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OZET

Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii ¢zellikle yogun bakim
initelerinde (YBU) hastane kaynakl enfeksiyonlarin sik nedenidir. P. aeruginosa ve
A. baumannii suslarinin ok ilaca direncli (CiD) kokenlerinin ortaya cikisi alternatif
ajanlari arastirmayi gerektirmistir. Bu calismada, Firat Universitesi Tip Fakiltesi
YBU’nden izole edilen CID 118 P. aeruginosa ve 36 A baumannii suslarina karsi
meropenem, imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve bu mikroorganizmalara Karsi
rutinde kullaniimayan antibiyotikler olan kolistin, doksisiklin ve rifampisinin tek
baslarina ve bu ajanlarin kolistin ile tekli kombinasyonlarinin in vitro aktivitelerinin
broth mikrodillisyon yontemi ile degerlendirilmesi amaglandi. P. aeruginosa’nin 10,
A. baumannii’nin 7 susu ise sinerji cahismast igin kullanildi.

Bu calismada kolistin, gerek P. aeruginosa gerekse A. baumannii’ye karsi
siraslyla %83.8 ve %86.1 duyarlilik oranlariyla en yiksek duyarliliga sahip
antibiyotik olarak bulundu. P. aeruginosa’ya karsi meropenem daha etkili iken
(%46.6°ya karsl %59.3) A. baumannii’ye karsi imipenem meropenemden dah a etkili
bulundu (sirasiyla %69.5, %55.5). Rifampisin ve doksisiklin grubu antibiyotiklerden
ise her iki mikroorganizmaya karsi doksisiklin daha etkili bulundu ( P. aeruginosa
icin %11’e.karsi %51.7 ve A. baumannii i¢in %66.7°ye karsi %75). P. aeruginosa ve
A. baumannii icin en etkili kombinasyon kolistin (KOL)+rifampisin (RIF) olarak
saptandi. KOL+RIF kombinasyonu test edilen 10 P. aeruginosa susunun 4’iine
sinerjistik (%40), A. baumannii’de ise 7 susun 6’sina karsi sinerjistik (%85.8) etki
gosterdi.

Bulgularimiza gore  kolistin, rifampisin, doksisiklin  gibi  rutinde
kullanilmayan antibiyotikler; P. aeruginosa ve A. baumannii’nin CID suslarinin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde giunimizde alternatif tedavi secenegi
olabilir.  Ayrica, kolistin ile kombinasyonlarin (6zellikle rifampisin ile
kombinasyonlarin) YBU’lerinde tedavisi blyiik sorun yaratan CIiD P. aeruginosa ve
A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi igcin 6nemli secenekler olabilecegini
disunmekteyiz.

Anahtar kelimeler: P. aeruginosa, A. baumannii, (;iD, kolistin, sinerji



ABSTRACT
I'n vitro activities various antimicrobials against multidrug -resistant strains of
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii isolated from intensive
care units

Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii are becoming the
main reasons of infections in the hospitals especially in the intensive care units
(ICU). The occurrence of the roots of P. aeruginosa and A. baumannii strains which
are highly resistant against numerous antibiotics has required us to make re search
about the alternative agents.

In this study, it was aim 118 P. aeruginosa and 36 A. baumannii multi-drug
resistant (MDR) bacteria isolated ICU at Firat University Hospital and their in vitro
activites by using broth microdilution metho ds; meropenem, cefoperazon/sulbactam,
imipenem, and non-traditional antimicrobials such as colistin, rifampicin and
doxycycline were used alone or in combination with colistin against these bacteria.
Ten out of 118 P. aeruginosa and seven out of 36 A. baumanii were used for synergy
study.

In this study; colistin has been found to be the highest sensitive antibiotic
against both P. aeruginosa and A. baumannii with the sensitivity rates of 83.8% and
86.1%, respectively. Meropenem has been found to more effective against
P. aeruginosa (46.6% vs. 59.3%) while imipenem has been found to be more
effective against A. baumannii compared to meroperem (69.5% and 55.5%,
respectively). Doxycycline has been found to be more effective th an rifampicin (For
P. aeruginosa 11% vs. 51.7%, and for A. baumannii 66.7% vs. 75%).

The most efficient combination for P. aeruginosa and A. baumannii has been
determined as colistin (COL)+rifampicin (RIF). The COL+RIiF combination has
been found to have a synergistic effect on 4 (40%) of 10 P. aeruginosa and on six
(85.8%) of the seven A. baumannii strains were tested.

Based on our findings, at this era colistin, rifampicin, doxycycline and so
non-traditional antimicrobials might be an alternative treatment option caused
infections for MDR P. aeruginosa and A. baumannii. It was thought that colistin and

combinations with colistin (especially its combinations with rifampicin), might also



be an optimistic source as an alternative treatment option for those bacteria that make
a big problem in the ICU.

Key words: P. aeruginosa, A. baumannii, MDR, colistin, synergy
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1. GIRIS

Bakterilerde antibiyotiklere karsi direng gelisimi ve yayilimi son on vyil
icerisinde bdtiin dinyada 6nemli bir problem haline gelmistir (1). Her gecgen gin
artan bu diren¢ ve direncli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar mortalite ve
morbiditeyi ciddi derecede arttir makta ve oldukca fazla ek maliyet olusmasina neden
olmaktadir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi olusturduklari direngte en sik
kullandiklari mekanizmalardan biri sentezlenen enzimler ile antibiyotidin inaktive
edilmesidir. Beta-laktam grubu antibiyotikleri hidrolize eden kromozom veya
plazmid kontroliinde sentezlenen beta-laktamaz enzimleri bu tip dirence en iyi
ornektir (2, 3).

Mikroorganizmalarin etkisi farkli bircok antimikrobik maddeye karsi direncli
hale gelmesi durumuna c¢ok ilaca direnclilik denir. Coklu direng konusunda
literatlirde birgok tanimlama mevcuttur. Coklu direng, antibiyotiklerden en azindan
ikisi, Ucu, dordi veya sekizine direnclilik durumu olarak tanimlanmistir. Yakin
zamanda yapilan bir tamimda; pseudomonas’lara etkili  sefalosporinler,
karbapenemler, beta-laktam+beta-laktamaz inhibitorleri, fluorokinolonlar ve
aminoglikozidlerden en az ikisine duyarlilik azalmasi olarak kabul edilmistir. Tim
antibiyotiklere direnclilik durumu (pan-rezistans) ise seftazidim, sefepim, imipenem,
meropenem, piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin ve levofloksasine azalmis
duyarlilik olarak tanimlanmistir (4, 5).

P. aeruginosa ve A. baumannii ozellikle YBU’lerinde gelisen hastane
enfeksiyonlarinda (HE) en sik etyolojik ajanlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Pe k
cok yayinda genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin bir sekilde kullanildigi bu iki
tir icin yuksek diren¢ oranlari bildirilmistir (6, 7). Kolistin, doksisiklin, rifampisin
gibi rutinde kullanilmayan bazi antibiyotikler, bu bakterilerin CiD suslarina ka rsi test
edilmistir ve bu antimikrobiyal ajanlarin kombinasyonlarinin bu suslara karsi
sinerjistik oldugu saptanmistir. Test edilen bu antibiyotikler arasinda 6zellikle
kolistin ile kombinasyonlar CID suslara karsi etkili bir alternatif olarak
gorinmektedir (8-11).

Diren¢ nedeniyle tedavi basarisizliklarinin en aza indirgenmesi, ancak
duyarhlk testlerinin standart bir yontemle uygulanmasi ve sonuglarinin dogru

yorumlanmasi ile mimkindar.  Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)



Uretimi normal duyarhlik testleriyle saptanamayabilir. Disk diffiizyon yéntemi daha
kolay uygulanabileceginden daha cok tercih edilebilir. Ancak kalitatif bir yontemdir.
Bu nedenle kantitatif sonuc¢ verdigi icin dillisyon temeline dayanan testler tercih
edilmektedir (12).

Antimikrobiyal direng, bdlgeden bdlgeye hastaneden hastaneye degisiklik
gostermektedir. Tim diinyada oldugu gibi hastanemiz YBU’sinde de antimikrobiyal
direng 6nemli bir sorundur. Ozellikle yogun bakim birimlerinde sik enfeksiyon
etkeni olarak goze ¢arpan ve gene llikle coklu ilag direnci gosteren P. aeruginosa ve
A. baumannii agir enfeksiyonlara neden olmakta ve bu enfeksiyonlar tedavi zorlugu
nedeniyle yiiksek mortalite ve morbidite ile seyretmektedir. Ayrica oldukca fazla ek
maliyet olusmasina neden olmaktadir. B u nedenle YBU’lerinde bu enfeksiyonlarin
tedavisi onem arz etmektedir. Rutinde kullaniimayan bu antibiyotikler etkin
bulunduklari taktirde bu suslarin tedavisinde alternatif tedavi secenegi olarak
kullanilabilecektir.

Bu calismada, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari ve
Klinik Mikrobiyoloji Laboratuari’nda, YBU’de yatarak tedavi goren ve Centers for
Diseases Control and Prevention (CDC) kriterlerine goére HE’u tanisi almis
hastalardan, enfeksiyon etkeni olarak izole edilen CID P. aeruginosa ve
A. baumannii suslarinda meropenem, imipenem, sefoperazon —sulbaktamin ve bu
mikroorganizmalara karsi rutinde kullanilmayan antibiyotikler olan Kkolistin,
doksisiklin ve rifampisinin tek baslarina ve bu ajanlarin kolistin ile tekli
kombinasyonlarinin in vitro aktiviteleri buyyon mikrodilisyon yontemi ile
degerlendirilmesi ve minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (MIK) saptanmasi

amaclandi.

1.1. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

P. aeruginosa ilk kez 1960’h yillarda immun sistemi baskilanm 1s hastalarda,
yanikl hastalarda ve kistik fibrozisli hastalarda enfeksiyona yol agmasi nedeniyle
onemli bir insan patojeni olarak kabul edilmistir ( 13). Bazi saglikli kisilerin cildinde,
hastaneye yatmamis Kisilerin %5’inin bogaz florasinda, %3 oraninda diskisinda
saptanabilmektedir. Hastanede yatan kisilerde ilk 72 saatte tasiyicilik orani %20°dir .

P. aeruginosa, nemli ortamlarda rahatca yasayabilmesi ve serbest yasayan bakteri



olmasi nedeniyle énem tagimaktadir Gram-negatif, 1.5- 3 um boyunda, 0.5-0.8 pm
eninde olan bu bakteri, Pseudomonadaceae ailesi igindeki en patojen turdur.
P. mallei disindaki tim suslar hareketlidir. Bu hareket tek polar flagella araciligiyla
saglanir. Flagella 1siya hassas antijenler (H antijeni) icerir. Bu an tijenlere Kkarsl
olusan antikorlarla serolojik siniflama yapilmaktadir. Klinik izolatlarda pililer vardir
ve bunlarin antifagositik etkili, buyik olasilikla yapismadan ve kolonizasyondan
sorumlu olduklar dusunilmektedir. P. aeruginosa, nonfermentatif aerop bir
bakteridir. Enerjisini karbonhidratlarin fermentasyonundan cok oksidasyonu ile
saglar. Yetmisbesten fazla organik bilesigi kullanabilmesine ragmen urerken karbon
kaynagi olarak sadece asetat, nitojen kayna@l olarak da amonyum stlfat kullanir.
Aerop olmakla birlikte, nitrat iceren ortamlarda nitrati son elektron alicisi olarak
kullanabildigi icin anaerop kosullarda da Ureyebilmektedir. Cogu pseudomonaslar
gibi indofenol oksidaz Uretir. Bu da oksidaz testinin pozitif olmasini saglar. En iyi
25-37°C’de iyi Uremesine ragmen ancak 42°C’de Ureyebilmesi ile diger
pseudomonas turlerinden ayrhr.

