptanan MIK50 ve MIK90 degerleri ile ortaya
koyulmustur. Bu bulgumuz, eravasiklinin gelecekte bu bakterilerin tedavisinde yer

alabilecek yeni bir segenek oldugunu gostermektedir.

2-Calismamizda denenen antibiyotik kombinasyonlarinin Achromobacter suslarina karsi
etkileri karsilagtirildiginda, bakterisidal ve sinerjist etkinin sadece eravasiklin-kolistin
kombinasyonunun 4xMIK e esit ¢dzeltisi ile elde edildigi gézlenmistir. Konsantrasyona
bagl olarak elde edilen sinerjist etkinin suslara dagilimi incelendiginde denen {i¢ farkl
Achromobacter tiiriine karsi var oldugu saptanmistir. Bu bulgu, eravasiklin-kolistin
kombinasyonunun ozellikle sinerjist etkinin gerekli oldugu ciddi Achromobacter
enfeksiyonlarinda segilebilir oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak in-vitro deneyler ile
ortaya koyulan sinerjist etkinin klinik ¢aligmalar ile desteklenmesi ve klinik ¢aligmalarin

en az 4x MIK’lik serum konsantrasyonun yakalanmasi gerekliligi unutulmamalidir.

3-Eravasiklin-meropenem ve eravasiklin-seftazidim kombinasyonlari ile ¢alisilan her iki
konsantrasyonda da sadece additif etki elde edilmistir. Bu kombinasyonlar ile elde edilen
additif etki, klinikte 6zellikle kronik KF hastalarinda sik antibiyotik kullanimina bagl
olarak gelisen antibiyotik direncinin Onlenmesi ve antibakteriyel spektrumun

genisletilmesi amaciyla fayda saglayabilecektir.

4-Diger yandan calisilan antibiyotik kombinasyonlarindan elde edilen antibakteriyel
etkilere ait veriler kontrol ile karsilastirildiginda hepsinin istatistiksel agidan anlamli

oldugu saptanmistir (p<0,05).

5-Son olarak caligilan kombinasyonlarin higbiri ile antagonist etki gériilmemesi, bunlarin
olast klinik kullanimlarinin ileri ¢alismalar ile desteklemesi yolunda olumlu bir sonug

olmustur.
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