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OZET

Hastane enfeksiyonlari, morbidite ve mortalite oranlarmin yiiksek olmasi,
hastanede kalig siiresinin uzamasi ve yiiksek tedavi maliyeti nedeniyle onemli bir
saglik sorunudur. Son yillarda 6zellikle yogun bakim iiniteleri basta olmak {izere
hastane enfeksiyonlarinda en sik izole edilen etkenlerin basinda gram negatif basiller
gelmektedir.

Gilinlimiizde gram negatif basillere bagli olarak olusan enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan antimikrobiyal ajanlara kars1 giderek artan direng tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de 6nemli bir saghk sorunu haline gelmistir. Bu durum yeni
antimikrobiyallerin gelistirilmesini gerektirmektedir.

Tigesiklin yeni gelistirilen antimikrobiyal ajanlardan biridir. Glisilsiklin
grubu ilaclarin ilk tyesidir. Tigesiklin bakterileriyel ribozomun 30S alt iinitesine
baglanir ve rRNA’nin hedefine ulagmasini engelleyerek protein sentezini inhibe eder.

Bu c¢alismada, Firat Univeristesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
cesitli klinik orneklerden izole edilen 25 Escherichia coli, 25 Klebsiella spp., 25
Acinetobacter baumannii ve 25 Pseudomonas aeruginosa olmak iizere 100 Gram
negatif basilin tigesiklin duyarliligmmin arastirilmast amaclandi.  Bu suglarin
antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yOntemiyle belirlenirken, tigesiklin
duyarlhilig1 ise broth mikrodilusyon yontemi ile test edilmistir.

Test edilen Escherichia coli ve Klebsiella spp. suslarinin %1001,
Acinetobacter baumannii  suslarinin = %96’s1  tigesikline duyarli bulunurken,
Pseudomonas aeruginosa suglarinin %100°1 tigesikline direngli tespit edilmistir.

Sonug olarak, Pseudomonas aeruginosa disinda gram negatif basillerin neden
oldugu enfeksiyonlarmm tedavisinde tigesiklinin uygun klinik endikasyonlarda
kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Broth mikrodilusyon yontemi, tigesiklin, gram negatif basil,

antimikrobiyal ajan.
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ABSTRACT

EVALUATION OF IN VITRO ACTIVITY OF TIGECYCLINE AGAINST
GRAM NEGATIVE BACILLI

Nosocomial infections are important healthcare issues by reason of their high
mortality and morbidity rate, prolonged hospital stay and high treatment costs. In
recent years, the most isolated agents at nosocomial infections, especially in
intensive care units, are gram negative bacilli.

At the present day, gradually increasing resistance to antimicrobial agents
utilised for infections related to gram negative bacilli have become an important
healthcare problem in our country, as in the whole world. This situation requires to
develop new antimicrobial agents.

Tigecycline is one of the last recent developed antimicrobial agents. It is the
first member of glycilcycline group of drugs. Tigecycline binds to 30S subunit of the
bacterial ribosome and through blocking to reach rRNA to its target, it inhibits
protein synhesis.

In this study, that planned to search sensitivity of tigecycline 100 Gram
negative bacilli, 25 of them Escherichia coli, 25 of them Klebsiella spp, 25 of them
Acinetobacter baumanii, 25 of them Pseudomonas aeruginosa that isolated from
differant clinical specimens in Firat University Microbiology Laboratory. While
antimicrobial susceptibility of these strains were determined with disc diffusion
method, tigecycline susceptibility was tested by broth microdilution method.

100% of 25 Escherichia coli, 100% of 25 Klebsiella spp., 96% of
Acinetobacter baumannii strains tested were detected susceptible to tigecycline
while 100% of 25 Pseudomonas aeruginosa strains were determined resistant to
tigecycline.

Consequently, it is suggested that tigecycline may be used in the treatment of

infections caused by gram negative bacilli except Pseudomonas aeruginosa.

Key words: Broth microdilution method, tigecycline, gram negative bacilli,

antimicrobial agent.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar yeryiiziiniin en eski canlilaridir. Bunun en 6nemli
nedeni degisen yasam kosullarma hizla uyum saglayabilme yetenekleridir. Bu
yetenekleri sayesinde kendilerine kars1 gelistirilen her yeni antibiyotikten korunacak
bir yol bulmaktadirlar. Sonugta, enfeksiyonlarla savasta en Onemli engel olan
antibiyotiklere diren¢ sorunu ortaya ¢ikmaktadir (1).

Antimikrobik maddelere karsi gelisen diren¢ giiniimiizde biitiin insanligi
tehdit edecek diizeyde onemli bir sorundur. Birden fazla ilaca karsi direngli
kokenlerle gelisen hastane enfeksiyonlari, hastanede kalig siiresini ve Olim
oranlarmi artrmakta ve oldukca fazla ek maliyet olusmasina neden olmaktadir.
Artik gliniimiizde sadece hastane kokenleri degil, toplumdan kazanilmis kdkenlerde
de diren¢ O6nemli oranlarda artmakta ve bu olay sorunu daha da biiyiitiip ciddi
boyutlara tagimaktadir.

Gram negatif bakteriler, dis membran porin proteinlerindeki degisim ve aktif
pompa sistemleri nedeniyle antibiyotigin hedefine etkin konsantrasyonda
ulasmasmin engellenmesi, antibiyotigi inaktive eden enzimlerin iiretimi veya
antibiyotigin hedefi olan yapidaki degisimler nedeniyle sagaltimda kullanilan
antibakteriyellere diren¢ kazanmaktadir (2, 3).

Gram negatif basillerin etken olarak sik gorildiigi toplum kokenli
enfeksiyonlarin basinda {iriner enfeksiyon ve gastrointestinal enfeksiyonlar
gelmektedir (4). Toplum kokenli sepsisler i¢in de onemli bir kaynak olusturan
toplum kokenli liriner enfeksiyonlarmin en sik goriilen etkeni Escherichia coli
(E.coliy’dir ve bu enfeksiyonlarin sagaltiminda siklikla florokinolonlar,
trimetoprim/sulfametaksazol ve beta-laktamaz inhibitérii kombinasyonlar1
uygulanmaktadir. Ancak son yillarda kinolonlara karsi %30’ lara, diger
antibakteriyeller i¢cin ise %50’ lere varan direng oranlar1 bildirilmektedir (5-8).

Gram negatif bakteriler arasinda en 6nemli hastane enfeksiyonu etkenleri:
Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa), E.coli, Klebsiella tiirleri, Acinetobacter
baumannii (A.baumannii) gelmektedir (2, 9). Bu bakterilerin ¢esitli antibiyotiklere
duyarlilik oranlar; tiirlerine, izole edildikleri enfeksiyon bolgesine, izole edildikleri

hastane ve servise gore degismekle birlikte, enfeksiyonlarmin sagaltiminda siklikla



genis  spektrumlu, antipsddomonal nitelikte  beta-laktam  antibiyotikler,

florokinolonlar tek basina veya kombine edilerek uygulanmaktadir (10).

1.1. Escherichia coli

Escherichia coli, mikrobiyoloji laboratuarlarinda en sik izole edilen ve
hemen her doku ve organ sistemiyle ilgili enfeksiyonlarda rol alan Gram negatif
basillerdir. Bunlar, insan kalin barsak florasinin biiyiik boliimiinii olustururlar.
Ortalama 2-6pm boyunda lpm eninde bir basil olan E.coli aerobik kosullarda
inkiibe edildiginde 37°C’ de genel kullanim besiyerleri veya segici besiyerlerinde
kolayca tirer. 1-2um ¢apinda ve S tipi koloniler yapar. 15-45°C’ de iireyebilmeleri
ayirt edici bir Ozelliktir. Diger Enterobactericeae iiyelerinin de {iiredigi ve
morfolojik olarak enterik patojenleri ayrimmin yapildigi MacConkey veya Eosin-
Methylene-Blue (EMB) agarda izole edilirler. Bir¢cok sekeri asit ve gaz yaparak
parcalarlar. E.coli tiirlerinin ancak %90’ 1 laktoz pozitiftir, baz1 diyarejenik E.coli
tiirleri 6rnegin Enteroinvaziv E.coli (EIHEC) laktoz negatiftir. Indol testi ise E.coli’
lerde %99 pozitiftir ve E.coli’leri diger Enterobactericeae tiirlerinden ayirt
edilebilecek tek ve en 1yi test olarak degerlendirilir (11).

Metil kirmizist testi olumlu, Voges Proskauer olumsuzdur. Simon’un sitratl
besiyerinde iiremezler. Bu durumda IMVIC testi sonucu ++-- dir. Baz1 kokenleri
disinda iireyi pargalamazlar ve KCN testi olumsuzdur (12).

Mikroskopta kapsiil varliginm goriilmesi nadir olmasina ragmen birgok
koken polisakkarit yapida ancak serolojik deneylerle ortaya konabilen M ve K
antijeni iceren mikrokapsiile sahiptir. H antijeni igeren E.coli kdkenleri cogunlukla
fimbria olusturur ve bunlar protein yapidadir. Fimbrialar hiicrelere ve ylizeye
tutunma Ozellikleri ile virulansta rol oynarlar (13).

Escherichia tirleri oldukga direngli bakterilerdir. 60°C 1sida 30 dakika, oda
1s1sinda uygun ortam kosullarinda uzun siire canli kalabilirler. E.coli kdkenlerinin
cogu bakteriden bakteriye kolayca gegebilen diren¢ plazmidleri tasidiklarindan
Ozellikle hastane ortaminda cesitli antimikrobiklere kars1 kolayca direng gelistirirler
(11, 12).

Escherichia coli basilleri O antijenlerine gore gruplara ve K antijenine gore

serovarlara ayrilir. O antijenleri somatik 1stya dayanikli lipopolisakkarit yapida



antijenlerdir. Kaynatmaya ve alkole direngli, formole dayaniksizdir. E.coli’lerde
170’den fazla O serogrubu belirlenmistir (11).

Hareketli suslardaki H kirpik antijenleri protein yapida ve termolabildir,
alkole dayaniksizdir. 60” a yakin H antijeni belirlenmistir (11).

K, kapsiil antijeni polisakkarit yapida olup 1siya dayanmikhdir. Yaklasik 80
cesidi saptanmistir (14).

Fimbria antijenleri ¢ok sayida fimbria olusturan bakterilerde O
agliitinasyonunu engelleyebilen, oda sicakliginda olusturulmayrp 37°C° de
olusurulan, protein yapida cesitli hiicrelere bakterinin aderensini saglayan
antijenlerdir (13).

Kaufman 1944 yilinda E.coli’lerin serolojik tiplendirilmeleri i¢in bir sema
hazirlanmistir ve halen modifiye edilmis sekliyle bu sema kullanilmaktadir. Bu
semaya gore E.coli’ler O (somatik), H (flagella), K (kapsiil) yiizey antijenlerine gore
siniflandirilirlar. Baglangicta O antiserumu ile aglutinasyon vermeyen, isitildiktan
sonra veren tiirlerin K antijenine sahip oldugu diisiiniiliir. O ve H antijenlerinin
spesifik kombinasyonu izole edilen bir E.coli’nin serotipini tanimlar. Antijenler tek
baslarina virulansi1 gostermezler ancak spesifik virulan klonlarla iliskili kromozomal
gostergelerdir (14).

Bircok FE.coli kokeni patojen olmadigi ve degisik hastaliklarda farkl
kokenler etken oldugu i¢in salginlarda ve cesitli hastaliklarda tireyen E.coli
kokenlerinin smiflandiriimas: dnemlidir. Ornegin serogrup O86 iiyeleri insan barsak
florasinda bulunurken, OS55 serogrubundakiler siklikla hastalikla iligkilidirler.
Serotip O157: H7 bobrek yetmezligine yol agan bir barsak enfeksiyonuyla iligkilidir.
K kapsiil antijenine gore K1 olark smiflandirilanlar ise yenidoganlarda sistemik
enfeksiyona yol acarlar (13).

Son yillarda bu serolojik smiflamaya virulans faktorlerine dayanan ve
‘Virotyping® adi verilen bir smiflama daha eklenmistir. Bu smiflama ile E.coli

kokenlerinin virulans faktorleri ile ilgili bilgi de edinilmektedir (12, 14).

1.1.1. Escherichia coli’ nin Yol A¢tig1 Bashca Enfeksiyonlar
Escherichia coli toplum veya hastane kokenli enfeksiyonlara yol agmaktadir.

E.coli’ nin meydana getirdigi enfeksiyonlar barsaklarda ve barsak disinda olusan



enfeksiyonlar olmak iizere ikiye ayrilir.

1.1.1.1. Barsaklarda Olusan E .coli Enfeksiyonlan

Bes farkli E.coli tirii barsaklarda hafif diyareden, kolera benzeri agir sivi
kayiplariyla seyreden diyareye ya da beraberinde hemolitik iiremik sendrom (HUS)
gibi hayat: tehdit eden komplikasyonlar1 olan kanli diyareye kadar degisen hayati
tehdit eden komplikasyonlar1 olan kanli diyareye kadar degisen agirlikta
gastrointestinal hastaliklara neden olmaktadir(11).

Enterotoksijenik E.coli (ETEC): Daha c¢ok gelismekte olan iilkelerde iki
yasin altindaki ¢ocuklarda goriilen bakteriyel diyarelerin ve turist diyaresinin en
onemli etkenidir. ETEC, plazmit tarafindan kodlanan, 1stya duyarli (LT) ve 1siya
direnc¢li (ST) olmak iizere iki tip toksin iiretir. Bu toksinlere bagli olarak bol sulu
diyare olusur (15, 16, 17, 18). Bes giin icinde hastalik kendiliginden 1iyilesir.
Nadiren dehidratasyona yol acan ciddi bir ishal ve yenidoganlarda kolera infantum
adi1 verilen ve daha agir seyirli bir ishale de neden olabilir (11, 13).

Enteropatojenik E.coli (EPEC): EPEC, ozellikle gelismekte olan
iilkelerde, bebek ve kiigiik cocuklarda goriilen diyarenin en 6nemli etkenlerindendir.
Hastalik, mikroorganizmalarin barsak epitel hiicresi plazma membranima yapigarak
mikrovilluslarda tahribata yol agmasiyla gelisir. Bu 6zelliginden dolay1 bu kokenlere
enteroaderan E.coli de denilmektedir. EPEC in yol actig1 hastalik, bebek ve kiiciik
cocuklarda, agir, uzun siiren kansiz diyare, kusma ve ates ile karakterizedir (13).

Enteroinvaziv E.coli (EIEC): EIEC kokenleri kolon epitel hiicrelerine
invaze olup, genellikle sulu, bazen de basilli dizanteri benzeri kanli diyare
olustururlar (12).

Enterohemorajik E.coli (EHEC): EHEC Shiga toksin benzeri bir toksin
iretir. Bu toksin vero hiicreleri lizerine de toksik etkili oldugundan toksine
verotoksin, bunu iireten kdkenler de verotoksin iireten E.coli (VTEC) veya shiga
toksin tireten E.coli (STEC) kokenleri olarak da adlandirilmaktadir. Bu toksin
lizojen bir bakteriyofaj tarafindan kodlanir ve protein sentezini inhibe eder. EHEC
izolatlarmin ¢ogu O157: H7 veya O: 157 NM serotipleridir. O157: H7 ve diger
serotipler hafif seyreden kansiz diyareden, agirkanli diyareye (hemorajik kolit) ve

HUS’e kadar degisen c¢esitlilikte hastalik olusturabilirler. Kuzey Amerika ve



Avrupa’da en sik izole edilen E.coli serotipleridir. O157 EHEC, ABD’de her yil
tahminen 73.000 hastalik ve 60 6liim vakasina neden olmaktadir (19).

Enteroagregatif E.coli (EAggEC): Bu E.coli kokenleri, invazyona ve
inflamasyona yol a¢maksizin yalniz intestinal mukozaya aderans ozellikleri ile
diyareye neden olurlar. EAggEC gelismekte olan iilkelerde, daha ¢ok ¢ocuklarda
kronik diyareye yol agar (15, 17, 18).

1.1.1.2. Barsak Disindaki E.coli Enfeksiyonlar

Bu enfeksiyonlar; idrar yolu enfeksiyonlari, yenidogan menenjiti, bakteremi
ve solunum yolu enfeksiyonlaridir. Tiim yas gruplarinda, toplumsal ya da hastanede
kazanilmis idrar yolu enfeksiyonlarinda en sik etken E.coli dir. Komplike olmayan
iretrit, sistit, piyelonefrite neden olur. Bu enfeksiyonlarda kadinlar en biiyiik risk
grubudur. Normal iiriner akimin tikanmasina yol agan prostat hipertrofisi, tas
konjenital anomaliler gibi nedenler ve sonda gibi yabanci cisimlerin varligi
komplike iriner sistem enfeksiyonuna katkida bulunan etkenlerdir. Komplike
olmayan enfeksiyonlar i¢in 6zgiin virlilans faktorlerine gerek vardir. Bunlardan en
onemlisi P fimbriadir. O4, 06, O7, O75 serotipleri hemolizin iiretmeleri ve liriner
sistem epiteline baglanma gibi 6zellikleri nedeniyle en sik {iriner sistem enfeksiyonu
olusturan kokenlerdir (17).

