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OZET

Acinetobacter Baumannii'de Kolistine Diren¢ Gelisiminin Antibiyotik Duyarhlik

Profili Uzerine Etkisi
Mehmet Ramazan Ayas, Zeynep Arzu ilki, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Amag: Coklu ilag direngli Acinetobacter baumanni kokenlerinde, kolistin direnci
gelisimi ile diger antibiyotiklere karsi sergilenen direng profilindeki degisimlerin
belirlenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Yogun bakim iinitesinde yatan hastalardan izole edilen ve ayni
hastaya ait ardisik Acinetobacter baumanni kokenleri taranarak kolistine duyarli ve
direngli saptananlar segildi. Sivi mikrodiliisyon yontemi ile kolistin minimum
inhibitér konsantrasyonlar1 (MIK) saptandi. Kokenlere Rep-PCR yapilarak aymi
klona ait olan kokenler belirlendi. Klonal iliskili saptanan kokenlerde, sivi
mikrodiliisyon yontemi ile imipenem, meropenem, seftazidim, sefepim, piperasilin,
piperasilin-tazobaktam, seftriakson, sefotaksim, ampisilin-sulbaktam, siprofloksasin,
levofloksasin, gentamisin, amikasin, tobramisin, trimetoprim-siilfometaksazol MIK
degerleri saptandi. Daha sonra kolistin direnci varligi ile diger antibiyotiklere ait
MIK degerleri arasindaki iliski yorumlandi.

Bulgular: Toplam 57 A.baumannii kokeninin %67'si (n:38) kolistine direngli, %33'i
(n:19) kolistine duyarli bulundu. Kolistine kars1 degisen direng fenotipi gdsteren
(6nce kolistine duyarli sonra direngli olarak saptanan, veya tersi) on hastaya ait
toplam 37 koken klonal iliski a¢isindan incelendi. Sekiz hastada ayni genotipe sahip
olan duyarli ve direncli kokenler saptandi. Bu kokenlerde yapilan s1vi mikrodiliisyon
testlerinde elde edilen MIK degisimlerinde; kolistine diren¢ kazanan kokenlerde,
caligilan 15 antibiyotigin 13'iine ait MIK diizeylerinin azaldig1, kolistin direncini
kaybeden kokenlerde ise calisilan 15 antibiyotigin 11'ine ait MIK diizeylerinin
yiikseldigi gozlendi.

Sonu¢: Bu veriler 1s1ginda, A.baumannii kokenlerinde kolistin  direncindeki
degisimin diger antibiyotiklere karsi duyarliligi da etkiledigi belirlenmistir. Bu tiir
kokenlerde son secenek ilag kabul edilen kolistine kars1 direng gelisimi durumunda;
diger antibiyotiklerin kullanim agisindan tekrar degerlendirilmesini gerektirmektedir.
Calismamizin, benzer kokenlerde yapilacak daha genis ¢apli calismalar icin bir ilk
basamak olusturacagina inantyoruz.

Anahtar Sézciikler: Acinetobacter baumannii, antibiyotik, kolistin, direng.



SUMMARY

The Effect of Development of Colistin Resistance in Acinetobacter baumannii
on Antibiotic Susceptibility Profile

Aim: Determination of the change in antibiotic resistance profiles related with
coligtin resistance development in multidrug resistant Acinetobacter baumannii
isolatesis aimed.

Material and Methods. Consecutive isolates belonging to the same patient from
intensive care unit are scanned and their colistin susceptible/resistant ones are
chosen. Colistin minimum inhibitor concentrations (MIC) are detected using broth
microdilution method. Rep-PCR is used to determinate the clonal relationship. MIC
values of antibiotics; including imipenem, meropenem, ceftazidime, cefepime,
piperacillin, piperacillin-tazobactam, ceftriaxone, cefotaxime, ampicillin/sulbactam,
ciprofloxacin, levofloxacin, gentamicin, amikacin, tobramycin,
trimethoprim/sulfamethoxazol e are detected. The linkage between colistin resistance
and other antibiotic MIC values are interpreted.

Results: Among 57 A.baumannii isolates, 67 % (n: 38) of the strains are found to be
resistant to colistin while 33 % (n: 19) are susceptible. Thirty seven isolates from 10
patients with changing colistin resistance profiles (from susceptible to resistant and
vice versa) are investigated for clonal relationship and isolates from 8 patients were
found to be clonally related. Broth microdilution showed that the isolates which
became resistant to colistin had lower MICs for 13 of 15 antibiotics; while the
isolates which became susceptible to colistin had higher MICs for 11 of 15
antibiotics.

Conclusion: Our data indicates that the change in colistin MIC values affects
susceptibility to other antibiotics in Abaumannii isolates. The resistance
development for colistin which is the last choice of treatment necessitates the re-
evauation of antibiotic usage. We think that our study will set a pattern to further
studies which will have expanded collection of similar isolates.

Key words: Acinetobacter baumannii, antibiotic, colitsin, resistance.



1.GIRIS

Acinetobacter baumannii 6zellikle yogun bakim altindaki hastalarda gelisen
enfeksiyonlarda on sirada yer alan patojen bir bakteridir. Bunun en 6énemli nedeni
bakterinin degisen yasam kosullarina hizla uyum saglayabilme yetenegidir. Bu
yetenekleri sayesinde kendilerine karsi gelistirilen her yeni antibiyotige karsi bir
¢ikis yolu bulmaktadirlar(107).

Acinetobacter  baumannii  hastanede = ve  Ozellikle yogun  bakim
tinitelerinde(YBU) ventilatorle iligkili pnomoni, iiriner enfeksiyon, kateter iliskili
enfeksiyonlar, kan dolasimi enfeksiyonlar1 ve menenjitlere yol agabilir (107).

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi, bu mikroorganizmanin
bircok antibiyotige direngli olmasindan dolay1 olduk¢a sorunludur. Tedavide
kullanilabilecek antibiyotik siniflarindan en az 3’iinde yer alan bir veya birden fazla
antibiyotige karsi direnc gdsteren kokenler, ¢oklu ilag direngli (CID) olarak kabul
edilmektedir (64). Son yirmi yildir, ¢oklu ilag direngli Acinetobacter baumannii
klinik izolatlar1 kiiresel 6lgekte giderek artan oranlarda bildirilmektedir; bu durumun
baslica nedeni genis spektrumlu antibiyotiklerin yogun kullanilmasidir. Bu kdkenler
acisindan en etkili antibiyotikler, basta karbapenemler olmak iizere sulbaktam,
tigesiklin ve kolistin olarak belirtilmektedir (107).

19901 yillardan itibaren, karbapenem direngli A.baumannii izolatlari
bildirilmeye baglamistir ve gilinlimiizde bu sorun, diinyay: ilgilendiren bir tehdit
haline gelmistir. Avrupa'da gecen on yil igerisinde, Fransa, Ingiltere, Ispanya,
Portekiz, Hollanda, Cek Cumbhuriyeti, Polonya, Bulgaristan, Yunanistan ve Italya'da
karbapenem direngli Acinetobacter baumannii'ye bagli hastane salgmlari rapor
bildirilmistir (51).

2011 yilinda yayimlanan bir ¢alismada, 14' Avrupa'dan olmak iizere 16 iilkeden
toplanan 274 A.baumannii izolatinda imipenem diren¢ orami %48.9 olarak
belirtilmistir. En yiiksek direng oranlarinin goriildiigii iilkeler Tiirkiye, Yunanistan ve
Italya'dir (79).

Polimiksin grubunda yer alan kolistin, diren¢li mikroorganizmalarin neden

oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan eski, ancak onemi her gegen giin



giderek artan spesifik ajanlardan biridir. Kolistin ¢oklu antibiyotik direnci gelistiren
Albaumannii  ve karbapenemaz ireten enterik bakteriler gibi sorunlu
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilen
antibiyotiklerden birisidir (81).

Cesitli Avrupa tllkelerinde yapilan silirveyans c¢alismalarinda, karbapenemlere
karsi artan direngle beraber yaklasik %3 oraninda kolistin direnci de
bildirilmistir(81).

2011 yilinda Ispanya'dan , yapilan bir olgu sunumunda, Y.B.U de yatan ve
kolistin duyarli A. baumannii tiremesi olan bir hastada, kolistin tedavisi basladiktan
sonra, kolistin direngli izolatin rapor edildigi bildirilmistir. Baska bir deyisle,
hastanin Y.B.U'de kaldig1 siire iginde bakterinin antibiyotik direng profili
degismistir. Kolistine kars1 diren¢ gelisimi ile beraber, bu izolatin diger bazi
antibiyotikler agisindan duyarliliginin ters yonde (direngliden duyarliya) degisiklik
gosterdigi gozlenmistir (90).

Arastirmamizda, Y.B.U'de yatan hastalardan ardisik olarak izole edilen klonal
olarak iliskili olup kolistine direng profili degisiklik gosteren (duyarlidan direncliye
donen veya tersi) A. baumannii kokenlerinde kolistin duyarliligindaki degisim ile
diger antibiyotiklere kars1 sergilenen duyarlilik profillerinin arasindaki iliski
incelenmistir.

Bu amagla, ayn1 klona ait oldugu saptanan duyarli ve direngli kokenlerde
imipenem, meropenem, seftazidim, sefepim, piperasilin, piperasilin-tazobaktam,
seftriakson,  sefotaksim, ampisilin-sulbaktam, siprofloksasin, levofloksasin,
gentamisin, amikasin, tobramisin, trimetoprim-siilfometaksazol i¢in antibiyotik
duyarhilik profilleri saptanmustir.

Boylece A. baumannii'de kolistin direncine neden olan mekanizmanin gelisimine
paralel olarak, diger antibiyotiklere karsi duyarlilik durumundaki degisimin

saptanmas1 hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Acinetobacter Genusu

Acinetobacter tiirleri; toprak, su, atik sularda ve siklikla hastane ortami
florasinda bulunurlar. Insanda ise derinin bakteriyel florasinda, &zellikle nemli
bolgelerde bulunmakla beraber oral kavite ve solunum yolundan da izole edilebilirler
(70).

Acinetobacter cinsi Moraxellaceae ailesi i¢inde siniflandirilmistir. Acinetobacter
cinsine ait taksonomik siralama;

Bakteri
Proteobakteriler
Gamma proteobakteriler
Pseudomonadales
Moraxellaceae
Acinetobacter
seklindedir (11).

Acinetobacter cinsinde yer aan bakteriler; gram negatif, aerobik, non-
fermentatif, hareketsiz, katalaz pozitif, oksidaz negatif, kokobasil seklinde
organizmalardir. Morfolojik karakterleri biiylime fazina bagh olarak, Gram boyali
preparatlarda degisiklik gosterir (87).

Acinetobacter tiirleri arasinda en sik ve en 6nemli klinik tablolara yol agan etken

Acinetobacter baumannii’dir (102).

2.1.1. Acinetobacter Genusunun Tiirleri ve Tarihcesi

Acinetobacter tiirleri ilk olarak mikrobiyolog Beijerinck tarafindan 1911 yilinda,
kalsiyum asetatli bir besiyerinde, topraktan izole edilmis ve bilim adami bu
mikroorganizmalar1 Micrococcus calcoaceticus olarak adlandirmistir (87). Sonraki
yillarda benzer mikroorganizmalar farkli arastiricilar tarafindan 15°ten fazla farkl

cins ve tiir diizeyinde isimlendirilmistir (18, 87).



Acinetobacter kelimesi; Yunanca ‘akinetos’ kelimesinden koken alir ve
hareketsiz anlamima gelmektedir. 1954 yilinda Brisou ve Prevot, Achromobacter
cinsindeki hareketsiz mikroorganizmalari, hareketli mikroorganizmalardan ayirmak
icin Acinetobacter ismini cins ismi olarak Onermis, ancak bu oneri 1968 yilinda
Baumann ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadan sonra kabul gormiistiir (87).

1968 yilinda Baumann ve ark., daha 6nce tanimlanmis farkli tiirlerin tek bir
cinse ait oldugunu ve daha detayli bir simiflandirmanin fenotipik 6zelliklerine gore
olamayacagi vurgulamistirlar (10).

1974 yilinda yaymlanan, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de
Acinetobacter cinsi igerisinde Acinetobacter calcoaceticus tek tiir olarak yer
bulmustur (87).

1986 yilinda Bouvet ve Grimont, DNA hibridizasyon yontemi ile Acinetobacter
cinsini 12 gruba (genospecies) ayirmustir. Elde ettikleri 12 DNA grubundan 6’sini
fenotipik Ozelliklere gore de gruplandirmislardir (17). Fenotipik testler ve DNA
hibridizasyonu sonucunda ortaya ¢ikan Acinetobacter tiirleri:

e Acinetobacter calcoaceticus (Acinetobacter gen. sp. 1),

e Acinetobacter baumannii (Acinetobacter gen. sp. 2),

e Acinetobacter haemolyticus (Acinetobacter gen. sp. 4),

e Acinetobacter junii (Acinetobacter gen. sp. 5),

e Acinetobacter johnsonii (Acinetobacter gen. sp. 7),

e Acinetobacter lwoffii (Acinetobacter gen. sp. 8).

Acinetobacter gen. sp. 8 ile Acinetobacter gen. sp. 9’un fenotipik testler ile
ayrimi yapilamamuistir.

1989°da Bouvet ve Jeanjean; proteolitik Acinetobacter genomik tiirlerinden
olusan ve 13—17 arasinda numaralandirilan 5 DNA grubu (Acinetobacter gen. sp.)
daha tanimlamiglardir (16).

Bunun ardindan Tjernberg ve Ursing; 13-15 (Acinetobacter gen. sp.) olarak
numaralandirilan 3 DNA grubu tanimlamiglar ve 12 numarali DNA grubunun

Acinetobacter radioresistensile ayni oldugunu gostermislerdir (106).



Ancak, daha sonra yapilan ¢aligmalarda, Tjernberg ve Ursing'in tanimladigi DNA
grubu 14 (Acinetobacter gen. sp. 14TU) ile Bouvet ve Jeanjean’in tanimladigi DNA
grubu 13'iin (Acinetobacter gen. sp. 13BJ) ayni oldugu gésterilmistir (37).

Acinetobacter tiirlerinden A. calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter gen. sp.
3 ve Acinetobacter gen. sp. 13TU’nun birbirlerine genetik benzerlikleri ve fenotipik
testlerle tiir diizeyinde ayrimin zor oldugu icin bu tiirler A. calcoaceticus-A.
baumannii kompleks olarak isimlendirilmistir (37).

2001 ve 2003 yillarinda Nemec ve ark., klinik 6rneklerden izole edilen
orneklerden 3 yeni Acinetobacter tiirii (Acinetobacter ursingii, Acinetobacter
schindleri ve Acinetobacter parvus) tanimlamislardir. Ayni zamanda atik su aritma
tesislerinden izole edilen sulu ¢amur Orneklerinden de 7 yeni Acinetobacter tiirii
(Acinetobacter  baylyi, Acinetobacter  bouvetii, Acinetobacter  grimontii,
Acinetobacter tjernbergiae, Acinetobacter towneri, Acinetobacter tandoii ve
Acinetobacter gerneri)tanimlandigi bildirilmistir (75, 76).

Yapilan molekiiler ¢alismalarla Acinetobacter grimontii ile Acinetobacter junii
susunun ayni oldugu tespit edilmis ve sinonim olarak siniflandirilmistir (111).

2008 yilinda orman topragindan izole edilen (Acinetobacter soli) bir tiir ve 2009
yilinda ise insan ve hayvan 6rneklerinden izole edilen 2 yeni tiir (A. beijerinckii ve A.
gyllenbergii) daha bildirilmistir (50, 78).