P. aeruginosa’nin gram-negatif bakterilerinkine benzeyen hiicre duvari Ug
tabakadan olusan bir yapi icermektedir. Bunlar; stoplazmik membran, peptidoglikan
tabaka ve dis membrandir. Dis membran fosfolipid, protein ve lipopolisakkaritten
(LPS) olusur. P. aeruginosa’nin LPS’i diger gram-negatif basillerden daha az toksik
etkiye sahiptir. O spesifik antijenlerine gdre degerlendirildiginde ise gesitli serolojik
tipleri vardir (14).

1.1.1. Patogenezi

P. aeruginosa virulansina yardim eden bircok faktor icerir.
Adezinler

P.aeruginosa’da yuzeylere tutunmada rol alan pek cok adezin mevcuttur.
Bakteride bulunabilen tek polar flajel hareket, adezyondan sorumlu olup ¢evreden ve

HE’larindan izole edilen izolatlarda cogunlukla bulunmaktadir(15).

Hemolizin
P. aeruginosa suslarinin hemen hemen tiimi kanl agarda hemoliz yapar. Bu

suslarda farkh hemolizinler tanimlanmistir. Isiya dayanikli hemolitik glikopeptid



L-ramnoz ve 1-beta-hidroksidesenoik asitten olusur. P. aeruginosa suslarinin isiya
duyarl olan hemolizinleri de tanimlanmistir (14).

Lokosidin
P. aeruginosa’nin bazi suslari bir termolabil protein olan l6kosidin yapar. Bu

protein insan l6kositlerini de lize edeb ilir fakat hemolitik degildir (14).

Pigmentler
P. aeruginosa suslarinin ¢ogu bir ya da birkag cesit pigment olusturur. En sik
olarak piyosiyanin ve floressein pigmenti olusturur. Piyosiyanin bazi bakterilerin

uremesini engelleyip P. aeruginosa’nin kolonizasyonunu kolaylastirmaktadir (14).

Proteazlar
P. aeruginosa suslarinin yaklasik %901 ekstraselliler proteaz yapar.

Proteazlarin bakterinin doku invazyonunu kolaylastirdigi distntlmektedir (14).

Toksin A
P. aeruginosa’ nin toksisitesi en iyi bilinen ek straselliler proteinidir ve tim
suslarin %90 1 tarafindan tretilmektedir. Duyarli hiicrelerde protein sentezini inhibe

ederek toksik etkisini gosterir (14).

Ekzoenzim S
Tanimlanmis olan ikinci ADP-ribozil transferaz enzimidir. Ekzoenzim S,
ADP-ribozun GTP baglayan bir protein Uzerine transferini katalizler. Patogenezde

rolt oldugu disuntlmektedir (14).

1.1.2. Yaptigi Hastaliklar
1. Pnémoni

P. aeruginosa, notropenik hastalarda, mekanik ventilasyon destegindeki
hastalarda, kistik fibrozisin alevienmelerinde s iklikla pndmoniye neden olmaktadir
(14).



2. Endokardit
intravendz ilag kullanicilarinin dogal ve protez kapaklarinda infektif

endokardite neden olur. Trikuspit kapak tutulumu daha siktir (16, 17).

3. Bakteremi

Primer bakteremi 6ncelikle immdin sistemi baskilanmis konakta ortaya ¢ikar.
Ektima gangrenozum, patognomonik deri lezyonlaridir. Ektima gangrenozum,
vezikuler deri lezyonlari seklinde baslar. Hemoraji, nekroz ve (lserasyon ile kigik

yuvarlak noduller halini alir (16, 17).

4. Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

P. aeruginosa menenjit veya beyin absesine neden olabilir, ancak altta yatan
sebep varhigr mutlaka arastiriimalidir. Kanserli hastalarda goriilen menenjitin Listeria
monocytogenes’den sonra ve beyin absesinin Escherichia coli’den sonra en sik ikinci
nedeni olarak bildirilmektedir (16, 17).

5. Uriner Sistem Enfeksiyonlari
P. aeruginosa ile Uriner sistem enfeksiyonlari ¢ogunlukla kateterizasyon,
sonda veya cerrahi grisime bagli olarak hastane kokenlidir. Pseudomonas

bakteremilerinde %40 gibi ylksek oranda Uriner sistem primer odagi olusturur (17).

6. Kulak ve G6z Enfeksiyonlari

P. aeruginosa, normal kulakta nadiren bulunur. Dis kulak yolunu zedeleyici
herhangi bir faktor varhginda enfeksiyona sebep olabilir. Eksternal otit; kendini
sinirlayici, selim seyirli olup, ytzmekle iliskilidir (ylzlcu kulagr). Malign eksternal
otit ise agirhikh olarak yash diabetik kisilerde, kismen de uzun sureli kiiglik damar

hastali§i olanlarda goralr (17).

7. Bunlardan bagka daha nadir olmak izere gastrointe stinal sistem enfeksiyonlarina,
kemik, eklem enfeksiyonlarina, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olur
(16, 17).



Tablo 1. Pseudomonas’larin nemli biyokimyasal 6zellikleri
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Oksidaz + + + + + + n
Glukoz + + + + + -+ -
Piyosiyanin +/- - - - - - -
Mannitol +/- +/- - -+ - - -
Laktoz - - - +/- - - -
42°C + - + + +- +/- I+
Eskiilin - - - - - - -
Ure + I+ +/- J+ + ] ]
DNA’az - - - - - - -
ONPG - - - - - - -
indol - - - - - - -
Hareket + + + + + + "
Kirpik 1 >1 1 1 1 1 1
H2S - - - - - - -
Pigment K,FY F - K,S - - -
McConkey’de + + + + + + +
treme

+/-: Suslarin %50-85’i (+); -/+: Suslarin %50-85’i (-); 1: Tek kutupta tek kirpik;
>1: tek kutupta birden fazla Kkirpik; K: Kahverengi; Y: Yesil; S: Sari; F: Flouresan; B:
Burkholderia; ONPG: Orto-nitrofenil-beta-D-galaktopiranozid

1.2. ACINETOBACTER BAUMANNI I

Acinetobacter cinsi bakteriler gram-negatif, nonfermentatif, zorunlu aerop,
oksidaz-negatif ve hareketsiz bakterilerdir. Ureme fazinda gomak morfolojisinde
iken, stabil donemde diplokok morfolojisinde gorulurler. Bu yapisal 6zellikleri ve
biyokimyasal 0zellikleri ile tanimlanmalari ve siniflanmalari oldukca karmasik
stireclerden gecmistir ve 1954 yilinda Acinetobacter cinsi tanimlanmistir. Bu

bakteriler pek c¢ok besiyerinde kolayca dretilebilirler ve klinik 6rneklerden



uretilebilmeleri igin secici-ayirici besiyerleri de gelistirilmistir. Bu amacla en ¢ok
Herellea agar (Difco) ve Leeds Acinetobacter Medium kullanilmaktadir. Tor
diizeyinde ayrimda glikoza oksidatif etki, hemoliz ve 44°C’de Ureyebilme genelde
yeterli olmaktadir (18).

Tablo 2’de Acinetobacter tlrlerinin genel mikrobiyolojik 6zellikleri
gosterilmistir (19).

Tablo 2. Acinetobacter tirlerinin genel mikrobiyolojik 6zellikleri.

Hareket -

Pigmentasyon Degisken
MacConkey agarda ureme Degisken
42 °C’de Ureme Degisken

Nitratin nitrite indirgenmesi -
Eskilin hidrolizi -
Jelatin hidrolizi Degisken
Ureaz Uretimi Degisken
Arginin dihidrolaz -
DNA’az -
ONPG -
Asit olusturma
Glikoz Degisken
Maltoz Degisken
Sukroz -
Mannitol -

Ksiloz Degisken

Virulans potansiyeli dustk bir bakteridir. Bilinen en 6nemli virulans
faktorleri arasinda kapsil sayilabilir. Glikokaliks salgilarla yabanci cisimlere
yapisabilme virulansta énemli olabilir. Lipidleri eritici enzimleri, endotoksinleri de
virulansta rol oynamaktadir. Antibiyotik direnci saglayan PER -1 geninin virulansi
arttirdid, klinik olarak daha 6limctl enfeksiyonlar olusturdugu da gosterilmistir .

Acinetobacter cinsi bakterilerin klinik 6nemleri son 30 yil iginde belirgin
olarak artmistir. Bitlin dinyada izolasyon sikhgi giderek artmakta olan HE’u etkeni
A. baumannii’nin tedavi ve kontroltinde ciddi zorluklar yasanmaktadir. Bu artistan

baslica, daha kolay tanimlanabilmeleri, yogun bakim ve invaziv girisim oranlarinin



belirgin olarak artmasi ile bu bakterilerin gevre sartlarina uyumu ile antibiyotiklere
gelistirdikleri diren¢ rol oynamistir. Bu bakteriler toprakta, sularda, atik sularda
bulunur. Saghkh insanlarda normal deri florasinda genelde dustik yogunlukta, Kisa
stireli olarak bulunabildikleri belirlenmistir. Hastanelerde cevrede yaygin olarak
bulunduklari gosterilmistir. Cansiz yiizey lerde ¢ok uzun sireler canli kalabilirler
(18).

1.2.1. Klinik
Tum Acinetobacter tirleri arasinda en sik ve en ciddi klinik tablolara yol agan

etken A. baumannii’dir.

1. Pndémoni

Klinikte Acinetobacter cinsi bakterilerin en sik olusturduklari klinik tabl odur.
Klinik o6zellikleri ile diger etkenlerden ayirimi mimkin degildir. Mekanik
ventilasyon, gastrik tlp, ileri yas, kronik akciger hastaligi, immdiin supresyon, cerrahi
girisim ve antibiyotik kullanmis olmasi en o6nemli risk faktorleridir. Tipki
P. aeruginosa ile gelisen ventilatorle iliskili pnémoni (VIP) olgularindaki gibi
mortalite belirgin olarak daha yiiksektir. Bir calismada YBU’de mekanik
ventilasyondaki hastalarin %45’i Acinetobacter ile kolonize olarak belirlenmistir.
Bronkoskopik teknikler sonrasi olgularin %24’iinde Acinetobacter’lerin etken oldugu

saptanmistir (18).

2. Bakteremi\Sepsis

Cogu kez pnémoni ya da kateter kaynakli olarak ortaya ¢ikar. Yanik, travma
hastalari ve kanser hastalarinda daha sik etken olarak karsimiza ¢ikmak tadir. Tek
basina ya da polimikrobiyal bakteremilere neden olabilir. Mortalite %17-46 arasinda

bildirilmekte, polimikrobiyal olgularda mortalitenin arttigi vurgulanmaktadir (18).

3. Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlari
Acinetobacter cinsi bakteriler travma, beyin cerrahisi girisimi sonrasi

menenjitlere yol agmaktadirlar. Beyin omurilik sivisi bulgulari pirilan menejit



Ozelligindedir. Hastalarin yaklasik yarisinda polimikrobiyal enfeksiyon bulunur ve
mortalite %20-25 dolayinda belirlenmektedir (18).

4. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Genellikle yash, YBU’sinde kalan, uzun streli sonda takili olan erkek
hastalarda goriilmektedir (20).

Acinetobacter cinsi bakteriler yanik disi yaralardan izole edildiklerinde
oncelikle kolonizasyon yéniinden degerlendirilmelidir. Ozellikle immin sistemi
bozuk hastalarda ve cerrahi sonrasi enfeksiyonlarda etken olarak belirlenmesi
olasidir (18).

1.3. ANTIBiYOTIKLERE DIRENC GELiSIMi VE COK IiLACA
DIRENCLILIK

Diren¢c sorununun daha yogun olarak yasandigi yerler antibiyotik
kullaniminin daha yogun olmasi nedeni ile hastanelerdir. Artik giiniimiizde sadece
hastane kokenleri degil toplumdan kazaniimis kokenlerde de diren¢ 6nemli oranlarda
artmakta, bu olay sorunu daha da biyitip ciddi boyutlara tasimaktadir.
Mikroorganizmalarin antimikrobiklere karsi gosterdigi diren¢ dogal (intrinsik) ve

kazanilmis (genotipik, kalitsal) direng diye iki ana bolimde ele alinabilir .

