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OZET

Eldan Subasi, Direncli Acinetobacter baumannii suslariyla gelistirilen
enfeksiyonlarda sulbaktam/kolistin ve meropenem/kolistin kombinasyon tedavi
etkinlig¢inin Galleria mellonella deneysel modelinde in vivo olarak arastirilmasi,

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2020.

Amag: Kolistinin tek basma veya diger antimikrobiyallerle kombine olarak
enfeksiyonlarda klinik olarak siklikla kullanildigi bildirilmistir. Bu calismada,
meropenem ve sulbaktam ile kombine edilen kolistinin ¢oklu ve pan ilag¢ direncli
Acinetobacter baumannii klinik izolatlarina karsi sinerjistik aktivitesini hem in vitro

hem de in vivo yontemlerle arastirdik.

Gereg/yontem: Kolistin, meropenem ve sulbaktamin duyarh (n = 3), ¢oklu (n
= 3) ve pan ilag¢ direngli (n = 3) 4. baumannii klinik izolatlarina kars1 antibakteriyel
aktivitesi arastirildi. Kolistinin meropenem ve sulbaktam ile sinerjistik aktivitesi
checkerboard yontemi ile degerlendirildi. Segilen antibiyotikler arasindaki
etkilesimler, fraksiyonel inhibitdér konsantrasyon endeksi hesaplanarak belirlendi.

Galleria mellonella, in vivo etkinlik testleri i¢in deneysel model olarak kullanild.

Bulgular: Kolistin meropenem ve kolistin sulbaktam olmak {izere her iki
kombinasyon, pan ila¢ direncli izolatlar1 tizerinde additif bir etkiye sahipken, coklu
ilac direncli izolatlar1 tizerinde additif veya sinerjistik etki gosterdi. Pan ila¢ direngli
izolatlariyla enfekte edilen ve sadece tedavi edilen kombinasyonlarda larvalarin
tiimiiniin 6ldiigi gozlenirken, kolistin sulbaktam kombinasyon grubunda %80'i
Olmiistii. Coklu ilag direngli izolatlariyla enfekte larva grubunda, sagkalim oranlari;
kolistin %50, meropenem %10, sulbaktam %10 ve kolistin/meropenem

kombinasyonu %70.

Sonuglar: Sonucglarimiz Kolistinin hem sulbaktam hem de meropenem ile
kombinasyon halinde artmis aktiviteye sahip oldugunu Acinetobacter enfeksiyonlari
icin umut vaat edebilecegini gostermektedir. Bu calisma ayni zamanda klinik
izolatlarda kolistin kombinasyonlarinmn etkinligini hem in vitro hem de in vivo

yontemlerle degerlendiren ilk caligma olarak dikkat cekmektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter sp, Sinerji, In vivo, Checkerboard, Time-kill-kill
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ABSTRACT

Eldan SUBASI, In vivo investigation of combination treatment effectiveness of
sulbactam/colistin and meropenem/colistin in infections developed with resistant
Acinetobacter baumannii strains in Galleria mellonella experimental model,

Department of Medical Microbiology, M.Sc. Thesis, Zonguldak, 2020

Aim: Colistin has been reported to be frequently used clinically in infections,
single or combined with other antimicrobials. In this study, we investigated the
synergistic activity of colistin combining with meropenem and sulbactam against
Multidrug and pandrug resistance Acinetobacter baumannii clinical isolates both by

in vitro and in vivo methods.

Materials/methods: The antibacterial activity of colistin, meropenem and
sulbactam against sensitive (n=3), Multidrug (n=3) and pandrug resistance (n=3) A4.
baumannii clinical isolates was investigated. The synergistic activity of colistin with
meropenem and sulbactam was evaluated by checkerboard method. Interactions
between the selected antibiotics were determined by calculating the fractional
inhibitory concentration index. Galleria mellonella was used as an experimental

model for in vivo activity testing.

Results: Both combinations, colistin meropenem and colistin sulbactam had
additive effect on pandrug-resistance isolates while additive effect or synergism on
Multidrug-resistance isolates. The larvae infected by pandrug-resistance isolates and
in combination treated alone were all dead; while 80% were dead in the colistin
sulbactam combination group. In the larvae group infected by Multidrug-resistance
isolates, survival rates; treated with colistin 50%, with meropenem 10%, with

sulbactam 10% and with colistin+meropenem combination 70%.

Conclusion: Our results indicate that colistin with combination to both
sulbactam and meropenem has enhanced activity and may be promising
Acinetobacter infections. This study is also remarkable to be the first for evaluating

colistin combinations on clinical isolates by both in vitro and in vivo methods.

Keywords: Acinetobacter sp, Synergy, In vivo, Checkerboard time-kill.
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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter baumannii giniimiizde O6zellikle hastane enfeksiyonu etkeni
olarak sorunlara yol agan 6nemli bir patojendir (1). Acinetobacter baumannii'nin
neden oldugu enfeksiyonlar, ¢oklu antimikrobiyal diren¢ gosterebilme yetenegine
bagli olarak siklikla sinirli antibiyotik tedavi segeneklerine yol agmakta, morbidite ve

mortalitede artisa neden olmaktadir (2).

Duyarli Acinetobacter izolatlar1 genellikle [-laktamlar, tigiincii kusak
sefalosporinler, B-laktam-B-laktamaz kombinasyonlar1 veya karbapenemler ile tedavi
edilmektedir. Bu ajanlar ¢ogunlukla bir aminoglikozit ile kombine edilmektedir.
Nozokomiyal 4. baumannii izolatlar1 ise genellikle antibiyotiklerin ¢oguna karsi
direnglidir. Direngli A. baumannii  enfeksiyonlarmin tedavisinde siklikla
karbapenemler kullanilmaktadir. Diren¢ sorunu klinisyenler i¢in c¢esitli ¢oziim
arayisina neden olmustur. Bir ¢cok ¢alismada klinik izolatlarda gittikge daha yiiksek
oranda karbapeneme direngli A.baumannii bildirilmesi, diger antimikrobiyal ya da
kombinasyon terapilerine acilen ihtiyag duyuldugunu vurgulamaktadir (3-6).
Sulbaktam, A. baumannii'ye kars1 etkinligi kanitlanmig bir B-laktam inhibitoriidiir,
ancak artan direng monoterapi olarak kullanimini smirlamistir (7). Pan direngli
suslar1  tedavisinde kullanilan segenekler arasinda kolistin  ve tigesiklin
bulunmaktadir. Ancak kolistinin, ongoriilemeyen ve suboptimal farmakokinetigi
yanisira nefro/ndrotoksisite riski ve kolistin direncinin geligmesi gibi nedenlerle
uygun dozda ya da tek basma kullanimi ile ilgili endiseler duyulmaktadir(8, 9).
Klinikte c¢ogunlukla etken maddelerden biri kolistin olmak {zere, cesitli

kombinasyonlarla ilgili ¢alismalar yiiriitilmektedir.

Galleria mellonella balmumu giivesi larvalari, mikroorganizmalarin neden
olduklar1 enfeksiyonlarin patogenezinin ve mikroorganizma virulans faktorlerinin
arastirilmasinda tercih edilen, ila¢ kombinasyonlarinin in vivo etkinliginin hizli bir

sekilde belirlenebildigi bir deneysel modeldir (10).

Sonug¢ olarak MDR izolatlar yaninda kolistin de dahil olmak lizere mevcut
tim antibiyotiklere direngli olan PDR A.baumannii izolatlarinin ortaya ¢ikmaya
baslamasi, yeni tedavi segeneklerinin arastirilmasimi zorunlu kilmaktadir (11).

Kolistin-sulbaktam ya da kolistin-meropenem gibi muhtemel etkili bir tedavi



kombinasyonunun gelistirilmesi, direngli enfeksiyonlarin tedavisinde kritik oneme

sahip olabilir.

Bu calismada biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella deneysel model
olarak kullanilarak sulbaktam/kolistin ve meropenem/kolistin kombinasyon

tedavilerinin in vitro ve in vivo etkinliginin arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Acinetobacter Baumannii'nin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Acinetobacter cinsleri 35-37 °C'de koyun kanli agar gibi rutin kat1 ortamlarda
iremeyi seven zorunlu aerob, gram negatif bakterilerdir. Koloniler 1 ila 2 pm,
yuvarlak, mukoid ve pigmentsizdir. Nonfermentatif, katalaz pozitif, oksidaz, indol ve
DNAaz negatiftirler, Flajella yoktur, fimbria vardir ve hareketsiz, kokobasiller olarak

tanimlanabilirler.

Acinetobacter, hizli bliylime sirasinda tipik olarak basil seklindedir, ancak
durgun faz sirasinda kokobasiller seklinde goriiliirler. Kristal viyolenin degisik alimi
mikroorgnizmanim bazen yanlis gram pozitif kok olarak smiflandirilmasina sebep

olur (12, 13).

Fenotip esas almnarak cins i¢indeki tiirlerin ayirt edilmesi zor oldugundan,
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda cins genellikle “komplekslere” ayrilir.
A.baumannii-A.calcoaceticus kompleksi kullanimi klinik olarak en uygun olanidir.
DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalarina dayanarak yaklasik 25 farkl "genomik tiir"
tanimlanmistir. A. baumannii 2 numarali genomik tiirdiir (14). Acinetobacter tiirlerini
ayirabilmek icin uygulamasi zor, siiresi uzun olan farkli karbon kaynaklarmin
asimilasyonu, iireme derecesi, hemoliz olusumu, glikoz oksidasyonu ile fenotipik
ozelliklerinden yararlanilir. Bu 6zelliklerden yararlanarak 44°C’de lireme gostermesi,
glikozun oksitlenmesi ve hemoliz yapmamasi ile 4.baumannii digerlerinden ayirt

edilir (15) .
2.2. Acinetobacter Baumannii'nin Tarihgesi ve Epidemiyolojisi

Acinetobakterler yaklagitk 100 yil Once kesfedilmesinden bu yana
“Micrococcus” (kiiglik), ‘““anitratus” (nitrat azaltici olmayan) ve ‘“Acinetobacter”
(hareketsiz) gibi cesitli isimlerle anilmustir. Acinetobacter spp.yillar boyunca birgok
taksonomik degisim gecirmistir. Ik kez 1970 lerde A. baumannii olarak
smiflandirilan  mikroorganizma enfeksiyonlarmin 6nemli bir sorun oldugu
anlasilmistir (13) . O zamandan beri A.baumannii’nin hastane ortaminda Onemi
giderek artmustir. Bu artisin hastanelerdeki hasta populasyonlar1 1970'lerin basindan

beri degistigi ve hastanelerde bulunan hastalarin A.baumannii'ye kars1 daha



savunmasiz olduklar1 ayrica enfeksiyonlarda yiiksek diizeyde segici antibiyotiklerin

kullanim1 ve tiptaki ilerlemelerle ilgili olabilecegi vurgulanmaktadir (16).

Acinetobacter cinsinin topraktan, sudan ve hayvanlardan sikc¢a izole edilen
diger tiirlerinin aksine, A.baumannii neredeyse sadece hastane ortaminda, 6zellikle
yogun bakim iinitelerinde (YBU) bulunur (17), tiim gram negatif hastane

enfeksiyonlarinin % 2-10'undan sorumlu firsatci patojendir (18).

Acinetobacter baumannii, Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi
tarafindan diinyadaki hastanelerde en 6nemli alt1 ¢ok ilaca direngli (“Multi drug
resistance”~-MDR) mikroorganizmadan biri olarak  siniflandirilmistir  (19).
Florokinolonlar, aminoglikozitler ve karbapenemlere karsi birlesik direngli

Acinetobacter tiirleri ¢ok ilaca direngli olarak kabul edilmektedir.

Son yillarda, bir¢ok calismada A. baumannii enfeksiyonlarinin risk
faktorlerini bildirmis ve 6zellikle ¢ok ilaca direngli suslarin neden oldugu hastalara
odaklanmistir. Coklu ilag direncli A.baumannii olusumu, ¢evresel kirlenme ve gegici

saglik hizmeti saglayicilari ile temas gibi birgok faktorle iliskilidir (20).

Imipenem direngli A. baumannii (IRAB)' nin edinilmesinde bagimsiz risk
faktorleri arasinda onceden alinmis olan antibiyotik tedavisi, idrar sondasi, cerrahi
islemler (21), onceki YBU kalis siireleri imipenem veya iiciincii kusak
sefalosporinler olarak siralanabilir (22). Daha 6nce imipenem duyarli MDR A.
baumannii ile enfekte olmus hastalarda imipenem direngli MDR A4. baumannii ortaya
citkmast i¢in en Onemli bagimsiz risk faktérii imipenem veya meropenem

maruziyetidir (22).

Yaygm olarak ilaca direngli 4. baumannii (XDR) enfeksiyonlar1 i¢in, daha
once imipenem, meropenem, piperasilin/tazobaktam ve/veya dordiincii kusak
sefalosporin kullaniminin 30 giinden fazla yatis olan hastalarda bagimsiz risk

faktorleri oldugu bulunmustur (23) .

Sistematik bir incelemede A. baumanniimin yayilmasinin en dnemli nedeni
enfeksiyon  kontrol  kilavuzlarinin  uygulanmasmdaki  genis  spektrumlu
antibiyotiklerin kullanimindaki eksiklikler ve ¢ok sayida degiskenle ilgili oldugu
sonucu ortaya ¢cikmistir (24).



2.3. Acinetobacter Baumannii Viriillans Faktorleri

A. baumannii daha Onceleri diisilk dereceli bir patojen olarak goriiliirken
zamanla patojenitesini ve viriilans faktorlerini artirmistir. Genomik ve fenotipik
analizler, hemolitik, fosfolipaz, proteaz ve demir kazanim mekanizmalari, da dahil
olmak {izere biyofilm olusumu, yiizey hareketi ve stres direnci ile hiicre dis1
bilesenler gibi bir¢ok viriilans faktoriiniin tanimlanmasina yol a¢cmistir (25). 4.
baumanniimin tibbi cihazlar ve konak dokular da dahil olmak {izere abiyotik ve
biyotik yiizeylere baglanmasi biyofilm olusumunu kolaylastirr (26). Biyofilm
baslatilmasi ve olgunlagmasi pilus diizenegi ve iki bilesenli sistem BfmRS tarafindan
diizenlenen biyofilmle iligkili proteinin (Bap) liretimi ile ilgilidir (27). Bap proteini,
insan epitel hiicrelerine yapismasinda rol oynar (28) ve bu proteinin inhibisyonu

A.baumannii enfeksiyonunu onleyebilir (29).

Bakterilerin ¢ogalmalar1 sirasinda gereksinim duyduklar1 demiri konak ile
yarigsarak saglayabilmesi, enfeksiyonun devami agisindan olduk¢a Onemlidir. 4.
baumannii, yalmzca demir alimma bagli genlerin ¢ogunda degil, ayn1 zamanda
motiliteye dahil olan genlerde de transkripsiyonel degisikliklere ugramaktadir (30).
A. baumannii, ¢esitli dokularin kolonizasyonu i¢in gerekli olan metal homeostatik
sistemleri ile iyi bir sekilde donatilmistir (31). Genom arastirmalari, klinik A.
baumannii 1zolatlarinda endojen sideroforlarin genis dagilimlarini ve patojenik

yeteneklerdeki rollerini ortaya ¢ikarmustir (25).

A.baumannii, insan brons epitel hiicrelerine yapisir ve yaygin Avrupa klonu
I, bu hiicrelere yapigmak i¢in nispeten yiiksek bir kapasiteye sahiptir (32). Ek olarak,
K1 kapsiiler polisakkaritinin A.baumannii'nin makrofajlar tarafindan fagosite
edilmesini onledigi, insan asit sivisini ve serumundaki bliylimesini optimize etmesi
ve yumusak doku enfeksiyonunun sigan modelinde sagkalimi arttirdigi gosterilmistir
(33). Ayrica, birkag protein, A. baumannii'de olas1 viriilans faktorleri olarak
gosterilmistir. Omp38, konaker hiicrelerin apoptozisi uyarir (34), RecA proteininin
yoklugu, hem 1s1 sokuna hem de kurumaya yanit olarak sagkalimi azaltir (35).
FosfolipazD' nin etkisizlestirilmesi A4.baumannii patogenezini azaltir (36). Onemli
olarak, A. baumannii'nin dis zar proteini AbOmpA) A, mitokondriyal hedefleme
yoluyla epitel hiicrelerinin apoptozisi ile iligskilendirilmis en bol ylizey proteinidir

(37). AbOmpA ayrica A. baumannii'deki spesifik olmayan ana kanaldir ve bu



organizmanin ¢ok sayida antibiyotige kars1 yiiksek diren¢ gostermesi i¢in gerekli gibi

goriinmektedir (38) .