DNA hibridizasyonu ile numaralandirilan kokenler fenotipik olarak diger
Acinetobacter tiirlerinden ayrilarak isimlendirilmistir (77);

e Acinetobacter gen. sp. 10— Acinetobacter berezinae,
e Acinetobacter gen. sp. 11—Acinetobacter guillouiae,
e Acinetobacter gen. sp 3—Acinetobacter pittii

e Acinetobacter gen. sp 13TU—Acinetobacter nosocomialis



2.1.2. Acinetobacter Genusunun Mikrobiyolojik Ozellikleri ve L abor atuvar
Tanis1

Acinetobacter cins bakteri hiicreleri tipik olarak 1-2.5 pum o&lgiimlerinde,
genellikle ciftler halinde yerlesim gosterirler. Acinetobacterler logaritmik tireme
fazinda basil seklinde goriiliirken, sabit fazda kokobasil ya da kok seklinde de
gorinebilirler (87).

Acinetobacter sp. koyun kanli agar, nutrient agar ve triptik soy agar gibi genel
besiyerlerinde 35-37°C’de kolayca iireyebilir (70). Acinetobacter kolonileri opak ve
Enterobacteriaceae ailesi iiyelerine gore daha kiiciik, diizgiin, S tipi kolonilerdir.
MacConkey agarda renksiz veya hafif pembe renkte, Eosin Methylene Blue (EMB)
agarda mor renkte koloniler olusturur. Baz1 Acinetobacter suslari kanli agarda ortasi
delik goriinimde, beyaz koloniler meydana getirirler (87).

Acinetobacter’leri diger gram negatif nonfermentatif bakterilerden ayiran kesin
bir metabolik test yoktur (87).

Bunun disinda klinik orneklerden dogrudan Acinetobacter izolasyonunu
saglayan sec¢ici besiyerleri mevcuttur. Acinetobacter’lerin klinik ve ¢evresel
orneklerden izolasyonunda kolaylik saglayan segici ve ayirt edici besiyerlerinin
baslicalar1 ‘Leeds Acinetobacter Medium’ve ‘Herellea Medium’dur (47).

Acinetobacter sayisinin  az olabilecegi Orneklerde veya g¢evre tarama
orneklerinde sivi besiyerinde zenginlestirme yapilarak kiiltiir yapilmasi onerilir.
Ornekler, tek karbon kaynagi, enerji kaynagi ve nitrat tuzu igceren mineralli sivi
besiyerlerinde 35-37°C'de 24 ile 48 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda kati
besiyerlerine pasajlanarak tireyen kolonilerden tiir identifikasyonu yapilir (70).

Acinetobacter tiirlerinden A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks koyun kanli
agarda hemoliz olusturmazken, A. haemolyticus ve Acinetobacter gen. sp. 6, 13BJ,
14BJ, 15BJ, 16 ve 17 koyun kanli agarda hemoliz olusturlar (87).

A. calcoaceticus-A. baumannii kompleks olarak adlandirilan dort Acinetobacter
tirtiniin (A. calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter genomic species 3 ve
Acinetobacter genomic species 13TU) fenotipik olarak benzer ozelliklere sahip
olmasindan dolayr morfolojik ve biyokimyasal testlerle ayirt edilmes zordur (87).
Bu kompleks igerisinde yer alan tiirlerden A.baumannii, Acinetobacter gen. sp. 3 ve

Acinetobacter gen. sp. 13TU, klinik 6rneklerden izole edildiklerinde nozokomiyal



enfeksiyon etkeni olabilecegi diisiinilmektedir. Kompleks icerisinde yer alan
A.calcoaceticus ise ¢evre kaynaklidir (87).

Acinetobacter’lerin tiir diizeyinde simiflandirilmasinda referans yontem DNA-
DNA hibridizasyon yontemidir. Ancak, hem DNA-DNA hibridizasyon yontemi hem
de fenotipik yontemler zahmetli yontemlerdir ve rutin laboratuvar uygulamalar igin
elverisli degildir (87).

Acinetobacter’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasini saglayacak ¢ok sayida
molekiiler yontem gelistirilmistir.

e Genom parmak izi analizi: Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

e Genom DNA-DNA hibridizasyonu

e Restriksiyon enzim analizi: Amplified ribosomal DNA (16S rDNA)

restriction analysis (ARDRA)

e Restriksiyon enzim anadlizi: 16S-23SrRNA intergenic spacer sequences

e Ribotiplendirme

e Sekansanalizi:16S-23S rRNA Gene Spacer Region

e Sekansanalizi: RNA polimeraz B alt unitesi geni (rpoB) ve flanking spacers

e Bazi gen kompozisyonlarinin amplikon analizi: Multilocus PCR, electrospray

ionization mass spectrometry (PCR/ESI-MYS)

Bu yontemler arasinda ARDRA ve AFLP analizi Acinetobacter tiirlerinin
identifikasyonunda yaygin olarak kullanilan yontemlerdir.

Gelistirilen molekiiler yontemler Acinetobacter tiirlerinin epidemiyolojisinin ve
klinik 6neminin daha iyi anlasilmasina katki saglamistir. Ancak, bu yontemlerin
tanisal mikrobiyolojide giinliik uygulamasi ¢ok zahmetlidir ve bu nedenle
yontemlerin kullanimi sadece arastirma ve referans laboratuvarlariyla sinirlidir (87).

Tiir identifikasyonu igin kullanilan API 20 NE (Biomerieux, Fransa), Vitek 2
(Biomerieux, Fransa), Phoenix (BD Biosciences, Amerika) ve MicroScan
WakAway(Simens, Almanya) gibi ticari identifikasyon sistemlerinin halen
eksiklikleri vardir. Ticari sSistemler ozellikle klinik olarak onemli olan ve A.
calcoaceticus-A.  baumannii  kompleks igerisinde yer alan A. baumannii,
Acinetobacter gen. sp. 3 ve Acinetobacter gen. sp. 13TU yu tanimlamada zorluk
cekmektedir (87).



2.1.3. Acinetobacter Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojis

Acinetobacter tiirleri hayvanlarda ve cansiz varliklarda yasamlarini siirdiirebilen,
siklikla topraktan izole edilen, toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarda ender
rastlanilan ancak nozokomiyal enfeksiyonlardan siklikla izole edilen, bazilar
antibiyotiklere direngli bakterilerdir (11). Saglikli insanlarda normal deri florasinda
genelde diisiik yogunlukta, kisa siireli olarak bulunabildikleri ¢alismalar ile
gosterilmistir (11).

Hastanede yatan hastalarda A. baumannii ile deri kolonizasyonunun %40’
tizerinde oldugu diinyanin pek ¢ok iilkesinden bildirilmistir. Hastane personelinin,
deri kolonizasyonu olan hastalarla temas1 mikroorganizmanin yayiliminda énemli rol
oynamaktadir (65).

1997'de Seifert ve ark., deri ve mukozal membranlarda Acinetobacter spp.
tagtyrciliginin  hastalarda (%75) ve kontrol grubunda (%42,5) yiiksek oranlarda
oldugunu bildirmistir (11). Calismada 6rnekleme, viicudun dokuz farkli bolgesinden
yapilmis, ellerde %26, kasikta %25, ayak parmak arasinda %24, alinda %23 ve
kulakta %21 oraninda Acinetobacter spp. izole edilmistir. Calismada izole edilen
tirler ise %47 Acinetobacter Iwoffii, %21 A. johnsonii, %12 A. radioresistens ve
%11 Acinetobacter gen. sp. 3 olarakbulunmustur. Ancak, klinik olarak 6nemli olan
tirler, A. baumannii %0,5 ve A. nosocomialis’in (DNA grup 13TU) %] oranlariyla
nadiren kolonizasyon yaptiklari bildirilmistir (11).

1999'da Berlau ve ark., saglikli goniilliilerde Acinetobacter spp. tastyiciligini
%44 olarak belirlemistir. Calismada, bakterilerin en sik izole edildigi viicut bolgeleri
olarak on kol %51, alin %47 ve ayak parmak arasi %34 saptanmis, izole edilen
tirleri ise A. lwoffii %61, Acinetobacter Gen. sp. 15BJ %12,5 ve A. radioresistens
%8 seklinde bildirilmistir. A. baumannii-A. calcoaceticus kompleks ise sadece bir
saglikli goniilliiden izole edilmistir (12).

1999'da Hong Kong’tan Chu ve ark., deri ve mukozal membran tastyiciliginin
Avrupa’dan farkl olarak A. pittii %32, A. nosocomialis %14 ve A. baumannii %4 ile
gelistigini bildirmistir. Ayrica, Acinetobacter spp. tasiyiciliginin mevsimlere gore
degistigini ve yaz mevsiminde tasiyiciligin anlamli bir sekilde arttigini belirtmistir

(21).
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2005'de Dijkshoorn ve ark., saglikli bireylerde digkida Acinetobacter spp
bulunma oranin1 Hollanda’da %24,6, Ingiltere’de ise %3 oraninda bildirmistir.
Hollanda’dan izole edilen tiirler sirasiyla; %17,5 A. johnsonii, %4 A. guillouiae,
%1,6 A. junii, %1,6 A. ursingii, %0,8 A. baumannii, %0,8 A. Iwoffii, %0,8 A.
berezinae ve %0,8 A. pittii olarak bildirilmistir. A. johnsonii insan sindirim
sisteminde baskin tiir olarak goriiliirken, klinik olarak 6nemli olan A. baumannii
onemli bir yer teskil etmemis, toplumsal bir kaynak olusturmamistir (29).

1996 yilinda Ispanya’dan Corbella ve ark., yogun bakim iinitesinde goklu ilag
direnci olan A. baumannii fekal-intestinal kolonizasyonunu %41 olarak
bildirmislerdir. Coklu ilag direncine sahip A. baumannii ile fekal-intestina
kolonizasyonu olan hastalarda, kolonizasyon olmayanlara gore enfeksiyon sikliginin
daha yiiksek oldugunu goéstermislerdir. Arastiricilar yogun bakim tinitelerinde yatan
hastalarda, sindirim sisteminin direngli A. baumannii i¢in epidemiyolojik rezervuar
gorevi olusturabilecegini vurgulamiglardir (23).

2006 yilinda Thom ve ark., bir ¢alismada, imipenem direngli A. baumannii
bakteriyemisi olan 7 hastanin 6'sindan elde edilen perirektal kolonizasyon
izolatlarinin, kan Kkiltiir izolatlar1 ile genetik olarak benzer oldugunu tespit
etilmislerdir (105).

1999 yilinda Berlau ve ark., Acinetobacter tiirlerinin sebzelerdeki dagilimini
arastirmiglar ve 177 O6rnekten 30’unda (%17) pozitif sonug¢ elde etmislerdir. Elde
ettikleri verilerle, A. baumannii ve A. guillouiae'nin baskin tiirler oldugunu, A.
calcoaceticus-A. baumannii kompleks igerisinde bulunan A. calcoaceticus, A.
baumannii, A. pittii ve A. nosocomialis’in izole edilen diger tlirlere gore
siprofloksasin ve gentamisine daha direngli oldugunu ayrica, sebzelerin  A.
baumannii i¢in rezervuar oldugu gosterilmistir (13).

2008 yilinda Hong Kong’dan Houang ve ark., 41 sebze 6rneginin 21’inde (%51)
pozitif sonug¢ elde etmisler ve en sik A.pittii (15 izolat) izole edildigini ve A.
baumannii’nin sadece bir ornekte goriildiigiinii bildirmislerdir. Balik ve etlerden
yapilan kiiltiirlerde (53/74) %74 oraninda pozitiflik saptanmis; bu Srneklerden de
sadece birinde A. baumannii izole edilmistir (43).

Acinetobacter tiirleri dogada genis bir yayilim alanina sahiptir (87).
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A. calcoaceticus. Su, toprak ve sebzeler
A. pittii: Su, toprak, sebzeler veinsan cildi

A. johnsonii: Su, toprak, insan cildi ve diski
A. Iwoffii: Insan cildi

A. radioresistens: Insan cildi

A. guillouiae: S, toprak, sebzeler ve insan sindirim sistemi

A. nosocomialis: Insan cildi

A. baumannii: Toplumda tastyicilik orani azdir. Topraktan ve sebzelerden

izole edilmis olmasina ragmen tipik bir ¢evresel organizma degildir.

2.1.4. Acinetobacter Enfeksiyonlarinn Patogenezi

Acinetobacter cinsi bakteriler genel olarak viriilansi diisiik patojenlerdir. Konak
savunma mekanizmalart normal olan bireylerde enfeksiyon olusturmalari zordur.
Genellikle hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (71). Asidik pH ve
diisiik 1s1da iireyebilme 6zellikleri yaninda bilinen sitotoksin liretimleri yoktur. Hiicre
duvarinda bulunan lipopolisakkarit molekiiliiniin insan i¢in endotoksijenik
potansiyeli ¢ok fazla bilinmemektedir (70). Enfeksiyon gelisimi i¢in baslica risk
faktorleri; uzun siire yogun bakim iinitesinde kalma, uzun siireli antibiyotik
kullanimi, agir cerrahi girisimler, uzun siire mekanik ventilatére bagh kalma, damar
ici kateterizasyon, enteral beslenme, idrar sondasi ve trakeostomi varligidir (71).

Son 30 yildir hastane ortaminda yeni, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin
ve uygunsuz kullanimi, hem Acinetobacter tiirleri ile gelisen hastane enfeksiyonu
oranlarin1 artirmig, hem de bu bakterilerde bir¢ok antibiyotige karsi direng
gelismesine neden olmustur. Antibiyotik direnci hastaneler, sehirler ve iilkeler
arasinda farkliliklar gostermektedir (70, 71).

Acinetobacter cinsi bakterilerin genelde diisiik viriilansa sahip oldugu kabul
edilir, sinirli da olsa viriilanstan sorumlu faktorleri mevcuttur;

e Lipopolisakkarit ve lipid A: Hiicre duvarinda bulunan lipid A potansiyel

toksik etki gOstererek patojeniteyi arttirir.

e Fimbria ve/veya kapsiil polisakkariti: Insan epitel hiicrelerinde yapismayi

giiclendirir.
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e Aerobaktin ve siderofor gibi demir tutucu dis membran reseptor proteinleri

ile bakterinin tiremesi i¢in gerekli demir ihtiyaci temin edilmektedir (50).

2.2. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii firsatg1 bir patojendir ve nozokomiyal enfeksiyonlara
neden olur. A. baumannii kolonizasyon sikligi neden oldugu enfeksiyonlarla
karsilagtirildiginda daha yiiksektir ve saglikli hasta gruplarinda bakterinin
patojenitesi diisiiktiir. Ancak, enfeksiyon gelisirse genellikle ciddi seyreder (87).

2.2.1. Acinetobacter baumannii'de Patogenez ve Viriilans Faktorleri

Dezenfektanlara, kuruluga ve antibiyotiklere karst dayaniklilik bakterilerin
cevresel sartlarda hayatta kalmasini saglar. Acinetobacter baumannii olaganiistii
metabolik degiskenligi sayesinde hastalarda ve hastane ortaminda canliligini
stirdiirtir.

Acinetobacter baumannii virtilansi ile ilgili DNA dizi analizi ¢alismalarinda 16
gen adacigi tamimlanmistir. Burada yer aan genler arasinda, antibiyotik direnci,
hiicre-kapsiil  biyogenezi, pilus biyogenezi, otoindiiktor {iretimi ve lipid
metabolizmasi ile ilgili genler bulunmaktadir (28).

Dis membran proteini A (OmpA)’nin sitotoksik etkisi, demir kazanma
mekanizmas1 ve serum direnci bakterinin dolasim sisteminde hayatta kalmasim
saglayan 6zelliklerden bazilaridir (28).

Acinetobacter baumannii'nin  dis membran proteini (OMP38) OmpA'nin,
bakterinin hastalik olusturabilmesinde &nemli etkisi vardir. Insan laringeal epitel
hiicresi Hep-2 ve A. baumannii ile yapilan c¢alismada, OmpA’nin hiicre
mitokondrisini pargalayarak sitokrom C ve apoptozis indiikleyici faktoriin (AIF)
sitozole gecisine neden oldugu ve hiicre apoptozisinin indiiklendigi bildirilmistir.
OmpA, hiicre ylizeyinde en fazla bulunan proteindir ve biyofilm olusumunu ile
direngte rol alir (44).