1.3.1. Dogal (intrinsik) Direng

Kalitsal ozellikte olmayan direng tipidir. Bir mikroorganizmanin yapisi
nedeniyle direncli olusu anlamina gelir. Burada genellikle antimikrobik maddenin
baglanarak etkili oldugu hedef molekulin olmamasi dogal direngten sorumludur. Bir
antimikrobik maddeye dogal direngli olan tirin hi¢ bir kdkeni o antibiyotikten
etkilenmez (21) .

1.3.2. Kazanilmis (Kalitsal) Direng

Sonradan kazanilan bir diren¢ tipidir. Burada bakteri populasyonu
antimikrobik madde ile ilk temasa geldiginde ilag mikroorganizma Uzerine etkilidir,
ancak temas suresinde veya tekrarlanan tedaviler sirasinda mikroorganizma

populasyonunda antimikrobik maddeye karsi direng gelisir. Antimikrobiklere karsi



gelisen direng esas olarak bu yolla olmakta ve genetik degisim sonunda seleksiyonla
direncli kokenler ortaya cikip yayilmaktadir. Genetik diren¢ kromozom, plazmid

veya transpozon kontrol (i altindadir (21).

1.3.3. Kromozomal direncg

Bu tip direng, kromozomda kendiliginden (spontan) bir mutasyon sonucu
olusmaktadir. Her hiicre bolinmesinde mutasyon sikligi 10 ®° ile 10 civarindadir;
bazi antibiyotikler i¢cin bu oran daha ylksektir. Kro mozomal mutasyonla kazanilan
diren¢c bir asamada veya c¢ok asamada gerceklesir. Bir asamali mutasyonda;
Antimikrobikle bir veya bir ka¢ temas sonrasi birden ileri derecede direng gelisir.
Cok asamali mutasyon ise direng derecesi giderek artan yavas bir sekilde gelisir.
Kromozomal mutasyonla gelisen direng baska tiirden bakterilere yayllmadigindan ve
mutasyona  u@rayan bakterinin  metabolizmasi da  degisebilip  Uremesi

kisitlanabileceginden olay1 plazmidle olusan dirence gére daha seyrek goralir ( 21).

1.3.4. Plazmidlere bagl direng

Plazmidler kromozomdan bagimsiz olarak ¢ogalan, kromozom disi genetik
elementlerdir. Klinikte gorilen direncin ana sorumlusu plazmide bagh direnctir.
R-plazmidi denen diren¢ plazmidleri bir veya daha ¢ok sayida antibiy otige karsi
direng genlerini tasimaktadir. Diren¢ plazmidleri diger duyarh bakterilere
transdiiksiyon, transformasyon ve konjugasyon yolu ile diren¢ gen paketini aktarir ve
bdylece direncin yayilmasina neden olur. Plazmidlere bagl direnc bulasicidir ve
genellikle antibiyotigi inaktive eden veya bakterinin gecirgenligini degistiren

enzimlerle olusmaktadir (21) .

1.3.5. Transpozonlara Bagli Direng:

Transpozonlar; bir DNA molekillinden digerine (kromozomdan plazmide,
plazmidden kromozoma) gecebilen DNA dizil eridir (sigrayici gen). Plazmidden
farkli olarak bagimsiz olarak replike olamazlar.

integron; bazi transpozon veya plazmidlerde bulunan genetik yapilar olup
yeni genlerin kazaniimasindan sorumludurlar. Ozellikle ¢ok kisa siire igerisinde CIiD

kokenlerin ortaya ¢ikip yayilisinda integronlarin rolii vardir (21).
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Tablo 3. Kazanilmis direng mekanizmalari

1. Tlacin hedefinde degisiklik olmasi
a. Penisilin baglayan proteinlerin degisimi (beta -laktamlara karsi direncg)
b. Ribozomal hedefin degisimi (aminoglikozid, makrolid lere karsi direnc)
c. Degismis enzimatik hedef (sulfonamid, trimetoprim, rifampin, kinolon)
2. Sentezlenen enzimle ilacin inaktive veya modifiye edilmesi:
a. Beta-laktamaz
b. Aminoglikozid modifiye eden enzimler (asetilaz, adenilaz, fosforilaz)
c. Kloramfenikol asetil transferaz
3. Hucreye giren veya biriken ilag miktarinin azalmasi
a. Gegirgenligin (permeabilite) azalmasi.
b. Antibiyotigin alim ve transport sisteminin zayifligi veya yoklugu
c. Aktif pompalama ile ilacin disari atlimasi
4. Antimikrobik maddenin etkisinin sonuclarini énlemek
Ilag hedefi veya yarisici substratlarin asiri olusumu (sulfonamid, trimetoprim)

o

Tolerans (Bakterisid etki gosterebilen dozun inhibe edici dozdan normale gore ¢ok

yiksek olmasi)

1.4. BETA-LAKTAM ANTIBIYOTIKLER
Beta-laktam antibiyotikler giinimiizde; gerek hastane icinde, gerekse hastane
disinda en sik kullanilan antibiyotik tiirevlerinin basinda gelmektedir. Beta -laktam
halkas! biri azot, ¢l karbon olan dort tyeli doymus heterosiklik bir halkadir. Beta -
laktam antibiyotikler baslica 5 grupta to planirlar:
1. Penisilinler
2. Sefalosporinler
3. Monobaktamlar,
4. Karbapenemler
5. Beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam).
Beta-laktam  antibiyotikler, peptidoglikan sentezinde gorevli olan
transpeptidaz ve karboksipeptidazlari inhibe edip, hiicr e duvar sentezini durdurarak
etkilerini gosterirler. TUm beta-laktam antibiyotikler bakterilerin  sitoplazmik
membranlari tzerinde bulunan ve bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan sentezinden
sorumlu olan penisilin baglayan protein (PBP) adi verilen hedef p roteinlere

baglanarak etkilerini gostermektedirler. Beta -laktam antibiyotik tarafindan PBP’leri

11



inhibe edilen bakteride peptidoglikan sentezlenemeyeceginden hiicre duvar yapisi
bozulmaktadir. Bu durum bakterinin ozmotik diren¢ kaybina ve 6limine neden
olmaktadir (22).

1.5. BETA-LAKTAMAZLAR

Beta-laktamazlar plazmid veya kromozomal kokenli bakteriyel enzimler
olup, beta-laktam antibiyotikte bulunan beta-laktam halkasi (izerine etki gostererek
kovalan agil ester olusturan ve esterin hidrolizi sonuc u antibiyotigi inaktif hale
getiren enzimlerdir. Bakteride beta-laktamaz sentezi yapisal (konstitif) veya
indiklenebilir duzeyde olabilir. Gram-negatif bakterilerde periplazmik alanda
bulunan enzim, gram-pozitif bakterilerde hiicre disina salgilanmaktadir. Ambler
tarafindan 1980 yilinda beta-laktamazlarin molekiler siniflandirmasi yapilmistir.
Beta-laktamazlarin en yeni siniflandirma semasi 1995 yilinda yapilan Bush -Medeiros
Jacoby siniflandirmasidir (23). Bu siniflandirma 1989 yilinda Karen Bush’un yaptigi
siniflandirmanin  bir uyarlamasidir ve ayni sekilde enzimler dort ana grupta
toplanmustir.

1.5.1. Sinif A beta-laktamazlar: 29.000 molekil agirhgindadir. Aktif bolgelerinde
serin aminoasiti tasirlar. Esas olarak penisilinleri hidroliz ederler. Gram -negatif
bakterilerde cok sik rastlanan TEM-1 tipi enzimler bu grubun en iyi 6rnekleridir
(24, 25).

1.5.2. Sinif B beta-laktamazlar (Grup 3): Aktivasyon igin ¢inko veya bakir gibi
divalan katyonlara gereksinim duyan metallo -enzimlerdir. Klasik inhibitdrlere
direncli olan bu enzimler, EDTA ve merkapto bilesikleri gibi metal selatorleri ile
inhibe olurlar. izole edilen suslarin hemen hemen tiim beta -laktam antibiyotiklere
karsi direngli oldugu bildirilmistir (25).

1.5.3. Sinif C beta-laktamazlar: 39.000 kDa molekil agirhginda olup esas olarak

sefalosporinleri pargalar (sefalosporinazlar). Aktif bolgelerinde serin  bulunur
(24, 25).
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1.5.4. Sinif D beta-laktamazlar: Oksasilinleri parcalayan enzimlerdir (okzasilinaz).

Jacoby siniflandirmasi ile 1995 yilinda Bush’un yaptigi listeye eklenmistir (24, 25).

Beta-laktamaz enzimlerinin siniflandirmasi Tablo 4’de verilmektedir.

Tablo 4. Beta-laktamazlarin karsilastirmali olarak siniflandiriimasi

Bush Ambler’in  Substrat  Inhibisyon Sykes ve Ornek enzimler
Jacoby, molektler Klav - Richmond
Medeiros  siniflamasi EDTA
1 C SS - - la, Ib, Id Gr (-) bakterilerin
Amp C enzimleri
2a A Pen + - Gr (+) bakterilerin
penisilinazlari
2b A Pen, SS + - Il TEM-1, TEM-2,
SHV-1
2be A Pen, SS, + - v TEM-3 ile TEM-26
MB SHV-2 ile SHV-6
2br A Pen + - I, v TEM-30 ile TEM-36
2¢c A Pen, + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
Karb
2d D Pen, + - \Y OXA-1ile OXA-11,
Klok - PSE-2
2e A SS + - Ic P. vulgaris’in
indlklenebilir

sefalosporinazlari

2f A Pen, SS, + - NMC-A,Sme-1
KP
3 B KP ve - + Kromozomal MBL,
Tim B-lak IMP,VIM, SPM-1,
GIM-1
4 ? Pen - P. cepecia’nin
? penisilinazi

Kisaltmalar: SS: Sefalosporin, Pen: Penisilin, MB: Monobaktam, KP: Karbapenem,
Klok: Kloksasilin, Karb: Karbenisilin, MBL: Metallobeta-laktamaz
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1.6. GENISLEMIiS SPEKTRUMLU BETA -LAKTAMAZLAR
ilk olarak 1983 yilinda Almanya’da bir Klebsiella pneumoniae susunda
seftazidim ve sefotaksimi belirgin de@erlerde hidrolize eden ilk GSBL enzimi
tanimlandiginda bunun klasik SHV -1 beta-laktamazin bir mutant formu oldugu
anlasildi. Bundan dolayi, yeni bulunan bu enzime SHV -2 beta-laktamaz adi verildi.
Bunu Fransa’dan diger bir mutant enzim bild irisi takip etti. Bu yeni bulunan enzim
ise TEM-2 beta-laktamazdan genetik olarak sadece iki aminoasit farkliydi ( 4, 26).
TEM ve SHV tip beta-laktamazlarin mutant formu olan GSBL’ler, orijinal
enzimlerin aksine genis spektrumlu sefalosporinleri, aztreona mi ve diger tim
penisilinleri hidrolize ederler. Ancak sefamisinler bu kuralin disinda kalir .
Bulunusundan giniimize kadar GSBL’lerin sayisinda ve c¢esidinde hizli bir artis
dikkati cekmistir. Bu enzimler enterik comaklarla sinirli kalmayarak Pseudomonas
ve Acinetobacter gibi nonfermentatif etkenlere de yayillmislardir. Tek bir bakteride
birden ¢cok GSBL bulunabilmektedir. Farkli GSBL’lerin yol actiklari in vitro direng
farkhidir. Bazi yazarlar tarafindan GSBL enzimleri 6 baslik altinda incelenmistir ( 27).
. TEM ve SHV kokenli olanlar
. TEM ve SHV kokenli olmayanlar
Inhibitér direncli beta-laktamazlar

1
2
3
4. inhibitor direncli ve genis spektrumlu beta -laktamazlar
5. Karbapenemazlar

6

Plazmid aracili sefalosporinazlar (sefamisinazlar)

1.6.1. TEM ve SHV Kokenli Olanlar: GSBL enzimleri esas olarak TEM ve SHV
tird enzimlerden 1 ila 4 aminoasit degisikligi ile olusurlar. Bugun igin aminoasit
dizilimi tanimlanmis TEM kokenli 66, SHV kokenli 12 cesit GSBL enzimi
mevcuttur. TEM ve SHV tip GSBL enzimleri, klavulanat, sulbaktam v e tazobaktam

gibi beta-laktamaz inhibitorlerine duyarh olabilmektedir (24).
1.6.2. TEM ve SHV Kokenli Olmayanlar: Bu enzimler plazmid kaynakli

olmalarinin yaninda klavulanata da direnglidirler. Molekuler siniflamada A grubuna
dahil edilen bu enzimler MEN-1, MEN-2, CTX-M1, CTX-M2, PER-1, PER-2,
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VEB-1 ve toho-1’dir. PER-1 disindakiler igin yeteri kadar ¢alisma olmadigindan
hakkindaki bilgi sinirhdir (27).