Acinetobacter sadece sinirhi sayida viriilans faktoriine sahip, firsat¢i patojen
olarak kabul edilir. Hiicre duvar1 lipopolissakkarit icermesine ragmen, endotoksijenik
hiicre hasar1 potansiyeli smirli goéziikmektedir (39). 4.baumannii'nin mevcut tiim
antibiyotik siniflarina diren¢ gelistirmesi 6nemli bir yetenegidir. Direncin yani sira,
A. baumannii kuru kosullarda uzun siire hayatta kalabilmesi de hastane
enfeksiyonlarinin dnlenmesinde 6nemli bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(40).
2.4. Acinetobacter baumannii Antimikrobiyal Direnc.

Cok ilaca direngli 4. baumannii enfeksiyonu i¢in standart bir tanim yoktur, ancak
genellikle tedavi icin diisiiniilebilecek bes ila¢ smifindan en az {igiine (yani
florokinolonlar, aminoglikozitler, sefalosporinler, karbapenemler ve ampisilin-
sulbaktam) direng gosterir. Pan direng (PDR), tiim B-laktamlara, florokinolonlara ve
aminoglikozitlere kars1 direng anlamina gelir ancak tanima ragmen polimiksin ve
tigesiklin hari¢ tutulmaktadir. Antibiyotik duyarlilik smir degerlerini belirleyen
baslica kuruluslarin (Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI ve European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing-EUCAST) A4. baumannii

enfeksiyonlarinda kullanilan bazi temel antibiyotikler i¢in farkl smir degerleri vardir

(41).

A. baumannii’ nin antibiyotiklerden etkilenmemek i¢in gelistirdigi birkag
mekanizma bulunmaktadwr. Bunlar arasinda akis pompalari, porinlerdeki
mutasyonlar, antibiyotik hedeflerindeki mutasyonlar (6rnegin, penisilin baglayict
proteinler, topoizomerazlar ve DNA giraz) ve antibiyotik degistirici enzimler (beta-
laktamazlar, karbapenemazlar ve aminoglikozit degistirici maddeler) bulunur. A.
baumannii, sefalosporinaz olan bir AmpC beta-laktamaz icerir. Diger gram negatif
organizmalarin aksine, uyarilabilir AmpC ifadesi olugmaz. Aksine, bir promoter
yerlestirme sekansi (ISAbal) yerlestirildiginde ve [-laktamazin iiretimini
tetiklediginde gen asir1 eksprese edilir. Ve ¢cogu sefalosporin ile tedavi basarisizligma
neden olur (42). Efluks pompa proteinleri ile B-laktam antibiyotikleri periplazmik

alanin disina tasiyabilir ve porinlerin azaltilmis ifadesi antibiyotiklerin girmesini



engelleyebilir. Efluks pompalar1 ayrica kinolonlari, tetrasiklinleri, tigesiklin,

trimetoprim ve bazi dezenfektanlar1 da atmaktadir (43) .

En endise verici gelisme karbapenem direngli A. baumannii'nin yayilmasidir.
Bu direng, ¢cogunlukla serin ve metallo-beta-laktamazlar1 kodlayan mobil genetik
elemanlarin edinilmesinden kaynaklanir. Son zamanlarda, A. baumannii’de bir
transpozon bazli ARMA ( bir aminoglycoside resistance methylase) geni
tanimlanmistir. Bu gen, bir aminoglikozidin hedef bolgesine baglanmasini 6nleyerek
tim aminoglikozitlere diren¢ olusturmasini 6nleyen bir 16S rRNA metilaz1 kodlar
(44). Fournier ve ark Fransa'da, ¢cok sayida ilaca direngli 4. baumannii izolatindan
AbaR1 diren¢ adasi1 ad1 verilen 86 kb'lik bir bolge tanimlamiglardir. Ada, VEB-1,
AmpC, OXA-10 beta laktamazlar, ¢esitli aminoglikozid degistirici enzimler ve akis

pompalar1 i¢cin kodlama yapanlar dahil 45 diren¢ geninden olusan bir kiime

icermektedir (45).

Tablo 1: ‘A.baumannii'de Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari (46)

A. baumannii'de antimikrobiyal diren¢ mekanizmalari

Antimikrobiyal Diren¢ Siif/Aile  Protein ile birlikte Se¢ilmis referans
meKkanizmasi aciklanmistir
p-laktamlari Kromozomal C simifi AmpC IS Hujer ve dig. (2005 )
sefalosporinaz
Karbapenem-D D smifi OXA-51 benzeri IS Turton ve dig. (2006 )
simif hidrolize B-
laktamaz
OXA-23 benzeri IS, Tn, AbaR Corvec ve dig.(2007),
Adams ve ark. (2008 )
OKSA-24/40 XerC / XerD Merino ve dig. (2010 )
OXA-58 benzeri IS, Tn Poirel ve Nordmann
(2006b)
OXA -143 Higgins ve dig. (2009 )
Metallo-B- B smifi IMP integron Cornaglia ve dig. (2011 )
laktamaz
VIM integron Cornaglia ve dig. (2011 )
SiM-1 integron Cornaglia ve dig. (2011)
NDM IS, Tn Espinal et al.(2011a),
Pfeifer etal(2011)
Disik diizey B- A smnifi TEM AbaR Adams et al.(2008),
laktamazlar Shakil and Khan (2010 )
SHV Naas ve dig. (2007 )
SCO-1 Poirel ve dig. (2007 )
CARB IS, Tn, integron ~ Potron et  al. (2009),
Ramirez ve ark. ( 2010b )
PER IS, Tn, integron ~ Poirel et  al(2005a),
Bonnin et al( 2011b)
VEB IS, integron, Fournier et al(2006),
AbaR Poirel et al. (2009 )
CTX-M Tn Potron ve dig. (2011)
GES integron Moubareck ve dig. (2009 )
KPC Robledo ve dig. (2010)
D smifi 0XA-2, 10, 20, 37 integron, AbaR ~ Navia ve dig. (2002),

Azalan gegirgenlik

Caro
47 kDa OMP
44 kDa OMP

IS

Fournier ve ark. (2006 ),
Adams ve ark. (2008 )
Ravasi ve dig. (2011 )
Quale et al. (2003)

Quale et al. (2003




Tablo 1: ‘A.baumannii'de Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari (46) Devamm

37 kDa OMP
33-36 kDa OMP

22-33 kDa OMP

Quale et al. (2003)

del Mar Tomas et al.
(2005)
Bou et al. (2000a)

HMP-AB Gribun et al. (2003)
43 kDa OMP Fernandez-Cuenca et al.
(2011
Efflux pompasi RND AdeABC IS Magnet et al. (2001)
AdelJK Damier-Piolle et al. (2008)
Modifiye penisilin PBP Cayo etal. (2011
baglayici proteinler
Aminoglikozidler ~Aminoglikozit Acetyltransferases IS, Tn, Integron, Cho etal. (2009)
degistirici enzimler AbaR
Nucleotidyltransferas Cho et al. (2009
es
Phosphotransferases Cho et al. (2009)
Hedef baglama site 16S rRNA IS, Tn Doi et al. (2007)
degisikligi methylases
Efflux RND AdeABC IS Magnet et al. (2001
MATE AbeM Su et al. (2005)
Kinolonlar Hedef GyrA/ParC Hamouda and  Amyes
mutasyonlari (2004)
Efflux pompasi RND AdeABC IS Magnet et al. (2001)
AdelJK Damier-Piolle et al. (2008)
AdeFGH Coyne et al. (2010b)
MATE AbeM Su et al. (2005
SMR AbeS Srinivasan et al. (2009a)
Kloromfenikol Efflux pompast RND AdeABC IS Magnet et al. (2001
AdellK Damier-Piolle et al. (2008)
AdeFGH Coyne et al. (2010b)
MFS CmlA AbaR Fournier et al. (2006), Vila
etal. (2007)
CraA Roca et al. (2009)
MATE AbeM Su et al, 2005
SMR AbeS Srinivasan et al. (2009a)
Tetrasiklinler Efflux pompast MFS TetA IS, Tn, AbaR Ribera et al. (2003a),
Fournier et al. (2006)
TetB Vila et al. (2007)
Ribozomal TetM Ribera et al. (2003b)
korunma
Tigesiklin Efflux pompasi RND AdeABC IS Magnet et al. (2001)
AdelJK Damier-Piolle et al. (2008)
Polimiksinler Lipid A PmrCAB Arroyo et al. (2011),
modifikasyonu Beceiro et al. (2011)
Lipopolisakkarit LpxABC IS Moffatt et al. (2011)

kaybi
porin kayb1

Fernandez-Reyes et al.
(2009)

IS: ‘insertion sequence’ elementleri, Tn: ‘transpozon’, RND: ‘resistance—nodulation— cell’division

ailesi, MFS: “major facilitator siiper’ailesi, MATE: “Multidrug and toxic compound extrusion  ailesi,

SMR: “small multidrug resistance  ailesi

2.5. Acinetobacter Baumannii Enfeksiyonlarinin Klinigi

Acinetobacter baumannii suslar1 siklikla hastanede yatan hastalarm solunum

yolu ve idrar drneklerinden izole edilir. Aslinda, 4.baumannii'nin deri ve solunum

yolunun normal florasinda yer alabilecegi bilinmektedir (47). Genellikle steril olan

(kan ve beyin omurilik sivisi1) bir klinik 6rnekten A.baumannii izole edilmesi iliskili

enfeksiyon belirtileri ve klinik bulgularin olmas: ile enfeksiyon tanimlanir. Bunun



aksine A. baumanniimin bir hastada tipik olarak steril olmayan bir 6rnekten, klinik
ve/veya biyolojik enfeksiyon bulgusu olmadan izolasyonu kolonizasyon olarak
tanimlanir (48). Acinetobacter baumannii'nin hastane enfeksiyonlar1 herhangi bir
bolgeyi igerebilir ancak solunum yolu, idrar yolu ve yaralarda baskindir (49). Cogu
kurumda, A.baumannii, YBU'de, 6zellikle VAP'li (ventilatorle iliskili pndmoni)
hastalarda, nozokomiyal pndmonide vakalarin % 5 -10'unda etken olarak giderek

artan daha 6nemli bir nedendir (12, 50, 51).

Ozellikle, bu hastalarda iist solunum yolu kolonizasyonunu VAP'tan ayirmak
genellikle zordur. 4.baumannii'ye bagli VAP kazanimi i¢in kabul edilen baslica risk
faktorleri arasinda uzun yatis siiresi, mekanik ventilasyon ve daha dnce antibiyotik

kullanim1 vardir (47, 49).

A. baumannii'ye bagl nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlarinin, tiimiiniin
%1,3" iinii (52), YBU'lerinde elde edilen kan dolasimi enfeksiyonlarmmn %1,6'lik bir
prevalansi ve %34 ile %43,4'liikk bir kaba 6liim orani (52) olusturdugu bildirilmistir.

A. baumannii kateter kullanimiyla iliskili olarak idrar yolu (51), cerrahi alan

enfeksiyonlar1 ve nozokomiyal menenjit (12) enfeksiyonu nedenidir.
2.6. Acinetobacter Baumannii'nin Toplum Kokenli Enfeksiyonlar

Bildirilen toplum kaynakli enfeksiyonlarin ¢ogu akut pnémoni olup, kronik
alkolizm, kanser, bronkopulmoner hastalik gibi risk faktorleri olan hastalardir (18).
Tropik bolgelerde oldugu gibi Avrupa ve ABD'de de bildirilmistir (12, 18). Hastalik
genellikle %40-60 arasinda olan yiiksek mortalite oran1 ve fulminan bir klinik seyir

ile karakterizedir (12, 53).

Son olarak, A baumannii, nadir olarak deprem magdurlarinda ve Irak ve
Afganistan savaglar1 sirasindaki askerlerde veya acil durumlarda cilt/yumusak doku
ve yara enfeksiyonlarindan sorumlu bir patojen olarak ortaya ¢ikmistir (12, 54-
56).Fulminan toplum koékenli pnomoni ile karsilastirildiginda, askerlerdeki yara

enfeksiyonu patojenitesi diisiik olarak géziikmektedir (54).



2.7. Acinetobacter Baumannii ila¢ Direnci ve Tedavi Secenekleri

Karbapenemlere direngli Acinetobacter baumannii enfeksiyonlar1 i¢in tedavi
secenekleri A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in aminoglikozidler, B-
laktamlar ve tetrasiklinler de dahil olmak iizere birgok antibiyotik kullanilmistir (57)
Bugiine kadar karbapenemler, duyarli suslar i¢in A. baumannii'nin tedavisinde tercih

edilen ila¢ olmustur (12) .

MDR olmayan 4. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi, genellikle piperasilin

veya imipenem gibi bir B-laktam ile kombinasyon halinde aminoglikozidleri igerir.

Bununla birlikte, karbapenemler de dahil olmak {izere tiim antibiyotiklere
direngli A. baumannii suslarmin ortaya c¢ikmasi ve yiiksek prevalansi,

polimiksinlerin, 6zellikle kolistinin, glindeme gelmesine neden olmustur (58).

Bununla birlikte, mevcut antibiyotikler arasinda bir p-laktamaz inhibitori
olan sulbaktam, MDR A. baumannii enfeksiyonlarmnin tedavisi i¢in potansiyele sahip

olabilir (12) .

Ilgingtir ki, sulbaktamin tek basma MDR A. baumannii suslarma karsi
intrensek aktiviteye sahip oldugu, ancak bilesiklerin [-laktamlarin aktivitesini

arttirmadigi gosterilmistir (59-61).
2.8. Acinetobacter Baumannii'nin Tedavisi

Antibiyotige duyarli Acinetobacter izolatlar1 genellikle -laktamlarla, ti¢lincii
kusak sefalosporinlerle, pB-laktam-B-laktamaz kombinasyonlar1 veya karbapenemler
(imipenem, meropenem) ile tedavi edilir. Bu ajanlar cogunlukla bir aminoglikozit ile
kombinasyon halinde kullanilir. Ancak nozokomiyal A. baumannii izolatlar1
genellikle yukarida bahsedilen antibiyotiklerin ¢oguna karsi direnglidir.
Karbapenemler direncli 4. baumannii tedavisinde siklikla birinci basamak ajan
olarak kabul edilir. Bununla birlikte bir¢ok ilaca direncli izolat, sulbaktama duyarl
kalir. Sulbaktam penisilin baglayici protein 2 (PB2)’ye baglanarak A. baumannii'ye
kars1 kendine 6zgii bir bakterisidal aktiviteye sahiptir (62). Sulbaktam, karbapenem
direngli 4. baumannii'ye kars1 aktivitesini koruyabilir ve Acinetobacter spp ile iliskili
ventilator iliskili pndmoninin tedavisinde imipenem-cilastatin kadar etkili oldugu

gosterilmistir (63). Pan direngli suslar1 tedavi etmek i¢cin diger segenekler arasinda
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kolistin ve tigesiklin bulunur. Iliskili ndro ve nefrotoksisiteler nedeniyle rutin
kullanimdan diismiis bir polimiksin olan intravendz kolistin, rifampin ile kombine
edildiginde daha fazla aktiviteye sahiptir (64). Kolistin inhalasyon yolu ile VAPlarda
kullanilir, ancak bronkospazm, nefes darligi gibi toksit etkikleri nedenleri ile tedavi
siirl kalir. Yeni glisilsiklin antibiyotik tigesiklin ¢ok ilaca direngli A. baumannii'nin
bazi suslarina karsi in vitro aktivite gosterir; ancak, birka¢ hafta i¢inde in vivo

direncin ger¢eklestigi bildirilmistir (65).

2.9. Acinetobacter Baumannii'nin Tedavide Antibiyotik Kombinasyonu ve

Sinerji

Antibiyotiklerin kesfinden bir zaman sonra meydana gelen diren¢ sorunu
¢Ozlim arayisina neden olmustur. Antibiyotik ¢aginin baslangicinda bile tek basma
yeterli olmayan antibiyotiklerde kombinasyon yapilarak basarili sonuglar elde
edilmistir. Boylece direncli bakteriler i¢cin tedavi olanagmi dogurmustur (66-68).
Karbapenemler, 4.baumannii enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in etkili antimikrobiyal
ajanlar olarak kabul edilmistir (69, 70). Bir ¢ok ¢alismada klinik izolatlarda gittik¢e
artan ve yiliksek oranda karbapeneme direngli A.baumannii bildirilmesi, diger
antibiyotik smiflarina veya kombinasyon terapilerine acilen ihtiya¢ duyulmaktadir
(3-6). Polimiksin de dahil olmak iizere mevcut tiim antibiyotiklere direncli olan PDR
A.baumannii 'm ortaya ¢ikmasi, tedavi segeneklerini arastirmak i¢cin daha fazla caba
harcanmas1  gerektigi  anlamma  gelmektedir (11). Imipenem/sulbaktam,
kolistin/rifampisin, kolistin/sulbaktam, kolistin/tigesiklin, kolistin/imipenem veya
meropenem ve kolistin/teikoplanin ile kombinasyon tedavileri olas1 segenekler olarak

arastirilmis ve onerilmistir (71).