Acinetobacter baumannii ‘'nin cam malzemeler ve yogun bakim {initesinde
kullanilan ekipmanlar gibi cansiz yiizeylerde ya da epitel hiicreleri gibi canli
yiizeylerde biyofilm olusturabildigi gosterilmistir (5). Biyofilm olusumunu kontrol

eden faktorler pili varligi, besin durumu, dis membran proteini ve makromolekiiler
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salgilardir.  Acinetobacter baumannii'nin bir yiizeye tutunmasindan sonra pili ve
biyofilm iliskili protein (BIP) biyofilm olusumunu baslatir. Cevrede bulunan metal
katyonlar da A. baumannii’nin yiizeylere tutunma yetenegini arttirarak biyofilm

stirecinde rol oynar (44).

2.2.2. Acinetobacter baumannii ve Nozokomiyal Enfeksiyonlar

Acinetobacter  baumannii, yogun bakim {nitesinde ciddi hastane
enfeksiyonlarindan sorumlu, 6nemli bir firsat¢1 patojen bakteridir. Hastane kokenli
Acinetobacter enfeksiyonlarinin en 6nde gelenleri, ventilator iligkili pndmoni, deri ve
yumusak doku enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari,
sekonder menenjit ve dolasim sistemi enfeksiyonlaridir. Her ne kadar A.pittii ve A.
nosocomialis tiirleri de bu enfeksiyonlara neden olsa da hastane enfeksiyonlar ile
iliskili 6ne ¢ikan tir A. baumannii’dir (39). Genitoiiriner sistem enfeksiyonlari
(kateter uygulamasina bagl sistit ve piyelonefrit gibi), intrakraniyel enfeksiyonlar
(cerrahi girisimlerden sonra goriilen menenjit gibi), solunum sistemi enfeksiyonlari
(entiibasyon ve trakeostomi sonrasi), yumusak doku enfeksiyonlari olusturdugu
firsatc1 enfeksiyonlardandir (60). Bu bakterilerin yatak carsafi, perdeler, hasta
dosyalari, kap1 kolu, sedye gibi ortamlarda uzun siire canli kalabilmeleri hastane
enfeksiyonlart agisindan onemli bir risk faktoridir (39). Yapilan caligmalarla
Acinetobacter tiirlerinin hastane personelinin %15 ila %33 iniin ellerinde kolonize
oldugu, bu kokenleri hastalara ve ekipmanlara aktardiklar1 gosterilmistir (104).

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarmin gelismesine ya da bakterinin
bulagsmasina neden olan risk faktorleri :

1. Hastanin durumu ile ilgili faktorler arasinda; altta yatan bir hastaligin olmast
ve immiin sistemin baskilanmasi, cerrahi operasyon gecirmis olmasi, major
travma (Ozellikle yaniklar) bulunmasi1 ve premature yenidoganlar, solunum
yetmezligi ve organ yetmezligi olanlar sayilabilir.

2. Bakteri ile karsilagma; yogun bakim iinitesinde kalmis olmak, hastanede ya
da yogun bakim {initesinde kalig siiresinin uzunlugu, enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin yetersiz olmasi, A. baumannii'nin endemik olarak hastanede
bulunmasi ve kontamine tibbi ekipmanlara maruz kalmak bakteri bulagini

arttiran risk faktorleridir.
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3. Tedavi ile ilgili faktorler; mekanik ventilasyon, intravaskiiler kateter, idrar
kateteri ve drenaj tiipleri gibi tibbi ekipman uygulamalari, invaziv
prosediirlerin sayis1 ve daha 6nce uygulanan antimikrobiyal tedavi varligi risk
faktorleri arasindadir (36, 96).

Acinetobacter baumannii nozokomiyal enfeksiyonlarinda en sik karsilasilan
klinik tablolar, dolasim yolu ve solunum yolu enfeksiyonlaridir. Her iki durum da
ciddi morbidite ve mortalite ile iliskilidir. Y.B.U’deki intravaskiiler kateter
uygulamalari, genis spektrumlu antibiyotik tedavisi, mekanik ventilasyon varligi
yanisira yaniklar ve cerrahi iglemler bu enfeksiyonlara duyarliligi arttirmaktadir.
Enfeksiyonun baglangicinda gelisen septik sok, altta yatan hastalik varligi, hastaligin
siddeti ve mekanik ventilasyon 6liim nedeni olan risk faktorlerdir (36, 96).

Acinetobacter baumannii ile iliskili yara enfeksiyonlari, ciddi yaniklar1 ya da
travmalar1 olan hastalarda ve kursun yaralanmalarinda bildirilmistir (36).

Idrar yolu enfeksiyonlari, kalic1 idrar yolu kateterleri ile iliskilidir ve klinik seyri
daha iyidir. Ayrica rehabilitasyon merkezlerinde goriilen enfeksiyon sikligi yogun
bakimlardakinden daha yiiksektir (28).

Nozokomiyal A. baumannii enfeksiyonlarmin Klinik sonuglari tartisilmaya devam
eden bir konudur. Bir¢ok ¢alismada, A. baumannii bakteriyemisi ya da pnédmonisine
bagh yiiksek mortalite oranlar1 bildirilmistir. Acinetobacter baumannii atta yatan
ciddi hastaligi olan ve kotii prognoz gosteren hastalarda 6nemli bir patojendir. Bu
yiizden A. baumannii enfeksiyonuna bagli olarak belirtilen mortalite oranlari

nozokomiyal olmaktan ¢ok altta yatan hastaliklarin sonucudur (28).
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2.3. Coklu Ilaca Direncli (CID) Acinetobacter baumannnii

2.3.1. CiD Tanim ve Epidemiyolojisi

Hastanelerde enfeksiyon kontrolii agisiyla, CID veya tiim ilaglara direngli A.
baumannii ile kolonize hastalarin tespit edilmesi ¢ok 6nemlidir(14).

Coklu ilaca direngli A. baumannii, sefalosporinler (seftazidim veya sefepim),
karbapenemler (imipenem veya meropenem), ampisilin-sulbaktam, florokinolonlar
(siprofloksasin veya levofloksasin) ve aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin veya
amikasin) arasindan en az ii¢ ilaca veya ilag grubuna direng gelistiren izolatlar ¢oklu
ilag direngli olarak tanimlanir (64).

Pandrugrezistan (pan:tiimii) A. baumannii tanimi; terapotik potansiyeli olan,
beta-laktamlar, florokinolonlar ve aminoglikozid grubu ilaglarin hepsine karsi direng

durumunda kullanilan terimdir (64).

2.3.2. Tiirkiye’de CID Acinetobacter baumannii

Giderek artan direng gelisimi ile Tirkiye’de de A. baumannii iizerine
odaklanilmis ve bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmaya baslanilmistir.

Cok merkezli bir calisma olan MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test
Information Collection) 1997-2000 verilerine gore A. baumannii‘'de, ¢ogu iilkede
meropenem direnci %10’un altinda iken, Ingiltere ve Italya’da %30 civari
bulunmustur. Tiirkiye ise %35 ile en fazla direncin goriildiigi tilkelerden birisi olarak
konumlanmustir (5).

Ayni ¢alismanin 2000-2003 arast yapilan boliimiine ait Tiirkiye verilerinde ise
meropenem direnci %42, imipenem direnci ise %48 olarak bulunmustur. Direncin
kisa siiredeki bu artisinin nedeni olarak, tilkemizde enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin
yeterince uygulanamamasi ve direngli suglarin buna bagl olarak yayilimi olabilecegi
ongoriilmektedir (26).

2010 yilinda Celebi ve ark., Acinetobacter suslarinda CID izolat oram %33,6
bildirmistir. CID Acinetobacter spp. enfeksiyonlarinda mortalite oram %50 iken,
CID olmayan izolatlarla gergeklesen enfeksiyonlara bagli mortalite oran1 %11 olarak

saptanmustir (85).
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2.3.3. Diinya'da CID Acinetobacter baumannii

Coklu ilaca direngli A. baumannii diinyanin bircok bdlgesinde biiyiik bir
sorundur. 1980’lerden beri Ingiltere, Fransa, Almanya, Italya, Ispanya ve
Hollanda’da A. baumannii’nin neden oldugu hastane salginlar1 molekiiler
yontemlerle izlenmektedir. Calismalarda tespit edilen epidemik suslarin hastaneler
arasinda kolonize hastalar araciligiyla tasinmasi s6z konusudur (84, 109).

Japonyada 2009 yilinda elde edilen A. baumannii suslarinda meropenem %18,
siprofloksasin %41, amikasin %14 direncli bulunmus ve suslarin % 4,3"ii CID olarak
tespit edilmistir (45).

Kore'de Lee ve ark., A. baumannii suslarinda 2003 yilinda imipenem igin %13
direng tespit ederken, 2009 yilinda direncin %51'e ¢iktigini bildirmislerdir. Ancak,
amikasin direncini 2003 yilinda %55, 2009 yilinda %48 olarak saptamiglardir (59).

Hindistan'da 2008-2010 yilinda izole edilen A. baumannii suslarinda %89,6
oraninda imipenem ve meropenem direnci tespit edilmistir. Ayrica, polimiksin B igin
%1,9, kolistin i¢in %1,2 ve tigesiklin i¢in %74 oraninda direng tespit edilmis ve
diger antibiyotikler i¢in de yiiksek direng oranlar1 bildirilmistir (46).

2012 yilinda bildirilen Asya-Pasifik bolgesinde 5 iilkeyi kapsayan ve
karbapenemlerin karsilastirmali aktivitesinin incelendigi ¢alismada (COMPACT), A.
baumannii suslarmin %7371 en az bir karbapeneme (doripenem, imipenem,
meropenem) direngli bulunmustur(53).

[ran'dan 2007-2009 yillarinda elde edilen A. baumannii suslarinda, amikasin
direnci %58, gentamisin direnci %68, imipenem direnci %19 olarak tespit edilmistir
(110).

Latin Amerikada 2004-2010 yillar1 arasinda 12 iilkeyi kapsayan caligmada
A.baumannii suslarinda meropenem direnci %66,1 imipenem direnci %37,5 oraninda
tespit edilmistir (33).

Israil'de 2003-2008 yillar1 arasinda A.baumannii antimikrobiyal duyarlilik
oranlar; imipenem 2003 yilinda %99 oraninda duyarli bulunurken, 2007'de %65
oraninda duyarli, 2008'de ise %42 duyarlilik ile artan bir diren¢ oran1 gostermistir.

Amikasin duyarlilig1 %90'dan %30'a, ampisilin sulbaktam duyarliligi %89'dan %40'a
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gerileyerek direng oranlart artmistir. Tobramisin duyarliligi %41'den %65'c ¢ikarak
direng oraninda azalma bildirilmistir (91).

SENTRY 2001-2004 sonucuna gére A. baumannii suslarinda imipenem %17 ve
meropenem  %]15,8  direngli  bulunmustur,  karbapenemlerin  digindaki
antibiyotiklerden amikasin %35,8 direng orani ile etkili antibiyotik olarak tespit
edilmistir.  Sonuglarin  bolgelere gore dagilimina bakildiginda; Avrupada
imipenem %73,7, meropenem %70,4 duyarli; Kuzey Amerikada imipenem %89,4,
meropenem %83,7 duyarli; Latin Amerika'da imipenem %86,4, meropenem 83,6
duyarli; Asya-Pasifik'te imipenem %73,7, meropenem %73 duyarli bulunmustur.
Karbapenemler disindaki en etkili bulunan antibiyotik Kuzey Amerikada ve Asya
Pasifikte amikasin (%83,2; %64) olmustur. SENTRY siirveyans sistemi sonucunda
polimiksin duyarliligi Asya-Pasifik'te %98,1, Avrupada %97,3, Latin Amerikada ve
Kuzey Amerikalda %98,3 olarak bulunurken; kiiresel oran %97,9 duyarlilik orani ile
etkili bulunmustur (34).

Bazen CID A. baumannii dagilimi Ingiltere, Fransa ve Portekiz’de oldugu gibi
tiim iilkeyi kapsayacak sekilde olabilmektedir. Klon I, II ve III diye isimlendirilen, ii¢
uluslar arast A. baumannii klonu Avrupa ¢apinda bir¢ok iilkeden bildirilmistir (25).

Karbapenem direnci birgok Avrupa iilkesinin giincel sorunudur. Tirkiye,
Yunanistan, Italya, Ispanya ve Ingiltere’de karbapenem direncli kdkenlerin orani
diger iilkelere gore daha yiliksek bulunmustur. Avrupada direngli kokenlerin orani
Dogu Avrupa’da en yiiksek, Iskandinavya’da en diisiik saptanmustir (85).

2002-2004 yillar1 arast yapilan, Avrupa iilkelerinin katildigt MYSTIC
caligmasina gore, izolatlarin %73,1°1 meropeneme, %69,8’1 imipeneme, %32,4’1
seftazidime, %34’1 siprofloksasine ve %47,6’s1 gentamisine duyarli bulunmustur
(94).
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2.4. Acinetobacter baumannii Salginlari ve Tiplendirme Yontemleri

Nozokomiyal A. baumannii enfeksiyonlar1 genellikle yogun bakim fiinitelerinde
yatan hastalarda goriilmektedir. Salginlarin temelini, Acinetobacter’lerin kuruluk
dahil dis ortam kosullarina dayanikliligi ve birgok antibiyotige direngli olmasi
olusturur (8).

Ventilator ekipmanlari, spirometre, resiisitasyon c¢antasi, kontamine sivilar,
nemli esyalar gibi genel kaynaklarin kontaminasyonunu Acinetobacter salginlari
takip eder. Solunum cihazina bagli hastalarda ventilatér ekipmanlarinin
kontaminasyonu, saglik personelinin elleri ile kolonize, enfekte hastalardan ya da
kontamine esyalardan tagman mikroorganizmalarla iliskili capraz enfeksiyonlar
sonucu salginlar olusur (112).

Acinetobacter cinsi bakteriler bir kez hastane ortaminda goriildiikten sonra,
genellikle ¢oklu ila¢ direnci olan suslar, seri halde birbiriyle ortiigen epidemiyolojik
paternler gosterirler. Birgok Acinetobacter susunun endemikligini takiben sonraki
doénemlerde tek bir susun baskin oldugu endemik suslar ortaya ¢ikar(8).

2007 yilinda Marchaim ve ark., hastalarda Acinetobacter tasiyiciliginin 42 aya
kadar uzayabildigi bu durumun salginlardan sonra endemik suslarin olugsmasinin
tetiklendigini gostermistir. Hastanin yataga bagli olmasi, oryantasyon bozuklugu ya
da koroner by-pass operasyonu gecirmis olmasinin tasiyicilik siiresini arttirdigi tespit
edilmistir. Acinetobacter tasiyiciligmnin tespit edilmesinde; burun, farinks, deri
(aksilla, antekubital fossa ve kasik bolges), rektum, yara ve endotrakeal aspirat gibi
farkli viicut bolgelerinden alinan ¢oklu 6rneklerin izole edilme duyarliligini arttirdig:
gosterilmistir (67).

2006 yilinda Lolans ve ark., Sikago ve Indianamin kuzey bat1 bolgesindeki 8
merkezden elde ettikleri, OXA-40 B-laktamaz aktivitesine sahip A. baumannii
izolatlarinin PFGE ile tiplendirilmesi sonucunda %97'sinin ayn1 klona ait oldugunu
(monoklonal) yani tek susun salgina neden oldugunu géstermisler ve
Acinetobacter'lerin genis cografik dagilim gosteren salginlara neden olabilecegini
vurgulamiglardir (116).

2006 yilinda Naas ve ark., Fransa’da c¢oklu ilag direncine sahip A. baumannii

izolatlarinin bildirildigi Nisan 2003 ile Haziran 2004 doneminde, 15 farkli bolgeye
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ait 53 hastaneden 290 A. baumannii izolat1 elde etmisler. izolatlarin %95'inin (275)
VEB-1 genis spektrumlu beta-laktamaz aktivitesine sahip oldugunu ve epidemik
olarak iligkili suslar oldugunu gostermislerdir. En fazla etkilenen hastalarin yogun
bakim tinitelerinde, tibbi servislerde ve saglik merkezlerinde uzun siire kalan hastalar

oldugu belirtilmistir (72).