Escherichia coli, B grubu streptokoklarla birlikte yeni dogan menenjitinin en
sik karsilasilan etkenidir. Bu hastaliga yol agan E.coli kdkenlerinin %75 inde K1
kapsiil antijeni tespit edilmistir. E.coli firsatg1 bir patojendir ve diger firsatci
patojenlerde oldugu gibi primer enfeksiyon bolgelerinden kana karigarak bakteremi
yapabilir. Bu primer odak genellikle iiriner veya gastrointestinal sistem olmakla
beraber E.coli ile enfekte olmus cesitli yaralar da olabilir. Ayrica nozokomiyal
sepsis ve endotoksik soka da yol agabilir. Oliim orani, enfeksiyon kaynagma ve altta
yatan diger hastaliklara baghdir. Bagisiklik sistemi baskilanmis ve barsak
perforasyonu goriilen hastalarda oran oldukca yliksektir. E.coli solunum yolu
enfeksiyonlarina da neden olabilir. Hastane kaynakli pndomonilerde %12-50
oraninda etken E.coli’dir. Cogu hastalar 50 yasin iizerindedir ve altta yatan kronik

bir hastaliklar1 vardir (18, 19).



1.1.1.3. Hastane Kaynakh E.coli Kokenlerinde Diren¢ Problemi

Escherichia coli, hastane enfeksiyonlarinda onemli bir etkendir. Hastane
ortaminda gii¢ yasayan bir bakteri oldugundan, bu bakteriye bagl hastane
enfeksiyonlarmin ¢ogu endojendir ve barsak florasindan koken almaktadir. Idrar
yolu enfeksiyonlarinda en sik rastlanan etkendir ve nozokomiyal sepsislerin yaklasik
%15’inin etkeni E.coli’dir. Escherichia coli'nin neden oldugu diger enfeksiyonlar
arasinda cerrahi alan enfeksiyonlari, intraabdominal apseler, peritonit ve pndmoni
sayilabilir. Genellikle bu enfeksiyonlar sekonder bakteremi ile birliktedir.
Bagisiklig1 kirilmis hastalarda, primer bakteremi nedeni olarak da karsimiza
cikabilirler (17).

Hastane kokenli E.coli suslarinda direng problemi giderek biiytimektedir.
Beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gelismesinde beta-laktamaz enziminin
yapimi ve bakteri i¢ine antibiyotik girisinin azalmasi, florokinolonlara kars1 direngte
hedef molekiilde degisiklik ve bakteri icine antibiyotik girisinin azalmasi
aminoglikozitlere karsi direngte ise sentezlenen enzimlerle aminoglikozitlerin
modifikasyonu 6nemli rol oynamaktadir (20).

Ulkemizde hastane enfeksiyonu etkeni E.coli kdkenlerinde GSBL yapim
oranit %0-27 arasinda degigsmektedir. Plazmit kontroliinde yapilan bu enzime sahip
olan bakteriler sefotaksim, seftazidim, seftriakson ve aztreonam gibi beta-laktam
antibiyotiklere direnglidirler (21).

Escherichia coli’ de aminoglikozitlere duyarlilik hastane kdkenli izolatlarda
%76-89 arasinda degismektedir. Aminoglikozitlere direngte en ¢ok rol oynayan
enzimler AAC (3)-11, AAC (6’)-I ve AAC (6°)-1V olarak saptanmistir (21).

Escherichia coli’ de diren¢ mutasyonlart GyrA’ nm aminoterminalinde
kinolon-direncini-belirten bolge (QRDR) olarak tanimlanan 67. ve 106. aminoasitler
arasinda olugmaktadir. Bunun sonucunda, enzimin kinolona baglandig1r bolgede
degisim olusmakta ve enzim-DNA kompleksinin ilaca afinitesi azalmaktadir.
Sadece GyrB’ deki mutasyonlara bagli direng diisiik diizeydedir. ParC mutasyonlar1
yiiksek diizeyde direngli mutantlarda gosterilmistir (21).

Escherichia coli’ nin antibiyotiklere c¢ogul direngli Mar mutantlar
tetrasiklin, kloramfenikol, penisilinler, sefalosporinler, puromisin, nalidiksik asit,

rifampin ve florokinolonlara direnglidir. Bu mutantlarda bir trankripsiyon aktivatorii
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olan MarA’nin ifadesi artmakta, bu da sonucta OmpF’ nin miktarinda azalmaya yol
acmaktadir. Sadece OmpF azalmasimnin direng i¢in yeterli olmayip enerjiye bagimli
bir pompa sisteminin de bulundugu gosterilmistir. Bu da membran efluks
pompasidir. Bu pompa E.coli’ nin beta-laktamlara kars1 direncinde de etkilidir (18).

Bu bakteri ile olusan enfeksiyonlarin olduk¢a biiyiik boliimii hastane
ortaminda olusmakta ve kullanimda bulunan antibiyotiklere karsi oldukca hizli
direng gelistirmektedirler. Bu nedenle antibiyotik seciminde smirli bildirim

kurallarina dikkat edilmelidir(18).

1.2. Klebsiella

Klebsiella cinsi 1900’lerin sonlarinda yasamis olan Alman mikrobiyolog
Edwin Klebs’in anmisina isimlendirilmistir. Carl Friedlander’in ciddi, siklikla
Olimcil bir pnomoni etkeni olan bu Gram negatif basili tanimlamig olmasi
nedeniyle de uzun yillar Klebsiella "Friedlander basili" olarak anilmistir. Drancourt
ve ark.lari, 16S rRNA ve rpoB genlerinin karsilasgtirmali sekans analizlerini yaparak
2001 yilinda yayinladiklar1 makalede Klebsiella cinsinin taksonomik degisikliklerini
belirtmislerdir. Bu c¢alismaya gore 9 klebsiella tiiri tanimlanmis, heterojen
ozellikteki genusta 3 ayr1 grup tanimlanmistir. Birinci grupta Klebsiella pneumoniae
(K.pneumoniae), Klebsiella pneumoniae subspecies pneumoniae, K.pneumoniae
subspecies rhinoscleromatis (K.rhinoscleromatis), K.pneumoniae subspecies
ozaneae (K.ozaneae) ve Klebsiella granulomatis (K.granulomatis); ikinci grupta
Klebsiella ornithinolytica (K.ornithinolytica), Klebsiella planticola (K.planticola),
Klebsiella trevisanii (K. trevisanii), ve Klebsiella terrigena (K.terrigena) li¢iincii
grupta Klebsiella oxytoca (K.oxytoca) yer almistir. Elde edilen genetik veriler
sonucu ikinci grupta yer alan Klebsiellalar, Raoultella cinsi olarak tanimlanmistir.
K.oxytoca’ da iki genetik gruptan olugsmus ve bunlar oxy-1 ve oxy-2 olarak
isimlendirmislerdir (14, 22).

Klebsiella ve Raoultella tiitleri dogada yaygm olarak bulunurlar. Insan ve
hayvan gastrointestinal sistemin florasinda da yer alirlar. Ilk izole edildiklerinde
besiyerinde biiyiik mukoid koloniler olustururlar (13). MacConkey agarda
olusturduklar1 koloniler tipik olarak genis, mukoid ve kirmizidir. Etrafindaki agara

dogru yayilan kirmizi renk laktoz fermantasyonu ve asit liretiminin gostergesidir.



Baz1 mukoid Enterobacter tiirleri inceleme sirasinda Klebsiella ile karigabilir. Tim
Klebsiella tiirleri ornitini dekarboksile etmezken, karakteristik olarak Enterobacter
tiirlerinin biiylik cogunlugu ornitin dekarboksilaz pozitiftir (14). Klebsiella tiirlerinin
hepsi hareketsizdir. Cogu Klebsiella iireyi yavas hidrolize eder ve Christensen’in
jelozunun kenarlarinda ac¢ik pembe bir renk olusturur. K.pneumoniae indol
olumsuzdur (15, 16).

Klebsiella cinsi i¢inde K.pneumoniae klinik 6rneklerden en ¢ok izole edilen
tiirdiir. Bu bakteriler deri, nazofarenks ve barsaklarda kolonize olurlar. Digki en
onemli enfeksiyon kaynagini olusturur. Hastalarin yaklasik iigte birinin digkilarinda
K.pneumoniae bulunur, ancak hastanede yatma ve antimikrobiyal ila¢ kullanma
durumunda bu oran eriskinlerde ii¢ katina kadar ¢ikabilir. Cocuklarda ise bu oran
antibiyotik kullanilmamasi1 durumunda bile %90-100 civarindadir. Normal
insanlarin farenksinde %1-6 oraninda rastlanmasma ragmen, hastanede yatan
hastalarda bu oran %?20'ye ¢ikabilir. Bu kolonizasyon orani 6zellikle alkolizm,
diabetes mellitus ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi durumlarda ortaya ¢ikan
akciger enfeksiyonlarinin kaynagini agiklayabilir (17).

Klebsiella pneumoniae akcigerler disinda iiriner sistem enfeksiyonlari,

septisemi, yenidogan menenjiti ve enterit gibi enfeksiyonlara da yol acar ( 17).

1.2.1. Hastane Kaynakh Klebsiella Tiirlerinde Direnc¢ Problemi

Klebsiellalar, 6zellikle K.pneumoniae nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli
etkenlerinden biridir. Klebsiella tiirleri hastane enfeksiyonlarinin yaklasik %8’ inden
sorumlu tutulmaktadir. Bu enfeksiyonlar1 olusturan en yaygin odaklar; tiriner sistem,
alt solunum yolu, safra yollar1 ve cerrahi alanlardir. Hastane kokenli E.coli’lerde
oldugu gibi K. pneumoniae kokenlerinde de antibiyotiklere direng gelisimi 6nemli
bir sorundur. Klebsiella hastaneden kazanilmis iiriner sistem enfeksiyonlarmin en
yaygin ikinci etkeni iken, toplumdan kazanilmis idrar yolu enfeksiyonlarinin {ig¢iincti
en yaygin etkenidir (23, 24).

Klebsiella pneumoniae kokenlerinde beta-laktam antibiyotiklere kars1 direng
gelisiminde en Onemli mekanizma beta-laktamaz sentezidir. TEM-1 ve SHV-1
enzimleri, nokta mutasyonlar sonucu olusan, etki spektrumlar1 genis olan, GSBL

enzimleridir (23).



Bu tiirde beta-laktam antibiyotiklere karsi direng gelismesinde beta-laktamaz
enziminin yapimi ve bakteri i¢ine antibiyotik girisinin azalmasi, florokinolonlara
kars1 direncte hedef molekiilde degisiklik ve bakteri igine antibiyotik girisinin
azalmasi, aminoglikozitlere kars1 direncte ise sentezlenen enzimlerle
aminoglikozitlerin modifikasyonu 6nemli rol oynamaktadir (20, 21).

TEM ve SHYV tipi beta-laktamazlardaki mutasyonlar ile olusan GSBL’ler, ilk
olarak 1982 yilinda bu bakterilerde tanimlanmistir. Bu enzimlerin yapimi plazmit
araciligi ile kontrol edilmekte ve siklikla aminoglikozitleri modifiye eden enzimleri
kodlayan direng genleri ile bir arada bulunmaktadirlar (20, 21).

Kinolon direnci ile GSBL {iretimi arasinda da giiclii bir birliktelik oldugu
gosterilmistir. Plazmit kontroliindeki GSBL enzimlerini {ireten bakteriler
sefotaksim, seftazidim, sefiriakson ve aztreonama direnglidirler. GSBL olumlu
kokenlerin %401, in vitro ¢alismalarda en azindan bir {igiincii kusak sefalosporine
duyarl goriinmektedir. Bu duyarlilik farkliligs, ti¢iincii kusak sefalosporinlerin beta-
laktamazlarin hidrolizine karsi koymadaki ve bakteri i¢ine ge¢me hizlarindaki
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Ayrica GSBL iireten kokenlerde sefepim,
piperasilin-tazobaktam, sefoperazon-sulbaktam, amikasin ve siprofloksasine kars1 da
yiiksek direng oranlar1 saptanmistir (21).

Klebsiella tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin olduk¢a yaygin goriilmesi
ve kullanimdaki antimikrobiyallere ¢abuk direng gelistirmesi bu bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarda kullanilabilecek yeni antimikrobiyallerin gereksinimini ve

onemini artirmaktadir (20).

1.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas bliyiik ve kompleks bir Gram negatif bakteri cinsi olup klinik
ve cevresel acilardan dikkate alinmasi gereken pek ¢ok tiir icerdiginden 6nemli bir
bakteri grubudur. ilk kez Migula tarafindan 1894°te tanimlanan Pseudomonas cinsi
tiir diizeyinde tanimlama metotlarindaki gelismelere bagli olarak pek ¢ok kez
revizyona ugramistir. Pseudomonas cinsinin, 1970’ lerin basinda gergeklestirilen
ribozomal RNA-DNA hibridizasyon ¢alismalar1 sonucunda birbirinden iligkisiz bes
gruptan olustugu belirlenmistir. Pseudomonas Proteobacteria’larin gama alt

siifinda olup rRNA homoloji grup I’ dir . Giinlimiizde Pseudomonas genusu i¢inde



160 tiir olup, bunlar i¢cinde sadece 12 tiir klinik 6neme sahiptir. Pseudomonas
cinsinin en yakin filogenetik komsulart Azomonas, Azotobacter, Cellvibrio,
Chrysomonas ve Flavimonas cinsleridir (25).

Klinik hastaliklarla iligkili Pseudomonas tiirlerinin ¢ogu belirgin bir
heterojenite gostermektedirler ve biyovar ve genomovarlara boliinmislerdir.
Genomovarlar tiir diizeyinde tanimlama gerektiren, ancak fenotipik tanimlayici
ozellikleri bulunmayan genetik olarak farkli gruplar olup, DNA-DNA yeniden
birlesme deneyleri ve 16s rRNA gen sekansi ile birlikte kemotaksonomik total yag
asidi analizi ve total protein patern analizi ile tanimlanmaktadirlar (25).

Bilinen tiim tiirler igerisinde genetik diizeyden yiiksek farklilik gdsteren
Pseudomonas stutzeri (P.stutzeri) olup en az 18 genomovara sahiptir. Klinik
izolatlar serotip 1 ve 2’ye aittir. P.stutzeri’ yi ayr1 tiirler olarak tanimlamaya yeterli
giivenilir fenotipik farkliliklar bulunmamaktadir (24).

Pseudomonas fluorescens (P.fluorescens) A, B, C, D, E, F ve G biyotiplerine
(A’ dan E’ ye kadar olan biyotipler biyovar I, 1I, III, IV, V olarak da anilmaktadir)
ayrilmistir. Biyotip D ve E artik Pseudomonas chlororaphis (P.chlororaphis) olarak
tek bir tiir olarak birlestirilmistir ve floresan Pseudomonas grubu tiyesi olarak kabul
edilmektedir (25).

Pseudomonas putida (P.putida) biyovar A ve B’ yi icermektedir. Biyovar A
tipik P.putida olarak kabul gorirken, biyovar B P.flourescens’e daha yakin
goriilmektedir. Daha fazla P.putida biyovari olmasi yliksek ihtimaldir (26).

Ozellikle bitki, toprak, biyoteknoloji ve deniz bilimleri acismdan &nem
tastyan P.stutzeri, P.floruescens ve P.putida tiirlerinde yogun bir heterojenite
izlenmektedir. Klinik tip acisindan kisithh Oneme sahiptirler. Polifazik
smiflandirmadaki ilerlemelere bagli olarak yeni degisikliklerin ortaya c¢ikmasi
kacinilmazdir ancak klinik laboratuar bu degisiklikleri izleyerek bu izolatlar1 klinik
olarak daha o6nemli olan diger Pseudomonas tiirlerinden ayimrabilmelidir. Klinik
izolatlardan en sik izole edilen ve mikrobiyolojik acidan en Onemli tiir ise
P.aeruginosa’ dir (25).

Pseudomonas aeruginosa oksidaz pozitif olmasi, glikozu fermente etmemesi
ile Enterobactericeae’ dan ayirt edilir. Bakterinin; Enterobactericeae’daki gibi

fermentatif, yani karbonhidratlardan asid ve gaz olusturdugu veya P.aeruginosa gibi
10



nonfermentatif bir bakteri oldugu oksidasyon-fermentasyon (O-F) besiyeri
kullanilarak belirlenir. Fermentatif bakteriler hem hava igeren hem de havasiz
ortamda glikozu parcalayip asid ve gaz olusturur. Nonfermentatif bakteriler ise
havasiz ortamda glikozu parg¢alamayan, hava alabilen tiipte ise okside ederek biraz
parcalayabilen (oksidatif) ya da hi¢ parcalayamayan (nonoksidatif) bir gruptur.
Biitiin P.aeruginosa suslar1 glikozu okside eden, polar flagella ile hareketli, oksidaz
pozitif ve 42°C’ de de lreyebilen bakterilerdir. P.aeruginosa’ nin 42°C’ de de
iireyebilmesi bircok Pseudomonas cinsi bakteride olan bir 6zellik olmasma karsin
floresan pigment olusturarak taninmasini zorlastiran P.fluorescens ve P.putida ile
ayrimida 6nem kazanir (16).

Pseudomonas  aeruginosa laboratuvarda rutinde kullanilan  biitlin
besiyerlerinde kolayca iirer. 3-5mm biiyiikliigiinde kenarlar1 diizensiz, lizeri diiz, 8-
hemolitik koloniler olusturur. Ozellikle kistik fibrozlu hastalardan izole edilen
"alginate" olusturan koloniler mukoid goriiniimdedir. Kolonilerin kendine 6zgii fazla
olgunlasmis liziime benzetilen tipik bir kokusu vardir. Cogu sus turkuaz veya mavi
renkte, suda eriyebilen, kloroformda c¢oziinen, Miiller Hinton gibi renksiz besi
yerlerinde 6zellikle belirginlesen pyosiyanin ad1 verilen bir pigmente sahiptir. Bagka
hicbir bakteride olmayan bu pigment sayesinde P.aeruginosa kolaylikla tanmir (12,
14). Piyosiyanin ve fluoresein pigmentleri nedeniyle enfeksiyonlarinda olusturdugu
ptriilan eksuda ve kiiltiirlerindeki kolonileri yesil renklidir. Baz1 suslar1 ise kirmizi-
kahverengi piyorubin pigmenti de iiretebilirler (27).

