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OZET

YOGUN BAKIM UNITELERINDEN iZOLE EDILEN KARBAPENEM
DIRENGLi A. BAUMANNII COMPLEX iZOLATLARINDA
KOLISTIN HETEROJEN DIRENCININ VE BUNA ETKi EDEN BAZI
FAKTORLERIN ARASTIRILMASI

Acinetobacter baumannii complex (ABC) hastane enfeksiyonlarinda en
onemli etkenlerdendir. Coklu ilag direngli ABC enfeksiyonlarinda kullanilan
karbapenemlere karsi direng gelismeye baslamistir. Kolistin, karbapenem
direnclii  ABC (CR-ABC) enfeksiyonlu hastalarda  kullanilabilecek
seceneklerdendir, ancak son zamanlarda kolistin igin de heterodireng¢/direng

bildiriimeye baslanmistir.

Amag: Hastanemizde izole edilen CR-ABC suslarinda, kolistin heterojen
direng oranini ve antimikrobiyal kullanimi ile heterojen direng secilimi ve/veya
direng gelisimi arasindaki iligkiyi arastirmayi amagladik. Standart ABC susu ve
yogun bakimda kan kultirinden izole edilen bir susu kullanarak, kolistin ile
rifampisin, tigesiklin, gentamisin ve flukonazol ikili kombinasyonlarinin

heterodirenc/direng orani Gzerine etkisini arastirmayi amacladik.

Yontem-Bulgular: Yogun bakim unitelerinde kan kultirlerinden izole
edilen otuzbir CR-ABC izolati ve ATCC 19606 ABC susu uzerinde heterojen
diren¢ analizi yapildi, higbir susda heterodiren¢ saptanmadi. Segilen bir CR-
ABC susunda ve standart susda yapilan populasyon analizi sonuglari dnceki

heterodireng arastirmasi sonuglarini dogruladi.

Gizli heterodireng/direnci ortaya ¢ikarabilmek igin, izolatlar sub-inhibitdr
konsantrasyonlarda kolistine maruz birakildiginda tum izolatlarda kolistine

direng gelisti.



Standart sus ve segcilmis izolat Uzerinde kolistin igin time-kill calismalari
yapildiginda her iki susda tum konsantrasyonlarda 6. saatten sonra yeniden

ureme gozlemlendi.

Kombinasyon denemelerinden  kolistin-rifampisin,  kolistin-tigesiklin
kombinasyonlari sub-inhibitor dozda bile kolistin direngli alt populasyonlarin
uremesini engelledi. Kolistin-gentamisin kombinasyonu ATCC susu igin etkili
iken, klinik izolat icin 64xMiK dozuna kadar etkili olamadi. Sadece kolistin ve
kolistin-flukonazol kombinasyonu etkisiz bulundu ve her iki sus da kolistin

direncli klonlara donustu.

Sonug: Uygunsuz kolistin kullanimi ile bu antibiyotige karsi direng
kolaylikla geligebilir. Bunu engellemek igin kolistin, onerilen antibiyotikler ile

kombine olarak uygun dozda kullaniimalidir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem direnci,

heterodireng, kombinasyon, kolistin



SUMMARY

INVESTIGATION OF COLISTIN HETERORESISTANCE AND
SOME FACTORS EFFECTING ON HETERORESISTANCE
AMONG THE CARBAPENEM RESISTANT A. BAUMANNII
STRAINS ISOLATED FROM THE INTENSIVE CARE UNITS

A.baumanii complex (ABC) is one of the significant agents at nosocomial
infections. Resistance has begun to develop against carbapenem group which
was a choice for treatment of multiple resistant ABC infections. Colistin can be
used at the patients infected by carbapenem resistant ABC (CR-ABC), but

recently resistance and heteroresistance have been reported for colistin

Aim: In this study, we aimed to investigate the colistin heteroresistance
rates among the CR-ABC strains in our hospital, search the relation between
the use of antimicrobials and heteroresistance selection and/or resistance
development. We also aimed to find the effects of colistin and its combinations
with rifampicin, tigecycline, gentamicin, and fluconasole, on the rate of
heteroresistance/resistance using standart A. baumanii strain and a clinical

blood culture isolate from our ICUs.

Method and results: Heteroresistance analysis was performed on the
thirty-one CR-ABC isolates from ICUs and a standart ATCC 19606 ABC strain.
None of the strains were found heteroresistant after analysis. The population
analysis studies on the standart strain and chosen clinical isolate, confirmed the
previous heteroresistance investigation results.

To search out the hidden heteroresistance-resistance, all of the isolates
were exposed to colistin at sub-inhibitor concentrations. Colistin resistance

developed at all of these isolates.
Vi



A rapid re-growth was observed after 6th hour on both the standart strain
and chosen clinical isolate during colistin time-kill studies.

Colistin-rifampicin, colistin- tigecycline combinations were found effective
and prevented growth of the colistin resistant sub-populations even at sub-
inhibitory doses. Gentamicin-colistin combination was also effective on ATCC
strain, but this combination wasn’t found effective for the clinical isolate until
64xMIC colistin concentration. Colistin alone and colistin-fluconasole
combination were ineffective, so all the strains transformed to resistant clones.

Conclusion: Resistance to colistin can easily develop because of
inappropriate use of this antibiotic. So to prevent this, colistin should be used

combined with suggested antibotics.

Key words: Acinetobacter baumannii, carbapenem resistance,

heteroresistance, combination, colistin.
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1. GIRIS VE AMAG

A. baumannii complex (ABC) ozellikle yogun bakim Unitelerinde dinya
¢apinda hastane salginlari yapabilen énemli bir firsat¢i patojendir ve hastane
enfeksiyonlarinda mortalite ve morbiditenin yuksek olmasindan sorumlu olan
onemli etkenlerden birisidir Yillar iginde bu mikroorganizmalar birgok
antibiyotige direncli hale gelmigtir ve kisitli antibiyotik duyarlihgi oldugu i¢in son

10 yilda tedavisi en problemli bakterilerden biri haline gelmistir (1, 2).

Daha dnce c¢oklu direngli ABC enfeksiyonlarinin tedavisinde bir segenek
olan karbapenemlere karsi son yillarda degisik mekanizmalarla direng
gelismeye baslamistir (1, 2). Karbapenem direncli ABC (CR-ABC) ile enfekte
olan hastalarin tedavisinde kullanilabilecek son secgeneklerden birisi kolistin
olup buna karsi da son yillarda diren¢ ve heterojen direng bildiriimeye

bagslamistir (3, 6).

Heterojen direng igin resmi bir tanim olmasa da heterojen direng bir klinik
izolatta, bir antibiyotige direncgli ve duyarli populasyonlarin karigik olarak
bulunmasi olarak anlasilabilir. Bu direngli altpopulasyonlar tek basina dogal
mutasyonlar ile agiklanamaz. Heterodireng aslinda genetik olarak homojen bir
susun fenotipik manifestasyonudur (7). ABC 6zelinde heterojen direng tanimi,
bakterinin kolistin MIK degeri <2 upg/ml olmasina karsin, >2 ug/ml colistin
varliginda 48 saat enkUbasyon sonunda hala altpopulasyonlarinin
saptanabilmesidir.(3, 4) Bu heterodirencin 6zellikle mikroorganizmanin kolistin’e
maruziyeti ile indiklendigdi dustnulmektedir.(3, 8). Ayrica devam eden maruziyet
ile heterodirencgli populasyonlarin zaman igerisinde direngli hale geldikleri
gosterilmigtir (3, 9). Kolistin heterodirenci rutinde yapilan antibiyotik duyarlilik
testleri ile tespit edilememektedir. Bu ylzden son yillarda CR-ABC
enfeksiyonlarindaki tedavi basarisizliklarinin nedeni olarak kolistin heterodirenci
suglanmaktadir. Kolistin  monoterapisinin de zaman iginde direng ve
heterodirenc¢ gelisimi agisindan problem yaratabilecedi bildirilmistir (10). Yine
kolistinin diger bazi antibiyotikler ile kombine edilmesinin kolistin direngli
mutantlarin gelismesini dnledigi bildirilmigtir (11).

1



Calismamizda 04/01/2010 tarihinden itibaren Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi (COMU SUAM) Yogdun
Bakim Unitesi (YBU)'nde yatan hastalardan izole edilen karbapenem direncli
A.baumannii suslarinda kolistine kargi heterojen direng orani arastirilacak olup
heterojen direngli izolatlarda heterojenite oranina etkisi olabilecegi dusunulen
kemoterapétik ajanlarin tekli veya kombine kullanimdaki etkisi segilen suglarda

ve standart susta arastirilacaktir.

Bu cgalisma sonucunda hastanemizde ABC ile olusan enfeksiyonlarin
tedavisinde soruna neden olabilecek kolistin heterodirencli bakterin varhgi
arastinlacak, Turkiye’de kolistin heterodirenci varligi agisindan veri elde edilmis
olacaktir. Ek olarak heterodirencli bakteri varsa bunlarda heterodireng oraninin
artis veya azalmasina etki edebilecek bazi antibiyotiklerin ve/veya

kombinasyonlarinin etkileri arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter cinsi
2.1.1 Siniflandirma ve Tarihge

Acinetobacter ilk defa 1911 yilinda Beijerinck tarafindan topraktan izole
edilmis ve Micrococcus calco-aceticus olarak isimlendirilmis, 18 yil sonra da
DeBord’'un gram negatif kokobasilleri Uretral Ornekten izole etmesiyle
tanimlanmigtir (12, 13, 14). O glinden bugune kadar birka¢ adi olmus, yapisal
Ozellikleri ve biyokimyasal 6zellikleri ile tanimlanmalari ve siniflanmalari birgok
karmasik sureclerden gegmigtir (12). Deoksi Ribonukleik Asit (DNA) - DNA
hibridizasyon c¢alismalari ile Acinetobacter calcoaceticus, A.baumannii,
A.haemolyticus, A.junii, A.johnsonii, A.lwoffii, A.radiorezistens, A.schindleri,
A.ursingii ile birlikte 25 adet genom tur belirlenmigtir (13, 14).

Fenotipik 6zellikler temelinde laboratuvar ortaminda Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter pittii, Acinetobacter
nosocomialis turlerini ayirt etmek zor oldugundan, bunlar A. calcoaceticus- A.
baumannii  kompleksi olarak tanimlanmigtir (12, 13). A.baumannii,
A.calcoaceticus ve A.lwoffii, klinik literatirde en sik rapor edilen Acinetobacter
turleridir (12). Tum bu turler arasinda en sik ve énemli klinik tablolara yol agan
tir A. baumannii’dir (13, 15).

2.1.2. Mikrobiyolojik, Metabolik ve Kiiltiir Ozellikleri

Acinetobacter cinsi bakteriler 1-1,5 ym x 1,5-2,5 ym boyutlarinda, 35-
37°C’de Uremeyi seven, nonfermentatif, oksidaz- Deoxyribonuclease (DNAaz)-
jelatinaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif, hareketsiz, nitratlari redukte
etmeyen, zorunlu aerop Ureyen gram negatif mikroorganizmalardir (13).
Flajellalari yoktur, fimbrialari vardir. Ug sekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif
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fermentatif besiyerinde asit olugturmazlar (15, 16). Kolistine duyarl ve kolistine
maruz birakilmis heterodirengli suslar ayri ayri incelendiginde; suslarin
fimbrialarinin boylari ve suslarin kiresel topografik 6zellikleri arasinda farklar

oldugu gdsterilmistir (17).

Bu bakteriler iremenin logaritmik fazinda basil, Greme disinda ise kok
seklinde, daha c¢ok kokobasil, ikiserli, kime halinde veya kisa zincirsel
goraltrler. Bu yuzden Gram boyali preparatlarin incelenmesinde Haemophylus
ve Neisseria tirleri ile karisabilirler. Ureme saptanmis kan kultiir tiplerinden
hazirlanan preparatlarda kristal violeyi tutmaya yatkindirlar ve boylece yanlis
olarak Gram pozitif kok olarak tanimlanirlar (13, 14). Acinetobacter kolonileri
genellikle 1-2 mm c¢apinda, opak bazen mukoid, pigmentsiz, kubbesel, ylzeyleri

oyuk veya duz olabilirler.

Tdr dlizeyinde ayrimda; A.baumannii hemoliz yapmama, glukozu
oksitleme ve 44°C’de Ureyebilme yetenegi ile digerlerinden ayrit edilebilir.
Glukoz negatif kokenlerden hemoliz yapmayan A.lwoffii, hemoliz yapan
A.haemolyticus olarak adlandirilir. A.johnsonii 37°C’de Ureyememesi nedeni ile
diger turlerden ayirtedilebilir (14, 15).

Eozin metilen blue (EMB) ve kanli agar gibi pek ¢ok besiyerlerinde
Acinetobacter cinsi bakteriler kolaylikla Urerler. Ayrica birgok segici ve ayirt edici
besiyerleri gelistiriimigti. Bu amagla diger mikroorganizmalarin Uremelerini
inhibe eden bromkrezol moru, safra tuzlari, bazi sekerleri iceren Herellea agar,
antibiyotik iceren Leeds Acinetobacter Medium ve Holton’s agar kullaniimaktadir
(14, 15).

Yakin zamanlarda birgok tipleme yontemleri gelistirilmistir. Serolojik
reaksiyonlar, faj tipleme, bakteriyosin, protein profiller, antibiyotik duyarhlik
paternleri, multilocus enzim elektroforez, polimeraz zincir reaksiyonu, pulsed-
field jel elektroforez ve ribotiplendirme bu amacla kullaniimaktadir. Klasik

biyokimyasal metotlar, turler arasinda ayrim yapmak igin yeterli olmamaktadir.
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Bu amagla birgok karbon kaynaginin kullaniimasi temeline dayanan hazir ticari
kitler kullanilmaktadir. Ticari sistemlerden; APl 20 NE (bioMerieux, Fransa) bes,
Biolog GN2 Microplate (Biolog, Hayward ABD) 15 tur identifiye edebilmektedir
(15, 18).