Kolistin, direngli 4. baumannii enfeksiyonlarmin kilit bir ilac1 olmasina
ragmen, Ongoriilemeyen ve suboptimal farmakokinetigi, yanisira nefro ve
norotoksisitesi ve kolistin direncinin gelismesi gibi nedenlerle kullanimi ile ilgili
endigeler duyulmaktadir (8, 9). Sulbaktam tedavisi ile ilgili olarak ise optimal doz
bilinmemektedir ve in vitro etkinligin beklenen klinik sonuclar1 saglayamamas ile
ilgili endiseler vardir (72). Bu endiseler g6z Oniine almarak, cogunlukla etken
maddelerden biri kolistin olmak iizere, cesitli kombinasyonlarla ilgili ¢aligmalar

arastirilmaktadir.
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Tiirkiye’deki 27 hastanede ortaklasa yapilan detayli retrospektif bir calismada
XDR 4. baumannii kan dolasimi enfeksiyonu olan hastalarin klinik sonuglari
arastirilmistir  (73). Kolistine duyarli olan tiim hastalara standart dozda 5 mg
CBA/kg/giin kolistin uygulanmistir. Hastane i¢i mortalite oraninin kombinasyon
grubu monoterapi grubuna gore anlamli derecede diisiik kalmistir. Mikrobiyolojik
eradikasyon oranmnin kombinasyon grubunda monoterapi grubuna gore anlamli

derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (74).

Baska bir ¢alismada solid organ transplantasyonu yapilmis ve cogu
ventilatorle iligkili pnomoni olmakla beraber XDR A. baumannii enfeksiyonu
gelismis hastalarin  yer aldigi, karbapenem ve kolistin kombinasyon tedavisi,
bagimsiz bir sagkalim prediktorii bulunmustur. Herhangi bir monoterapi almis
hastalardan higbiri sag kalmamistir. Bu ¢aligmada kolistin monoterapi ajani olarak
kullanilmamastir (75). Tek merkezli bir caligmada kolistin alan tiim klinik hastalarin
tyilesmeye ve kotlilesme agisindan degerlendirildigi, A. baumannii enfeksiyonu icin
iyilesme orani kolistin monoterapisi alan hastalarda %87 iken kolistin ve meropenem
kombinasyonu alan hastalarda %84 bulunmustur. Kolistin ve piperasilin-tazobactam
alanlarda %68, kolistin ve sulbaktam tedavisi gorenlerde ise %73 olarak
bulunmustur. Yine, bu calismada disiik doz kolistin, yliksek doza kiyasla koti
sonuglarla iligkilendirilmistir (76). Direngli A. baumannii enfeksiyonlarinda
monoterapinin yetersizligi, yiiksek etkinlige sahip ilaglarin olmamasi veya ilaglarin
yeterli diizey konsantrasyonlarmin bulunmamasi nedenindendir. Ornegin Sinerji
olasilig1, glikopeptidlerle, varsayimi zayif hale getirmektedir. Ayrica, kolistin ve
tigesiklin tedavisi swrasinda diren¢ gelisimiyle ilgili kaygilar farmakokinetik
zorluklar1 olan ilaglarin kombinasyon tedavisiyle desteklemektedir. Bu endiseler, bir
proila¢ olarak uygulanan kolistinin benzersiz farmakokinetik 6zellikleri ile birlikte,
invaziv XDR 4. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde kombinasyon tedavilerinin

kullanimini1 desteklemektedir(74).
2.10. Acinetobacter Enfeksiyonlarinda Kombine Antibiyotik Kullanimm
2.10.1. Sulbaktam

Direngli bakteriler icin beta laktamaz iiretimi olan antibiyotikler yaygmn bir

sekilde kullanilmaktadir. Sulbaktam dahil B-Laktamaz inhibitorleri, molekiiler olarak
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B-Laktam antibiyotiklere benzediginden  B-laktam enzimleri ile doniisiimsiiz
baglanir, mikroorganizmanin birlikte uygulanan -laktam antibiyotiklere duyarlilig:
artar. Cogu [B-Laktamaz inhibitorleri tek basma verilirse antimikrobiyal aktivite
gosteremezler (77). Bununla birlikte sulbaktamin penisilin baglayici1 proteine
baglanmasina aracilik ettigi diisiiniilen 4.baumannii antimikrobiyal 6zelliklere sahip
oldugu gosterilmistir. Sulbaktam [B-laktamazi inhibe etmek i¢in [-laktam

antibiyotiklerle birlikte verilmektedir (78) .

Sulbaktam dahil B-Laktamaz inhibitorleri yalnizca Ambler smif-A beta-
laktamazlardan olan penisilinaz, TEM-1, TEM-2 ve SHV-1’e karsi1 etkili olmasina
ragmen smif-C  beta-laktamazlara (ampC sefalosporinazlar), smif-D beta-
laktamazlara (OXA beta-laktamazlar) ve smnif-B metallo beta-laktamazlara (VIM,
IMP beta-laktamazlar) karsi etkisizdir. Bu nedenle mutant olan smif-A beta-
laktamazlarin hidrolize ettigi antibiyotiklerle kombine edilerek, bu antibiyotiklerin

bakteriyel beta-laktamazlarca hidrolize edilmesini onler (79).

Beta-laktamaz aktivitesi gii¢lii olmasina ragmen, antibakteriyel etkisi zayiftir.
Acinetobacter, Bacteroides ve Neisseria tirlerine karsi dogal antimikrobiyal

aktiviteye sahiptir (80, 86).

Sulbaktam Acinetobacter tiirlerinin nétropenik farelerde sebep oldugu
sistemik enfeksiyonlarin ve pndmoninin tedavisinde in-vivo aktivite gosterir (81). Bu
konuda Corbella ve ark (82) tarafindan yapilan ve 42 hastayr kapsayan klinik bir
arastirmada sulbaktamin c¢oklu diren¢ olmayan A. baumanii*ye bagh gelisen ve
hayati tehlike olusturmayan enfeksiyonlarin tedavisinde iyi bir alternatif oldugunu

ortaya koymustur.

A. baumannii enfeksiyonunun tedavisi icin sulbaktam bazli tedavilerin
etkinligi konusunda ¢ok sayida klinik ¢alisma bildirilmistir (78, 83). Ornegin, Kempf
ve ark. kolistin ile kombinasyon halinde verilen sulbaktamin, kolistin monoterapisine
gore onemli bir fayda saglayabilecegini bildirmistir. (84). Son zamanlarda, yiiksek
doz sulbaktam/ampisilin, 4. baumannii'nin neden oldugu bir ameliyat sonrasi
menenjit vakasini basarili bir sekilde tedavi etmek i¢in rifampisin ve fosfomisin ile
birlikte kullanilmistir (85). Yakin tarihli bir baska raporda, ilaca direngli A.

baumannii kaynakli peritonitli bir hasta, polimiksin B ile kombinasyon halinde
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sulbaktam/ampisilin ile basariyla tedavi edilmistir. In vitro ¢alismalar, minosiklin,
sefoperazon ve fosfomisin gibi c¢esitli antibiyotiklerle kombinasyon halinde

sulbaktamin etkinligini de géstermistir (86, 87).

Her ne kadar eldeki kanitlar sulbaktam bazli tedavilerin A. baumannii
enfeksiyonunun tedavisi i¢in etkili olabilecegini gosterse de, bu konuda randomize

kontrollii ¢alismalar konusunda belirgin bir eksiklik vardir (88).

2.10.2. Meropenem

Meropenem, bakteri hiicre duvarindaki penisilin baglayict proteinleri
(PBP'ler) inhibe etmesi sonucunda hiicre 6liimiine yol acan hiicre duvari sentezi ile
baglantili peptidoglikan ¢apraz baglanmasini onleyerek bakterisit etkisini gosterir
(89, 90). Genel olarak, gram-pozitif bakterilerde az etkili, gram-negatif basillere ise

son derece etkilidir (91).

Genellikle giivenli ve 1yi tolere edilen meropenem, imipenemden daha diistik
genel yan etki orani ile iliskilidir (92).Yiiksek dozlarda nobet riski daha diisiiktiir ve
gastrointestinal etkileri doza bagimli degildir (93). Meropenem, ¢ogunlukla gram
pozitif, negatif aerob ve anaerob bakteriyi kapsayan genis bir aktivite spektrumuna

sahiptir (94).

Meropenem, penisilinazlar ve sefalosporinazlarda Gram negatif ve Gram

pozitif bakteriler tarafindan tiretilen ¢ogu beta-laktamaza kars1 direnglidir (89).

Karbapenem direncinin arastirildigi mekanizmalara bakildiginda, imipenem
icin porin kanallarini azaltan tek bir mutasyonun (yani OprD mutantlarmin) direng
gelisimi icin yeterli oldugu, imipenem'in aksine meropenem iginse iki bagimsiz

mutasyon gerektigi ortaya konulmustur. Bunlar;

I-porin kanallarin1 azaltan OprD mutasyonu

2-MexA-MexB-OprM'nin ( mexR lokusundaki nalB mutasyonu) aracilik

ettigi hiicresel efluksu artiran mutasyondur (95, 96).

Sonug olarak, in vitro meropeneme direng se¢im orani, imipeneminkinden

disiiktiir (97). Bununla birlikte, meropeneme direng olustugunda, ¢ogu B-laktam,
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florokinolon, tetrasiklin ve kloramfenikole kars1 diren¢ de saglamaktadir (96). Son
10 wyildaki klinik kullannomda meropeneme karsi genel direng prevalansi,

imipeneminkinden daha diisiik kalmistir (98, 99, 100).

Birlikte kullanilan meropenem ve probenesid uygulamasinin, meropenemin
plazma yar1 Omriinde %33 oraninda artisa neden oldugu, ancak lriner iyilesme
oranmni etkilemedigi (101), meropenem'in hem hayvanlarda hem de insanlarda

valproik asidin plazma konsantrasyonlarini azalttig1 bildirilmistir (94, 102).

Wilson tarafindan yapilan randomize, ¢ift-kor, ¢ok merkezli bir klinik ¢alisma
meropenemi (her 8 saatte bir 1 g), klindamisin (her 8 saatte bir 900 mg) ve tobramisin
(i doza bolinmiis 5 mg/kg/glin) kombinasyonuyla karsilastrmistir. Karin ici
enfeksiyonlarinin  tedavisinde kullanmugtir. Protokol kriterlerine gore etkinlik
degerlendirmesinde tiim kriterleri karsilayan 191 hasta ile toplam 427 hasta iki tedavi
grubuna randomize edilmistir. Sonuglar, meropenem ile tedavi edilen hastalarm %
92'sinin klindamisin ve tobramisin ile tedavi edilen hastalarm % 86'sina kiyasla
tyilestirildigini gostermistir. Her iki tedavi grubunda da benzer siklikta advers olaylar
meydana gelmistir (103). Fabian ve ark karmasik cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1
ile hastanede yatan hastalarin tedavisinde c¢ok merkezli, randomize, ¢ift kor,
meropenem ve imipenem/cilastatin'i karsilastiran bir ¢calisma yapilmistir. Klinik tedavi
degerlendirmesinde tedavi oranlart meropenem grubunda %86,2 imipenem/cilastatin

grubunda %82,9 seklinde yaklasik oranlarda bulunmustur (104).
2.10.3. Kolistin

Kolistin, ciddi toksisite nedeniyle 1970'lerin basinda kullanimi1 azaltilan
polimiksin ailesinden katyonik bir polipeptit antibiyotiktir (105). Son yillarda
kolistin, Acinetobacter baumannii de dahil olmak iizere ¢oklu ilaca direngli (MDR)
gram negatif enfeksiyonlarin tedavisinde son basamak tedavi olarak tekrar kullanima

girmistir (106).

Kolistin, gram-negatif organizmalarin dis zarmin gecirgenlik bariyerinin
bozulmasiyla etkisini gdsterir. Ilacin hiicre i¢ine girmesiyle bilesenlerin sizmasi ve
sitoplazmik membran biitiinliigiiniin bozulmas1 sonucunda hiicrenin 6liimiine sebep
olur. Kolistin, yaygin olarak ortaya ¢ikan gram negatif klinik izolatlarmm ¢ogunu

iceren ancak gram pozitif veya anaerobik organizmalara karsi klinik bir aktivite
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icermeyen dar bir aktivite spektrumu sergiler. Ozellikle, Acinetobacter ¢ogu
Enterobacter,Shigella, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella ve Escherichia coli
tiirlerine kars1 giiclii bir aktiviteye sahiptir. Buna karsilik, kolistinin Providencia,
Burkholderia, Proteus, Serratia veya Stenotrophomonas maltophilia tirlerine karsi

kendine 6zgii bir aktivitesi yoktur (107), (108).

Daha once tarif edildigi gibi, kolistin, dis zar1 dogrudan bozar ve bu nedenle
hiicreye kendi alimimi arttirir. Bununla birlikte, artan konsantrasyonlarda kolistin
varliginda organizmanin silirekli maruz birakilmasiyla direng, in vitro olarak
indiiklenebilir. Bu direncin PmrA geni tarafindan indiiklendigi tahmin edilmektedir
(109). Kolistin, XDR A. baumannii enfeksiyonlarmin tedavisinde kilit bir ilag
olmasmna ragmen, tedavi swrasinda kolistin direncinin gelistigi gosterilmistir (110,

111).

Tablo 2: ‘Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinda arastirilmis olan kolistin,
meropenem veya sulbaktam kombine tedavi secenekleri’ (112)

ilaglar Arastirma A. Bulgular Referanslar
tiirii baumannii tiirii
Karbapenem + Invivo Karbapenem Ampisilin-sulbaktam ve meropenem ile kombinasyon Hiraki et
ampisilin + direngli tedavisi cilt ve yumusak doku enfeksiyonuna karsi al,2013
sulbaktam etkilidir
In vivo Ilaca direngli Bir karbapenem ve ampisilin / sulbaktamin Kuo et

kombinasyonu, bir karbapenem ve amikasin veya tek al, 2007
basina monoterapi karbapenem kombinasyonundan
daha iyi sonugla iliskilendirildi.

Karbapenem + Laboratuvar ilaca direngli Rifampisin, imipenem ve kolistin ile kombinasyon Rodriguez et
minosiklin ortaminda halinde minosiklin, fezB genini barindirmayan al., 2015
izolatlarin gogunda bakterisit sinerji

gosterdi,kombinasyonlar tetB- pozitif
izolatlarda sinerjistik etki yoktu

Karbapenem + Vakaraporu MDR, kolistin Bakteremili bir hasta, bir Candel et
tigesiklin + duyarlt meropenem/kolistin/tigesiklin kombinasyon tedavisi al, 2010
kolistin ile olumlu bir klinik sonu¢ bulundu
Karbapenem + In  vitro/ XDR,  kolistin Etkili; Hastalarin% 80'i basariyla tedavi edildi Ozbek ve
kolistin vaka raporu  duyarh Sentiirk, 2010
Laboratuvar MDR,  kolistin Imipenem/kolistin en iyi sinerji etkilerini gosterdi Pongpech et
ortaminda duyarh al, 2010
In vitro/ MDR,  kolistin Meropenem/kolistin 24 saatte bakteri tremesini Lee CH et
vaka raporu  duyarl engelleyebilir al, 2008
Laboratuvar  Kolistin duyarli Hafifletici meropenem/kolistin, 24 saatte 52 susun Pankuch et
ortaminda ve kolistin  49'una kars1 sinerji gosterdi al, 2008
direngli
Laboratuvar ~ XDR, kolistin ~ Kolistin/rifampisin, kolistin/meropenem, Liang et
ortaminda duyarlt kolistin/minosiklin ve minosiklin/meropenem al, 2011
kombinasyonlari sinerjistiktir
Retrospektif XDR, kolistin  Kolistin/karbapenem ve kolistin/sulbaktam, kan Batirel et
bir ¢alisma duyarl dolagimi  enfeksiyonlarinda  hastalara  kolistin al, 2014

monoterapisine kiyasla daha yiiksek mikrobiyolojik
eradikasyon oranlari, daha yiiksek kiir ve 14 ginliik
hayatta kalma oranlar1 ile sonuglanmistir.