1.6.3. inhibitor Direncli ve Genis Spektrumlu Beta-laktamazlar: Beta-laktamaz
sentezleyen bakterilere karsi gelistirilen stratejilerden en yaygin olani, son on yildir
beta-laktamaz inhbitdrlerinin kullanimi olmustur . Buna karsin, 1987 yilindan itibaren
klavulanik asit/beta-laktam kombinasyonlarina direngli E. coli’ler bildirilmeye
baslanmis ve sikliklari dzellikle Griner sistem enfeksiyonlarina yol agan izolatlarda
artis  gostermistir. Beta-laktamaz inhibitorli  kombinasyonlara direng, TEM
enzimlerinin asiri sentezi, permeabilitede azalma veya OXA tipi enzim sentezleme

gibi mekanizmalar ile olusabilmekte dir (2, 28).

1.6.4. OXA Tipi Beta-laktamazlar (Oksalisinazlar )

D grubu enzimlerden olan ve plazmidlerle aktarilan OXA tipi
beta-laktamazlar, gram-negatif bakterlerde pek sik olmasa da gorilmektedir.
OXA-1'den OXA-21’e kadar tiplere ayrilmistir. Bu enzimi Ureten bakteriler
genellikle genis spektrumlu sefalosporinlere, monobaktamlara ve karbapenemlere
karsi duyarhdirlar.  Seftazidim ve sefamisinlere ise duyarli kabul edilirler. Bu
enzimlerin 6nemi, klavulanik asit ve sulbaktama direncli olmalari ve HE’larindan

izole edilen suslarda saptanmalaridir (4, 29).

1.6.5. Karbapenemazlar

imipenem ve meropenem, gram-negatif bakterilerdeki GSBL’lere dayanikli
olmalari nedeniyle tedavide 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu g rup antibiyotiklere karsi
beta-laktamazlara bagh diren¢ Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp.,
Flavobacterium spp., Bacterioides fragilis gibi bazi bakterilerde saptanmis olmasina
karsin kromozom kontrolinde olmalari nedeni ile son yillara degin ol usturduklari
direng sinirh kalmistir.  Ancak son yillarda plazmid kontroliinde olan
karbapenemazlarin ortaya cikmasi artik bu durumu degistirmeye baslamistir.
Ozellikle P. aeruginosa ve Acinetobacter spp., daha nadir olarak Klebsiella spp. ve
Serratia marcescens’de bildirilmis olan bu enzimler son yillarda cesitli tlkelerden

artan siklikta bildirilmektedir. Bunlardan aktif bolgelerinde ¢inko igerdikleri igin
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metallobeta-laktamaz (MBL) olarak da isimlendirilen IMP ve VIM enzimlerinin

sayisI her gecen gun artmaktadir (30, 31).

1.6.6. Plazmid Aracili Sefalosporinazlar ( Sefamisinazlar)

Tum sefalosporinler, monobaktamlar ve sefamisinler bu enzimler tarafindan
etkin bir sekilde hidrolize edilmektedir. Enterobacteriacae ailesinin degisik tyeleri ve
P. aeruginosa gibi nonfermentatif etkenler tarafindan uretilen bu enzimlerin simdiye
kadar tanimlanmis olanlari sunlardir: Amp-C, MIR-1, MOX-1 (beta-laktamaz
duyarli), FEC-1, FOX-1, CMY-1,2, LAT-1, BIL-1. Bu enzimler, rutin uygulamalar
esnasinda GSBL’lerden sefamisin direnci ve inhibitér duyarsizhigi veya inhibitor

sinerjizminin gorilmemesi ile ayirt edilebilir ( 29, 32).

1.6.7. P.aeruginosa’da Bulunan Beta-laktamazlar

P. aeruginosa bir¢cok antibiyotige direnclidir. Bu ¢ogul direncten sorumlu en
onemli mekanizma antibiyotige karsi bakteriyel dis membranda gecirgenlik azalmasi
ve aktif pompa sistemi ile antibiyotigin disari atilmasidir ( 25). MexAB-OprM aktif
pompa sisteminin aktivasyonu; fluorokinolonlar, penisilinler, sefalosporinler ve
meropeneme direng gelisimine nede n olabilir. MexCD-OprJ ve MexEF-OprN pompa
sisteminin aktivasyonu fluorokinolonlara ve bazi beta laktamlara, MexXY -OprM
aktivasyonu ise aminoglikozidlere karsi direng gelisimine neden olabilir.
Fluorokinolon ve beta laktamlara direng gelisiminde permeabili te mutasyonlari da
onemli rol oynamaktadir. Mutasyona bagli olarak permeabilitede azalma,
karbapenemlere direng gelisiminde O6nemlidir ve burada OprD porin kaybi s6z
konusudur. OprD kaybi imipenem direncine ve meropeneme duyarlilik azalmasina
yol acar. P. aeruginosa'da karbapenem direnci primer olarak OprD2 porin kaybi
sonucu olur.

P. aeruginosa’da bircok kazanilmis beta-laktamaz ve aminoglikozid modifiye
edici enzim tanimlanmistir. En sik saptanan beta -laktamazlar PSE-1 ve PSE-4'tir.
P. aeruginosa'da indiklenebilir kromozomal AmpC tipi beta -laktamaz mevcuttur. Bu
beta-laktamazlar penisilin ve sefalosporinlere direncte ©6nemli rol oynarlar.
P. aeruginosa'da saptanmis olan IMP ve VIM gibi MBL’lar; penisilinler,

sefalosporinler ve karbapenemleri hidrolize ederler, fakat aztreonama etkisizdirler .
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P. aeruginosa’da bulunabilen diger GSBL’ler; TEM, SHV, OXA, PER, VEB, GES
ve IBC enzimleridir. Bu enzimler substrat profilleri acisindan benzerlik tasisa da
aminoasit dizilimleri agisindan old ukca farklidir (33, 34). A sinifi beta-laktamaz olan
PER-1 enzimi bagslica Tiirkiye, Italya, Fransa ve Belgika’daki suslarda saptanmis
olup plazmid ya da kromozoma bagl gecis gdstermektedir. Bu suslar, seftazidime
yuksek duzeyde direng gosterir. Klavulanik asit ile glcli sekilde direncin
inhibisyonu saglanir. imipenem ve meropeneme duyarlidir. OXA enzimleri,
Turkiye’de (OXA-11, OXA-14, OXA-16) ve Fransa’da (OXA-19, OXA-28)
saptanmis olup plazmiddeki integrinlerle ya da kromozoma bagl gecis gosterir. Bu
suslarda karbenisilin, tikarsilin, piperasilin, azlosilin, seftazidim, sefepim, aztreonam

direnci olup, imipenem ve meropenem duyarliligi vardir (14).

1.6.8. Metallobeta-laktamazlar

Karbapenemlere  karsi  gelisen direngte en 6nemli  mekanizma
MBL’larin  varhgidir. MBL’lar, 1980 yilinda Ambler tarafindan yapilan
siniflandirmada serin beta-laktamazlar iginde yer almakta iken, 1989 yilinda Bush
tarafindan yapilan siniflandirmada fonksiyonel ozellikleri goz 6niine alinarak grup
3’e yerlestirilmiglerdir. Bu siniflandirmadaki kriterler; MBL enzimlerinin substrat
profilleri (6zellikle imipenem hidrolizi), EDTA’ ya duyarh olmalari ve serin
beta-laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe olmamalaridir. MBL’larin  aktif
bolgelerinde cinko iyonlart bulunmaktadir. Cinko iyonlari iki su molekull ile
reaksiyona girerek hidrolizin gerceklesmesini saglar (35).

Transfer edilebilen MBL’lar IMP benzeri, VIM benzeri, SPM -1 ve GIM-1
olmak Uzere dort grupta toplanmaktadir. Penisilinleri, sefalosporinleri ve
karbapenemleri hizla hidroliz ederler. Aztreonama etkileri yoktur. Plazmiddeki

integrinlerle ya da kromozoma bagh gegis gosterir (14).

1.6.9. Acinetobacter Baumannii ’de Bulunan Beta-laktamazlar

A. baumannii izolatlarinda beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan direnc;
beta-laktamaz enzimleriyle antibiyotigin parcalanmasi, beta -laktam antibiyotigin
hiicre igine girisinin engellenmesi ve PBP ’lerde olusan degisiklikler sonucunda (g

farkli mekanizma ile gelisebilmektedir. Genellikle bu mekanizmal arin bir arada
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islemesi sonucu direng gelisimi gozlenmektedir. Acinetobacter tirlerinde bulunan
kromozomal enzimlerin blyik cogunlugu Ambler sinif C igerisinde yeralmakta ve
sefalosporinaz  aktivitesi gostermektedir. Bu beta -laktamazlar penisilin  ve
sefalosporinlere direng gelisiminden sorumludur. Yapilan calismalarda A. baumannii
izolatlarinin %98’inde sefalosporinaz aktivitesi saptanmistir (2, 36). Beta-laktamaz
genlerine Acinetobacter cinsi bakterilerde siklikla rastlanir (OXA -23-27, OXA-40,
AMP-C, CARB-5, PER-1 beta-laktamazlar ve karbapenemazlar; IMP-1, IMP-2,
IMP-4, IMP-5; VIM-1, VIM-2 enzimleri). Diger bilinen Acinetobacter beta-laktamaz
enzimleri ACE, TEM-1, 2, CARB-5, ARI-1, 2 olarak belirlenmistir. Karbapenemlere
diren¢ gelisiminde ARI-1, 2 karbapenemazlar rol oynayabilse de genelde

karbapenem direnci birgok mekanizmanin bir arada etkisiyle gergeklesir (18).

1.7. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI
Antimikrobik ilaglara karsi duyarlilik bir¢cok yontemle saptanabilmektedir.
Ulkemizde bakterilerin antibiyotik duyarlilik testlerinde en sik kulanilan standart
CLSI ’dir (37). Bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklarini belirlemede standardize
edilmis testler (i¢ grupta toplanmaktadir:
1. Diffuzyon yontemleri
a. Disk difflizyon testi
b. Agarda diffiizyon testi
2. Dilusyon yontemleri
3. E-Test

1.7.1. Disk difftizyon yontemi

Mueller-Hinton agar besiyeri, petrilere derinligi 4 mm olacak sekilde dokdlir.
Antibiyotik diskleri laboratuarda hazirlanabilir ya da ticari olarak hazir diskler
alinabilmektedir. Diskler, birbirlerine ve merkeze olan uzakliklari en az 24 mm
olacak sekilde agar yiizeyine yerlestirilir. Bakteri yogunlugunun ayarlanmasi icin 0,5
Mc farland bulaniklik standardi kullaniimaktadir. Bakterinin besiyerindeki 24 saatlik
kiltiriinden alinacak buyyon veya serum fizyolojik icerisinde hazirlanir. Kontrol
suslari calisilacak bakteriye gore disk difflizyon testleri igin Onerilen kontrol

suslaridir. CLSI’nin kontrol suslari i¢in verdigi zon caplarina uygun zon gaplari elde
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edilirse antibiyotik duyarlihk testlerinin standartlara uygun oldugu kesinlesmis
olmaktadir. Zon caplarinin degerlendir ilmesinde inhibisyon c¢aplari dl¢tilmekte (disk
cevresinde bakterilerin Uremedigi dairesel bir inhibisyon alani), CLSI’nin 6nerdigi
sinirlara gore duyarli, orta ve direncli olacak sekilde duyarlilik kategorileri
belirlenmistir (37).