Pseudomonas aeruginosa vejetatif bakteriler icinde ¢evre kosullarina uyum
saglayabilen mikroorganizmalardandir. Yeterli nem saglandiginda ¢ok az besin
maddesi ile uzun siire canli kalabilir. Hastane ortaminda solunum cihazlari, duslar,
banyolar, soguk su nemlendiricileri, yataklar, carsaflar, gazli bezler, tamponlar,
yerler gibi ¢ok sayida alandan izole edilebilir. Dezenfektan olarak kullanilan
kimyasal maddelere ve bircok antibiyotige direnglidir (17, 21).

Hastane disindaki saglikli insanlarda kolonizasyon prevalansi kismen
diistiktir. Ciltte %0-2, burun mukozasinda %0-3.3, nazofarenkste %0-6.6 ve diskida
%2.6-24 oraninda bulunabilir. Hastaneye yatistan sonra kolonizasyon oranlarida
ciddi bir artis olmaktadir. Hastanede yatan hastalarda bu oran ortalama %18’e ve

gastrointestinal sistem cerrahisi geciren hastalarda ise %73’e kadar ¢ikabilir. Bu
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artiy Ozellikle ciddi yaniklar1 olan hastalarin cildinde, mekanik ventilasyon
destegindeki hastalarin alt solunum yollarinda, kanser kemoterapisi alan hastalarin
gastrointestinal sisteminde veya antibiyotik alan hastalarda ise yaygin sekilde

olmaktadir (18).

1.3.1. Hastane Kaynakh P.aeruginosa Kokenlerinde Diren¢ Problemi

Pseudomonas aeruginosa primer olarak nozokomiyal bir patojendir.
P.aeruginosa onkoloji, hematoloji, yanik, cerrahi ve yogun bakim iinitelerinde
yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan enfeksiyonlar olusturur. Capraz
kontaminasyon ile hastadan hastaya ge¢is bakterinin hastane ortamida
yayilmasinda en 6nemli etkenlerden biridir (18, 21).

Insanlarda endokardit, solunum sistemi enfeksiyonlari, bakteremi, merkezi
sinir sistemi enfeksiyonlari, kulak ve g6z enfeksiyonlari, kemik-eklem
enfeksiyonlari, liriner sistem enfeksiyonlari, gastointestinal sistem enfeksiyonlar,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlarma neden olurlar (17, 28).

Pseudomonas aeruginosa bir¢ok antibiyotige direnclidir. Bu ¢ogul direngten
sorumlu en Onemli mekanizma antibiyotige kars1 bakteriyel dig membranda
gecirgenlik azalmasi1 ve aktif pompa sistemi ile antibiyotigin disar1 atilmasidir.
P.aeruginosa’da indiiklenebilir kromozomal AmpC tipi beta-laktamaz mevcuttur.
Bu beta-laktamazlar penisilin ve sefalosporinlere direncte Onemli rol oynarlar.
MexAB-OprN pompa sisteminin aktivasyonu; florokinolonlar, penisilinler,
sefalosporinler ve meropeneme direng gelismesine neden olabilir. MexCD-Oprj ve
MexEF-OprM aktivasyonu ise aminoglikozitlere karsi diren¢ gelisimine neden
olabilir. Florokinolon ve beta-laktamlara diren¢ gelisiminde permeabilite
mutasyonlar1 da 6nemli rol oynamaktadir. Mutasyona bagli olarak permeabilitede
azalma, karbapenemlere diren¢ gelisiminde dnemlidir ve burada OprD porin kayb1
s0z konusudur. OprD porini, karbapenemleri igeri alan fakat diger beta-laktamlar1
iceri almayan bir 6zellige sahiptir. OprD kaybi imipenem direncine ve meropeneme
duyarlilik azalmasma yol acar. MexEF-OprN aktivasyonu OprD porin kaybina
neden olur ve florokinolonlar bu pompa sistemini aktive ederler (29).

Bu bakterinin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisi oldukga giictiir. Ciinkii

enfeksiyonlar1 ¢ogu kez hastane ortaminda meydana gelir ve etken olan kokenler
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bircok antibiyotige diren¢ kazanmislardir. Bu nedenle kullanilacak ilag mutlaka

antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore belirlenmelidir (29).

1.4. Acinetobacter

Acinetobacter tiirleri ¢evresel olarak toprak, su ve atik sularda, daha 6nemlisi
hastane ortamu florasinda bulunabilirler. Insanda ise derinin bakteriyel florasinda
ozellikle aksilla, kasik, tirnak gibi nemli bolgelerde bulunmakla beraber oral kavite
ve solunum yolunda da bulunabilmektedir (30).

Genellikle firsat¢1 patojen olarak ifade edilirler ve son zamanlarda hastanede
yatan hastalarda septisemi, pndmoni, yaraya bagl sepsis, endokardit, menenjit,
irogenital yol, cerrahi alan enfeksiyonu gibi bir¢ok nozokomiyal enfeksiyon
salginlarma neden olduklar1 bildirilmektedir. Hastanede yatan hastalarda firsatci
olmalarmma ragmen, toplumdan kazanilmis enfeksiyonlara da sebep olurlar.
Acinetobacter tirleri arasmnda klinikk Orneklerden en sik soyutlanan tiir
A.baumannii’dir. Bu tiir ilk olarak Beijerinck tarafindan 1911°‘de izole edilmis ve
Micrococcus calco-aceticus olarak adlandirilmistir (30). Daha sonra 1939 yilinda
DeBord’un Gram negatif kokobasilleri iiretral 6rnekten izole etmesiyle birkag¢ isim
daha almis, 1950°de Acinetobacter olarak tanimlanmaya baslanmistir (31).
Acinetobacter tiirleri giinimiize kadar 15’in iizerinde farkli jenerik isimle
adlandirilmistir. Bunlardan en 1yi bilinenleri Bacterium anitratum, Herellea
Vaginicola/Mima  polymorpha,  Achromobacter,  Alcaligenes,  Micrococcus
calcoaceticus, B5SW, Moraxella glucidolytica ve Moraxella Iwoffii’dir. Taksonomik
calismalar sonucu Acinetobacter cinsi giiniimiizde Moraxella, Psychrobacter ve ilgili
diger cinslerle birlikte Moraxellacea ailesi iginde yer almaktadir (32).

Acinetobacter tiirleri Neisseriaceae ailesine dahil iken, yapilan en son
molekiiler taksonomik caligmalarla yeni bir aile olan Moraxellaceae ailesine dahil
edilmistir (33). Hareketsiz, Gram negatif ve siklikla diplokok seklinde goriilen
nonfermentatif bakterilerdir. Ancak zaman zaman Gram pozitif olabilirler. Kanh
agarda 24 saat sonra gelisen kolonileri 1.0x1.5 ile 1.5 x 2.5 pm capinda, yari
saydam, opak ve konveks sekillidir. Basit besiyerlerinde iirerler. Cogu sus en iyi

MacConkey agarda soluk pembe renkte iiremektedir. Uremek icin herhangi bir
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ireme faktOrline ihtiya¢ duymayip, en iyi 30-35°C’de iirerler. Oksidaz negatif ve
katalaz pozitiftir. A.baumannii sakkarolitiktir ve karbonhidratlardan asit olusturur.

Acinetobacter cinsi iginde DNA-DNA hibridizasyon bazli caligmalarda 25
farkli genomik sus tanimlanmis olup, giiniimiizde bunlarm 17’si resmi olarak gecerli
kabul edilmektedir. 4.baumannii, Acinetobacter calcoaceticus (A.calcoaceticus) ve
Acinetobacter Iwoffii (A.lwoffii) klinik literatiirde en sik rapor edilen suslardir.
Fenotipik karakterlerine gore Acinetobacter suslarini birbirinden ayirmak zor
oldugundan siklikla Acinetobacter calcoaceticus—Acinetobacter baumannii complex
terimi kullanilmaktadir (34).

Virulans potansiyelleri diisik oldugundan bagigiklik sistemi normal
olanlarda enfeksiyon olusturma olasilig1 oldukea diisiiktiir. Asidik pH’da ve diistik
1sida iireyebilme oOzellikleri yaninda bilinen sitotoksin iiretimi yoktur. Hiicre
duvarinda bulunan lipopolisakkaritin endotoksijenik 6zelligi cok az bilinmektedir.
Acinetobacter sepsisinin semptomlarindan invivo endotoksin iiretimi sorumludur.
Bakterinin insan viicudunda iireyebilmesi icin gerekli olan demiri saglayabilme
Ozelligi de Onemli virulans faktorlerindendir. Bazi Acinetobacter tiirlerinin dig
membran reseptor proteinleri gibi sideroforlari tirettikleri gosterilmistir (32).

Santral vendz kateter kaynakli enfeksiyonlar, hastane enfeksiyonlar1 arasinda
onemli bir yer tutmaktadir. A.baumannii’nin biyofilm olusturmasi, hastane ortaminda
ve aygitlarin yiizeyinde uzun silire canli kalabilmesi nedeniyle, 6zellikle kateter
kaynakli enfeksiyonlarda 6nemli bir viriilans faktoriidiir. Biyofilm olusturma 6zelligi
hastane ortaminda uzun siire canli kalmasini saglamasmin yanisira, bakteriyi bazi
antimikrobiyal ajanlara karsi da korumaktadir. Diger bakterilerde tutunma 6zelligini
inceleyen caligmalarda, bakteri ve ylizey arasinda gelisen baglantilardan bakteride
olusan ekzopolimerik yapilarin olusturulmasi, pili ve flajella gibi uzantilarin sorumlu
oldugu gosterilmistir (35).

Acinetobacter standart kiiltiirlerden kolaylikla izole edilebilir, ancak diger
Gram negatif basillere gore rolatif olarak biyokimyasal testler agisindan non
reaktiftir (30). Rutin laboratuvar kosullarinda biyokimyasal reaksiyonlara ve iireme
ozelliklerine gore Acinetobacter tiir ayrimi yapilmaktadir. Acinetobacter cinsinin
genotip tiir ayrimi bu sekilde yapilabilmektedir. Bu aymrimda glikozaoksidatif etki,

hemoliz ve 44°C’de tireyebilme genellikle yeterli olmaktadir. Glukozu oksitleyen ve
14



hemoliz yapmayan izolatlar genellikle A.baumannii’dir. A.baumannii 44°C’de
ireyebilme yetenegiyle digerlerinden kolayca ayirt edilebilir. Glukoz negatif
kokenlerden hemoliz yapmayan A./woffii, hemoliz yapan A.haemolyticus olarak
adlandirilir. A.johnsonii diger tiirlerden 37°C’de iireyememesi nedeni ile ayirt

edilebilir (36).

1.4.1.Hastane Kaynakh Acinetobacter Kokenlerinde Diren¢ Problemi

Acinetobacter baumannii suslarma bagli enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi giderek artan diren¢ tiim diinyada oldugu
gibi ililkemizde de onemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Bu bakteri 1980’1
yillardan bu yana hastane enfeksiyonlarinda c¢ogul direngli etken olarak izole
edilmeye baslamistir (37).

Acinetobacter enfeksiyonlart 1970’li yillarda ampisilin, ikinci jenerasyon
sefalosporinler, minosiklin, kolistin veya gentamisin gibi antimikrobiyallerle
kolaylikla tedavi edilebiliyordu. 1980 ile 1990 yillar1 arasinda multidrug-resistant
A.baumannii  (MDR-AB) ve karbapenem-resistant A.baumannii  (CR-AB)
insidansmin artmasini takiben A.baumannii enfeksiyonlarinda tedavi yonetiminde
aksamalar gortldi (38).

Acinetobacter tirleri de Pseudomonas tiirleri gibi i¢sel direng mekanizmalari
tagimaktadir ve ylizey porinlerinin 6zelligi dolayisiyla bircok antibiyotige dogal
olarak direnglidir. Bu cinsin en O0nemli 6zelligi sulbaktam basta olmak {izere
betalaktam inhibitorlerine duyarli olmasidir. Acinetobacter kodkenlerinde bulunan
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) olan PER-1 enzimi ilk kez Tiirkiye'den
bildirilmistir. GSBL tiirli direng Acinetobacter tiirleri arasinda ¢ok az bildirilmekle
birlikte iilkemizde ilging olarak izolatlarin yaklasik %40’mnda PER-1 enzimi (GSBL)
bulunmaktadir ve bu izolatlarin sulbaktam igeren kombinasyonlara duyarliligi da
azalmaktadir (39).

Acinetobacter baumannii’de diger bir sorun da multi-drug rezistans (MDR)
ve pan-drug rezistans (PDR) tamimlamalariyla ilgili sorundur. P.aeruginosa ve
A.baumannii suslarimin farkli genotipik ve fenotipik 6zelliklerine gore biiyiik oranda
MDR ve PDR terimleri kullanilir. Bu arastiricilar ve klinisyenler arasinda hatiri

sayilir bir kafa karisikligina neden olmaktadir (40).
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Acinetobacter baumannii’de MDR terimi ile ilgili olarak bugiin standart bir
tanimlama yoktur. Kokenin tedavide kullanilan kinolon, sefalosporin ve karbapenem
gibi antibiyotik smiflarindan tigline veya daha fazlasina direng gdstermesi
durumunda MDR terimi kullanilir (41, 42).

Bu bakteriler, karbapenemler dahil birgcok antibiyotige karsi hizla
gelistirdikleri ¢oklu ilag direnci, hatta dezenfektanlar i¢inde bile yasamaya devam

edebilmeleri nedeni ile glincel bir sorun olarak 6nemlerini siirdiirmektedir (43).

1.5.Tigesiklin

Glisilsiklinler, tetrasiklin grubu antiyotiklerin semisentetik analoglaridir.
Tigesiklin, glisilsiklin grubu antibiyotiklerin 1ilk iiyesidir. Yapisal olarak
minosiklinin semisentetik bir derivesidir. Tigesiklinin kimyasal yapis1 Sekil 1°de
goriilmektedir. Ribozomal korunma ve efluks mekanizmalariyla tetrasikline direng
gelistiren Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi etkili olmasi en 6nemli
ozelligidir. Tigesiklin, bakterilerin 30 S ribozomal alt iinitesine baglanir ve
tRNA’nin  hedefine ulagmasini engelleyerek protein sentezini inhibe eder.

Bakteriyostatik etkili bir antibiyotiktir (44-46).
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Sekil 1. Tigesiklinin kimyasal yapisi.

1.5.1.Tigesiklinin Etki Spektrumu

Tigesiklin; aerobik Gram pozitif, Gram negatif ve anerob patojenlere karsi
gliclii ve genis spektrumlu aktivitelerinden dolayr komplike cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlari, intraabdominal enfeksiyonlar ve P.aeruginosa hari¢ ¢oklu direngli
patojenlerle olusan nozokomiyal enfeksiyonlarmn tedavisinde kullanilir (47, 48).
Tigesiklin in-vivo olarak metisiline duyarli ve direncgli Staphylococcus aureus

(MSSA; MRSA), Streptococcus agalactiae (S.agalactiae), Streptococcus anginosus
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(S.anginosus),  Streptococcus pyogenes (S.pyogenes), vankomisine duyarli
Enterococcus  faecalis (E.faecalis), E.coli, Bacteroides fragilis (B.fragilis),
Citrobacter freundii (C.freundii), Enterobacter cloacae (E.cloacae), K.oxytoca,
K.pneumoniae, Bacteroides thetaiotaoicron (B.thetaiotaoicron), Bacteroides
uniformis (B.uniformis), Bacteroides vulgatus (B.vulgatus), Clostridium perfringens
(C.perfringens), Peptostreptococcus micros (P.micros) tirlerine karsi etkinlikleri
vardir (49, 50).

Genis spektrumlu beta-laktamaz sentezleyen E.coli izolatlarinda tigesiklin
aktivitesi imipenem-silastatine benzerdir. (MICqo: 0.25 pg/ml) K. pneumoniae igin
MICyg degeri tigesiklin ile 1p g/ml iken imipenem-silastatin i¢in Spg/ml’ dir (51).

Acinetobacter tiirleri ¢coklu ilag direnci olan bir diger grup patojendir ve OXA
karbapenemaz veya metallo-beta-laktamaz enzim iiretimi sonucu karbapenemlere
direngli suslarin  siklig1 artmaktadwr (52). Tigesiklin, karbapenemaz iireten
Acinetobacter suslarina karsi etkilidir (MICoo<2pg/ ml) (53).

Tigesiklin, Fusobacterium, Prevotella, Peptostreptococcus ve Bacteroides
tiirlerine kars1 anaerobik aktivite gostermistir. Tigesiklinin B.fragilis icin MICy
degeri 8 mg/L, metronidazol i¢in MICyy 2 pg/ml” dir. Yiiksek antimikrobial direncin
oldugu bolgelerde metronidazol, imipenem, amoksisilin-klavulanat veya piperasilin-
tazobaktama tigesiklin alternatif olarak kullanilabilir (54, 55).

Tigesiklinin P.aeruginosa icin MICqy degeri 16 pg/ml’ nin iizerindedir.
Proteus mirabilis (P.mirabilis) ve Proteus vulgaris (P.vulgaris) MICyy degerleri
sirasiyla 8 ve 4ug/ml’ dir P.aeruginosa ve Proteus tiirlerindeki direncin efluks

pompalarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (56, 57).