2.4.1. Acinetobacter baumannii i¢in Kullanilan Epidemiyolojik Tiplendirme
Yontemleri

Acinetobacter baumannii suslarinin hastanelerdeki yayilimini kontrol edebilmek
icin mikroorganizmanin tasinma yollarinin ve rezervuarlarinin tanimlanmasi
gereklidir. Salgin suslarinin epidemiyolojik olarak iligkisiz olan diger Acinetobacter
suslarindan ayrilabilmesi i¢in izolatlarin alt tiir (subspecies) diizeyinde
karsilastiritlmasi gerekir, bu amagla kullanilan yontemler, epidemiyolojik tiplendirme
yontemleri olarak tanimlanir ve fenotipik ile genotipik yontemler olarak

ayrimsanabilir (87).

2.4.1.1. Fenotipik Tiplendirme Yontemleri

Fenotipik tiplendirme; antibiyotik duyarlilik paternlerine, biyokimyasal

ozelliklere, serotiplerine, fg tiplendirmesine ve protein profillerine dayanir (87).

2.4.1.2. Biyotiplendirme

En ¢ok kullanilan tekniklerden birisidir. Suslarin koloni morfolojilerine, farkli
biyokimyasal reaksiyonlarina ve ¢evre sartlarina dayanikliliklarina gore ayrimina
dayanir. Biyotiplendirme yonteminde, mikroorganizma tiirleri farkli biiyiime
ortamlarindaki bilesenleri kullanabilmesine ve baz1 kimyasal reaksiyonlar
gerceklestirebilmesine gore tanimlanir. Giliniimiizde tiir identifikasyonu i¢in
tasarlanmis otomatize Sistemler sayesinde laboratuvarlarda rutin  olarak

biyotiplendirme yapilmaktadir (97).
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2.4.1.3. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi

Mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin olarak uygulanan bir testtir. Antimikrobiyal
duyarhilik testi sivi mikrodiliisyon, agar diliisyon ya da disk diflizyon yontemleri
kullanilarak yapilir. Testlerden elde edilen MIK degerleri ya da inhibisyon zon
caplar1 epidemik kiime analizlerinde, diger epidemiyolojik testlerle uyumlu sonuglar
verir. Ancak, genetik ve epidemiyolojik olarak iligskili olmayan izolatlar da aym
duyarlilik paternini gdosterebilirler, bu yiizden epidemiyolojik ¢alismalarda

antibiyogram tiplendirmesinin degeri sinirlidir (11, 97).
2.4.1.4. Serotiplendirme

Bir seri farkli antikor kullanilarak bakterilerin ylizeyindeki antijenlerin tespit
edilmesi sonucu antijenik cesitliligin gosterilmesine ve suslar arasindaki antijenik

farklarin ortaya konulmasina dayanir (97).

2.4.1.5. Bakteriyofaj ve Bakteriyosin Tiplendirmesi

Bakteriyofg tiplendirmesi, bakterilerin belirli bir grup faja karsi gosterdigi
duyarlilik paternine gore siniflandirilmasina dayanir. Bakteriyofaj tiplendirme, yogun
emek gerektiren bir yontemdir ve tekrarlanabilirliginin  diisiik olmasi,

standardizasyonunun yetersiz olmasi nedeni ile kullanimini sinirhdir (97).

2.4.2. Genotipik Tiplendirme Yontemleri

Siklikla kullanilan genotiplendirme yaklasimlari,

e Plazmid profilleme,

¢ Ribotipleme,

e Pulsedfield jel elektroforezi (PFGE),

e Random polimorfik DNA amplifikasyon (RAPD) andlizi,

e Rep- PCR

o Amplifiye fragment uzunluk polimorfizm (AFLP) analizi,

e Multilokus sekanstiplendirmesi (MLST) ve

e PCR-Electrospray iyonizasyon/kiitle spektrometre (PCR- E SIM S)
olarak siralanabilir (57).
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Molekiiler tiplendirme yoOntemleri arasinda PFGE altin standart kabul
edilmektedir. Bu yontemde kromozomal DNA’nin nadir kesim yapan restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan farkli boyutlardaki parcaciklar, agaroz jel
elektroforezi ile analiz edilerek elde edilen paternler karsilastirilir (89).

Klasik siirekli agaroz jel elektroforezinde ancak 30-50 kb uzunlugundaki DNA
molekiillerinin ayrimi yapilabilmektedir. PFGE tekniginde elektriksel akimin yonii
ve agis1 periyodik olarak degistirilir, 1000 kb’dan daha uzun DNA pargaciklarinin
jelde ayrimi saglanir (89).

PFGE ile elde edilen DNA parcacik profilinin, salgin susu ile diger suslar
arasinda karsilagtirilmasi ile bu suslarin arasindaki benzerlik ve farkliliklar ortaya

konmaktadir (88).

2.4.2.1. Repetitive Extragenic Palindromic Elements PCR (REP-PCR)

REP-PCR, gesitli prokaryotik ve okaryotik mikroorganizmalarda, genom iginde
bir ¢cok bolgede yerlesen ve tekrarlayan bolgeleri hedefleyen primerler kullanilarak
uygulanan bir polimeraz zincir reaksiyonu teknigidir. Amplifikasyon basamaginda
farkli biyiikliikte fragmanlar olusur ve bu fragmanlarin ayrimi, agaroz jel
elektroforeziyle gerceklestirilir (48).

1991 yilinda ilk kez REP-PCR parmak izi paternleri kullanilarak bakterilerde alt
tiir siniflamasinda ve sug tanimlamasi yapilmis ve kabul gormistiir (47).

REP-PCR primerleri, genom iginde dagilmis bircok tekrarlayan dizilere baglanir
ve farkli uzunluklarda bircok fragman amplifiye ederler. Bu fragmanlar biiyiikliik ve
yiiklerine gore elektroforezde ayrilir, farkli biiyiikliik ve yogunlukta, ¢ok sayida bant
iceren bir DNA parmak izi profili olustururlar REP-PCR ile tiplendirmesi yapilan
mikroorganizmalarin, DNA parmak izi profilleri arasindaki farkliliklar ile sus

seviyesinde ayrim saglanir (15) (Sekil 1).
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Bir epidemiyolojik ara¢ olarak REP-PCR ile sus tiplendirmesi; hastane kaynakli
enfeksiyonlarda, kirli su ve gida salginlarinda ve veterinerlikte olusan salginlarda

kullanilabilir. Klinik kullaniminin yami sira arastirma ve endiistri alanlarinda da

kullanilmaktadir (15).

Rep J— . —
Primeri \y =

Bakteri
genomu

Tekrarlaya
diziler

Sekil 1.Genom icerisindeki tekrarlayan dizilere REP primerlerinin tutunmasi ve farkl uzunlukta
parcalarin ¢cogaltilmasi (http://microbeinotech.com/Default.aspx?tabid=178)

izololatlar analiz sonrasi farksiz (ayirt edilemez sekilde benzer), benzer veya

farkli olarak kategorize edilmektedir.

e Gend olarak 'farkli' kategorisi; <%95 benzerlik ve homojen organizmalar i¢in
>2 bant farklilig1 veya heterojen organizmalar i¢in >3 bant farklilig1 olarak
tanimlanir;

e 'Benzer' kategorisi; <%97 benzerlik ve homojen organizmalar i¢in 1 bant
farklilig1 veya heterojen organizmalar i¢in 2 bant faklilig1 olarak tanimlanir;

e 'Farksiz' kategorisi >%95 benzerlik ve hi¢ farkli bant olmadig1 yani bireysel
bantlarin yogunlugunda higbir varyasyon olmadigi durumlar olarak
belirlenmistir (95).

REP-PCR, genetik tiplendirmede hizla yaygin kullanim alani bulan bir teknik
haline gelmistir. Bu yontem ile Bartonella, Bacillus subtilis, Citrobacter diversus,
Enterobacter aerogenes, Rhizobiummeliloti, metisilin direngli S aureus,
Sreptococcus pneumoniae, A. baumannii, Burkholderia cepacia, Legionella
pneumophila, Helicobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae ve Neisseria meningitidis
gibi suglarin ayriminda basarili bir sekilde kullanilmistir (80).

REP-PCR c¢ok sayida farkli bakteri tiiriine uygulanabilirlige sahiptir ve diger
genomik ya da plazmid profili analizlerine gore daha iyi bir ayirim giicli gésterir

(93). Yapilan galismalarda, REP-PCR yonteminin 16S-23S spacer region ya da 16S
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rRNA restriksiyon analizine gore daha iyi ayirim sagladigi ortaya konmustur (80).
REP-PCR, multilokus enzim elektroforezi, biyokimyasal karakterizasyon ve
ribotiplendirme gibi diger tiplendirme yontemleri ile karsilastirildiginda daha iistiin
bir yontemdir (95). REP-PCR'nin altin standart kabul edilen PFGE yontemiyle ile de
uyumlu sonug verdigi gosterilmistir (97).

Bou ve ark., klinik drneklerden izole ettikleri 30 imipenem direngli A. baumannii
ile 10 imipenem duyarli A. baumannii suslarinda klonal iligskiyi arastirmak i¢in Rep-
PCR, AP-PCR ve PFGE yontemlerini kullanmiglar. REP-PCR ve AP-PCR
yontemlerini referans yontem olan PFGE ile karsilagtirmiglardir. Her {i¢ yontem ile
de direngli suslar klonal olarak iligkili bulunmustur. Caligmaya goére REP-PCR
yonteminin PFGE yo6ntemi ile uyumlu sonug verdigi belirtilmistir (35).

2.5. Acinetobacter baumannii’de Antimikrobiyal Direng

Acinetobacter baumannii suslarina bagli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklere kars1 giderek artan direng tiim diinyada oldugu gibi, iilkemizde de
onemli bir saglik sorunu haline gelmistir. A. baumannii, neredeyse mevcut tiim
antibiyotiklere karsi direngli hale gelmesi ve direngli suslarin tim cografyalarda
yayginlagsmasi ile dikkatleri iizerine ¢ekmektedir. Bu mikroorganizma genellikle
yaygin olarak kullanilan aminopenisilinlere, birinci ve ikinci kusak sefalosporinlere
ve kloramfenikole kargi dogal direng gosterir. Genis spektrumlu f-laktamlara,
aminoglikozidlere, florokinolonlara ve tetrasiklinlere kars1i diren¢ gelistirme
mekanizmalarim1 elde etmeye yonelik olaganiistii bir yetenege sahiptir. Birgcok
calismada bu antibiyotiklere direngli A. baumanii suslarmin sayisinin arttigi
gosterilmistir. Direng oranlari, iilkelere gére ya da hastaneden hastaneye, kullanilan
antibiyotik ¢esidi ve miktarina bagli olarak degisebilir (28).

Acinetobacter enfeksiyonlar1 1970'li yillarda ikinci jenerasyon sefalosporinler,
minosiklin, kolistin veya gentamisin gibi antimikrobiyallerle kolaylikla tedavi
edilebilmekteydi. 1980 ile 1990 yillar1 arasinda CID A. baumannii ve karbapenem-
direngli A. baumannii (CR-AB) insidansinin artmasi ile beraber A. baumannii
enfeksiyonlarinda tedavinin zorlastigi kabul edilmistir (20). Genis spektrumlu -
laktamlar 1985 yilinda kullanima girmis ve yillarca CID A. baumannii enfeksiyonlart

icin en 6nemli tedavi secenegi olmustur. ilk yillarda klinik A. baumannii izolatlari,
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bu ilaglara karsi degismeyen bir duyarlilik profili gdstermesine ragmen, 1990’1
yillarin basindan itibaren hastane salginlarinda karbapenem direncli suslar izole edilir
hale gelmistir. Daha sonralar1, polimiksinlere ve tigesikline kars1 da direng gelistigi
bildirilmistir (28).

Acinetobacter tiirleri birgok antibiyotige dogal olarak direnglidir. Bu cinsin en
onemli 6zelligi sulbaktam basta olmak iizere beta-laktam inhibitorlerine kars1 duyarl
enzimlere sahip olmasidir. Acinetobacter kokenlerinde bulunan genis spektrumlu bir
beta-laktamaz (GSBL) olan PER-1 enzimi ilk kez Tiirkiye'de tanimlanmustir (4).
GSBL tipi direng Acinetobacter tiirleri arasinda ¢ok az bildirilmekle beraber
tilkemizde, izolatlarin yaklasik %40’inda PER-1 enzimi (GSBL) bulunmaktadir. A.
baumannii kokenlerinin sulbaktam igeren kombinasyonlara duyarliligi da giderek
azalmaktadir (55). Acinetobacter baumannii enfeksiyonlarinin  tedavisinde
giinimiizde en etkili antibiyotikler, karbapenemler, sulbaktam ve kolistin olarak
kabul edilmektedir (4).

2.5.1. Acinetobacter baumannii’de Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

Direng gelisimi genellikle nozokomiyal A. baumannii kokenlerinde sik goriiliir.
En yaygin rastlanan direng mekanizmalari;
1. Antimikrobik ilacin hedef bolgesinde modifikasyon,
2. Porin proteinlerinin degigimi,
3. Antimikrobik ilaglarin enzimatik inaktivasyonu,
4. Tlaglarin disa atim (efluks) pompasi ile hiicre disina atilmasi ve ilaglarin

hiicreye giriginin azaltilmasi seklinde siralanir (28).

2.5.1.1. Beta-Laktam Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Mekanizmasi

Bu grup antibiyotikler, bakteri hiicre duvarinin sentezini bozarak bakterisidal bir
etki olustururlar. Baslica beta-laktam antibiyotikler: Penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler ve monobaktamlardir. Etkileri bakteri duvarinda ayr1 ayri1 duran
peptidoglikan komponentlerin birlesmesini saglayan transpeptidasyon olayinin
aktivator enzimi transpeptidazin aktivitesini bloke etmektir (82).

Beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan diren¢ dort farkli mekanizma ile

gelismektedir;
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1. Beta-laktamaz enzimleriyle antibiyotigin par¢alanmasi,

2. Beta-laktam antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi,
3. Penisilin baglayan proteinlerde (PBP) olusan degisiklikler ve
4, Efluks pompasinin aktive olmasi.

Genellikle bu mekanizmalarin bir arada islemesi sonucu direng gelisimi
gozlenmektedir.  Acinetobacter  kokenlerinde kromozomal  beta-laktamazlar
sefalosporinaz aktivitesi gosteren enzimlerdir. Yapilan galismalarda A. baumannii
izolatlariin %98'inde sefalosporinaz aktivitesi gosterilmistir (31).

Karbapenem direncinin ise en Onemli nedeni beta-laktamaz aktivitesidir. A.
baumannii suslarinda en sik bildirilen metallo-beta-laktamazlar; IMP-1, IMP-2, IMP-
4, IMP-5, IMP-9 ve oksasilinazlar; OXA-58, OXA-24 olarak belirtilmistir (9).

2.5.1.2. Kinolonlara Karsi Direng

Kinolon tiirii antibiyotikler genis spektrumlu ajanlardir. Toplum kokenli
enfeksiyonlarda ve hastane kokenli enfeksiyonlarda sik¢a kullanilmaktadirlar. Ancak
bu ajana kars1 da hizla direng gelismektedir (42). Diger birgok antibiyotik grubunun
aksine, kinolonlara kars1 plazmid yoluyla diren¢ gelisimi pek rastlanmamaktadir.
Diren¢ kromozomal mutasyonla gelisebilmektedir ve iki farkli temel mekanizma ile
ortaya ¢cikmaktadir:

1. Hedef enzimde degisiklik olugsmast
2. Ilacin hiicre icine gecisinin azaltilmasi seklindedir.

Florokinolonlarin genel olarak gram negatif bakterilerde birincil hedefi DNA
giraz, gram pozitif bakterilerde ise topoizomeraz 1V'tiir. Mekanizma tam olarak
bilinmemesine ragmen Acinetobacter'lerde  kinolonlara  kolaylikla  direng
gelismektedir (42, 14).

