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1. OZETLER

Cogul Direncli Acinetobacter baumannii Suslarma Cesitli Antibiyotik
Kombinasyonlarmmin In Vitro Sinerjistik Etkisi

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi: Ekrem YASAR
Damismam: Prof. Dr. Kadri GUL
Anabilim Dali: Tibbi Mikrobiyoloji

1.1. OZET

Amag: Acinetobacter baumannii, 6zellikle yogun bakim finitelerinde, ventilator
iligkili pndmoni, bakteriyemi vb. saglik hizmetleri ile iliskili ciddi enfeksiyonlara
neden olan bir bakteridir. Ayrica genis spektrumlu antibakteriyel ilaglarin yogun
sekilde kullanilmasi sonucu, Acinetobacterler birgok antibiyotige kars1 direngli hale
gelmistir. Ozellikle yeni antimikrobiyallerin gelistirilmesinin ¢ok uzun zaman almasi
ve bakteriyel direncin hizli gelismesi, bu bakteriyle savasta bagka stratejiler
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Son yillarda buna ¢éziim olarak, kombinasyon
tedavileri giindeme getirilmektedir. Bu amagla 4 farkli kombinasyonun etkinligi test
edilerek, in vitro sinerji arastirildi.

Gerec ve Yontem: Subat 2017-Temmuz 2017 tarihleri arasinda, Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Memorial Dicle Hastanesi yogun bakim {initelerinden
mikrobiyoloji laboratuvarina gelen hasta 6rneklerinden izole edilen, cogul direngli
30 adet A.baumannii susu, ¢alisma kapsamina alindi. izolatlarin identifikasyonu
konvansiyonel yontemler ve Vitek-2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemle yapildi. Antibiyotik duyarlilik testleri yine Vitek-2 Compact otomatize
sistem kullanilarak “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)” Onerilerine gore yapildi.  Antibiyotik kombinasyon testleri
mikrodiliisyon checkerboard (dama tahtas1) metoduyla yapildi.

Bulgular: Toplam olarak dort farkli antibiyotik kombinasyonunun test edildigi bu
calismada sinerji oranlar;; meropenem-sulbaktam kombinasyonunda %26,6,
siprofloksasin-amikasin’de %?26,6, kloramfenikol-rifampisin’de %10, meropenem-
rifampisin’de %6,6 olarak gdzlendi.

Sonu¢: Bu calismada ¢ogul direngli A.baumannii suslarina karsi,in vitro olarak

meropenem-sulbaktam ve siprofloksasin-amikasin kombinasyonlarinda saptanan
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sinerji oranlar1 timit verici olmakla birlikte, in vivo yanitla birlikte degerlendirilmesi
gerektigi, yapilan ¢aligmalara bakildiginda ayni kombinasyonlarla farkli sonuglar
alindig1, dolayisiyla kombinasyon testlerini her hastanenin kendi suslariyla, belli

periyotlarla yapmasini 6nermekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Acinetobacter baumannii, ¢ogul direng, sinerji testleri,

mikrodiliisyon checkerboard



In Vitro Synergistic Effects Of Various Antibiotic Combinations On Multiple-
Drug Resistant Acinetobacter baumannii Strains

Student’s Surname and Name: YASAR Ekrem
Adviser of Thesis: GUL Kadri, Professor
Department: Medical Microbiology

1.2. ABSTRACT

Aim: Acinetobacter baumannii is a resistant bacteria can cause health care related
infections such as bacteremia and ventilator related pneumonia in intensive care
units. It has been resistant to many antibiotics due to intensive use of wide-spectrum
antibacterial drugs. It is crucial to develop new strategies to defeat this bacteria due
to fast growing resistance of A.baumannii to antibiotics and it is taking long time to
develop a new antibacterial drug. Multi-drug combination therapies have been
proposed in order to overcome these problems in recent years. For this purpose, the
in-vitro synergystic effects of four different antibiotic combinations were
investigated.

Material and Method: Thirty multi-drug resistant A.baumannii strains were
included this study. All strains were isolated from samples that isolated from
intensive care units of Dicle University Hospital and in between February 2017 and
Memorial Dicle Hospital July 2017.

Identification of strains were performed with conventional methods and VITEK-2
automated system. Antibiotic sensitivity tests of these strains were also performed
by using VITEK-2 Compact (bioMérieux, France) automated system according to
suggestions of "European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)". Microdilution checkerboard method was performed for testing efficacy
of antibiotic combinations.

Results: Four different antibiotic combinations were tested. The synergistic effects
of meropenem-sulbactam combination, ciprofloxacin-rifampicin combination,
chloramphenicol-rifampicin combination, and meropenem-rifampicin combination
were found %26.6, %26.6, %10 and %6,6 accordingly.

Conclusion: Although, in-vitro synergystic effects of meropenem-sulbactam and
ciprofloxacin-amikacin combinations aganist multi-drug resistant A.baumannii

strains are promising, in vivo studies are neded to better evaluate the response to

3



combination therapies. Because many studies have found different results with same
combinations, this study suggest that each hospital should perform its combination

tests in certain times by using its own strains.

Key Words: Acinetobacter baumannii, multi-drug resistant, synergy testing,
microdilution checkerboard



2. GIRIS ve AMAC

Acinetobacter baumannii 6zellikle yogun bakim hastalarinda, ciddi enfeksiyonlara
neden olan ve mevcut antibiyotiklerin biiylik ¢cogunluguna kars1 direng kazanmis bir
bakteridir. Yogun bakim iinitelerinde, ventilator iliskili pnémoni (VIP) basta olmak
tizere, kan dolagimi, menenjit, yara ve iriner sistem enfeksiyonlar1 gibi saglik
hizmetleri ile iliskili ciddi enfeksiyonlara neden olan firsatg1 bir patojendir (1,2). Coklu
ilag direnci nedeniyle tedavide bliylik sikintilar yaganmakta ve bu bakteriyle enfekte
hastalarda mortalite hiz1 daha yiiksek, hastanede yatis siiresi daha uzun ve hastane

maliyeti daha fazla olmaktadir (3).

Saglik hizmetleri ile iliskili enfeksiyonlarda gittikge artan diizeyde cogul ilag
direnci gosteren bakterilerin izole edilmesi nedeniyle, kombine antibiyotik kullanimi

giindeme gelmistir (4, 5, 6).

Kombine antibiyotik kullanimi zellikle hayati tehdit eden ciddi enfeksiyonlarin

tedavisinde, prognozu etkileyen olumlu bir faktor olarak degerlendirilmektedir (7, 8).

A.baumannii birgok ilaca dogal direngli oldugundan ve kolaylikla yeni direng
mekanizmalar1 kazanabildiginden, olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisi ¢ok zor
olmaktadir. Cogul direngli A.baumannii suslariyla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde
genellikle karbapenemler, kolistin, tigesiklin ve aminoglikozidler kullanilmaktadir.

Ancak tiim bu antibiyotiklere direngli izolatlar da goriilebilmektedir (9).

Bir¢ok ¢aligmada A.baumannii ‘ye karsi antibiyotik kombinasyon testleri yapilmis
olup, kullanilan yontemler arasindaki veya test edilen antibiyotik kombinasyonlari
arasindaki farklar veya bolgesel suslarin kendilerine has direng 6zellikleri nedeniyle,
sinerji saptama konusunda farkli suslarla ve kombinasyonlarla c¢alisma ihtiyaci
dogmustur (4, 7).

Antibiyotik kombinasyon testleri, suslarin izole edildigi hastanedeki suslarin
antibiyotiklere duyarliligi konusunda yol gostermekte olup, bu bakteriyle olusan

enfeksiyonlarda tedavi segeneklerini arttirmayi, ayrica bu bakterinin  direng

gelistirmesini Onlemeyi amaglamaktadir (8).

Bu amagla planlanan ¢alismamizda, mikrodiliisyon checkerboard (dama tahtasi)

teknigi kullanilarak 4 farkli antibiyotik kombinasyonunun in vitro etkinligi test
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edildi. Uzerinde en ¢ok c¢alisma yapilan kombinasyonlardan biri olan meropenem-
sulbaktam (MEM-SUL) kombinasyonu yaninda literatirde ¢ok az c¢alisilan
siprofloksasin-amikasin ~ (CIP-AK) ve  meropenem-rifampisin  (MEM-RIF)
kombinasyonunun  etkinliginin = saptanmast amaglandi.  Ayrica literatiirde
Acinetobacterlere karsi hi¢ test edilmeyen kloramfenikol-rifampisin (CHL-RIF)

kombinasyonu da ¢alisma kapsamina alindi.

Rifampisinin 6zellikle kolistinle kombinasyonunun Acinetobacterlere Kkarsi
sinerjistik etkisi gesitli ¢alismalarda ortaya konmustur (10, 11, 12). Dolayisiyla
rifampisinin, kloramfenikol ve meropenem ile sinerjistik etkisinin arastirilmasi da bu

calismanin amaglarindan biridir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Acinetobacter Tiirleri, Genel Ozellikler Ve Tarihce

Tarihte ilk olarak 1911 yilinda, Hollandali bir mikrobiyolog olan Beijerinck
tarafindan topraktan izole edilmis ve Micrococcus calcoaceticus olarak
adlandirilmigtir. Acinetobacter kelimesi Yunanca "akinetos" kelimesinden koken
alip, hareketsiz manasina gelmektedir. Brisou ve Prevot 1954’te, Achromobacter
cinsindeki hareketsiz mikroorganizmalar1 hareketli mikroorganizmalardan ayirmak
icin Acinetobacter ismini cins isim olarak 6nermislerdir. Bu oneri 1968'de Baumann
ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismalarin ardindan kabul gérmiistiir. 1971°de ise
Moraxellaceae ailesi iginde Acinetobacter cinsi olarak siniflandirilmislardir (13, 14).
Acinetobacter genusunda, 25 adet tiir bulunmaktadir (15).

Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter pittii
(Acinetobacter genomik tir 3) ve Acinetobacter nosocomialis (Acinetobacter
genomik tiir 13TU) sakkarolitik oOzellikte olup oksidasyon- fermentasyon
besiyerlerinde karbonhidratlarin  hepsinden asit olusturmaktadirlar. Fenotipik
ozelliklerine gore ayirt edilemediklerinden A.calcoaceticus-A.baumannii kompleks
olarak adlandirilmaktadir (13, 14, 16).

Dolayisiyla konvansiyonel yontemler, ya da otomatize bakteri identifikasyon
sistemleri ile biyokimyasal ozelliklerine gore tanimlanan A.baumannii izolatlari,
aslinda A.calcoaceticus-A.baumannii kompleksidir. Uygulamada kolaylik olmasi
amaciyla Acinetobacter baumannii kompleksi veya Acinetobacter baumannii olarak
kullanilmaktadir (17).

Acinetobacter tiirleri, koloni yapisi olarak, enterobakterilerden biraz daha kii¢iik
olup, opak, pigmentsiz, S tipi koloni, Mac Conkey agarda renksiz koloniler
olustururlar. Aerobik sartlarda 35-37 °C de iireyen nonfermenter bakterilerdir.
Oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif, nitrat rediiksiyonu yapmayan, zorunlu
aerop ureyen, hareketsiz bir gram negatif kokobasildir. Dekolorizasyon zorlugu
nedeniyle gram boyamada, yanliglikla gram pozitif olarak degerlendirilebilir.
Uremenin logaritmik déneminde basil seklinde, duraklama déneminde ise kok
seklinde goriiniir, dolayisiyla bu kokobasil, diplokok yapisiyla gram boyamada
Haemophilus ve Neisseria tiirleri ile karistirilabilir (18).
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A.baumannii dogada ¢ok yaygin goriilen, ayrica insan deri florasinda da yer alan
firsatg1r bir patojendir. Bir¢ok gevresel ortamda yasayabilen ve yiizeylerde uzun
stireler canli kalabilen A.baumannii, hastane ortaminda ¢ok kolay kolonize olmakta
ve Ozellikle yogun bakim iinitelerinde saglik hizmetleri ile iliskili enfeksiyonlara
neden olmaktadir. A.baumannii, 6zellikle ventilatorle iligkili pndmoni basta olmak
tizere solunum yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi, menenjit, tiriner sistem, deri ve

yumusak doku enfeksiyonlarindan izole edilmektedir (2, 19).

A.baumannii, bagisikligi baskilanmis bireylerde, 6zellikle de hastanede kalis

stiresi uzun olan (90 giinii gegen) hastalarda, yiiksek bir insidansa sahiptir (13).

Saglik Bakanlig1 Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Stirveyans Ag1 (UHESA) 2017
verilerine gore Tiirkiye’de saglik hizmeti iliskili tiim enfeksiyonlarda etken olarak
A.baumannii %20,99 oraniyla ilk sirada yer almaktadir. Yine pnomonide ve
ventilator iliskili pndmonide sirasiyla %35,6 ve %44.,4 oraniyla en ¢ok enfeksiyona
neden olan bakteridir (20).

3.2. A.baumannii’nin Viriilans Faktorleri
3.2.1. Hiicre yiizey ozellikleri

Acinetobacter tiirlerindeki polisakkarid kapsiil L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz
ve D-glukuronik asitten meydana gelmektedir. Bakteri yiizeyinin hidrofilik olmasini
saglayan kapsiil yapisi ayrica bakterinin fagositozdan korunmasina da yardimer olur.
Bunlarin disginda  intravendz Kkateterler, trakeal kaniiller gibi invaziv aletlerin

ylizeyine bakterinin tutunmasini ve dokulara penetre olmasini saglar (2).

Bir ¢caligmada A.baumannii izolatlarindan kapsiil pozitif fenotipe sahip olanlarin
insan asit sivisinda ¢ok kolay tiredigi ve insan serumunda yasam siirelerinin arttigi;

Ote yandan kapsiil negatif olan izolatlarin ise tiimiiyle elimine edildigi gosterilmistir
().
3.2.2. Dokulara yapisma

Polisakkarid yapidaki yiizey elemanlar1, glikoproteinden olusan fimbrialar ve
membran komponentleri, bakterinin dokulara tutunmasini saglar. AbOmpA
A.baumannii hiicre duvarinda bulunan bir yiizey proteini olup, bakterinin epitelyal

hiicrelere adhezyonunu ve dokulara invazyonunu saglar (2).