1.7.2. E-Test

Diffuzyon temeline dayanan ancak diskler yerine belirli ve strekli bir
konsantrasyon degisimi olacak sekilde antibiyotik iceren plastik striplerin
kullanildigi bir yontemdir. inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon
alaninin stripi kestigi konsantrasyon MIK olarak belirlenir. Bu yontem o6zellikle
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria Gonorrhoea gibi gic
ireyen bakteri turlerinin  MIK degerlerinin saptanmasinda yaygin olarak
kullaniimaktadir (38).

1.7.3. Dilusyon yontemleri:
Mikrodilusyon
Makrodiliisyon
c. Adgar dillisyon
Dillisyon yontemlerinde standart sayida bakteri toplulugu (inokulum), iki
katli diltsyonlar seklinde degisen yogunluklarda antimik robik ajan ile karsilastirilir.
inkibasyon siiresi sonunda gézle gériinir tiremeyi engelleyen en disiik antimikrobik
ilag yogunlugu saptanir. Buna MIK denir ve mg/L seklinde ifade edilir. MiK
degerinin duyarhhgr mi yoksa direnci mi temsil ettigini belirlemek icin, bulunan
konsantrasyon duyarlilik siniri adi verilen bir deger ile karsilastirihr. MiK , bu
sinirdan dusuk ise mikroorganizma s6z konusu ajana "duyarli™ olarak degerlendirilir.

Bunun disinda " az hassas " ve " direncli " kategorileri de saptanir ( 39).

1.7.4. Sinerji Testleri
Gunimizde daha  yaygin  kullanilmaya  baslanan  antibiyotik
kombinasyonlarinda in vitro etkinligin  de@erlendirilmesi  giderek  ©nem

kazanmaktadir. Antibiyotik kombinasyonlarinin birbiri ile olan etkilesimlerini
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gosteren in vitro testlerin timine sinerji testleri denir. Antibiyotiklerin birlikte
kullaniminda ayni ilaglarin tek baslarina kullanimindan anlamli oranda yuksek
etkinlik  saptanmasi  sinerjistik  etkilesim olarak adlandirilir . Additivite,
kombinasyonun etkinliginin iki ila¢ tek basina kullanildiginda elde edilen
etkinliklerinin toplami olarak tanimlanmustir. indiferans (ilgisiz) da ise, kullanilan
antibiyotikler arasinda etkilesim yoktur ve kombinasyonun etkinligi aslinda en aktif
olan ilacin etkinligi kadardir. Kombinasyonun etkisi antibiyotiklerin tek baslarina
gorilen etkilerinden anlamli oranda az ise antagonizmden bahsedilir (40, 41).

Tablo 5’de in vitro sinerji arastirmada kullanilan testler gosterilmistir.

Tablo 5. In vitro sinerji testleri

1. Dama tahtasi ( Checkerboard ) diliisyon yéntemleri
a. Mikrodilisyon
b. Makrodillisyon
c. Agar dillsyon
2. Zamana bagh 6lim yontemi
3. Disk difflizyon yontemi
a. Tek disk difflizyon yontemi
b. Cift disk difflizyon yontemi
4. E-test yontemi

1.7.4.1. Dama tahtasi (Checkerboard) Diltisyon Ydntemleri

Rutin laboratuarlarda antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro etkilesimlerini
olcmek igin en sk kullanilan yontemlerdir. Diger sinerji testleri ile
karsilastirildiginda hem daha kolay uygulanabilir hem de matematiksel hesaplari
daha kolaydir. Test sivi ve katl besiyerlerinde makro ve mikro dilusyonlarda
uygulanabilir (40).

1.7.4.1.1. Mikrodilisyon Dama Tahtas! Yontemi

En yaygin uygulanan tekniktir. Doksan alti gukurlu U tabanli steril
mikrodilisyon  plaklari  kullanilarak  test edilen antibiyotikler in  farkl
konsantrasyonlardaki etkilesimlerinin arastirilimasini temel alan bir testtir. Test
edilecek konsantrasyonlar icin MiK degerinin 1/8 -1/16 kati ile 4-8 katini igerecek

sekilde iki katli seri diltsyonlar hazirlanir. Bakteri dilisyonlari yapilip inok (le
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edildikten sonra 35 °C’de 16-20 saat inkibe edilir. Antibiyotik kombinasyonlarinin
etkilesimleri “Fraksiyonel inhibitor Konsantrasyon” (FiK) degerleri hesaplanarak
saptanir. Her antibiyotigin FiK degeri antibiyotiklerin kombinasyon halindeki MiK
degerinin antibiyotiklerin tek basina MIK degerlerine boliinerek ayri ayri hesaplanir.
Kombinasyon etkinligini belirleyen toplam FiK degeri ( = FIK) iki antibiyotigin FIK

degerlerinin matematiksel toplamidir (40-42).

1.7.4.1.2. Makrodilisyon Dama Tahtasi Yontemi

Sivi  besiyeri yerine Mueller-Hinton agar kullanilir.  Antibiyotik
kombinasyonlarini iceren agar besiyeri hazirlanir. Agar yiizeyine 10 * koloni
(cfu = colony forming unit )/mL bakteri, nokta seklinde ekilir. Antibiyotik
etkilesimleri = FiK hesaplanarak yorumlanir (40-42).

1.7.4.2. Zamana Bagh Olum Yoéntemi:

Antibiyotik kombinasyonlarinin zamana ve konsantrasyona bagli bakterisidal
aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilir. Test prensibi olarak her iki antibiyotigi
yalniz basina ve kombinasyon halinde iceren tipler icine son konsantrasyonu 10 °-10°
cfu/mL olan bakteri stispansiyonunun 10 -10® seri diliisyonlari hazirlanarak inokiile
edilir ve 24 saat icinde belirlenen zaman araliklarinda (0, 4, 8, 24. saatler) kantitatif
kiltarler alinarak koloni sayimi yapilir. Sinerji, kombinasyonun 24 saatlik koloni
sayisinda en etkin ilaca kiyasla 100 kattan daha fazla (=2 logio) azalma gorilmesi
olarak tanimlanmistir. 24 saatlik koloni sayilarinda 100 kat (=2 logio) artis
saptaniyorsa antagonizm, < 10 kat de gisiklik (artma yada azalma ) varsa additif ya da
indifferan etki olarak tamimlanmistir. Zamana bagh 6lim ydnteminde
kombinasyonun etkinligi, yalniz en etkin antibiyotik ile karsilastirilarak

degerlendirilir ve diger antibiyotigin etkisi yok sayilir. (40-42).

1.7.4.3. Diffizyon Yontemleri
Kombinasyonun etkinligini kalitatif olarak degerlendirmede kullantlir.

a. Tek Disk Diffiizyon: Kombinasyondaki antibiyotiklerden birini bakterinin ¥4 MiK

degerine esit konsantrasyonda iceren ve antibiyotik icermeyen Mueller-Hinton agar
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besiyerlerine 107/ml bakteri siispansiyonu ekimi yapilir. Her iki besiyerine de
kombinasyonda yer alan diger antibiyotigin diskleri yerlestirilir. 37°C de bir gece
inkibe edilir. Plaklarda olusan inhibisyon zonlari 6lgulerek aradaki fark ki yaslanir
(43).

b. Cift Disk Difuizyon: Kirby Bauer yontemine gére 0,5 McFarland bulanikhgindaki
bakteri suspansiyonu agar tzerine ekilir. Antibiyotik diskleri arasindaki mesafe her
diskin tek basina olusturdugu inhibisyon zonunun yaricapinin toplamina es it ya da
bayiuk olmalidir. Disklerin birbirine bakan yuzlerinde inhibisyon zonunun
dizlesmesi antagonizm, genislemesi sinerji olarak degerlendirilir. Etkilesim

saptanmazsa zon caplari etkilenmez ve indif feran (ilgisiz) olarak degerlendirilir (43).

1.7.4.5. E-Test Yontemi

0,5 Mc Farland bulanikliginda bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton agara
ekilir. Test edilecek antibiyotik striplerinden biri plaga yerlestirilir ve 35°C’de 30
dakika bekletilir. Bu strip steril bir pens yardimiyla yerinden kaldirtlir ve a tilir. Diger
antibiyotik stripi de atillan stripin izi Uzerine gelec ek sekilde plaga yerlestirilir
(42, 43).

Sinerji testleri, uygulamadaki zorluklar, yontemin ve degerlendirmenin
standardize edilememis olmasi nedeniyle rutinde sik kullanilma zlar. Genellikle yeni

bir antibiyotigin etkisini incelemede arastirma amacli kullanilirlar.

1.8. ANTIBIYOTIKLER VE OZELLIKLERI
1.8.1. imipenem

1.8.2. Meropenem

1.8.3. Sefoperazon-sulbaktam

1.8.4. Kolistin

1.8.5. Rifampisin

1.8.6. Doksisiklin
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1.8.1. IMIPENEM

Karbapenem grubu antibiyotiktir. Bilinen en genis spektrumlu antibiyotik
olan imipenemin gram-pozitif, gram-negatif, aerob ve anaerob mikroorganizmalari
icine alan cok genis bir etki spektrumu vardir. Cesitli ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde son derece etkin bir monoterap6tik ajandir ve in vitro olarak imipenem,
klinik olarak ©nem taslyan bakterilerin coguna etkilidir. insan hiicresi igine
penetrasyonu iyi olmadi§i icin intraselliler patojenlere bagl enfeksiyonlarin
tedavisinde uygun bir ilag degildir. Bir beta-laktam halkasi icermekle birlikte diger
beta-laktam antibiyotiklerden farkli olarak sis konfigurasyonundaki agil amino yan
zincirinin yerine trans konfigurasyonunda hidroksietil yan zinciri icerir. Trans
konformasyonu imipenemin beta-laktamaz dayanikhgini saglar. Penisilin  ve
sefalosporinlerden farkli olarak a-halkasinda sulfir atomunda metilen (-CH2-) yapisi
icerir. Bu yapi karbapenemlerin bakteri hiicresindeki hedef proteinlere baglanmasini
arttinir. Bu da antibiyotigin etki spektrumunu genisletir ve antibakteriyel giclni
arttirir. Molekdl agirhiginin disik olmasi bakterinin hiicre membranindan girisini
kolaylastirir. Penem halkasinda bulunan alkil tiyo yan zinciri ise P. aeriginosa’ya
etkinligi saglamaktadir.