Kinolonlara karsi baska bir direng mekanizmasi ise, Acinetobacter hiicre
duvarlarinin antibiyotiklere karsi az gegirgen olmasidir. Ancak dis membrandaki
degisiklikler sonucu kinolonlarin iceriye girememesi diren¢ten sorumlu tutulmaktadir

(42, 14).
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2.5.1.3. Aminoglikozidlere Karsi1 Diren¢ Mekanizmalari

Aminoglikozidler, Sreptomyces ve Micromonospora cinsi mantarlardan elde
edilen dogal ya da yar1 sentetik antibiyotiklerdir. Son yillarda Acinetobacter tiirleri
arasinda aminoglikozidlere direng artmaktadir.

Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid direnci ¢ farkli mekanizma ile
acgiklanir:

1. ilacm hiicreye girisi ve birikiminde azalma ve efluks pompalar1 yolu ile
direng gelisebilir.

2. En Onemli diren¢ mekanizmast ise aminoglikozidleri degistiren
enzimlerle, bu antibiyotiklerin amino yada hidroksil gruplarinin enzimatik
olarak degistirilmesidir.

3. Ribozomlarda olusan mutasyonlar sonucu ribozomal hedeflerde degisiklik

olusabilir (11, 14, 63).
2.5.1.4. Tetrasiklinlere Karsi1 Diren¢ Mekanizmalari

Tetrasiklinler naftasenkarboksamid tiirevi yapilardir. Yapilarinda dort halka
igerdiklerinden tetrasiklin adini almislardir. Hepsinde ortak olarak karboksamid
yapist vardir.

Bakteriyostatik etkisi, bakteri hiicresindeki ribozomlarin 30S alt {linitelerine geri
doniistimlii bir sekilde baglanarak, protein sentezini inhibe eder. Bu baglanma
sonucu, tRNA-aminoasit kompleksinin, ribozom-mRNA kompleksiyle birlesmesi
engellenir. Boylece protein sentezinde peptid zincirine yeni aminoasitlerin eklenmesi
onlenmis olur (30).

A. baumannii'de yaygin olan tetrasiklin direncinde iki farkli mekanizma
bilinmektedir:

1. TetA ve TetB spesifik transpozon aracili efluks pompalari

2. Ribozomal koruyucu proteinler, ribozomlart tetrasiklinin etkisinden korur.
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2.5.1.5. Tigesiklin Direnci

Tetrasiklin grubundan bir glisilsiklin olan tigesiklin, monosiklinin sentetik bir
tiirevidir. Tigesiklin protein sentezini ribozom diizeyinde inhibe ederek etki gosterir.
Tigesiklin de tetrasiklinlerin ribozomlardaki baglanma noktasina baglanmaktadir.
Tigesiklin bu baglanma bdlgesine tetrasiklinden 5 kat daha kuvvetli baglanir. Bu
kuvvetli baglanma sayesinde tetrasiklinlere kars1 gelistirilen ribozomal korunmadan
tigesiklin etkilenmemektedir. Glisilsiklinleri, efluks pompasi ile hiicreden disari
atamadig1 i¢in tigesiklin bu diren¢ mekanizmasiin da tistesinden gelmektedir (18,
24).

2.6. Acinetobacter Enfeksiyonlarimin Tedavisi

Ciddi nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonlarinin, ozellikle yogun bakim
initesinde yatan hastalarin tedavisinde giivenilir ve etkili antibiyotik segenegi ¢ok
kisithdir. Duyarli Acinetobacter izolatlarinin tedavisinde genellikle genis spektrumlu
sefalosporinler, B-laktam- B-laktamaz inhibitor kombinasyonlari, karbapenem grubu
antibiyotikler ve kombinasyon iginde veya tek basina aminoglikozidler
kullanilmaktadir (11).

Coklu ilag direnci olan Acinetobacter izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde segilecek antibiyotikler sinirhidir; aktivitesi en iyi olan antibiyotikler
polimiksinlerdir (polimiksin B ve polimiksin E). Tigesiklin baz1 CID A. baumannii
izolatlarina karsi in vitro ve klinik olarak aktif olan yeni gelistirilmis glisilsiklin
yapili bir antibiyotiktir, fakat son zamanlarda tigesikline kars1 da direng gelistigi
bildirilmigtir (11).

2.6.1. Beta—Laktamaz Inhibitorleri ile Kombine Antibiyotikler

Acinetobacter enfeksiyonlarinda sulbaktam ve tazobaktam etkilidir (27).
Sulbaktamin, Acinetobacter tiirleri tizerine bakterisidal etkisi vardir. Beta |aktam
antibiyotiklerle kombine edilmis sulbaktam (ampisilin+sulbaktam,
sefoperazon+sulbaktam) tedavide etkili bir segenektir (113).

Acinetobacter tedavisinde ampisilin/sulbaktama duyarlilik oraninin ampisilinden

daha fazla olmasi ve bu kombinasyonun diger beta-laktam/beta-laktamaz inhibitor
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kombinasyonlarindan daha etkili olmasmin nedeni sulbaktamin in vitro olarak

kanitlanmis i¢sel antimikrobiyal etkisine baglanmaktadir (63).

2.6.2. Penisilinler

Karboksipenisilin ve iireidopenisilin yapisindaki bu antibiyotiklerin gram negatif
basiller iizerine etkinligi aminopenisilinlerden daha fazladir. Tikarsilin ile
karbenisilinin etkisi benzerdir, fakat tikarsilinin etkin dozu daha diisiiktiir. Bu
antibiyotikler bakterinin hiicre duvar sentezinin son basamagini inhibe ederek etki

gosterirler (115).

2.6.3. Sefalosporinler

Sefalosporinler gram negatiflerde penisilinlerden daha etkilidirler. Bu grupta yer
alan antibiyotikler, PBP’lere baglanarak hiicre duvar sentezini bozar ve dozdan
bagimsiz olarak bakterisidal etki gosterirler. Sefalosporinler dort kusak altinda
simiflandirilirlar.  Birinci kusaktan dordiincii kusaga uzandik¢a gram negatif
bakterilere kars1 etkinlik artmaktadir. Ozellikle {iciincii kusak sefalosporinlerden,
sefaperazon ile sulbaktam kombinasyonu, seftazidim ve dordiinci kusak

sefalosporinlerden sefepim Acinetobacter enfeksiyonlarinda ¢ok etkilidir (115).

2.6.4. Karbapenemler

Karbapenemler 6nemli ve genis spektrumlu antibiyotiklerdendir ve birkag istisna
disinda neredeyse biitiin bakteri gruplarina etkilidir. Bu grubun igerisinde imipenem,
doripenem, meropenem ve ertapenem bulunmaktadir (71). Karbapenemler CID
Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan giincel antibiyotiklerdir (73).
Bununla birlikte karbapenem direnci giderek artan oranlarda bildirilmekte ve
glinlimiiziin 6nemli bir sorunu haline gelmistir. Acinetobacter tiirlerinde karbapenem
direncine yol acan en 6nemli faktor, dis membran gegirgenliginin azalmasi ve Amp

C beta-laktamaz tiretmeleridir (71).
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2.6.5. Kinolonlar

Kinolonlar en yaygin kullanilan antibiyotiklerdendir. Bakteride DNA
replikasyonu ve tamiri i¢in gereken DNA topoizomeraz tip-2 (giraz) veya
topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek etki gostermektedirler (71). Kinolon tiirii
antibiyotikler genis spektrumlu olup hem toplum kdkenli enfeksiyonlarda hem de
hastane kokenli enfeksiyonlarda kullanilmaktadirlar. Ancak yogun kullanim sonucu
bu ajanlara kars1 hizla direng gelismektedir (71).

Kinolon grubu antibiyotiklere karsi direng, antibiyotigin hedef enzimlerindeki
mutasyonlara, gecirgenlikte azalmaya veya antibiyotigin aktif atimina baglidir. Bu
mekanizmalarin tiimii kromozom kontroliindedir (86).

Direngli Acinetobacter enfeksiyonlarinda siprofloksasin  kombine tedavide
siklikla kullanilan bir antibiyotiktir (86).

2.6.6. Aminoglikozidler

Aminoglikozid antibiyotikler bakteri dis membrani, hiicre duvari ve sitoplazma
zarini1 gecip sitoplazmada 30S ribozomal proteinlere geri doniigiimsiiz baglanarak
protein sentezini inhibe ederler.

Ribozomal proteinlere bu baglanma mRNA’nin ribozomdan erken ayrilmasina
yol agar ve bunun iki farkli sonucu gelisir;

e mRNA yanlis okunacagi i¢in anormal proteinler sentezlenir ve protein sentezi

kesilir.

e Aminoglikozidler ribozomlara geri doniisiimsiiz  baglandiklar1  i¢in

bakterisidal etkilidir ve Acinetobacter tiirlerine bagli ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde ¢ogunlukla kullanilabilirler (71).

2.6.7. Tigesiklin

Tigesiklin, tetrasiklinler ile aym sekilde protein sentezini inhibe eder.
Tigesiklinin ribozoma baglanma afinitesi tetrasiklinlerden daha yiiksektir ve
hiicreden atim ve enzimatik modifikasyon mekanizmalarindan daha az etkilenir (71).
Tigesiklin A. baumannii’de tetrasiklin direncinden sorumlu tet(A-E) pompalarindan

etkilenmedigi icin tetrasiklinlerden daha etkilidir (108). Tigesiklin, geri doniistimlii
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olarak 30S ribozomal alt birimine baglanir ve protein sentezini inhibe eder.
Baglanma noktas: tetrasiklinlerden farkli oldugu icin tet(M) proteininden etkilenmez

ve tetrasiklinden bes kat daha gii¢lii olarak baglanir (24).

2.7. Polimiksinler

Polimiksinler 1947 yilinda bulunan bir antibiyotik grubu olup, bu grupta
polimiksin A, B, C, D ve E olmak iizere bes farkli kimyasal bilesik yer almaktadir.
Klinikte kullanilan polimiksin grubu antibiyotikler polimiksin B ve polimiksin E
(kolistin)’dir.

Polimiksinler, polipeptid katyonik yapida olan antibiyotiklerdir. Bu grubun
toksik potansiyelleri nedeni ile yerlerine kullanilabilecek daha diisiik toksisiteli ve
etkili yeni antibiyotiklerin bulunmasindan sonra klinik kullanimlar1 birakilmistir.
Ancak son yillarda ¢oklu ilag direnci gosteren gram negatif bakteri suslarinin ortaya
¢ikmasi ve bu suslarin karbapenemler dahil bir¢ok antibiyotige direngli iken kolistin
ve polimiksin B’ye direng oranlarinin ¢ok diisiik diizeylerde olmasi nedeniyle
polimiksinler tekrar tedavi secenegi olarak giindeme gelmistir (2).

Polimiksn B ve polimiksin E arasinda tek bir aminoasit farki vardir.
Polimiksinin B’nin etki spektrumu Kkolistine benzerdir. Diger tiim antibiyotik
gruplara direncli olan CID Acinetobacter izolatlar1 polimiksin B’ye intrensek olarak
duyarlidir (2).

2.7.1. Polimiksin B

Polimiksin B’nin gram pozitif bakterilere karsi etkinligi yoktur, ama gram
negatif bakterilere kars1 farkli diizeylerde etkilidir. Polimiksin B’nin etki spektrumu
kolistine benzerdir (54). Diger tiim antibiyotik gruplara direngli olan CID P.
aeruginosa ve CID Acinetobacter izolatlar1 polimiksin B’ye intrensek olarak
duyarlidir (117).
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2.7.2. Polimiksin E (Kolistin)

2.7.2.1. Yapi-Aktivite Tligkisi

Siklik katyonik peptidler olan polimiksinler, ilk kez 1947 yilinda, sporlu bir
toprak bakterisi olan Bacillus polymyxa’dan izole edilmistir. Bacillus polymyxa var
colistinus 'dan elde edilen bir polimiksin E tiirevi olan kolistin ise Koyama tarafindan
1949 yilinda Japonya’da elde edilmistir (56). Ancak sahip oldugu toksisite ve dar
etki spektrumu kullaniminin sinirli kalmasina neden olmustur. Giiniimiizde kolistinin
yan etkisi daha simirlt olan iki ticari formu mevcuttur (3, 54). Bu formlardan kolistin
metan sulfonat, kolistin siilfata goére daha az toksisiteye sahip olmasina ragmen
antibakteriyal aktivitesinin kolistin siilfata gore 3-4 kat daha diisiikk olmas1 nedeniyle
rutin uygulamalarda ve klinik ¢alismalarda kolistinin siilfat tuzunun tercih edilmesine

neden olmustur (74).

HoN

NéH HZN HsC CHs
HaC o i Y
HN. 0 Q CHg
HsC NH O
HNbe- U CHs

HsN o}
O HN NH,
HN
NH HN
HaC—, o}
OHO
NHo

Sekil 2. Kolistin ac¢ik kimyasal yapis1 (http://en.wikipedia.org/wiki/Colistin)

Kolistin metanosiilfonatin yarilanma omrii 124 dakika iken, kolitsinin yarilanma
omrii 251 dakikadir. Kolistin metanosiilfonatin viicutta atilim yolu idrardir ve
uygulama dozu intravendz (IV) olarak her 8 saatte bir 3 milyon iinitedir. Kolistinin
kemige, plevral kaviteye, akciger parankimine ve BOS’a gegisi zayiftir. Bununla
birlikte, intrateka kolistin tedavisi ile basariyla tedavi edilmis, santral sinir sistemi

enfeksiyonlar1 da bildirilmistir (2).
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2.7.2.2. Etki Mekanizmasi

Polimiksinler katyonik deterjanlara benzer sekilde, hiicre membranmin lipid
iceren kisimlarii etkileyen antibiyotiklerdir. Katyonik bir peptid olan kolistin ile
gram negatif bakterilerin dig membranlarindaki anyonik lipopolisakkarid molekdilleri
elekrostatik etkilesime girerler ve bu durum bakteri hiicre membraninda diizensizlige
yol agar (2). Polimiksinler hiicre zarmmin gegirgenligini arttirir, hiicre igeriginin
disartya sizmasma bdylece hiicrenin Oliimiine neden olurlar (58). Kaolistin,
lipopolisakkarid (LPS) molekiillerini stabil halde tutan magnezyum ve kalsiyum
iyonlarmin yerini degistirerek dis membranda bozulmaya neden olur; gegirgenligin

bozulmasi sonugta bakterinin ¢liimiine neden olur (58) (Sekil 3).

—re

=
|

OmpA Porini - Kolistin LPS tabakasina baglanir

ve dis membran yapisi bozulur

o | -

Dig Membran

[ - Kolistin hiicre igerisine girer

Sekil 3. Kolistinin etki mekanizmas1 (Expert Rev. Anti. Infect. Ther. 2012 Expert Reviews Ltd,
http://www.medscape.com/viewarticle/772588_6)

Kolistin, antibakteriyel etkisine ek olarak LPS’yi nétralize ederek antiendotoksin
aktivitesi de gostermektedir (2). Molekiiliin endotoksine tutunmasi sonucu, gram
negatif bakterilerde bulunan LPS molekiiliiniin bir bolimi olan lipid A ve LPS
notralize olur. Bununla beraber, kolistinin septik soku ©Onlenmesindeki asil
mekanizma heniiz anlagilamamigtir (58).