Kolonizasyon veya enfeksiyon ile sonuglanacak olan konak-patojen arasindaki
etkilesimin birinci evresi, patojen etkenin konak hiicrelerine baglanmasidir.
Bakterinin konak hiicrelerine adhezyonu, fimbria ve membran komponentleri
yardimi ile olmaktadir. ilk olarak Acinetobacter RAG-1 susu ve A.calcoaceticus’un
epitel ve lenfositlere yapistigi gosterilmistir. Sonradan A.baumannii izolatlarinin
insan eritrositleri ve bronsiyal epitel hiicrelerine de tutundugu belirlenmistir. Bu
tutunma islemi, bakterinin sahip oldugu, uzun, ince ve mannoza direngli polisakkarid

fimbrialar araciligiyla meydana gelmektedir (1, 2).
3.2.3. Biyofilm olusumu

A.baumannii ¢esitli biyotik ve abiyotik yilizeyde biyofilm olusturabilme
yetenegine sahiptir. Bakterinin ¢esitli yiizeylerde kolonize olmasina, konak immiin
sisteminden ka¢masina ve antibiyotik direncine neden olan biyofilm yapisi,
virulansta ¢ok Onemli rol oynamaktadir. Cogul direngli A.baumannii izolatlarinin

daha yiiksek kapasitede biyofilm olusturduklarini gosteren ¢alismalar vardir (9).

Biyofilm bir¢ok bakteri tarafindan iiretilmekte olup , bakterinin antimikrobiyal
ajanlardan ve konagin immiin yanitindan korunmasina yardimci olmak suretiyle
patogenezde onemli bir rol oynar. Cogul direngli A.baumannii izolatlarinin ¢ok daha
fazla biyofilm olusturdugu ve bunun diger membran proteinlerinin birikimi ile
paralel oldugu saptanmistir. Yine aminoglikozid kullanimi sonrasi biyofilm iireten
A.baumannii kolonizasyon ve enfeksiyon riski artmaktadir. Ayrica PER-1 beta-
laktamaz geni tasiyan A.baumannii kokenlerinin biyofilm {iretimi ve epitel hiicrelere
adhezyonunun bu geni i¢cermeyen kokenlere oranla daha fazla oldugu saptanmistir
(D).

Acinetobacter tiirlerinde biyofilm iiretimi ile ilgili mekanizma tam olarak
bilinmemektedir. Bakteriler biyofilm olusturmak i¢in dncelikle biyofilmin olusacagi
bolgeye flagella hareketi ile ulasirlar. Ancak Acinetobacter tiirlerinde flagella
bulunmamaktadir. Dolayisiyla biyofilm olusturmak i¢in en 6nemli komponentlerin

pili olusum sistemleri ve hiicre digina salgilanan OmpA proteini oldugu

diistintilmektedir (1, 2).



3.2.4. Litik/toksik bilesik iiretimi

A.baumannii  izolatlarmin  ¢ogu, klinik olarak ¢ok Onemli ¢esitli
lipopolisakkaridler (LPS) iiretir. Konagin endotoksine karst olusturdugu immiin

yanitin ve klinik semptomlarin bu yapidan kaynaklandig: diistiniilmektedir (1).

Ekstraseliiler enzim {iretebilme yetenegi, Acinetobacter tiirlerinin baska bir
virtilans faktoriidiir. Bu enzimlerin lipid yikimina sebep oldugu, farelerde letal etkili
oldugu ve hem in vitro hem in vivo ¢alismalarda nétrofiller {izerinde olumsuz etki
meydana getirdigi belirtilmektedir. Ayrica, solunum yolu enfeksiyonu olan
hastalardan soyutlanan A. baumannii kokenlerinden hazirlanan kiiltiir filtratlarinin,

farelerin akciger hiicreleri lizerinde sitotoksik etki olusturdugu saptanmistir (1).

Yine A.baumannii’de bulunan dis membran vezikiillerinin, konak hiicrede
sitotoksik etki gosteren outer membrane protein A (OmpA) icerdigi ortaya ¢ikarilmig

ve bu proteininin 6nemli bir viriilans faktorii oldugu belirtilmistir (1, 2).
3.2.5. Demir kazanim mekanizmalari

Enfeksiyonun devam ettirilebilmesi i¢in bakterinin belli bir hizda ¢ogalmasi ve
cogalirken de ihtiyag duydugu demiri konak ile yarigsarak saglamasi gerekmektedir.

Bakteriler demir iyonu kazaniminda {i¢ temel yol izlerler (9).
1) Siderofor olarak adlandirilan endojen demir-III selatorlerini tiretmek
2) “Hem” gibi dis kaynakli selatorleri almak
3) Demir-II iyonlarini dogrudan almak

Mikroorganizmalar konakta varligin1 siirdiirebilmek igin, Oncii demir
molekiillerini kullanirlar ve bu islemi yiiksek afiniteli demir kazanim sistemlerini
eksprese ederek saglarlar. Bu amagla eksprese edilen sideroforlar bakterinin demir
kazanimini saglamanin yaninda enfekte konakta hiicre hasar1 da meydana getirerek

bir viriilans faktorii gorevi yapmaktadir. (1, 2, 9).
3.2.6. Quorum sensing

Quorum sensing (QS) bakteri hiicreleri arasindaki iletisimin, baz1 sinyal
molekdilleri kullanilarak gerceklesmesi ve bakterinin kendisini yeni duruma adapte

etmeye ¢alismasidir (21).
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Bakteri ¢esitli mekanizmalar yardimiyla besin kaynagi, ozmolarite, pH, ve
popiilasyon artis1 gibi ¢evresel sartlarda bir degisiklik algiladigi zaman,
metabolizmasinda birtakim degisiklikler yapar ve yeni sartlara uyum saglamaya
calisir. Bu sistemi kullanarak bakteri davraniglarii ortam sartlarina gére koordine
eder. Gerekirse ayni besin i¢in yarisan diger bakterilere karsi savasabilir ayrica
enfeksiyon sirasinda viriilans faktorlerinin regiilasyonu sayesinde konagin immiin

yanitindan kagabilmektedir (1).
3.2.7. Hastane ortaminda sagkalim

Bir bakterinin, besinlerin ¢ok smirli bulundugu bir ortamda ve elverisli olmayan
yiizeylerde yasayabilme yetenegi, ¢evresel ortamlarda ¢ok uzun siire canli kalmasina,
dolayisiyla daha kolay yayilmasina neden olmaktadir. Bu durum bakterinin, hastane
cihaz ve ekipmanlarindaki kolonizasyonunun uzun siireli olmasina ve salginlarin
ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. A.baumannii birgok antibiyotige direngli olmasi
yanisira dogal ve saglik hizmetleri ile iligkili ¢evrelerde uzun siire canli kalabilme

yetenegi, enfeksiyonun kontroliinii ve tedavisini ¢ok giiglestirmektedir (1, 2).
3.3. Acinetobacter Enfeksiyonlari

Saglik hizmetleri ile iliskili enfeksiyonlarda 6nemli rol oynayan A.baumannii
insan enfeksiyonlarinda rol aldigindan tibbi olarak en biiyiik 6neme sahiptir. Bu
firsatc1 patojenin neden oldugu ciddi saglik hizmetleri ile iligkili enfeksiyonlar
icerisinde; VIP, pnémoni, iiriner sistem enfeksiyonlari, septisemi ve yara/yamk
enfeksiyonlar: yer almakta, mortalite oranlar1 %30-50 arasinda degismektedir.
A.baumannii ayrica, alkol bagimlisi olan kisilerde ciddi toplum kokenli pnémoniye,
kronik periton diyalizi alan hastalarda ise peritonit gibi enfeksiyonlara neden
olmaktadir (1, 2).

3.3.1. Solunum sistemi enfeksiyonlari

Acinetobacter tiirlerinin en sik neden oldugu enfeksiyon pnémoni olup, hem
toplum kaynakli, hem de hastane kaynakli olabilmektedir (2). UHESA 2017
verilerine gore VIP etkenleri arasinda Acinetobacter tiirleri %44,4 orantyla ilk sirada
yer almaktadir (20).
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Mekanik ventilator , hastanede yatis siiresinin uzun olmasi ve genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi1 Acinetobacter enfeksiyonlari i¢in ciddi risk olusturmaktadir
(22). Multilober tutulum, kavitasyon, plevral eflizyon ve bronkopulmoner fistiil
olusumu Acinetobacter pnomonisinde sik goriilmektedir (2). Saglik hizmetleri ile

iliskili Acinetobacter pnémonisinde mortalite %30-70 oraninda bildirilmektedir (14).

Toplum kaynakli pnémoni, erigkinlerde konak immiinitesini zayiflatan alkolizm,
sigara, diabetes mellitus, bobrek yetmezligi, altta yatan akciger hastaligi vb.
durumlarda daha ¢ok goriiliir. Acinetobacter tiirlerine bagli gelisen toplum kaynakli

pndémoni ani baslangigli ve fulminan seyirli olmaktadir (2).
3.3.2. Bakteriyemi

Acinetobacter’e bagl bakteriyemi sik goriilmektedir (%18-20) ve mortalitesi
yiiksektir (%17-65). Saglik hizmetleri ile iligkili bakteriyemiler ¢ogunlukla solunum
sistemi enfeksiyonlari ve intravendz kateter ile iligkilidir. Pndmoni ile birlikte olmasi
mortaliteyi arttirir (23, 24). Amerikada 1995-2002 yillar1 arasinda yapilan bir
calismada kan dolasimi enfeksiyonlarinin %1,3’{iniin A.baumannii 'ye, bagli oldugu
saptanmigtir. Yine bu calismada yogun bakim initelerinde goriilen kan dolasimi
enfeksiyonlarinin %1,6 sinin A.baumannii tarafindan olusturuldugu saptanmuistir.
Ayni galismada yogun bakim servislerinde en ¢ok mortaliteye sebep olan ilk ii¢
bakteri; Pseudomonas aeruginosa, Candida spp. ve A.baumannii olarak
siralanmugtir. Tiirkiye’de UHESA 2017 verilerine gore saglik hizmeti ile iligkili
enfeksiyonlarda kandan izole edilen etkenlerin %11,5 ini Acinetobacter tiirleri
olusturmaktadir (20, 25).

3.3.3. Uriner sistem enfeksiyonu

Acinetobacter’e bagli gelisen iriner sistem enfeksiyonlari ¢ogunlukla sonda
takilmasi, torba degistirilmesi vb. islemler esnasinda elleri bu bakteriyle kontamine
personelden bulasmaktadir. Uriner sistem enfeksiyonu olan hastalarin ¢ogunda

enfeksiyon dncesi sonda uygulamasi yapildigi saptanmistir (23).
3.3.4. Diger enfeksiyonlar

Acinetobacter tiirleri yukarida sayilanlarin disinda, ¢ok olmamakla birlikte

endokardit, santral sinir sistemi enfeksiyonlari, deri-yumusak doku ve kemik
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enfeksiyonlari, korneal iilserasyonlar, septik artrit, peritonit, pankreatit, karaciger

absesi gibi enfeksiyonlara da neden olabilmektedir (2, 23).

Acinetobacter endokarditi tipik olarak akut ve ciddi seyirlidir. Dogal kapaklarda
gelisen endokardit prostetik kapaklarda gelisen endokardite oranla daha mortal

seyretmektedir (2).
3.4. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Tedavi

A.baumannii izolatlarinin ¢ogu amino penisilinler (ampisilin, ampisilin-
sulbaktam, amoksisilin klavulanat vb), tireidopenisilinler (piperasilin, piperasilin-
tazobaktam, mezlosilin vb), genis spektrumlu sefalosporinler, aminoglikozidlerin
cogunlugu, kinolonlar, tetrasiklinler ve kloramfenikol gibi sik kullanilan
antibakteriyellere diren¢ kazanmistir. Bundan dolayi tedavide karbapenemler siklikla
kullanilmaya baglanmistir. Giiniimiizde artik tiim diinyadan yiliksek oranda
karbapenem direnci bildirilmekte, hatta baz1 izolatlarda mevcut tiim antibiyotiklere

diren¢ saptanmaktadir (19).

Acinetobacter enfeksiyonlarinda goriilen yiiksek direng oranlar1 tedavi
seceneklerini smirlamaktadir. Cogul direngli Acinetobacter spp. enfeksiyonlari
1980’1i yillardan beri siirekli artmakta, bazen ortaya ¢ikan panrezistan izolatlar ciddi
sorunlar meydana getirmektedir (26). Ciddi A.baumannii enfeksiyonlarinda
monoterapiyi  destekleyen randomize klinik calismalar bulunmamaktadir.
Acinetobacter enfeksiyonlarinda yiiksek morbidite ve mortalite riski nedeniyle, bir
an Once etkili sonu¢ almak igin kombinasyon tedavileri ¢ogunlukla tercih
edilmektedir (14).

3.5. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kullanilan Antibiyotikler
3.5.1. Karbapenemler

Duyarli izolatlarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek
antibiyotiklerden olmakla birlikte, tedavi sirasinda direng gelisebilecegi gozden
kagirilmamalidir. Karbapenemlerin asir1 kullanimi OXA beta-laktamaz tasiyan
Acinetobacter suslariin hakimiyetini artirarak direng gelisimine neden olmaktadir.
Monoterapide ¢ogunlukla karbapenemler tercih edilmelerine ragmen, son yillarda

“Multi Drug Rezistan (MDR)” Acinetobacter tiirlerinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle,
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kombinasyon tedavileri giindeme gelmistir. in vitro ¢alismalarda karbapenemlerin
aminoglikozidle veya sulbaktamla kombinasyonunun sinerjistik etkili oldugu
gosterilmistir. Yeni bir karbepenem olan doripenem, Acinetobacter tiirlerine etkili
olmasma ragmen direngli suslarin olusturdugu OXA karbapenemaz veya metallo

beta-laktamazlar tarafindan inaktive edilmektedir (26).
3.5.2. Beta-laktamaz inhibitorleri

Beta-laktamaz inhibitorleri olan sulbaktam ve klavulanat Acinetobacter tiirlerine
kars1 in vitro etkilidir. Sulbaktam, karbapenemlere direngli suslarin da dahil oldugu
Acinetobacter tiirlerine karsi diger beta-laktamaz inhibitorlerinden daha etkilidir.
MDR suslarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde etkili sonuglar alinmistir.
Sulbaktam, ilag olarak tek bagina tretilmeyip, ticari olarak ampisilin veya
sefoperazon ile kombine olarak bulunmaktadir. Ampisilin-sulbaktamin tek basina
kullanilmasi direng¢ gelisimine neden oldugundan tavsiye edilmemektedir. Ancak,
MDR suslarda karbapenem direncinde artis goriilmesiyle paralel bir sekilde
sulbaktam direncinin de artmasi, gozden kagirilmamasi gereken bir noktadir.
Klavulanat bazi Acinetobacter tiirlerine kars1 diisik MIK diizeylerinde bile etkili

olabilmesine ragmen klinik kullanimu ile ilgili yeterli veri yoktur (26, 27).
3.5.3. Tigesiklin

Karbapenem ve kolistine direngli Acinetobacter suslarina karsi in-vitro olarak
cogunlukla etkilidir. Tedavide kullamlacak ise MIK diizeyleri belirlenmelidir. Bir
caligmada karbapeneme direngli Acinetobacter spp. salginlarinin kontroliinde
tigesiklin kullanilan grupta, kullanilmayan gruba gore daha hizli tedavi saglandigi
belirtilmistir. Fakat tedavi esnasinda tigesikline diren¢ gelistigi bildirilen galismalar

da mevcuttur (26).
3.5.4. Kolistin

Kolistin (Polimiksin E) eski bir antibiyotik olup, ¢ogul direngli Acinetobacter
enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Bir ¢alismada kolistinin

Acinetobacter suslarinin % 98’ine in vitro olarak etkili oldugu belirtilmistir (26).