2.1.3. Patogenez ve virulans

Acinetobacter cinsi bakterilerin virllans potansiyelleri dusuk oldugundan
konak savunma mekanizmasi normal olan kisilerde ancak sinirli dizeyde
enfeksiyon olusturabilirler. Genellikle firsatgl hastane enfeksiyonlarina neden
olurlar (13). Bu bakterinin antimikrobiyal ¢ogul diren¢g kazanma 6zelligi ve dis
ortamda birgok ylzeyde canli kalma kapasitesi hastane enfeksiyonlari
acisindan onemini arttirmaktadir. Yapilan ¢aligmalar, yogun bakim Unitelerinde
yatan hastalarin sindirim sisteminin hastane salgini etkeni ¢ogul direngli
Acinetobacter baumannii enfeksiyonlari gelisimi icin édnemli bir epidemiyolojik
rezervuar oldugunu gostermistir. Hastane kaynakli enfeksiyonlar, siklikla
endotrakeal tup, trakeostomilere bagh olarak solunum sistemi, Uriner sistem,
yara yerini tutmakta ve sepsise kadar ilerlemektedir. Risk faktorleri antibiyotik
tedavisi, cerrahi girisim, yabanci cisim uygulamalari, mekanik ventilasyon,
yogun bakimda yatistir (13). Hilcre duvarinda bulunan lipopolisakkaritin insan
icin endotoksijenik potansiyeli ¢cok az bilinmektedir. Kapsul icermesi, bakteriosin
uretimi, kuru ortamda uzun slUre yasamasi gibi Ozellikler Acinetobacter’lerin
yasam suresini artirabilen ilave faktorlerdir. Kapsul anti-fagositiktir ve

kompleman eksikligi olan bireylerde enfeksiyona yatkinlik yaratabilir (14, 19).
Virtlanstan sorumlu oldugu saptanan bazi faktorler sunlardir (14,15).

i) Polisakkarit kapsul: L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik
asitten olusur. Bakteri yuzeyinin hidrofilik 6zelligini saglar ve fagositozdan korur.

Damar ici kateter, trakeal kanul gibi ylzeylere tutunmayi kolaylastirir.



ii) Fimbria ve/veya kapsuler polisakkarit: Epitel hicrelerine baglanmayi

saglar.

iii) Lipopolisakkarit, Lipid A: hicre duvarinda bulunan lipid A potansiyel

toksik etki gostererek patojeniteyi arttirir.
iv) Dokulardaki lipidleri yikan enzimler Uretirler.

v) Aerobaktin gibi siderofor ve demir tutucu dis membran reseptor

proteinlerinin Uretimi ile bakteri Gremesi igin gerekli demir temin edilir.

Ayrica yapilan galismalarda antibiyotik direnci saglayan PER-1 geninin
virtlansi arttirdigi ve klinik olarak daha 6lumcuil enfeksiyonlara neden oldugu

gosterilmigtir (20).

2.1.4. Epidemiyoloji

Acinetobacter cinsi bakteriler, dojada toprak, su ve gida maddelerinde
curlkcgul olarak serbest yasayabilirler. Kuruluga dayanikli olmalari, farkli 1s1 ve
pH ortamlarinda canli kalabilmeleri nedeniyle, cansiz yluzeylerde gunlerce canli
kalabilmektedirler. Hazir sttlerden, donmus yiyeceklerden, hastane havasindan,
camdan, musluklardan, peritoneal diyaliz ~maddelerinden, anjiografi
kateterinden, laringoskoplardan, ventilatorlerden, solunum tedavi
solUsyonlarindan, tansiyon aletinden, kontamine eldivenlerden, pamuktan,
kullaniimis enjektorlerden, hasta yastiklarindan ve filtrelerden izole edilmistir
(14, 15, 21). Saglam bireylerde ise 6zellikle kasik, koltuk alti gibi nemli bolgeler
basta olmak Uzere deride, agiz florasinda, Ust solunum yollarinda, genitouriner

sistem ve alt gastrointestinal sistem florasinda da bulunabilir (15, 22).

Saglk kurumlarinda yatan hastalarda enfeksiyonlarin yani sira
kolonizasyon nedeniyle de mikroorganizma klinik érneklerden izole edilmektedir.
Yogun bakim Unitesinde yatmakta olan hasta digkilarindan ¢oklu ila¢ direnci

olan Acinetobacter spp. izole edilmis ve trakeostomili hastalarin %45’inde
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kolonizasyon saptanmistir. Deri yoluyla tagiyicilik oranlarinin yiksek olmasi
hasta bakimi sirasinda saglik personelinin kontamine olmasina ve etkenin

surekli etrafa yayllmasina neden olmaktadir (15, 23).

Bir calismada saglikli gonulluler ve yatan hastalar Uzerinde yapilan
kargilastirmada, hastalarda Acinetobacter turleri ile kolonizasyon orani %75,

kontrol grubunda ise %42 olarak bulunmustur (24).

2.1.5. Hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlari

Hastane enfeksiyonlari (HE) hasta saglik kurulusuna basvurdugu sirada
var olmayan veya kulugka doneminde olmayan, ancak hastaneye yatistan 48-
72 saat sonra gelisen, veya taburcu olduktan sonra da 10 gun iginde ortaya
cikabilen enfeksiyonlardir (25, 26). Hastane enfeksiyonlari olusturdugu yuksek
maliyet, morbidite ve mortalite nedeniyle tim dinyada onemli bir saglik
sorunudur. Acinetobacter baumannii turleri hastane kaynakh enfeksiyonlardan

en sik sorumlu olan tardur (27).

Dinya c¢apinda hastane enfeksiyonlari oranlari cografik olarak
degismekle birlikte genellikle %3-17 arasinda bulunmustur. Dinya Saghk
Orgiti'nin dort bolgesini temsil eden (Avrupa, Dodu Akdeniz, Gliney Dogu
Asya ve Bati Pasifik) 14 Ulkede, 55 hastanede yapmis oldugu bir prevalans
calismasinda yatan hastalarin ortalama %9'unda hastane enfeksiyonu gelistigi
saptanmistir. En yiuksek hastane enfeksiyonu sikligi Dogu Akdeniz ile Giney
Dogu Asya Bodlgelerinde sirasiyla %12 ve 10 olarak tespit edilmistir. Bu deger
Avrupa'da %8, Bati Pasifik'de %9 olarak saptanmistir (28). Yogun bakim ve
yanik uUniteleri gibi birimlerde bu oran %Z20-40’lara ¢ikmaktadir. Gelismemis
ulkelerde saglik kurulusuna basvuran hastalarda hastane enfeksiyonlari
gelisme riskinin gelismis Ulkelere gore 2-20 kat artmis oldugu raporlanmistir
(29).



Saglik hizmetiyle iligkili Acinetobacter enfeksiyonlari hakkindaki bilgilerin
¢ogu salgin arastirmalarina dayanmaktadir (12). A.baumannii’nin neden oldugu
enfeksiyonlar daha ¢ok yogun bakim Unitelerindeki immun sistemi zayif dismus
hastalarda gorulme egilimindedir. Uzun sureli bakim merkezlerinde, 6zellikle de
ventilatore bagli hastalarin bakiminin yapildigi merkezlerde bulunan hastalarda
risk daha fazladir. Yogun bakim Unitesinde kalmaya ek olarak, kolonizasyon ve
enfeksiyona iligkin risk faktorleri arasinda, yakin zamanda gegcirilmis cerrahi
operasyon, santral damar i¢i kateterizasyon, trakeostomi, mekanik ventilasyon,
enteral beslenme ve Uguncu grup sefalosporin, florokinolon veya karbapenem

antibiyotikleriyle tedavi de yer almaktadir (30, 31).

Lolans ve ark. (32) 2006 yilinda Chicago’da ve hemen yakinindaki
Indiana civarinda karbapenamaz Ureten Acinetobacter’e iliskin bir salgin
nedeniyle yaptiklari c¢alismada molekuler siniflandirma sonucu salginin
monoklonal oldugunu gostermislerdir. 2005 yilindan beri en az beg hastane, U¢
uzun sureli bakim merkezi ve 200’den fazla hasta bu salgindan etkilenmistir.
Fransa’da birden ¢ok sehirde, ¢ogul ilaca direncli monoklonal A.baumannii
salgininda, Nisan 2003 ile Haziran 2004 tarihleri arasinda 53 hastanede 290
izolat toplanmigtir. Epidemik sus, genis spektrumlu bir beta-laktamaz
icermektedir. En fazla etkilenen hastalar, yogun bakim Unitelerinde, tibbi
servislerde veya uzun sureli bakim merkezlerinde bulunan hastalar olmustur
(33). Irak ve Afganistan’da yaralanan Amerikan askeri birliklerinde cogul direngli
A.baumannii nedeniyle gelisen ciddi yara yeri enfeksiyonlari ve osteomyelit
bildirilmigtir (34).

Saglikh verilere ulasiimasinda karsilasilan zorluklarla beraber Turkiye’ de
gunuimuzde hastane enfeksiyonlari oraninin % 5-15 arasinda degistigi kabul
edilmektedir (25, 35). Karahocagil ve ark. (36) yaptiklari galigmada Ocak 2009-
Mart 2010 tarihleri arasinda Ylzunct Yil Universitesi Egitim Arastirma

Uygulama Hastanesinde HE oranini %3,5 bulmuglardir. Neden olan
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mikroorganizmalar arasinda ise A. baumannii %23,2 orani ile ilk sirada yer
almistir. Arastirma hastanemizde yapilan bir calismada 1 Mayis 2009 - 1 Mayis
2010 tarihleri arasinda izole edilen A. baumannii suglarinda c¢oklu direng
g6zlenmis, tim suslarda sadece tobramisin ve kolistin duyarli bulunmustur (16).
Batman Bolge Hastanesinde 2011 yilinda yapilan bir aragtirmada ise
Acinetobacter icin karbapenem direng orani % 75 iken, kolistine direng
saptanmamigstir (37). Goézutok ve arkadaslarinin (38) 2013 yilinda yayinladiklari,
Kayseri'de yaptiklari bir aragtirmada A. baumannii karbapenem diren¢ oranlari

%91 bulunmus iken kolistine direncli sus saptanmamistir.

Tek odakli salginlarin birden fazla hastanede gorulmesi, muhtemelen
hastalarin veya personelin hareketlerinden, yiyecek veya ekipmana iligkin ortak
kaynakli kontaminasyona maruziyetten kaynaklanan kurumlar arasi yayilmayi
ifade etmektedir. Bu tlr salginlar, devam eden gobzetim, kurumlar arasindaki
iletisim ve Acinetobacter'in bakim evlerine girmesinin ve buralardan

yayllmasinin énlenmesine yoénelik dnlemlerin 6nemini vurgulamaktadir (12).

2.1.6. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Tedavi

Antibiyotige  duyarli  Acinetobacter izolatlarinin  neden  oldugu
enfeksiyonlar, genelde genig spektrumlu sefalosporinler, beta-laktam\beta-
laktamaz inhibitdr kombinasyonlari veya tek basina ya da aminoglikozidle

kombinasyon halinde kullanilan karbapenemlerle tedavi edilmektedir (15).

izole edilen Acinetobacter izolatlarinin birgok antibiyotige direncli olmasi
durumunda tedavisi oldukga gugctur. Antibiyotik segenekleri oldukg¢a sinirli
olabilmekle birlikte karbapenemler, sulbaktam ve kolistin en etkili antibiyotikler
olarak goérulmektedir (39, 40).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda tedavide kullanilan, etkin
antibiyotik olan kolistine karsi diren¢ bildiriimesi Uzerine alternatif ila¢ olarak

netilmisin ve polimiksin B’nin duyarhligi arastinimaktadir. Calismalarda bu
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antibiyotikler ~ A.  baumannii’'ye karsi ylUksek oranda etkin olarak
raporlanmaktadir. Ayrica duyarl bildirilen tobramisin tedavide alternatif olarak

gorilse de bu antibiyotik Glkemizde bulunmamaktadir (41).

Cogul ilaca direngli A. baumannii’'nin neden oldugu ventilator iligkili
pnémonide (VIP) ampisilin-sulbaktam ile aminoglikozid kombinasyonu veya tek
basina kolistin tedavisi in vitro duyarliik sonuglarina gore Onerilen tedavi
seceneklerindendir. Sadece tetrasiklinlere duyarli A. baumannii’'nin neden
oldugu ViP’te intravendz yoldan doksisiklin veya minosiklin tedavisinin etkili
oldugu bildirilmigtir (42).

Acinetobacter enfeksiyonlarinda en sik kullanilan kombinasyon; dusuk
direng oranlari ve in vitro sinerjik etki gostermesinden dolayl imipenem ile
amikasindir (39). Seftazidim ile aminoglikozid veya florokinolon kombinasyonlari
da kullanilabilir. Beta-laktam antibiyotikle kombine edilmis sulbaktam
(sefoperazon + sulbaktam, ampisilin + sulbaktam) tedavide iyi bir alternatiftir.

Sulbaktam, Acinetobacter turleri Gzerine bakterisidal etkilidir (43).

Tigesiklinin genis spektrumlu beta-laktamaz salgilayan gram negatif
bakterilere ve c¢ogul ilaca direngli Acinetobacter cinsi bakterilere in vitro
etkinliginin oldukga iyi oldugu gosterilmigtir. Fakat tigesikline kargi da direng
gelistigi rapor edilmigtir (6, 44, 45).