Gram negatif bakterilerde kolistin parenteral bakterisidal aktiviteye sahip iken,
gram pozitif bakteriler bu antibiyotige direnglidir (2).
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2.7.2.3. Diren¢ Mekanizmasi

Gram negatif bakterilerde adaptasyon yolu ya da mutasyon ile kolistine karsi
direng gelisebilmektedir (2). Bu mekanizmalar;

e Acinetobacter baumannii‘de ortam sartlarindan etkilenen iki kompartimanl
bir sinyal sistemi olan PmrAB sistemi ile LPS tabakasinin Lipit A yapisinin
degistirilmesi bdylece hiicre zarinin Mg+2 ve Ca+2 igeriklerine bagh dis zar
net negatif yiikiiniin azalmasi

e Antibiyotigin proteolitik olarak yikimi1

e Genis spektrumlu disa atim pompalarinin varligi seklinde siralanabilir(1).

Ayrica kolistine heterodireng gésteren Acinetobacter izolatlar1 da rapor edilmistir
(2).

Kolistine direncin daha yavas gelismesinin nedeni, antibiyotigin o6ldiirme
siirecinin, bakterinin metabolik aktivitesinden bagimsiz olmasidir. Ornegin, kolistin
direnci tobramisin direncine gore daha yavas gelismektedir (61).

Bir diger oOnemli etken polimiksinlerin bakterisidal etkilerini ¢ok hizh
olusturmalaridir. Yine kolistin direncli A. baumannii suslarinin ortaya ¢ikisinda en
onemli risk faktorii olarak 6nceden kolistin kullanimi tanimlanmustir (61).

Kolistin konsantrasyona bagimli olarak etki gostermektedir (32).

Gram negatif bakterilerde mutasyon ya da adaptasyon yolu ile kolistine karsi
direng de gelisebilmektedir. Yapilan arastirmalar duyarli ve direngli hale gelmis aym
Acinetobacter suslarinda da belirgin morfolojik degisikler olustugunu gostermistir
(32).

2009 yilinda Soon ve ark., yaptiklar1 bir ¢alismada, kolistin duyarli ve kolistin
direngli hale getirilmis aym atasal kokenden gelen Acinetobacter suslarindaki
morfolojik farkliliklar1 gostermislerdir (99).

e Buna gore kolistin duyarli suslar, elektron mikroskobunda tiim {ireme
fazlarinda ¢omak seklinde ve duraklama fazinda uzamis hiicreler seklinde
gbzlenmis iken,

e Kolistin direngli kdkenler; erken ve orta logaritmik fazda kiiresel, duraklama
fazinda ise kok, ¢omak ve uzamig morfotipler bir arada olacak sekilde

gozlenmistir.
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Ayrica yine direngli suslarda dis ylizeyde oluksu yapilarin artmis oldugu
goriilmiis, pililerde say1 ve uzunluk azalmasi saptanmis, ylizey dokularinin daha
inceldigi gozlemlenmistir (99).

2010’da Gordon ve ark., yaptiklar1 benzer bir ¢calismada kolistine maruz kalmis
suslarda, artmis sekilsel varyasyonlar, yiizeyde oyuklar, hiicrelerin etrafinda
birikintiler ve piirtiiklii bir morfoloji bildirmislerdir (38).

Acinetobacter baumannii‘de kolistin direnci hakkinda goreceli olarak az galisma
bulunmakla beraber, kolistin-lipid A etkilesimini agiklamaya ¢alisan iki ana hipotez
vardir (19).

Birinci hipotez; Moffat, Henry ve ark., tarafindan 6ngériilmiis LPS kaybi
hipotezidir.

Bu grup, ilk olarak lipid A biyosentez geninin inaktivasyonunu gergeklestirmistir.
Sonugta IpxA, IpXxC ve IpxD iizerinden A. baumannii‘de LPS {iretiminin tamamen
kayboldugunu saptamislardir. Bu LPS kaybina ugramis olan suslar kolistine karsi
direngli hale gelmislerdir (69). Arastiricilar daha sonra |pxA ya da IpxC'de |SAball
elemaninin insersiyon yaptgmi bulmuslardir. Bu degisikligin de LPS {iretiminin
tamamen kaybina ve yiiksek diizey kolistin direncine yol actigini belirlemislerdir
(68). LPS kaybina ugrayan kolistin direngli A. baumannii susunun hiicre yiizeyinde
olusan daha az negatif ylik, kolistine kars1 affinite kaybinin sebebi olabilecegi ve
kolistinin bakteriye tutunamaz hale geldigi diisiiniilmektedir (41).

Ikinci hipotez, 2009 yilinda Adams ve ark., tarafindan gelistirilen PmrAB iki
bilesenli sistem ile iligkilidir. Kolistin direngli ve kolistin duyarli suslarda PmrA ve
PmrB proteinlerini kodlayan genleri karsilagtiran bu calismacilar, pmrA ve pmrB
genlerindeki mutasyonun A. baumannii’nin kolistin direnci ile iliskili oldugunu
bildirmislerdir (1).

Bu iki hipotez giiniimiizde en gegerli hipotezlerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri izolatlar

Bakteri izolatlarimiz Mart-Agustos 2012 déneminde Marmara Universitesi
Egitim ve Arastirma Hastanesi YBU'de yatan, hasta drneklerinden enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen ve rutin antibiyogram testlerinde karbapenemler dahil CID
Acinetobacter baumannii oldugu saptanan kokenlerden segildi. Calismaya ayni
hastaya ait, tedavi altinda iken izole edilen kolistin duyarli ve direngli kokenler
secildi. Segilen kokenler stok koleksiyonundan alinarak, dogru tanimlama agisindan
kontrol edilip, ¢alismada kullanilincaya kadar, skim-milk (BioMérieux, Fransa)

besiyeri igerisinde derin dondurucuda, -80°C’de saklandi.

3.2. Bakteri izolatlatlarimin Tanimlanmasi

20 hastadan izole edilen ve rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde ¢oklu
antibiyotik direnci saptanan toplam 107 A. baumannii izolat1 ¢aligmaya alindi.
Izolatlarin tanimlamast VITEK/MS sistemi (BioMérieux, Fransa) ile yapildi.
Kokenlerin hepsi %99.9 benzerlikle Acinetobacter baumannii olarak tanimlandi.

3.3.Kolistin MiK Diizeyinin Saptanmasi

Coklu ilag direncine sahip olan A. baumannii izolatlarinda, E-Test (BioMérieux,
Fransa) ile belirlenen kolistin minimum inhibitér konsantrasyonlarmm (MIK)
dogrulanmasi amaciyla sivi mikrodiliisyon yontemi ile kolistin duyarliliklart ¢aligildi.

E-test (BioMérieux, Fransa) ile kolistine direngli kokenleri saptanmis olan
hastalarin, ayni zaman dilimi igerisinde izole edilmis Kkolistine duyarli kokenleri
secilerek, bunlarda da sivi mikrodiliisyon ile kolistin duyarliliklart ¢alisildi.
Calismalarda, kalite kontrolii igin E.coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25923 kullanildi (22).
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3.3.1. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

3.3.2.Antimikrobiyal Tlaclar

Calisilacak ilag, dogrudan ilag {iretici firmadan saglandi. Bu amaca uygun
hazirlanmis ilag hammadde tozlarinda;
e llacin jenerik adi
e Seri numarasi
e Potens (genellikle her mg toz i¢in ug ve IU olarak gosterilir)
e Son kullanim tarihi yer almaktadir.
Antimikrobiyal hammaddeler, her bir iiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda
4°C/-20°C’de saklandi. Desikator, buzdolab: ya da derin dondurucudan ¢ikarilinca

kullanilmadan 6nce oda sicakligina gelmesi saglandi.

3.3.3. Antimikrobiyal Tozlarin Tartilmasi:

Uretici tarafindan saglanan hammaddenin yiizde veya upg/ml (w/w)
(agirlik/agirlik) seklinde ifade edilen potens degeri formiildeki yerine konularak
tartitlmas1 gereken miktar hesaplandi. Antimikrobiyal tozlar kalibre edilmis hassas

terazide tartilds.

agirlik (mg) X potens (ug/ml)

Haci )=
acim (ml) konsantrasyon (ug/ml)

3.3.4. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal ila¢ stok soliisyonu en az 1000 pg/ml konsantrasyonda veya test
edilecek konsantrasyondan en az 10 kat fazla olacak sekilde hazirlandi(6rn: 1280
pug/ml). Coziilen antimikrobiyal tozlar —20°C’de saklandi.

Antibiyotiklerin stok konsantrasyondaki ¢ozeltileri CLSI rehberlerinde yer aan
uygun sulandiricilar kullanilarak hazirlandi (Tablo 1) (22).
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Tablo 1. Kullanilan antibiyotiklerin potens ve konsantrasyon degerleri

Potens Stok Hazirlanan MiK
Antibiyotik (1U/mg) derisimi arahgi

Kolistin 664 2048 ug/ml 0,05-1024 pg/ml
Ampisilin-Sulbaktam 613 2048 pg/ml 0,5-1024ug/ml
Piperasilin-Tazobaktam 780 2048 ug/ml 0,5-1024pg/ml
Seftazidim 990 2048 pg/ml 0,5-1024ug/ml
Sefepim 998 2048 ug/ml 0,5-1024pg/ml
Sefotaksim 996 2048 pg/ml 0,5-1024ug/ml
Seftriakson 1000 2048 ug/ml 0,5-1024pg/ml
Meropenem 980 2048 pg/ml 0,125-512ug/ml
Imipenem 990 2048 pg/ml 0,125-512ug/ml
Amikasin 990 2048 pg/ml 0,125-512 pg/ml
Tobramisin 988 2048 ug/ml 0,5-1024pg/ml
Gentamisin 669 2048 pg/ml 0,5-1024ug/ml
Siprofloksasin 980 2048 ug/ml 0,5-1024pg/ml
Trimetoprim-Siilfametaksazol 788 2048 pg/ml 0,5-1024 pg/ml

3.3.5. Duyarhlik Testlerinde Kullanilacak Besiyerinin Hazirlanmasi

Kolay izole edilen ve hizli lireyen ve fakiiltatif anaerop mikroorganizmalar i¢in
yapilacak antibiyotik duyarlilik testlerinde dogru ve tekrarlanabilir sonuglar igin
katyon ayarli Mueller-Hinton sivi besiyeri (KAMHB) 6nerilmektedir. (22). Ticari
olarak satilan KAMHB (Biolife, Italya) sivi mikrodiliisyon duyarlilik testlerinde
kullanildi.

3.3.6. Diliisyon Testleri i¢in inokiilumun Hazirlanmasi

Inokiilumun yogunlugunun standardizasyonu igin McFarland 0.5 standardina
(1x10° KOB/mI) esit BaSO4 bulamklik standardi veya onun optik esdegeri
kullanildi.

Dogrudan koloni siispansivon yOntemi:

e MacConkey agar kullanildi

o 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmis plaktan tek diismiis koloniler seg¢ildi

e Dogrudan KAMHB ile McFarland 0.5 bulaniklig1 standardina ayarlandi

e Inokiilum hazirlandiktan sonra en ge¢ 15 dakika iginde siv1 besiyerinde

sulandirildi
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Sulandirim sonrasi yapilacak olan inokiilasyon her kuyucukta bakteri yogunlugu
5 x 10° KOB/ ml olacak sekilde ayarlandi. Bunun igin;
» Kuyucuktaki hacim 100 pl oldugundan 0.5 McFarland siispansiyonu (1 x
10® KOB/ ml) 1/10 diliie edilerek 10’ KOB/ ml olmast sagland:
* Bundan 5 pL 100 pl igeren kuyucuga inokiile edildiginde bakterinin test
konsantrasyonu 5 x 10° KOB/ ml oldu.
Sivi mikrodiliisyon yonteminde KAMHB kullanildi. Test 96 kuyucuklu U-
tabanli mikroplaklarda yapildi.

Antibiyotik konsantrasyonlari iki kat dilisyon yapilacak sekilde hazirlands;

1. Mikroplagin tiim kuyucuklarina 100 ul KAMHB konuldu.

2. Baglanmak istenilen antibiyotik konsantrasyonunun iki kat {ist
konsantrasyonu hazirland1. Ornegin; 256 pg/ml’den baslamasi isteniyorsa
512 pg/ml konsantrasyon hazirlandi.

3. 1k kuyucuga 100 ul antibiyotik konuldu ve daha sonra pipetaj ile seri
diliisyonlar yapilarak istenilen konsantrasyonlar hazirlandi (en son 100 ul
disar atildi).

4. Her plakta bir sterilite kontrol kuyucugu ve bir de tireme kontrol

kuyucugu bulunduruldu.

3.3.8. Hazirlanan Mikroplaklara Bakteri Inokiilasyonu

McFarland 0.5 standart bulanikliginda hazirlanan inokiilum steril, taze besiyeri
ile 1:10 diliie edildikten sonra 96 kuyucuklu mikroplakta, sterilite kontrol kuyucugu
hari¢ diger tiim kuyucuklara 5 pl olarak dagitildi.

v' Inokiillum miktarinin kuyucuktaki toplam hacmin %]10’undan fazla

olmamasina dikkat edildi.

v' Kurumayr Onlemek igin mikroplaklar kapaklari kapatilarak 37°C’de

inkiibasyona birakildi.
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3.4. Izolatlarin Klonal iliskisinin Saptanmasi

Calismaya alinan A. baumannii izolatlar1 arasindaki genetik yakinligin
belirlenmesi i¢in, REP-PCR yontemi kullanildi. Bu yaklagimda, MacConkey agara
iki kez ardigik pasajlart yapilarak elde edilen saf koloniler, dort agamali yontem
kullanilarak genotiplendirildi.

Ilk basamakta, tiim suslardan genomik DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
DNA oziitlerine REP-PCR yapildi. REP-PCR amplifikasyonu sonrasinda elde edilen
bant profilleri jel elektroforezi ile degerlendirilerek, izolatlarin klonal yakinlig
saptand1 (95). Ayn1 hastaya ait kolistine duyarli ve direngli oldugu belirlenen A.
baumannii kokenleri REP-PCR ile genotiplendirilerek klonal iliskileri analiz edildi.

3.4.1. Bakteri DNA Izolasyonu

Bakteri izolatlarina ait genomik DNA kaynatma metodu ile izole edildi. Bu
amacla, MacConkey agarda 37°C’de gecelik inkiibasyon sonrasinda iireyen tek bir
koloni alarak, 100 pl steril distile su igeren mikrotiip iginde siispanse edildi.
Onceden 95°C’ye 1sitilmis 1s1 blogunda 15 dakika bekletildi. Mikrotiip daha sonra
10.000 rpm devirde 1 dakika santrifiijlendi. Elde edilen DNA miktar1 ve kalitesi, jel
elektroforezi ile kontrol edildi. Genomik DNA igeren iist sivi bagka bir mikrotiipe

alinarak kullanacagi zamana dek -20°C’de saklandi.

3.4.2.REP-PCR

REP-PCR i¢in asagidaki basamaklar izlendji;
1. Temiz odada PCR master karigimi hazirlandi. PCR mikrotiiplerinin
herbirinin igerisine;
o 5ul 10x konsantrasyonda PCR tamponu (Fermentas),
o 0,25 uL taq polimeraz (Fermentas),
o 200 uM (5 pl) ANTP karisimi(Fermentas),
o 0,5 pl forward primer (100 pmol) (IDT),
o 0,5 ul reverse primer (100 pmal) (IDT),
o 4 ul PCR grade su,
o 2,5 ul DMSO (Sigma)
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2. REP-PCR primerlerin niikleotid dizilimleri:
o REP-1 5’- 111 GCG CCG ICA TCA GGC -3’
o REP-2 5-ACGTCT TAT CAGGCCTAC-3’
3. Igerisinde PCR master karisimi bulunan mikrotiiplere Sul bakteri DNA‘si
eklendi.
4. Termal dongl cihazinda REP-PCR reaksiyonu igin asagidaki dongiiler
ayarlandi,
o baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 2 dakika,
o 94°C’de 1 dakika, 40°C’de 1 dakika ve 65°C’de 8 dakikadan olusan
30 dongii PCR,
o son uzamafazi 65°C’de 16 dakika olarak gerceklestirildi.
5. Elde edilen PCR iiriinleri ayn1 hastalara ait izolatlar yanyana gelecek sekilde,
20 ul EtBr igeren 100 ml, %1.5 luk agaroz jelde 85 volt altinda, 2 saat jel

elektroforezine alind1 ve daha sonra UV tablada fotograflandi.