Laboratuvar ~ Karbapenem 12 izolatin hepsine kars: sinerjik etki gosterdi Liu X. et
ortaminda direngli, kolistin al, 2016
duyarl
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Tablo 2: ‘Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinda arastirilmis olan kolistin,

meropenem veya sulbaktam kombine tedavi secenekleri’ (112)
(devam)
In vivo XDR, kolistin Kolistin/fusidik asit ve kolistin/rifampisin bir fare Fan et
duyarh ve uyluk enfeksiyonu modelinde al, 2016
kolistin direncli  sinerjistikti; Kolistin-meropenem kombinasyonu,
kolistin MIK degeri <32 mg / L oldugunda da etkili
olmustur.
Laboratuvar  XDR Daptomisin-kolistin kombinasyonu colistin / Cordoba et
ortaminda imipenem kombinasyonuna gére daha etkiliydi al, 2015
Karbapenem + Vakaraporu MDR,  kolistin Multifokal enfeksiyon olgusunda Biancofiore et
kolistin + duyarlt meropenem/kolistin/rifampisin kombinasyon tedavisi al, 2007
rifampisin basarili
Karbapenem + Laboratuvar Karbapenem Sinerjik aktivite Garcia-
plazomicin ortaminda direngli Salguero et
al, 2015
Imipenem + Laboratuvar Karbapenem Doripenem, meropenem veya imipenem, polimiksin B Lenhard et
polimiksin B ortaminda direngli ile kombinasyon halinde benzer farmakodinamik al. 2016b
gosterdi
Meropenem + Laboratuvar Ilaca direngli Polimiksin B/meropenem -polimiksin Menegucci et
polimiksin B ortaminda B/meropenem/fosfomisin  kombinasyonlar1  yiiksek al, 2016

sinerjistik aktivite gostermistir

in vitro/in Karbapenem Meropenem MIC ne olursa olsun polimiksin B ile Lenhard et
Vivo direngli kombinasyon halinde yogunlastirilmis meropenem al. 2016a
dozu sinerjistik olarak karbapenem direngli suslar
bakterisid etki gostermistir
Laboratuvar ~ Karbapenem Doripenem, meropenem veya imipenem, polimiksin B Lenhard et
ortaminda direngli ile kombinasyon halinde benzer farmakodinamik al,2016b
gosterdi
Doripenem + Laboratuvar MDR, doripenem Sinerjik aktivite Principe et
kolistin ortaminda direngli al, 2013
Doripenem + Laboratuvar Karbapenem Doripenem, meropenem veya imipenem, polimiksin B Lenhard et
polimiksin B ortaminda dayanikli ile kombinasyon halinde benzer farmakodinamik al.2016b
gosterdi
Laboratuvar ~ Polymyxin- Polimiksin B/doripenem kombinasyonu, 10 giin Rao et
ortaminda heteroresistant boyunca siirdiiriilen 24 saat i¢inde hizli ve kapsamli al, 2016a
ilk 6ldiirmeye neden oldu.
Ampisilin + In vitro / in MDR Ampicillin / sulbactam tedavisi, kan dolasimi Smolyakov et
sulbaktam Vivo enfeksiyonu olan hastalarda olim riskini onemli al, 2003
Olglide azaltti
Sulbaktam + Retrospektif XDR, kolistin  Kolistin/karbapenem ve kolistin/sulbaktam, kan Batirel et
kolistin bir ¢alisma duyarh dolagimi  enfeksiyonu olan hastalarda kolistin al, 2014
monoterapisine kiyasla daha yiiksek mikrobiyolojik
eradikasyon oranlar1 ve daha yiiksek kiir ve hastanede
14 ginliik hayatta kalma oranlar1 ve mortalite ile
sonuglanmistir.
Retrospektif Ilaca direngli Ventilatore bagl pnomonili hastalarda Kalin et
bir ¢alisma kolistin/sulbaktam  kombinasyon tedavisi umut al, 2014
vericidir
Tazobaktam + Invivo Kolistin-duyarl Tazobaktam ve kolistin sinerji gosterdi Sakoulas et
kolistin al, 2016
Minosiklin + Laboratuvar XDR Kolistin/rifampisin, kolistin/meropenem, Liang et
kolistin ortaminda kolistin/minosiklin ve minosiklin/meropenem al, 2011
kombinasyonlari sinerjistiktir
In vitro/in Minosiklin Minosiklin/kolistin  sinerjik  olarak = minosikline Yang et
vivo dayanikli direngli izolatlar1 bakterisid etki; Minosiklin/kolistin al, 2016
ayrica farelerin sagkalimini 6nemli 6lgiide gelistirdi
ve farelerin akcigerlerinde bulunan bakteri sayisini
azaltty
Laboratuvar  Ilaca direngli Rifampisin, imipenem ve kolistin ile kombinasyon Rodriguez et
ortaminda halinde olan minosiklin, tetB genini barindirmayan al., 2015
izolatlarin ¢ogunda bakterisit sinerji gosterdi, ancak
kombinasyonlar tetB- pozitif ~ izolatlarda sinerjistik
degildi
Tigesiklin + Laboratuvar Karbapenem Iyi sinerjik etki Ozbek ve
kolistin ortaminda direngli, kolistin Sentiirk, 2010
duyarl ; Shenget
al, 2011
Laboratuvar ~ XDR, kolistin lyi sinerjik etki Dizbay et
ortaminda duyarl al, 2010
Laboratuvar ~ Tigesiklin- Iyi sinerjik etki Principe et
ortaminda olmayan duyarl al, 2009
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Tablo 2: ‘Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinda arastirilmis olan kolistin,

meropenem veya sulbaktam kombine tedavi secenekleri’ (112)
(devam)
Laboratuva Karbapenem iyi sinerjik etki Peck et
r ortaminda direncli, Kkolistin al, 2012
duyarh ve

In vitro/in

kolistin direncli

In vitro sinerjistik aktivite; sigan pnémonisi modelinin

Mutlu Yilmaz

Vivo XDR akciger dokusunda kolistin, tigesiklin ve kombinasyon ve ark, 2012
tedavileri arasinda bakteri sayimi iizerine etkinlik
agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
Tigesiklin + Laboratuvar  Karbapenem- Polimiksin ~ B'nin  daha  yiiksek  tigesiklin Rao et
polimiksin B ortaminda direngli, konsantrasyonlart ile kombinasyonu, bakterisit al.2016b
polimiksin- aktivitesinin devam etmesini saglar
heteroresistans
Laboratuvar ~ Karbapenem Agresif bir dozda simiile polimiksin B ve tigesiklin Hagihara et
ortaminda dayanikli maruziyeti ile kombinasyon terapisinde sinerjistik etki al, 2014
Kolistin + In vitro/in Cok ilaca Pnomoni ve menenjit deneysel modellerindein Pachon-
rifampisin vivo direngli, kolistin vitro etkin Ibanez et
duyarl al, 2010
Vaka raporu  Karbapenem Ventilator iliskili pndmonili 10 hastanin 7'sinde etkin ~ Song et
direngli, kolistin al, 2008
duyarl
Vakaraporu MDR,  kolistin Zatiirree ve bakteriyemi hastalar1 ile kritik oneme Bassetti et
duyarl sahip 29 hastanin 22'sinde etkinlik al, 2008
In vivo MDR,  kolistin Hayatta kalma siiresinin uzamasinda sinerjistik etki Pantopoulou
duyarli etal, 2007
Klinik MDR,  kolistin Tim 26 hastane infeksiyonu hastasi hastalar i¢in Motaouakkil
calisma duyarlt elverisli etal., 2006
Laboratuvar ~ Karbapenem Rifampisine kars1 yiiksek direngli ve orta derecede Montero et
ortaminda direngli, kolistin direngli suslar i¢in etkili al, 2004
duyarli
Laboratuvar ~ MDR,  kolistin 13 izolattan 11'ine kars1 sinerjistik etki Hogg et
ortaminda duyarh al, 1998
Laboratuvar Kolistin/rifampisin, kolistin/meropenem, Liang et
ortaminda XDR kolistin/minosiklin ve minosiklin/meropenem al, 2011
kombinasyonlari sinerjistiktir
Laboratuvar MDR,  kolistin Kolistin/rifampisin, 5 izolattan 4'ine karsi tamamen Timurkaynak
ortaminda duyarli sinerjikti; kolistin/meropenem ve kolistin/azitromisin et al, 2006
5 izolattan 3'tine kars1 sinerjistikti; kolistin/doksisiklin
5 izolatta kismen sinerjik veya katki maddesi idi.
Vaka raporu  Karbapenem Rifampisin/kolistin ve ampisilin/sulbaktam kritik Petrosillo et
direngli, kolistin hastalardan  14'inde  mikrobiyolojik  klirensle al, 2005
duyarli sonugland:
Laboratuvar ~ Karbapenem- Rifampisin/kolistin ve imipenem/kolistin, hetero- Rodriguez et
ortaminda direngli, kolistin- direngli izolatlara karsi sinerjikti ve kolistin-direngli al, 2010
heteroresif suslarin gelismesini 6nledi
Vaka raporu  Karbapenem Ventilator iliskili pnodmonili hastalarda sinerjistik etki ~ Aydemir et
direngli, kolistin al, 2013
duyarli
In vivo XDR, kolistin  Kolistin/fusidik asit ve kolistin/rifampisin bir fare Fan et
duyarh ve uyluk enfeksiyonu modelinde sinerjistikti; Kolistin- al, 2016
kolistin direngli meropenem kombinasyonu, kolistin MIK degeri <32
mg/ L oldugunda da etkili olmustur.
Laboratuvar ~ Colistin direngli En etkili kombinasyonlar, kolistin-rifimpin ve Bae et
ortaminda kolistin-tikoplanin; her iki kombinasyon da 9 kolistine al, 2016
direncli susun 8'inde sinerjistik etki gostermistir
Kolistin + In vitro/in MDR, kolistin Bir fare modelinde kolistin/daptomisin ~ ve Cirioni et
teikoplanin vivo duyarlt kolistin/teikoplanin sinerjistik etkisi al, 2016
Laboratuvar MDR,  kolistin Onemli sinerji Wareham et
ortaminda duyarli al, 2011
Laboratuvar  Colistin direngli ~ En etkili kombinasyonlar, kolistin-rifampin ve Bae et
ortaminda kolistin-tikoplanin; her iki kombinasyon da 9 kolistine al, 2016
direncli susun 8'inde sinerjistik etki gostermistir
Kolistin + In vitro/in MDR, kolistin Bir fare modelinde  kolistin/daptomisin  ve Cirioni et
daptomisin vivo duyarl kolistin/teikoplanin sinerjistik etkisi al, 2016
Laboratuvar Daptomisin-kolistin ~ kombinasyonu  en  etkili Cordoba et
ortaminda XDR oldu; colistin/imipenem kombinasyonu da etkiliydi al, 2015
Kolistin + In vitro/in MDR, kolistin Hem in vitro hem de Galleria mellonella hayvan Hornsey  ve
vankomisin vivo duyarlt modelinde yiiksek derecede aktif Wareham, 20
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Tablo 2: ‘Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinda arastirilmis olan kolistin,

meropenem veya sulbaktam kombine tedavi secenekleri’ (112)
(devam)
Kolistin + Laboratuva Karbapenem iyi sinerji; kolistin ve sulbaktam, kolistin ve Santimaleew
fosfomisin r ortaminda direngli, kolistin imipenem arasinda sinerji yok oragun et
duyarh al., 2011
Kolistin + fusidik Laboratuvar Karbapenem Kolistin ve fusidik asit arasindaki in-vitrosinerji; Bowler et
asit ortaminda direngli, kolistin fusidik asit ile sinerji susa bagimlidir ve kolistin al, 2016
duyarli ve MiK'lerinin nispeten  diisiik  oldugu  suslara
kolistin direngli uygulanabilir
Laboratuvar ~ Karbapenem Bazi kolistinlere direngli tiirler de dahil olmak iizere Phee et
ortaminda direngli, kolistin ¢ok ilaca direngli klinik suslara karsi fusidik asit ve al,2015
duyarli ve kolistin arasinda giiglii sinerji
kolistin direngli
In vivo XDR, kolistin  Kolistin/fusidik asit ve Kkolistin/rifampisin bir fare Fan et
duyarli ve uyluk enfeksiyonu modelinde sinerjistikti; Kolistin- al, 2016
kolistin direngli meropenem kombinasyonu, kolistin MIK degeri <32
mg/ L oldugunda da etkili olmustur.
Kolistin + Vakaraporu MDR, kolistin Basarili klinik ve mikrobiyolojik sonuglar Fulnecky et
amikasin duyarl al, 2005
Kolistin + Laboratuvar Karbapenem Kolistin/trimetoprim-sulfametoksazol karbapenem Nepka et
trimetoprimsiilfa  ortaminda direngli direngli suslarin hepsini etkili bir sekilde 6ldiirdi al, 2016
metoksazol
Polymyxin B + In vitro/in Colistin direngli ~ Enfekte Galleria mellonella'nin sagkalimi, polimiksin Chung et
netropsin vivo B ve netropin ile kombinasyon halinde kombinasyon al, 2016
halinde, sadece polimiksin B veya netropin ile tedavi
edildiginde oldugundan énemli olgiide yiiksekti.
Endolisin Laboratuvar  Ilaca direngli Sinerjik aktivite Thummeepak
(LysABP-01) + ortaminda etal.,2016
kolistin
Amin- Laboratuvar  Kolistin duyarli, Kolistin diren¢ 6zel mekanizmalarina sahip suslar1 Martinez-
Aminoketon ortaminda kolistin direngli hedef alan sinerjistik etki; hem kolistin duyarli suslara  Guitian et
(MD3) + kolistin hem de pmrB'de mutasyona sahip kolistin direngli al., 2016
suslara ve lipid A'nin
fosfoetanolaminmodifikasyonuna kars1 sinerji, ancak
lipopolisakkarit kaybi ile kolistin direngli suslara
kars1 sinerji
Bulgecin A + Laboratuvar Karbapenem Sinerjik aktivite Skalweit  ve
karbapenem ortaminda direngli Li, 2016
Farnesol + Laboratuvar  Colistin direngli Farnesol, kolistine direngli suslar igin kolistine Kostoulias et
kolistin ortaminda duyarliligi arttird al, 2015
Siyaniir 3- Laboratuvar  Colistin direngli CCCP, kolistin direncini tersine gevirdi ve direngli alt Nietal, 2016
Klorofenilhidrazo ortaminda popiilasyonun yeniden biiyiimesini engelledi
n (CCCP) +
kolistin
Laboratuvar ~ Colistin direngli ~ Sinerjik aktivite Park ve
ortaminda Ko, 2015
Galyum nitrat + In vitro/in [laca direngli Iyi antimikrobiyal aktiviteler; Galleria Antunes et
kolistin vivo mellonella larvalarinin al, 2012
oldiirticti A.baumannii enfeksiyonundan korunmast ; k
olistin ile sinerjistik aktivite
Lizofosfatidilkeli  In vivo Cok ilaca direngli Kolistin, tigesiklin veya imipenem ile kombinasyon Parra Millan
n + karbapenem suglar halinde lisofosfatidilkolin, dalak ve akcigerlerden etal, 2016
bakteriyel klirensi belirgin sekilde arttirdi  ve
bakteriyemi ve fare 6liim oranlarini diisiirdii
Karbapenem + Invivo Karbapenem Ampisilin-sulbaktam ve meropenem ile kombinasyon Hiraki et
ampisilin + direngli tedavisi cilt ve yumusak doku enfeksiyonuna karsi al,2013
sulbaktam + etkilidir
In vivo Ilaca direngli Bir karbapenem ve ampisilin/sulbaktamin  Kuo et
kombinasyonu, bir karbapenem ve amikasin veya tek al, 2007

basma bir karbapenem kombinasyonundan daha iyi
bir sonugla iliskilendirildi.

Kolistin +
sulbaktam

Karbapenem
direngli

Kolistint+sulbaktam Kombinasyonunun denendigi
Time-Kill ve Checkerboard yonteminde; denenen tiim
suslarda  kolistintsulbaktam  kombinasyonunun
yiiksek oranda sinerjik etkisinin oldugu goriildii.

Kilbag Imdat
2017
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2.11. Antimikrobiyal Etkinlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir
mikroorganizma tiirlinlin in vitro etkinligini saptamak, mikroorganizmanin
antimikrobiklere kars1 olusmus direncini bulmak ve antimikrobiklerin
mikroorganizmalar tizerinde birlikte etkilerinin saptanmasi iizerine uygulanan
testlerdir (113). Minimal inhibitér konsantrasyonu (MIiK); mikroorganizmanin
bliylimesinin engelleyen antibiyotigin en diisiik konsantrasyonu ve minimal

bakterisidal konsantrasyon (MBC) ile saptanir.