Tirkiyede Dizbay ve arkadaslari (46) 2008'de ViP olgularindan izole
edilen goklu ilaca direncli (CiD) ABC suslarinda tigesikline karsi %25 direng ve
kolistine karsi sifir direng bulmuglardir. Ancak yine Aygencel, Dizbay ve
arkadaslari (47) 2010 yilinda raporladiklari olgu sunumunda bir ViP olgusunda

kolistine karsi direng gelisimine rastlamislardir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar i1siginda, artik kolistin monoterapisi
yerine, heterodiren¢ ve direng gelisimini dnlemek icin gesitli antibiyotikler ile

kombinasyon 6nerilmektedir (4,48, 49).
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2.1.7. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda GCoklu ila¢ Direnci ve
Kombine Tedavi

Coklu direncli bakteriler daha ¢ok VIP olgularinda karsimiza ¢ikmaktadir.
Coklu diren¢ konusunda literatirde birgok tanimlama mevcuttur. Coklu direng,
antibiyotik gruplarindan en azindan ikisi, Ugl, dordu veya sekizine direnglilik
durumu olarak tanimlanmigtir. Ancak bu tanimlamalar oldukga tartismalidir (39).
“Panrezistan” terimi ise daha ¢ok test edilen tim standart antimikrobiyal ilaglara
karg! direngli olan Acinetobacter suslarini agiklamak igin kullaniimaktadir (12,
50).

Acinetobacter turleri  beta-laktam, tetrasiklin, aminoglikozid ve
florokinolon gibi  farkl  antibiyotik  gruplarina  karsi  hizla direng
gelistirebilmektedir. CiD Acinetobacter spp. infeksiyonlari 1980’li yillardan bu
yana artmaktadir ve bazen panrezistan kdkenler ciddi sorunlar olugturmaktadir
(5, 6, 50, 51).

Coklu direngli A.baumannii i¢in yapilan in-vitro ¢alismalarda polimiksin B
veya kolistin+imipenem veya rifampisin veya azitromisin; polimiksin veya
kolistin+imipenem-+rifampisin; rifampisin+azitromisin; sulbaktam+rifampisin veya
azitromisin veya kinolon kombinasyonlarinin artmis etkinlik gosterdigi
saptanmigtir. Klinik galismalarda ise polimiksin B veya kolistinin; karbapenem,
aminoglikozid, kinolon veya florokinolonu igeren antibiyotiklerden biri veya daha

fazlasinin kombinasyonlari ile tedavi edilmis olgular bildirilmistir (39, 52).

Daha énceleri, cogul ilaca direncli A. baumannii'nin neden oldugu ViP’te
ampisilin-sulbaktam ile aminoglikozid kombinasyonu veya tek basina kolistin
tedavisi in vitro duyarlihk sonuglarina gore onerilen tedavi seceneklerinden

biriydi (42). Son ¢alismalar artik kombine tedavi nermektedir.

in-vitro calismalarda sulbaktamin aminoglikozit, rifampisin veya
azitromisin ile kombinasyonlarinin imipeneme duyarli Acinetobacter kokenlerine

kargi  sinerjik  aktivite  gosterdigi  saptanmigtir.  Ancak  sulbaktamin
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sefolosporinlerle veya diger beta-laktamlarla kombinasyonu etkinlik artisi
saglamamistir. Kinolonlar ile beta-laktam antibiyotikler veya imipenem ile
azitromisin kombinasyonlari da imipeneme duyarli Acinetobacter kokenlerine
karg! sinerjik bulunmustur. Polimiksin ile imipenem, imipenem ile rifampisin ve
polimiksin, imipenem, rifampisin G¢li kombinasyonlarinin metallo-beta-laktamaz
negatif, imipeneme direngli Acinetobacter turleri i¢in sinerjik aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir (53). Yapilan ¢alismalarda yeni kullanima giren tigesiklinin
genislemis spektrumlu beta laktamaz salgilayan gram negatif bakterilere ve
cogul ilag direngli A. baumannii cinslerine in vitro etkinliginin iyi oldugunu
goOstermigtir. Ancak yakin zamanda tigesikline karsi da direng raporlanmigtir
(45).

Rodriguez ve arkadaslan (11) yaptiklani bir calismada Kkolistin
(COL)+rifampisin (RIF) ve COL+imipenem (IMP) kombinasyonlarinin CiD ABC
Uzerine oldukca etkili oldugunu ve heterodirengli mutantlarin segilimini
engelledigini bildirmislerdir (54). Yine Rodriguez (11) daha &nceki bir
calismasinda kolistin tedavisi alan meneniitli bir hastanin BOS 6rneginden COL
direncli hale gelmis ABC izole etmis ve bu etkeni COL + RIF kombinasyonu ile

tedavi etmistir.

Gordon ve arkadaglar (48) Vankomisin (VAN) + COL kombinasyonlarinin
ilging bir sekilde CID ABC suslarinda sinerjik oldugunu ve heterodirenc
secilimini engelledidini géstermislerdir. Yine Li ve arkadaslari (55) ana sustan
elde ettikleri kolistine kargl heterodirecli suslarda normalde Gram pozitif etkinligi

olan bazi antibiyotiklere kargi da duyarlilik gelistigini bulmuslardir.

Metallo-beta-laktamaz negatif, karbapenem direnci olan Acinetobacter
kokenlerine bagl enksiyonlarda kolistin ile rifampisin veya kolistin ile imipenem
kombinasyonu degerlendiriimelidir. Metallo-beta-laktamaz pozitif, karbapenem
direncli Acinetobacter enfeksiyonlarinda ise kolistin ile rifampisin ve/veya

tigesiklin kombinasyonu disinllmelidir. Eger VIP varsa nebllize kolistin
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tedavisi kombinasyona eklenebilir. Kultir sonuglari, antibiyotik duyarlilik

sonuglari ve MIK dizeyleri dikkatli bir sekilde degerlendirilmelidir (39, 56).

2.1.8 Acinetobacter Susglarinda Kolistine Karsi Direng-Heterodireng

Mekanizmasi, Morfolojik Kanitlar ve Epidemiyoloji

Kolistin hlcre zarina etki eden polimiksin grubu bir antibiyotiktir.
(Polimiksin E). Katyonik bir peptid olan kolistin, Gram negatif bakteri hlicre zari
ile iliskiye gecip dis membrandaki anyonik lipopolisakkarid molekdilleri ile iligkiye
girer ve sonugta hilcre zarinda duzensizlik ortaya c¢ikar. Kolistin, LPS
molekullerini stabil halde tutan magnezyum ve kalsiyumun yerini degistirerek
dis membranda bozulmaya ve olusan permeabilite bozuklugu bakterinin
olumune neden olur. Kolistin konsantrasyona bagimli olarak etki gostermektedir.
Gram-negatif bakterilerde mutasyon ya da adaptasyon yolu ile kolistine karsi
diren¢ gelisebilmektedir. Bobrek fonksiyonu normal hastalar icin intravendz

yoldan 2,5-5 mg/kg/gln, 2-4 esit dozda kullaniimasi énerilmektedir (57).

Kolistine karsi heterojen direng ilk olarak Li (3) tarafindan bildiriimis ve
daha sonra bu konuda c¢alismalar hizlanmigtir. Hawley (8) kolistin
heterodirencinin onceki kolistin tedavisi ile iligkisini raporlamistir. Tan (9)
uygulama rejimininden bagimsiz olarak kolistine maruziyet sonrasi direng
gelisimini deneysel olarak raporlamistir. Rodriguez (11) bir gcalismasinda kolistin
tedavisi alan menenijitli bir hastanin BOS 6rneginden COL direngli hale gelmis

ABC izole etmis ve etkeni COL + RiF kombinasyonu ile tedavi etmistir.

Yau ve arkadaslari (4) arastirdiklari 30 izolat iginde %23 heterodireng ve
%3.3 kolistine kargl diren¢ bulmuslardir. Ko ve arkadaslari (5) iki Kore
hastanesinden 265 Klinik izolat galismis ve kolistine karsi direng oranini %27.9
bulmusglardir. Souli ve arkadaslari (6) Atina civarindaki 17 hastaneden izole
edilen Acinetobacter’lerde kolistine karsi direng oranini %3 olarak bulmuslardir.

Yine 2011 yilinda Tayvan ve Kuveyt'de devlet hastanelerinde klinik orneklerden
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izole edilen ABC suslarinda yapilan arastirmalarda kolistine karsi direng orani
%10 ve %12 civarinda bulunmustur (58, 59).

Tarkiye'den Aycengel ve Dizbay (47) 2010 yilinda kolistin direngli ABC
raporlamiglardir. Eser ve arkadaslari. (eser) Hacettepe Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesine bagvuran hastalardan izole edilen Acinetobacter
suglarinda %11.3 kolistin direnci saptamiglardir. Biz de 2011 yiinda COMU
SUAM yogun bakim Unitesinde yatmakta olan bir hastanin BOS &rneginden

kolistin direncli ABC susu izole ettik.

Yapilan arastirmalar duyarl ve direngli hale gelmis ayni ABC suslarinda
belirgin morfolojik degisikler olustugunu gostermistir. Soon ve arkadasglari (17)
ya ptiklari bir galismada, kolistin duyarli ABC ve kolistin direngli hale getirilmis
ayni kdkenli ABC suslarindaki morfolojik farkhliklari raporlamiglardir. Buna goére
kolistin duyarli suglar; elektron mikroskobunda tim ureme fazlarinda gomak
seklinde ve duraklama fazinda uzamis hucreler seklinde gozlenmis iken, kolistin
direncli suslar; erken ve orta logaritmik fazda klresel, duraklama fazinda ise
kok, comak, uzamis tipler bir arada olacak sekilde gozlenmistir. Ayrica yine
direncli suslarda dis ylzeyde artmis oluksu yapilar gorulmus, pililerde sayi ve

uzunluk azalmasi saptanmis, yuzey dokulari daha ince goruntulenmigtir.

Gordon ve arkadaglari (48) ise yaptiklari benzer bir ¢calismada kolistine
maruz kalmis suslarda, artmis sekilsel varyasyonlar, oyuklar, hucrelerin

etrafinda birikintiler ve purtukla bir morfoloji raporlamislardir.

Su anda ABC kolistin direnci hakkinda goéreceli olarak az c¢alisma
bulunmakla beraber, kolistin-lipid A etkilesimini aciklamaya c¢alisan iki ana
hipotez dikkat cekmektedir (60).

Birinci hipotez Moffat, Henry ve arkadaslari (61 - 63) tarafindan
ongorulmus LPS kaybi hipotezidir. Baslangi¢c olarak bu c¢alismacilar lipid A
biyosentez geninin inaktivasyonunu bulmuslardir. Sonugta IpxA, IpXC ve IpXD

uzerinden ABC'de LPS d{retiminin tamamen kaybinin meydana geldigini
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saptamiglardir. Bu LPS kaybina ugramis olan suslar kolistine kargi direngli hale
gelir (61). Yine calismacilar IpxA ya da IpxC'de ISAball insersiyon sekansi
bulmuslardir. Bu degisikligin de LPS Uretiminin tamamen kaybina ve ylksek
dizey kolistin direncine yol acgtigini bulmuslardir (62). LPS kaybina ugrayan
kolistin direngli ABC susunda olusan daha az negatif yuk, kolistine kargi affinite
kaybinin sebebi olabilir (64).

ikinci hipotez ise Adams ve arkadaslar (65) tarafindan gelistirilen PmrAB
iki bilesenli sistem iligkili hipotezdir. Kolistin direngli ve kolistin duyarl suglarda
PmrA ve PmrB kodlayan genleri karsilagtiran bu galismacilar, pmrA ve pmrB
genlerindeki mutasyonun ABC kolistin direnci ile iligkili oldugunu bildirmiglerdir.

Bu iki hipotez su an icin en gecerli hipotezlerdir.

2.1.9. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kullanilan Diger

Antibiyotikler ve Bunlara Karsi Olusan Diren¢ Mekanizmalari

2.1.9.1. Beta-laktam Antibiyotikler: Beta-laktamlar bakteri hicresinin,
peptidoglikan sentezinde gorevli olan karboksipeptidaz ve transpeptidazlarini
inhibe edip, hicre duvari sentezini durdurarak bakterisidal etki gosterirler. Bu tip
enzimler penisilin baglayan protein (PBP) olarak adlandinlir. Bir bakteride ¢ok
sayida PBP bulunur. Beta-laktam antibiyotikler hiicre duvari sentezi sirasinda
cogalmakta olan bakterilere etki ederler. Beta-laktam antibiyotikler penisilinler,
beta-laktamaz inhibitorleri, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler

olmak uzere 5 ana grupta siniflandirilir (66).
Beta-laktamlara direng gelisimine neden olan genel mekanizmalar;

1) Penisilin baglayan proteinlerde olusan degisiklikler ile antibiyotigin
hedefine baglanmasinin engellenmesi: PBP’in asiri sentezi, beta-laktam
antibiyotiklere dusuk afinite gosteren yeni PBP’lerin edinilmesi, duyarl bir
PBP’in daha direngli PBP ile kombinasyon yapmasi, PBP’lerdeki nokta

mutasyonlari sonucu beta-laktam antibiyotiklere afinitelerinin azalmasi sonucu
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olusabilmektedir. Bu tip direng esas olarak gram-pozitif tlrlerde goérilmekle

beraber Acinetobacter turlerinde de tanimlanmigtir (67).

2) Dis membran porin proteinlerinde azalma veya atim pompalar ile
antibiyotigin hicre duvarindan gegiginin ve hicre igine girisinin dnlenmesi: Beta-
laktamlarin ¢ogu suda eriyebilen molekullerdir. Bu nedenle lipid yapidaki gram-
negatif bakteri dis membranini gegemezler. Bu gecis ancak dis membrandaki
porin proteinlerinin olusturdugu, igleri su dolu kanalciklar araciligiyla gerceklesir
(67).

Bakterilerdeki porinlerin 6zellikleri ve sayisi, antibiyotigin yuk, ¢ozunurlik,
bayUkluk gibi bazi o6zellikleri antibiyotigin bakteri icine giris hizini belirler.
Antibiyotiklerin bakteri hucresinden atilmasi, bakterilerin antibiyotiklerin htcre igi
yogunlugunu azaltmak icin kullandiklari enerjiye bagimli bir mekanizmadir. Atim
pompalari antibiyotiklere duyarli ve direngli tim mikroorganizmalarda
bulunmakta, mutasyonlar sonucunda olusan degisiklikler ile antibiyotiklere

direng olusmaktadir (68).