Imipenem bu olagan Ustii genis etki spektrumuna ve beta-laktamaz direncine
karsin, bobrekte ileri derecede enzimatik yikima ugrar. Metaboliti nefrotoksik bir
ajan oldugundan tek basina kullanilamaz. Bir dehidropeptidaz-1 (DHP-1) inhibitori
olan silastatin ile kombine edilerek kullanimi gerekmektedir. Silastatin sodyum,
DHP-1’in  kompetitif, reversibl ve 06zgul inhibitoridir. Diger beta-laktam
antibiyotikler gibi bakteri hiicre duvar sentezini inhibe ederek etki eder, bakterisidal
etkilidir. imipenem gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin yiiksek molekiil
agirhkh PBP’lerine ylksek bir afinite ile baglanir. Baglanma ilk énce PBP2’ye ve
arkasindan da PBPla’ya olur. PBP1’e baglanmasi gram -pozitif ve gram-negatif
bakterilerde hucrelerin daha hizli lizisine yol agar (44-46). Tum vicut sivilarinda

hizla dagilr.
1.8.2. MEROPENEM

imipenemden sonra kullanima girmis karbapenem grubu antibiyotiktir.

imipenemin aksine insan bobrek DHP-1 enzimine karsi ok yiiksek stabilite gdsterir.
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Klinik olarak énemli olan hemen tim aerobik ve anaerobik bakter ilere karsi son
derece etkilidir. PBP2, hem imipenemin hem de meropenemin baslica hedefidir.
Ancak meropenem, P. aeruginosa ve E. coli’nin PBP2 ve 3’(ine daha buyuk bir
afinite gosterir.  Meropenem, stafilokoklara ait enzimler ve gram -negatif
bakterilerdeki karbapenemazlar hari¢ diger tum beta -laktamazlarin hidrolizine Kkarsl
dayanikhdir. Karbapenemlerden imipenem, gram -pozitif organizmalara karsi daha
etkili gozukirken meropenem, gram -negatiflere 6zellikle de P. aeruginosa’ya daha
etkilidir. Meropenem igin asil hedef P. aeruginosa’daki PBP3’dir (47,48).

1.8.3. SEFOPERAZON-SULBAKTAM

Sefoperazon sodyum, kristal, yalniz parenteral kullanilan, yarisentetik genis
spektrumlu bir sefalosporin grubu antibiyotiktir. Diger sefalosporinlerden farkl
olarak piperazin yan zinciri icerir, bu nedenle antipsddomonal aktiviteye sahiptir.
Vicut sivilarinda dagihmi oldukea iyidir ancak saglam meninkslerden gecisi oldukca
kotldur. Yuksek oranda plazma proteinlerine baglanir; %70 oraninda safra, %30
oraninda idrar yolu ile atilir. (Sefoperazon sodyum/sulbaktam sodyum, Kkristal
kombinasyonu olup, serbest sulbaktam ve sefoperazon olarak 1:1 oraninda
hazirlanmistir. Sefoperazon-sulbaktam ile verilen sulbaktam dozunun yaklasik %
84’01 ve sefoperazon dozunun %25’ bobreklerden itrah ol ur. Sefoperazon 3. kusak
bir sefalosporindir ve aktif cogalma ddneminde hiicre duvari mukopeptid
biyosentezini inhibe ederek duyarli organizmalara karsi etkin olur. Daha ¢ok
gram-negatif mikroorganizmalar basta olmak (izere hemen hemen tim gram-pozitif
ve negatif, aerob ve anaerob bakterilere karsi etkinligi mevcuttur. P. aeruginosa’ya
karsi ylksek aktivite gosterir. Acinetobacter tirlerine karsi etkinligi azdir ancak
sulbaktamla 1:1 oraninda kombine formu Acinetobacter tirlerine oldukga etkilidir
(49, 50).

1.8.4. KOLISTIN

Polimiksinler kimyasal olarak 5 farkli birlesigi iceren (polimiksin A -E)
polipeptid antibiyotiklerdir ve bu grup 1947 yilinda bulunmustur. Klinik pratikte
sadece polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) kullanilmistir. 1950 -1980 arasi

kullantimistir ve 1980’lerde nefrotoksisitesi nedeniyle kullanimi oldukga azalmistir
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ve 2000’li yillara gelinceye kadar kullanimi sadece kistik fibroz hastalarinda CiD
gram negatif basillerle olusan akciger enfeksiyonlari ile sinirlanmistir.  Ticari olarak
kolistinin 2 formu mevcuttur. Bu formlar kolistin sulfat ve kolistimetat sodyumdur
ve kolistimetat sodyum kolistin stlfata gore daha az etkili ve daha az toksiktir.
Kolistin stlfat barsak dekontaminasyonu igin oral ve bakteriyel cilt enfeksiyonla i
icin topikal olarak kulanilir. Kolistimetat sodyumun parenteral kullanim igin ticari
formu mevcuttur ve intravendz, intramiskuler ve nebulizasyon seklinde
uygulanabilir.

Kolistinin hedefi bakteri hiicre membranidir. Katyonik bir peptid olan kolistin
ile gram-negatif bakterilerin dis membranlarindaki anyonik LPS molekiilleri
elektrostatik iliskiye girerler ve hiicre membraninda dizensizlige yol acarlar.
Kolistin, LPS molekdllerini stabil halde tutan magnezyum ve kalsiyumun yerini
degistirerek dis membranda bozulmaya ve olusan permeabilite bozuklugu bakterinin
6limine neden olur. Kolistinin antibakteriyel etkisine ek olarak anti -endotoksin
aktivitesi de vardir ve LPS’yi notralize eder. Kolistin stlfat ve kolistimetat sodyum
konsantrasyona bagiml olarak etki gostermektedirler. Verilisten sonraki ilk 24 saat
icinde %60 oraninda idrar ile degismeden atildigi saptanmistir. Kolistin Kklirensi
bobrek disi yollar ile olmakla birlikte tam olarak aydinlatilamamistir .

Kolistin; Acinetobacter tlrleri, P. aeruginosa, Klebsiella tirleri, Enterobacter
tirleri, E. coli, Salmonella tirleri, Shigella tdrleri, Citrobacter tirleri, Yersinia
pseudotuberculosis, Morganella morganii ve Haemophilus influenzae 'ya karsi
bakterisidal etki gosterir. Stenotrophomonas maltophilia suslarina da etkili oldugu
gosterilmistir. Gram negatif bakterilerde mutasyon ya da adaptasyon yolu ile bu
antibiyotige karsi direng gelisebilmektedir (51, 52).

1.8.5. RIFAMPISIN

Rifampisin, Streptomyces mediterranei’den elde edilen rifamisinin
semisentetik bir tirevidir. Bakterisid etkili bir antibiyotiktir. Etkisini DNA’ya
bagimli RNA polimerazi inhibe ederek gosterir. Klinik uygulamalarda kullanilan
dozlarda memelilerdeki RNA sentezini bozmaz. Rifampisin, ¢cok sayida bakteriye
karsi bakterisidal aktivite gosterir. Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium

leprae, koagiilaz-negatif ve koagilaz-pozitif stafilokoklar, S. pneumoniae ve diger
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streptokoklara etkilidir. Ayrica, N. meningitidis, N. gonorrhoeae ve Haemophilus
influenzae rifampisinin en etkili oldugu gram-negatif bakterilerdir. Rifampisin
Brucella cinsi bakterilere de etkilidir. Legionella pneumophila’ya karsi bilinen en
aktif ajandir. Clostridium difficile’ye in vitro vankomisin kadar etkilidir. Chlamydia
trachomatis, Chlamydia psittaci ve Rhodococcus equi’ye karsi en aktif ajanlardan
biridir. Bununla birlikte Ureaplasma urealyticum ve Treponema pallidum bu ilaca
karsi genellikle direnglidir. Rifampisin bircok Enterobacteriaceae Uyesi, bazi
Pseudomonas ve Acinetobacter suslarini inhibe ettdi halde bu bakteriler, 6zellikle tek

basina kullanildiginda ilaca cabuk direng kazanir (53).

1.8.6. DOKSISIKLIN

Tetrasiklinler, genis etki spektrumlu bakteriyostatik antibiyotiklerdir ve
bakteri ribozomunun 30S alt Unitesine ba§lanarak protein sentezini inhibe ede rler.
Gram-pozitif, gram-negatif, aerobik ve anaerobik bakterilere, spiroketlere,
mikoplazma, riketsiya, klamidya ve bazi protozoonlara etkili genis spektrumlu
antibiyotiklerdir.  Doksisiklin  yari sentetik ikinci jenerasyon uzun etkili
tetrasiklinlerdendir ve gunimizde givenilir birer antibiyotik olarak sik¢a kullanilir.
Kimyasal yapilari yonuyle orjinal tetrasiklinlerden bazi farkliliklari vardir. Bu durum
antibakteriyel acgidan fazla bir 6zellik kazandirmazken, farmakokinetik acgidan bazi
avantajlar saglar. Ozellikle lipofilisitesi 6nemli oranda degisir. Lipofilisitelesinin
yuksek olmasi biyolojik membranlardan kolayca ge¢cmelerini, dolayisiyla dokulara
daha iyi penetre olmalarini saglar. Biyoyararlanimi ortalama %80-90’dir. Doksisiklin
renal klirensi en dusuk ve biyolojik yar1 dmrii en uzun tetrasiklin turevi olup,
mikrobiyolojik olarak inaktif formda digki ile atilir.

Tetrasiklinlerin antimikrobik etki spektrumu birbiriyle ¢ok benzerdir.
Minosiklin ve doksisiklin lipofilik olduklarindan en aktif olan tetrasi klinlerdir. Ek
olarak stafilokoklar, bazi streptokoklar, gonokok, meningokok, Brucella,
Camphylobacter turleri, aktinomices, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes,
Francisella ve Burgholderia pseudomallei, P. pseudomallei tetrasiklinlere duyarlidir.
B. fragilis ve Kklostridyumlara etkilidir. Entamoeba histolytica ve Plasmodium gibi
protozoerlere de sinirli  etkinlik gosterir.  Tetrasiklinlerin  ¢ogu anaerop

mikroorganizmalara da etki gosterir. Borrelia burgdorferi gibi patojen spiroketler
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tetrasiklinlere duyarhdir. Vibrio cholerae ve diger Vibrio’larin tedavisinde énemli
yere sahiptir. Ancak, Salmonella, Shigella ve Vibrio turlerinde giderek artan oranda
direng s0z konusudur. Tetrasiklinlere karsi olusan diren¢g hem gram -negatifler hem
de gram-pozitifler arasinda yaygindir. Tetrasiklin turlerinden birine direnc gelisirse
digerleri de bu direngten etkilenir, ancak bu capraz direncten en az etkilenenler

doksisiklin ve minosiklindir (54, 55).
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2. GEREC-YONTEM

Bu ¢alisma, Ocak 2006 ile Mart 2008 tarihleri arasinda, Firat Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi YBU’’nde CDC tani kriterlerine gore HE’u tamisi almis
hastalardan Enfeksiyon Hastaliklari Laboratuari’nda etken olarak izole edilen ve CiD
oldugu saptanan 118’i P. aeruginosa ve 36’sl A. baumannii olmak (izere 154 adet
bakteri Gzerinde yapildi. Mikroorganizmalarin 115’i endotrakeal aspirat (ETA), 21’i
idrar, 12’si kan, 6’si yara kiltir orneklerinden den izole edildi. Uclincii kusak
sefalosporinlere (seftriakson, sefaperazon, seftazidim, sefotaksim, sefepim),
kinolonlara  (siprofloksasin, levofloksasin), lreidopenisilinlere  (piperasilin),
aminoglikozidlere ~ (amikasin,  gentamisin),  karbapenemler  (meropenem,
imipenem)’den en az ikisine direncli olanlar CiD; seftazidim, sefepim, imipenem,
meropenem, piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin ve levofloksasine azalmis
duyarhlik ise tim antibiyotiklere direncli (pan -rezistans) olarak kabul edildi. CiD
olarak belirlenen 154 bakterinin kolistin, meropenem, imipenem, doksisiklin ,
rifampisine duyarliliklart CLSI 6nerilerine gére broth mikrodiliisyon yontemi ile
arastirildi. Yine kolistin igin farkli MiK degerlerine sahip olan P. aeruginosa’nin 10,
A. baumannii’nin 7 susu sinerji c¢ahsmasi icin secil di. Kolistin+rifampisin,
kolistin+meropenem ve  Kolistin+imipenem  kombinasyonlarinin  kullanildigi
sinerjistik aktivite duzeyleri dama tahtasi mikrodilisyon metodu kullanilarak

degerlendirildi.