Kolistin bakteride dig membranin yapisini bozarak, hiicre igeriginin disar

sizmasina ve sonug olarak bakteri 6liimiine neden olur (28).
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Intravendz kullanilan kolistinin akciger dokusuna gegisi zayiftir. Bu yiizden

akciger enfeksiyonlarinda inhaler formunun 6nerildigi ¢alismalar mevcuttur (29).

Tedavide kullanilacagi zaman MIK (Minimum inhibitdr konsantrasyon)
diizeyleri saptanmalidir. Bakteriyemi, pnomoni ve menenjit olgularinda kullanimini
destekleyen calismalar mevcuttur. En 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Direng
gelisimini engellemek amaciyla, kolistin sadece ¢ogul direngli etkenlerle gelisen

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmalidir (26, 27).
3.5.5. Aminoglikozidler

A. baumannii gibi gram-negatif basiller tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin
tedavisinde, aminoglikozidler siklikla kullanilmaktadir. Ancak Acinetobacter klinik

izolatlarinda aminoglikozid direncinin gittikge arttigi gézlenmektedir (27, 30).
3.5.6. Rifampisin

Hizli direng gelisimi nedeniyle rifampisin gerek Acinetobacter gerckse de diger
duyarli bakterilerle olusan enfeksiyonlarda tedavide tek basina kullanilmamalidir.
Cogul direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda kolistin ile kombinasyon seklinde
kullanildigi ¢aligmalar mevcuttur. Karbapenem direngli A. baumannii pnémonisinin
deneysel olarak olusturuldugu bir c¢alismada, kolistinin akciger doku
penetrasyonunun 1iyi olmadigi, bundan dolayi, 0©zellikle pnomoni olgularinda

rifampisinin tercih edilebilecegi belirtilmistir (26, 27).

3.6. Kombinasyon Tedavileri

Kombinasyon tedavileri ozellikle ¢ogul direngli suslarin  olusturdugu

enfeksiyonlarda 6ne ¢ikmaktadir (26).

Antibiyotik kombinasyonlar1 ciddi enfeksiyonlarin baslangi¢ tedavisi disinda,
direngli izolatlara karsi sinerjistik etki elde etmede, ilaglarin doza bagl toksisitesini
azaltmada, polimikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisi ve direngli bakterilerin

insidansin diisiirme gibi amaglar i¢in de tercih edilebilmektedir (8, 31).

Cogul direncli A. baumannii enfeksiyonlarinda ¢ok sayida kombinasyon tedavisi

onerilmektedir. Kombine terapinin, monoterapiden daha etkili oldugunu gosteren
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calismalar vardir. Basta kolistin ve karbapenem temelli olmak iizere bugiine kadar

birgok degisik kombinasyonla gesitli ¢alismalar yapilmistir (27).
3.7. Acinetobacterler’de Antibiyotige Ozgii Diren¢ Mekanizmalar
3.7.1. Beta-laktam antibiyotiklere karsi direnc:

Acinetobacter tiirlerinde beta-laktam antibiyotiklere direng, kromozom ya da
plazmid tarafindan kodlanan beta-laktamaz iiretimi sonucu olugmaktadir. “Penisilin
baglayan proteinlerde (PBP)” ortaya ¢ikan degisiklikler ve antibiyotige 6zgii olan dis
membran porinlerinin kaybi da, A.baumannii’nin beta-laktam direncinde rol alan

diger mekanizmalar arasindadir (14, 32).

Beta-laktamazlar dogal ve kazanilmis olmak iizere ikiye ayrilir.

3.7.1.1. Dogal beta-laktamazlar

Dikey yolla aktarilabilen bu enzimler, cins ya da tiirlin tiim suslarinda
bulunmaktadir. Bunlar A.baumannii kompleksine ait izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunda

tanimlanmis ampC tipi sefaloporinazlar ve OXA-51 benzeri beta-laktamazlardir (32).

Karbapenemi hidrolize eden oksasilinazlar (KHO) olarak da bilinen OXA-51 az

rastlanan beta-laktamazlardandir (33).

Bugiine kadar 120°den fazla D grubu beta-laktamaz tanimlanmigtir. Bunlardan
45 tanesi KHO aktivitesine sahiptir. KHO grubundaki bu OXA enzimleri,
A.baumannii tipine 6zgiil olup, bu bakterideki karbapenem direncinin en biiyiik

sorumlusu olarak kabul edilmektedir (33).

A.baumannii OXA-51 benzeri enzim analizleri sonucunda, biitiin izolatlarda bla
oxa-s1 benzeri gen bulundugu, ancak karbapenem direncine sadece ISAbal ile komsu
olan blapxas1 benzeri genleri tagiyan suglarin sahip oldugu saptanmistir. Bu yiizden

ISAbal, blapxa-s: igin regiilator gibi gériinmektedir (32).

OXA-51 benzeri enzim kiimesinin genomik kaynagi halen bilinmemektedir.
Ancak antibiyotik iireten toprak mikroorganizmalarina karsi diren¢ mekanizmasi
olarak veya bilinmeyen organizmalardan kaynaklanip kromozoma entegre olma

ihtimali 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica OXA-51 enzim kiimesi iiyeleri A.baumannii’nin
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suglarinin hemen hemen tiimiiniin dogal yapisinda bulunmakla birlikte, diger

Acinetobacter tiirlerinde bulunmamaktadir (32).

AmpC beta-laktamazlar karbapenem disinda kalan genis spektrumlu beta-laktam
antbiyotiklere diren¢ saglamaktadir. Ayrica AmpC beta-laktamazlarin hidrolitik

aktivitesi klavulanik asitle inhibe olmamaktadir (34).

Acinetobacter ampC beta-laktamazlarin amino asit dizilimlerinin benzer olmasi,
bu enzimlerin tek bir enzim ailesinden geldigini diistindiirmektedir. Bu enzim birinci

kusak sefalosporinleri, lireidopenisilinleri ve aminopenisilinleri ¢ok etkili bir sekilde

hidroliz eder (32).

3.7.1.2. Kazamlmus beta-laktamazlar
a-Genis-spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)

Acinetobacter tiirlerinde bulunan plazmid aracili kazanilmis beta-laktamazlar,
oncelikle TEM, ardindan SHV enzimlerinin gosterilmesiyle giindeme gelmistir.
Ampisilin, treidopenisilinler ve karboksipenisilinlere karsi olusan direncin bu
enzimlerin varligina bagl oldugu, ancak bu enzimlerin karbapenemlere ve genis
spektrumlu  sefalosporinlere  karsi etkili olmadigi belirtilmistir. GSBL’leri
Acinetobacter’lerde saptamak zordur ve 6zel ¢aba gerektirir. Diger bakterilerde bu
genler ¢ogunlukla plazmid araciligiyla gegmektedir, ancak Acinetobacter tiirlerinin

bu enzimleri nasil kazandigi bilinmemektedir (32).
b-Metallo-beta-laktamazlar (MBL)

Metallo-beta-laktamazlar (MBL), aztreconam disinda tiim beta-laktam
antibiyotikleri karbapenemler de dahil olmak {izere hidroliz etme kapasitesine
sahiptir (35).

Metallo-beta-laktamazlar plazmid araciligiyla yayildigindan, direng gelisiminde

diger mekanizmalardan daha 6nemli bir yer tutar (36).

MBL ilk olarak 1991 yilinda bir P.aeruginosa susunda saptanmistir. Sonradan
cesitli Asya ve Avrupa iilkelerinde gram negatif basillerde (6zellikle P.aeruginosa ve

A.baumannii suslarinda) MBL pozitifligi bildirilmistir. Son zamanlarda hizli bir
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sekilde artmakta ve diinya ¢apinda yayilim gostermektedir. Karbapenem direncine

neden olan bu durum, bir sorunun habercisidir (37).

Bugiine kadar alt1 grup kazanilmis MBL tanmlanmistir. (IMP, VIM, SIM, SPM,
GIM, GSO). Acinetobacter tiirlerinin klinik izolatlarinda bildirilen MBL’lar IMP,
SIM, VIM, ve GSO’dur. Beta laktam antibiyotiklerden sadece sefepim, sefpirom ve
diisiik seviye de de olsa piperasilin-tazobaktam, MBL iireten suslara kars1 aktivite
gostermektedir (32).

c-Oksasilinazlar

KHO aktivitesine sahip olan sinif D oksasilinazlar, oksasilinleri hidrolize eden
ve az rastlanan beta-laktamazlardandir. Simdiye kadar 120°den fazla D grubu beta-

laktamaz tanimlanmistir ve bunlardan 45 tanesi KHO aktivitesi gostermektedir (32).

A.baumannii’de OXA-58 enzimi eksprese oldugunda karbapenemlere
duyarliligin azaldigi, asir1 ekspresyon durumunda ise yiiksek karbapenem direncine
neden oldugu konusunda calismalar mevcuttur. OXA-58 ve OXA-23’i kodlayan
genlerin baz tiirlerde plazmid tarafindan da kodlandig1 gosterilmistir. Ancak bugiine
kadar Acinetobacter’de tanimlanan KHO’larin g¢ogunlukla kromozomal olarak

kodlandig1 saptanmstir (17, 32).

3.7.1.3. D1s membran proteinlerindeki (OMP) degisiklikler

A.baumannii’de karbapenem direnci ile baglantili 33-36 kDa’lik OMP 2005
yilinda klonlanarak, dizi analizi yapilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde,
OMP’nin amino asit dizisinin ve igeriginin diger gram negatif bakterilerde bulunan
aminoasit dizileri ile benzer oldugu ortaya c¢ikarilmigtir. Yapilan galismalarda,
saptanabilir karbapenemaz aktivitesi gostermeyen Acinetobacter suslarinda 20-
kDa’luk OMP kaybinin, bakterinin imipenem direnci gelistirememesi ile iliskili

oldugu gosterilmistir (17, 32).

18



Antibiyotik /Diren¢ mekanizmasi Grup/Gen Antibiyotik/Direng mekanizmasi Grup/Gen
Beta-laktamlar igin Aminoglikozidler i¢in
Beta-laktamaz Enzimatik yikim
Dogal Asetiltransferaz AAC-2,-3,-6
Sinuf A /sik goriilen ampC (ADC1-7) SAT-2
VEB-1,-2 Niikleotidiltransferaz ANT-2,-3
PER-1,-2 Fosfotransferaz APH(3)-1, -1L-IIL,-IV
TEM-92,-116 APH(3")-1
SHV-5,-12 Efluks pompasi adeABC
CTX-M-2-3 adeM
Sinuf A/nadir goriilen SCO-1 16s IDNA metiltransferaz armA
Karbapenemaz Kinolonlar i¢in
Sinif D oksasilinaz OXA-51 benzeri DNA giraz/topoizomeraz gyrA/parC
OXA-23 Efluks pompasi adeABC
OXA-24 adeM
OXA-27 abeS
OXA-37 Kloramfenikol icin
OXA-40 Efluks pompasi adeABC
OXA-58 benzeri adel]K
Metallo-beta-laktamaz VIM cmlA
MP craA
SIM abeS
Sinuf A karbapenemaz GES-11 Trimetoprim/sulfametoksazol icin
Dis membran proteinleri carO Efluks pompasi adeABC
HMP-AB adelJK
33-36 kDa protein Dehidrofolat sentetaz sul-I-1T
43 kDa protein Dehidrofolat reduktaz folA
Efluks pompas1 adeABC Makrolitler igin
PBP2 degisimi Efluks pompasi adeM
Tetrasiklinler igin Glisilsiklin ig¢in
tetA, tetB Efluks pompasi adeABC
Efluks pompas1 adeABC Polimiksin igin pmrAB
Ribozomal hedef degisimi tetM Rifampisin i¢in arr-2

Sekil 3.1. A.baumannii 'nin sahip oldugu antibiyotik diren¢ mekanizmalar (32).

3.7.1.4. Penisilin-baglayan proteinlerde (PBP) degisiklik

Yapilan ¢alismalarda penisilin  baglayan proteinlerdeki degisikliklerin

A.baumannii’de  beta-laktam  direncini  etkiledigi  ortaya  konulmustur.
Karbapenem direnci konusunda yapilan ¢alismalarda; direngli mutant A.baumannii
suslarinda 24-kDa’luk PBP’nin asir1 miktarda tretildigi saptanmistir. Baska bir
caligmada, imipenem duyarli A.baumannii izolatlarina ait PBP’lere beta-laktamaz
inhibitorlerinin (sulbaktam, klavulanik asit ve tazobaktam) timiiniin baglandigi
belirtilmistir. Bu saptama A.baumannii’ye karsi beta-laktamaz inhibitorlerinin dogal
antibakteriyel etkisini ¢ok net bir sekilde ortaya koymaktadir. Fakat giiniimiizde
Klinik kullanim igin formiile edilmis ve in-vivo etkili bir formiilasyon sadece

sulbaktam olarak mevcuttur (32).
3.7.2. Aminoglikozidlere diren¢

Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid direnci, aminoglikozid modifiye edici

enzimler olan asetiltransferaz, adeniltransferaz ve fosfotransferaz uretilmesi ile
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iligkilidir. Bu 1ii¢ enzimi kodlayan genler bakteriler arasinda plazmid ve
transpozonlarla yayilim gostermektedir. Ayrica Acinetobacter haemolyticus ve
benzer genomik gruplar dogal N-asetil-transferaz sentezi yaptiklarindan dolayi, dogal
olarak  aminoglikozidlere  direncglidirler. ~ Aminoglikozid direncinin  diger
mekanizmalari, hedef ribozomal proteinlerde degisiklik ve aminoglikozidlerin hiicre
icine taginmasi ile baglantilidir. Acinetobacter tiirlerinde direngten sorumlu olan
genler ve aminoglikozid modifiye eden enzimler, Acinetobacter tiirlerine 6zgii

olmay1p, diger gram negatif bakteri cinslerinde de bulunmaktadir (14, 17, 32).
3.7.3. Kinolonlara direng

Acinetobacter tiirlerinde kinolon direnci, diger gram negatif bakterilerde oldugu
gibi, ilacin hedefi olan DNA giraz (topoizomeraz II) veya topoizomeraz IV
enziminde degisiklige yol agan mutasyonlar sonucu olmaktadir. Ayrica ilag
permeabilitesinde azalma veya efluks pompasini etkileyen degisiklikler de kinolon
direncine neden olabilmektedir (14, 17).