Antimikrobiyal etkinlik testlerinde diftizyon(yayilim) ve diliisyon(sulandirim)

olmak tizere baslica iki metod kullanilir.
2.11.1. Difiizyon testleri

Rutin laboratuvarlarda en sik ¢alisilan kolay uygulanir ve diisiik maliyetli

testlerdir.

Disk difiizyon testi: Plak icerisinde kat1 besiyerine ekilen bakterinin {izerine
antibiyotik emdirilmis diskler yerlestirilir. Diski ¢evreleyen inhibisyon zonlari
Olgiilir ve belirlenen zon boyutlariyla karsilastirilarak en uygun antimikrobiyal

ajan/ajanlar tespit edilir

Gradient Testi: Test edilecek bakteri Mueller Hinton agar besiyeri ylizeyine
steril bir ekiivyonla yayilir. Takiben agar yiizeyine, belli bir antibiyotik gradienti
iceren test seritleri yerlestirilir. Plaklar etiivde inkiibe edilip MiK(minimal inhibitdr
konsantrasyon) degeri belirlenir. MIK degeri serit etrafinda olusan inhibisyon

elipsinin serit izerindeki 6l¢ekle kesistigi noktadir (114).
2.11.2. Diliisyon testleri

In vitro duyarlilk testleri hastalik etkeni olan mikroorganizmalarin
kullanimda olan antibiyotiklere direng gosterme olasilig1 oldugu diistiniildiigiinde
yapilmaktadir. Bu testler ayrica direng siirveyansinda, epidemiyolojik caligmalarda
ve yeni veya kullanimda olan antibiyotikleri kiyaslayan seyreltme yontemidir.
Antibiyotiklerin MIK’ini saptamak i¢in kullanilmaktadir ve antibiyotik duyarlilik

testlerinde referans testlerdir. Diliisyon testlerinde, antimikrobiyal ajanin
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diliisyonlarini iceren mikroplak kuyucuklarinda ya da agar plak ylizeyinde iiremenin

gozle goriilebilir olmasi temel alinir (113).

Sivi  Mikrodiliisyon Yontemi: Sivi diliisyon, es hacimde buyyon ve
antibiyotik ¢ozeltisi iceren kaplara (genellikle artan geometrik konsantrasyonlarda)
belli sayida mikroorganizmanin inokiile edildigi bir tekniktir. Stvi mikrodiliisyon ise
siv1 diliisyon testinin minyatiirlestirilmesi besiyerlerinin kii¢iik hacimlerde yuvarlak
ya da konik tabanli kuyucuklar1 olan steril plastik mikrodiliisyon plaklarina
dagitilmasidir. (114). Mikrodiliisyon plaklarmin hazirlanmasmda en uygun yontem,
sivi  besiyerinde haziwrlanmis antibiyotik sulandirimlarint  dagitici  aletlerle
dagitmaktir. Bu sulandirimlar 96 kuyucuklu standart bir mikroplaktaki her bir
kuyucuga 0.1 +0.02 pL dagitmak tizere kullanilmaktadir. Her plakta bir tireme

kontrol kuyucugu ile bir sterilite (inokiile edilmemis) kuyucuk bulunmalidir.

Agar Dillisyon Yontemi: Antibiyotiklere duyarliligin belirlenmesinde agar
dilisyon yontemi yerlesmis bir tekniktir. Antibiyotik, her plak farkh

konsantrasyonda olacak sekilde agar besiyerine karistirilir (116).
2.12. Antibiyotik Kombinasyon Testleri

Tedavi zorluklariyla bas edebilmek i¢in, mevcut antibiyotiklerin daha etkili
ve birlikte kullanilmasina yonelik antibiyotikler arasi etkilesimlerin degerlendirilmesi
glindeme gelmistir (117). Antibiyotik kombinasyonlariin direngli mikroorganizmay1
inhibe etmek/bakterisid etki i¢cin kabul edilebilir Non-toksik konsantrasyonlarda
kullanimu ile biiyiik bir tedavi imkan1 dogmustur (66, 118, 119).

Kombinasyon antibiyotik tedavisinde antibiyotik etkilesimleri; sinerjist,

antagonist, additif ve indiferan etkilesimler olarak tanimlanirlar.

Sinerjist etki: Pozitif bir etkilesimdir. Antibiyotiklerin birlikte etkisi,

antibiyotigin tek basina kullanimi ile olusan etkisinden 6nemli miktarda artmustur.

Antagonist etki: Negatif bir etkilesimdir. Antibiyotiklerin birlikte etkisi,
antibiyotigin tek basmma kullanimi sonucunda olusan etkiden Onemli Olgiide

azalmistir.
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Additif etki: Kismi sinerjiyi gosterir. Birlikte kullanilan antibiyotiklerin etkisi

ayr1 ayr1 etkilerinin toplami olarak belirtilir.

Indiferan etki: Antibiyotikler birbiriyle etkilesmez. Antibiyotiklerin birlikte
iken etkisi, daha etkili olan digerinin tek basina yaptigi etki kadardir (120).

Kombinasyonlarda sinerjist etkilesim ti¢ farkli sekilde olur (121).

Sinerjistik etki farkli yollarla farkli hedefleri inhibe ederek ortaya
¢ikmaktadir. Orn, B-laktam ile aminoglikozid kombinasyonunda B-laktam hiicre
duvari hasarina neden olur, bdylece aminoglikozidin hiicre i¢ine gegisi hizla artar. Bu

da bakterisit etkiyi arttirr (122).

Sinerjist etki, ayn1 yolla farkli hedeflerin inhibisyonu ile ortaya ¢ikmaktadir.

Iki antibakteriyel birbirinin etkisini arttirarak sinerjist etki olustururlar (123).

Ayn1 yolla ve ayni hedef bdlgenin inhibisyonu ile sinerjist etkinin ortaya

cikmaktadir.
Antibiyotik kombinasyonlarmin in vitro etkinligini 6l¢en testler (124).

1- Disk diffiizyon testi
2- Gradient testi
3- Diliisyon testi
a-Mikrodiliisyon
b-Makrodiliisyon
c-Agar diliisyon
4- Zamana bagli kinetik oldiirme testi (“Time-kill”)

2.12.1. Diliisyon yontemleri
2.12.1.1. Mikrodiliisyon “checkerboard (CB)” sinerji testi:

Mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal ajanlarin  kombinasyonlarini
degerlendirmek i¢in kullanilan, iki boyutlu, iki ajanlt bir s1vi mikrodiliisyon sinerji
testidir. Kombinasyon halindeki antimikrobiyallerin spesifik konsantrasyonlarinin,

inhibitor veya bakterisidal aktivitesi degerlendirilir. Konsantrasyon araliginin daha
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once tespit edilen MIK degerlerinin iki ve dort kati (2xMIK, 4xMIK)

konsantrasyondan baglayacak sekilde ayarlanmis olmasi gerekmektedir.

In vitro etkilesimler matematiksel olarak hesaplanir. Kombinasyonun
antibakteriyel aktivitesinin tek basina olan ajanlarin aktivitelerinden daha biiyiik,
esdeger veya daha az olmasina bagl olarak; sirasiyla sinerjist, antagonistik, additif

veya indiferan olarak yorumlanar.

Sonuglarn degerlendirilmesi i¢in birinci antibiyotigin, sonra da ikinci
antibiyotigin MIK degeri okunur, daha sonra kombinasyon kuyucuklar1 okunur ve
Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyon (FIK) indeksi asagida belirtildigi sekilde

hesaplanir

FIK indeksi hesaplamasi: (3 FIK)= FiKa + FiKb

Kombinasyondaki A ajanin MiK degeri Kombinasyondaki B ajanin MIK degeri
FIKA= + FIKB =
A ajanm tek basgma MIK degeri B ajanin tek basina MiK degeri
FiK indeksi

Y FIK  <0.5 ise sinerjist,
> 0.5 - <4 ise aditif veya indiferan,

> 4 ise antagonist etki seklinde yorum yapilabilir (125)
2.12.1.2. Zamana bagl kinetik 6ldiirme testi (Time-kill)

Zamana baglh kinetik oOldiirme testi, belli, bir konsantrasyondaki bir
antimikrobiyal ajanin, bakteri izolat1 ile, bakteriyostatik ve bakterisidik aktivitesinin
zamana karsi incelenmesidir. Bu yOntem, antimikrobiyal ajanlarn  hem
konsantrasyona hem de zamana bagli antibakteriyel aktivitelerini incelemek ig¢in
kullanilir. Dama tahtas1 yonteminden farkli olarak antimikrobiyal iliskiyi dinamik
olarak da ortaya koyan bir sinerji testidir. Checkerboard yonteminde 16-20 saat
sonunda tek Olctim yapildig1 halde, bu yontemde belli zaman araliklarinda degisen
etki dinamik olarak gosterilebilmektedir. Bu nedenle bakterisidal amaclh tedaviler
icin daha anlamlidir. Yeni antimikrobiyal ajanlarin ve ajan kombinasyonlarinin

etkinligi de bu sekilde degerlendirilir.
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Antibiyotik diliisyonu iceren tiiplerden 0, 2, 4, 6 ve 24. saatlerde Miiller
Hinton agar plaklarma ekim yapilir. Ekilen plaklarin 24 saat inkiibasyonu sonunda
olusmus bakteri kolonileri sayilip Cfu/ml degerleri bulunur. Antibiyotigin zaman
bagl kinetik 6ldiirme etkisinden s6z edebilmek i¢in koloni sayisinda 24 saatte %99.9
yani 10° kat (3 logl0) azalma goriilmelidir. Denenen iki antibiyotigin sinerjist
etkisinden soz etmek icinse Once kombinasyondaki antibiyotiklerin daha aktif
olanmin koloni sayilar1 kaydedilir. Bu degerlere oranla, kombinasyonun 24 saatlik
koloni sayilarinda > 100 kat (2 logl0) diisiis varsa sinerjiye karar verilir; > 100 kat
artis antagonizmi, < 10 kat artis veya azalig ise aditif veya indiferan etkiyi gosterir

(125).
2.13. Galleria Mellonella Enfeksiyon Modeli

Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) cogu durumda ar1 kovanlarinda,
ar1 yuvalarinda yasar, balmumu ve polenle beslenir. Ar1 ya da daha nadiren yaban
aris1 veya yaban aris1 galeriyozisine neden olan hasere olarak kabul edilebilir. Yasam
dongiileri yaklasik olarak 7-8 haftadir: yumurtadan c¢iktiktan sonra, larva son
instarlara ulasmadan 6nce 6 larva asamasindan gecer. Bu islem 25-28 °C'de 5-6
hafta siirer. Daha sonra prepupa ve pupa olusur ve 2 hafta sonra yetiskin giiveleri

ortaya cikar.

Bu an1 gilivesi, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Fusarium oxysporum ve Aspergillus
fumigatus atus gibi insan patojenleri dahil olmak {izere bir¢ok patojenin bdcek
bagisiklik tepkisi ve virlilans faktorlerini incelemek i¢in iyi bir model olmustur.
Galleria mellonella, memeli organizmalarla calisilmasina gore, daha kolay, daha

ucuz ve daha etik oldugu i¢in in vivo ¢alisilmaya uygundur (126).

G. mellonella bakteri, mantar ve viris tarafindan enfekte olabilir. Farkh
alanlarda arastrmalar yapilabilmektedir. Bir bocek modeli olarak G. mellonella
kullanmanin bir¢cok avantaji vardir. Bunlardan biri, memelilerin dogustan gelen
bagisiklik sistemi ile benzer Ozelliklere sahip olan ve edinilmis bagisiklik ile
miidahale edilmeyen bdcek bagisiklik sisteminin mekanizmalarmni anlamaktir. Bu
nedenle, insan patojenlerinin viriilans mekanizmalarini incelemek i¢in bir model

gorevi goriir. Bir bagka sebep, hemolenfinin saflastirilabilen ve siralanabilen zengin
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bir savunma molekiilii kaynagidir. Diren¢ olusturmadiklar1 i¢in antibiyotiklere
alternatif olarak kabul edilirler (127- 131). Son olarak, G. mellonella'nin dogal bocek
patojenleriyle olan etkilesimini takip edebilir ve bunu bir konakg¢i-patojen evrimsel
silahlanma yariginin 151ginda diislinebiliriz. Bu, bu bocegin hem genellestirilmis hem
de 6zel patojenlerle etkilesimlerini ilgilendirir, ¢linkii bunlar sirasiyla genellestirilmis

ve 0zel savunma mekanizmalarma neden olurlar (132).

G. mellonella, ucuz ve nispeten kolay kiiltiirii olusturulabilen bir model
organizmadir. Larvalar, kolayca enjekte edilebilmektedir. Hemolenf ve hemositleri
elde edilerek daha fazla analiz i¢in yeterince biylktir (2 cm uzunlugunda,
pupasyondan 6nce 250 mg agirlik) (133). Bir model organizma olarak dezavantaji

ise, genomunun tam sekansli olmamasi ve mutant suslar1 yaratma metotlarinin

olmamasidir. (134, 135).

Sekil 1: Galleria mellonella enfeksiyon modeli islem basamaklar
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3. MATERYAL METOD
3.1. Bakteri Secimi ve Analizi

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Uygulama ve Arastrma Merkezi
Mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin tani amaciyla gonderilen klinik 6rneklerden
daha Once izole edilerek tanimlanmis; 3 adet tiim ilaglara direngli (PDR), 3 adet
coklu ila¢ direncli (MDR) ve 4 adet duyarli klinik 4. baumannii susu secilerek
calismaya dahil edildi. Standart test susu olarak 4. baumannii ATCC 19606
kullanilda.

3.2. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi

Izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklari, ticari otomatik bakteri tiplendirme
cthazi ( Microscan, Beckman Coulter, USA ) {iretici Onerilerine gore kullanilarak
yeniden test edildi. Test edilen antimikrobiyaller: Kolistin (CO), amikasin (AK),
ampisilin-sulbaktam (SAm), sefepim (FEB), sefotaksim (CTX), seftazidim (CAZ),
siprofloksasin (CIP), Doripenem(DOR), gentamisin (GN), imipenem (IPM),
levofloksasin (LEV), meropenem (MEM), minosiklin (MI), piperasilin-tazobaktam
(TZP), trimetoprim-siilfametoksazol (SXT), tetrasiklin (TE), Tigesiklin (TGC),
tobramisin (TOB). Sonuglar EUCAST o6nerileri temel alinarak direngli (R), duyarl
(S) ve orta duyarli(I) olarak degerlendirildi.
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Tablo 3: Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde kullamlan antimikrobiyaller.

Antimikrobiyal Simf Antimikrobiyal ajan
Aminoglikozitler Tobramisin
Amikasin
Netilmisin
Antipseudomonal karbapenemler Imipenem
Meropenem
Doripenem
Antipseudomonal florokinolonlar Siprofloksasin
Levofloksasin
Antipseudomonal penisilin +  -laktamaz inhibitorleri Piperasilin-tazobaktam
Tikarsilin-klavulanik asit
Genisletilmis spektrumlu sefalosporinler Sefotaksim
Seftriakson
Ceftazidime
Sefepim
Folat yolu inhibitorleri Trimetoprim-sulfametoksazol
Penisilinler + B -laktamaz inhibitorleri Ampisilin-sulbaktam
polimiksinler kolistin
Polimiksin B
Tetrasiklinler Tetrasiklin
Doksisiklin
Minosiklin

Acinetobacter spp. igin MDR, XDR ve PDR'yi tanimlama kriterleri asagida
verildigi sekilde kullanilmistir:

MDR: Ug ve iistii sayida antimikrobiyal smifta yer alan antibiyotiklere (her

smifta en az bir antibiyotik) direnclidir

XDR: Sadece iki veya tek antimikrobiyal sinifta yer alan antibiyotikler
disinda tiim antibiyotiklere direnglidir.

PDR: Tablodaki tiim smiflardaki tiim antimikrobiyal maddelere
direnclidir(136).
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3.3. In Vitro Testler
3.3.1. Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan antibiyotiklerden; meropenem;Tiim Ekip Ilag A.S.,
sulbaktam; Mustafa Nevzat ila¢ A.S. ve kolistin; Sanofi Dif Ilag A.S. tarafindan

temin edilmistir.

Antibiyotiklerin stok ¢oOzeltilerini hazirlamak icin asagidaki formiilden

yararlanilmistir.