1.5.2. Tigesiklinin Farmakolojik Ozellikleri

Tigesiklin intravendz olarak kullanilir ve lineer farmakokinetige sahiptir.
Maksimum plazma konsantrasyonu (Cpax) 100 mg dozun ardindan 0.911 mg/ L,
glinde iki defa 50 mg uygulandiginda 10 giin sonunda Cp,.x 0.621 mcg/ ml
bulunmustur. Dagilim hacminin genis olmas1 ve dokulara hizli yayilmasi tedavi i¢in
onemlidir ancak bakteremi tedavisi planlandig1 zaman diisiik Cyax dlizeylerine dikkat
edilmelidir (58). Plazma yarilanma omrii 36 saattir. Plazma proteinlerine baglanma

oran1 %71- %89 civarindadir. Farkli dokularda, serumdakine gére bulunma orani su
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sekildedir: safra kesesinde 38 kat, kolonda 2.1 kat, alveol hiicrelerinde 78 Kkat,
akcigerde 8.6 kat, epitelyum sivisinda %32, cilt vezikiil sivilarina gegisi %74 diir.
Kemik ve sinoviyal stvilara gegisi kotidiir (57).

Atilim1 safra yoluyla veya fegesle (%59), bobrek yoluyla (%32) olur ve
%22’si degismeden idrarla atilir. idrarla atilmi diisiik oldugu igin iiriner sistem
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmas1 oOnerilmemektedir. Sitokrom P450

enziminden bagimsiz olarak etki gosterdiginden ila¢ etkilesimi azdir (58).

1.5.3.Tigesiklinin Kullanim Dozu

Onerilen tigesiklin dozu 100 mg yiikleme dozunu takiben idame doz olarak
12 saatte bir 50 mg’ dir. Ilac intravendz yoldan 30-60 dakika icinde verilmelidir. Oral
formu mevcut degildir. Giinliik 300 mg dozun iizerinde yan etkilerinden dolay1
kullanilamaz (59).

Bobrek bozuklugu olan veya hemodiyalize giren hastalarda doz
ayarlanmasina gerek yoktur (59, 60). Hafif ve orta dereceli karaciger bozuklugunda
doz ayarlamas1 gerekmez ancak ciddi karaciger yetmezligi olanlar i¢cin dnerilen doz

100 mg yiikleme dozunu takiben 12 saatte bir 25 mg’ dir (59).

1.5.4. Tigesikline Diren¢ Gelisim Mekanizmasi

Tigesiklin klinik kullannomda ¢ok uzun siiredir bulunmadigi i¢in direng
gelisimi ¢ok anlasilamamistir. Bazi Gram negatif bakterilerde nadir de olsa
tigesikline direng gelismeye baslamistir. E.coli, K. pneumoniae ve Enterobacter spp.
ile P.aeruginosa, Proteus, Providenciae ve Morganella tirlerinde intrinsik olarak
tigesikline azalmis duyarlilik saptanmistir. Enterobacteriaceae familyasinda AcrAB
multidrug efluks pompasinin aktivitesinde degisim sonucu c¢ok nadir olarak
tigesikline diren¢ gelistigi goriilmiistiir . Bu direng¢ transpozon veya plazmitlere bagl
olarak acrA, acrB veya ram A genlerinde meydana gelen degisim sonucu gelisir ve
bu da AcrAB’nin asir1 iretimine veya benzer bir fonksiyonun ortaya ¢ikmasina sebep
olur (61).

Pseudomonas aeruginosa kdkenlerinde ise tigesikline kars1 goriilen intrensek
direng, MexAB-OprM ve MexXY (Opr-M) efluks pompalarma baglidir.Bu
kokenlerde MexXY geninin kaybolmasi ile tigesiklin duyarhiliginm arttig1 da
belirtilmistir (46).
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1.6.Antimikrobiyal ilaclara Diren¢ Mekanizmalar
Bir mikroorganizmanin yapis1 nedeniyle antibiyotiklere karsi direncli olusu
yapisal (intrinsik) direng¢ olarak tanimlanmaktadir ve bir tiiriin tiim {iyeleri i¢in sz
konusudur (62, 63). Ornegin, bir ok Gram negatif bakteri vankomisin ve metisline,
enterokoklar ise sefalosporinlere duvar yapilar1 nedeniyle yapisal olarak direncglidir
(63, 64). Aminoglikozidlerin hiicre membranindan transportu oksijene bagimli, enerji
gerektiren bir olay oldugundan, oksidatif fosforilasyonun olmadig1 veya az oldugu
mikroorganizmalarda ilacin hiicreye alinmasi sirasindaki enerji gerektiren bir olay
oldugundan, oksidatif fosforilasyonun olmadig1 veya az oldugu mikroorganizmalarda
ilacin hiicreye alinmasi sirasindaki enerji gerektiren evreler kullanilamaz ve yeterli
miktarda ila¢ hiicre i¢cine giremez; bu nedenle de anaerop mikroorganizmalar ve
enterokoklar gibi fakiiltatif anaerop mikroorganizmalar aminoglikozid antibiyotiklere
yapisal olarak direnglidir (65).
Edinsel direng ise yapisal veya diizenleyici genlerdeki mutasyonlar, ya da
yeni bir DNA kazanilmas1 veya bu iki mekanizmanin kombinasyonu ile ortaya
ctkmakta ve ayni tiiriin tiim bireylerinde degil, duyarli bir atadan gelen belirli bir
bakteri soyunda ortaya ¢ikmaktadir (62, 63).
Bakterilerin antimikrobik ilaglara kars1 gosterdigi diren¢ mekanizmalar1 dort
ana baslik altinda toplanabilir:
1. Hiicredeki antibiyotik miktarinin azaltilmasi;
a. Dis membran gecirgenliginin azaltilmasi
b. I¢ membrandan gecisin engellenmesi
c. Aktif atim pompasi ile olabilir

2. 1Ilacin hedefinde degisiklik olusturulmasi
a. Mutasyon ile
b. Enzimatik degisiklik ile olusturulabilir

3. Sentezlenen enzimle ilacin inaktive edilmesi

4. Antimikrobik ilagtan etkilenmeyen farkli bir metabolik yol kullanilmasi
(64, 66, 67).

Kromozomal mutasyon ve seleksiyon sonucu olusan edinsel direng “dikey
evrim” olarak tanimlanmaktadir (63). Bu tip direng, kromozomda bir spontan

mutasyon olusmas1 sonucu ortaya c¢ikmaktadir. DNA replikasyonu sirasinda her
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gende 107 ila 10™° sikhiginda rastgele baz degisikligi olmakta, ayrica kopyalama
sirasindaki hatalar belirli genlerin kismen veya tamamen delesyonuna neden
olabilmektedir (67).

Sonugcta ilacin hedefinde degisiklik olabilir, ila¢ aktivasyonu ve atim pompa
sistemlerinin ifadesi artabilir ya da azalabilir, porin ve aktif tasiyicilar kaydedilebilir
veya aktive edilebilir (63, 67). Ortamda bulunan antibiyotikler yeni mutantlarin
c¢ikisma yol agmamakta, ancak duyarlt mikroorganizmalar baskilanacag i¢in direngli
mutantlarin seleksiyonuna neden olmaktadir (67, 68).

Bakterilerin diren¢li mikroorganizmalardan yeni genetik madde alarak direng
kazanmas1 “yatay evrim” olarak isimlendirilmektedir. Bu aligveris ayni tiir iginde
olabilecegi gibi degisik tiirler ve cinsler arasinda da olabilir (63). Genetik madde
gecisi konjugasyon, transdiiksiyon ve transformasyon ile olusabilmektedir (62, 63,

68).

1.6.1. Konjugasyon

Konjugasyon, Gram negatif bir bakteriden diren¢ genlerini iceren plazmidin
pilus adi verilen bir protein uzantidan duyarli bakteriye ge¢cmesidir. Gram pozitif
bakterilerde ise konjugasyon genellikle verici ve alici bakterilerin bir araya
toplanmasini kolaylastiran cinsel fenomonlarin salgilanmasi ile baglatilmaktadir (63,
68).

Plazmidler kromozomdan bagimsiz olarak replike olan, kromozom dis1
genetik elementlerdir. Klinikte goriilen direng daha ¢ok plazmidlere baghdir. R-
plazmidi adi verilen diren¢ plazmidleri, sayilar1 10’a varabilen farkli antibiyotige
kars1 diren¢ genlerini tasimaktadir. R-plazmidi iceren bakteriler bu 6zelliklerini
duyarl bakterilere aktararak onlarin da direngli hale gelmesine neden olmaktadirlar
(62, 68, 69, 70). Bulasic1 tipteki bu direng, daha ¢ok antibiyotigi inaktive eden veya
hiicrenin gecirgenligini degistiren enzimlerle olmaktadir (71). Antibiyotik kullanimu,
direng genlerini tasiyan bakteriler yararina bir seleksiyona yol agmakta, 6zellikle
hastaneler gibi, antibiyotik kullaniminin yogun oldugu yerlerde direngli bakteriler
artig gostermektedir (68).

Direng genlerini tagimalarmin yaninda plazmidler, transpozon ve integron

gibi diger direng elemanlar1 i¢in bir ara¢ gorevi de gormektedir (62). Transpozonlar,
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bir DNA molekiiliinden digerine gegebilen DNA dizileridir. Bunlarin plazmidlerden
farki, bagimsiz olarak replike olmamalaridir. Bu nedenle, kromozom veya plazmid
icinde bulunmakta, bunlar arasinda yer degistirebilmektedirler (62, 68).

Son yillarda bazi transpozon veya plazmidlerde “integron” adi verilen ve
“kaset” olarak tanimlanan kiig¢iik hareketli elementleri igeren genetik yapilar
bulunmustur. Bazi integronlar hareketli, bazilar1 ise kromozomaldir. Antibiyotiklere
direnci yOneten kasetler daha c¢ok hareketli integronlarda bulunmaktadir (66).
Integronlar 6zellikle siilfonamid streptomisin direng genlerinin  yayiliminda
onemlidir. Ayrica OXA, PSE, VIM ve IMP beta-laktamazlar1 ve aminoglikozidleri
degistiren enzimlerin genleri de integronlarda bulunmaktadir. Bir bakterinin ¢ok kisa
bir siire icinde bircok antibiyotige birden “coklu direncli” duruma gelisinde bu
elementlerin rolii oldugu anlasilmistir (62, 66, 68, 69). Buna karsin daha yaygin olan
diren¢ genlerinin integronlarda degil, transpozonlarda tasindigi gozlenmektedir.
Ornegin en yaygim olan TEM tiirii beta-laktamaz genleri transpozonlarda tasinirken
integron ile iligkili olan OXA ve PSE beta-laktamazlar1 daha nadirdir (67). Bugiine
degin dort grup integron tanimlanmistir; enterik bakterilerde en sik saptanan tiird,

grup 1 integrondur (62, 66).

1.6.2.Transdiiksiyon
Transdiiksiyonda direng genleri bakteriyofaj araciligi ile bir bakteriden
digerine gegmektedir (63, 68). Antibiyotik direncini kodlayan geni igeren virus (faj)

alic1 bakteriye bu geni tasimaktadir. Bu mekanizma oldukca ender goriilmektedir (2).

1.6.3.Transformasyon

Bu mekanzimada bakteriler bir bakterinin lizisi ile ortama dagilan DNA
parcaciklarini kendi DNA’larina katmaktadir (63, 68). Kazanilan yeni gen antibiyotik
ile inhibisyona daha direncli ise bakterinin duyarliliginda bir azalma s6z konusu
olmaktadir. Bu mekanizmaya en 1iyi Ornek S.preumoniae’da penisilin ve

sefalosporinlere karsi olusan direngtir (72).
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1.6.4. Cesitli Antibiyotik Gruplarina Diren¢ Gelisiminde Onemli Olan

Mekanizmalar

1.6.4.1. Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢

Beta-laktam ajanlara kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 arasinda onde geleni
beta-laktamaz iiretimidir. Bunun disinda, penisilin baglayan proteinlerdeki
degisimler, beta-laktamlara duyarli olmayan yeni penisilin baglayan protein (PBP)
yapimi veya dis zar proteinlerindeki degisimler de bu grup ajanlara direng gelisimine
yol acabilmektedir (73).

a.Beta-laktamazlar: Beta-laktamazlar, penisilinler, sefalosporinler ve
benzeri beta-laktam antibiyotikleri hidrolize eden ve bu antibiyotiklere direng
gelisimine neden olan enzimlerdir. Bu enzimler beta-laktam halkasindaki karbonil
grubu ile bir ester kopriisii kurup siklik amid bagini bozar ve bir agil-enzim tiirevi
olustururlar. Bu bir enzim-penisiloil veya bir enzim-sefalosporil molekiiliidiir.
Reaksiyonu gerceklestiren ii¢ grup protein vardir:

1. Diistik molekiil agirliklt PBP’ ler (D-D karboksi peptidazlar)

2. Yiksek molekiil agirliklt PBP’ ler (Transpeptidazlar)

3. Beta-laktamazlar

Biitiin PBP’ ler ve beta-laktamazlarin cogunlugu aktif bolgelerinde bir serin
aminoasidi bulunan ve bu nedenle ‘serin peptidazlar’ olarak adlandirilan bir enzim
iist ailesinde yer alirlar. Bu enzimlerin beta-laktam ajanlara baglanmasi sirasinda
once bir agil-enzim tiirevi olugsmaktadir. Bunu izleyen basamakta ise, bir deagilasyon
islemi ile enzim ag¢il molekiiliinden ayrilarak rejenere olur. PBP’ ler ve beta-
laktamazlar arasindaki farki bu deacgilasyon basamaginin hizi olusturur. Beta-
laktamazlar acil tiirevinden kisa siirede ayrilirken PBP’ lerde bu basamak
gerceklesmez ve antibiyotik yerine enzimin inaktivasyonu ile sonlanir (74, 75).

Cok genis bir enzim grubu olan beta-laktamazlar molekiiler yapilarina ve
islevsel ozelliklerine gore smiflandirilirlar. Gilinlimiize degin beta-laktamazlarda dort
farkli molekiiler sinif (A, B, C, D) tanimlanmistir. A, C ve D molekiiler siniflarinda
bulunan beta-laktamazlar yukarida aciklanan serin-ester aracilikli mekanizma ile
islev goriirler. Smif B beta-laktamazlar ise, kofaktor olarak ¢inko (Zn™) iyonu

gereksinen metalloenzimlerdir (76).
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Smif A, yeglenen substrat1 penisilinler olan beta-laktamazlardan olusur. Bu
grup enzimler icerisinde S.aureus’ un beta-laktamazlar1 (Grup 2a) ve Gram negatif
bakterilerin TEM ve SHV tipi enzimleri (Grup 2b, 2be, 2br) sayilabilir. Smif B
(Grup 3) metallobeta-laktamazlar, S.maltophilia, B.fragilis, Aeromonas ve
Legionella spp. de saptanabilen, penisilinler ve sefalosporinlerin yanisira
karbapenemleri de hidrolize eden ve beta-laktamaz inhibitorleri ile inaktive olmayan
enzimlerdir (76).

Gram negatif bakterilerde bulunan smif C beta-laktamazlar (Amp C; Grup 1),
kromozomal ve plazmid kokenli sefalosporinazlar1 ve sinif D beta-laktamazlar da
(Grup 2d) oksasilini hidrolize eden enzimleri kapsamaktadir (74, 77).

Beta-laktamazlar arasmda TEM ve SHV grubu enzimler, mikrobiyoloji
laboratuarinda sik soyutlanan tiirlerde yaygin olmalar1 ve plazmidlerce tasmmalar1
nedeniyle klinik 6nem agisindan 6n planda gelmektedir. TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
beta-laktamazlari, penisilinler ve 1. kusak sefalosporinleri etkin bir bigimde
parcaladiklar1 halde, sefotaksim, seftazidim ve aztreonam gibi genislemis spektrumlu
beta-laktam ajanlarin klinik tedavide yaygm kullanimlar1 sonucunda, bu ana
enzimleri kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlarina bagli olarak yeni enzimler
gelismistir. Bu enzimler genislemis spektrumlu beta-laktam ajanlar1 inaktive
edebilmekte ve bu nedenle genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) olarak
adlandirilmaktadir (Grup 2be). Gilinlimiizde sayilar1 50 civarindadir. En sik E.coli ve
K.pneumoniae suslarinda bulunmakta ve bu tiirler ile olusan enfeksiyonlarin
tedavisinde sorun yaratmaktadir. GSBL mutasyonlar1 genellikle seftazidim ve/veya
sefotaksim MIK degerlerinde ancak orta dereceli bir artisa neden oldugu i¢in bu
enzimlerin rutin laboratuarlarda tanimlanmalar1 giliclik gostermekte, bunun
sonucunda da antimikrobiyal duyarlilik yanlis degerlendirilerek genislemis
spektrumlu  bir beta-laktam ile uygun olmayan bir dozda sagaltima
baslanabilmektedir. Bu nedenle GSBL saptanmasi i¢in ¢ift disk sinerji testi gibi 6zel
yontemler kullanilmaktadir (77).