3.7.4. Tetrasikline direnc

En sik rastlanan tetrasiklin direng genleri olan tetA ve tetB, hem Acinetobacter
tirlerinde, hem de diger gram negatif bakterilerde bulunabilmektedir. Bu genler
siklikla nonspesifik efluks pompast geni adeB ile kombine olarak bulunurlar. TetB
hem minosiklin hem de tetrasiklin direncine neden olurken, tetA sadece tetrasiklin

direncine neden olmaktadir (29, 38).

Tetrasiklinin ribozomal hedefinde degisikliklere yol acan mutasyonlar,
A.baumannii’de tetrasiklin direncine neden olan diger bir mekanizmadir. Tigesiklin,
genis spektrumlu, glisilsiklin grubu yeni bir antibiyotik olup, ribozomlar iizerine
tetrasiklinlerle ayn1 baglanma bolgesine baglanir. Ancak tetrasiklinler i¢in bahsedilen
diren¢ mekanizmalarindan etkilenmemektedir. Tigesiklinin A. baumannii suslarina
etkinligi, yiiz giildiiriicii olsa da, baz1 salgilarda saptanan yiiksek MIK degerleri
Ozellikle bakteriyemilerde kullanimi konusunda ileriye doniik endiselere neden

olmaktadir. (14, 17, 32).
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3.7.5. Rifampisine diren¢

Rifampisin, ¢ogul direngli Acinetobacter tiirlerinin  sorumlu oldugu
enfeksiyonlarda, kombine terapinin bir iiyesi olarak az da olsa kullanilmaktadir.
Acinetobacter tiirlerinde yiiksek diizeyde rifampisin direnci, kromozomal olarak
ribozomal polimeraz subiinitinde lokalize rpoB geninde spontan mutasyon sonucu

meydana gelir (32).
3.7.6. Trimetoprim siilfametoksazole direng

Acinetobacter tiirlerinde trimetoprim direnci ¢ok yiiksek degildir. Integronlar ve
bunlarla tasinan gac, sul, dHfr gibi genlerin trimetoprim-siilfametoksazol direncinde
rol aldigi saptanmistir. Ayrica dihidrofolat rediiktaz kodlayan genin kazanilmasi,

bakteride yliksek diizey dirence neden olmaktadir (14, 32).
3.7.7. Kloramfenikole direng

A.baumannii ‘de kloramfenikole 6zgii diren¢ mekanizmalarindan bir tanesi ilacin
modifikasyonuna yol acan ve caf geni tarafindan kodlanan enzimlerin tiretimi; digeri
ise ilaca Ozgii aktif transport proteini ile ilacin bakteri hiicresi disina atilmasidir.
Acinetobacter tiirlerinde kloramfenikol direng genleri, genellikle konake1

kromozomuna entegre olmus transpozonlarla baglantilidir (14, 32).
3.7.8. Kolistine (Polimiksin E) direng
Kolistine direng 2 sekilde olur.

1-Bakteri (-) yiiklii olan yiizey LPS ve Lipid A yapisin1 degisitirir. PmrA-PmrB
regulatuar sistem PmrE ve PmrHFIJKLM gen ekspresyonunu saglar. LPS’nin fosfat
gruplarina etanolamin, lipidA’ya ise aminoarabinoz ekler. Boylece katyonik

polimiksinlerin baglanma affinitesi diiger.

2-Bakterilerin dis membran proteini OprH asir1 sentezlenerek, membrandaki
magnezyum yerine geger. PhoP-PhoQ regulatuar sistem OprH gen ekspresyonunu
saglar. OprH proteinleri sentezlenir. Eksojen poliaminler ve diisiik magnezyum

konsantrasyonu regulatuar sistemi uyarir ve kolistinin baglanmasini engeller (28).
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3.8. Coklu ila¢ Efluks Sistemleri

Aktif efluks mekanizmalariyla ilaglarin uzaklastirilmasi, Acinetobacter
tiirlerinde de ¢oklu ilag direncine yol agmaktadir. Bakterilerdeki aktif ilag pompa

sistemleri bes protein siiper ailesinin liyesidirler:
1-ATP Binding Casette (ABC)
2-Major Facilitator Super Family (MFS)
3-Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE)
4-Small Multidrug Resistance (SMR)
5-Resistance Nodulation Cell Division (RND)

Klinik direng¢ s6z konusu oldugunda bu temel efluks sistemleri arasinda
Resistance Nodulation Cell Division (RND) ailesi 6ne ¢ikmaktadir. Bu aileye ait
adeABC efluks sistemi tamimlanmis ve A.baumannii’de aminoglikozidlere direng,
kloramfenikol, florokinolonlar, trimetoprim ve sefotaksime azalmis duyarlilikla

iliskisi gosterilmistir (32).

Yine Acinetobacter tiirlerinde Resistance Nodulation Cell Division (RND)
ailesine ait efluks sistemi olan adeDE de saptanmustir. Amikasin, meropenem,
siprofloksasin, seftazidim, rifampisin, kloramfenikol, eritromisin, etidium bromiir ve

tetrasikline azalmig duyarlilik, adeE genindeki aktivasyonun ile iliskilidir.

Acinetobacter tiirlerinde adeXYZ olarak isimlendirilen sekonder bir aktif efluks
sistemi de tanimlanmustir. Ancak, bu yeni sistemin antibiyotik direncinde ne gibi bir

rol oynadig1 tam olarak tespit edilememistir (17, 32, 39).
3.9. Coklu ila¢ Direnci

Acinetobacter tiirleri dogal transformasyon kapasitesine sahip olduklari igin
genetik degisikliklere ¢ok agiktirlar. Bu durum antibiyotik diren¢ genlerinin tiir
bireyleri arasinda kolayca yayilmasia neden olmaktadir. A.baumannii genomunda

cesitli direng genlerini bir arada tasiyan diren¢ adaciklarinin varligi saptanmistir (14).

Fornier ve ark. Cogul direngli A.baumannii izolatlarinda ‘AbaR1’ adi verilen
86kb uzunlugunda bir diren¢ adacigi oldugunu ortaya cikarmislar ve ‘AbaR1’de

saptanan bu direng geninin g¢esitli beta laktamazlari, tetrasiklin aktif pompa
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proteinleri ve aminoglikozid modifiye eden enzimleri kodlamada rol aldiklarini

saptamiglardir (40).
3.10. Cogul Direncli Acinetobacter Tanimlar:

Direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda antimikrobik direnci tanimlamak i¢in
“multi-drug resistance (MDR)”, “pan-drug resistance (PDR)”, “extreme-drug resistance
(XDR)” ve “extensive-drug resistance (XDR)” gibi ¢esitli terimler kullanilmaktadir.
Literatiirlerde farkli tanimlamalar kullanilmakla birlikte, bu terimlerle ilgili standart bir
tanimlama mevcut degildir. 2006 ve 2011 wyillar1 arasinda yapilan c¢alismalar
incelendiginde, zaman icerisinde MDR, PDR ve XDR diren¢ terimleri ile ilgili
tanimlamalarin da degistigi goriilmektedir. Bunun sebebi zamanla mikroorganizmalarin
farkli direng mekanizmalar1 gelistirerek mevcut antibiyotiklere kars1 direng
kazanmasidir. Bu konuda, gesitli ¢alismalarda yapilan Onerilere bakildiginda, net bir

gortisbirligi saglanmadig1 agikca goriilmektedir (41).

Bir ¢alismada {igten fazla antibiyotik grubuna (karbapenemler, sefalosporinler,
aminoglikozidler, piperasilin-tazobaktam, aztreonam, tetrasiklin, ampisilin-sulbaktam,
siprofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol) direngli olan suslar MDR, Kkolistin ve
tigesiklin disinda kalan tim antimikrobiyallere direngli olan suslar ise XDR olarak

tanimlanmustir (42).

Mevcut tanimlamalar gozoniine alindiginda g¢alismamizda kullandigimiz ¢ogul
direngli Acinetobacter suslarinin bir kismi MDR, bir kismu XDR olarak kabul

edilmistir.
3.11. Antibiyotik Kombinasyon Testleri

Bakterilerin ¢ok hizli bir sekilde olusturdugu antibiyotik direnci yaninda, yeni
antimikrobiyallerin  gelistirilmesi ¢ok zaman aldigindan, kullanimda olan
antibiyotiklerin etkisinin devamlilifinin saglanmas1 biiyilk 6nem kazanmistir.
Boylece, yeni tedavi stratejileri ve yeni ilag gelistirme calismalarinda, bakterinin
olusturdugu direng ile basa ¢ikmak igin, monoterapi yerine kombinasyon tedavisi

mecburiyeti ortaya ¢ikmustir.

Kombinasyonlarda sinerjistik etki; farkli hedefleri farkli yollardan veya aym
yoldan olabilecegi gibi, aymi hedefin farkli yollardan inhibisyonu yoluyla da
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olabilmektedir. Antibiyotik kombinasyonlarindan elde edilen sinerjistik etki, direng
gelisimini 6nleme, toksik etkileri diisiirme ve daha genis spektrumlu antimikrobiyal

etki gibi avantajlar saglar.

Kombine antibiyotik tedavisinde antibiyotikler arasinda 4 farkli etkilesim olur.

Bunlar sinerji, additif etki, indiferan etki ve antagonizmadir.

1-Sinerjist etki: Test edilen antiibiyotiklerin birlikte olusturdugu etki, her bir
antibiyotigin tek basina kullanuilmasi ile olusan etkisinden 6nemli oranda ytiksek ise,

buna sinerjist etki ad1 verilir. Burda pozitif bir etkilesim s6z konusudur.

2-Antagonist etki: Test edilen antiibiyotiklerin birlikte olusturdugu etki, her bir
ilacin tek basina kullanilmasi sonucu olusan etkiden énemli oranda diisiik ise buna

antagonist etki adi verilir. Burda negatif bir etkilesim s6z konusudur.

3-Additif etki: Kombinasyonda kullanilan antibiyotiklerin etkisi, ayri ayri
etkilerinin toplami ise buna additif etki adi verilir. Kismi sinerji olarak da

tanimlanmaktadir.

4- Indiferan etki: flaglarm bir arada etkisi, daha etkili olan digerinin tek basia

yaptig1 etki kadardir. Antibiyotikler birbiriyle etkilesmezler (8, 31, 43).
3.12. Sinerji Saptama Yontemleri

Antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro etkinligini 6lcen testler 4 bashk altinda

siralanir.
1- Diliisyon yontemleri
a-Mikrodiliisyon
b-Makrodiliisyon
c-Agar diliisyon
2- Zamana bagli 6ldiirme yontemi (Time-Kill)
3- Disk diffiizyon yontemi

4- E test (Epsilometer) yontemi
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Genel anlamda diliisyon testleri antibiyotik kombinasyonlarmin inhibisyon
etkisini, zamana bagli 6ldiirme yoOntemi ise kombinasyonun bakterisidal etkisini

6lgmeye yarar (8, 31).
3.12.1. Diliisyon yontemleri (Checkerboard-dama tahtasi)
a-Mikrodiliisyon “checkerboard (CB)”

Antibiyotikler arasindaki sinerjiyi saptamak i¢in kullanilan standart
yontemlerden bir tanesi olan mikrodiliisyon CB metodu calisma ve sonuglari
yorumlama bakimindan kolay bir mantiga sahiptir. Bu yiizden arastirmacilar

tarafindan en sik kullanilan yontemdir (31, 44).

Bu yontemde 96 kuyucuklu ve U-tabanli steril mikroplaklar kullanilir. Her izolat
ve test edilecek antibiyotik kombinasyonu icin bir mikroplak paneli gereklidir.
Oncelikle antibiyotik kombinasyon testi i¢in tek antibiyotik stok soliisyonlart
hazirlanir ve birinci antibiyotik i¢cin yukaridan asagi dogru seri diliisyon yapilir.
Ikinci antibiyotik igin ise baska bir mikroplakta sagdan sola dogru seri diliisyonlar
yapilir. Ardindan ikinci antibiyotik bu mikroplaktan, birinci antibiyotigi igeren

mikroplaga aktarilir.

Yine mikroplagin baska bir bolgesinde, test edilen antibiyotiklerin tek basina
MIK degerlerini saptamak icin 2 ayr1 siitun kullanilir.

Kombinasyona giren her antibiyotigin, o mikroorganizma i¢in bilinen veya
beklenen MIK degerinin en az iig-dort diliisyon asagisindan, ist diliisyonlar igin ise

MIK’in en az iki, tercihen sekiz katina kadarki diliisyonlar1 kullanilir.

Test icin, kanli agara vb. bir besiyerine ekilen izolatlarin bir gecelik kiiltiirti

kullanilir.

Bakteri inokiilumu hazirlamak i¢in Katyon Ayarli Mueller-Hinton Buyyon
(KAMHB) (Mg*™: 10-125 mg/L, Ca'™: 20-25 mg/L destekli Mueller-Hinton
Buyyon) veya steril %08.5 tuzlu su kullanilir (31).

inokiilum hazirlama: 0.5 McFarland bulanikliginda (1.5 x 10 CFU/mL)

bakteri siispansiyonu hazirlanir.
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Mikrodiliisyon testlerinde en son asamada, kuyuculara bakteri inokiile
edildiginde, bakterinin son konsantrasyonu ortalama 5 x10°> CFU/mL olmahdir. Bu
hesaplamanin yapilabilmesi i¢in kuyucuklara konan inokiilumun net hacminin
bilinmesi gereklidir. Eger kuyucuktaki besiyerinin hacmi 0.1 mL ise ve inokiilum
hacmi 0.01 mL ise o zaman 0.5 McFarland siispansiyonu (1x10® CFU/mL) 1:20
sulandirimali ve 5 x 10® CFU/mL elde edilmelidir. Bu siispansiyondan 0.01 mL
almip mikroplak kuyucuguna eklenirse, test edilen bakterinin son konsantrasyonu
ortalama 5 x10° CFU/mL olacaktir (45).