Coziiciiniin hacmi (ml) x Istenen konsantrasyon (ug/ml) = Antibiyotigin

aktivitesi (ng/ml)

Antibiyotiklerin her birinden uygun miktarlarda hassas terazide (Scaltec SBC
32) tartilmis, yeterli miktarda uygun ¢oziiclide ¢oziindiiriildiikten sonra, steril distile
su kullanilarak stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Cozeltiler alikotlanarak deneylerde

kullanilmak tizere -70°C’de saklanmuistir.
3.3.2. Mikrodiliisyon “Checkerboard” dama tahtasi yontemi

Daha 6nce hazirlanarak -70°C’de saklanmakta olan antibiyotik ¢ézeltileri oda
sicakliginda ¢oziildii. Miiller Hinton sivi besiyeri iretici Onerilerine gore steril
kosullarda hazirlandi. Polistiren 96 kuyucuklu ve U-tabanli steril mikroplaklar
kullanildi. Her bir sus ve o susa kars1 denenecek kombinasyon i¢in bir mikroplak

paneli hazirland1.

Antibiyotiklerin konsantrasyonlarin ayarlanmasi: Antibiyotiklerin {ist ve alt
konsantrasyon degerleri bakterilere karst smir degerleri EUCAST ve CLSI
kilavuzlarinda bildirilmis MiK degerlerini kapsayacak sekilde diizenlendi. Tablo4’de

baz alman MiK smir degerleri verilmistir.
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Tablo 4: Acinetobakter spp. icin baz alinan MiK siir degerleri.

Antibiyotik Duyarl < Direngli >
Kolistin* 2 2
Meropenem®* 2 8
Sulbaktam** 4 16

*CLSI ve EUCAST test kilavuzunda yer alan 6nerilere gore.

**EUCAST ve CLSI test kilavuzlarinda Acinetobacter spp. izolatlar igin sulbaktam MIK smir deger
olmadigindan literatiirdeki diger ¢aligmalar dikkate alinarak calisma konsantrasyonlar1 belirlendi
(137).

Tim antibiyotikler distile su ile sulandirilarak her kuyucukta Sekil 2 ve 3°de
gosterilen konsantrasyonlarda ilag olacak sekilde dagitildi. Tim islem basamaklar1

asagida verilmistir.
Deney basamaklari

1- Biitiin kuyucuklara 100 pl s1v1 besiyeri dagitildi.

2- Besiyeri (sterilite) kontrol (BK)ve iireme kontrol (UK) kuyucuklari belirlendi.

3- Mikroplakta dnce ilk siitundaki tiim kuyucuklara (A-G) ilk antibiyotik
hazirlanmis soliisyonundan 100 pl konuldu, daha sonra satir sirasinca soldan
saga dogru (1-9 kadar) seri diliisyon yapildi.

4- Ik satirdaki (1-10 kadar) tiim kuyucuklara diger antibiyotik i¢in hazirlanmis
soliisyonundan 100 pl konularak bu kez siitun boyunca yukaridan asagiya dogru
seri diliisyon yapilda.

5- Mikroplak iizerinde her antibiyotigin tek basina MiK degerini belirlemek igin
birer satir ve siitun ayrica kullanildi. (Sekil 2 ve 3°de gosterilmistir)

6- Bakteri siispansiyonu 0.5 McFarland bulamikhiginda (1.5 x 10® cfu/ml) hazirland:

7- Bu bakteri siispansiyonundan 0.8 ml alinarak 25 ml su i¢inde diliie edildi (1:31
diliisyon) Bu sekilde 5 x 10° cfu/ml bakteri yogunlugu elde edildi.

8- Yukaridaki bakteri soliisyonundan 10’ar pl alinarak sonug bakteri inokulumu 5 x
10° cfu/ml olacak sekilde kuyucuklara dagitildu.

9- Etiive kaldirilarak 24 saat 35 + 2°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi.

10- Kalite kontol (ATCC 19606) MiK degerleri ve iireme kontrolii, besiyeri kontrolii
degerlendirmesi yapild1

11-FIK degerleri hesaplandi.
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Hesaplama ;

FIK indeksi (FIKI)= FIKA (MIKA kombinasyon/MIKtekA)+ FIKB (MIKB
kombinasyon/MiKtekB)

Sonucu Yorumlama ;

FiKI < 0.5 ise sinerjistik;

> 0.5 - <1 ise additif (Kismi sinerji);

> 1 - <4 ise indiferan (Farksizlik);

> 4 ise antagonistik etki olarak yorumlandi ve kayit altina alind1.

Adimlar iic kez gergeklestirildi ve ortalama degerler alinarak sonuglar

kaydedildi (125).

CO Dilisyon 1-9'a kadar

1 2 3 4 5 5 7 8 2 10 1| 1z
a| cosdpgml | O32pg/ml| 015 p/ml| COBpg/ml | COdpg/ml | COZpg/ml | COlpg/ml |COO5pg/mi|co2spgm| s |8k 0K
SULLEug/ml | SULLEug/ml | SULLSpg/ml | SULLSpg/ml | SULLEpg/ml | SULLEpg/ml | SUL1Spg/ml | SULLEpg/ml | SULLSug/ml | 18 pg/MI
B| CO84pgml | CO32pg/ml| CO18pg/ml| COBpg/ml | CcOdpg/ml | COZpg/ml | CO1pg/ml | COOS pefml|CO0.25 pg'ml sl
n SUL Bpg/ml | SUL Bpg/ml | SULBpg/ml | SUL Bpg/ml | SUL Spg/ml | SUL Bpg/ml | SULEpg/ml | SULBpg/ml | SULBpg/ml | & pg/ml
,E C| cosdpg'ml | CO32pg/ml| CO 16 pg/ml| COBpg/ml | COdpg/ml | CO2pg/ml | COlpg/ml | COO5 pg/ml |00 0,25 pg'm ul
=] SUL 4 pg/ml | suLd pg/ml | sULA pgiml | SULS pgiml | SULdpgiml | SULdpg/ml | SULS pg/ml | SULS pgiml | SULS pgiml | 4 pgiml
E O| CO&4pg/ml| CO32pg/ml| CO 16 wg/ml| COEpg/ml | CO4pg/ml | COZug/ml | COlug/ml | COO5pg/ml|CO0.25 pg/m]  sul
'ﬂD: SUL 2 pg/ml | SULZ pg/ml | SULZ pg/ml | SULZ pgiml | SULZpg/ml | SULZpg/ml | SULZ pg/ml | SULZ pgiml | SULZ pg/ml | 2 pg/Ml
3 E| cOsdpgml | CO32pg/ml| cO 18 pg/ml| COBpg/ml | cOdpg/ml | cO2pg/ml | CO1pg/ml | COOS pedml|CO0.25 pg'ml sl
3? SUL Lpg/ml | SULLpg/ml | SULLpg/ml | SULLpg/ml | SULLpg/ml | SUL1pg/ml | SULL pg/ml | SULL pgiml | SULL pg/ml | 1 pg/Ml
9] Fl cOsdpgml | CO32pg/ml| CO5pg/ml| COBpg/ml | COdpg/ml | COZpg/ml | COlpg/ml | COOS pe/ml|CO 025 pg'ml sl
ﬁ SULO5pg/ml | SUL05pg/ml] SUL0,5pg/ml | SUL0,5pg/ml | SULO,5pg/ml [ UL 0,5pg/ml| SULO5pg/ml] SULDSpgéml] SULOSpg/ml] 0.5 pa/ml
5 G| CO &4 pg/ml | CO 32 pg/ml| CO 16 pg/ml| COEpg/ml | CO4pg/ml | COZpg/ml| CO lug/ml | COO5 pg/ml|CO 0.25 pg/ml  sul
% SUL0,25pg/mY5UL 0, 25ug/m|5UL 0,25pg/mySUL 0,2 5pg/miSUL 0,252 /mi SUL 0,258/ misUL 0,25 pg/mSUL 0,25pg/m|sUL 0,25pg/m 0,25 pg/ M
= H co co co co co o o o oo
128 pg/ml §dpg/ml 32 pg/ml 16 pg/ml & pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1pg/ml 0.5 pg/ml

Sekil 2: Kolistin (CO)+Sulbaktam(SUL) checkerboard diliisyon semasi
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HYAYA D-F MOASOTIA NI

CO DILUSYON 1-9 KADAR

=

1 i 3 4 5 5 7 B 9 10 1 | 12
€0 64 pgml | 00 32 pg/ml | €O 16 pg/mi| COBpg/ml | 04 pg/ml | COZpg/ml | €0 Lpg/ml | cOO5pg/ml|cO 025 pg/ml MEM  [BK  [OK
MEM 32yg/mi] MEM 32pg/mi MEM 3 2pg/mll MEM 32 pg/m{MEM 32pg/m| MEM 32pg/m | MEM 32pg/m) MEM 32pg/my MEM 32pg/ml 16 pgiml
0 64 pg/ml | €O 32 pg/ml | CO 16 pg/ml| COBpg/ml | CO4pg/ml | COZpg/ml | COlpg/ml | COO5pg/ml|CO 025 pg/ml  MEM
MEM LS jag/m 1| MEM 16 g/ MEMLEg/ml| MEM Lpug/ml| MEMLEug/ml] MEMLEpg/ml] MEMLEug/mi| MEM 16 g/ mi] MEM1E pg/ml| & pg/ml
00 64 pg/ml | CO32pg/ml | CO 16 pg/ml| COBpg/ml | CO4pg/ml | CO2pg/ml | COlpg/ml | COO5pg/m |00 025 pg/ml MEM
MEM B pg/ml| MEM B pg/mi] MEM B pg/ml| MEM 8 pg/mi| MEM B pg/ml| MEM B pg/mi] MEM & pg/ml] MEM 8 pg/mi| MEM 8 pziml] 4 pgiml
0 64 pg/ml | €O 32 pg/ml | CO 16 pg/ml| COBpg/ml | CO4pg/ml | COZpg/ml | COlpg/ml | COO5pg/ml|CO 025 pg/ml  MEM
MEM 4 pag/m | MEM 4 pig/mlf MEM 2 pg/ml| MEM 4 pug/ml| MEM 4 pg/ml] MEM 4 pg/ml] MEM 4 pg/ml| MEM 4 pg/ml] MEM 2 pgiml| 2 pg/ml
C0 64 pg/ml | CO32 pg'ml | CO 16 pg/ml| COBpg/ml | CO4pg/ml | CO2pg/ml | €O lpg/ml | COO5 pg/ml|CO 025 pg'mi  MEM
MEM 2 pg/ml| MEM 2 pg/ml| MEM 2 pg/ml| MEM 2 pg/ml| MEM 2 pg/ml| MEM 2 pg/ml] MEM 2 pg/mi] MEM 2 pg/mi] MEM 2 pgiml] 1 pg/ml
0 64 pg/ml | €O 32 pgfml | CO 16 pg/ml| COBpg/ml | CO4pg/ml | COZpg/ml | COlpg/ml | COO5pg/ml|CO 025 pg/ml  MEM
MEM 1 pg/ml| MEM 1 pg/ml] MEM 1 pg/mlf MEM 1 pg/mi| MEM 1 pg/mif MEM 1 pg/mi] MEM 1 pg/ml] MEM 1 pg/ml| MEM 1 pgiml] 0.5 pg/ml
0 64 pg/ml | €O 32 pg/ml | CO 16 pg/ml| COBpg/ml | CO4pg/ml | COZpg/ml | COlpg/ml | COO5pg/ml|CO 025 pg/ml  MEM
MEM 0,5ug/m|MEM 0,5ug/m|MEM 0,5ug/m|MEM 0.5pg/m|MEM 0.5pg/m|MEM 0,5 pg/m|MEM 0.5pg/m|MEM 0, 5ug/m{MEM 0,5pg/m|0.25 pg/m
H o co o co o co o co o
128 pg/ml 64 pg/ml 32 pg/ml 16 pg/ml B pgiml 4 pg/ml 2 pg/ml 1 pg/ml 0,5 pg/ml

-

=]

=

Sekil 3: Kolistin(CO)+Meropenem(MEM) checkerboard diliisyon semasi

3.3.3.

—
1

Zamana Bagh Kinetik Oldiirme- Yontemi (Time Kill)

Standart 6ldiirme-kinetik deneyleri, bir adet 4. baumanii ATCC 19606 susu
ve bir adet PDR, bir adet MDR ve bir adet duyarli 4. baumannii susu
kullanilarak yapildu.

Antibiyotikler bakteri MIK degerlerine gére 2 MiK, MIK, 2X MIK, 4XMIK
konsantrasyon tiiplerine 5 ml MH siv1 besiyeri 15 ml lik cam tiiplerde
hazirlandi. 4XMIK tiip 10 ml konsantrasyonda hazirlanarak seri diliisyon
yapildi. (Sekil 4)

Bir adet kontrol tiipii kullanild1 (besiyeri+bakteri).

Her sus icin yaklastk 6x10° cfu/ml bakteri inokulumu olacak sekilde
hesaplanarak diliisyon tiiplerine eklendi. Sifirinct dakika ekimleri yapild.
Kiiltiirler 37 °C'de etiivde inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 2, 4, 6 ve 24. saat araliklarinda, 6rnekler Mueller- Hinton
agar tizerine ekildi.

Bakteri kolonilerini sayabilmek i¢in yedi tiipe 0.9 ml %NaCl ve iizerine 0.1
ml hazirladigimiz MiK konsantrasyon tiipiinden koyarak seri diliisyon yapip

her diliisyon tiiptinden 0.1 ml MH agar besiyerine ektik. (sekil 5)
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8- Ekilen plaklarm 37 °C'de bir giin inkiibasyonu sonunda olusmus bakteri
kolonileri sayildi, cfu/ml olarak kaydedildi. Sayilar 10 logaritmik degerlere
cevrildi.

9- Bakterisidal etki zaman ve konsantrasyon bagimli olarak time kill testi ile
gosterildi. Bakteri sayisinda 3-log;o azalma varsa bakterisidal etki olarak

degerlendirildi (125).

Aupale AxMix axMiK AxmiK Axhlg
10ml €O 1nmi SUL 10ml MEM 10m| COSLIL 10 el COHMEM
& mi 5ml
smi sml Frut Sml m
my
IE
MK Mk yzmik i MK UMK oyl mik UMK poaik mik LMK ol mik UMK
5 ml digan Sml digan 5mﬁd:;-a'n 5m|di§i.l:l imldlprl

Sekil 4: Time-Kkill testi icin antibiyotik konsantrasyonu diliisyonu
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DO

4x MiK
0,1ml

MH MH
MH

ar

> @

0,9 0,5
50,9 50,9
. ) ) ] MaCl MaC|
2 X MIK 0,Aml 0,aml 0,1ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml
0,1ml
MH MH MH MH MH MH
MH Agar Agar Agar Agar Agar Agar
Agar

D

MIK 0,1ml 0,1ml 0,1ml 0,1ml
0,1ml
MH MH MH MH MH MH
MH Agar Agar Agar Agar Agar Agar
Agar

0 : %0,9 560,39

0,1ml 0,1ml 0,1ml 0,1 ml 0,1ml
MH MH MH MH MH
Agar Agar Agar Agar Agar

O

1/2 MiK o, ml
0,1ml

MH

ar

ml 0,1
MH
Agar

e(_

Sekil 5: Time-kill testi icin bakteri koloni sayim icin seyreltme ve ekim
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3.4. in Vivo Testler

Biitiin deneylerde Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda bes haftada yetistirilen agirlik olarak 200 ile 250 mg agirhigindaki

son evre Galleria mellonella larvalari rastgele secilerek kullanildi.
3.4.1. Asilama Testi

Birer adet duyarli, MDR, PDR ve ATCC19606 susu secilerek Luria Bertani
(LB) (Lab M-Birlesik Krallik) sivi besiyerinde 37 °C'de 24 saat inkiibasyon

kosullarinda tretildi.

1- Bakteriler 0.5 McFarland siispansiyonunda (10® cfu/ml) hazirlanir ve seri
olarak 103, 104, 10° ve 10° , 107 cfu/ml konsantrasyonlar1 olacak sekilde
seyreltildi.

2- Her diliisyon icin onar adet G. mellonella larvasi rastgele secildi. Larvalarin
sol arka ayaklarindan 10 pl bakteri siispansiyonu enjekte edildi. Enjeksiyon
sonrast her diliisyon grubu ayr1 petri kutularma alndi ve 28 °C'de
inkiibasyona birakildi.

3- 0, 24, 48, 72 ve 96 saatlik hayatta kalma durumlar1 (canli/6lii) kaydedildi
(138).