2.1. Klinik Orneklerin identifikasyonu:

Hastalardan usuliine uygun olarak alinan kan, ETA, idrar kiltir érneklerinin
%5 koyun kanli agar ve Eosin Metilen Blue (EMB) agara ekimi yapildi. Klinik
ornekler aerobik kosullarda 37°C’de 24 saat inkilbe edildi. inkilbasyon siiresi
sonunda EMB besiyerinde Ureyen bakterilerin koloni morfolojileri, Greme 6zellik leri,
oksidaz ve katalaz aktiviteleri, gram boyama ve biyokimyasal 6zellikleri incelendi.
Laktoz negatif olan kolonilerin gram boyama ile gram -negatif olduklari gdsterildi.
Ureyen mikroorganizmalar icin oksidaz deneyi yapildi. Glukozdan asit ve gaz
olusturma, sukroz ve laktoza, hareket besiyerine etki ve H ,S olusturma 6zelliklerini
incelemek icin ii¢ sekerli demirli besiyerine (TSi), indol, metil kirmizisi ve Voges

Proskauer, sitrat tliketimi ve Ureye etkilerini arastirmak icin de ilgili besiyerlerine
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ekimler yapildi. 24 saatlik inklbasyon sonrasi suslar degerlendirmeye alindi ( 56).
Oksidaz testi pozitif olan, TSi besiyerinde dipte ve yatikta alkali reaksiyon veren,
Simmon’s sitrat pozitif, hareket besiyerinde aerob ortamda kirpik olusumu daha iyi
oldugundan yuzeyde hareketli gortinen, indol ve metil red reaksiyonu negatif
bakteriler P. aeruginosa olarak isimlendirildi. Oksidaz deneyi negatif, TSI
besiyerinde dipte ve yatikta alkali reaksiyon veren, Simmon ’s sitrat pozitif, hareket
besiyerinde hareketsiz olarak tesbit edilen, indol ve metil kirmizisi testi negatif
bakteriler A. baumannii olarak isimlendirildi. Oksidaz testi pozitif olanlar ve oksidaz
testi negatif olanlardan TSI ile identifiye edilemeyenler ise API 20E (Biomerieux SA
Marcy-I'Etoile Fransa) otomatize ticari kitleri ile identifiye edildi. Bu ydntemlerle
P. aeruginosa ve A. baumannii olarak identifiye edilen 154 sus mikrobanklara
(saklama besiyeri) alinarak calisma ginune kadar -20 °C’de bekletildi. Calismaya

baslamadan 6nce tum suslar saflik agisindan kontrol edildi.

2.2. Antibiyotik Duyarlilik Testleri
2.2.1. Disk Diffuizyon Testi

P. aeruginosa ve A. baumannii olarak identifiye edilen suslarin
antibiyotiklere karsi duyarhiligi CLSI Onerileri dogrultusunda Kirby -Bauer disk
diffizyon yontemi ile Mueller-Hinton agarda ticari antibiyotik diskleri kullanilarak
yapildi. Steril, tek kullanimlik, 9 cm capli petri plaklarina 4 mm yukseklikte besiyeri
olacak sekilde Mueller-Hinton agar dokaldi. Kullanima kadar buzdolabinda
bekletildi. Bakterilerin taze plak kultirtinden 5-10 koloni alinip 1 mililitrelik triptik
soy buyyon besiyerine ekim yapildi. Bakteriler sivi besiyerinde 4 -5 saat enkibe
edildikten sonra McFarland 0.5 standardi yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan
bakteri slispansiyonu besiyerinin yizeyine yayildi. Standart antibiyotik diskleri bir
petri kutusuna kenardan 15 mm, birbirinden 25-30 mm uzaklikta olacak sekilde
yerlestirildi. 35-37°C’de 18-24 saatlik inkilbasyondan sonra inhibisyon zon c¢aplari
olculerek duyarhlik ve direnclili k durumlari degerlendirildi (37).

Suslarin  antibiyotik  duyarlihgini  belirlemede; amoksisilin -klavulanat
(AMC 20/10 mcg), seftriakson (CRO 30 mcg), seftazidim (CAZ 30 mcg), sefotaksim
(CTX 30 mcg), aztreonam (ATM 30 mcg), sefoksitin (FOX 30 mcg ), imipenem
(IPM 10 mcg), meropenem (MEM 10 mcg), sefoperazon -sulbaktam
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(CES 75/30 mcg), piperasilin-tazobaktam (TZP 100/10 mcg), amikasin
(AN 30 mcg), siprofloksasin (CIP 5 mcg), ko-trimaksazol (SXT 23, 75/1, 25 mcg)
diskleri kullanildi.

2.2.2. Cok ilaca Direncli P. aeruginosa ve A. baumannii Bakterilerinin
Antibiyotik Duyarlliklarinin Arastiriimasi:

Cok ilaca direncli olarak belirlenen 154 bakterinin kolistin, meropenem,
imipenem, doksisiklin, rifampisin ve sefoperazon-sulbaktama karsi duyarhiliklari
CLSI onerilerine gore broth mikrodillisyon yontemi ile arastirildi. Bu yontemde
kullanilmak (izere doksisiklin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, MO), rifampisin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, ABD), meropenem (Astra-Zeneca, Zuben,
Switzerland), kolistin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, ABD), imipenem (Merck
Sharp & Dohme, ABD) antibiyotiklerinin toz hammaddeleri Gretici firmalardan

temin edildi. izolatlar 96 kuyucuklu steril polistren mikroplaklarda calisildi. Besiyer i

olarak Mueller-Hinton buyyon besiyeri ve kontrol suslari olarak E .coli ATCC 25922
ve P. aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

Sekil 1: Bir P. aeruginosa susunda CiD’in ¢ift disk sinerji yontemi ile belirlenmesi

2.2.3. Broth Mikrodillisyon Testi
Taze kiiltiirlerden alinan kolonilerden son konsantrasyon 5x10 ° cfu/ml olacak
sekilde serum fizyolojik icerisinde McFarland 0.5 standardina uygun olarak bakteri

siispansiyonlari hazirlandi. imipenem ve meropenem icin ¢oziicii ve diliient olarak

30



distile su kullanildi ve baslangi¢c konsantrasyonlari 128 pg/ml olacak sekilde dillie
edildi. Sefoperazon-sulbaktam calisilirken her iki preparat icin ¢oziict ve dillent
olarak distile su kullanildi, baslangi¢ konsantrasyonlari 256 ve 256 pg/ml olacak
sekilde dilie edildi ve 1:1 orani saglanacak sekilde karistirildi. Doksisiklin igin
¢ozicl olarak su kullanildi ve baslangi¢ konsantrasyonu 64 pg/ml olacak sekilde
dilte edildi. Kolistin i¢in ¢ozuct ve diltent olarak distile su kullanildi ve baslangig
konsantrasyonu 32 pg/ml olacak sekil de dilue edildi. Rifampisin icin ise ¢ozicu
olarak metanol ve diluent olarak su kullanilarak karistirildi ve baslangic
konsantrasyonu 64 pg/ml olacak sekilde ayarlandi. Calisilan antibiyotiklerin stok
solisyonlarinin hazirlanmasi icin gereken miktarlari as agidaki formile gore
hesaplandi.

Agirlik = Hacim (ml) x Konsantrasyon (pg/ ml) / Potens (ug/ ml)

Calismada 96 kuyucuklu mikroplaktaki her kuyucuga steril otomatik
mikropipetler kullanilarak baslangicta 50 pl M ueller-Hinton Broth konuldu. Daha
sonra ilk kuyucuklara antibiyotiklerin baslangi¢ solusyonlarindan 50 ul konuldu ve
12. kuyucuga kadar seri diltsyonlar yapildi. Son olarak tim kuyucuklara 50 pl
bakteri stspansiyonu eklendi ve kuyucuklardaki bakteri inokulumunun son
konsantrasyonunun 5x10° cfu/ml olmasi sadlandi. Sonucta antibiyotik diliisyonlari
imipenem ve meropenem igin 128-0.0625 pg/ml, doksisiklin ve rifampisin icin
64-0.03125 pg/ml, kolistin ve azitromisin igin 32 -0.01562 pg/ml olarak olusturuldu.
Her sus icin antibiyotik icermeyen bakteri kontroli ve besiyeri kontroll yapildi.
Mikroplaklarin Gizeri kapatilarak 35°C’de 18 -24 saat inkiibe edildi. Bu stire sonunda
plaklardaki kuyucuklarda (reme veya Urememe durumlari gozle gorilebilir
bulanikhigin tespiti ile yapildi. MiK, gdzle gériliir iremenin olmadigi en disiik
antibiyotik konsantrasyonu olarak tanimlandi. izolatlarin %50’sini inhibe eden en
dilsiik antibiyotik konsantrasyonu MiK sy, %90’mini inhibe eden en dusiik
konsantrasyon ise MiK g olarak tanimlandi. Antibiyotik duyarhhk sinirlari NC CLS
M100-S18’eg6re okundu (Clinical Laboratory Standards Institute. Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Eighteenth Informational
Supplement. CLSI document M100-S18. Wayne, PA: Clinical Laboratory Standards
Institute, 2008 (37).
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Sekil 2. Mikrodiliisyon testi. Bulanikhigin izlenmesi ve MiK degerlerinin saptanmasi

Kullanilan antibiyotikler icin duyarli hk kriterleri Tablo 6’da verilmistir.
Tablo 6. Kullanilan antibiyotikler igin duyarlilik kriterleri

Antibiyotikler Duyarlilik (ug/ml)
Hassas Az Hassas Direncli
Meropenem <4 8 216
imipenem <4 8 >16
Kolistin P. aeruginosa <2 4 >8
A .baumannii <2 - >4
Doksisiklin <4 8 216
Rifampisin <4 - >4
Sefoperazon-sulbaktam <16/16 32/32 >64/64

2.2.4. Sinerji Testi
Kolistin icin farkli MiK degerlerine sahip olan P. aeruginosa’nin 10,
A. baumannii’nin 7 susu sinerji ¢alismasi igin segil di. Sinerjistik aktivite duzeyleri

dama tahtasi mikrodillisyon metodu kullanilarak degerlendirildi. Kombinasyon
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olarak  kolistin+rifampisin, kolistin+meropenem ve  Kolistin+imipenem
kombinasyonlari kullanildi.

Bakteri suspansiyonlart serum fizyolojik igerisinde 0.5 McFarland
standardina uygun olarak hazirlandi. Her bir mikroorganizma icin yine 96 cukurlu 2
mikroplak kullanildi ve bunlar alt alta yerlestirildi. Mikroplaklara yukardan asagi
dogru A’dan K’ya, soldan sada dogru ise 1’den 12’ye kadar numara verildi. Her
antibiyotik kombinasyonu igin baslangi¢ konsantrasyonu 256 pg/ml olacak sekilde
diizenlendi. Mikroplaklara Al (birinci kuyucuk) hari¢ diger kuyucuklara 50’ser pl
Mueller-Hinton Broth konuldu. Antibiyotikler 1 ve 2 olarak isaretlendi. Antibiyotik
1’den (Ab 1) birinci kuyucuga 100 ul, 1. kolondaki diger kuyucuklara 50°ser pl
konuldu. 1’den 11’e kadar 50°ser pl aktarilarak seri sulandirim yapildi (12’nci
kuyucuk hari¢ tutuldu) ve son kuyucukdan 50 ul disari atildi. 2. antibiyotik (A2)’den
A sutunundaki tim gukurlara (12 dahil) 50’ser pl konuldu. A’dan K’ya kadar
(L harig) 50’ser pl aktarilarak seri sulandirim yapildi ve son kuyucukdan 50 pl disari
atildi. Son olarak her kuyucu@a bakteri suspansiyonundan 50 pl konuldu.
Mikroplaklarin (zeri kapatilarak 35°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasi Al’in
MIK’i L situnundan A2 ‘nin MIK’i ise 12. kolondan okundu. Antibiyotikler
arasindaki etkilesimi degerlendirmede FiK degeri hesaplandi. FIK indeksi
hesaplamada asagidaki formul kullanildi.