Her mikroplakta tireme kontrolii amaciyla bir kuyucuk antibiyotiksiz birakilir.
Inkiibasyon bitiminde mikroplak okunurken bu kuyucukta yogun iireme

goriilmelidir.

Mikroplakta baska bir kuyucuga sadece besiyeri konulur. Bu kuyucuk besiyeri

sterilite kontrolii amaglidir. Inkiibasyon sonunda iireme olmamalidir.

Kalite kontrol uygun ATCC suslariyla yapilir. Kalite kontrol igin aym

antibiyotik stok soliisyonlar1 ve sulandirimlar: kullanilmalidir.

nokiilum saflik kontrolii: Kullanilan bakteri siispansiyonu (5 x 10® CFU/mL)
1:100 oraninda sulandirilip 1 pL bir kanl agar plagmna yayilir ve ertesi giin iireyen

kolonilerin saf olup olmadigr arastirilir (31).

Inokiilum yogunluk kontrolii: Inokiilum yogunlugunun kontrolii igin iireme
kontrol kuyucugundan 10 pL bir tiipe alinir ve 90 pL steril serum fizyolojik eklenir
(1:10 diliisyon). Bu tiipten 1:10 diliisyon yapilir (toplam 1:100 diliisyon). Son tiipten
1:5 diliisyon yapilarak (toplam 1:500 diliisyon) bu son diliisyondan 100 pL alinip,
kanli agara yayilir. 16-20 saat 35-37°C’de inkiibasyon sonunda plakta 75-125

(ortalama 100) koloni bulunmalidir.

Antibiyotik kombinasyon paneli tamamlandiktan sonra mikroplak 16-20 saat
siireyle 35-37°C’de inkiibe edilir.

Kalite kontrol suslarinin MIK degerleri uygunsa ve iireme kontrolii, besiyeri
sterilite kontrolii, inokiilum saflik kontrolii, inokiilum yogunluk sonuglar1 beklenen

sekilde ise test gecerli kabul edilip, mikroplak okunur.
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Oncelikle birinci antibiyotigin, sonra da ikinci antibiyotigin tek basma MIK

degerleri okunur ve kaydedilir.

Sonra kombinasyon kuyucuklar1 okunur. Ureme olan kuyucuklar kayit formuna

islenir.

Sonuglarin  yorumu i¢in Once her iki antibiyotigin ayr1 ayri fraksiyonel

inhibisyon konsantrasyonu (FiK) degerleri asagidaki sekilde hesaplanir (31).

a antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri

a antibiyotiginin tek basina MIK degeri

b antibiyotiginin kombinasyondaki MiK degeri

FIK, = -s---m-m--- S AN . W

b antibiyotiginin tek basina MIK degeri

FiK indeksi (FIKi)= FiK, + FiK,

FIKI < 0.5 ise sinerjistik; > 0.5 - < 1 ise additif; > 1 - < 4 ise indiferan; > 4 ise

antagonistik etki olarak yorumlanir (8, 46, 47).
b-Makrodiliisyon Yontemi

Mikrodiliisyon yonteminin aynisidir. Tek farki mikroplak yerine burada deney
tiipleriyle calisilma yapilir. Bu nedenle her tiipte bulunmasi1 gereken miktar 0.25’er
mL her iki antibiyotik soliisyonu ve 0.5 mL bakteri siispansiyonu olmak iizere
toplam 1 mL’dir. Ayrica biiyiik hacimlerle ¢alisildigindan mikrodiliisyon igin
kullanilan panelin tiimiinii makrodilisyon yoOntemiyle yiriitmek ¢ok zordur.
Genellikle kisitli panel hazirlanir ve '/, MIK, MiK ve 2 x MiK degerleriyle calisilir.
Antibiyotik stok soliisyonlar1 her test tiipiinde istenen son konsantrasyonun 4 kati

olmalidir. Degerlendirmeler mikrodiliisyon metoduyla ayni sekilde yapilir (31).
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c-Agar Diliisyon Yontemi

Az sayida antibiyotik kombinasyonu ve ¢ok sayida bakteri susuyla calisilmasi
gereken durumlarda tercih edilebilir. Klasik agar diliisyon yontemi izlenir. Her bir
antibiyotik soliisyonu petrideki 20 mL agar ile diliie olacag: i¢in stok soliisyonlar
istenen son konsantrasyonun 20 kati yogunlukta hazirlanir. Agara eklenen her bir
antibiyotik sollisyonu miktar1 petrideki agar miktarinin en ¢ok %5’1 kadardir. Agar
yiizeyine 10* CFU bakteri icerecek spot ekimleri yapilir. Degerlendirmeler ayni
sekilde yapilir (8, 31).

3.12.2. Zamana bagh éldiirme kinetigi (Time-kill)

Checkerboard tekniginde sadece inhibisyon verileri elde edilmektedir. Time-kill
metodunda 6ldiirme egrisi teknigiyle, denenen kombinasyonun bakterisidal aktivitesi
Olctlilebilmektedir. Bu nedenle bakterisidal amacli tedavi takipleri i¢in daha anlamh
bir yontemdir. Ayrica checkerboard yonteminde 16-20 saat sonunda tek Ol¢iim
yapildigi halde, bu yontemde zamanla birlikte degisen etki dinamik olarak

gosterilebilmektedir

Time-kill metoduyla sinerji testi 10 mL KAMHB igeren tiiplerde test yapilir.
Bakteri inokiilumu 5 x 10° CFU/mL olmalidir. 0., 4., 8., 24. saatlerde kanl agar
plaklarina farkli antibiyotik diliisyonu igeren her tiipten 25 pL kadar bir hacim
damlatilir. Plaklarin 24 saat inkiibasyonundan sonra olusan bakteri kolonileri sayilip
CFU/mL degerleri elde edilir. Antibiyotigin zaman igindeki bakterisit etkisinden soz
edebilmek i¢in koloni sayisinda 24 saatte %99.9 yani 10® kat azalma olmaalidir. Test
edilen iki antibiyotigin sinerjistik etkisinden s6z edebilmek i¢in Once
kombinasyondaki antibiyotiklerin daha aktif olaninin koloni sayisi kayit edilir. Bu
degerlere oranla, kombinasyonun 24 saatlik koloni sayilarinda > 100 kat diisiis varsa
sinerji olarak degerlendirilir; > 100 kat artma antagonist etkiyi, < 10 kat artma veya

azalma ise additif veya indiferan etki anlamina gelir (31).
3.12.3. Disk difiizyon yontemi

Kirby-Bauer disk difiizyon yonteminde oldugu gibi 0.5 McFarland
bulanikligindaki bakteri siispansiyonu petriye yayilip kombinasyon etkisi aragtirilan
iki antibiyotigin diskleri yanyana yerlestirilir. Aralarindaki merkezden merkeze

uzaklik, her iki disk etrafindaki inhibisyon zon yarigaplari toplamina esit veya biraz
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fazla olmalidir. 16-18 saat 35-37°C’de inkiibasyon sonunda sekil 3.2’de goriildigii
gibi degerlendirilir (8, 31).

Aditif etki Antagonizm
Sinerjizm Sinerjizm

Sekil 3.2. Disk teknigiyle sinerji testi (48).
3.12.4. E-test yontemi

0.5 McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu 4 adet Mueller Hinton agar
plagma yayilir. Kombinasyonu denenecek A ve B antibiyotiklerinin MIK degerleri
onceden bilinmiyorsa, antibiyotikleri iceren E test stripleri, tek baslarma MiK ’lerini
saptamak iizere ayr1 ayr1 birer petriye yerlestirilir. Ugiincii petriye dnce B stribi konur
ve 1 saat yerinde birakilir. B stribi steril bir pensle yerinden kaldirildiktan sonra, ayni
iz lizerine gelecek sekilde A stribi yerlestirilir. Dordiincii petriye A stribi konulup 1
saat bekletilir. A kaldirihip B stribi yine A’nin biraktigi iz ilizerine yerlestirilir. 35-
37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra iigiincii petride B nin varliginda A’nin MIK’i,
dordiincii petride A’min varhginda B’nin MIK’i okunur. Mikrodiliisyon CB
yonteminde oldugu gibi FIK degerleri bulunduktan sonra FIKI hesaplanir (8, 31).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. izolatlarin Toplanmasi

Bu calismada, Subat 2017- Temmuz 2017 tarihleri arasinda, Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Memorial Dicle Hastanesi yogun bakim {initelerinden
mikrobiyoloji laboratuvaria gelen hasta drneklerinden izole edilen, ¢ogul direngli 30
adet Acinetobacter baumannii susu test edildi. Her hastadan tek bir 6rnek ¢alisma

kapsamina alindu.

(Bu calisma Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 25.03.2016 tarih ve 164 no’lu karariyla etik kurallara
uygun gorilmiistiir. EK 10.1).

Izolatlar, ¢alisma icin yapilan canlandirma islemine kadar, skim milk buyyon
icerisinde — 20 °C’de saklandi. Calisma tarihinden 1 giin 6nce derin dondurucudaki
bakteri kiiltiirleri oda 1s1sinda bekletilerek, ¢oziilmeleri saglandi. Ardindan kanli agar
ve EMB agar besiyerlerine pasajlanarak, plaklar inkiibatdrde 35-37 °C de 18-24 saat
inkiibe edildi.

4.2. identifikasyon

EMB besiyerinde saf koloni halinde iireyen, gram (-), aerob, mikroskopta
kokobasil morfolojisine sahip, glukoz ve laktoz fermantasyonu yapmayan, oksidaz
negatif, katalaz pozitif suslar otomatize sistemle (Vitek2 Compact, bioMérieux,
Fransa) tiir diizeyinde tamimlandi. Yine ayni cihazda antibiyogram islemleri es
zamanli olarak yapildi. Bu suslardan, test edilen antibiyotiklerden, kolistin, tigesiklin
ve aminoglikozid disindaki tiim antibiyotiklere direngli olan suslar ¢ogul direncli sus
olarak ¢alisma kapsamina alind1. Antibiyotiklerin MIK smir degerleri i¢in “European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” kilavuzu baz alindu.
4.3. Kullanilan Malzemeler

1-Etiiv

2-Derin dondurucu (-20 °C)
3-McFarland ayarlayici (Densicheck)
4-Steril Eppendorf tiipleri (2 ml)
5-EMB agar (RTA)
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6-Kanl1 agar (RTA)

7-Katyon Ayarli Mueller Hinton broth (KAMHB) (Becton Dickinson, ABD)
8-Skim milk broth (Oxoid)

9-Vorteks

10-8 Kanall1 pipet (50-300 pl)

11-8 Kanall1 pipet (1-20 pl)
12-Ayarlanabilir mikropipet (10-100 ul)
13-Ayarlanabilir mikropipet (100-100 pl)
14-Steril mikroplaklar (96 kuyucuklu)
15-Diliisyon tiipleri

16-Iki bolmeli steril petri kutular
17-Steril distile su

18-Serum fizyolojik

4.4. Antibiyotik Kombinasyon Testleri
4.4.1. Antibiyotiklerin hazirlanmasi ve saklanmasi

Bu c¢aligmada siprofloksasin (Sigma-Aldrich), amikasin (Sigma-Aldrich),
kloramfenikol (Sigma-Aldrich), rifampisin (Sigma-Aldrich), meropenem (Sigma-
Aldrich) ve sulbaktam (Sigma-Aldrich) antibiyotiklerinin toz sekilleri kullanildi.

Bu amacgla “Agirlik (mg) = Hacim (mL) x Konsantrasyon (mg/L)/Potens
(ug/mg)” formiiliine goére antibiyotik tozlari tartilarak, uygun konsantrasyonlarda
hazirlandi. Antibiyotiklerin konsantrasyonlari, duyarli MIK araliginin 4 kat alt, 3
kat tist konsantrasyonlar:1 test edilecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan antibiyotik
¢ozeltileri, porsiyonlara boliinerek -20°C de saklandi ve calisma giinii oda 1sisinda

¢Oziindiikten sonra test i¢in kullanildi.
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4.4.2. Kombinasyonlarda kullanilan antibiyotikler ve hazirlamslari

Tablo 4.1. Siprofloksasin-Amikasin kombinasyonu i¢in antibiyotik ¢ozeltilerinin

hazirlanmasi
Siprofloksasin Amikasin
Konsantrasyon (mg/L) 32 256
Potens (png/mg) 800 750
Agirlik (mg) 5 20
Hacim (ml) 125 58,6
Cozici Su Su
Sulandirici Su Su
Duyarli MIK smir degeri <1 <8
Diliisyon aralig1 (mg/L) 0,062-32 0,5-256
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12
Cipr 8 CIP 8 CIlr 8 CIP8 CIP 8 Clp 8 CIP8 CIP 8 CIP8 AK 64 .
A UK
AK 0,5 AK1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
CIP 4 CIP 4 CIP 4 CIP 4 CIP 4 CIPp 4 CIP4 CIP 4 CIP4 AK 32
B CIP 16
AK 0,5 AK1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
CIp 2 CIP 2 CIp 2 CIP 2 CIP 2 CIp 2 CIP 2 CIP 2 CIP 2 AK 16
C AK 128
AK 0,5 AK1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
o CIP1 CIP 1 CIP1 CIP1 CIP 1 CIP 1 CIP1 CIP 1 CIP1 AK 8
AK 0,5 AK1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
e CIP 0,5 CIP 0,5 CIP 0,5 CIP 0,5 CIP 0,5 CIP 0,5 CIP 0,5 CIP 0,5 CIP 0,5 AK 4
AK 0,5 AK1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
r CIP 0,25 CIP 0,25 CIP 0,25 CIP 0,25 CIP 0,25 CIP 0,25 CIP 0,25 CIP 0,25 CIP 0,25 AK 2
AK 0,5 AK1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
6 CiP 0,125 CIP 0,125 CIP 0,125 CIP 0,125 CIP 0,125 CiIP 0,125 CIP 0,125 CIP 0,125 CIP0.125 AK1
AK 0,5 AK1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
" cpo,062 | cipo,062 | ciPo062 | cIPO,062 | CIPO062 | ciPo,062 | ciPo,062 | CIP 0,062 CIP 0,062 AK 0,5 o«
AK 0,5 AK1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64