3.4.2. G. mellonella in vivo toksisite testi

Kolistin, sulbaktam ve meropenem konsantrasyonlar1 sirasiyla 10, 20, 40, 60,
80, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 mg/kg olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan her
bir konsantrasyondaki antibiyotik soliisyonundan, on adet G. mellonella son evre
larvasinin sol arka bacagma 10 pl kadar enjekte edildi. Kontrol grubu olarak da 10
adet larvaya 10 pl PBS enjekte edildi. Larvalar 37°C' de 96 saat etiivde birakildi. Her

24 saatte bir gozlem yapilarak 6liim zamanlar1 kaydedildi.
3.4.3. Tedavi Testleri

Birer adet duyarli, MDR, PDR ve ATCC19606 susu secilerek LB sivi
besiyerinde 37 °C'de 24 saat inkiibasyon kosullarinda iiretildi ve 10°cfu/ml olacak
sekilde konsantrasyonlar saglandi. Toplam 50 larva duyarli bakteri soliisyonu ile, 50
larva MDR ile, 50 larva PDR ile, ve 50 larva standart sus ile sol arka ayagma 10 pl
enjekte edilerek enfekte edildi. Iki saat sonra, her bir larvaya ikinci bir enjeksiyon ile
kolistin (2.5 mg/kg), meropenem (60 mg/kg), sulbaktam (60mg/kg), kolistin/sulbaktam
veya kolistin/meropenem kombinasyonundan 10 ul verildi(138-140). Kontrol grubu
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olarak belirlenen 10 larvaya sadece 10 ul PBS ayni1 yontemle uygulandi. Tiim larvalar
ayn1 kosullarda petri kaplarina alinarak 37 °C'de inkiibe edildi. Swrasiyla 0, 24, 48, 72
ve 96. saatlerdeki hayatta kalma durumlar1 (canly/61ii) kaydedildi (141).

1.Bakteri enjeksiyonu ATCC -19606 PDR VDR DUYARLL

 ———— n=50 larva n=50larva n=50 larva n=30 larva

2.Antibiyotik enjeksiyonu

ME ME
n:10 n:10

Sekil 6: Galleria mellonella tedavi testi sematigi
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4. BULGULAR

Hastanemizden izole edilen 6rneklerden 3 PDR, 3 MDR, 1 ATCC 19606 ve 4
duyarli A. baunmannii susu secildi. Segilen 11 adet A. baumannii susunda kolistin-

meropenem, kolistin-sulbaktam kombinasyonlarinin etkinligi arastirilda.
4.1. Invitro Bulgular
4.1.1. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun Saptanmasina Ait Bulgular

Toplam 3 PDR, 3 MDR, 1 ATCC 19606 ve 4 duyarli A. baunmannii susunun,
Kolistin, Sulbaktam ve Meropenem i¢in belirlenen MIK degerleri asagida Tablo 5’de

verilmistir.

Tablo 5: Kolistin, Sulbaktam, Meropenem MiK degerleri

Kolistin Sulbaktam Meropenem

ATCC 19606 2 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml
PDR 1 2 ug/ml >16 pg/ml 32pg/ml
PDR 2 2 pg/ml >16 pg/ml >32 pg/ml
PDR 3 2 pg/ml >16 pg/ml 32 pg/ml
MDR 1 > 64 png/ml >16 pg/ml >32pg/ml
MDR 2 > 64 png/ml >16 pg/ml 16 pg/ml
MDR 3 > 64 pg/ml >16 pg/ml >32 ng/ml
Duyarh 1 1 pg/ml 1 pg/ml 0.5pg/ml
Duyarh 2 2 pg/ml 1 pg/ml 32 pg/ml
Duyarh 3 1 pg/ml 1 pg/ml 1 ng/ml
Duyarh 4 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
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4.1.2. Checkerboard Sonuclan

Tablo 6: Antibiyotik kombinasyon sinerji test sonucu

= Q Q
S = g =
2 d = d
o= = =
e 2 2 e .
% S 2 % 2 =
Gl T = T =
2 ¥ =2 & S = £ &
ATCC 19606 Kolistint+sulbaktam 1.5 Indiferan Kolistin+meropenem 2 Indiferan
PDR isolate 1 Kolistin+sulbaktam 1.51  Additifetki Kolistin+meropenem 0.62 Additif
etki
PDR isolate 2 Kolistin+sulbaktam  0.75  Additifetki Kolistin+meropenem 0.75 Additif
etki
PDR isolate 3 Kolistint+sulbaktam 0.56  Additifetki Kolistin+tmeropenem 0.53 Additif
etki
MDR isolate 1 Kolistin+sulbaktam 0.51  Additifetki Kolistin+meropenem 0.53 Additif
etki
MDR isolate 2 Kolistin+sulbaktam  0.53  Additifetki Kolistin+meropenem 0.15 Sinerji
MDR isolate 3 Kolistin+sulbaktam  0.25  Sinerji Kolistin+meropenem 0.04 Sinerji
Sensitive isolate 1 ~ Kolistin+sulbaktam 1 Indiferan Kolistin+meropenem 1 Indiferan
Sensitive isolate 2 Kolistin+sulbaktam 1 Indiferan Kolistin+meropenem 1.5 Indiferan
Sensitive isolate 3  Kolistintsulbaktam 1.5 Indiferan Kolistin+meropenem 1.5 Indiferan

Antibiyotik kombinasyonlarinin hig¢birinde antagonist etki goriilmemistir.

Kolistin+sulbaktam kombinasyonu 11 bakterinin 6’sinda (%54.5) additif, birinde

(%9.1) sinerjik etki gostermistir. Kolistintmeropenem kombinasyonu ise 11

bakterinin 4’iinde (%36.4) additif, 2’sinde (%]18.1 ) sinerjik etki gostermistir.

Antibiyotik kombinasyonlarinin ¢alisilan toplam bakteriler lizerinde etkinlik oranlar

Tablo 7’°de verilmistir.
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Tablo 7: Antibiyotik kombinasyonlarimin c¢ahsilan toplam 11 bakteri susu
iizerinde etkinlik oranlar.

Ila¢c Kombinasyonu Sinerji Additif Indiferan Antagonist
n (%) n (%) n (%) n (%)

Kolistin+sulbaktam 1 (%9.1) 6 (%54.5) 4 (%36.4) 0

Kolistin+meropenem 2 (%18.1) 4 (%36.4) 5 (%45.5) 0

4.1.3. Zamam bagh Kkinetik 6ldiirme bulgularn

Cogu antibiyotige duyarli ATCC 19606 susu tipi i¢in, CST/Sulbaktam,
CST/Meropenem ve monoterapiyle 2x MIK ve 4x MIK konsantrasyonlarinda

bakterisit aktivite gostermistir.

Tablo 8: Time-kill sinerji tablosu

Izolat Kolistin + Sulbaktam Kolistin+ Meropenem

12MIK  1XMIK 2XMIK 4XMIK 12MIK 1XMIK 2XMIK 4XMIK

ATCC NS NS S S NS S S S
SDR NS NS S S NS NS S S
MDR S S S S S S S S
PDR S S S S NS S S S

S:Sinerjik ,NS:Non sinerjik etki (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 )
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9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

O saat

e CO|iSTIN
e SU|baktam

e |\leropenem

Co +sul

Co+ mem

e kontrol

Duyarli izolat

2saat 4saat 6saat 24saat

e COiStin e COiStiN Colistin
e SU|Daktam e Sylbaktam e Sulbaktam

e \leropenem e \leropenem == \leropenem

Co +sul Co +sul Co +sul

Co+mem  emm=(CO+ mem e Co+mem

Sekil 7: Time-kill duyarh izolat grafigi

9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

O saat

e CO|iSTIN
e SU|baktam

e |\leropenem

Co +sul

Co+ mem

e kontrol

ATCC19606

2saat 4saat 6saat 24saat

e COlistin e CO|iSTiN Colistin
e S baktam e Sylbaktam e Sulbaktam

e \leropenen e \eropenem e \leropenem

Co +sul Co +sul Co +sul

Co+ mem  emmm=(Co+mem  e=COo+ mem

Sekil 8: Time-kill standart sus grafigi
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PDR

9.00
8.00
7.00
6.00

5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

0.00

Osaat 2saat 4saat

e Colistin e COlistin e CO|iSTiN

e Sl baktam e Sylbaktam e Sulbaktam

e \leropenem = |\leropenem Co +sul

Co +sul Co+ mem Co+ mem

e kontrol

6saat 24saat

Colistin e Sulbaktam
e |\leropenem === |\eropenem

Co +sul

Co +sul

e CO + MEM e CO + mem

Sekil 9: Time-kill PDR izolat grafigi

MDR

9.00
8.00
7.00
6.00

5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

0.00
4saat

2saat

O saat

e Colistin e CO|iStin e CO|iSTiN

e S| [Daktam e Sulbaktam

e Su|baktam

e \leropenem == \leropenem Co +sul
Co +sul Co + mem Co + mem
e kontrol

6saat 24saat

Colistin e Sulbaktam
e |\leropenem === |\eropenem

Co +sul

Co +sul

e CO + MEM e CO + mem

Sekil 10: Time-kill MDR izolat grafigi
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4.2. In Vivo Bulgular
4.2.1. Asillama Bulgulan

Bakteriler 0,5 McFarland siispansiyonunda (10° cfu/ml) hazirlandi ve seri
olarak 10°, 10%, 10° ve 10° cfu/ml seyredildi, 28°C de etiive birakildi.120 saat
boyunca gozlendiginde canly/dlii olarak kaydedildi. Sonrasmda 107-10° cfu/ml
28°Cde birakildi ve 120 saat boyunca gozlendi tekrar larvalar 6lmedi. Larvalar 10®

cfu/ml ile enfekte edilip bu sefer 37°Cde birakild1.

Tablo 9: Galleria mellonella larvalarinin bakteri enfekte sonrasi yiizdeleri

24 saat 48 saat 96 saat 120 saat

Canli  Olii Canli Olii Canli Ol Canli Olii
ATCC 90% 10% 60% 40% 40% 60% 30% 70%
19606
SDR 90%  10% 70% 30% 70% 30% 70% 30%
MDR 60%  40% 50% 50% 40% 60% 20% 80%
PDR 30%  70% 20% 80% 20% 80% 10% 90%

4.2.2. Toksitite bulgulan

Kolistin, sulbaktam ve meropenem antibiyotik konsantrasyonlar1 sirasiyla 10,
20, 40, 60, 80, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 mg/kg olacak sekilde G. mellonella son
evre larvalarimin sol arka bacagna sirasiyla enjekte edildi. 28°C de 96 saat

sonrasinda toksititeye rastlanmadi.
4.2.3. Tedavi bulgulan
96. saat sonunda;

Sulbaktam ile yapilan tedavi sonrasinda ATCC19606 susu ile enfekte edilen
larvalarin hepsinin 61diigii, PDR suslar1 ile enfekte edilen larvalarin hepsinin 61diigii,
MDR ile enfekte edilen larvalarin hepsinin 61diigii ve SD ile enfekte edilen larvalarin

ise %84’1linilin 6ldigl gorilmiistiir.
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Kolistin ile yapilan tedavi sonrasinda ATCC19606 susu ile enfekte edilen
larvalarm %90’mimn o6ldigli, PDR suslar1 ile enfekte edilen larvalarin hepsinin
oldiigii, MDR ile enfekte edilen larvalarin %70’inin 6ldiigii ve SD ile enfekte edilen

larvalarin ise %80’ inin 61diigl goriilmiistiir.

Meropenem ile yapilan tedavi sonrasinda ATCC19606 susu ile enfekte edilen
larvalarin %90’min 6ldigi, PDR suslar1 ile enfekte edilen larvalarin hepsinin
o6ldiigii, MDR ile enfekte edilen larvalarin %90’ min 6ldiigi ve SD ile enfekte edilen

larvalarin ise %70’inin 61digl goriilmiistiir.

Kolistin+sulbaktam 1ile yapilan tedavi sonrasinda ATCC19606 susu ile
enfekte edilen larvalarin %10 ‘unun 61diigii, PDR suslari ile enfekte edilen larvalarin
%80’min 6ldigli, MDR ile enfekte edilen larvalarin %80’inin 6ldiigii ve SD ile

enfekte edilen larvalarin ise %86’ min 6ldiigi goriilmiistiir.

Kolistintmeropenem ile yapilan tedavi sonrasinda ATCC19606 susu ile
enfekte edilen larvalarm %10 ‘unun 6ldiigii, PDR suslari ile enfekte edilen hepsinin
oldiigii, MDR ileenfekte edilen larvalarin %30’unun 61diigii ve SD ile enfekte edilen

larvalarin ise %40’ min 6ldigi gorilmiistiir.

ATCC Kolistin Kalistin sD
%10 %20
%14 .
%90 %90 %60
Sulbaktam Meropenem Sulbaktam Meropenem
%0 %10 %16 %30
Kolistin el
%0 PDR
MDR %30
%20 %70 %20 %0
Sulbaktam Meropenem Stlbaktam Meropenem
%0 %10 %0 %0

Sekil 11: Tedavi sonrasi sagkalim oranlar
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5. TARTISMA

Glinlimiizde Acinetobacter tiirlerinin etken oldugu enfeksiyonlar yiiksek
morbidite, mortalite oranlar1 ve ek tedavi maliyeti nedeni ile 6zellikle yogun bakim

iinitelerinde en 6nemli saglik sorunlar1 arasinda yer almaktadir.

Acinetobacter tiirleri solunum sistemi, liriner sistem ve yara yeri
enfeksiyonlar1 basta olmak {izere firsatgi ve direngli enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Bu enfeksiyonlarin tedavisinde karbapenemler, ampisilin sulbaktam,
sefaperazon sulbaktam gibi sulbaktamla kombine ajanlar ve sefepim gibi genis

spektrumlu sefalosporinler kullanilmaktadir (142).

Coklu direngli kokenlerin sayisinda artma ve bunun sonucunda tedavide
kullanilacak antibiyotik seceneklerinde azalma en 6nemli tehdit olarak goriilmektedir
(143). Bunun yaninda kullanimda olan tiim antibiyotiklere karsi diren¢li olan suslar
da bildirilmeye baslanmistir (144). Bu enfeksiyonlarin tedavisinde ¢cogunlukla son
care olarak; eskiden kullanimda olan fakat 6nemli néro ve nefrotoksisite sorunu ile
iligkilendirildiginden terk edilmis bir antibiyotik olan kolistin tedavi segenegi olarak
yeniden ortaya ¢ikmistir. Hem parenteral hem de aerosol uygulama olanagi ile
gilinlimiizde direngli tlirlerin neden oldugu enfeksiyonlarda tercih edilen tedavi haline

gelmistir (145,146).

Direngli enfeksiyonlarda klinisyenler ayrica kolistin kombinasyon tedavilerini
de denemekte ve kapsamli klinik veriler eksik olmasma ragmen, kullanimi giderek
yayginlagsmaktadir (142). Ancak yeniden ve yaygin olarak kullanima girmesi
sonucunda, son zamanlarda, kolistine karsi direngli enfeksiyonlarda da artis

kaydedilmistir (147).

Ulusal saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlar siirveyans agi 2017 6zet raporu
antimikrobiyal direng¢ verilerine bakildiginda 4.baumannii enfeksiyonlarinda Tiirkiye
genelinde karbapenemlere direng orant %70.46, kolistine direng orani ise %4.79

olarak saptanmistir (148).

Antibiyotiklerin bulunusundan kisa bir siire sonra direng sorunu ortaya ¢ikmis
ve ¢Oziim arayislar1 giindeme gelmistir. Daha antibiyotik caginin basinda, tek

antibiyotik kullanimmin basarisiz oldugu durumlarda ampirik olarak antibiyotik
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kombinasyonlar1 denenmis ve basarili sonuclar elde edilmistir. Giinlimiizde ise
tedavi giicliikleri ile bas edebilmek icin, bir yandan yeni antibakteriyel arayisi
sirerken bir yandan da mevcut antibiyotiklerin daha etkili kullanilmast ve

antibiyotikler aras1 etkilesimlerin degerlendirilmesi giindeme gelmistir (66, 149).

Kombinasyon seklinde kullanilmasi diisiiniilen iki antibiyotigin in vivo
kullanimindan 6nce in vitro olarak sinerjik etkinin varlig1 ve antagonist etkinin olup
olmadig: arastirilmalidir (150). Sinerji ya da en azindan additif etkinin gdsterilmesi
klinik kullanim acisindan anlamlidir. In vitro etkinligi belirlemek icin bizim de
calismamizda kullanmis oldugumuz kalitatif sonu¢ veren “checkerboard’

mikrodiliisyon ve kantitatif sonu¢ veren “time kill” yontemleri gelistirilmistir.