3) Beta-laktamaz enzimleri ile beta-laktam antibiyotiginin inaktive
edilmesi: Bu yol bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere kargi direngte en sik
kullandiklari mekanizmadir. Gram negatif bakterilerde beta-laktamaz enzimleri
gram-pozitif bakterilere gére daha ¢ok daha yaygin ve cesitlidir. Bunun sebebi
bircogunun plazmid ve transpozon kontrolinde olmasi ve direng genlerini
duyarli bakterilere gecirilebilmesidir. Bu enzimler molekuler yapilarina ya da
substrat ve inhibitor profilleri ile belirlenen islevsel &zelliklerine gore
siniflandinlabilir. En yaygin olarak 1995'den beri Bush, Jacoby ve Medeiros
tarafindan oOnerilen siniflama glncellenmis sekli ile kullanilmaya devam
edilmektedir (68).

2.1.9.2. Tetrasiklinler: Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere,
anaeroplara, spiroket, riketsiya, klamidya ve mikoplazma tirlerine etkili olan

genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Gram-negatif bakterilerin igine dis

16



duvarlarindaki porin kanallarindan pasif difizyonla girip, protein sentezi
yapmakta olan 70S ribozomun 30S alt Gnitesinde yeni tagiyici ribonukleik asit
(tRNA) molekulinin yerlesecegi bolge ile birlesirler. Sonugta tRNA ribozomdaki
yerini alamaz, tRNA'nin getirdigi aminoasit sentezlenen polipeptide baglanmaz

ve protein sentezi duraklar (69).

Yine genig bir etkinligi olan tigesiklin, karbapenemaz Ureten
Acinetobacter suslarina karsi etkili bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda tetrasiklin
direng genlerini tasiyan birgok bakterinin tigesikline karsi duyarli oldugu
gosterilmigtir. Yapilan klinik ¢alismalarda komplike olmus deri, yumusak doku
enfeksiyonlari ve komplike karin i¢i enfeksiyonlarda tigesiklin monoterapisi etkili
bulunmustur. idrarla atiimi diisiik oldugu igin Uriner sistem enfeksiyonlarinin

tedavisinde kullaniimasi 6nerilmemektedir (70, 71).

Tetrasiklinlere direncgte, bakteri sitoplazmik membranindaki proteinler ile
ilacin enerjiye bagimh olarak hicre disina pompalanmasi, enzimatik yoldan
tetrasiklinin  inaktive edilmesi, ribozomal ribonlkleik asit (rRNA)daki

mutasyonlar ve ribozomun sitozolik proteinleri ile korunmasi rol oynar (72).

2.1.9.3 Aminoglikozidler: Oncelikle Pseudomonas’lar olmak (izere
gram-negatif aerop basiller Uzerine etkilidirler. Direngli Acinetobacter
enfeksiyonlarinda kombine tedavide etkilidirler. Gram-pozitif bakterilere
etkinlikleri  kisithdir. Etki mekanizmasi olarak, mesajci ribonukleik asit
(mRNA)daki genetik bilginin yanlis okunmasina yol acarak bakteri
ribozomundaki protein sentezini inhibe ederler ve bdylece bakteri hlcresine
hizli bakterisidal etkinlik gosterirler. Aminoglikozidlerin konsantrasyona bagl
bakterisidal ve postantibiyotik etkilerinden yararlanilarak tek ve yuksek doz

uygulanmalariyla basarili tedavi sonuclari elde edilmistir (73).

Aminoglikozidlere  kargi  ribozomal, enzimatik (asetiltransferaz,
fosfotransferaz ve nukleotidil transferaz enzimine bagl) ve membranda azalan

gegirgenlik mekanizmasi ile direng s6z konusudur (74). Amikasin ve netilmisin
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bakterilerin salgiladigi inaktive edici enzimlerin ¢oguna karsi dayanikhdir;
sadece asetilazlar tarafindan inaktive edilirler. Bu diren¢ sayesinde grup iginde

en genis antibakteriyel etki spektrumuna sahiptirler (75).

2.1.9.4. Kinolonlar: DNA sentezini direkt olarak inhibe eden
antimikrobiyal gruptur. Kinolonlar bakterilerde DNA replikasyonu igin gerekli olan
DNA-giraz (topoizomeraz Il) ve topoizomeraz IV enzimleri ile etkilesime girip,
DNA'nin replikasyonu ve RNA-polimeraz enziminin DNA'ya baglanarak mRNA
olusturmasini  engeller, sonugta nuUkleik asit sentezi durur. Etkileri
konsantrasyona bagimli  bakterisidaldir.  Ofloksasin, levofloksasin ve
siprofloksasin, Acinetobacter spp. turlerine etki gosterir. Direncli Acinetobacter
enfeksiyonlarinda kombine tedavide siprofloksasin siklikla kullanilan ajanlardan
biridir. Fakat gunumuzde direncgli kokenler on plandadir. Kinolon grubu
antibiyotiklere kargi direng DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerindeki
mutasyonlara, gegirgenlikte azalmaya veya antibiyotigin digari atimina bagh

olarak gelismektedir (76).

2.1.9.5. Silfonamidler ve trimetoprim: Bakteriler folik asidi disardan
alamadiklarindan, kendileri para-aminobenzoik asit (PABA)ten sentezlerler.
Sulfonamidler, PABA analoglaridir ve dihidropteroat sentetaz enzimi igin onunla
yarigsarak folik asid sentezine girerler ve folik asid sentezini inhibe ederler.
Sonugcta bakterilerde RNA ve DNA yapimi bozulur. Bakteriyostatik etkilidirler.
Trimetoprim, bu sentez yolu Gzerinde dihidrofolat rediktaz enzimini inhibe eder.
Sulfonamid+trimetoprim kombinasyonu, folik asid sentez yolaginda ardisik
inhibisyonla bakterisid etki yapar (77). Sulfonamidlere kargi direng, siklikla
kromozomal mutasyonlar sonucu PABA'nin asiri sentezi ya da sulfonamidlere
dusuk afinite gosteren degdisik bir dihidropteroat sentetaz enziminin
sentezlenmesi ile gelisir. A. baumannii izolatlari trimetoprim-sulfametoksazole

karg! yuksek duzeyde direng gostermektedirler (78).

2.1.9.6. Yeni peptidler ve standart Gram pozitif etkili ajanlar: Yapilan

son arastirmalarda, dogal bazi urunler ve kimyasal yoldan sentezlenmis bazi
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molekuller dahil bir seri yeni kimsayal maddenin ABC'e etkileri Uzerine umit
verici sonuglar alinmigtir. Bunlardan en 6nemlileri Alyteserin-1c, Buforin 1l ve
Human Beta Defensin 2 peptidleridir (49). Noradrenalin uyarisi ile cillte salinan
23 aminoasitlik bir peptid olan Alyteserin-1c, yapilan bir arastirmada CiD ABC
suslarl igin bakterisidal bulunmustur (79). Bir Asya kurbagasinin midesinden
izole edilen Buforin Il peptidi ile yapilan ¢alismalarda in-vivo ve in-vitro olarak,
mono ve RIF ile kombine terapi simulasyonlarinda olumlu sonuglar alinmistir
(80). Human Beta defensin de yapilan calismalarda ABC ve CiD ABC suslarina
etkili bulunan baska bir peptiddir (81).

Yapilan arastirmalar normalde Gram negatif etkinligi olmayan fusidik asit,
eritromisin, vankomisin, teikoplanin gibi bazi antibiyotiklerin, kolistine kargi
duyarh halden direncli hale gegcmis ABC suslarina nispeten etkili oldugunu ve
direng gelisimi sonrasinda, bunlara kargi bakterilerin - minimum inhibitor
konsantrasyonu (MiK) degerlerinin distiguni géstermistir (55). Gordon ve
arkadaslari (48) kolistin direnci gelistiriimis ABC susunda vankomisine karsi MiK
degerinin anlamh derecede dustligund ve kolistin-vankomisin kombinasyonun

sinerjik etkili oldugunu raporlamigtir.

19



3. GEREG VE YONTEM

Bu c¢alisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu tarafindan 2012-028 numarali proje ile desteklendi.
Calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakltesi Saglik Uygulama
ve Arastirma Merkezi (COMU-SUAM) Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvar’'nda, Ocak 2010 — Eylil 2012 tarihleri arasinda, yodun bakim
unitelerinde kan kulturlerinden izole edilen karbapenem direncli 31 A.baumannii
complex susu ile gergeklestirildi. Klinik izolatlarin 14'G erkek, 17'si kadin
hastaya aitti. izolatlar toplam 25 hastadan toplandi, ancak 6 hastada birden
fazla kan kultirinde Ureme oldugundan, bu hastalar igin kronolojik olarak
kultarde Greyen hem ilk hem de son izolat galismaya alindi. TUm susglar izole,

genel ve dahiliye yogun bakim tnitelerinden izole edildi.

3.1. Calismada Kullanilan Besiyeri, Kimyasallar ve Ayiraglarin

Hazirlanmasi
3.1.1. Besiyerleri:

Eosin Methylene Blue (EMB), %5 koyun kanli agar (KKA), triple sugar
iron (TSi) agar, Mueller Hinton agar (MHA) ve deoxyribonuclease (DNaz)
besiyerleri (Salubris, Turkiye) hazir alinmistir. Laboratuvarda hazirlanan

besiyerleri asagidaki sekilde hazirlanmigtir;

Mueller Hinton buyyon (MHB): Toz MHB (Merck, Almanya)dan 22 gr
alinarak, hacim distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. Manyetik karigtiricida
(Wisd WiseStir MSH-20D, Almanya) eritildikten sonra deney tuplerine 10’ar ml
dagitildi. Otoklavda (Hirayama Hiclave HG-80, Japonya) 121°C'de 15 dk

tutularak sterilizasyon saglandi.
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Katyon ayarli Mueller Hinton Il buyyon (KAMHB): Toz KAMHB
(Becton Dickinson and Company, ABD)'dan 22 gr alinarak, hacim distile su ile
1000 ml'ye tamamlandi. Manyetik karistiricida (Wisd WiseStir MSH-20D,
Almanya) eritildikten sonra, otoklavda (Hirayama Hiclave HG-80, Japonya)

121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi.

Beyin kalp inflizyon (BHI) buyyonu: Toz BHI (Oxoid, Ingiltere)'den 37
gr alinarak hacim distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. Manyetik karistiricida
eritildikten sonra deney tuplerine 5’er ml dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk

tutularak sterilizasyon saglandi.

Jelatinaz besiyeri: 120 gr jelatinin (Riédel de haén, Almanya) hacmi
distile su ile 1000 ml'ye tamamlanip su banyosunda (Memmert, Almanya)
eritildi. icine 8 gr nutrient broth (Merck, Almanya) ilave edilip tekrar su
banyosunda eritildikten sonra deney tuplerine 5er ml dagitildi. Otoklavda

121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi.

%1 glukozlu oksidasyon fermentasyon (Glukoz O-F) besiyeri: O-F
basal mediumun (BBL/ABD) hacmi distile su ile 11 g/litre olacak sekilde, 150 ml
hazirlanip karistinilip kaynatildi. Su banyosunda 56°C’ye kadar sogutulup deney
tuplerine 5’er ml dagitildi. Otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon
saglandi. Sonrasinda su banyosunda 50°C’ye kadar sogutuldu. Uzerlerine

%10’luk glukoz solisyonundan 0,5 ml eklendi.

Mueller Hinton Agar (MHA): Toz MHA (Merck. Almanya)dan 34 gr
alinarak, hacim distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. Manyetik karistiricida
(Wisd WiseStir MSH-20D, Almanya) eritildikten sonra deney tuplerine dagitildi.
Otoklavda (Hirayama, Hiclave HG-80, Japonya) 121°C’de 15 dk tutularak

sterilizasyon saglandi.

Nutrient Agar (NA): Toz NA (Merck, Almanya)'dan 20 gr alinarak, hacim
distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi. Manyetik karistiricida (Wisd WiseStir
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MSH-20D, Almanya) eritildikten sonra otoklavda (Hirayama, Hiclave HG-80,
Japonya) 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi. Plaklara dokulda.

3.1.2. Kimyasallar ve Ayiraglar

Katalaz ayiraci: 1 ml %30’luk hidrojen peroksit (H,O,) (Sigma, ABD), 9

ml distile su ile karistirilarak %3’'luk H,O, hazirlandi.

Oksidaz ayiraci: N, N, N, N-Tetrametil-p-fenilenediamin hidroklortrin
(Sigma, ABD) distile sudaki %1’lik eriyigi hazirlandi.

DNaz ayiraci: 97,2 ml distile su ile 2,8 ml %37’lik hidrojen klorur (HCI)

(Riédel de haén, Almanya) karistirilarak hazirlandi.

%10’luk glukoz soliusyonu: 10 gr glukoz (Merck, Almanya) hacmi distile

su ile 100 ml'ye tamamlandi. 0,2 um’lik filtre kullanilarak stzulda.

0,5 McFarland bulaniklik tipii: 2012 Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstltist (Clinical and Laboratory Standarts Institute-CLSI) 6nerilerine gore
hazirlandi (82).

Asagidaki toz antibiyotiklerin her birinin potensleri standart bakteriler
(ATCC P.aeruginosa 27853, E.coli 25922) kullanilarak ayarlandi ve

sulandirimlarinda potenslerine uygun miktar tartildi (82 - 85).

Kolistin siilfat: Toz olarak alindi (Sigma Aldrich, ABD). 5 mg toz uygun

miktarda steril distile su ile sulandirilarak hazirlandi.

Rifampisin: Toz olarak alindi (Sigma Aldrich, ABD). 5 mg toz uygun

miktarda steril distile su ile sulandirilarak hazirlandi.