Sekil 4.1. Siprofloksasin-Amikasin kombinasyonunun mikroplaktaki yerlesimi

CIP: Siprofloksasin, AK: Amikasin, UK: Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii
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Tablo 4.2. Meropenem-Sulbaktam kombinasyonu i¢in antibiyotik ¢ozeltilerinin

hazirlanmasi
Meropenem Sulbaktam
Konsantrasyon (mg/L) 64 128
Potens (png/mg) 950 900
Agirlik (mg) 10 10
Hacim (ml) 148,4 70,3
Coziicii Su Su
Sulandirici Su Su
Duyarlh MIK s degeri <2 <4
Diliisyon aralig1 (mg/L) 0,125-64 0,25-128
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12
a MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 SUL 32 s
SUL 0,25 SULO,S SuL1 SuUL 2 SUL4 SUL 8 SUL 16 SUL 32
B MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 SUL 16 MEM 32
SUL 0,25 SULO,S SuL1 SuUL 2 SUL4 SUL 8 SUL 16 SUL 32
c MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 SUL8 SUL 64
SUL 0,25 SULO,S SuL1 SuUL 2 SUL4 SUL 8 SUL 16 SUL 32
o MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 SuL4
SUL 0,25 SULO,S SuL1 SuUL 2 SUL4 SUL 8 SUL 16 SUL 32
£ MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 SUL 2
SUL 0,25 SULO,S SuL1 SUL 2 SUL 4 SUL 8 SUL 16 SUL 32
F MEM 0,5 MEM 0,5 MEM 0,5 MEM 0,5 MEM 0,5 MEM 0,5 MEM 0,5 MEM 0,5 MEM 0,5 SUL1
SUL 0,25 SULO,S SuL1 SUL 2 SUL 4 SUL 8 SUL 16 SUL 32
G MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 MEM 0,25 SUL 0,5
SUL 0,25 SULO,S SuL1 SUL 2 SUL 4 SUL 8 SUL 16 SUL 32
H MEM 0,125] MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 MEM 0,125| SUL 0,25 e
SUL 0,25 SULO,S SuL1 SUL 2 SUL 4 SUL 8 SUL 16 SUL 32

Sekil 4.2. Meropenem-Sulbaktam kombinasyonunun mikroplaktaki yerlesimi
MEM: Meropenem, SUL.: Sulbaktam, UK: Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii
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Tablo 4.3. Meropenem-Rifampisin kombinasyonu i¢in antibiyotik ¢6zeltilerinin

hazirlanmasi
Meropenem Rifampisin

Konsantrasyon (mg/L) 64 32
Potens (png/mg) 950 960
Agirlik (mg) 10 5
Hacim (ml) 148,4 150
Coziici Su Metanol
Sulandirici Su Su
Duyarlh MIK smir  degeri <2
Duyarli MIK smir  degeri <2*
Diliisyon araligi (mg/L) 0,125-64 0,062-32

*“European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” ve
“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” kilavuzlarinda Acinetobacter
izolatlar1 igin Rifampisin MIK sinir degerleri olmadigindan, literatiirdeki diger
caligmalar dikkate alinarak <2 mg/L sinir degerine gore test yapildi (49, 50). Ancak
EUCAST 2017 kilavuzunda stafilokoklar ve streptokoklar i¢in Rifampisin duyarli
MIK sinir degeri <0,062 mg/L oldugundan, hazirlanan alt diliisyonlar bir basamak

arttirildi.
1 2 3 4 5 (] 7 8 10 11 12
A MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 MEM 16 RIF 8 ik
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIFO,5 RIF1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 MEM 8 RIF4
B MEM 32
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF 1 RIF 2 RIF4 RIF 8
MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 MEM 4 RIF 2
[ RIF 16
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIFO,5 RIF1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
o MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 MEM 2 RIF1
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF 1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
e MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 MEM 1 RIFO,5
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF0,5 RIF1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
. MEMO,5 | MEMOS5 | MEMO,5 | MEMO5 | MEMOS | MEMO,5 | MEMOS5 | MEMO,5 MEM 0,5 | RIF0,25
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF 1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
e MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 | MEM 0,25 MEM 0,25 RIF 0,125
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIFO0,5 RIF1 RIF 2 RIF4 RIF 8
W MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 | MEM 0,125 MEM 0,125| RIF 0,062 -
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIFO,5 RIF1 RIF 2 RIF 4 RIF 8

Sekil 4.3. Meropenem-Rifampisin kombinasyonunun mikroplaktaki yerlesimi

MEM: Meropenem, RIF: Rifampisin, UK: Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii
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Tablo 4.4. Kloramfenikol-Rifampisin kombinasyonu igin antibiyotik ¢ozeltilerinin
hazirlanmast

Kloramfenikol Rifampisin
Konsantrasyon (mg/L) 256 32
Potens (ng/mg) 950 960
Agirlik (mg) 10 5
Hacim (ml) 37,1 150
Cozici Etanol (%95) Metanol
Sulandirict Su Su
Duyarlh MIK smir degeri <8*
Duyarli MIK simr  degeri <2**
Diliisyon araligt (mg/L) 0,5-256 0,062-32

* EUCAST ve CLSI kilavuzlarinda Acinetobacter izolatlari i¢in Kloramfenikol MIK
sinir degerleri olmadigindan, EUCAST kriterleri uyarinca Enterobacteriaceae i¢in
<8 mg/L sinir degerine gore test yapildi.

**EUCAST ve CLSI kilavuzlarinda Acinetobacter izolatlar icin Rifampisin MiK
siir degerleri olmadigindan, literatiirdeki diger ¢alismalar dikkate alinarak <2 mg/L
sinir degerine gore test yapildi (49, 50). Ancak EUCAST 2017 kilavuzunda
stafilokoklar ve streptokoklar icin Rifampisin duyarli MIK smir degeri <0,062 mg/L
oldugundan, hazirlanan alt diliisyonlar bir basamak arttirild1.

1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 11 12
A CHL 64 CHL 64 CHL 64 CHL 64 CHL 64 CHL 64 CHL 64 CHL 64 CHL 64 RIF & ik
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
CHL 32 CHL 32 CHL 32 CHL 32 CHL 32 CHL 32 CHL 32 CHL 32 CHL 32 RIF 4
B CHL 128
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF 1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
CHL 16 CHL 16 CHL 16 CHL 16 CHL 16 CHL 16 CHL 16 CHL 16 CHL 16 RIF 2
c RIF 16
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
b CHL8 CHL 8 CHL8 CHL 8 CHL8 CHL 8 CHL8 CHL 8 CHL8 RIF 1
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF 1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
e CHL4 CHL4 CHL4 CHL4 CHL4 CHL4 CHL4 CHL4 CHL4 RIF 0,5
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF 1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
E CHL2 CHL 2 CHL2 CHL 2 CHL2 CHL 2 CHL2 CHL 2 CHL 2 RIF 0,25
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF 1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
e CHL1 CHL1 CHL1 CHL1 CHL1 CHL1 CHL1 CHL1 CHL1 RIF 0,125
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF 1 RIF 2 RIF 4 RIF 8
W CHL 0,5 CHLO,5 CHL 0,5 CHLO,5 CHL 0,5 CHLO,5 CHLO,5 CHLO,5 CHLO,5 RIF 0,062 o
RIF 0,062 RIF 0,125 RIF 0,25 RIF 0,5 RIF1 RIF 2 RIF 4 RIF 8

Sekil 4.4. Kloramfenikol-Rifampisin kombinasyonunun mikroplaktaki yerlesimi
CHL: Kloramfenikol, RIF: Rifampisin, UK: Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii
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4.4.3. Mikrodiliisyon CB yontemi ile antibiyotik kombinasyon testi

Bu amagla, test edilecek her sus ve her antibiyotik kombinasyonu icin bir adet
steril U tabanli mikroplak kullanild1 (1.Antibiyotik i¢in AB1, 2.Antibiyotik i¢in AB2
kisaltmasi kullanilmistir).

1. Sekil 4.5. teki sablon, mikroplagin altina konularak, 1 no’lu siitundan 8 no’lu

stituna kadar tim kuyucuklara 50 pl hazir besiyeri KAMHB
(Becton - Dickinson, ABD) konuldu.

2. 10 ve 11 no’lu siitunlardaki tiim kuyucuklara ve UK, AB1, AB2, SK

kuyucuklarina 100 pl KAMHB konuldu.
3. 8 kanalli pipet yardimiyla A1-A8 satirindaki tiim kuyucuklara 50 pl
1.Antibiyotik (AB1) eklenip, asag1 yonlii H1-H8 satirina kadar seri
diliisyon yapild1 (Sekil 4.6.)

4. AB1 (B12) kuyucuguna 100 ul AB1 eklenip, mikropipetle iyice
karigtirildiktan sonra, bu kuyucuktan 100 pl alinip, 10 no’lu siitundan asagi
dogru seri diliisyon Yyapildi.

1 2 3 q 5 6 7 8 9 10 11 12
AB1 AB2

A Al A2 A3 Ad A5 AB A7 A8 1 1 UK
B B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 2 2 AB1
C joul c2 c3 Cc4 c5 coé c7 cs8 3 3 AB2
D D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 4 4
E El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 5 5
F F1 F2 F3 F4 F5 Fé F7 ] 6 6
G G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 7 7
H H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 8 8 SK

Sekil 4.5. Kombinasyon testi ¢alisirken mikroplagin altina konulan kagit sablon
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AB1 AB2

A Al A2 A3 Ad AS AB A7 A8 1 1 UK
B Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 2 2 AB1
C C1 c2 Cc3 C4 Cs Ce c7 c8 3 3 AB2
D D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 4 4
E El E2 E3 E4 ES E6 E7 ES 5 5
F F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 6 6
G G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 7 7
H H1l H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 8 8 SK

Sekil 4.6. Kombinasyon plaginda AB1 antibiyotiginin yukaridan asagi seri
diliisyonu

Sekil 4.7. Baska bir plakta AB2 antibiyotiginin sagdan sola seri dillisyonu
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5. Sekil 4.7.”de belirtildigi gibi bagka bir mikroplaga 1.siitundan 8.siituna kadar
her kuyucuga 70 ul KAMHB konuldu. Test i¢in gerekli olan miktar 50 pl’dir
ancak kuyucuk igerisinde rezidiiel voliim pay1 olarak 20 pl civari besiyeri
olmas1 gerektiginden toplam eklenmesi gereken besiyeri miktar1 70 ul olur.
Bu mikroplagin 8. siitunundaki tiim kuyucuklara 8 kanall1 pipet yardimiyla
70’er ul AB2 (2.Antibiyotik) eklenerek, 1.slituna kadar seri diliisyon yapildi.
Bu mikroplaktan 8 kanall1 pipet yardimiyla 8.siitundaki tiim kuyucuklardan
50’ser ul AB2 soliisyonu alinip, 1.plagin 8.siitunundaki kuyucuklara
aktarildi. Ayni islem 7,6,5,4,3,2,1 siitunlar i¢in tekrarlandi (Sekil 4.8)

6. AB2 (C12) kuyucuguna 100 ul AB2 eklenip, mikropipetle iyice karistirildi.
Bu kuyucuktan 100 pl alinip, 11 no’lu siitundan asagi dogru seri diliisyon
yapildi. Bu haliyle mikroplak, bakteri inokiilasyonu i¢in hazirdir.

7. Ureme kontrol (UK) ve Sterilite Kontrol (SK) kuyucuklarma higbir

antibiyotik konulmadi.

= == L "— - \;‘
== -~ -
P o ot = S v, ~, -~
17727 34*4.4*5 ”1/8 10 11 12 \\1 AV ’\3 “sf‘ \\ 7Ng 9 10 11 12
\
' . v . AB1 AB2 \ , ‘. )
A AL | A2 | A3 | A4 | AS | A6 | A7 | A8 1 1 Ok A AL | A2 | A3 | AMd | AS | A6 | A7 | A8
‘ B 81 82 83 B4 BS 86 87 88 2 2 AB1 B 81 B2 83 B4 85 86 87 B8
C alea|a|lw | |®6|a|cs 3 3 (a2 C ajlQa|la|w|c|k|a|cas
‘ D D1 D2 03 | D4 D5 | D6 | D7 | D8 4 4 D D1 02 D3 D4 D5 | D6 | D7 | D8
E €1 | B2 | €3 | €4 | €S | €6 | €7 | €8 5 5 E €1 | €2 | €3 | €4 | &5 | €6 | €7 | €8
‘ F F1 F2 3 Fa FS F6 F7 F8 6 6 F F1 F2 3 F4 FS F6 F7 2]
G Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 7 7 G Gl | G2 | G3| G4 | GS | Gb | G7 | G8
‘ H H1 H2 H3 Ha HS H6 H7 H8 8 8 |BYK H H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 H8

Sekil 4.8. Ikinci antibiyotik (AB2) igin hazirlanan diliisyonlarin 2.plaktan, 1.plaga
aktarilmasi

4.4.4. Inokiilasyon

Inokiilum hazirlanmasi: Steril bir tiipe 1 ml Mueller Hinton broth konulup

bakterinin 0,5 Mcfarland (1x10® CFU/mL) bulanikligina esdeger siispansiyonu
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hazirlandi. Bu siispansiyon 20 kat sulandirilarak 5x10° CFU/mL elde edildi. (Bu
siispansiyondan 10 pl almip 100 pl lik kuyucuga eklenirse son konsantrasyon 5x10°

CFU/mL olur.)

Hazirlanan bu bakteri siispansiyonundan, mikroplakta antibiyotik iceren tiim
kuyucuklar ve UK kuyucuguna 10 pl olarak inokiile edildi. SK kuyucugu sterilite
kontrol kuyucugu oldugundan, bu kuyucuga antibiyotik veya bakteri silispansiyonu

konulmadi.
4.4.5. inokiilum saflik kontrolii

Kullanilan bakteri siispansiyonu (5 x 10° CFU/mL) 1:100 oraninda sulandirilip 1
uL bir kanli agar plagina yayilip ertesi giin saflik yoniinden incelendi.

4.4.6. Inokiilum yogunluk kontrolii

Inokiilum yogunlugunun kontrolii i¢in iireme kontrol kuyucugundan 10 pL bir
tiipe alind1 ve 90 pL steril serum fizyolojik eklendi. (1:10 diliisyon). Bu tiipten 1:10
diliisyon yapildi (toplam 1:100 diliisyon). Son tiipten 1:5 diliisyon yapilarak (toplam
1:500 diliisyon) bu son diliisyondan 100 pL kanli alinip, kanli agara yayildi. 16-20
saat 35-37°C’de inkiibasyondan sonra plakta 75-125 (ortalama 100) koloni
bulunmast, inokiilumun 5 x 10°CFU/mL oldugunun kaniti olarak kabul edildi.

4.4.7. Inkiibasyon

Hazirlanan mikroplak, kilitli poset torbaya konulup 37 °C de inkiibasyona
kaldirildi.