PCR driinlerinin jel elektroforezi sonucu olusturduklart bant profilleri

incelenerek, ciplak gozle ve web tabanli TotalLab Quant

(http://http://www.total|ab.com/downl cad/tlquant/) yazilimi ile klonal iliski analizi
yapildi. Olusan bant profillerinde, birbiriyle tamamen ayni profili veya 1 bant farkh
profili gosteren kokenlerin ayni klonda, 2 ve iizeri sayida farkli bant profili

sergileyen kokenlerin ise farkli klonda yer aldigikabul edildi (95).

3.5. Aymi Klona ait Kolistin Direncli ve Kolistin Duyarh Kékenlerin Diger

Antibiyotiklere Kars1 Duyarhhklarimin Saptanmasi

Klonal olarak iligkili oldugu saptanan kokenlerin, imipenem, meropenem,
seftazidim, sefepim, piperasilin, piperasilin-tazobaktam, seftriakson, sefotaksim,
ampisilin-sulbaktam, siprofloksasin, levofloksasin, gentamisin, amikasin, tobramisin,
trimetoprim-siilfametaksazol’e  karsi antibiyotik duyarlilik  profili, S1V1
mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi ve CLSI kriterlerine gore degerlendirildi (22).

Her antibiyotik i¢in CLSI'de belirtilen referans ATCC kokeni (e. coli 25922 ve
Pseudomonas aeroginosa 25923) kullanilarak sivi mikrodiliisyon ydntemi ile MIK
belirlendi.
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S1vi mikrodiliisyon sonuglart CLSI kilavuzunda yer aldigi sekilde 16-20 saat
inkiibasyon sonras1 okunarak elde edilen MiK degerleri, CLSI'nin belirttigi dlgiitler

dogrultusunda degerlendirildi (22). Tiim deneyler en az ii¢ kez tekrarlandi.
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4. BULGULAR

4.1. Acinetobacter baumannii Kokenlerinin Kolistin MIK Degerleri

Calismaya alinan 57 A. baumannii kokeninin kolistin igin sivi mikrodiliisyon

duyarlilik testi sonuglar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. A. baumannii Kékenlerinin Kolistin MiK degerleri

iZOLAT MiK iZOLAT MiK iZOLAT MiK
NO (pg/mL) NO (ng/mL) NO (ng/mL)

1 DN 73 1 20 DN 347 8 39 DN 305 2
2 DN 83 2 21 DN 348 4 40 DN 309 8
3 DN 57 8 22 DN 358 4 M DN 277 4
4 DN 52 8 23 DN 70 8 42 DN 280 2
5 DN 75 4 24 DN 167 16 43 DN 292 8
6 DN 81 2 25 DN 178 1 44 DN 299 8
7 DN 99 16 26 DN 198 4 45 DN 294 4
8 DN 259 2 27 DN 514 4 46 DN 600 >128
9 DN 296 1 28 DN 515 4 47 DN 276 8
10 DN 193 2 29 DN 524 2 48 DN 350 4
11 DN 197 8 30 DN 224 32 49 DN 570 >128
12 DN 238 4 31 DN 227 2 50 DN 571 1
13 DN 236 8 32 DN 235 8 51 DN 226 8
14 DN 241 4 33 DN 265 2 52 DN 229 4
15 DN 247 4 34 DN 287 4 53 DN 232 4
16 DN 248 2 35 DN 298 1 54 DN 234 8
17 DN 225 4 36 DN 315 2 55 DN 267 4
18 DN 279 4, 37 DN 319 1 56 DN 293 4
19 DN 284 2 38 DN 295 2 57 DN 307 8

Kolistin Mik degerleri, Duyarli:<2pg/mL ; Direncli:>4pg/mL (CL S| 2014)
Kolistin Direncli Kokenler Sar1 Renk ile isaretlenmistir.
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4.2. izolatlarm Klonal iliskisinin Saptanmasi

Kolistin MiK degerleri dogrultusunda ¢alismaya alman kokenlerin akrabalik

iliskileri  REP-PCR  ile degerlendirildi (Resim 1 ve Resm 2).

75 81 99 |93 197 238224 227 235 265 287 298 295 305 309
R S RS R R JR S R -8 R SIS 8 R

1.LHASTA 2.HASTA 3.HASTA 4.HASTA

Resim 1. ilk onbes kokenin REP-PCR jel elektroforez goriintiisii (R:Kolistin Direncli Kékenler -
S:Kolistin Duyarh Kékenler. Aymi klondan olan kokenler sar1 oklarla gosterilmistir.)

236 241 247 248
R -R_.RES

S.HASTA 6.HASTA

Resim 2.Diger yirmi ii¢ kokenin Rep-PCR jel elektroforez goriintiisii (R:Kolistin direncli
kokenler - S:Kolistin duyarh kékenler. Ayni klondan olan kékenler sar1 oklarla gosterilmistir.)

44



REP-PCR jel goriintiileri degerlendirildiginde;

1 hastanin, biitiin kokenlerinin bant patrenleri farksiz benzerliktedir (ayn1
klon). Diger antibiyotiklerin MiK'lerini ¢alismak igin 81-S ve 99-R kokenleri
secildi.

2.hastanin, kokenleri arasinda benzerlik gozlenemedi, bu hastanin hicbir
kokeni diger antibiyotikler agisindan degerlendirmeye alinmadi.

3.hastanin, 224-R ile 235-R kokenleri farksiz benzerlikte (ayn1 klon), 265-S
ve 298-S kokenleri bir bant farkliligi ile benzer, 227-S ve 287-R ise bu
kokenlerden farkli klondan olarak siniflandirildi. Diger antibiyotiklerin

MiK 'lerini ¢alismak icin 224-R ve 298-R kokenleri segildi.

4.hastanin, 295-Sve 309-R kokenleri farksiz benzerlikte (ayn1 klon), 305-S
kokeni ise farkli klondan olarak siniflandirildi. Diger antibiyotiklerin

MiK 'lerini ¢alismak icin 295-S ve 309-R kokenleri secildi.

5.hastanin, 236-R, 241-R ve 248-S farksiz benzerlikte (ayni klon), 247-R ise
farkli klondan olarak siniflandirildi. Diger antibiyotiklerin MiK'lerini
calismak i¢cin 236-R ve 248-S kokenleri segildi.

6.hastanin, 347-R, 348-R, 358-R farksiz benzerlikte (ayn1 klon), 284-S, 279-
R, 225-R benzer olarak siiflandirildi. Diger antibiyotiklerin MiK'lerini
calismak i¢in 284-S ve 347-R kokenleri se¢ildi.

7.hastanin, 167-R, 178-S, 198-R farksiz benzerlikte (ayni klon), 70-R ise
farkl1 klondan olarak siiflandirildi. Diger antibiyotiklerin MIK'lerini
calismak i¢in 178-Sve 198-R kokenleri secildi.

8.hastanin, 514-R, 515-R, 524-S kokenleri farksiz benzerlikte (ayni klon),
ayni1 klondan olarak siniflandirildi. Diger antibiyotiklerin MIK 'lerini ¢aligmak
icin 515-R ve 524-S kokenleri segildi.

9.hastanin, 280-S ve 292-R farksiz benzerlikte (ayni klon), 299-R ve 294-R
ise benzer klondan olarak siniflandirildi. Diger antibiyotiklerin MiK'lerini
calismak i¢in 280-S ve 292-R kokenleri segildi.

10.hastanin, 570-R kokeni jel iizerinde kayma gosterdigi ve bantlar belirli

olmadig1 i¢in caligmaya alinmada.
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4.4. Ayni Klondan Olan Kokenlerin Antibiyotik Duyarhhk Profilleri

REP-PCR sonucunda ayn1 klondan oldugu belirlenen kolistin duyarl ve direngli
kokenlerin diger antibiyotikler agisindan duyarlilik degisimlerini incelemek igin

kullanilan MIK araliklar1 Tablo 3’de gosterilmistir (22).

Tablo 3. Acinetobacter spp. Antibiyograminda kullamlan MiK sinmir degerleri(CLSI 2014)

MIK Degerleri (ug/mL)
Antibiyotik S J R
Ampisilin-Sulbaktam <8/4 16 >32/16
Piperasilin-Tazobaktam <16/4 32/4-64/4 >128/4
Sefepim <8 16 >32
Seftazidim <8 16 >32
Sefotaksim <8 16-32 >64
Seftriakson <8 16-32 >64
Imipenem <2 4 >8
Meropenem <2 4 >8
Kolistin <2 - >4
Gentamisin <4 8 >16
Tobramisin <4 8 >16
Amikasin <16 32 >64
Siprofloksasin <l 2 >4
Trimetoprim-Siilfametaksazol <2/38 - >4/76

S: Duyarli |: Orta duyarli R: Direngli

Calismaya alinan kolistin duyarl ve direngli A.baumannii kokenlerinin
kolistin disindaki diger antibiyotikler i¢in saptanan MIK degisimlerini gdsteren

grafikler asagida yer almaktadir.
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Tablo 4. Aymi klondan olan direncli ve duyarli kékenlerin tiim antibiyotiklere MIiK (ug/mL) degerleri

Antibiyotikler 1. Hasta 2. Hasta 3. Hasta 4. Hasta 5. Hasta 6. Hasta 7. Hasta 8. Hasta
Koligtin 8 2 4 2 32 1 2 8 1 4 2 8 2 16 2 8
Ampisilin-Sulbaktam 64 | 64 | 256 | 512 | 32 | 512 | 64 | 128 | 64 | 64 | 256 | 256 | 64 | 16 | 256 | 256
Piperasilin-Tazobaktam 32 |512| 512 | 512 | 128 | 1024 | 256 | 512 | 512 | 32 | 1024 | 512 | 512 | 16 | 512 | 512
Seftazidim >1024 | 32 |>1024|>1024|>1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >1024 | 16 |>1024|>1024|>1024| 128 | >1024 | >1024
Sefotaksim 128 | 256 | 1024 | 1024 | 128 | 1024 | 512 | 512 | 256 | 64 | 1024 | 1024 | 512 | 256 | 1024 | 1024
Sefepim 16 | 16 | 512 | 512 | 32 | 256 | 32 | 256 | 256 | 16 | 512 | 512 | 32 | 32 | 512 | 512
Seftriakson 128 | 128 | 1024 | 1024 | 128 | 512 | 256 | 1024 | 512 | 256 | 1024 | 1024 | 512 | 256 | 1024 | >1024
Meropenem 32 32 32 16 16 32 32 32 32 | 32 | 512 32 16 | 32| 32 32
Imipenem 64 | 64 | 32 32 32 64 32 32 64 | 32| 32 32 32 | 16| 64 32
Amikasin 64 64 64 64 1 32 128 64 16 2 64 32 64 | 32| 64 64
Tobramisin 1 |<05| 2 2 <0,5 2 <0,5 2 <05 |<05| 4 2 <05 |<05| 4 4
Gentamisin <05 |<0,5| 32 16 | <05 | <05 | 128 64 | <05 | 1 32 16 128 | 32 | 64 32
Siprofloksasin 16 | 16 | 64 64 16 32 64 64 16 | 16 | 64 64 64 | 64| 64 64
Trimetoprim-Siilfametaksazol | 32 32 | 1024 | 1024 | 1024 |>1024| 512 | 1024 | 64 | 64 | 1024 | 1024 | 1024 | 512 | 1024 | 1024
Sulbaktam 32 64 | 128 | 128 16 256 32 128 32 | 16 | 128 | 128 32 |16 | 128 | 128
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AMPISILIN-SULBAKTAM(ng/mL)

<8/4:S 16/8:1 >32/16:R
512 512

256 256 256 256
256 i -

64 64 .) 128 64

64
- - a_.64 -\- 16

g 8 § § § g s § |§ 8 s § § 8 |s B
5 & |& & | g2 £|8 Aa| &g & |& &|& &
1.HASTA | 2.HASTA | 3.HASTA | 4.HASTA | 5.HASTA | 6.HASTA | 7.HASTA B.HAST.
— S:DUYARLI - ORTADUYARLI - R:DIRENCLI -

PIPERASILIN/TAZOBAKTAM(pg/mL)

<16/4:S 32/4-64/4:1 >128/4:R
1024 1024

512 512 512 | 512 512 512 512 512

/ 512\

32 / A 128 756 35 \ 16

g g s = = g g g a § g g g 8
g el = = = = = = = = = = = = = =
8 |F B £ | % 5 E % |8 %% %
P rf L EIEEIERIREE 2\ZE
1.HASTA | 2.HASTA | 3.HASTA | 4.HASTA | 5.HASTA | 6.HASTA | 7.HASTA B.HAST

— S:DUYARLI - LORTADUYARLI - R:DIRENCLI

Sekil 4. Beta-laktam gurubu antibiyotiklerdeki MiK degisimi

Beta-laktam gurubu antibiyotiklerdeki MIK degisimleri incelendiginde, 3 ve 7
numarali hasta gruplarinda MIK degisimi her iki antibiyotik i¢inde beklenen yénde
gozlendi.

Kolistin direngliden duyarliya gecen hasta guruplarinda, ampisilin-sulbaktam
icin 3. hastada dort dilisyonluk, Piperasilin-tazobaktamda ise 1.hastada dort,
3.hastada ii¢ dilisyonluk MIK artis1 gdzlendi.

Kolistin duyarlidan direngliye gegen hasta gruplarinda, ampislin-sulbaktam
kombinasyonunda anlamli MIK azalmasi goriilmedi. Piperasilin-tazobaktam da

5.hastada dért, 7.hastada bes dilisyonluk beklenen MIK azalmas: gozlendi.
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SEFTAZIDIM (pg/mL) SEFOTAKSIM (pg/mL)
<8:S 16:1 >32:R <8:S 16-32:1  264:R
1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
=X X XX 102 X = - Y= VR
1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
- 512
256 512 512
256
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$$ A6l 228 BS 16321 264R
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|
256 36 256 sz f s 512
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/ | \
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S:DUYARLI - :ORTADUYARLI - R:DIRENGL!

Sekil 5. Sefelasporin gurubu antibiyotiklerdeki MiK degisimi

Sefelasporin gurubu antibiyotiklerdeki MIK degisimleri incelendiginde, 3 ve 5
numarali hasta gruplarinda MIK degisimi bu guruptaki antibiyotiklerden ii¢iinde
beklenen yonde gozlendi.

Kolistin direngliden duyarliya gegen hasta guruplarinda, seftazidimde beklenen
yonde bir MIK degisimi gdzlenmedi. Sefotaksim ve sefepimde 3. hastada iig,
seftriaksonda ise iki dilisyonluk MIK artis1 gdzlendi.

Kolistin duyarlhidan direngliye gegen hasta gruplarinda, seftazidimde 5.hastada
alt1, 7.hastada ii¢ dilisyonluk MIK azalmasi gdzlendi. Sefotaksim ve seftriakson da
bu hasta guruplarida anlamli bir MiK azalmas1 goriilmedi. Sefepim de 5.hastada

dort dilisyonluk MIK azalmasi gdzlendi.