Gentamisin sulfat: Toz olarak alindi (Sigma Aldrich, ABD). 5 mg toz

uygun miktarda steril distile su ile sulandirilarak hazirlandi.

Tigesiklin hidrat: Toz olarak alindi (Sigma Aldrich, ABD). 5 mg toz

uygun miktarda steril distile su ile sulandirilarak hazirlandi.
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Flukanazol: Toz olarak alindi (Sigma Aldrich, ABD). 50 mg toz uygun

miktarda steril distile su ile sulandirilarak hazirlandi.
3.2. Orneklerin Toplanmasi

Calismada COMU SUAM'da yatan hastalarin kultlrlerinden hastane
enfeksiyonu (HE) etkeni olarak 2010-2012 tarihleri arasinda yogun bakim
unitelerinde kan kulturlerinden izole edilen, karbapenemler de dahil olmak Gzere
cogul ilaca direncgli A.baumannii kokenleri kullanildi. Ayni hastaya ait birden
fazla klinik drnekte karbapenem direncli A.baumannii Gremesi oldugunda tarih
olarak hastanin yatigindan sonraki ilk orneginden ve son Orneginden izole

edilen bakteriler galismaya alindi.
3.3. Bakterilerin Kiiltiirii ve identifikasyonu

Hastanemizde yatan hastalardan HE etkeni olarak izole edilen, VITEK2
cihazi (Biomeriux, Fransa) ile A.baumannii kompleks olarak isimlendirilen suslar
boncuklu saklama besiyerinde -80°C’de saklandi. Stoklanmis bakteriler ve
(American Type Culture Collection) ATCC A.baumannii 19606 susu c¢alisma
aninda iki kez koyun kanh agara pasajlandi ve 37°C’ye ayarh inklbatérde

(Memmert, Almanya) 24 saat inkube edildi.

izolatlarin ve ATCC susunun A.baumannii olduklarini dogrulamak icin
oncelikle Gram boyama yapilip gram negatif kokobasil olarak goérilen izolatlar
konvansiyonel yontemlerle tekrar tanimlandi. Bu amacla katalaz, oksidaz, DNaz
enzimlerinin varligi arastirildi. TSI agar, jelatinaz ve glukoz O-F besiyerlerine

ekim yapildi. Cukur lamda hareket ve 44°C'de Ureme bakildi.

3.3.1. Katalaz testi: Bu test, katalaz enzimi bulunduran bakterilerin
hidrojen peroksiti katalize ederek, oksijen ve suya ayrilmasini saglama esasina
dayanir. Temiz bir lam Uzerine bir damla katalaz ayiraci damlatilip, Uzerine steril
O0ze ile alinan koloni karigtirildi. Gaz kabarciklarinin gorulmesi pozitif,

gorulmemesi ise negatif olarak degerlendirildi (86).
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3.3.2. Oksidaz testi: Hazirlanan oksidaz ayiract kurutma kagidina
damlatildi. Koloniden alinip ayiragli kagida surulduagunde 10 saniye iginde mor
rengin olusmasi pozitif olarak, olusmamasi ise negatif olarak degerlendirildi
(86).

3.3.3. DNaz ekimi ve degerlendirilmesi: DNaz besiyerinin ortasina
nokta ekim yapildi. 37°C’de bir gece inkube edildi. Plak yluzeyine tim ylzeyi
kaplayacak sekilde DNaz ayiraci dokuldd. Koloni cevresinde HCI ve DNA
birlesmesi sonucu presipitasyon gozlendiginde (besiyeri matlastiginda) DNaz

negatif olarak yorumlandi (87).

3.3.4. TSI agar besiyerinin ekim yéntemi ve degerlendirilmesi:
Petride tek dusen koloniye dokundurulan igne Oze ile alinan bakteriler 6nce
besiyerinin dik kismina batirilarak sonra yatik kisminin yizeyinde zik zak
cizilerek ekim yapildi. Ekimler 37°C’de 24 saat inklUbe edildi, fermantatif veya

nonfermantatif olmasi incelendi (87).

3.3.5. Jelatinaz besiyeri ekimi ve degerlendilmesi: Petride tek disen
koloniye dokundurulan igne 0ze ile alinan bakteriler besiyerine dik batirilarak
ekim yapildi. EKimler 37°C’de 48 saat inkube edildi. Degerlendirme yapilmadan
once tupler +4°C'de bekletildi Hidroliz olusumu sonucu jelde erime olup

olmadigi gézlendi (87).

3.3.6. Glukoz O-F besiyeri ekimi ve degerlendiriimesi: Petride tek
dusen koloniye dokundurulan igne 0ze ile alinan bakteriler besiyerine dik,
yuzeyden 1-1,5 cm derinlikte olacak sekilde iki U¢ kez batirilarak ekim yapildi.
Ekimler 37°C’de 48 saat inkube edildi, sadece tupun Ust kisminda gortlen renk

degisikligi glukozdan oksidasyon varligi olarak degerlendirildi (87).

3.3.7. Cukur lamda haraket bakilmasi: BHI buyyona tek koloniden
pasaj yapildi ve 37°C’lik inkUibatorde iki saat bekletildi. Cukur lamda hazirlanan

asili damla yontemi ile hareket arastinidi (87).
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3.3.8. 44°C’de ureme: BHI buyyonunda bir gece 37°C’de uretilmig
bakteri sispansiyonundan, ayni besiyerini iceren tipe bir damla damlatildiktan
sonra tip 44°C’lik su banyosuna konuldu, 24 ve 48 saat sonra Uremeleri
degerlendirildi (87).

3.4. Bakterilerin Antibiyotik Duyarlliklarinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin ve ATCC A.baumannii 19606 susunun antibiyotik
duyarhliklarinin belirlenmesi; kolistin i¢in katyon ayarli Mueller Hinton buyyon ve
kolistin sulfat antibiyotik tozu kullanilarak CLSI'ya goére mikrobuyyon dilisyon
test yontemiyle, karbapenemler igin ise MHA ve M.I.C.Evaluator stripleri (Oxoid,
ingiltere) kullanilarak CLSI ve M.I.C.Evaluator stripleri Ureticisinin énerilerine
gore yapilip, yorumlandi. Kalite kontrol kdkeni olarak P.aeruginosa ATCC 27853
ve E. coli ATCC 25922 kullanildi (82).

3.4.1. Karbapenem MiK degerlendirilmesi

A.baumannii klinik izolatlarina kargi imipenem ve meropenemin MIK
degerleri M.1.C.Evaluator strip (Oxoid, ingiltere) ile belirlendi. Elde edilen saf
bakteri kolonilerinden MHB’de 0.5 McFarland Standard bulanikhgina es
suspansiyonlar elde edildi. Hazirlanan suspansiyon steril pamuklu ekivyon
cubugu yardimi ile MHA yuzeyine surulerek ekildi, 3-5 dk kurutulduktan sonra
meropenem (MEM, 0,002ug/ml) ve imipenem (IMP, 0,002ug/ml) M.1.C.Evaluator
stripleri yerlestirildi. 37°C de ve 24 saat inkiibasyon sonucunda elips seklindeki
inhibisyon zonunun striple kesistigi nokta sayisal MiK degeri olarak kabul edildi.
Sonuglar CLSI'nin sinir degerleri baz alinarak degerlendirildi (82). Testin

degerlendiriimesinde kullanilan sinir degerler Tablo 3.1'de gosterilmektedir.
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Tablo 3.1. MIK testinin yorumlanmasinda sinir degerler (ug/ml) (82)

Antibiyotik Direncli Orta Duyarli Duyarl
imipenem >16 8 <4
Meropenem =16 8 <4

3.4.2. Sivi mikrodiliisyon yéntemi ile kolistin icin MiK hesaplanmasi

Caligsmaya alinan tum klinik suslar ve A.baumannii ATCC 19606 standart
susu ile hastanemizde BOS’tan izole edilip kontrol susu olarak kullanilan kolistin
direngli sus icin sivi mikrodiltisyon teknigi ile kolistin MiK degerleri hesaplandi
ve CLSI kriterlerine gore degerlendirildi (82). Sivi besiyeri olarak KAMHB
kullanildi. Test 96-kuyucuklu U-tabanli mikroplaklarda uygulandi. Test edilecek
her sus igin dncelikle mikroplagin ilk kuyucugu hari¢ her kuyucuguna 50 pl
KAMHB dagitildi. Daha sonra ilk kuyucuga ve ikinci kuyucuga 128 pg/ml kolistin
iceren 50 pl distile su eklendi. ikinci kuyucuktan baslamak tizere iki kat dillisyon
olacak sekilde seri aktarim yapildi ve en son 50 pul sivi digari atildi. Boylece 128
pg/ml'de baslayip 0.06 pg/ml ile biten antibiyotik konsantrasyonlari elde edildi.
Bir adet pozitif, bir adet negatif kontrol kuyucugu ¢aligildi. Bakteri inokulumu 0.5
McFarland standartinda (1x10*8 CFU/ml) KAMHB ile hazirlandi. Daha sonra
yine KAMHB ile 100 kez dilie edildi. Bu inokulumdan her kuyucuga 50'ser ul
eklenerek her kuyucukta 5x10%5 CFU/ml bakteri yogunlugu saglandi. Plaklar,
ustl plastik ile kapatilarak 35°C 1sida 24 saat enkiubasyona kaldirildi.
Enkubasyon sonunda Uremenin olmadigi en dusuk antibiyotik konsantrasyonu
MIK degeri olarak kaydedildi. Sonuclar CLSI kriterlerine (82) gére duyarli, orta

duyarl ve direngli olarak degerlendirildi ve sinir degerleri Tablo 3.2'de gosterildi.
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Tablo 3.2. Kolistin MiK testinin yorumlanmasinda sinir degerler (ug/ml) (82)

‘Antibiyotik Duyarh Orta Duyarlh Direngli
Kolistin <2 - >4

3.5. Heterojen Direng Arastiriimasi

ABC igin heterodireng tanimi bakterinin kolistin MiK degeri <2 ug/ml
olmasina karsin, >2 ug/ml colistin varhdinda 48 saat enklibasyon sonunda

altpopulasyonlarinin saptanabilmesidir (3).
3.5.1. Direkt kolistinli agara inokulasyon ile heterodiren¢ arastirmasi

Heterojen direngli suslari bulmak igin Li ve arkadaslarinin (3) daha once
onerdigi metoda gore calisildi. Bu amacla her sus igin 35°C de bir gece enkiibe
edilmis bakteri kultirinden % 0.9’luk tuzlu su igcinde 0.5 McFarland standardina
uygun suspansiyon hazirlandi. Bu suspansiyondan 100 pl miktar (1027 CFU/ml)
4 pg/ml kolistin iceren Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerine ve kontrol icin %5
koyun kanh agara pasajlandi. Plaklar 35°C de 48 saat tutuldu ve 48 saat
sonrasinda Ureyen koloniler sayildi. Dort pug/ml kolistin igeren besiyerinde
ureyen koloniler heterojen direngli A.baumannii olarak degerlendirilip, ek olarak
buradan yapilacak subkuiltiirdeki bakterilerin MiK degerinin >2 pg/ml oldugu

mikro buyyon dilusyon testi ile dogrulandi.

3.5.2. Sub-inhibitor diizeyde kolistin ile muamele edilerek suslarin

heterodirenglerinin ortaya gikarilmasi

Bu amagla 0.5 MiK konsantrasyonunda kolistin ve 10 ml KAMHB iceren
test tupleri, test edilecek klinik izolatlardan ve ATCC 19606 susundan bir 6ze
dolusu koloni ile inokule edildi. Tupler 37°C calkalamali su banyosunda
(Memmert WNB14, Almanya) 100 rpm’de 48 saat enklbasyona kaldirildi.
EnkUbasyon sonunda her tipten 100ul alinarak, 4 ug/ml kolistin igceren Mueller-

Hinton agar (MHA) besiyerine ve kontrol igin %5 koyun kanli agara pasajlandi.
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Antiyotikli agarda Ureyen koloniler kolistine direngli olarak degerlendirildi ve

koloniler manuel olarak sayildi.
3.5.3. Populasyon analiz profili

Standart A.baumannii ATCC 19606 susu ve heterodiren¢ arastirmasi
sonucunda segilen bir klinik izolat Gzerinde ¢alisildi. Bu amagla % 0.9’luk tuzlu
su ile 24 saatlik kulturden 0.5 McFarland bakteri stspansiyonu hazirlandi.
Bundan alinan 100 mikrolitre sivi (10A7 CFU/ml), cesitli konsantrasyonlarda
kolistin iceren MHA plaklari Gzerinde yayildi. Kolistin-sulfatin 0, 0.25, 1, 2, 4
Mg/ml konsantrasyonlari kullanildi. Petrilerde treyen direngli koloniler 35°C’de

48 saat enkubasyon sonrasi sayildi. (Sayma limiti 20 CFU/ml).
3.5.4. Time-kill egrisi yontemi

Populasyon analiz profili yapilan bakterilerde ¢alisildi. Bu amagla birkag
koloni, 10 ml KAMHB iceren test tlpune inokule edilip 2 saat 35°C'da
enkubatdrde tutularak logaritmik faza gecirildi. Ayni anda 1 ml KAMHB iceren
test tiipline kolistin antibiyotigi, 128xMiK konsantrasyonda (test edilecek bakteri
MIK degeri x 128) olacak sekilde eklendi. Bu tiipten 0.5 ml KAMHB iceren diger
tuplere seri dilisyon yapilarak, kolistin konsantrasyonlari 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16,
32, 64, 128xMIK olan antibiyotik-buyyon karigimlari elde edildi. Daha sonra bu
tuplerin her birine 0.5 ml logaritmik faza gegirilmis bakteri sispansiyonu eklendi.
Boylece 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64xMiK kolistin iceren ana
suspansiyonlar elde edildi. Bu islemler her iki sus icin de uygulandi ve ana
suspansiyonlari igeren tupler 35°C'de enkibe edilmek Uzere enkibatore
kaldirildi. Ana suspansiyonlar hazirlandiktan 0, 1, 2, 3, 4, 6 ve 24 saat sonra,
koloni sayimina uygun olacak sekilde 50’ser pl alinarak nutrient agar plaklarina

ekim yapildi ve koloniler 35°C’de 48 saat enklibasyon sonrasi sayildi.
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3.6. Degisik Antibiyotik Kombinasyonlarinin Heterojen Direng

Oranina Olan Etkilerinin Arastiriimasi

Popullasyon analiz profili yapilan bakterilerde c¢alisildi. Kolistinin tek
basina etkisi ile kolistinin rifampisin, gentamisin, tigesiklin ve flukanazol ile ikili
kombinasyonlarinin heterojen direng gelisimine olan etkileri, standart bakteri ve
secilen A.baumannii susunda asagida anlatildi§i sekilde seri pasajlarla
incelendi. Bu kombinasyonlarin, arastirilan suslarda MiK degerlerinin 0.5, 2, 8
ve 64 katl duzeyindeki heterodireng-direng gelisimini onleyici etkileri ginden
gune kombinasyon antibiyotiklerin dozu arttilarak incelendi. Li ve arkadaglarinin

(3) kullandiklari ydontemden yararlanildi.