Gerek TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gerekse bunlarmn genislemis spektrumlu
tirevleri, klavulanik asit, tazobaktam ve daha az oranda sulbaktam gibi beta-
laktamaz inhibitorlerine duyarhidir. Son yillarda, penisilinlere etkili ancak klavulanik

asite kismen direngli TEM benzeri enzimler de bildirilmistir (78).
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Bunlarin yanisira, birgok bakteri tiiriinde kromozomal sefalosporinazlar da
bulunmaktadir. Bu enzimlerin bir kismu indiiklenebilir niteliktedir. indiiklenebilir
beta-laktamazlar, normal olarak diisilk diizeyde iiretilmekte ancak beta-laktam
antibiyotik varliginda bu miktar birka¢ yiiz katma ¢ikabilmektedir. Indiiklenebilir
sefalosporinazlarin bulundugu tiirler arasinda P.aeruginosa, E.cloacae, C.freundii ve
S.marcescens sayilabilir. Bu tiirlerde, sikliklar1 az oldugu i¢in rutin duyarlhilik testleri
ile saptanamayan, stirekli ve yiiksek diizeyde enzim iiretebilen mutantlar
goriilebilmektedir. Ozellikle oksiimino beta-laktamlarin kullanimi sirasnda bu
mutantlarin se¢ilmesi, tedavi basarisizligina sebep olmaktadir. Bu enzimleri iireten
suslarin saptanmasinda da 6zel yontemler uygulanmaktadir (79).

b.Penisilin Baglayan Protein Degisimleri: Hedef yapisindaki degisim
sonucunda antibiyotigin baglanamamasi beta-laktam antibiyotiklere direngte dnemli
bir diger mekanizmadwr. Bu durumda direngli suslarm PBP’lerinin baglanma
ozelliklerinde degisim meydana geldigi goriilir. PBP’ ler peptidoglikan sentezinde
rol alan enzimlerdir. Bunlar arasinda transpeptidazlar ‘yiiksek molekiil agirlkli PBP’;
D-D karboksipeptidazlar ise ‘diisiik molekiil agirlikli PBP’ olarak adlandirilirlar.
PBP degisimine bagli direng, Gram pozitif bakterilerde daha fazla goriilmektedir ve
glinlimiizde ozellikle S.pneumoniae ve S.aureus gibi tiirlerin beta-laktam ajanlarla
tedavisinde sorun yaratmaktadir. Bu tip dirence yol acan genetik 6zellikler arasinda
en 1yl incelenmis olan1 metisiline direngli S.aureus (MRSA) suslarinda bulunan mec
A genidir. Bu gen beta-laktam ajanlara baglanmayan veya diisiik oranda baglanan ve
PBP 2a olarak adlandirilan yeni bir PBP yapimima neden olur. Bu yeni tip proteini
ireten bakteriler beta-laktam antibiyotik varliginda da peptidoglikan sentezini
stirdiirtirler (80).

Penisiline direngli S.preumoniae suslarinda da beta-laktam afinitesinin
diismesine neden olan PBP degisimleri goriilebilir. Penisiline duyarli pnoémokok
suslarmda PBP 1la, 1b, 2a, 2b, 2x ve 3 olarak numaralandirilan alt1 PBP
bulunmaktadir. PBP 1a, 2b ve 2x’ deki degisimler penisilin ve sefalosporin direncine
yol agmaktadir. Ilging olarak, bu degisimlerin nokta mutasyonlarindan degil, S.mitis
gibi penisiline direngli yakin bir tiirden gelen yabanci DNA’ dan kaynaklandigi
disiiniilmektedir (79).
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Bu iki mekanizma digsinda, Gram negatif bakterilerin porin degisikliklerine
bagl olarak gecigenligin azalmasi da beta-laktam ajanlara direng gelismesine neden
olur. Buna o6rnek olarak E.coli suslarinda OMP F ve OMP C degisimleri sonucunda
beta-laktam ajanlara, P.aeruginosa ‘da 6zel bir kanal proteini olan Opr D kaybina
bagli olarak karbapenemlere direng gelismesi verilebilir (80).

Aktif pompa sistemleri ile de beta-laktam antibiyotigin hiicre i¢cinde birikmesi
engellenebilir. Ornegin E.coli suslarinda ki MarRAB operonunun mutasyonlari
sonucunda, bu tiir bir mekanizma ile, beta-laktamlar, tetrasiklinler, kloramfenikol ve

kinolonlar1 kapsayan bir¢ok antibiyotik sinifina birden direng gelisebilmektedir (80).

1.6.4.2.Aminoglikozidlere Diren¢

Aminoglikozidler 6zellikle aerop Gram negatif basil ve Gram pozitif kok
tiirlerine etkili antibiyotiklerdir. Bu antibiyotiklere dogal diren¢ genellikle hiicre
icine transportun bozulmasindan, kazanilmis diren¢ ise antibiyotigin yapisini
degistiren plazmid kokenli enzimlerden kaynaklanmaktadir. Bunun disinda
ribozomdaki baglanma bolgesinin veya antibiyotik alinimimin degismesi ile ilgili
kromozomal mutasyonlar da kazanilmis dirence neden olabilmektedir (81).

a. Antibiyotigin Hiicre icine Alimminin Bozulmasi: Aminoglikozidlerin
hiicre i¢cine taginmasmin engellenmesi bu gruptaki tiim ajanlara capraz direng
gelismesine neden olmaktadir. Aminoglikozidler, hedefleri olan ribozomlara
ulagsmadan Once hiicre duvarini ve sitoplazmik membrani gegmek zorunda olan,
pozitif yiikli bilesiklerdir. Bu katyonik bilesikler Gram negatif bakterilerin dis
zarinda yer alan lipopolisakkarit (LPS) tabakasindaki divalan katyonlarla yer
degistirirler ve membran biitiinliigliniin bozulmasiyla hiicre i¢cine gecerler. Zardaki
LPS, dis membran proteinleri, porinler ve fosfolipidlerin yapisindaki degisiklikler
aminoglikozidlerin hiicre i¢ine alinmasimi engeller (81).

Aminoglikozidlerin hiicre zarindan ge¢mesini ise elektron transport zinciri ile
kazanilan elektriksel potansiyel saglamaktadir. Bu nedenle, elektron transport sistemi
bulunmayan anaerobik mikroorganizmalar aminoglikozidlere dogal olarak
direnclidirler (81).

b. Aminoglikozid Yapisim1 Degistiren Enzimler: Plazmid yada transpozon

kokenli enzimlerin iiretimi aminoglikozidlere karsi kazanilmis direngte en sik
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goriilen mekanizmadir. Aminoglikozid yapisim1 degistiren {i¢ grup enzim
bulunmaktadir. Bunlar;

1. Asetil transferazlar (AAC)

2. Adenil transferazlar (ANT)

3. Fosfotransferazlar (APH)’ dir.

Bu enzimler antibiyotik molekiiliine, asetil, adenil, fosforil gruplar1 ekleyerek
etkinligini yitirmesine neden olurlar. Antibiyotigin yapisinin degistirilmesi, hiicre
icine tasinmasini ve protein sentezini dnleme yetenegini bozmaktadir (82).

c.Ribozomal Hedefin Degistirilmesi: Bu mekanizmanin 6zellikle

streptomisin direncinde dnemli oldugu bildirilmektedir (82).

1.6.4.3. Makrolid, Linkozamid ve Streptogramin Grubu Antibiyotiklere
Direncg

Makrolid, linkozamid ve streptogramin B kimyasal olarak birbirinden farkl
fakat etki mekanizmalar1 benzer olan ve bu nedenle de MLS grubu olarak
adlandirilan antibiyotiklerdir. Gram negatif basiller hiicre duvarinin hidrofobik
bilesikleri ge¢irmemesi nedeniyle MLS grubu antibiyotiklere dogal olarak
direnglidir. Bu grup antibiyotiklere kazanilmis direng ise en sik ribozomal hedefin
degismesinden kaynaklanmaktadir. Bunun yanisira enzimatik inaktivasyon ve aktif
pompa sistemleri ile de direng gelisimi bildirilmistir (83).

a.Ribozomal Hedefin Degistirilmesi: MLS grubu antibiyotikler 50S
ribozomal alt {initeye baglanarak peptid zincirinin uzamasina engel olurlar. Bu
antibiyotiklere direng, genellikle 23S rRNA’ da spesifik bir adenin molekiiliiniin
metilasyonundan sorumlu enzimleri kodlayan erm (eritromisin rezistans metilazi)
genlerinin kazanilmasma baghdir. Metilasyon, ribozomal baglanma bélgesinin
ozelliklerini degistirerek tiim MLS grubu antibiyotiklere diren¢ gelismesine neden
olur (Capraz direng). MLS direng genleri, Tn 1545 ve Tn 917 gibi sigrayict genler
(transpozonlar) ile tasinmaktadir (83).

b.Enzimatik Inaktivasyon: Eritromisine direngli Enterobactericeae
tiirlerinde gosterilmis olan eritromisin esteraz (I, I1I) ve 2’ fosfotransferaz enzimleri
antibiyotik yapismi bozarak makrolid antibiyotiklere direng gelismesine neden

olmaktadir (83).
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c.Aktif Pompa Sistemi: Staphylococcus epidermidis suslarinda saptanan msr
A geninin 14- ve 15- iiyeli makrolidlere direng olusmasina yol agan indiiklenebilir
bir transport proteininin sentezine yol a¢tig1 gosterilmistir (84).

1.6.4.4. Tetrasiklin Direnci

Tetrasiklin direnci dogada en sik karsilasilan antibiyotik direncidir. Bu
direng, hiicre duvar1 gegirgenligini etkileyen kromozomal mutasyonlar sonucunda
gelisebilecegi gibi daha sik olarak aktif pompa sistemi veya ribozomal hedef
korunmasi ile 1ilgili degisimlere neden olan eksojen DNA’ nmn alinmasmdan

kaynaklanmaktadir (84).

1.6.4.5. Sulfonamidlere ve Trimetoprime Karsi Diren¢ Gelisimi

Sulfonamid ve trimetoprim, bakterilerin tetrahidrofolik asit sentez yolundaki
dihidropteorat sentaz (DHPS) ve dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimlerini inhibe
ederek antibakteriyel etkinlik gosteririler. Bu antibiyotiklere dogal direng, dis
membran gegirgenliginin diisiik olmasi ile iligkilidir. Trimetoprime kazanilmis direng
ise en sik plazmid kokenli DHFR enzimlerinin sentezi sonucunda gelismektedir.
Gram negatif basillerde 11 degisik tip DHFR enzimi saptanmistir (81).

Staphylococcus .aureus ve Neisseria tiirlerinde kromozomal mutasyonlara
bagl olarak yiiksek diizeyde PABA iiretimi sulfonamid direncine yol agmaktadir.
Bunun yanisira, DHPS enziminde plazmid veya kromozomal koékenli olabilen
degisiklikler de sulfonamid afiinitesinde azalmaya dolayisiyla bu grup antibiyotiklere

dirence yol agmaktadir (81).

1.6.4.6. Kinolon Grubu Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Gelisimi

Kinolon direnci genellikle DNA giraz enziminin A alt {initesinde degisime
yol agan gyr A mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Bunun disinda dis zar
degisiklikleri ile antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi de kinolon
direncindeki bir diger mekanizmadir. Bunun yanisira, S.aureus suslarinda nor A adi
verilen bir genin bu grup antibiyotikleri hiicre digina atan bir aktif pompa sisteminin
yapimini saglayarak dirence yol actigr gosterilmistir. Benzer sekilde, MAR
fenotipindeki mutantlarda da kinolon direnci goriilmektedir. Escherichia coli
suslarinin tetrasiklin veya kloramfenikol ile karsilasmasi sonucunda, bu ajanlarin

yanisira bunlarla iliskisiz bir dizi antibakteriyel ajana karsi da diren¢ gelistirdigi

27



gosterilmistir. Bu direng fenotipine MAR adi verilir ve marRAB operonu ile ilgilidir

(85).

1.6.4.7. Kloramfenikole Karsi Diren¢ Gelisimi

Kloramfenikol direncindeki temel mekanizma, ilacin etkinligini yitirmesine
yol acan Kloramfenikol Asetiltransferaz (KAT) enziminin {iretilmesidir. KAT
enzimi, kloramfenikol molekiiliinde bulunan iki hidroksil grubunu asetilleyerek etki
gosterir. Bunun sonucunda yapisal olarak degismis antibiyotik 50S ribozomal alt
iiniteye baglanamaz. KAT enzimleri Gram pozitif ve Gram negatif bakteri tiirlerinde
yaygin olarak bulunmakta ve bakteriler arasinda plazmid yada transpozonlar araciligi
ile aktarimaktadir. Bazi Gram negatif bakteri tiirlerinde, dis membran
gecirgenliginin azalmasi ve aktif pompa sistemi gibi mekanizmalarin birlesimi de

kloramfenikol direncine neden olabilmektedir (81, 83).

1.6.4.8. Glikopeptid Direnci

Glikopeptid antibiyotikler olan vankomisin ve teikoplanin peptidoglikan
onciillerindeki peptidil D-alanil- D-alanin u¢ kismima baglanip hiicre duvar sentezini
engelleyerek etki gosterirler.  Glikopeptid direnci  6zellikle Enterococcus
enfeksiyonlarinin  sagaltiminda o6nde gelen sorundur. Enterococcus’larda,
vankomisin direnci ile ilgili li¢ genotip tanimlanmistir: van A, van B, van C. Bu
genler diizenleyici diger genlerin de katilimi ile D-ala-D-lak dipeptidine diisiik
oranda baglandiklar1 i¢in bu durum direng gelisimine yol agmaktadir (79).

Vankomisin direnci Staphylococcus tiirlerinde Enterococcus’lardan daha az
goriilmesine ragmen, antibakteriyel kemoterapinin gelecegi a¢isindan daha biiyiik bir
tehdit olusturmaktadir. Koagiilaz negatif Staphylococcus tiirleri arasinda
S.epidermidis ve S.haemolyticus’ da glikopeptid direnci bildirilmistir. Bu tiirlerde de
Enterococcus’larda oldugu gibi degisik fenotipler s6z konusudur. Suslarin ¢ogu
vankomisine duyarli iken (MIK<4pg/ml) teikoplaninne yiiksek diizeyda direnclidir.
Bu tiirlerde kesin diren¢ mekanizmas1 bilinmemektedir. Bunun yanisira, S.aureus’da

da vankomisin direnci saptandig1 bildirilmistir (79, 86).

1.6.4.9. Rifampisin Direnci
Rifampin, Gram pozitif bakteriler ile milobakterilere karsi etkili ve DNA’ya
bagimli RNA polimeraz aktivitesini engelleyerek etki gosteren bir antibakteriyel
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ilagtir. RNA polimerazin beta alt iinitesinde aminoasit degisikliklerine yol acan
kromozomal mutasyonlar, bu ilaca direng gelismesine neden olmaktadir. Bunun
disinda rifampin hidrofobik bir bilesik oldugu ve dis zardan gegemedigi icin Gram
negatif bakterilerin ¢ogu bu anitbiyotige kars1 dogal olarak direclidir (81).

1.7. Antibiyotiklere Diren¢ Fenotipinin Belirlendigi Yontemler
Bunlar diren¢ genlerinin ekspresyonu sonrasi ortaya c¢ikan fenotipin
duyarlilik diizeyinin belirlendigi yontemlerdir:
a)Inhibitdr aktivite ile ilgili testler
1.Kat1 veya siv1 besiyerinde sulandirim (diliisyon) yontemleri
2.Disk diffiizyon yontemi
3.E testi
4.Antimikrobiyal ajanlar1 inaktive eden enzimlerin saptanmasi

b) Bakterisidal aktivite ile 1lgili testler (87).

1.7.1. inhibitor Aktivite ile Tlgili Yontemler

1) Sulandirim Yontemleri: Kat1 veya sivi besiyerinde uygulanabilmekte ve
in vitro duyarlhilik testleri arasinda ‘altin standart’ olarak kabul edilmektedir. Bu
yontemde standart sayida bir bakteri toplulugu (inokulum), iki katl diliisyonlar
seklinde degisen yogunluklarda antimikrobiyal ajan ile karsilastirilir. Inkiibasyon
siiresi (18 saat) sonunda gozle goriiliir iiremeyi engelleyen en diisiik antimikrobiyal
ilag yogunlugu saptanir. Buna Minimal inhibitér Konsantrasyon (MIiK) denir.
MIK degerinin duyarlihigi m1 yoksa direnci mi temsil ettigini belirlemek icin,
bulunan konsantrasyon duyarlilik smir1 ad1 verilen bir deger ile karsilastirilir. MIK,
bu smirdan diisiik ise, mikroorganizma s6z konusu ajana ‘duyarli’ olarak
degerlendirilir. Duyarlilik smiri, sagaltim sirasinda ulasilan serum diizeyleri ile
duyarlilik 6zelligi kesin olarak bilinen bakterilerin MiK degerleri goz dniine almarak
belirlenmektedir. Her antimikrobiyal ajan i¢in ayr1 bir sinir degeri s6z konusudur.
Genel olarak sagaltima baslanabilmesi icin MIK degerinin serum diizeyine kiyasla 4-
16 kez diisiik olmas1 istenmektedir. Sulandirim temeline dayanan testler kantitatif
sonu¢ verdikleri i¢in yeglenmektedir. Ancak teknik giicliikleri nedeniyle diger
yontemler de gelistirilmistir. Giiniimiizde MIK degerlerini otomatik olarak

saptayabilen sistemler bulunmaktadir. Ancak, bu sistemlerde kullanilan inokulum
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yogunlugunun az olmasi nedeniyle, bazi silik direng mekanizmalar1 (Ornegin GSBL
iiretimi veya heterorezistans vb) atlanabilmektedir. Sivi besiyerinde sulandirim
yontemleri, tlipte uygulaniyorsa mikro (tiip) diliisyon, mikrotitrasyon plaklarinda,
kii¢iik hacim kullanilarak uygulaniyorsa mikrodiliisyon olarak adlandirilir (87).