4.4.8. Kalite kontrol ve test gecerliligi

Kalite kontrol amaciyla P.aeruginosa ATCC 27853 ve E.coli ATCC 25922 susu
kullanildi. Bu suslar calismada kullanilan antibiyotik ¢ozeltileri kullanilarak, baska
bir plakta test edildi.

Test plaginda tlireme kontrol kuyucugunda iireme olmasi, besiyeri sterilite
kontrol kuyucugunda iireme olmamasi, bagka bir plakta test edilen kalite kontrol
susunun beklenen MIK araliginda ¢ikmasi, inokiilum saflik ve inokiilum yogunluk
sonuclar1 beklenen sekilde bulundugunda, test gecerli kabul edilip, mikroplaklar

okundu.
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4.4.9. Okuma ve FiK hesaplama

1. 37 °C’de inkiibe edilen mikroplaklar, 16-20 saat sonra inkiibatérden ¢ikarilip
g0z ile okuma yapildi.
2. Mikroplak okumasi yapilirken, her kombinasyon i¢in ayr1 olarak hazirlanan

sablon (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4) ilizerinde isaretlemeler yapildi.

Oncelikle birinci antibiyotigin, sonra da ikinci antibiyotigin tek basma MIK

degerleri okundu ve kayit formuna iglendi.

Sonra kombinasyon kuyucuklari okunup, iireme olan kuyucuklar kayit formuna
islendi. Kombinasyon plaginda iireme olmayan tiim kuyucuklar taranarak, FIK

indeksinin en diisiik hesaplandigi kuyucuk degerlendirmeye alindi.

Sonuglarin yorumu i¢in Once her iki antibiyotigin ayri ayri fraksiyonel

inhibisyon konsantrasyonu (FIK) degerleri asagidaki sekilde hesaplandi.

FiK, = a antibiyotiginin kombinasyondaki MIK degeri/a antibiyotiginin tek
basina MIK degeri

FiK, =b antibiyotiginin kombinasyondaki MIiK degeri/ b antibiyotiginin tek
basia MIK degeri

FIK indeksi (FIKI) = FIK, + FiK,

4.4.10. Yorumlama

FIKI < 0.5 ise sinerjistik; > 0.5 - < 1 ise additif; > 1 - < 4 ise indiferan; > 4 ise

antagonizma olarak degerlendirildi.

Ornek hesaplama: Resim 4.1 ve Sekil 4.9.da goriildiigii sekilde Siprofloksasin-

Amikasin kombinasyon plaginda 15 No’lu izolatin sonuglar1 degerlendirildi.
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Resim: 4.1 Siprofloksasin-Amikasin kombinasyonunun mikroplak {izerinde
inkiibasyon sonras1 goriiniimii (15 No’lu izolat).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A cps cPs ars cps cp e are ars ars ars AK 64 i
AKO,5 AK 1 AK 2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
B cpa cpa cpa capa cpa cPa cpa cpa cpa AK 32 P16
AK 0,5 AK1 AK2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
C cP2 cp2 cp2 ap2 clp2 clp2 P2 aP2 ap2 AK 16 AK 128
AK 0,5 AK1 AK2 AK 4 AK 8 AK 16 AK32 AK 64
D crP1 cP1 cpP1 apP1 cP1 [o[:51 ar1 ar1 ap1 AK 8
AKO,5 AK1 AK2 AK A AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
E cPo,s cIPOs CIP 0,5 CIP 0,5 cPos5 cpos cIPos arPos CIP 0,5 AK 4
AKO,5 AK 1 AK2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
. capo2s | cpo2s | cro2s | cro2s | apo2s | apoa2s | crozs | cieozs CIP 0,25 AK 2
AK 0,5 AK1 AK2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
G CP0125 | CPO,125 | cIPo,125 | CIPO,125 | CIPO,125 | CIPO,125 | CIPO125 | CIPO,125 CIP 0,125 AK 1
AK 0,5 AK1 AK2 AK 4 AK 8 AK 16 AK 32 AK 64
H cP0,062 | cIP0,062 | ciPo062 | cIPO062 | CIPO062 | CIPO,062 | CIPo062 | CIP 0,062 CPO062 | AKOS5 o«
AKO,5 AK1 AK2 AK A AK 8 AK 16 AK 32 AK 64

Sekil 4.9. 15 No’lu susa ait temsili goriiniim.
CIP: Siprofloksasin, AK: Amikasin, UK: Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii
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Koyu renkli kuyucuklar iireme olan kuyucuklardir. Bu izolata ait MIK degerleri
sekilde de goriildigi gibi Siprofloksasin: 16 mg/L, Amikasin: 64 mg/L’dir.
Kombinasyon kuyucuklarindan iireme gdzlenmeyen en diisiik MIK degerli

kuyucuklar A3, B6, D7, H8 kuyucuklaridir.

Tablo 4.5. 15 no’lu izolata ait hesaplanan FiK indeksleri

Kuyucuk CIP mix AK vix rix CIP rik AK FiK Indeksi
A3 8 2 0,5 0,03 0,53
B6 4 16 0,25 0,25 0,50
D7 1 32 0,06 0,5 0,56
H8 0,062 64 0,003 1 1,003

CIP: Siprofloksasin, AK: Amikasin, MIK: Minimum Inhibitor Konsantrasyon
FIK: Fraksiyonel inhibitér Konsantrasyon

FIK indeksi formiiliine gore hesaplamalar yapilinca yukaridaki sonuglar
ctkmaktadir. Dolayisiyla B6 kuyucugunun FiK indeksi en diisiik (0,50) ¢iktigindan
siprofloksasin ve amikasin arasinda sinerji olarak degerlendirildi.

Bu sekilde 4 farkli antibiyotik i¢in toplam 120 plakta kombinasyon testi yapildi.
Her bir plak i¢in yukarida anlatildig1 sekilde FIK indeksi hesaplandi.
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5. BULGULAR

Calismaya alman A.baumannii izolatlarinin (n=30) tiimii, sefalosporinlere,
karbapenemlere, kinolonlara ve ampisiline direngli idi. Amikasine 7 (%23,3),
gentamisine 7 izolat (%23,3), kolistin ve tigesikline 30 izolat (%100) duyarl: idi. Bu
izolatlardan sadece kolistin ve tigesikline duyarli olan 13 (%43,3) izolat XDR
kolistin ve tigesiklin ile beraber, aminoglikozidlere de duyarli olan 17 (%56,6) izolat
MDR olarak kabul edildi.

Tablo 5.1. Test edilen A.baumannii izolatlarinin klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik Ornek Say1 %
Kan 11 37
Trakeal Aspirat 13 43
Idrar 3 10
Doku 1 33
Biyolojik Sivi 1 3,3
Kateter 1 3,3
Toplam 30 100

Tablo 5.2. Bu ¢alismada kullanilan antibiyotiklerin EUCAST (2017) kriterleri
uyarinca Acinetobacter sp. icin MIK sinir degerleri

Antibiyotik MIK (mg/L) sinir degerleri Bakteri
Duyarh Direngli
Siprofloksasin <1 >1 Acinetobacter sp.
Amikasin <8 >16 Acinetobacter sp.
Meropenem <2 >8 Acinetobacter sp.
Sulbaktam* <4 >4 Enterobacteriaceae
Kloramfenikol ** <8 >8 Enterobacteriaceae
Rifampisin*** <2 >2

*EUCAST ve CLSI kilavuzlarinda Acinetobacter izolatlar1 icin Sulbaktam MiK smir
degerleri olmadigindan, EUCAST kriterleri uyarinca Enterobacteriaceae igin <4
mg/L siir degerine gore test yapildi.

**EUCAST ve CLSI kilavuzlarinda Acinetobacter izolatlari i¢in Kloramfenikol MiK
siir degerleri olmadigindan, EUCAST kriterleri uyarinca Enterobacteriaceae igin
<8 mg/L sinir degerine gore test yapildi.
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***EUCAST ve CLSI kilavuzlarinda Acinetobacter izolatlar1 i¢in Rifampisin MIK
siir degerleri olmadigindan, literatiirdeki diger ¢alismalar dikkate alinarak <2 mg/L
siir degerine gore test yapildi (49, 50).

Tablo 5.3. Mikrodiliisyon yontemi ile test edilen A.baumannii suslarinin saptanan
MIK araliklar;, MIK50, MIK90 degerleri ve kombinasyonlarda kullanilan
antibiyotiklere duyarliliklar1 (n=30 izolat)

Duyarli Orta Duyarlt  Direngli

~

=5 2T &4

=5 2% 2% . _ _

XE SE TSE 2 8 2% ¥ NS

2 n n n
Siprofloksasin 8-64 32 32 0 0 0 0 30 100
Amikasin 2->256 64 >256 7 233 3 10 20 66,6
Meropenem 16->32 32 >32 0 0 0 0 30 100
Sulbaktam 4-128 16 64 1 33 0 0 29 96,6
Rifampisin 2-32 4 32 11 366 0 0 19 633
Kloramfenikol 32->256 128 128 0 0 0 0 30 100

Tablo 5.4. Calismadaki antibiyotik kombinasyonu sonucu olusan etkiler

Sinerji Additif Indiferan Antagonizma

FIKI<0.5 FIKi >0.5-<1 FIKi >1-< 4 FIKI > 4
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
CIP-AK 8 26,6 7 23,3 15 50 0 0
CHL-RIF 3 10 16 53,3 11 36,7 0 0
MEM-RIF 2 6,6 14 46,7 14 46,7 0 0
MEM-SUL 8 26,6 17 56,7 5 16,7 0 0

CIP: Siprofloksasin, AK: Amikasin, CHL: Kloramfenikol, RIF: Rifampisin,
MEM: Meropenem, SUL: Sulbaktam, FIKI: FiK indeksi
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Tablo 5.5. A.baumannii izolatlarma kars1 antibiyotik kombinasyonlarinin FIK
indeksleri ve etkilesimleri

-
2 = 2 Z
© = S = = A= S = s
z. ) = ) = ) mn )
n . x % 04 ~ o o @
= < ©] i O : ©) ; ©)
Z o > > > = > - >
) L L I
= = O
1 2,00 IN 1,00 ADD 1,00 ADD 0,63 ADD
2 2,00 IN 0,50 Sinerji 1,00 ADD 0,27 Sinerji
3 2,00 IN 0,63 ADD 1,00 ADD 0,51 ADD
4 1,00 ADD 0,53 ADD 0,75 ADD 1,00 ADD
5 0,50 Sinerji 0,50 Sinerji 0,50 Sinerji 0,50 Sinerji
6 0,50 Sinerji 1,00 ADD 0,75 ADD 0,52 ADD
7 0,63 ADD 0,53 ADD 0,53 ADD 0,52 ADD
8 0,38 Sinerji 0,75 ADD 2,00 IN 1,00 ADD
9 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN
10 2,00 IN 1,00 ADD 2,00 IN 1,00 ADD
11 0,51 ADD 0,50 Sinerji 0,75 ADD 0,50 Sinerji
12 0,50 Sinerji 0,75 ADD 2,00 IN 1,02 IN
13 0,38 Sinerji 0,38 Sinerji 0,75 ADD 0,53 ADD
14 1,06 ADD 0,50 Sinerji 0,75 ADD 0,63 ADD
15 0,50 Sinerji 0,53 ADD 0,52 ADD 0,53 ADD
16 2,00 IN 0,75 ADD 1,00 ADD 0,75 ADD
17 2,00 IN 1,00 ADD 0,75 ADD 1,00 ADD
18 0,75 ADD 0,50 Sinerji 2,00 IN 2,00 IN
19 2,00 IN 0,50 Sinerji 2,00 IN 2,00 IN
20 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN
21 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN
22 0,52 ADD 0,75 ADD 2,00 IN 2,00 IN
23 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN
24 1,12 IN 0,75 ADD 2,00 IN 1,00 ADD
25 0,50 Sinerji 0,75 ADD 0,75 ADD 0,63 ADD
26 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN 2,00 IN
27 2,00 IN 0,50 Sinerji 2,00 IN 2,00 IN
28 0,75 ADD 0,75 ADD 0,31 Sinerji 0,75 ADD
29 0,38 Sinerji 1,00 ADD 1,00 ADD 1,00 ADD
30 0,63 ADD 0,75 ADD 2,00 IN 2,00 IN

CIP: Siprofloksasin, AK: Amikasin, CHL: Kloramfenikol, RIF: Rifampisin,
MEM: Meropenem, SUL: Sulbaktam, FiKi: FiK indeksi, ADD: Additif, IN: indiferan
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Bu ¢aligmada 30 izolat ve dort antibiyotik kombinasyonu i¢in toplam 120 adet
FiK indeksi hesaplandi.

Sinerji oranlar1 MEM-SUL kombinasyonunda 8 (%26,6), CIP-AK
kombinasyonunda yine 8 (%26,6), CHL-RIF kombinasyonunda 3 (%10), MEM-RIF
kombinasyonunda 2 (%6,6) olarak gozlendi.

Izolatlarin 15’inde (%50) en az bir kombinasyonun sinerjistik etkinligi goriildii.

Additif etki en ¢cok MEM-SUL kombinasyonunda 17 (%56,7) goriiliirken,
2.sirada CHL-RIF 16 (%53,3), 3.sirada 14 (%46,7) ile MEM-RIF kombinasyonunda
gozlendi.

Test edilen konsantrasyonlarin hi¢ birinde antagonizma saptanmadi.

CIP-AK kombinasyonunda sinerji saptanan 8 izolattan 5 tanesi amikasin direngli
idi. (Ttimi CIP direngli)

CHL-RIF kombinasyonunda sinerji saptanan 3 izolattan 2 tanesi rifampisin
direngli idi. (Tiimii CHL direngli)

MEM-RIF kombinasyonunda sinerji saptanan 2 izolat da rifampisine direncli idi.
(Timi MEM direngli)

MEM-SUL kombinasyonunda sinerji saptanan 8 izolat da sulbaktama direngli
idi. (Timi MEM direngli)

Sinerjinin direngli suslarda daha fazla goriilmesi dikkat ¢ekmektedir. Bagka bir

caligmada da benzer durum goriilmiistiir (51).
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6. TARTISMA

A.baumannii yillar igerisinde bir¢ok antimikrobiyal ajana direng kazandigindan,
tedavide ciddi sorunlar yasatmaya devam etmektedir (46).

UHESA verilerine gore 2017 yilinda {ilkemizde A.baumannii de karbapenem
direnci %70,46, kolistin direnci %4,79 olarak saptanmistir. Bu durum kolistin
direncinde artisin ayak sesleri olarak goriilebilir (52).