3.6.1. Kombinasyonda kullanilacak antibiyotikler icin MiK degeri

hesaplanmasi

Kolistin-gentamisin,  kolistin-rifampisin,  kolistin-tigesiklin,  kolistin-
flukanazol kombinasyonlari deneneceginden, kombine verilecek bu 4 antibiyotik
icin, calisilacak olan suslarda (standart A.baumannii ATCC 19606 susu ve
heterodirenc arastirmasi sonucunda segilen bir klinik izolat) her antibiyotik icin
MIK degerleri ayri ayri hesaplandi. MIK hesaplanmasi, sivi mikrodiliisyon
yontemi ile yukarida daha 6nce anlatildigi sekilde yapildi. Her antibiyotik igin

saptanan MiK degerlerinin uygun katlari seri dillisyon asamasinda kullanildi.
3.6.2. Seri Pasajlar:

1.gun: Bir 6ze dolusu A.baumannii kolonisi 0.5xMIK kolistin iceren 10 ml
KAMHB’a pasajlandi. 37°C calkalamali su banyosunda 48 saat enkilbe edildi.
(200 rpm).

3.glin: Birinci giin cekilen pasaj tiipiinden 0.1 ml kiiltir 2xMiK kolistin
iceren 10 ml KAMHB’ye transfer edilerek ve tekrar bir 6nceki gibi enkiibasyona
alindi.

4.gun: Uglincli glin cekilen pasaj tipinden 0.1 ml kiltir 8xMiK kolistin

iceren 10 ml KAMHB'ye transfer edilerek ve tekrar bir dnceki gibi enkibasyona
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alindi.

5.giin: Dordiinct giin gekilen pasaj tupinden 0.1 ml kiltir 64xMiK
kolistin iceren 10 ml KAMHB'’ye transfer edilerek ve tekrar bir dnceki gibi
enkubasyona alindi.

6.gun: Kdltirlerden alinan 5 ml érnek 3000 g, 10 dk, +4°C’de santrifij
edildi, 10 ml tuzlu su ile 2 kez yikandi ve sonra 10 ml antibiyotiksiz KAMHB'’ye
ekildi. Daha sonraki on gun boyunca 6. gunde yapilan iglemler tekrarlandi.

Her pasaj sonunda 50 ul alinarak 4 ug/ml kolistinli MHA iceren petriye
ekilip ireyen koloniler sayildi ve heterojen diren¢ olusumu gozlendi.

Yukaridaki islem oncelikle kolistin tek basina kullanilarak yapildiktan
sonra, Kkolistin-rifampisin, kolistin-gentamisin, Kkolistin-tigesiklin ve kolistin-
flukonazol kombinasyonlari icin kombine edilerek antibiyotigin MiK degerinin

uygun katlari ayrica hesaplanarak tekrar edildi.

3.7. istatistiksel Analiz:

Gereksinim olmadidi igin istatistiksel analiz yapilmamistir.
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4. BULGULAR

Ocak 2010-Eylul 2012 yillann arasinda Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Faklltesi Saglik Uygulama ve Arastrma Merkezi (COMU-
SUAM) Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’'nda, yogun bakim
unitelerinden gonderilen kan kulturlerinden izole edilen A.baumannii complex
suslarindan antibiyotik duyarlilik paternleri farkli, karbapenemler de dahil olmak
uzere ¢ogul ilaca direngli 31 A.baumannii klinik izolati galismaya alindi. Klinik
izolatlarin 14'G erkek, 17'si kadin hastaya aitti. izolatlar toplam 25 hastadan
toplandi, ancak 6 hastada birden fazla kan kultirinde Greme oldugundan bu
hastalar igin kronolojik olarak kultirde ureyen ilk ve son izolat galismaya alindi.
Tam izolatlar yogun bakim Uniterinde kan kulturlerinden izole edildi. Hastalarda
birden fazla kan kuilturinde dreme oldugunda kronolojik olarak kultirde Ureyen
ilk ve son izolat ¢alismaya alindi. Bu galismaya alinan klinik izolatlarin yogun
bakim Unitelerine gore dagilimi Tablo 4.1’de sunulmustur. A.baumannii’nin en
fazla izole edildigi birim %68 (17/25) ile genel yogun bakim unitesi olarak

saptanmistir.

Tablo 4.1. Klinik izolatlarin yogun bakim Unitelerine gore dagihmi

A .baumannii (n=31)  Genel Yogun Bakim izole Yogun Bakim Dahili Yogun Bakim

Say1 17 3 5
% 68 12 20

Gram boyama yapilip gram negatif kokobasil olarak gorilen izolatlarin A.
baumannii olduklarini dogrulamak igin yapilan fenotipik testlerde tum suslar
katalaz pozitif, oksidaz negatif, DNaz negatif olarak saptanmistir. TSI agarda
nonfermenter reaksiyon, glukoz O-F besiyerinde glukozun oksidasyonu
gOzlenip, jelatinaz negatif olarak tespit edilmistir. TUm bakterilerin hareketi
negatif, 44°C de Uremesi pozitif olarak saptanmistir.
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4.1. Antibiyogram sonuglari:

Karbapenemler icin tum klinik izolatlar, M.I.C.Evaluator strip ile test
edilmis ve tum suslar imipenem ve meropeneme direngli bulunmustur. Bu

izolatlarin timiinde MiK degerleri >32 pg/ml olarak bulunmustur.

Sivi mikrodilusyon testi ile calismaya alinan tum kinik izolatlarin ve
standart ATCC suslarinin kolistin igin hesaplanan MIiK degerleri Tablo 4.2.'de

Ozetlenmisgtir.
4.2. Heterojen direng arastirmasi:

Heterojen direngli suslari bulmak igin Li ve arkadaslarinin (3) daha once
onerdigi metoda gore 4 pg/ml kolistin iceren Mueller-Hinton agar (MHA)
besiyerine pasajlanan suslarda 48 saat sonunda Ureme olmadi. Bunun Uzerine
kolistin iceren KAMHB icerisinde suslar daha once anlatildigi sekilde sub-
inhibitdor duzeyde kolistin ile muamele edilerek suslarin heterodirenclerinin
ortaya c¢ikariilmasi planlandi (17). Kolistinle muamele sonrasi 4 ug/ml kolistin
iceren Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerine ekilen tim suslarda Ureme
gozlemlendi. Bu suglarin subkulturlerinin de, sivi mikrodilisyon testi sonucunda

kolistine direngli olduklari dogrulandi.

Bu asamalarda sonra populasyon analiz profili galismasina gegildi. Li ve
arkadaslarinin (3) 6nerdigi yontem kullanildi. Klinik izolatlar arasindan segilen
21 nolu izolat ve standart A.baumannii ATCC 19606 susu caligildi. Kolistin-
sulfatin 0, 0.25, 1, 2, 4 ug/ml konsantrasyonlarinda ureyebilen koloniler daha
once anlatildigi sekilde sayildi. Dusik kolistin konsantrasyonlarinda ureme
saptanir iken, 4 pg/ml kolistin iceren Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerine
yapilan pasajlarda dreme saptanmadi. Populasyon analiz profili sonuglari Tablo
4.3 ve Sekil 4.1'de 6zetlendi.
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Tablo 4.2. Sivi mikrodiliisyon ydntemi ile test edilen suslarin kolistin igin MiK

degerleri
Tarih: Servis: Kolistin MiK
izolat no degerleri ( ug/ml )
1 01.02.12 GYB 0.5
2 01.09.12 GYB 0.5
3 01.05.10 | IZOLE YB 0.5
4 27.03.10 DY B 0.5
5 08.04.11 GYB 0.5
6 25.07.10 DYB 0.5
7 27.09.10 GYB 0.5
8 15.03.10 GYB 0.5
9 04.01.10 DYB 0.5
10 18.02.12 GYB 0.5
11 24.06.12 GYB 0.5
12 29.03.10 | IZOLEYB 0.5
13 09.05.10 GYB 0.5
14 23.05.10 GYB 0.5
15 24.03.10 | IZOLEYB 0.5
16 17.05.10 DYB 0.5
17 18.07.10 DYB 0.5
18 05.05.10 DYB 0.5
19 09.07.11 | IZOLE YB 0.5
20 11.11.10 GYB 0.5
21 20.12.10 GYB 0.5
22 18.12.10 GYB 0.5
23 29.07.11 GYB 0.5
24 28.02.11 GYB 0.5
25 21.03.11 GYB 0.5
26 29.06.11 GYB 0.5
27 29.06.11 GYB 0.5
28 09.09.10 GYB 0.5
29 26.10.10 GYB 0.5
30 02.02.10 GYB 0.5
31 05.03.10 GYB 0.5
A. baumannii ATCC 19606 0.5
P. aeruginosa ATCC 27853 1
E. coli ATCC 25922 0.5
Kolistin direngli kontrol izolati 16

*GYB: Genel Yogun Bakim, DYB: Dahili Yogun Bakim
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Tablo 4.3. Populasyon analiz profili tablosu

~

Kolistin miktari A.baumannii A.baumannii

ATCC 19606 Izolat no:21
Kolistin yok >100.000 CFU/ml >100.000 CFU/mI
0.25 ug/ml kolistin >100.000 CFU/ml >100.000 CFU/mI
1 pg/ml kolistin 440 CFU/ml 40 CFU/ml
2 ug/ml kolistin 60 CFU/ml 160 CFU/ml
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Sekil 4.1. Populasyon analiz profili grafigi

4.3. Time-kill egrisi sonuglari:

Yapilan time-kill deneyleri sonucu, standart ATCC susu ve 21 nolu

A.baumannii susunda 0, 0.25, 0.5 ve 1 pg/ml kolistin konsantrasyonu igeren

suspansiyonlardan

g6zlenmedi. Her iki susta da 32 ug/ml kolistin konsantrayonunda 0. saatte bile 1

agara yapllan

34

pasajlarda herhangi bir inhibisyon



log inhibisyon gozlendi. Yine her iki susta da, daha yuUksek kolistin
konsantrasyonlarinda daha belirgin olmak Uzere 6. saate kadar inhibisyon
gbzlemlenmekte ancak 6. saatten sonra, 24. saatte kadar yeniden Ureme
sonucu bakteri sayisinda hizli bir artig ve heterodireng segilimi olmaktadir.

Time-kill deneyi sonuglari Sekil 4.2 ve Sekil 4.3'de 6zetlenmisgtir.

m 32 pg/ml
m 16 pg/ml
8 pg/ml
= 4 pg/ml
| 2 pg/ml

1 pg/ml
m 0.5 pg/ml
0 pg/ml = 0.25 pg/mi
0.5 pg/mi =0 pg/ml

2 pg/ml

& pg/ml Kolistin

0 32 pg/ml konsantrasyonlan
0. Saat 1. Saat 2. Saat 3. saat 4. saat 6. saat 24 saat

Sekil 4.2. A.baumannii 21 no'lu izolat time-kKill egrisi
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w32 pg/'ml

m 16 pg/ml
8 pg/ml

w4 pgiml

m 2 pg/ml
1 pg/ml

m 0.5 pg/ml

0 pgfl'l'ﬂ w025 pgfl'l’ﬂ

0.5 pg/ml =m0 pg/ml

8 pg!mlz ng/ml Kolistin

0 32 pg/ml konsantrasyonlan

0. Saat 1. Saat 2. Saat 3. saat 4. saat 6. saat 24 saat

Sekil 4.3. A.baumannii ATCC 19606 time-kill egrisi

Grafikler analiz edildiginde 21. nolu izolatta, inhibisyonun maksimum
oldugu 6. saatte, 2 pg/ml ve Ustu kolistin konsantrasyonlarinda, standart ATTC

susuna gore daha iyi bir inhibisyon gozlemlenmistir.

Grafik analiz edildiginde 24. saattin sonunda Ureyen koloni sayilarinin
tekrar arttigi goézlemlenmisti. Ancak 21 nolu izolatta 32 pg/ml Kkolistin
konsantrasyonunda, 24. saatte bile 3 log duzeyinde inhibisyon gozlemlenmistir.
Bu inhibisyon 32 pg/ml kolistin konsantrasyonunda standart ATCC izolatinda 24.
saatte daha zayif gdézlemlenmistir (log=4).
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4.4. Degisik antibiyotik kombinasyonlari ve konsantrasyonlarinda

seri pasaj sonuglari

Kolistin-gentamisin,  kolistin-rifampisin,  kolistin-tigesiklin,  kolistin-
flukanazol kombinasyonlari deneneceginden, kombine verilecek bu 4 antibiyotik
icin, ¢alisilan suslarda (standart A.baumannii ATCC 19606 susu ve heterodireng
arastirmasi sonucunda segilen bir klinik izolat) herbir antibiyotik igin saptanan

MIK degerleri asagida Tablo 4.4'de verilmistir.