2) Disk Diffiizyon Yontemi; Bu yontemde belirli bir miktar antimikrobiyal
ajan iceren diskler, test mikroorganizmasimndan hazirlanan standart siispansiyonun
yayildig1 agar plaklar1 ylizeyine yerlestirilir. Boylece diskteki antibiyotik agar
icerisine yayilir ve bakteriye etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun
sonucunda disk ¢evresinde bakterilerin tiremedigi dairesel bir inhibisyon alani alani
olusur. Bu alanm ¢ap1 Olgiilerek, her antibiyotik i¢in farkli olabilen duyarlilik smir1
degerleri ile karsilastirilir. Inhibisyon alaninm biiyiikliigiine gore ‘duyarl’, ‘orta’
veya ‘direncli’ seklinde duyarlilik kategorisi belirlenir. Bunlarla ilgili sinir degerleri,
her antimikrobiyal ajan i¢in MIK ve ulasilabilir serum diizeyleri gdz oniine alinarak
saptanir. Disk diflizyon yontemi sulandirim temelli yontemlere kiyasla daha kolay ve
ucuzdur. Bu nedenle de rutin laboratuar uygulamalarinda sik olarak kullanilmaktadir.
Gerek sulandirim yontemleri gerekse disk difiizyon testi, uluslar arasi standartlara
gore ve kalite kontrolii yapilarak uygulanmalidir (87).

3) E Testi: Yayilim temeline dayanan ancak diskler yerine plastik stripler
lizerinde bulunan antimikrobiyal ajamin MIK degerinin saptanabildigi yeni bir
antimikrobiyal duyarlilik yontemidir. Stripin bir tarafinda ilag belirli ve siirekli bir
konsantrasyon degisimi olacak sekilde ve kurutulmus olarak bulunmaktadir. Diger
yliziinde de antimikrobiyal ajanin stripin ucundan olan uzakliga karsilik gelen
konsantrasyonlar1 bir cetvel gibi siralanmistir. Standart bakteri inokulumu kati ve test
icin uygun besiyeri yiizeyine yayildiktan sonra stripler yerlestirilir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, elips seklindeki inhibisyon alaninin stripi kestigi konsantrasyon MIK olarak
belirlenir. Giinlimiizde bu yontem ile ilgili en 6nemli problem maliyettir (87).

4) Antimikrobiyal Ajanlar1 Inaktive Eden Enzimlerin Saptanmasi:
Enzimatik aktivitenin saptandigit hizli yOntemler arasinda beta-laktamaz ve

kloramfenikol asetil transferaz aktivitesinin saptandigi tarama testleri sayilabilir (87).

1.7.2. Bakterisidal Aktivite ile Tlgili Testler
[laglarin bakterisidal etkinligi;
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1.Bir mikroorganizmay1 6ldiirmek icin gereken minimal konsantrasyonun,
(Minimal Bakterisidal Konsantrasyon, MBK),

2.1la¢ varhiginda zamana bagli mikroorganizma &liim hizinmn,

3.Mikroorganizmay1 Oldiirmek i¢in gerekli hasta serumu titresinin (seum
bakterisidal konsantrasyon) saptanmasi ile belirlenir. Bakterisidal testler, 6zellikle
tolerans saptanmasi veya endokardit, osteomyelit, septik artrit, ampiyem,
bakteriyemi gibi klinik tablolarda antimikrobiyal tedaviye hasta yanitinin
incelenmesinde kullanilmaktadir. Tolerans, MBK ve MIK degerleri arasinda 16
kattan fazla fark bulunmasi seklinde tanimlanir (87).

Yasanan tiim diren¢ sorunlarindan dolayr Gram negatif basillere etkili yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Tigesiklin de son gelistirilen
antibiyotiklerdendir. Bu calismada; klinik kullanima en son giren antibiyotik olan,
iilkemizde de yeni kullanima sunulan tigesiklinin Gram negatif basillere karsi in-

vitro etkinliginin arastirilmas1 amag¢lanmaktadir.

31



2.GEREC VE YONTEM

Calismaya Firat Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuarma gonderilen klinik 6rneklerden soyutlanan 100 Gram negatif basil susu

dahil edilmistir.

2.1.Gerec¢
2.1.1. Besiyerleri

a. Kanli Agar Besiyeri (Oxoid/Ingiltere).

b. Eosin Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri (Oxoid/Ingilte).

c. Cikolatams1 Agar Besiyeri (Oxoid/Ingiltere).

d. Tree Sugar Iron (TSI) (Ug sekerli demirli agar) Besiyeri.

e. Simmons Citrate Besiyeri(Oxoid/Ingiltere).

f. Crytensen Ure Besiyeri(Oxoid/Ingiltere).

g. Indol Besiyeri.

h. Cation Adjusted Mueller Hinton Broth Agar (CAMHB, Oxoid, Ingiltere).
i. Mueller-Hinton agar (Oxoid/Ingiltere).

2.1.2. 96 Kuyucuklu plastik plaklar

2.1.3. Antibiyotik Diskleri

Escherichia coli ve Klebsiella suslariin antibiyotik duyarliligt i¢in ampisilin
(10ng), sefalotin (30ug), gentamisin (10ng), amikasin (30ug),
amoksisilin/klavulanik asit (20/10ug), sefuroksim (30png), sefoksitin (30png),
sefotaksim (30ng), siprofloksasin (5pg), sefepim (30pg), imipenem (10ug),
meropenem (10pg), piperasilin (100pg), trimetoprim/sulfametaksazol (SXT) (30ug),
aztreonam (30ug), seftazidim (30ug), karbenisilin (100ng) diskleri kullanildi.
P.aeruginosa ve A.baumanii suglarinin antibiyotik duyarlilig1 i¢in seftazidim (30png),
gentamisin (10pg), piperasilin (100pg), amikasin (30ug), aztreonam (30pg), sefepim
(30ng), siprofloksasin (5pg), imipenem (10ug), meropenem (10png), karbenisilin
(100pg) diskleri kullanildi. Bu antibiyotik diskleri Oxoid firmasindan temin
edilmistir (88).
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2.1.4. Tigesiklin (Wyeth Research, Pearl River, NY, ABD) aktif maddesi
Wyeth Ilaglar tarafindan calismada kullanilmak maciyla ABD’ den temin

edilmistir.
2.1.5. Diger malzemeler
1. Distile su

2. Petri kutulan
Kanli, EMB, c¢ikolatams1 agar besiyerinin dokiilmesi ve antibiyogram

duyarlhlik testlerinin yapimind i¢in 150mm ¢apindaki plaklar kullanilmistir.

3. Tiipler
Ilag diliisyonu ve bakteri diliisyonu hazirlamak amaciyla 160x16 mm

boyutlarinda cam tiipler kullanilmistir.

4. Otomatik pipet
100 pl ve 1000 pul’ lik pipetler ve pipet uglari kullanilmistir.

2.2. Yontem

Mikrobiyoloji laboratuarina gonderilen kan, periton sivisit vb. steril viicut
sivilar1 Ornekleri aerop, anaerop veya pediatrik BacT/Alert kan kiiltiir siselerine
alimarak otomatize kan kiiltiir cithazinda inkiibe edilmistir. Cihazda lireme gozlenen
siselerden kanli agar, EMB agar ve c¢ikolatams1 agar besiyerlerine pasajlari
yapilmistir. Balgam, idrar, yara ve diger ornekler direkt kanli agar, EMB agar ve
cikolatamsi agar besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 35°C’ de
18-24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde iireme gozlenen kolonilerden Gram
boyama yapilarak Gram negatif basil oldugu belirlenen bakteriler i¢in daha ileri
identifikasyon asamalarma gecilmistir. Incelenmeye alinacak koloniler TSI besiyeri,
Simmons Citrate besiyeri, Crytensen Ure besiyeri ve indol besiyerlerine pasajlari
yapilmistir.

Tree Sugar Iron besiyerinde yalniz dipte asit (sar1) yatikta kirmizi (alkali)
goriiniimii olanlar yalniz glukoz fermantasyonu, dipte ve yatikta asit (sar1) goriinimii
olanlar glukoz + laktoz veya glukoz + siikroz ya da glukoz +laktoz + siikroz

fermantasyonu yapmis kabul edilmistir.
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Simmons Citrate besiyerinde incelenecek bakteri kolonisinden besiyerinin
ylizeyine az miktarda ekim yapilmistir. 35°C° de 24-48 saat bekletilmistir. Sitrati
kullanarak iireyen bakteriler Prusya mavisi renk olustururlar.

Crystensen lire besiyerinde incelenecek bakteri kolonisinden besiyerine ekim
yapilmistir. 35°C” de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Ureyi hidroliz eden bakteriler
besiyerinin rengini kirmiziya doniistiirmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Incelenecek bakteri kolonisinden indol besiyerine ekim yapilmis vel8-24
saat, 35°C’de inkiibe edilmistir. Kovacs ayiraci tiip kenarindan akitilarak besiyerinin
iizerinde tabakalandirilmistir. Birka¢ saniye igerisinde besiyeri ile ayirag arasinda
parlak kirmizi bir halkanin olusmasi olumlu sonug olarak kabul edilmistir.

Konvansiyonel yontemlerle tanimlanamayan suglar API ID 32 GN/ Mini API,

Biomerieux (Fransa) identifikasyon kitleri ile tanimlanmustir.

2.2.1.Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Uygun besiyerine ekim yapilip yeterli inkiibasyon stireleri sonunda izole
edilen ve tiir diizeyinde tanimlanan bakterilerin rutin antibiyotik duyarliliklarina
bakilmistir. Duyarliliklar1 CLSI 6nerileri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile
arastirilmistir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde Miiler-Hinton agar kullanilmistir.

2.2.1.1. Disk Difiizyon Testinin Yapihs1

Kiiltiir plaklarinda tiremis olan bakteri kolonilerinden steril ekiivyon yardimi
ile bir miktar alinarak steril serum fizyolojik icerisinde 0.5 Mc Farland bulaniklik
saglanacak sekilde siispanse edilmistir. Bu silispansiyon steril ekiivyon ile Mueller-
Hinton agar besiyeri ylizeyine yaygin ekim yapilmistir. Plaklarm kurumasindan
sonra lizerlerine antibiyotik emdirilmis diskler yerlestirilmis ve 35°C* de 18-24 saat
inkiibasyonu takiben antibiyotik disklerinin etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1
Olgtilmiistiir. . CLSI kriterlerine gore elde edilen sonuglar duyarli, orta duyarli ve
direngli olarak yorumlanmistir (88).

Escherichia coli ve Klebsiella’lar i¢in antibiyotik duyarlilik testlerinde

kullanilan antibiyotikler ve zon ¢aplar1 Tablo 1’ de gosterilmistir.

34



Tablo 1. Escherichia coli ve Klebsiella spp. i¢in antibiyotik duyarlilik testlerinde
kullanilan antibiyotikler ve zon caplar1 (88).

Antibiyotik Adi Direncli (mm) Duyarh (mm)
Ampisilin <13 >17
Sefalotin <14 >18
Gentamisin <12 >15
Amikasin <14 >17
Amoksisilin/Klavulanat <13 >18
Sefuroksim <14 >23
Sefoksitin <14 >18
Sefotaksim <14 >23-27
Siprofloksasin <15 >21
Sefepim <14 >18
Imipenem <13 >16
Meropenem <13 >16
Piperasilin <17 >21
SXT <10 >16
Aztreonam <15 >22-27
Seftazidim <14 >18-22
Karbenisilin <19 >23

Pseudomonas aeruginosa ve A.baumanii suslar1 i¢in antibiyotik duyarlilik

testlerinde kullanilan antibiyotikler ve zon ¢aplari Tablo 2’ te gosterilmistir.

Tablo 2. Pseudomonas aeruginosa ve A.baumanii suslar1 i¢in antibiyotik

duyarlilik testlerinde kullanilan antibiyotikler ve zon ¢aplari (88).

Antibiyotik Adi Direncli (mm) Duyarh (mm)
Seftazidim <14 >18
Gentamisin <12 >15
Piperasilin <17 >18-21
Amikasin <14 >17
Aztreonam <15 >22
Sefepim <14 >18
Siprofloksasin <15 >21
Imipenem <13 >16
Meropenem <13 >16
Karbenisilin <13-19 >17-23
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2.2.2.Plak mikrodiliisyon yontemi

Tigesiklin duyarliligi plak mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmigtir.
Tigesiklin (Wyeth Research, Pearl River, NY, ABD) aktif maddesi iireticinin
onerileri dogrultusunda serum fizyolojik igerisinde siispanse edilerek hazirlanmistir..
Ik olarak tigesiklinin 256pg/ml olacak sekilde, Cation Adjusted Mueller Hinton
Broth (CAMHB, Oxoid, Ingiltere) ile ilk konsantrasyonu hazirlanmustir. ki katl
dilisyonlar halinde sulandirilmis ve bakteri siispansiyonu; direkt koloni
siispansiyonu metodu ile serum fizyolojik icerisinde McFarland 0.5 bulaniklikta
olacak sekilde hazirlanip 96 kuyucuklu plastik plaklara 100 pg ilag soliisyonu
konulmustur. Uzerine 100ug bakteri siispansiyonu ilave edilerek ilk kuyucuktan
baslayarak seri diliisyonu hazirlanmistir. (128-0,062ug/ml) (88).

Escherichia coli, Klebsiella spp. ve A.baumanii i¢in FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan agiklanan MIK degerleri referans alindi. P.aeruginosa
icin CLSI yada FDA’ da acgiklanan bir MIK degeri bulunmamaktadir. E.coli,
Klebsiella spp. ve A.baumanii ve icin FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan agiklanan MIK degerleri Tablo 3’ de gdsterilmistir (89).

Tablo 3. Escherichia coli ve Klebsiella spp. icin FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan agiklanan MiK degerleri ( pg/ml) (89).

Mikroorganizma Adi

E.coli <2 >8
Klebsiella spp <2 >8
A.baumanii <2 >8

Sonug degerlendirmesi; 35°C’de 18 saatlik inkiibasyondan sonra gozle
goriilebilen iiremeyi engelleyen en diisiik ila¢c konsantrasyonu MIK degeri olarak

kabul edilmistir (88).
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3. BULGULAR

Bu ¢alisma Ocak 2009- Ocak 2010 tarihleri arasinda Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuarina gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden
izole edilen 100 Gram negatif bakteri susunda tigesiklin ve diger antibiyotiklere kars1
antibiyotik duyarlik testleri yapilmustir.

Caligmaya aliman mikroorganizmalar idrar, yara, balgam, kan, periton sivisi
gibi klinik orneklerden izole edilmistir. Bakterilerin soyutlandig1 klinik 6rneklerin

dagilimi Tablo 4’ de gosterilmistir.

Tablo 4. Calismaya alinan bakterilerin soyutlandigi klinik 6rneklerin dagilimu.

Klinik 6rnek Say1 (n)
Idrar 49
Kan 23
Yara 18
Balgam 7
Periton sivisi 3
Toplam 100

Calismamizda, Gram negatif basillerin soyutlantigi 6rneklerin gonderildigi

kliniklere gore dagilimi Tablo 5’ te verilmistir.

Tablo 5. Gram negatif basillerin soyutlantigi 6rneklerin gonderildigi kliniklere

gore dagilimi.

Kilinik Ad1 Mikroorganizma Adi
E. coli Kleb. spp P.aeruginosa  A..baumanii Toplam

Nefro. 10 - - - 10
Uro 8 6 1 - 15
Gen.cer 3 - 2 8 13
Gastro 1 - - - 1
Romato. 1 - - - 1
Endo. 2 9 - - 11
Gaogiis - 3 - - 3
Bey Crh - - 13 11 24
Toplam 25 25 25 25 100

Caligmaya dahil edilen mikroorganizmalarin tiirleri, sayilar1 ve %’leri

Tablo6’de gosterilmistir.
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Tablo 6. Calismaya dahil edilen mikroorganizmalarn tiirleri, sayilar1 ve %’leri.

Mikroorganizma Adi Say1 (n) %
E.coli (GSBL (+)) 15 15
E.coli (GSBL (-)) 10 10
K.pneumoniae (GSBL (+)) 21 21

K.oxytoca (GSBL (-)) 4 4

P.aeruginosa 25 25
A.baumanii 25 25
Toplam 100 100

Calismada incelenen E.coli suslarmin disk diflizyon yontemiyle belirlenen

antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 7° de gosterilmistir.

Tablo 7. Escherichia coli suslarinin disk difiizyon yOntemiyle belirlenen

antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Antibiyotikler Direncli (R Duyarh (S)
N % N %

Ampisilin 19 76 6 24
Sefalotin 18 72 7 28
Gentamisin 6 24 19 76
Amikasin 3 12 22 88
Amoksisilin/klavulanat 14 56 11 44
Sefuroksim 8 32 17 68
Sefoksitin - - 25 100
Sefotaksim 13 52 12 48
Siprofloksasin 12 48 13 52
Sefepim 18 72 7 28
Imipenem - - 25 100
Meropenem - - 25 100
Piperasilin 19 76 6 24
SXT 20 80 5 20
Aztreonam 14 56 11 44
Seftazidim 13 52 12 48
Karbenisilin 21 84 4 16

Calismada incelenen Klebsiella spp. suslarinin disk difiizyon yontemiyle

belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 8’ de gosterilmistir.
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Tablo 8. Klebsiella suslarmin disk diflizyon yontemiyle belirlenen antimikrobiyal

duyarlhlik sonuglar1.