A.baumannii de goriilen bu ¢ogul direncten dolay: tedavide siklikla kombine
antibiyotikler kullanilmaktadir. Kombine tedavide uygulanan antibiyotiklerin
arasinda sinerjistik aktivitenin olmasi klinik ag¢idan 6nemlidir ve in vitro sinerji
testleri tedavi planlamada yol gosterici olmaktadir (51).

Kolistinle yapilan kombinasyonlar etkili sonuglar vermekle birlikte, kolistinin
nefrotoksik ve norotoksik etkisi kullanimini sinirlayan en énemli faktorlerdir (53).

Bu calismada farkli kombinasyonlar kullanilarak, A.baumannii’ye kars1 ¢esitli
antibiyotikler arasinda sinerjistik etki, mikrodiliisyon CB yontemiyle arastirildi.

Uzerinde en ¢ok calisma yapilan kombinasyonlardan biri olan meropenem-
sulbaktam (MEM-SUL) kombinasyonu yaninda literatiirde ¢ok az caligilan
siprofloksasin-amikasin ~ (CIP-AK) ve  meropenem-rifampisin  (MEM-RIF)
kombinasyonunun etkinliginin = saptanmast amaglandi.  Ayrica literatiirde
Acinetobacterlere karsi hi¢ test edilmeyen kloramfenikol-rifampisin (CHL-RIF)

kombinasyonu da ¢aligma kapsaminda test edildi.

Mashaly ve ark. 2017 yilinda 15 A.baumannii susu kullanarak mikrodiliisyon
CB metoduyla yaptiklart kombinasyon testinde CIP-AK kombinasyonunda %40
sinerji saptamiglardir (54).

Wang ve ark. 2016 yilinda ¢ogul direngli 116 A.baumannii susu tizerine CIP-AK
etkilesimini agar diliisyon CB metodu ile aragtirmiglardir. Sinerji saptanamazken,
indiferan etki %82,76, antagonizma %17,24 bulunmustur (55).

Bajaksouzian ve ark. 1997 wyilinda 101 Acinetobacter susu kullanarak
mikrodiliisyon CB metodu ile yaptiklari ¢alismada levofloksasin MIK <2 mg/L olan
66 izolatta CIP-AK kombinasyonunda sinerji saptamazken, %76’sinda additif etki,

%24’iinde indiferan etki saptamislardir. Levofloksasin MIK > 4 mg/L olan 35 susta
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yine sinerji saptayamazken, %14’inde additif, %86’sinda indiferan etki
saptamiglardir (56).

Calismamizda CIP-AK kombinasyonunda %26,6 sinerji, %23,3 additif, %50
indiferan etki saptanmistir. Mevcut durumda tedavi igin tercih edilebilecek bir
kombinasyon oldugunu diisiinmekteyiz. 2017 yilinda Mashaly ve ark.nin yaptiklari
calismada da CIP-AK kombinasyonu %40 gibi bir sinerji oraniyla dikkat
cekmektedir.

MEM-SUL kombinasyonu bugiline kadar en ¢ok test edilen kombinasyonlar
arasinda yer almaktadir. Ayrica sonu¢ olarak da Onemli oranda sinerji saptanan
kombinasyonlardan biridir.

Wang ve ark. 2016 yilinda agar diliisyon CB metoduyla ¢ogul direngli 116
A.baumannii susu {izerinde yaptiklart ¢alismada, MEM-SUL kombinasyonuyla
%17,24 sinerji, %82,76 indiferan etki saptamislardir (55).

Temogin ve ark. 2015 yilinda E-test metoduyla ¢ogul direncgli 30 adet
A.baumannii susu lizerinde yaptiklari ¢alismada MEM-SUL kombinasyonuyla %43
sinerji, %17 additif etki, %40 indiferan etki saptamiglardir (57).

Anandan ve ark. 2015 yilinda mikrodiliisyon CB ve time-kill metoduyla 5 adet
karbapenem direngli A.baumannii susu kullanarak yaptiklari ¢alismada, sirasiyla
%52 ve %68 sinerji MEM-SUL kombinasyonunda saptamislardir (58).

Marie ve ark. 2014 yilinda mikrodilisyon CB metodu ve E-test kullanarak 54
cogul direngli A.baumannii susu tlizerine MEM-SUL kombinasyonunun etkinligini
aragtirmiglardir. Mikrodilisyon CB metoduyla yapilan calismada %44,4 sinerji,
%42,6 parsiyel sinerji, %12,96 additif etki saptamislardir. E-test metodunda ise
%40,7 sinerji, %59,3 parsiyel sinerji saptamislardir (59).

Yavas ve ark. 2014 yilinda E-test metoduyla 18 adet karbapenem direngli
A.baumannii susuna karsi, MEM-SUL kombinasyonunda %5,5 sinerji, %05,5
antagonizma saptamislardir (60).

Tiirkdag: ve ark. 2013 yilinda 40 adet karbapenem direngli A.baumannii susuyla,
mikrodilisyon CB metodu kullanarak yaptiklar1 ¢alisjmada MEM-SUL
kombinasyonunda, %48 sinerji, %7,5 kismi sinerji, %7,5 indiferan etki

saptamislardir (51).
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Laishram ve ark. 2013 yilinda 50 adet XDR A.baumannii izolatina karsi
mikrodilisyon CB ve time-kill metoduyla MEM-SUL etkisini arastirmiglardir.
Mikrodiliisyon CB metodunda %32 sinerji, %68 indiferan etki, time-kill metodunda
%58 sinerji, %42 indiferan etki saptamislardir (61).

Ozseven ve ark. 2012 yilinda, yogun bakim iinitesinden izole edilen ¢ogul
direngli 34 A.baumannii susuna karsi, mikrodiliisyon CB metodu kullanarak sinerji
arastirmuslardir. Bu calismalarinda MEM-SUL (sulbaktam/ampisilin)
kombinasyonunda, %94,1 sinerji, %5,9 additif etki saptamiglardir (62).

Pongpech ve ark.2010 yilinda yaptiklart ¢alismada 30 adet ¢ogul direngli
A.baumannii susuna MEM-SUL kombinasyonunda time-kill metoduyla %70 sinerji
bulmuslardir (63).

Kiffer ve ark. 2005 yilinda mikrodiliisyon CB metodu ile 48 A.baumannii susu
ile yaptiklar1 ¢alismada, MEM-SUL kombinasyonuyla %29,2 sinerji (FIKI < 0.5),
%47,9 parsiyel sinerji (FIKI 0.5-<1) saptamislardir (64).

Jiang ve ark. 2018 yilinda MEM-SUL kombinasyonuyla ilgili, toplam 8
caligmadan (405 izolat) derleme yaptiklari bir meta-analizde, mikrodiliisyon CB
metoduyla yapilan c¢alismalarda % 25,2 sinerji saptamislardir. Bu sonug,

calismamizda saptadigimiz %26,6 ile ¢ok benzerdir (65).

MEM-SUL kombinasyonunda sinerji oranlart %5,5 - %94,1 araliginda
saptanmis olmakla birlikte genelde yiiksek oranda saptanmistir. Bizim ¢aligmamizda
da sinerji orani %?26,6 saptanmis, dolayisiyla hala etkili bir kombinasyon oldugu
distintiilmiistiir.

Rifampisinin 6zellikle kolistinle kombinasyonunun Acinetobacter’lere karsi
sinerjistik etkisi, cesitli calismalarda ortaya konmustur (10-11-12). Burdan hareketle
rifampisinin  bagka antibiyotiklerle kombinasyonunda olusacak etkilesimleri
arastirmak amaciyla meropenem-rifampisin (MEM-RIF) ve kloramfenikol-rifampisin
(CHL-RIF) kombinasyonlar1 test edilmistir.

Sun ve ark. 2014 yilinda MEM-RIF kombinasyonunun 12 adet ¢ogul direncli
A.baumannii izolatina kars1 sinerjistik etkinligini 6l¢gmek i¢in dama tahtas: yontemi
ve time-kill metodu kullanmistir. Ayrica in vivo etkinligi 6l¢gmek igin farelerde
deneysel sepsis olusturulup monoterapi ve kombine terapi farki arastirilmustir. In

vitro kombinasyon testlerinde MEM-RIF kombinasyonunda %50 sinerji
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saptanmistir. Deneysel sepsis modelinde ise, kombinasyon tedavisinde monoterapiye
oranla belirgin oranda serum interlokin-6 diizeylerinde diisiis saptanmistir. Bu durum
MEM-RIF kombinasyonunun hem in vitro hem de in vivo olarak etkili oldugunu
gostermektedir (66).

Ozseven ve ark. 2012 yilinda, yogun bakim {initesinden izole edilen cogul
direngli 34 A.baumannii susuna karsi, mikrodiliisyon CB metodu kullanarak sinerji
arastirmiglardir. Bu ¢alismada MEM-RIF kombinasyonunda, %17,6 sinerji, %76,5
additif, %5,9 indiferan etki saptamislardir (62).

Biancofiore ve ark. 2007 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada, trafik kazasi sonrasi
A.baumannii’ye bagli multifokal enfeksiyonu olan hastayr kolistin-meropenem-
rifampisin kombinasyonu ile tedavi etmislerdir. Bu hastadan izole edilen
A.baumannii susu ile yapilan antibiyotik kombinasyon testinde kolistin-rifampisin
FiK indeksi=0,3 (Sinerji), kolistin-meropenem FIK indeksi=1(Additif) ¢ikmistir(12).

2005 yilinda Glesen ve ark. hastaneye yatisinin 7. giiniinde BOS kiiltiiriinde
A.baumannii tireyen menenjitli bir hastay1 meropenem, gentamisin, vankomisin ve
metronidazol kombinasyonu ile tedavi etmeye ¢alismis ancak 6 giin boyunca klinik
yanit alimamayinca, gentamisin ve metronidazol kesilerek, yerine rifampisin
eklenmistir. Rifampisin eklendikten 3 giin sonra ates diismiis, klinik ve laboratuvar
bulgular diizelmeye baslamistir (67).

Bizim ¢alismamizda MEM-RIF kombinasyonunda %6,6 sinerji, %46,7 additif
etki saptanmistir. Calismamizda sinerjinin diisiik ¢ikmasinin test edilen suslarla ilgili
oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica additif etkinin de %46,7 gibi bir oranda ¢ikmasi, bu
kombinasyonla yapilacak baska c¢aligmalarda daha yiiksek sinerji olabileceginin
isareti olarak goriilebilir.

Literatiirde, A.baumannii’ye karst kloramfenikol-rifampisin  (CHL-RIF)
kombinasyonunun kullanildig1 bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Kloramfenikol, protein sentezini inhibe ederek bakteriostatik etki gosteren,
spiroketler, riketsiyalar, klamidya ve mikoplazmay1 da igeren genis bakteri grubuna
etkili bir antibiyotiktir. Sood 2016 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, cogul direngli
A.baumannii suslarinin %19’unun  kloramfenikole duyarli oldugunu ve in vivo

olarak etkinliginin daha farkli olabilecegini belirtmistir (68).
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Bizim ¢alismamizda CHL-RIF kombinasyonunda %210 sinerji, %53,3 additif
etki saptanmistir. Eski bir antibiyotik olan ve giiniimiizde ¢ok fazla kullanilmayan
kloramfenikoliin rifampisinle kombinasyonunda diisiik de olsa sinerjistik etki oldugu
gorilmektedir. Bu kombinasyonla yapilacak bagka caligmalar, etkinligin tam olarak

anlasilmasini saglayabilir.

Tablo 6.1. Cesitli donemlerde yapilmis antibiyotik kombinasyon testlerinin
karsilastirmali tablosu.

7 w -
(e —
< y > o < o %
3 > % L o = =
> - = O g '-“
= =
Jiang* 2018 408 MDCB %25,2 SIN
Mashaly 2017 15 MDCB %40 SIN
Wang 2016 116 ADCB %17,24 ANT %17,24 SIN
Temogin 2015 30 E-test %43 SIN
Anandan 2015 5 MDCB %52 SIN
Anandan 2015 5 TK %68 SIN
Sun 2014 12 TK&MDCB %50 SIN
Yavas 2014 18 E-test %5,5 SIN
Marie 2014 54 MDCB %44,4 SIN
Marie 2014 54 E-test %40,7 SIN
Tirkdagt 2013 40 MDCB %48 SIN
Laishram 2013 50 MDCB %32 SIN
Laishram 2013 50 TK %58 SIN
Ozseven 2012 34 MDCB %17,6 SIN  %94,1 SIN
Pongpech 2010 30 TK %70 SIN
Kiffer 2005 48 MDCB %29,2 SIN
Bajaksouzian 1997 101 MDCB %0 SIN

ADCB: Agar diliisyon checkerboard, MDCB: Mikrodiliisyon checkerboard
TK: Time kill, SIN: Sinerji, ANT: Antagonizma, *Meta-analiz ¢aligmasidir.
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7. SONUC

Antibiyotik kombinasyon testlerinde kullanilan test metodu, degerlendirme
yontemi ve suslarin farkli olmasi, elde edilen sonuglar arasinda farkliliklara sebep
olabilmektedir.

Bu calismada ¢ogul direngli A.baumannii suslarma karsi, in vitro olarak
meropenem-sulbaktam ve siprofloksasin-amikasin kombinasyonlarinda saptanan
sinerji oranlart iimit vericidir. Meropenem-sulbaktam kombinasyonu uzun yillardir
denenmekte ve kullanilmaktadir. Ancak siprofloksasin-amikasin kombinasyonu igin
in vivo deneyimlerin de arastirilmasi gerektigi agiktir. Kloramfenikol-rifampisin ve

meropenem-rifampisin kombinasyonlari, baska ¢aligmalarla desteklenmelidir.

Giintimiizde A.baumannii izolatlarinda yiiksek oranda goriilen ¢ogul direng,
tedavide monoterapinin artik yerinin olmayacagimmi gdstermektedir. Ayrica
monoterapi izolatlarda direng gelisme olasiligini daha da arttirmaktadir. Bu yiizden
A.baumannii izolatlart i¢in lokal aktif siirveyans yapilmasini, elde edilen izolatlarla
belirli donemlerde antibiyotik kombinasyon testleri ile sinerji olusturan
antibiyotiklerin belirlenmesi gerektigi kanisindayiz. Ayrica in vitro testlerle daha
farkli antibiyotik kombinasyonlarinin denenmesi, yeni tedavi segeneklerini ortaya
koyabilir. Ancak in vitro kombinasyon testlerinin in vivo etkinlikle birlikte

degerlendirilmesinin daha dogru bir yaklasim olacagini diistinmekteyiz.
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