Tablo 4.4. Kombine denenecek antibiyotikler igin saptanan MIK degerleri (ug/ml)

Antibiyotik 21.nolu Klinik izolat A.baumannii ATCC 19606
Kolistin 0.5 0.5

Rifampisin 4 4

Gentamisin 2 8

Tigesiklin 1 0.25

Flukanazol > 64 > 64

Kombine antibiyotik ikililerinin MIK degerlerinin 0.5, 2, 8 ve 64 katlarinda
seri dilisyonlarinin pasajlarindan Uretilen kolistin direncli bakterilerin koloni
sayilari ve devaminda Kolistin igcermeyen buyyonlardan yapilan pasajlardan
uretilen kolistin direngli bakteri koloni sayilari asagidaki tablolarda 6zetlenmistir.
(Tablo 4.5 ve Tablo 4.6)
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Tablo 4.5. Standart ATCC A.baumannii susu icgin degisik ilag konsantrasyonlari

ve kombinasyonlarinda seri pasaj sonuglari (CFU/ml)

Sadece Col | Col+Gen Col+Rif Col+Tig Col+Flu
0.5xMIK 100000 0 0 0 100000
2xMIK 100000 0 0 0 100000
8xMIK 100000 0 0 0 100000
64xMIK 100000 0 0 0 100000
l.glin * 100000 0 0 0 100000
2. giin* 100000 0 0 0 100000
3. giin* 100000 0 0 0 100000
4.giin* 100000 0 0 0 100000
5.giin* 100000 0 0 0 100000
6.giin* 100000 0 0 0 100000
7.glin* 100000 0 0 0 100000
8.giin* 100000 0 0 0 100000
9.gilin* 100000 0 0 0 100000
10.giin* 100000 0 0 0 100000

*Kolistin igermeyen buyyonlara yapilan pasajlar
Col: kolistin, Gen: gentamisin, Rif: rifampisin, Tig: tigesiklin, Flu: flukanozol

Tablo 4.6. A.baumannii 21 nolu izolat igin, degisik ila¢ konsantrasyonlari ve

kombinasyonlarinda seri pasaj sonuglari (CFU/ml)

Sadece Col | Col+Gen Col+Rif Col+Tig Col+Flu
0.5xMIK 100000 100000 0 0 100000
2xMIK 100000 100000 0 0 100000
8xMIK 100000 10000 0 0 100000
64xMIK 100000 0 0 0 100000
1.giin * 100000 0 0 0 100000
2. glin* 100000 0 0 0 100000
3. glin* 100000 0 0 0 100000
4.giin* 100000 0 0 0 100000
5.glin* 100000 0 0 0 100000
6.glin* 100000 0 0 0 100000
7.glin* 100000 0 0 0 100000
8.glin* 100000 0 0 0 100000
9.giin* 100000 0 0 0 100000
10.giin* 100000 0 0 0 100000

*Kolistin icermeyen buyyonlara yapilan pasajlar
Col: kolistin, Gen: gentamisin, Rif: rifampisin, Tig: tigesiklin, Flu: flukanozol
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Tablolar analiz edildiginde, kolistin tek basina uygulandiginda artan
konsantrasyonlarda dahi, bakterilerin inhibe olmadigi ve direngli hale gelerek

uremeye devam ettikleri goruimasgtur.

Denenen her iki sus icin de Col+Rif ve Col+Tig kombinasyonu sub-MiK

duzeyde bile etkili bulunmus ve bakterilerin Gremesini inhibe etmistir.

Col+Gen kombinasyonu naif standart ATCC A.baumannii susu igin sub-
MIK dahil tim konsantrasyonlarda etkili iken, hastane enfeksiyonundan izole
edilen 21. nolu A.baumannii izolatinda 0.5, 2 ve 8xMIiK konsantrasyonlarinda
etkisiz bulunmustur. Bu kombinasyon 64xMiK konsantrasyonda etkili bulundugu
halde, bu kombinasyonun bu kadar ylksek dizeyde in vivo tedavi amagl

uygulanabilmesi mumkun gézukmemektedir.

Col+Flu kombinasyonu, ayni kolistinin tek basina uygulanmasinda

oldugu gibi hi¢bir konsantrasyonda bakterileri inhibe edememistir.
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5. TARTISMA

Hastane enfeksiyonlari olusturdugu yuksek maliyet, morbidite ve
mortalite nedeniyle dnemli global bir saglik sorunudur. Acinetobacter baumannii

turleri hastane kaynakli enfeksiyonlardan en sik sorumlu olan tardur (27)

Dinya c¢apinda hastane enfeksiyonlari oranlari cografik olarak
degismekle birlikte genellikle %3-17 arasinda bulunmustur. Dinya Saglik
Orgiiti'nuin, dort bolgesini temsil eden 14 (lkede, 55 hastanede yapmis oldugu
bir prevalans calismasinda yatan hastalarin ortalama %9'unda hastane
enfeksiyonu gelistigi saptanmistir. En ylksek hastane enfeksiyonu sikligi Dogu
Akdeniz ile Guney Dogu Asya Bdlgelerinde sirasiyla %12 ve 10 olarak tespit
edilmistir. Bu deger Avrupa'da %8, Bati Pasifik'de %9 olarak saptanmistir (28).
Yogun bakim ve yanik Uniteleri gibi birimlerde bu oran %20-40’lara ¢ikmaktadr.
Gelismemis Ulkelerde saglk kurulusuna basvuran hastalarda hastane
enfeksiyonlari gelisme riskinin gelismis Ulkelere gore 2-20 kat artmis oldugu

raporlanmigtir (29).

A.baumannii’nin neden oldugu enfeksiyonlar daha ¢ok yodun bakim
Unitelerindeki immun sistemi zayif dismus hastalarda goérilme egilimindedir.
Uzun sureli bakim merkezlerinde, oOzellikle de ventilatore baglh hastalarin
bakiminin yapildigi merkezlerde bulunan hastalarda risk artmaktadir. Yogun
bakim Unitesinde kalmaya ek olarak, kolonizasyon ve enfeksiyona iligkin risk
faktorleri arasinda, yakin zamanda gegirilmis cerrahi operasyon, santral damar
ici kateterizasyon, trakeostomi, mekanik ventilasyon, enteral beslenme ve
ucuncu grup sefalosporin, florokinolon veya karbapenem antibiyotikleriyle tedavi
de yer almaktadir (30, 31).

Lolans ve ark. (32) 2006 yilinda Chicago’da ve Indiana civarinda
karbapenamaz ureten Acinetobacter’e iliskin bir salgin nedeniyle yaptiklar
calismada molekuller siniflandirma sonucu salginin ortak kaynakl oldugunu
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gostermiglerdir. 2005 yilindan beri en az bes hastane, U¢ uzun sudreli bakim
merkezi ve 200'den fazla hasta bu salgindan etkilenmistir. Fransa’da, ¢ogul
ilaca direngli monoklonal A.baumannii salgininda, Nisan 2003 ile Haziran 2004
tarihleri arasinda 53 hastanede 290 izolat toplanmigtir. Epidemik sus, genis
spektrumlu bir beta-laktamaz icermektedir. En fazla etkilenen hastalar, yogun
bakim Unitelerinde, tibbi servislerde veya uzun suireli bakim merkezlerinde

bulunan hastalar olmustur (33).

Calismamizda kan kultirlerinden Uretilen CR-ABC suslari en ¢ok genel
yogun bakim Unitesinden (%68) izole edildi. Bunun nedeninin izole ve dahili

yogun bakim unitelerinin disuk hasta kapasitesi oldugu dusunaldu.

Guvenli verilere ulasilmasinda karsilasilan zorluklarla beraber tlkemizde
ginimuizde hastane enfeksiyonlari oraninin % 5-15 arasinda degistigi kabul
edilmektedir (25, 35). Karahocagil ve ark. (36) yaptiklari galigmada Ocak 2009-
Mart 2010 tarihleri arasinda Yizincli Yil Universitesi Egitim Arastirma
Uygulama Hastanesinde HE oranini %3,5 bulmuslardir. Neden olan
mikroorganizmalar arasinda ise A. baumannii %23,2 orani ile ilk sirada yer
almistir. Batman Bolge Hastanesinde 2011 yilinda yapilan bir arastirmada ise
Acinetobacter icin karbapenem direng orani % 75 iken, Kkolistine direng
saptanmamigtir  (37). 2013 yilinda vyayinlanan, Kayseri'de yapilan bir
arastirmada, A. baumannii karbapenem direng oranlari %91 bulunmus iken
kolistine direngli sus saptanmamistir (38). Canakkale’de, Arastirma
hastanemizde yapilan calismada 1 Mayis 2009 - 1 Mayis 2010 tarihleri
arasinda izole edilen A. baumannii suslarinda ¢oklu ilag direnci gézlenmis, tim

suslarda sadece tobramisin ve kolistin duyarli bulunmustur (16).

Karbapenem direncgli A.baumannii complex (CR-ABC) suslarinda
kolistine karsi heterojen direng segilimi ve direng gelisimi dnemli bir problemdir.
Son yillarda kolistine heterodirencgli ve direngli izolatlar gittikge artan duzeyde

saptanmaktadir (4).
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Kolistine karsi heterojen direng ilk olarak Li (3) tarafindan bildirilmigtir.
Gelistirdigi yontem ile 16 klinik hastane izolatinin %94'Unde kolistin
heterodirenci tespit etmistir. Hawley (8) kolistin heterodirencinin, daha 6énce
kolistin tedavisi alan hasta izolatlarinda daha yuksek oldugunu raporlamigtir.
Ayrica 21 hastanin tamaminda heterodireng bulmustur. Tan (9) tedavi uygulama
rejimi simulasyonu ile rejimden bagimsiz olarak kolistine maruziyet sonrasi
direng gelisimini deneysel olarak raporlamistir. Rodriguez (11) bir calismasinda
kolistin tedavisi alan menenijitli bir hastanin BOS 6rneginden kolistin direngli
hale gelmis ABC izole etmistir. BOylece kolistinin kendine kargi direng gelisini

indukledigi gozlemlenmistir.

Yau ve arkadaslari (4) 30 acinetobacter izolati icinde %23 heterodireng
ve %3.3 kolistine kargi diren¢ bulmuslardir. Ko ve arkadaslari (5) iki Kore
hastanesinden 265 klinik izolat calismis ve kolistine karsi direng oranini %27.9
bulmuslardir. Souli ve arkadagslari (6) Atina civarindaki 17 hastaneden izole
edilen Acinetobacter’lerde kolistine karsi direng oranini %3 olarak bulmuslardir.
Yine 2011 yilinda Tayvan ve Kuveyt'de devlet hastanelerinde klinik oérneklerden
izole edilen ABC suslarinda yapilan galismalarda kolistine karsi diren¢ orani
%10 ve %12 civarinda bulunmustur (58, 59).

Turkiye'den Aycengel ve Dizbay (47) 2010 yilinda kolistin direncli ABC
raporlamiglardir. Eser ve arkadagslar (88). Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi
Hastanesine basvuran hastalardan izole edilen Acinetobacter suslarinda %11.3
kolistin direnci saptamislardir. Arastirma hastanemiz yogun bakim Unitesinde
yatmakta olan bir hastanin Beyin omurilik sivisi drneginden 2011 yilinda,

laboratuvarimizda da kolistin direncli ABC susu izole edilmistir.

Tez calismamiz sirasinda oOncelikle Li ve arkadaslarinin (3) onerdigi
metod kullanilarak heterodirengli ABC suslari olup olmadigi ve bu
heterodirencin orani arastirildi. Arastirma yapilan 25 hastaya ait 31 klinik izolat
icerisinden, birden ¢ok Uremesi olan 6x2=12 tanesi ayni hastalarin kan

kultarlerinden izole edilen kronolojik olarak ilk ve son kultir orneklerden segildi.
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Burada amacimiz kolistin tedavisi alan hastalarin, son o&rneklerinde, ilk
orneklerine kiyasla kolistin heterodireng oraninin artip artmayacagini gérmeki.
Uygulanan yontem sonunda 31 klinik izolatin higbirinde kolistine karsi
heterodireng goézlemlenmedi. Bu yldzden, hastanemizde ABC ile enfekte
hastalara verilen kolistin tedavisinin, daha sonraki kan kulturlerinden izole edilen
ABC suslarinda olusturmasi  muhtemel kolistin  heterodireng  artisi
degerlendirilemedi. Heterodirengli sus saptanamamasi nedeni olarak,
ulkemizde kolistinin ge¢ kullanima girmesi ve/veya izole edilen bakteri
populasyon grubu igindeki kolistin direngli bireylerin saptanamayacak kadar az

oranda olmasi dusunaldd.

Heterodirencli sug saptanamamasi Uzerine, suslar sub-inhibitor duzeyde
kolistin ile muamale edilerek kolistin direncleri agiga cikarilmaya calisildi.
Sonugta, tum suslar kolistin direncgli hale geldi. Bu durum asagidaki iki

muhtemel dnermeyi disundirda.

1. Li (3) metodu uygulandiginda heterodiren¢ saptanamayan suslarda,
belki de sub-inhibitér muamele yontemi sonrasi saptanamayacak kadar disuk
dlzeyde veya oranda olan genetik olarak kolistin direngli mutantlar, daha kolay
secilip ¢ogalabildi ve populasyonu tamamen domine etti. Heterojen direng
saptanmasinin yukardaki onermeyle iligkili olarak tamamlayici bir nedeni de
ulkemizde kolistinin hentz son yillarda rutin kullanima girmesi ve Ulkemizde

suglarin kolistin ile diger Ulkelerden daha az oranda karsilasmis olmasi olabilir.

2. Kolistin, daha dnce bahsedilen bazi mekanizmalarla (61, 62, 65) iligkili
olarak bir gekilde bakterileri sadece morfolojik (17, 48) olarak dedgil, ayni
zamanda genetik olarak da degistirip yeni mutant ve kolistin direngli suslar

yaratmaktadir. Ayrica devam eden pasajlarda bu diren¢g devam etmektedir.