Antibiyotik Ad1 Direncli (R) Duyarh (S)
N % N %

Ampisilin 24 96 1 4
Sefalotin 23 92 2 8
Gentamisin 19 76 6 24
Amikasin 6 24 19 76
Amoksisilin/klavulanat 18 72 7 28
Sefuroksim 22 88 3 12
Sefoksitin - - 25 100
Sefotaksim 21 84 4 16
Siprofloksasin 20 80 5 20
Sefepim 21 84 4 16
Imipenem - - 25 100
Meropenem - - 25 100
Piperasilin 22 88 3 12
SXT 23 92 2 8
Aztreonam 21 84 4 16
Seftazidim 21 84 4 16
Karbenisilin 23 92 2 8

Calismada kullanilan P.aeruginosa suslarinin disk diflizyon yOntemiyle

belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Pseudomonas aeruginosa suslarinin disk diflizyon yontemiyle belirlenen

antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Antibiyotikler Direncli (R) Duyarh (S)
N % N %

Seftazidim 15 60 10 40
Gentamisin 13 52 12 48
Piperasilin 18 72 7 28
Amikasin 10 40 15 60
Aztreonam 12 48 13 52
Sefepim 16 64 9 36
Siprofloksasin 21 84 4 16
Imipenem 9 36 16 64
Meropenem 6 24 19 76
Karbenisilin 22 88 3 12
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Calismada kullamilan A.baumanii suslarinin disk diflizyon yOntemiyle

belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. Calismada kullanilan A.baumanii suslarinin disk difiizyon yontemiyle

belirlenen antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Antibiyotik Ad1 Direncli (R) Duyarh (S)
N % N %

Seftazidim 13 52 12 48
Gentamisin 15 60 10 40
Piperasilin 21 84 4 16
Amikasin 11 44 14 56
Aztreonam 12 48 13 52
Sefepim 18 72 7 28
Siprofloksasin 20 80 5 20
Imipenem 12 48 13 52
Meropenem 14 56 11 44
Karbenisilin 23 92 2 8

Calismada kullanilan E.coli, Klebsiella spp, A.baumanii, P.aeruginosa
suslarinin mikrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlenen tigesiklin MIK degerleri
Tablo 11’ de gosterilmektedir.

Gram negatif izolatlarin tigesiklin duyarliliginin broth mikrodiliisyonla belirlenen

sonuglar1 Sekil 2° de gosterilmistir.
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Sekil 2. Gram negatif izolatlarin tigesiklin duyarliliginin broth mikrodiliisyonla

gosterilmesi.
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Tablo 11. Calismada kullanilan E.coli, Klebsiella spp, A.baumanii, P. aeruginosa

suslarinin mikrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlenen tigesiklin MIK degerleri

(ng/ml).

Mikroorganizma Adi MiK arahgi MiKs, MiKsy,
E.coli (GSBL (+)) (n: 15) 0.125-2 0.5 1
E.coli (GSBL (-)) (n: 10) 0.062-1 0.125 0.5
K.pneumoniae (GSBL (+)) (n: 0.125-2 0.5 2
21)

K.oxytoca (GSBL (-) (n: 4) 0.125 0.25 0.5
P.aeruginosa (n: 25) 8-32 16 32
A.baumanii (n: 25) 0.5-8 1 4
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4. TARTISMA

Gram negatif bakteri tiirleri gerek hastane gerekse toplum kokenli
enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenlerindendir. Hiicre duvarlarindaki dig membran
yapist nedeniyle antibiyotiklere, Gram pozitif bakterilere kiyasla direngli olan bu
mikroorganizmalar, ayrica genetik madde aktarimi ve antibiyotiklerin segici
baskist ile ¢coklu direng 6zelligi kazanmistir (10).

Hastane enfeksiyonlari igerisinde Gram negatif bakterilerin goriilme siklig1
ve dagilimlar1 hastaneler arasinda farklhilik gostermektedir. Amerikan Ulusal
Nozokomiyal Enfeksiyon Siirveyans Sistemi (National Nosocomial Infections
Surveillance System, NNIS) verileri Gram negatif bakteriler ile gelisen hastane
enfeksiyonu insidansinda artis oldugunu vurgulamaktadir. Buna gore, 1975 yilinda
goriilen Gram negatif kaynakli hastane enfeksiyonlarmin orant %67.8 iken
2003’te bu oran %73.6’ya ¢cikmustir (90).

Gram negatif bakterilerin izole edildigi Orneklerin dagilimi cesitli
calismalarda farklilik gostermektedir. Bastiirk ve ark.’min (91) c¢alismasinda
orneklerin %50’si1 idrar, %46°s1 kan, %0.52°1 yara; Giilhan ve ark. (92) ¢aligmasinda
orneklerin %3’i trakeal aspirat, %20’ si kan, %40°1 idrar ve %24°{ kan; Kayman ve
ark.” nin (93) ¢alismasinda %94’i idrar, %4.2’s1 yara, %1.2’s1 kulak salgis1, %0.6’s1
balgam olarak bildirilmistir.

Calismamizda 100 Gram negatif basilin izole edildigi 6rnegin 49°u (%49)
idrar, 23’1 (%23) kan, 18’1 (%18) yara, 7’ si (%7) balgam, 3’1 (%3) periton sivisi
idi. Bu konudaki kaynaklar1 inceledigimizde iilkemizde yapilan calismalarda, bu
calismada oldugu gibi etkenlerin biliyiilk cogunlugu idrar 6rneklerinden izole
edilmistir. Gram negatif basiller insanlarda siklikla iiriner sistem enfeksiyonlarina
yol agmaktadir. Bu calismada da Gram negatif basillerin idrar 6rneklerinden daha
fazla oranda izole edilme nedeninin bu oldugu diisiiniilmiistiir.

Calismamizda, hastanemizde izole edilen Gram negatif basillerin 10’u (%10)
nefroloji, 15’1 (%15) tiroloji, 1371 (%13) genel cerrahi, 5’1 (%5) gastroenteroloji, 1°1
(%1) romatoloji, 11’1 (%]11) endokrinoloji, 31 (%3) plastik cerrahi, 7°si (%7) gogiis
hastaliklari, 5’1 (%5) noroloji, 24’1 (%?24) beyin cerrahi, 6’s1 (%6) kalp damar

cerrahisinde yatmakta olan hastalardan soyutlanmistir.
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Gram negatif bakterilerin 6zellikle cerrahi kliniliklerinde daha sik izole
edilmesinin nedeni bu kliniklerde ki hastalarin daha uzun siire hastanede kalmalar1 ve
invaziv girisimlere maruz kalmalaridir. Boylelikle bu hastalarda daha fazla hastane
enfeksiyonu gézlemlenmektedir(94).

Coklu ila¢ direnci gosteren patojenlerle meydana gelen nozokomiyal
enfeksiyonlar tedavi maliyetini arttirmasi, hastanede kalis sliresini uzatmasi, hastanin
mortalite ile morbiditesine yol agmasi yoOniinden olduk¢a o©Onemlidir. Bu
enfeksiyonlara yol agan patojenler arasinda Gram negatif bakterilerden FE.coli,
K.pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumanii ik sirada gelmektedirler. Son yillarda
bu bakterilerde tetrasiklinlere, beta-laktamlara, florokinolonlara, kloramfenikole,
aminoglikozitlere ve trimetoprim-sulfametoksazole karsi gelisen direngte dramatik
bir artig s6z konusudur. Giinlimiizde hem toplum hem hastane kokenli E.coli ve
K.pneumoniae’lerde GSBL iiretimindeki artis olduk¢a belirgindir. GSBL iiretimi
E.coli ve Klebsiella suslarinda diger antibiyotiklere karsi goriilen c¢oklu ilag
direncinden sorumludur. Bu nedenle bu tip suslarla gelisen agir enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotik secenekleri gittikce azalmakta ve genelde karbapenemlerle
sinirli kalmaktadir (94-97).

Yasami tehdit eden ciddi nozokomiyal infeksiyonlara yol acan P.aeruginosa
ve A.baumanii suglarinin da ¢oklu ilag direnci nedeniyle tedavisi zordur. Bu durum
penisilinlerin, sefalosporinlerin, kinolonlarin, tetrasiklinlerin ve kloramfenikoliin
MIK degerlerinde yiikselmeyle sonuglanir. Karbapenemlere direng ise metallo-beta-
laktamazlar ile ilgilidir ve karbapenem direncinde de bir artis s6z konusudur (94, 98).

Ulkemizde Gram negatif basillerle ilgili olarak 2003-2004 yillarinda yapilmus
iki ¢cok merkezli ¢alisma mevcuttur. Bunlardan Mystic 2003 (Meropenem Yearly
Suspectibility Test Information Collection), 11 iilkede yapilmis ve beta-laktam
antibiyotikler, siprofloksasin ve tobramisinle ilgili duyarlilik verilerini kapsamaktadir
(Tablo 12).

Ulkemizde ve alt1 farkli merkezde yiiriitiilen Hitit (Tiirkiye’ de ¢ok
merkezli in-vitro diren¢ surveyansi ¢alismasi) ¢alismasinda ise kan, steril viicut
stvilari, idrar, solunum yollarindan izole edilen P.aeruginosa, A.baumanii, E.coli
ve K.pneumoniae izolatlarinin genis spektrumlu beta-laktamlara duyarlilik oranlar

incelenmistir. (Tablo 13) (99)
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Tablo 12. Mystic 2003 sonuglar1 (% direng) (99).

Tiir ada Say1 MEM CAZ CTX FEP PiP/TAZ cip NN

P.aeruginosa 236 39.4 40.5 90.3 54.8 40.5 487 519
E.coli 220 0.5 35 40.6 34.8 22.5 523  59.6
K.pneumoniae 167 1.2 39.5 50.7 35.5 29.1 2577 425
A.baumanii 149 30.2 89.3 93.9 74.8 84 824 578

MEM: Meropenem, CAZ: Seftazidim, CTX: Sefotaksim, FEP: Sefepim, PIP/TAZ:
Piperasilin/Tazobaktam, CIP: Siprofloksasin, NN: Tobramisin

Tablo 13. Hitit ¢calismasi (2004) sonuclar1 (% direnc) (100).

Tiir ad Say1 CRO CAZ FEP IPM PIP/TAZ
P.aeruginosa 194 95 25 31 27 23
A.baumanii 155 94 83 77 52 69
E.coli 457 25 25 25 0.2 10
K.pneumoniae 390 36.4 36.4 36.4 0.5 21

CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, FEP: Sefepim, IPM: Imipenem, PIP/TAZ:
Piperasilin/Tazobaktam

Bu c¢alismalarin sonuglarina gore karbapenemler Enterobactericeae
iyelerinde etkinliklerini korurken, suslarin izole edildigi hastane birimine gore
degismekle birlikte P.aeruginosa ve A.baumanii izolatlarmda direng oranlarinin
%40’a ulastig1 goriilmektedir (99, 100).

Toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlarda klinik 6rneklerden sik izole
edilen ve her ikisi de Enterobactericea ailesinin birer iiyesi olan E.coli ve
Klebsiella suslarinda kinolon direnci; ilk kullanima girdigi 1980’ li yillar1 takiben
1990-1997 yillarinda ingiltere ve Irlanda’ da swasiyla E.coli’ de %2.1°den
%10.9’a, Klebsiella suslarinda ise %3.5’den %9.2°ye ¢ikmustir (101). NNIS
verilerine gore de 1992-2004 tarihleri arasinda yogun bakimlarda E.coli kinolon
direnci %7.3’den %19’a kadar ¢ikmistir (102). E.coli suslariyla, Tagbakan ve ark.
(8) yaptig1 ¢alismada CIP diren¢ %39, Bayraktar ve ark. (5) %33, Giilhan ve ark.
(103) %44, Kayman ve ark. (93) %33, Lockhart ve ark. (104) %17.3 oraninda
tespit etmislerdir. Klebsiella suslar1 ile yapilan ¢alismalarda ise Mir ve ark. (105)
%36, Yurtsever ve ark. (106) %45, Aminzadeh ve ark. (107) %30 oraninda direng
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tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise E.coli i¢in direng orami %48 iken
Klebsiella suslar1 i¢in %56 olarak bulunmustur.

Beta-laktam antibiyotiklere diren¢ her gecen giin artmakla beraber
diinyada ve iilkemizde yapilan c¢aligmalarda da olduk¢a yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. E.coli suslariyla yapilan calismalarda ampisilin (AMP) direnci;
Bayraktar ve ark. (5) ¢alismasinda %82, Cetin ve ark. (108) %63, Ertugrul Colak
ve ark. (6) %49 olarak bulunmustur. Klebsielalar la yapilan ¢aligmalarda ise
Vurgun ve ark. (109) %45, Gokce ve ark. (110) %91, Catal ve ark. (111) %90
oraninda AMP direnci tespit etmislerdir. Ampisilin direnci Klebsiella suslarinda
da olduk¢a yiiksek oranda goriilmektedir. Bu ¢alismada ampisilin direnci sirasiyla
E.coli ve Klebsiella suslarinda %76 ve %96 olarak bulunmustur.

Sefalosporinler klinikte siklikla kullanilan antibiyotikler arasindadir.
Bakteri hiicre duvari sentezini inhibe eden bu grup antibiyotiklere kars1 degisik
Gram negatif mikroorganizmalarm kromozomlar ve plazmidler yoluyla direncli
enzimlerin sentezlenmesi sonucunda ortaya c¢ikan direng Onem tasimaktadir.
Sefalosporinlerin yogun kullanimi sonucunda GSBL fireten Enterobacteriaceae
grubunda yer alan bakterilerin sikliginda artis  goriilmektedir (112).
Enterobactericeae ailesindeki mikroorganizmalarm, 06zellikle {¢iincli kusak
sefalosporinlerden olan sefotaksim (CTX), seftazidim (CAZ) ve seftriaksona
(CRO) kars1 gosterdikleri yiiksek direng orami dikkate degerdir. Giilhan ve ark.
(103)’ nin E.coli suslartyla yaptiklar: calismada CRO direnci %49, Taneja ve ark.
(113) %52.5 Aminzadeh ve ark. (107) %47.2 olarak tespit etmislerdir.
Klebsiella’larla yapilan ¢alismalarda ise Kayman ve ark. (93) %41, Landman ve
ark. (114) %56, Aminzadeh ve ark. (107) %57.6 olarak bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise E.coli ve Klebsiella suslarinda sirasiyla CRO direnci sirasiyla
%52 ve %84 olarak bulunmustur. Beta-laktam antibiyotiklere diren¢ oraninin bu
kadar yliksek bulunmasinda, ¢alismada kullandigimiz suslarin biiyiik kisminin
GSBL iireten suslar olmasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

2003-2004 yillarinda diger antibiyotiklerin yam1 sira aminoglikozid
direncinin incelendigi ¢alismalarin sonuglar1 genel olarak incelendiginde E.coli’
nin gentamisin (GN)ve amikasine (AK) direng oranlar1 ortalama olarak sirasiyla

%30ve %38, Klebsiella suslar i¢in ise %56 ve %12 oldugu gozlemlenmistir (10).
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Tagbakan ve ark. (8) E.coli suslariyla yaptiklar1 calismada GN ve AK direng
oranlarmi sirasiyla %10 ve %7, Kogoglu ve ark. (115) %16.8 ve %10.1, Taneja ve
ark. (113) %42 ve %3.5 olarak bildirmislerdir. Vurgun ve ark. (109) Klebsiella
suslariyla yaptiklar1 caligmalarda GN ve AK i¢in sirasiyla %60 ve %13, Catal ve
ark. (111) %3 ve %0, Aminzadeh ve ark. (107) %35 ve %20 oraninda direng
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise diren¢ oranlar1 E.coli i¢in %12 ve %24,
Klebsiella suglar1 i¢in ise %12 ve %52 olarak tespit edilmistir.

European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS) 2007
verilerine gore Avrupa’ da Enterobactericeae ailesinde karbapenem direnci
enyiiksek olan Klebsiella tiirlerinden K.pneumoniae’ dir. Yunanistan, 33 iilke
verileri arasinda bu tipde en yliksek dirence sahiptir (116). Pek ¢ok ¢aligmada,
Enterobactericeae  ailesinde  karbapenem  direnci  incelendigi = zaman
karbapenemlerin etkinliklerini hala koruduklar1 goriilmiistiir. Aminzadeh ve ark.
(107) yaptig1 calismada E.coli i¢in karbapenem direncini %0.2 olarak bildirirken
Klebsiella suglar1 i¢in %0.6 olarak bildirmislerdir. Gazi ve ark. (117)’nin yaptigi
calismada ise direng orani E.coli ve Klebsiella suslar1 i¢in direng orani %0 olarak
bulunmustur. Bu ¢alisma da gerek E.coli gerekse Klebsiella suslarinda imipenem
ve meropenem direnci %0 olarak saptandigindan bu kaniy1 desteklemektedir.

1970’11 yillarda nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonlar1 gentamisin,
minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin ve karbenisilin ile tek basina veya kombine
kullanilarak kolayca tedavi edilmekte iken 1971-1974 yillarinda gittikce artan
direng goriilmeye baslamistir. Bugiin Acinetobacter izolatlar1 siklikla kullanilan
aminopenisilinler, lreidopenisilinler, dar ve genis spektrumlu sefalosporinler,
sefamisinler, aminoglikozidler gibi antibiyotiklerin biiyiik kismina yiiksek oranda
direng gostermektedir (32). Bir ¢ok calismada karbapenemler de dahil bir ¢ok
antibiyotige direng gosteren Acinetobacter kokenleri ile olusan salginlar
bildirilmistir (118).

Diinyada ve Tirkiye’ de Acinetobacter suslari ile yapilmis ¢aligmalara
baktigimizda; Zer ve ark. (119)’nin caligmasinda sirasiyla seftazidim (CAZ) ve
sefepim (FEP) direnci %90.32 ve %53.22, Yavuz ve ark. (120).’nin ¢alismasinda
%382 ve %66, Lockhart ve ark. (104)’nin ¢alismasinda ise %65.6 ve %49.0 olarak

bildirilmistir. Bu ¢alismalarda sefalosporinlere direncin giderek artmakta oldugunu
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ve A.baumanii’ nin en duyarli oldugu sefalosporinin sefepim oldugunu
gormekteyiz. Bizim calismamizda da seftazidime %72, sefepime %52 oraninda
direng saptanmistir. Diger iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de yliksek oranda
goriilen sefalosporin direnci, muhtemelen GSBL varlifi ve bu grup
antibiyotiklerin diinyanin her yerinde oldugu gibi iilkemizde de cok yaygin
kullanimu ile agiklanabilir.