Antimikrobiyallerin kombinasyon seklinde kullanilmasinin ¢esitli avantajlari
bulunmaktadir. Iki ilacin birlikte kullanimi ile daha genislemis olan etki spektrumu
ve cogul etki mekanizmasi ile ila¢ direncinin ortaya c¢ikmasini Onleyebilir.
Kombinasyon tedavilerinin en Onemli avantaji bu sekilde mikroorganizmalarin
direngli alt populasyonlarinin ortaya c¢ikismni onlemesi ya da geciktirmesidir. Bu
konudaki en giizel 6rnek tiiberkiiloz ilaglarinin kombinasyon seklinde kullanilmasi
ve bu sekilde diren¢ oranmin diisiik tutulmasi olabilir (66). Acinetobacter tiirleri
s0zkonusu oldugunda ise bu konu O6zellikle kolistin i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu

nedenle ¢alismamizda kolistin kombinasyonlar1 denenerek arastirilmistir (151).

Kombinasyon tedavilerinin ikinci 6nemli avantaj ise doza bagli toksisiteyi
azaltma potansiyelidir. Bazi antimikrobiyaller terapétik dozlarda konakta toksik
etkilere yol acarlar. Bu durumda doz diisiiriilerek diger bir ilag ile kombine edilebilir
ve toksik yan etkiler azaltilmis olur. Yine ¢alismamizda etkinligi arastirilan kolistin
kombinasyon tedavileri kullanilarak noro ve nefrotoksisite riski diisiiriilme sansi
olabilir. Kombinasyon tedavilerinde dikkat edilmesi gereken en 6nemli konu ise iki
ilag arasinda antagonizmanin olmamasidir. Calismamizdaki seceneklerde boyle bir

antagonizma etki gézlenmemistir (152) .

Yeni tedavi segenekleri konusunda yol gosterici olmasi acisindan
calismamizda, hastanemizde ciddi salginlara yola agmis ve daha 6nceki ¢caligmalarla

iyl tanimlanmis MDR ve PDR klinik 4. baumannii izolatlar1 se¢ilmis ve bunlara
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karst kolistin, meropenem ve sulbaktamm hem tek basima ve hem de kombine

etkinlikleri arastirilmistir.

Bununla birlikte literatiirde diger c¢esitli antimikrobiyal kombinasyonlarla
ilgili yaynlar bulunmaktadir. Bunlarm bir kismi klinik izlem ¢aligmasi olup ayrica in
vitro ve/veya in vivo ila¢ etkinlik arastirmalari da yapilmistir. Calismamizda denemis
oldugumuz kombinasyonlara yonelik olarak daha dnce in vitro ve in vivo birlikte

yapilmis caligsma bulunmamaktadir.

Kolistine kars1 direngli suslar hizli bir sekilde ortaya ¢iktik¢a, kombinasyon
tedavilerinin direncin engellenmesi tizerine etkisinin degerlendirilmesi de 6n plana
cikmaktadir. Duyarli patojenlerin ¢ogunun iiremesini engelleyen terapdtik
konsantrasyonlar ayni zamanda popiilasyonun direngli mutant bakterilerini secici
olarak zenginlestiren konsantrasyonlardir. Bu nedenle tekli kullanimda direng
problemi hizla yaygmlasmaktadir (142). Antimikrobiyallerin kombine halde

kullanilmasi ile direngli suslarin pozitif se¢ilimi minimalize edilebilir.

Yaptigimiz 6n c¢alismalarda coklu ilag direnci gosteren A. baumannii
suslarinda kolistinin tek basina etkili oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle yaptigimiz iki
kombinasyonda da kolistin kullanilmistir. Tek basina kolistinin etkinligi
degerlendirildiginde; MDR izolatlarin direngli, diger tiim izolatlarin duyarh oldugu
gozlenmistir. Bu durum kullanilan bakterilerin ayni hastanede gelisen salginlardan
izole edilen suslardan secilmesine bagli olarak genotipik yakin iligkili olma
ihtimaline dayandirilabilir. Diger olast mekanizma, biyolojik uyum bedeli
“(biological fitness cost)” olarak diisiiniilebilir. Antibiyotiklere kars1 direng gelisimi
farkli mekanizmalar yolu ile olmakta ve bunun sonucunda, fenotipik, genotipik veya
fizyolojik degisiklikler meydana gelebilmektedir. PDR mikroorganizmalarin yeni
antibiyotiklere diren¢ gelistirirken diger viriilans Ozelliklerinde de azalma oldugu
bildirilmektedir (152). Buna bagli olarak kolistine karst duyarli hale gectigi
diistiniilebilir. Bu muhtemel mekanizmanin ileri ¢aligmalarla desteklenmesi uygun

goriilmiistiir.

Daha 6nceki yaymlarda sulbaktamin Acinetobacter tiirlerine kars1 tek basina

intrensek aktivitesinin oldugu belirtilmis (153); olmasma ragmen ¢alismamizda
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sadece standart sus ve genel duyarl izolatlara kars1 etkinlik saptanmig, MDR ve PDR

izolatlara karsi ise etkinlik gézlenmemistir.

Kolistin-sulbaktam kombinasyonu uygulandiginda tiim izolatlarin yarisinda
aditif etki gozlenirken, PDR izolatlarinin tiimiinde aditif ve MDR izolatlarinda aditif
veya sinerjik etki seklinde yliksek etkilesim bulunmasi 6zellikle dikkat cekicidir.
Kolistin-sulbaktam kombinasyonunda PDR ve MDR izolatlarinda aditif etki, duyarl

ve standart izolatta indiferan etki goriilmiistiir.

Ampisillin/sulbaktam/karbapenem kombinasyon tedavisinin etkinligi MDR
A. baumannii bakteremilerinde, karbapenem direngli deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda gosterilmistir (154). Lee ve ark (155) bakteriyemi ve menenjit
etkeni olan ¢oklu ilag direncli 4. baumannii suslarinda bu kombinasyonun sinerjik
etkinligini  arastrmis ve sulbaktam direngli suslarda sulbaktam-kolistin
kombinasyonunun sinerjik etkinlik gdsterdigini ve iyi bir tedavi secenegi olacagini

bildirmistir.

Bir bagka B laktamaz inhibitorii tazobaktamin, bir A. baumannii enfeksiyon
modelinde, kolistin ve daptomisin gibi peptit antibiyotiklerin aktivitesini arttirdigi
tespit edilmistir. B-laktamaz inhibitorleri ve peptit antibiyotikler arasindaki yapisal
benzerlikler nedeniyle, B-laktamaz inhibitorlerinin peptit antibiyotiklerin etkisini
potansiyelize edebilecegi One siiriilmiistiir (156). Bu nedenle calismamizda da

sulbaktam kolistin kombinasyonun etkinligi arastirilmistir.

Acinetobacter tiirleri ile enfeksiyonlarda kolistin, meropenem, sulbaktam ile
cesitli diger ilaglarin kombinasyonu ile tedavi opsiyonlarini arastiran literatiirdeki
baz1 ¢alismalar Tablo 2’de 6zetlenmistir. Bunlarin ¢ok azinda hem in vitro hem de in
vivo yontemler kullanilmistir. Kolistin sulbaktam kombinasyonu i¢in sadece iki adet
retrospektif izlem calismasi bulunmaktadir. Ikisi de 2014 yilinda yapilan bu
calismalardan ilkinde A4. baumannii kan dolasimi enfeksiyonlarinda kolistin
kombinasyonunun kolistin monoterapisine gore daha yliksek sagkalim oranlari,
yiiksek mikrobiyolojik eradikasyon oranlari, yiiksek tedavi oran1 gostererek daha iyi
sonuglar alindig belirtilmistir (73). Diger calismada ise VAP tedavisinde; kolistin-

sulbaktam kombinasyonunun timit vaadedici oldugu gosterilmistir (157).
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Meropenem uygun giivenlik profili nedeniyle tercih edilen bir karbapenemdir.
Uygun doz ayarlamasi yapilarak kombinasyonlarda yer vermek aktivitesini arttirmak

icin pratik bir ¢6ziim olabilir (158).

Kolistin meropenem kombinasyonu kullanilan iki klinik olgu ve basaril
tedavi sonucu bildirilmistir (158-160). Bunun yaninda ¢esitli in vitro g¢alismalar
yapilmis ve bunlarda sinerjik etkinlik gosterilmistir (155, 161, 162). Bir in vivo fare
calismasinda kolistin meropenem kombine tedavisinin kolistin MIK <32pg/L’ nin
altinda olmasi durumunda bile etkili oldugu gosterilmistir (163). Son olarak in
vivo/in vitro birlikte bir ¢alismada karbapenem direngli suslarda bile meropenem
MIK inden bagimsiz olarak kolistin ile sinerjik etki rapor edilmistir (164). Benzer
olarak bir sistemik derleme ve meta analiz ¢alisma sonucuna gore; karbapeneme
direncli A. baumannii kars1 bu kombinasyon tedavisi ile %80’e yaklasan sinerji

ortaya konulmustur (165).

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada kan dolasimi enfeksiyonu etkeni MDR
A.baumannii izolatlarinda gradient testle sinerji arastirilmis ve kolistin/imipenem
kombinasyonunda %13  sinerjik, %83.3 aditif etki; kolistin/sulbaktam
kombinasyonunda %13 sinerjik ve %85.2 aditif etki bulundugu bildirilmistir (166).
Bizim sonuclarimiza gore kolistin-meropenem kombinasyonunda PDR izolatlarinin
tiimiinde aditif MDR izolatlarinda ise aditif veya sinerjik etki gézlenmistir. Standart
sus ve duyarli izolatlarda ise bu kombinasyona ait sinerji goriilmemistir. Bu veriler
literatiirle de uyumlu olarak meropenem dozunun optimize edildigi bir meropenem
ve kolistin kombinasyonunun direngli A. baumannii enfeksiyonlarinda kullanimini

desteklemektedir.

Buna ragmen Rodriguez ve ark, karbapeneme direncli bazi1 A. baumannii
suslarinda antimikrobiyal ajanlarin kolistin ile kombine edilmesinin aktivitede
azalmaya ve antibiyotik direncine neden oldugunu goéstermistir (167). Bu konunun

daha genis kapsamli ¢aligmalarla arastirilarak aydinlatilmasi uygun goriilmektedir.

Glinlimiizde eslik eden etik ve lojistik kisitlamalar memeli modellerinin
kullanimin1 sinirlandirmaktadir. Mikroorganizmalarin patogenezini aydinlatmak i¢in
G. mellonella larvalarinin deneysel bir model olarak kullanimi pek ¢ok caligmada

bildirilmistir (168).
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Bu mini modelin kullanimi memeli modellerinin ¢ogunu karsilamaktadir.
Bunun yaninda zaman, maliyet ve is gilicii agisindan Ustiinliik gostermektedir ve
uygulamalar icin sertifika zorunlulugu bulunmamasi en Onemli avantajlarindan
biridir (169). Bu nedenle laboratuvarimizda tliretimine gecilen G. mellonella larvalari

in vivo ilag etkilesimleri i¢cin deneysel bir model olarak sec¢ilmistir.

Kolistin/meropenem ve kolistin/sulbaktam kombinasyonlarmin tedavideki
potansiyeli hakkinda in vitro elde ettigimiz veriler G. mellonella larvalari

kullanilarak in vivo olarak da desteklenmeye caligilmistir.

Deneylerimiz sirasinda, enfekte edilmemis larvalara, kolistin, meropenem
veya sulbaktam ilaglar1 verildikten dordiincii giiniin sonunda tiimiiniin canli oldugu
tespit edildi. Buna bagli olarak ilgili ilaglarm G. mellonella larvalar1 iizerine
dogrudan toksik etkisinin olmadigindan emin olundu. Bununla birlikte kolistinin
meropenem ve sulbaktam ile kombinasyonlarinin, enfekte edilmis larvalari duyarls,
MDR ve PDR A. baumannii enfeksiyonlar1 tedavisinde sonuclar1 arasinda
uyumsuzluklar gézlendi. Kolistin/sulbaktam ile yapilan tedavi sonucunda PDR ile
enfekte larvalarin %20 oraninda fayda gordiigi, duyarli ve MDR ile enfekte
edilenlerde ise sonucunun anlamli degismedigi goézlendi. Buna karsin
kolistin/meropenem ile yapilan tedavi PDR enfeksiyonlar1 lizerine etkisiz, MDR ve
duyarl izolatlar {izerine ise yliksek oranda etkili olmustur. Standart bir mikrobiyoloji
laboratuvarinda sinerji testlerinin uygulanmasi ilgili zorluklar vardir, 6zellikle sinerji
testi i¢in kabul edilmis standartlar bulunmamaktadir. Test siirecleri zahmetli, zaman
alicidir ve belirli prosediirlerde uzmanlik gerektirmektedir. Bunun yaninda in vitro
kombinasyon testlerinin klinik sinerjiyi dngoérme giicii bilinmemektedir. Sinerjik
verilerin uygunlugu farmakokinetik calismalar ve ¢ok merkezli randomize klinik

calismalar ile degerlendirilebilir.

Kombine tedavide kolistin ve ikinci antibiyotiklerin sinerjik etkisinin kesin
mekanizmas1 biiyiikk 06l¢lide bilinmemektedir, ancak kombinasyonun immiin
modiilator aktivitelerinden kaynaklanabilecegi one siiriilmiistiir (167). Bu fenomenin

tiire 6zgli olup olmadig1 bilinmemektedir ve daha fazla arastirma gerektirmektedir.

Ozetle, MDR ve PDR A. baumannii izolatlarina karsi kolistin/meropenem ve

kolistin/sulbaktam kombinasyonlarinin in vitro ve kismen de in vivo olarak sinerjik
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etkisi gdozlenmistir. Ancak, sonu¢larimiz dikkatle degerlendirilmelidir. Bu ¢alismanin
kisithliklart; smirh sayida klinik izolatin kullanilmasi ve hayvan deneylerinin ¢ok
sayida ve ayni gelisim evresinde larva gereksinimi nedeniyle tekrar edilememis
olmasidir. Elde ettigimiz giiclii in vitro sonuglar in vivo sonuglarla bire bir uyum
gostermemistir. Ozellikle enfekte larvalarm ilgili kombinasyonlarla tedavi sonuglar
arasinda tespit edilen uyumsuzluklarin in vivo ¢aligmalar ayni yontemlerle tekrar
edilerek kontrol edilmesi gerekmektedir. Ayrica, in vitro ve zaman bagh testlerle
etkinligini  gostermis oldugumuz kolistin/meropenem ve kolistin/sulbaktam
kombinasyon tedavilerinin giivenli bir sekilde kullanilmasi i¢in, bu kombinasyonun
farmakokinetik parametreleri iizerinde in vivo olarak daha fazla ve kapsamh
calismaya gereksinim goriilmektedir. Son olarak, bu kombinasyon rejimlerinin hasta
tedavisinde kullanilmak iizere kabul edilmesinden 6nce prospektif klinik ¢caligmalarla

bu sonuglarin dogrulanarak desteklenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, verilerimiz direngli A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi
icin kolistin/sulbaktam ve kolistin/meropenem kombinasyonlarinin iimit verici bir

tedavi secenegi olabilecegi desteklemektedir.
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6. SONUC

Yapilan checkerboard ¢alismasi sonucunda antibiyotik kombinasyonlarinda
antagonist etki goriilmemistir. Kolistin/sulbaktam kombinasyonun %54.5 additif,
%9.1 sinerjik etki gostermistir. Diger kombinasyonumuz kolistin/meropenem de

%36.4 additif, %18.1 sinerjik etki gostermistir

Zamana bagl kinetik 6ldiirme sonuglar1 ise ATCC 19606 standart susu ve
duyarl susta iki kombinasyonda da iki kat1 MIK konsantrasyonlarinda sinerjik etki,
Kolistin/sulbaktam MDR ve PDR susunda 1/2 MiK konsantrasyonunda sinerjik
,Kolistin/meropenem kombinasyonlarinda PDR de MIK konsantrasyonunda MDR de

ise 1/2 MIK konsantrasyonunda sinerjik etki bulunmustur.

Deneyimizde ki in vivo modelin zahmetli olmasmma ayni anda ayni
biiytikliikte yeterli larva saglanamadigindan es zamanli olarak bakterilere enfekte ve
tedavi yapilamadigindan etkili sonug¢lar alinamadi bu nedenle daha kontrollii

yapilmas1 6ngoriildi.

Sonuglarimiz kolistinin hem sulbaktam hem de meropenem ile kombinasyon
halinde artmis aktiviteye sahip oldugunu ve hayati tehdit eden MDR ve PDR
Acinetobacter enfeksiyonlar1 i¢in umut vaat edebilecegini gostermektedir. Bu
calisma ayn1 zamanda klinik izolatlarda kolistin kombinasyonlarinin etkinligini hem
in vitro hem de in vivo yontemlerle degerlendiren ilk c¢aligma olarak dikkat

¢cekmektedir.
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