Heterodireng analizi asamasindan sonra populasyon analizi asamasina
gegildi. Bu asamada da, yukarda bahsedilen durumla uyumlu olarak, kolistin-

sulfatin 0, 0.25, 1, 2 upg/ml konsantrasyonlarinda Ureme saptanir iken,
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beklendigi gibi diren¢ sinir degeri olan 4 pg/ml kolistin iceren Mueller-Hinton
agar (MHA) besiyerine yapilan pasajlarda ureme saptanmadi. Yau (4) ile Li ve
arkadaslarinin (3) yaptiklari ¢alismalarda ise populasyon analiz profillerinde,
Yau'nun calismasinda 30 izolattan 23'Unde, Li'nin calismasinda ise 15 sustan
birinde 2 ug/ml Gzerinde kolistin konstrasyonlarinda dreme saptandi. Hawley (8)
Amerika'da 2008'de yaptigi calismada 21 hastanin tamaminda heterodireng
tespit etti. Daha sonra Rodriguez ve arkadaslari (11, 54) 2009 ve 2010
yilllarinda Arjantin'de yaptiklari ¢calismalarda heterodireng oranini %46 ve %43
olarak bulmuslardir. Hastanemizde yapilan bir tezde (89) yogun bakiminda izole
edilen suslarin ayni kdkenden gelmis olduklari gosterilmisti. Calismamizda
diger calismalardan farkli olarak higbir izolatin heterodireng géstermemesinin
hepsinin ayni kokenden gelmis olmasina bagh oldugunu dusunduk. Tez
izolatlarimizin higbirisinde kolistin heterodirenci saptanmamis olmasina karsin,
21 no’lu izolatin Uretildigi hastanin BOS kulturinde daha sonra kolistin direngli
ABC Uremesi ve tim izolatlarimizin sub-inhibitor kolistin maruziyeti sonrasinda
kolistin direncli hale gelmeleri heterodireng tespit yonteminin daha sonrasinda
gelisebilecek kolistin direnci tahmini i¢cin uygun olmayabilecegini digundurdu.
Homojen duyarli gézuken suglarin da, kolistin maruziyeti ile heterodirengliler
gibi kolayca direngli hale gelebilecekleri ve bu yuzden konuyla ilgili yeni
calismalar gerektigi ongoruldi. Bu konuda yapilacak c¢alismalarda tezimiz
heterodireng analizi sonuclari goz 6nune alindiginda, yukarida bahsedilen 2.

onermeye Ozellikle dikkat etmek uygun olacaktir.

Time-kill deneyleri sonucu, standart ATCC susu ve 21 nolu A.baumannii
susunda 0, 0.25, 0.5 ve 1 ug/ml Kkolistin konsantrasyonu iceren
suspansiyonlardan agara yapilan pasajlarda herhangi bir inhibisyon
g6zlenmedi. in-vitro calismamizda kolistin bakterinin MiK degerinde ve hatta bu
degerin bir dilusyon Ustinde, bakteriye tamamen etkisiz kaldi. Bu da kolistin
ilacinin uygun dozda kullaniminin ne kadar onemli oldugunu bir kez daha

hatirlatti. Her iki susta da 32 ug/ml kolistin konsantrasyonunda 0. saatte bile 1
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log inhibisyon gozlendi. Yine her iki susta da, daha vyuksek kolistin
konsantrasyonlarinda daha belirgin olmak Uzere 6. saate kadar inhibisyon
gozlemlenmekte ancak 6. saatten sonra, 24. saatte kadar yeniden Ureme

sonucu bakteri sayisinda hizli bir artig ve direng geligsimi olmakta idi.

Grafikler (Sekil 4.2 ve 4.3) analiz edildiginde, 21. nolu izolatta,
inhibisyonun  maksimum oldugu 6. saatte, 1 pg/ml Usti kolistin
konsantrasyonlarinda, standart ATTC susuna goére daha iyi bir inhibisyon
g6zlemlenmistir. Yine grafikler analiz edildijinde 24. saattin sonunda Ureyen
koloni sayilarinin tekrar arttigi gdzlemlenmistir. Ancak 21 nolu izolatta, 32 pg/ml
kolistin konsantrasyonunda, 24. saatte daha iyi bir inhibisyon gézlemlenmigtir
(logaritmasi  hala 2'nin altinda). Bu inhibisyon 32 pg/ml Kkolistin
konsantrasyonunda standart ATCC izolatinda 24. saatte daha zayif
g6zlemlenmistir (log=4). Bu yuzden yuksek antibiyotik dozlarinda kolistine 21.

nolu izolatin daha iyi cevap verdigi soylenebilir.

Time-kill deneyi sonuglari analiz edildiginde, 24. saatte yeniden Ureme
olmasi kolistin antibiyotiginin mutlaka kombine kullaniimasi gerekliligini tekrar
hatirlatmaktadir. Ayrica deneyimizde, yiksek MIK degerlerinde bile tam bir
inhibisyon olmamasi, kolistin ilaci doz rejimin tekrar gézden gegirilerek kolistin
doz dnerilerinin daha yuksek tutulmasi gerektigini bize dustindurmustar. Nitekim
tez yurutulmesi sirasinda kolistin antibiyotigi icin optimal doz onerileri 3 kat

dizeyine kadar arttirilmistir (90).

Hem Li (3) hem de Yau ve arkadaslan (4) yapmis oldulari Time-kill
deneylerinde Li'nin galismasinda daha belirgin olmak Uzere, 6. saatten sonra
hizli bir yeniden Greme gdézlemlemiglerdir. Calismamiz 21 no’lu izolatta da 6.

saatten sonra hizli bir yeniden Ureme gozlemledi.

Calismamizda son olarak bakteri suspansiyonu, kolistin-gentamisin,
kolistin-rifampisin, kolistin-tigesiklin, kolistin-flukonazol kombinasyonlarinin artan

dozlarinda denendi. Kombine verilecek bu 4 antibiyotik icin, ¢alisilacak suslarda
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(standart A.baumannii ATCC 19606 susu ve 21 no’lu klinik izolat) MiK degerleri
ayri ayri hesaplandi. Her antibiyotik igin saptanan MIK degerlerinin uygun katlari
seri dilisyon asamasinda kullanildi. Sonuglar analiz edildiginde, kolistin tek
basina uygulandiginda artan konsantrasyonlarda dahi, bakterilerin inhibe
olmadigi ve direngli hale gelerek Uremeye devam ettikleri gorulmektedir (Tablo
45 ve 4.6). Bu olay time-kill deneyi ile uyumlu olarak yine Kkolistin

monoterapisinden sakinilmasi gerektigini dusundurmasgtar.

Calismamizda test edilen Kkolistin-rifampisin kombinasyonunun, seri
bakteri dilusyonlarina etkisi degerlendirildiginde sub-inhibitor dizeyde dahi bu
kombinasyonun her iki susa etkili oldugu saptanmigstir. (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6).
Nitekim bircok calisma ve vaka raporu kolistin-rifampisin kombinasyonun etkili
oldugunu raporlamistir. Pachon-lbanez ve arkadaslari (91) 2010 yilinda bu
kombinasyonun hem in-vitro hem de in-vivo deneysel pndmoni ve menenijit
modellerinde etkili oldugunu raporlamiglardir. Timurkaynak ve arkadaslari (92)
2006 yilinda coklu ilag direncine sahip 5 izolatin dérdiinde bu kombinasyonun
sinerjik oldugunu raporlamistir. Liang ve arkadaslar (93) 2011 yilinda yaptiklari
arastirmada bu kombinasyonu sinerjik olarak bildirmislerdir. Rodriguez ve
arkadaslarn (54) 2010 yilindaki bir vaka calismasinda bu kombinasyonun
heterodirencli ABC izolatlarina etkili oldugunu ve kolistin direncli mutantlarin
gelismesini engelledigini raporlamiglardir. Rifampisin calismamiza goére bir

kombinasyon alternatifi olarak dustnulebilir.

Calismamizda test edilen Kkolistin-tigesiklin kombinasyonunun, seri
bakteri dilusyonlarina etkisi degerlendirildiginde sub-inhibitér dizeyde dahi bu
kombinasyonun her iki susa etkili oldugu saptanmistir. (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6).
Bunu dogrulayacak sekilde Ozbek ve arkadaslari (94) 2010 yilinda yaptiklari bir
in-vitro c¢alismada meropenem direncgli ABC igin kolistin-tigesiklin sinerjisi
saptamiglardir. Peck ve arkadaslari (95) 2012 yilinda yaptiklari bir calismada
benzer sekilde 0.5xMiK dizeyinde dahi bu kombinasyonun sinerjik ve
bakterisidal etki gosterdigini raporlamiglardir.
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Kolistin-gentamisin kombinasyonu naif standart ATCC A.baumannii susu
igin sub-MIK dahil tim konsantrasyonlarda etkili iken, hastane enfeksiyonundan
izole edilen 21 nolu A.baumannii izolatnda 0.5, 2 ve 8xMiK
konsantrasyonlarinda etkisiz bulunmustur. Bu kombinasyon 64xMiK
konsantrasyonda etkili bulundugu halde, bu kombinasyonun bu kadar yuksek
dizeyde in vivo tedavi amacli uygulanabilmesi mumkun gbézukmemektedir.
Literatirde bu kombinasyonlarin ABC Uzerine etkisini arastiran c¢alisma
bulunamamistir. Bu ¢alisma kolistin-gentamisin kombinasyonunun ABC Uzerine
etkisini arastiran ilk galisma olabilir. Sonugta her ne kadar klinik izolatta yeterli
etki gostermese de bu kombinasyonun monoterapiden Ustin oldugu ve

monoterapiye yeglenebilecegi degerlendirilmigtir.

Kolistin+Flukanozol = kombinasyonu, ayni kolistinin tek basina
uygulanmasinda oldugu gibi hicbir konsantrasyonda bakterileri inhibe
edememigtir. Literatirde bu iki kombinasyonu degerlendiren bir c¢alisma

bulunmamaktadir.
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6. SONUG VE ONERILER

Calismamiz genel olarak deg@erlendirildigi zaman asagidaki sonuglar ve

katkilarin ortaya ¢iktigr degerlendirilmistir.

Ulkemizde ilk defa bir calismada, hastanede kiltiirlerden Uretilen ABC
klinik izolatlari Uzerinde Kkolistin igin heterojen direng arastirmasi yapildi.
Sonucta 31 klinik izolatin higbirisi heterojen direncli bulunmadi. Ulkemizde ilk

defa bu konuda bir veri elde edildi.

Calismamizda sub-inhibitdor dizeyde kolistin ile muamele sonucunda tim
suslar kolistin direncgli hale getirilebilmistir. Bu da, heterojen direngli
gbzukmeyen suglarin bile kolistin maruziyeti sonrasinda kolayca direngli hale

gelebileceklerini gostermistir.

Time-kill deneyi sonucunda elde edilen verilerde, dusik antibiyotik
konsantrasyonlarinda neredeyse hi¢ inhibisyon olmamasi, yine time-Kill
deneyinde 6. saatten sonra ¢ok hizli bir yeniden Ureme gozlemlenmesi 6nemli
bulundu. Bu veriler 1g1ginda, kolistin antibiyotiginin klinikte kullanilirken, mutlaka
yeniden guncellenen yuksek dozlarda ve uygun araliklarla kullaniimasi yanisira

mutlaka bagka bir antibiyotik ile kombine edilmesi gerekmektedir.

Seri dilisyon calismalarinda, kolistin-gentamisin, kolistin-rifampisin,
kolistin-tigesiklin, kolistin-flukanozol kombinasyonlarinin, CR-ABC izolatlarinda,
heterojen direng secilimine ve direng gelisimine karsi inhibitdr etkileri bir
standart sus ve bir adet hastane kultur izolati kullanilarak kargilastirildi. Kolistin-
rifampisin, kolistin-tigesiklin kombinasyonlari ¢ok disik dozlarda bile bakterileri

inhibe etti ve direng gelisimini 6nledi.

Kolistin-gentamisin kombinasyonu naif standart sus igin sub-inhibitor
dahil tim konsantrasyonlarda etkili bulunmus iken, 21 no’lu izolatta sadece MiK

degerlerinin 64 katinda etkili bulundu. Literatur tarandiginda gentamisin
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kombinasyonunu degerlendiren baska bir ¢alismaya rastlanamadi. Bu yuzden
bu ¢alisma kolistin-gentamisin kombinasyonun etkisini degerlendiren ilk ¢calisma
olabilir. ileride daha fazla izolat ile kolistin-gentamisin kombinasyonunun

etkinliginin arastirilmasi uygun olacaktir.

Kolistinin tek basina ve kolistin-flukanozol ikilisinin direng secilimi Gzerine
etkisi degerlendirildiginde, seri dilusyonlarda bunlarin diren¢ segcilimi Gzerine

hicbir inhibitor etkilerinin olmadigi saptandi.

Bu calismalar IsiIginda kolistin-rifampisin, kolistin-tigesiklin
kombinasyonlarinin diger tim kombinasyonlara Ustin oldugu saptandi. Kolistin-
gentamisin kombinasyonu ise kismi olarak etkili bulundu ve bu kombinasyonun
klinikte kullaniminin, kolistinin tek bagina kullanimindan daha iyi sonuglar ortaya

cikarabilecegi dusunulda.

Sonug olarak kolistin antibiyotigi, yillardan beri yogun bakim Unitelerinin
kronik sorunu haline gelmis direncgli ABC enfeksiyonlari igin, elde kalan son
ilaclardan biridir. Bu yuzden bu son siginak antibiyotigi elde tutmak igin ¢ok
dikkatli bir ila¢ uygulama rejimi secilmelidir. Yeni yapilacak caligmalar ve
literatUrdeki galismalar i1s1ginda direncgli ABC enfeksiyonlarinda kolistin mutlaka

guncellenen yuksek dozlarda ve de kombine olarak kullaniimahdir.
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