49



IMIPENEM(pg/mL)
<2:S 4:1 >8:R
64
64 64
64 64
32
32 32 32 32 32 32 32 32 32
16
g g z P g g ] g a 8 o g g gl
7§ |7 f |7 o |§ ?|:OB|§F|: i|:i}
P cli: b r(k B2 B3R B2
1. HASTA | 2.HASTA | 3.HASTA | 4.HASTA | 5.HASTA | 6.HASTA | 7.HASTA B.HAST
= S:DUYARLI - I.ORTADUYARLI - R:DIRENCLI =
MEROPENEM(pg/mL)
<4:S 8:1 >16:R
32 32
32 3 32 32 32 32 32 32 2 3
16 16 16
g g § g g 5 s o g g a g
F R |FEO|F g[8 P OR|:Po|:of|z}
ggbg'ggggghgbgggb
1. HASTA | 2.HASTA | 3.HASTA | 4.HASTA | 5.HASTA | 6.HASTA | 7.HASTA B.HAST

S:DUYARLI - I:ORTADUYARLI - R:DIRENCLI

Sekil 6. Karbapenem gurubu antibiyotiklerdeki MiK degisimi

Karbapenem gurubu antibiyotiklerdeki MIiK degisimleri incelendiginde, 3 ve 7
numarali hasta gruplarinda MIiK degisimi bu guruptaki antibiyotik icinde beklenen
yonde gozlendi ancak MIK degisiminin birer dilisyonluk olmasindan dolay: anlamli

kabul edilemedi.
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Sekil 7. Aminoglikozit gurubu antibiyotiklerin MiK degisimi

Aminoglikozit gurubu antibiyotiklerdeki MIK degisimleri incelendiginde, 3
numarali hastada MIK degisimi bu guruptaki antibiyotiklerden amikasin ve
tobramisinde beklenen yonde gozlendi.

Kolistin direncliden duyarliya gegen hasta guruplarinda, sadece amikasinde
3.hastada bes dilisyonluk bir artis gozlendi.

Kolistin duyarlidan direngliye gegen hasta gruplarinda, gentamisin de 7.hastada
bes dilisyonluk MIK azalmasi gozlendi. Tobramisinde bu hasta gurubunda anlaml
olabilecek MIK azalmasi goriilmedi. Amikasin de 5. hastada ii¢ dilisyonluk MIK

azalmasi1 gozlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Acinetobacter baumannii, tim diinyada sik karsilasilan bir patojen ve kontrol
altina alinmas1 zor bir hastane enfeksiyonu etkenidir.

Acinetobacter baumanni enfeksiyonlarinin tedavisi, bu mikroorganizmanin
birgok antibiyotige hizla direng¢ kazanma yeteneginden dolayr olduk¢a sorunludur.
Son yirmi yildir ¢oklu ilag direngli (CID) klinik A. baumannii izolatlar1 kiiresel
Olcekte giderek artan oranlarda bildirilmektedir; bu durumun baglica nedeni genis
spektrumlu antibiyotiklerin 6zellikle hastane ortaminda yogun kullanimidir. Bugiin
icin, CID kokenler agisindan en etkili antibiyotikler, basta karbapenemler olmak
tizere sulbaktam ve kolistin olarak 6ne ¢ikmaktadir (81, 12).

2011 yilinda yaymmlanan ve c¢ok sayida iilkede yapilan bir g¢aligmada, A.
baumannii izolatlarinda imipenem direng oran1 %48.9 olarak belirtilmistir; en yiiksek
diren¢ oranlarmm  goriildiigii iilkeler Tiirkiye, Yunanistan ve Italya'dir
(79). Tirkiye’de durumu degerlendirmek i¢in, Ulusal Hastane Enfeksiyonlar
Stirveyans Ag1 (UHESA), 2008-2009 raporu incelendiginde, karbapenem direncli A.
baumannii kokenlerinin orani, 2008 yili igin %47, 2009 yili igin ise %62.8 olarak
bildirilmistir. 2010 yili UHESA raporunda ise bu oran %69’a yiikselmistir (79).

Istanbul'dan Iraz ve arkadaslarmin 2012 yilinda yaptiklari galismada, klinik
orneklerden elde edilen 142 A. baumannii izolatinin antibiyotik duyarliliklart
arastiritlmig; imipenem ve meropeneme direncli kokenlerin oraninin %92 oldugu
saptanmistir (39).

Benzer sekilde, Oksiiz ve Giirler’in 2012 yilinda gerceklestirdikleri arastirmada,
CID 75 A.baumannii kokeninde, imipenem ve meropeneme direng oranlar1 sirasiyla
%93 ve %92 olarak bulunmustur (83).

Bu veriler 1s18inda, iilkemizde karbapenemler dahil CID A
baumannii kokenlerinin yillar iginde giderek 6nemi artan bir tehdit haline geldigini
sOylemek yanlis olmayacaktir.

Karbapenem gurubu antibiyotikler dahil CID A.  baumannii kokenlerinin
tedavisinde polimiksin tiirevi bir ajan olan kolistin, elde kalan son tedavi segenekleri
arasinda kabul edilmektedir. Kolistin toksisitesi nedeniyle kullanimi sinirlanmis bir

ilag olarak kabul edilmisken, son yillarda, direncli bakterilerin neden oldugu
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enfeksiyonlarin giderek artmasi ve bu alanda kullanilabilecek antibiyotiklerin az
olmasi, bu ilacin tekrar tedavi tercihleri arasina girmesine yol a¢mustir; fakat
uygunsuz antibiyotik kullanimi bu ajana kars1 direng gelisimini de tetiklemektedir
(39).

2012 yilinda hastanemiz yogun bakim tinitesinde yatan 210 farkli hastadan elde
edilen 464 A. baumannii izolatinin %81°1 karbapenem direnglidir. Mart - Eylil 2012
doneminde gelisen kisa siireli salginda kolistin dahil ¢oklu ilag diren¢li kdkenler
izole edilmistir.

A. baumannii'de kolistin direnci ile ilgili litaratiir tarandiginda; heterojen
direngli ilk izolatin 2006 yilinda Li ve ark. tarafindan saptandig1 goriilmektedir; daha
sonra bu konudaki bildirimler artmistir(62). 2008 yilinda Hawley ve ark., kolistin
heterodirencinin  ge¢miste uygulanan kolistin tedavis ile iligskili oldugunu
bildirilmistir (40).

2007 yilinda Tan ve ark., uygulama stratejilerinden bagimsiz olarak, kolistine
maruziyet sonrasi bakteride direng gelisimini deneysel olarak gostermislerdir (103).

2009'da Rodriguez ve ark. gergeklestirdikleri bir olgu sunumunda kolistin
tedavisi alan menenjitli bir hastanin BOS 6rneginden kolistin direncgli hale gelmis A.
baumannii izole etmisler ve etken, kolistin + rifampisin kombinasyonu ile tedavi
edildigini bildirmislerdir (92).

Bugiin i¢in cografik olarak farkli bolgelerde, kolistin direng oranlarin da belirgin
degisiklikler gostermektedir. 2006 yilinda Souli ve ark., Atina civarindaki 17
hastaneden izole edilen Acinetobacter kokenlerinde kolistine karst direng oranini %3
olarak bildirmistir (100). 2009'da  Yau ve ark.,, arastirdiklart 30 A.
baumannii izolatinin, %23’iinii kolistin heterodirengli ve %3.3’linii ise direngli
bulmuglardir (114). 2011 yilinda Tayvan ve Kuveyt'de, devlet hastanelerinde klinik
orneklerden izole edilen Acinetobacter suslarinda yapilan ¢alismalarda kolistine kars1
direng oranlart %10 ve %12 civarinda saptanmistir (55, 7). 2007'de Ko ve ark., iki
Kore hastanesinden elde edilen 265 klinik izolatta ¢calismis ve kolistine karsi direng
oranini %27.9 gibi oldukga yiiksek bir oranda bulmuslardir (39).

Avrupada 30 merkezi igeren bir ¢alismada %2,7 oraninda polimiksin B direnci
bildirilmistir (101). Yunanistan'da 2004-2009 yillar1 arasinda izole edilen CID A.
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baumannii suslarimin biiyiik kisminin kolistine (%94) duyarli oldugu bildirilmistir
(66).

2010 yilinda Tiirkiye'den yapilan bir bildiride, Aycengel ve Dizbay kolistin
direngli A. baumannii izole edilen bir olguyu raporlamislardir(7).

Gegmisteki deneyimlere bakilarak, bu tiir olgularin sayisinin ve kolistin direng
oranlarinin giderek artacagi 6ngoriilebilir.

2011°de Ispanya’da yapilan bir olgu bildiriminde, yogun bakimda yatan bir
hastada A.baumannii tiremesi nedeniyle kolistin tedavisi baslanmis ve daha
sonrasinda yapilan kiiltiirlerde basta duyarli olan izolatin, kolistine direng gelistirdigi
belirlenmistir. Kolistine karsi direng gelisimine paralel olarak bu izolatin bazi
antibiyotiklere karst duyarhiliginin degistigi gozlenmistir. Kolistin  tedavis
baslamadan once izole edilen, kolistine duyarli, sefepim ve sulbaktama direngli olan
koken, tedavinin baglangicindan 14 giin sonra kolistine direng gelistirirken, sefepim
ve sulbaktama duyarli hale gelmistir (90).

Acinetobacter baumannii tedavisinde kullanilan ve son se¢enek ilaglardan birisi
olarak kabul edilen kolistine karsida direng gelisebildigi kendi kokenlerimizde
gosterilmistir. Bu Ornekte de gorildigi tizere, A. baumannii’dekolistine direng
gelisimi ile bakteri hiicre yapisinda meydana gelen degisikliklerin, bakterinin farkli
gruplardaki antibiyotiklere kars1 duyarliligini etkileyebilecegiakla gelmektedir. Bu
hipotez ile hastanemizde 8 farkli hastadan izole edilmis 16 kokenin (8 kolistin
duyarli, 8 kolistin direncli) s1vi mikrodiliisyon metodu ile elde edilen MiK degerleri
incelendiginde; 6 kdokenin (3 hasta) kolistin direngli profilden duyarli profile gectigi
(1,2 ve 3 numarali hastalar) belirlenmistir. Bu kokenlerin antibiyotik duyarlilik
profilinde, bakterinin kolistine direng 6zelligini kaybetmesinden sonra diger
antibiyotiklere duyarliliginda azalma olabilecegi Ongoriilmiistiir. Elde ettigimiz
veriler, bu kokenlerde ¢alistiimiz onbes antibiyotigin onbirine karsi duyarhiliklarin
azaldigin1 ortaya koymaktadir.

Baslangigta duyarli iken Kolistin kullanimi ile direngli hale gegtigi saptanan
klonal iligkili 10 kdkende (5 hasta) benzer sekilde ayrintili antibiyotik duyarlilik
profili incelemesi gerceklestirilmistir. Sonuglarimiz bu grupta da hipotezi destekler

yonde kolistin direncinin gelismesiyle diger antibiyotiklere karsi olan duyarliligin
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arttigint ortaya koymustur; calisilan 15 antibiyotigin onili¢ tanesine karsit bir
duyarlilik artis1 saptanmustir.

Bugiin i¢in kolistin direncine neden olabilecek iki farkli mekanizma ileri
striilmektedir: IpxABC genlerindeki mutasyonlara bagli lipidA yapisinin
kaybi/degisimi ve pmrAB sistemindeki degisliklikler. Bizim kokenlerimizdeki farkli
davraniga neden olan durumun, kolistin direncinden sorumlu altta yatan mekanizma
ile iliskisi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Kolistine kars1 gelisen direngten sorumlu mekanizmalar i¢inde bugiin igin en iyi
bilineni lipidA tabakasindaki degisimlerden kaynakli ortaya ¢ikan direngtir. Bu
degisim sonucu, LPS'min anyonik 6zelligi kaybolarak katyonik yapidaki antibiyotik
ile arasindaki elektrostatik etkilesim ortadan kalkar ve kolistin bakteriye
baglanamadig1 i¢in etkisini gosteremez. LPS'nin anyonik yapisini kaybetmesi ya bu
tabakanin tamamen ortadan kalkmasi ile ya da pmrAB diizenleyici sistemin devreye
girmesi ile olusmaktadir. Sonugta farkli mekanizmalarla olusan LPS iizerindeki
modifikasyonlar, bakterinin diger antibiyotikler icin  gelistirdigi direng
mekanizmalariin kaybetmesine neden olabilir.

Kendi kokenlerimizde hangi mekanizmanin mevcut olduguna dair bir ¢alisma
yapmadik, ama bizim kokenlerimizde de dis membranda olusan degisimlerden
kaynakl1 bir diren¢ oldugunu diisiiniiyoruz.

Ayni klondan kolistin direncli ve duyarli olan kdkenlerde, karsilastirmali MIK
kaymalarina bakarak, tedavide kullanilan antibiyotiklerin etkinliginin ne ydnde
degistigi  gdzlemlenebilmistir. Buna karsin, kokenlerimizin MIK artis/azalis
durumlarina bakarak, etkinligi degismis ya da en etkili hale gelmis antibiyotikler
seklinde genel bir yorum yapmak miimkiin olamamistir. Ancak hasta bazinda
degerlendirme yaptigimizda iki hastaya ait kokenlerin oldukca ilgi ¢ekici sonuglar
sergiledigi gorilmistiir.

Kolistin direnci ortadan kalkan 3. hastanin kdkeninde, beklenen ydnde bir MIK
degisimi gézlenmis fakat MIK artisinin diger higbir kokende olmadig: kadar belirgin
oldugu izlenmistir. Bu hastanin kékenlerinde kolistin MIK degeri 32 pg/ml'den 1
pg/ml'e diismektedir. Bu kokende aminoglikozitlere, beta-laktam inhibitor
kombinasyonlarina, sefalOsporinlere ve sulbaktama anlamli kabul edilebilecegimiz

lic ve iizeri dilusyonluk bir MIK artis1 oldugu saptanmistir. Karbapenem gurubunda
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ise anlaml1 bir artig gozlenmemistir. Bu gézlemden ve diger kokenlerde saptadigimiz
profillerden yola ¢ikarak, karbapenem grubu antibiyotiklerin  LPSdeki
modifikasyondan belirgin bi¢imde etkilenmedigini diisiinmekteyiz.

Caismaya aldigimiz kokenler kolistine direncin kaybolmasi ile iligkili olarak
diger antibiyotikler agisindan veri sagladigi gibi, tam tersi yonde yani kolistine
direng kazanimi (duyarhidan direngliye gegme durumu) i¢in de yorum yapmamiza
olanak saglamistir.

Kolistin duyarlidan direngliye gecen kokenlere baktigimizda; 5. ve 7. hastalarin
kokenlerinde anlamli kabul edebilecegimiz ve beklenilen yénde MIK azalmalari
gozlemlenmistir. Her 2 kokende de betalaktam/beta-laktamaz inhibitorlerinden
piperasilin-tazobaktamda sirasiyla 4 ve 5 dilusyonluk, sefelasporin grubnda yer aan
seftazidimde sirasiyla ii¢ ve dért dilusyonluk MiK azalmalari oldugu belirlenmistir.

Bu iki kokenin kolistin direng durumunu kendi arasinda da kiyasladigimizda, 5.
hastanin kolistin MIK degerinde 2 dilusyonluk artis var iken (1 ug/ml den 4 ug/ml’ye
degisim), 7. hastanin kolistin MIK degerinde ise 3 dilusyonluk artis (2 pg/ml den 16
ug/ml’ye degisim) saptanmustir. Bu MIK artisinin diger antibiyotikler agisindan nasil
bir sonug olusturduguna baktigimiz zaman, iki dilusyonluk artis gbzlenen 5. hastanin
kokenlerindeki MIK degisiminin, {ic dilusyonluk MIK artis1 gosteren 7.
hastaninkinden daha belirgin oldugu gozlendi.

Bizim kokenlerimizdeki farkli davranisa neden olan durumun, kolistin
direncinden sorumlu altta yatan mekanizma ile iligskisi olabilir. Kolistine direng
gelisimi sonucu bakteride LPS tabakasinin kaybolmasi ya da incelmesi ile diger
antibiyotiklerin membrani1 ge¢isinin kolaylasmis olabilecegi; dolayisiyla bakteri
tizerinde daha etkili olduklar1 distiniilebilir. Calisma izolatlarimizda kolistin
direncine neden olan mekanizmalarin aydinlatilmasi ve bu bilginin elde ettigimiz
duyarhilik verileri ile birlikte degerlendirilmesi bu konuda yeni bir ufuk acgabilir.
Litaratiirde bu sekilde diren¢ degisimi ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ok sinirli olmasi
nedeniyle, bu ¢alismanin benzer kdkenlerde yapilacak daha genis ¢apli arastirmalar

icin bir ilk basamak olusturacagina inaniyoruz.
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