Kinolonlar bu bakterilerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde iy1 invitro
aktiviteleri nedeniyle tercih edilmektedir. Ancak CIP basta olmak {izere bu
antibiyotik grubuna diinyada ve {ilkemizde giderek artan direng oranlari
bildirilmektedir. Mansur ve ark. (121)’ nin ¢caligmasinda CIP direnci %89, Giilhan
ve ark. (92) %75, Colpan ve ark. (122) %81, Landman ve ark. (114) %91
bildirmislerdir. Son yillarda farkli bakteri tiirlerine kars1 giiclii etkiye sahip olan
genis spektrumlu kinolonlar gelistirilmistir. Bu yeni jenerasyon ilaglardan olan
levofloksasin iilkemizde son yillarda klinik kullanimda yerini almistir. Etkinligin
karsilastirildigi calismalarda, CIP’ i A.baumanii’ ye karst in-vitro etkinligi en iyi
olan kinolon oldugunun belirtildigi ¢alismalarin yam sira, levofloksasinin CIP’a
yakin etkinlie sahip oldugunu gosteren g¢aligmalar da bulunmaktadir (123).
Calismamizda CIP’a direng oran1 %80 olarak bulunmustur.

Aminoglikozidler de A.baumanii tedavisinde siklikla kullanilan segenektir.
Ancak A4.baumanii aminoglikozidlere de diren¢ gostermeye baslamistir. Mansur ve
ark. (121) yaptiklar1 calismada AK ve GN’ye direng oranlarii sirasiyla %79 ve
%86, Ozdemir ve ark. (124) %76 ve %82, Ayyildiz ve ark. (125) %53 ve %72,
Sesli Cetin ve ark. (126) %47.6 ve %66.6 olarak tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda da amikasine %44, gentamisini ise %60 gibi yiiksek oranda direng
gozlenmistir.

Karbapenemler tiim beta-laktam antibiyotikler i¢inde antibakteriyel etkisi
en genis spektrumlu olan antibiyotiklerdir (127). Karbapenemler bugiin i¢in
A.baumanii’ nin sebep oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde altin standart gibi
goziikmekle birlikte, Acinetobacter tiirlerinde diinyada giderek artan karbapenem
direnci bildirilmektedir. Ozer ve ark. (128) yaptiklar1 ¢alismada IPM ve MEM’e
diren¢ oranlarini sirasiyla %56 ve%56, Mansur ve ark. (121) %62 ve %64,
Landman ve ark. (114) ise %63 ve%74 olarak tespit etmislerdir. Biz de
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calismamizda imipeneme %48, meropeneme ise %56 oraninda direng tesbit ettik.
Bizim c¢alismamizdaki direng oranlarmin da yiiksek olmasmin nedeninin
calismada kullandigimiz A.baumanii suslarinin  biiylik kisminin ¢oklu ilaca
direncli suslar olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Pseudomonas aeruginosa invazif alet, mekanik ventilasyon, yanik yarasi
ve cerrahi girisim sonucu gelisen nosokomiyal infeksiyonlarda 6nemli bir
patojendir (129). Pek ¢ok antibiyotige direncli olmasi nedeni ile bu bakteriler ile
gelisen enfeksiyonlar olduk¢a problemlidir. SENTRY ¢alismasina gore kan akimi
enfeksiyonlarinda goriilme oram1 1997-2002 yilinda Avrupa’dan 15 iilkeden 37
merkezden gelen verilere gore %5.5 ve %6.8°dir (130).

Pseudomonas aeruginosa suslar1 son donemde beta-laktam antibiyotiklere
oldukga yiiksek oranda direng sergilemektedir. Uciincii kusak sefalosporinler olan
CAZ, FEP ile yapilan caligmalara bakacak olursak Gayyurhan ve ark. (131)
calismalarinda sirasiyla %42.6, %52.8 oraninda direng saptarken, Aktas ve ark
(makale) (132). %23.2, %55.3, Eser ve ark. (makale) (133) %53.8, 71.8, oraninda
direng tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise CAZ ve FEP’e diren¢ orani
sirasiyla %60 ve %64 olarak bulunmustur. Bu ¢alismalardan da anlasilacagi iizere
seftazidim P.aeruginosa’ya hala en etkili {iclingli kusak sefalosporin gibi
goziikmektedir.

Kinolonlar ise 1yi invitro etkinlikleri nedeniyle hala P.aeruginosa
enfeksiyonlarinda kombine ilag tedavisi icerisinde yerini almaktadir. MYSTIC
2006’ da 40 Avrupa merkezinden 1012 P.aeruginosa susunun verilere gore
kinolon direnci %33 olarak bildirilmistir (134). Avci ve ark. (135)’nin yapmis
oldugu calismada %41, Yurtsever ve ark. (106)’nin ¢alismasinda %31, Eldere ve
ark. (136)’nin calismasinda ise %28 oraninda CIP direnci tespit edilirken bizim
yapmis oldugumuz calismada bu oran %84 olarak bulunmustur. Calismamizdaki
oranin yiiksek cikmasinda, kullandigimiz suslarin biiyiik kisminin ¢oklu ilaca
direnc¢li olmasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Aminoglikozid grubu antibiyotiklere sonyillarda artan oranlarda direng
sergileyen P.aeruginosa bunu MexCD-Oprj ve MexEF-OprM aktivasyonu ile
saglamaktadir. Cok merkezli bir ¢alisma olan EARSS 2007 verilerine gore

P.aeruginosa suslarinin aminoglikozid direnci %28.2 oranindadir. Durmaz ve ark.
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(137)’1 yapmis olduklar1 ¢alismada GN ve AK direncini sirasiyla %44 ve %35,
Giiltekin ve ark. (138) %14 ve %2, Glindiiz ve ark. (139) %40 ve %4, Yiicel ve
ark. (140) %42 ve %26, Ozkalay ve ark. (141) %24 ve %12 olarak saptamuslardr.
Bizim calismamizda ise diren¢ orant %52 ve %40 olarak tespit edilmistir ve
literatiirlerde  gecen son donemlerde artan aminoglikozid direncini
desteklemektedir.

Pseudomonas aeruginosa enfekeksiyonlarinda, karbapenemler Onemli
yerini hala korumaktadiwr. Fakat son donemlerde diinyadan ve iilkemizden
bildirilen artan karbapenem direnci korkutucudur. Artan direncten Ozellikle
diizensiz effluks, dis membran proteinlerinin kayb1 ve 6zellikle Acinetobacter ve
Pseudomonas suslarinda bulunan karbapenemazlar sorumlu tutulmaktadir (102).
Ozgeng ve ark. (142) yaptiklar1 ¢alismada IPM ve MEM’ diren¢ oranlarini
sirastyla %11 ve %9, Ozer ve ark. (128) %48 ve %44, Diindar ve ark. (143) %22
ve %21, Guembe M ve ark. (144) %41 ve %32, Japoni A ve ark. (145) ise %36 ve
%28 olarak bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise bu oran %36 ve %28 oraninda
bulundugundan literatiire uygun gozikmektedir.

Cogul direngli bakteri tedavisinde alternatif ila¢ seceneklerinden biri de
minosiklin  derivesi ve  glisilsiklin  grubundan  bir  antibiyotik  olan
tigesiklindir. Tigesiklin bakteriyostatik etkili genis spektrumlu bir minosiklin
derivesidir (146). Tigesiklinin etkinligi 1997 yilindan beri yapilan c¢ok sayida
calismada arastirilmistir. Yeni bir glisilsiklin olan tigesiklin Gram pozitif, Gram
negatif bakteriler, atipikler ve anaeroplar olmak iizere bircok 6nemli patojene karsi in
vitro etkilidir. Tetrasiklin direncinden sorumlu efluks pompasi (tet (A-E)) ve
ribozomal korunma (tet (M)) gibi iki farkli genetik mekanizmadan
etkilenmemektedir ve bu nedenle tetrasiklin ve minosiklin  direngli
mikroorganizmalara da oldukca aktiftir. Aminoglikozitler, beta-laktamlar ve
kinolonlarla arasinda ¢apraz direng s6z konusu degildir (29, 147).

Tigesiklin i¢cin CLSI standart degerleri heniiz bildirilmemistir. FDA ve
Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Komitesi (EUCAST), tigesiklin duyarlilik smir
degerlerini yaynlamiglardir; FDA’ya gore Enterobacteriaceae ailesi, Pseudomonas
ve Acinetobacter suslar1 i¢in MIK < 2ug/ml oldugunda duyarli, MIK > 8pg/ml
oldugunda direncli, EUCAST e gore MIK <Iug/ml oldugunda duyarl, MiK>2ug/ml
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oldugunda direncli kabul edilmektedir. Bizim calismamizda FDA’nin belirledigi
kriterler referans alinarak MIK degerleri belirlenmistir (89).

Tigesiklinin invitro aktivitesini belirlmek amaciyla E.coli ve Klebsiella
suslariyla yapilan pek c¢ok calisma mevcuttur. Vardar ve ark. (148)’nin yapmis
oldugu calismada E.coli ic¢in tigesiklinin MIK araligi <0.03-2.0 pg/ml, MIKso:
0.25pg/ml ve MiKgo. 0.5ug/ml olarak bulurken K.pneumoniae i¢in MIK araligini
<0.03-4.0png/ml, MiKso. 0.25ug/ml ve MiKgp. 1.0ng/ml bulmuslardir. Kaya ve ark.
(147).’nmn  ¢ahsmasinda E.coli icin MIK araligi <0.064-0.094pg/ml, MIKso.
0.25ug/ml ve MiKgo. 0.94pg/ml olarak tespit etmislerdir. Ayn1 calismada Klebsiella
spp icin MiKsy ve MiKgy degerleri ayn1 bulunurken MIK araligi <0.125-1.0pg/ml
olarak bildirilmistir. Altindis ve ark. (150)’nin yaptig1 calismada tigesiklinin E.coli
icin  MIK araligi <0.125-1.0pg/ml, MiKse. 0.25pug/ml ve MiKogy. 0.94pg/ml,
Klebsiella spp i¢in ise MIK aralig1 <0.25-2.0pg/ml, MiKsy ve MiKoo. 1 pg/ml olarak
tespit edilmistir.

Cok merkezli bir ¢alisma olan Sader ve ark. (151)’nin ¢alismasinda kan
dolasim1 6rneklerinden izole edilen 26474 Gram pozitif ve negatif etkende tigesiklin
duyarlilig1 arastirilmis, MiKog degerleri E.coli igin 0.25ug/ml, Klebsiella spp. i¢in ise
1.0pg/ml olarak bildirilmistir. Waites ve ark. (152) tiim bu suslar icin MIiKg
degerlerini <2.0ug/ml olarak tespit edip duyarlilik yiizdelerini E.coli i¢in %92.1,
Klebsiellalar i¢in ise %93 olarak bildirmislerdir. Soulin M ve ark. (153)’nin
calismasinda ise 33 GSBL (+) E.coli susunda MIKs. 0.125pg/ml, MiKgo. 0.94pg/ml
ve duyarliligr %100 olarak bildirilirken, 98 GSBL (+) K.pneumoniae susunda ise
MiKs0. 0.5ng/ml, MiKoo. 1pg/ml ve duyarliligi ise %96.9 olarak tespit edilmistir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada 15 GSBL (+) E.coli susunun tigesiklin igin MIK
aralig1 <0.125-2.0pg/ml, MIKsp. 0.5pg/ml ve MiKoo. 1pg/ml, 10 GSBL (-) E.coli
susunun ise MIK aralig1 <0.062-1.0pg/ml, MiKso. 0.125pg/ml ve MiKgo. 0.94pg/ml
olarak tespit edilmistir. Yine bizim calismamizda 21 adet GSBL (+) K pneumoniae
susunda tigesiklinin MIK araligi <0.125-2.0pg/ml, MiKse. 0.5pg/ml ve MIiKoy.
2ug/ml bulunmus, 4 adet GSBL (-) K.oxytoca susunda ise MIK aralig1 <0.125-
0.5pg/ml, MiKsp. 0.25ug/ml ve MiKgo. 0.5ug/ml olarak tespit edilmistir. Yapilan

diger c¢alismalarla karsilastirildiginda elde ettigimiz verilerin literatiire uygun
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oldugunu ve tigesiklinin Enterobacteriaceae ailesinin iki 6nemli liyesi olan E.coli ve
Klebsiella suglarina kars1 oldukga etkili oldugunu gérmekteyiz.

Ulkemizde tigesiklinin A.baumannii iizerine etkinligi ile ilgili invitro
deneyimler oldukg¢a sinirli olmasma karsin, tigesiklin olduk¢a hizli bir sekilde
kullanima girmistir. Genis etki spektrumu nedeniyle Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizmalara kars1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Zer ve ark. (119)’nin
yapmis oldugu c¢alismada tigesiklinle test edilen 62 sustan 50’si (%80.64) duyarls,
sekizi (%12.90) orta duyarli ve dordii (%6.45) direngli olarak bulunmustur. MiKs.
1.0pg/ml, MIiKg. 4pg/ml olarak saptanmustir. Ersdz ve ark. (154) hastane
enfeksiyonu etkenleri ile yaptiklar1 bir ¢aligmada izole ettikleri 21 A.baumanii
susunun tiimiinde 2.31-2.80pg/ml arasmda MIK degeri bulmuslardir. Ayni
calismadaki suslarin %80.64°1 tigesikline duyarli olarak bulunmustur. Acinetobacter
baumanii ile yapilan yurt dis1 ¢alismalarda; Ibanez ve ark. (155) Imipeneme direngli
A.baumanii suslarindan %92’sini tigesikline duyarlh olarak bildirirken Landman ve
ark. (114) 396 A.baumanii susu ile yaptiklar1 ¢alismada MiKgg. 2png/ml ve tigesiklin
duyarliligmi yine %92 olarak bildirmislerdir. Mezzatesta ve ark. (156), yaptiklari
calismada broth mikrodiliisyon yontemiyle A.baumannii’nin tigesikline %93
oraninda duyarlili oldugunu tespit etmislerdir. Lolans ve ark. (157), 90 adet
A.baumannii susu ile yaptig1 ¢alismada, MiKoo. 4pg/ml ve %96 oraninda duyarlilik
bildirmislerdir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise 25 adet 4.baumanii susunun tigesiklin i¢in
MIK araligi <0.5-16ug/ml, MiKsp. 1.0pg/ml ve MiKoo. 4pg/ml olarak bulunmus ve
duyarlhiliginin %96 oraninda oldugu tespit edilmistir. Bu calismaya gore tigesiklinin
cesitli klinik 6rneklerden izole ettigimiz ¢oklu direngli A.baumanni suslar1 iizerinde
oldukea etkili oldugu acikca goriilmektedir.

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda da, P.aeruginosa kokenleri hari¢ diger Gram
negatif patojenlere karsi (E.coli, K.pneumoniae ve A.baumanii) tigesiklin oldukca
etkili bulunmustur. Bouchillon ve ark. (146), Sader ve ark. (151) ve Waites ve ark.
(152)’nin Gram negatif bakterilerle yapmis olduklar1 calismalarda tigesiklinin
P.aeruginosa igin MiKgy >8ug/ml bulmuslardir. Fritsche ve ark. (158), 2005 yilinda
yaptiklar1 ¢calismada hastane infeksiyonu etkeni E. coli ve Klebsiella spp. ve coklu

direng gosteren P. aeruginosa kokenlerinde tigesiklin duyarliligini sirasiyla % 100,
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% 96 ve % 5.6 olarak bulmuslardir. Yine Dean ve ark. (159), Goldstein ve ark. (160),
Milatovic ve ark. (161) yapmis olduklar1 ¢alismalarda tigesiklinin P.aeruginosa igin
MiKyy degeri 16pug/ml’ nin iizerinde tespit edilmistir.

Bizim c¢alismamizda ise tigesiklinin P.aeruginosa i¢in MIK araligi <8-
32ug/ml, MiKso. 16.0pg/ml ve MiKygo. 32 ng/ml olarak bulunmustur. MiKg, degerinin
bizim c¢alismamizda daha yiiksek bulunmasmin nedeninin c¢alismamizda
kullandigimiz P.aeruginosa suslarmin 6nemli bir kisminin coklu ilaca direngli
suslardan olugsmasindan kaynaklandigini diisinmekteyiz. Yapilan diger calismalarla
uyumlu olarak bu calismada da tigesiklinin P.aeruginosa suslari {izerine etkisinin
cok smirli oldugu goriilmektedir. Bu direncin P.aeruginosa tirlerindeki efluks
pompa sistemlerinden kaynaklandigi diistintilmektedir.

Sonu¢ olarak; Gram negatif bakterilerin son donemlerde klinik izolatlardan
fazlaca izole edildigi ve bu izolatlarin pek c¢ok ilaca direng gosterdiklerini
gormekteyiz. Karbapenemler ise Gram negatif bakteriler tizerindeki etkilerini artan
diren¢ oranina ragmen hala korumaktadirlar. Yasanan bu direng sorunundan dolay1
yeni kullanima giren antibiyotiklerden olan tigesiklinin karbapenemlere alternatif

olusturarak antimikrobiyal tedavide 6nemli yer edinecegini diisiinmekteyiz.
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