FIKA (A antibiyotigi icin) = Kombinasyonda MiKA /tek basina MIKA
FIKB (B antibiyotigi icin) = kombinasyonda MiKB /tek basina MiKB
FIK indeksi = FIKA + FIKB

FiK indeksi asagidaki gibi antibiyotik etkilesimlerini karakterize et mede
kullanildi.

FiK < 0.5 sinerjistik; 0.5 < FiK < 1 kismen sinerjistik; FiK = 1 additif;

1< FiK < 4 indifferan; FIK > 4 ise antogonizm olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Orneklerin izole edildigi olgularin 86’si erkek (%55.8), 68’i (%44.1)
kadinlardan olusmaktaydi. Olgularin yaslari 8-86 (ortalama yas) arasinda
degismekteydi.
3.1. Ornekler

CID toplam 154 sus YBU’de yatarak tedavi géren hastalarin idrar, kan, ETA
ve yara materyali drneklerinden izole edil di. Bir hastadan birden ¢ok kez elde edilen
ve ayni fenotipik 6zellikler gosteren suslardan sadece bir tanesi ¢alismaya dahil
edildi. Bu CiD suslarin izole edildikleri klinik érnekler tablo 7°de gosterilmistir.
Tablo 7.

Klinik Ornek Sayi (n) %

ETA 115 74.7
idrar 21 13.6
Kan 12 7.8
Yara materyali

Cerrahi yara materyali 5 3.2
Subclavian kateter ucu 1 0.7
Toplam 154

Cok ilaca direngli suslarin kolistin, meropenem, imipenem, doksisiklin,
rifampisin ve sefoperazon-sulbaktam antibiyotiklerine karsi duyarliliklari Tablo 8’de
sunulmustur.

Tablo 8. Calisilan antibiyotiklere karsi duyarl sus sayisi ve antibiyotiklerin duyarhhk

oranlari.

KOL MEM iPM RIF DOK SES

Bakteriler n (%) n (%) n(%) n(%) n (%) n((%)
P. aeruginosa 99 (83.8) 70(59.3) 55(46.6) 13(11) 61(51.7) 49(415)
A. baumannii 31(86.1) 20(55.5) 25(69.5) 24(66.7) 27(75) 17 (47.2)

Toplam 130 (84.4) 90(58.3) 80(51.9) 37(24) 88(57.1) 66 (42.7)

Kisaltmalar: KOL: Kolistin, MEM: Meropenem, IPM: Imipenem, RIF: Rifampisin,
DOK: Doksisiklin, SES: Sefoperazon-sulbaktam
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Bu c¢alismada kolistin, gerek P. aeruginosa gerekse A. baumannii’ye karsi
sirasiyla %83.8 ve %86.1 duyarhilik oranlariyla en yuksek duyarhiliga sahip
antibiyotik olarak bulundu. P. aeruginosa’ya karsi meropenem daha etkili iken
(%46.6’ya karsi %59.3.) A. baumannii’ye karsi imipenem meropenemden daha etkili
olarak tespit edildi (sirasiyla %69.5, %55.5). Rifampisin ve doksisiklin grubu
antibiyotiklerden ise her iki mikroorganizmaya karsi doksisiklin daha etkili saptandi
(P. aeruginosa igin %11’e.karsl %51.7 ve A. baumannii igin %66.7°ye karsl %75).
Meropeneme direncli 16 susun 12’si imipeneme, 31’i sefoperazon-sulbaktama

direncli olarak saptandi.

Tablo 9. Sinerji testinde P. aeruginosa ve A. baumannii bakterilerinde kolistin ile rifampisin,

imipenem ve meropenem arasindaki iliski

Sinerjistik Kismen Additif  indifferan  Antagonizm

sinerjistik
n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)

P.aeruginosa  KOL-RIF 4 (40) 4 (40) 2 (20) - -

KOL-IiMP 1(10) 3(30) 3 (30) 3(30) -

KOL-MEM 2 (20) 1 (10) 3(30) 4 (40) -
A.baumannii KOL-RIF 6 (85.8) 1(14.3) - - -

KOL-iMP 4(57.2) 1(14.3) 2 (28.6)

KOL-MEM 4 (57.2) 1(14.3) 2 (28.6) - -

Kisatmalar: KOL+RiF= Kolistin+rifampisin, KOL+IMP= Kolistin+imipenem,
KOL+MEM-= Kolistin+meropenem

P. aeruginosa ve A. baumannii i¢in en etkili kombinasyon kolistin+rifampisin
kombinasyonu olarak saptandi. KOL-RIF kombinasyonu test edilen 10
P. aeruginosa susunun 4’{ine sinerjistik, 4’une karsi kismen sinerjistik, 2’sine karsi
additif etkiye sahip iken indifferan (ilgisiz) ve antagonistik etki gézlenmedi. Bu
kombinasyon A. baumannii’de ise 7 susun 6’sina karsi sinerjistik, 1’ine karsi kismen
sinerjistik etkili iken, additif, indifferan ve antagonistik etki g6zlenmedi. KOL -iMP
ve KOL-MEM kombinasyonu A. baumannii’ye karsi P. aeruginosa’dan daha etkili

olarak saptand.
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3.2. Kolistinin MiK Diizeyleri: Kolistinin MiK diizeyleri sekil 3 ve 4’de

sunulmustur.
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Sekil 3. P. aeruginosa suslarinda kolistinin MiK diizeyleri
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Sekil 4. A. baumannii suslarinda kolistinin MiK diizeyleri

36



3.3. Meropenemin MiK Diizeyleri: Meropenemin MiK diizeyleri sekil 5 ve 6°da

sunulmustur.
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Sekil 5. P. aeruginosa suslarinda meropenemin MiK diizeyleri
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Sekil 6. A.baumannii suslarinda meropenemin MiK diizeyleri
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3.4. imipenemin MIK Diizeyleri: imipenemin MiK diizeyleri sekil 7 ve 8°de

sunulmustur.
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Sekil 7. P. aeruginosa suslarinda imipenemin MiK diizeyleri
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Sekil 8. A. baumannii suslarinda imipenemin MiK diizeyleri
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3.5. Rifampisinin MiK Diizeyleri: Rifampisinin MiK diizeyleri sekil 9 ve 10°da

sunulmustur.
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Sekil 9. P. aeruginosa suslarinda rifampisinin MiK diizeyleri
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Sekil 10. A. baumannii suslarinda rifampisinin MiK dizeyleri
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3.6. Doksisiklinin MiK Diizeyleri: Doksisiklinin MiK diizeyleri sekil 11 ve 12°de

sunulmustur.
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Sekil 11. P. aeruginosa suslarinda doksisiklinin MiK diizeyleri
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Sekil 12. A. baumannii suslarinda doksisiklinin MiK diizeyleri
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3.7. Sefoperazon-sulbaktamin MiK Duzeyleri: Sefoperazon-sulbaktamin MiK

duzeyleri sekil 13 ve 14’de sunulmustur.
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Sekil 13. P. aeruginosa suslarinda sefoperazon-sulbaktamin MiK diizeyleri
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Sekil 14. A. baumannii suslarinda sefoperazon-sulbaktamin MiK diizeyleri
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3.8. 1.Kolistin+Rifampisin kombinasyonunda FiK Diizeyleri
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Sekil 15. P. aeruginosa suslarinda KOL+RIiF kombinasyonunun FiK diizeyleri
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Sekil 16. A. baumannii suslarinda KOL+RIiF kombinasyonunun FiK diizeyleri

42



3.8. 2. Kolistin+Meropenem kombinasyonunda FiK Diizeyleri
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Sekil 17. P. aeruginosa suslarinda KOL+MEM kombinasyonunun FiK diizeyleri
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Sekil 18. A. baumannii suslarinda KOL+MEM kombinasyonunun FiK diizeyleri
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3.8.3. Kolistin+imipenem kombinasyonunda FiK Diizeyleri
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Sekil 19. P .aeruginosa suslarinda KOL+iPM kombinasyonunun FiK diizeyleri
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Sekil 20. A. baumannii suslarinda KOL+iPM kombinasyonunun FiK diizeyleri
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Tablo 10. Cahisilan antibiyotiklerin MiK ortanca, MiK s, MiKg degerleri ve MiK sinirlari

MIK ortanca MiKso MiKagg MIK
deger (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) sinirlari
Kolistin PA 1 2 4 0.5/8
AB 2 2 4 0.5/8
PA 4 4 32 0.5/128
Meropenem AB 4 4 64 1/128
imipenem PA 8 8 32 0.25/128
AB 2 2 8 0.25/64
Sefoperazon- PA 32 32 128 1/128
sulbaktam AB 32 32 128 2/128
N PA 4 4 8 2/32
Doksisiklin AB 1 1 16 0.25/64
fampisi PA 8 8 16 4/32
Rifampisin AB 4 4 32 1/64

Kisaltmalar: PA: P. aeruginosa, AB: A. baumannii

MiKso MiKgo degerlerine bakildiginda; kolistin igin MiK so/MiKgo degerleri
hem P. aeruginosa hem de A. baumannii icin 2/4 ug/ml olup MiK s, degeri duyarlilik
sinirlari icerisinde iken, MiK gy dederi az hassas sinirinda tespit edildi. Meropenemin
her iki mikroorganizma igin MiKsy ve MIK ortanca degeri duyarhihk sinirlari
icerisinde iken MiKgy degeri direnglilik siniri igerisinde &lciildii. imipenemin
P. aeruginosa icin MiKsy ve MIK ortanca degeri az hassas sinirinda, MiK oo degeri
direnclilik siniri icerisinde iken; A. baumannii icin MiKsy ve MIiK ortanca degeri
duyarhlik sinirlar igerisinde, MiKgy degeri az hassas siniri igerisinde idi.
Sefoperazon-sulbaktamin her iki mikroorganizma icin de MiK so/ MiKgg ve MiK
ortanca degerleri direnglilik sinirinda saptandi. Doksisiklin icin MiKsy ve MIK
ortanca degeri duyarlilik sinirinda, MiKgo ise direnclilik sinirinda tespit edildi.
Rifampisinin MiKsy ve MiK ortanca degerleri P. aeruginosa igin az hassas sinirinda,
A. baumannii icin ise duyarlilik sinirinda iken; MiKgo degeri direnclilik siniri

icerisinde saptandi.
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4. TARTISMA

Hastane enfeksiyonlari yiksek morbidite, mortalite oranlari ve ek tedavi
maliyeti nedeni ile giintimizin en 6nemli halk sagligi sorunlarindan biridir. Gelismis
ulkelerde HE sikhgr %5-10 arasinda gorulirken, gelismekte olan tlkelerde bu oran
%25’e kadar yiukselmektedir (57). GSBL Ureten suslarin cogu hastane kokenli olup
toplum kokenli suslarda bu enzimin tretimi daha az gériilmektedir. Ozellikle hastane
ortaminda GSBL (reten bakteri kolonizasyonlari gorilmekte ve hastane kaynakh
salginlara neden olmaktadir (29).

Nonfermentatif gram-negatif basiller 06zellikle YBU’lerinde 6nemli
oportunistik nozokomiyal patojenlerdir. Hastanedeki yataklarin %10’unu olusturan
YBU’leri, tim HE’larinin %20-25inin gelistigi birimlerdir (58). P. aeruginosa ve
Acinetobacter suslari HE etkenleri arasinda giderek daha sik gorilen ve direng
nedeni ile tedavisi sorun olusturan mikroorganizmalardir ( 59)

Latin Amerika Ulkelerini kapsayan ¢cok merke zli bir calismada, 5 yillik stire
icinde karbapenemlerin de icinde bulundugu antipseudomonal ajanlara karsi direncin
yillara gore artis gosterdigi ve direng oraninin %40’a ulastigi belirlenmistir ( 60).

Ulkemizde 16 farkli merkezi kapsayan bir calismada, YB U’lerinde
P. aeruginosa suslarinda %52, Acinetobacter suslarinda %46 oranlarinda imipenem
direnci gorillmesi, YBU’lerindeki direng problemini ortaya koymasi bakimindan
onemlidir (61).

P. aeruginosa suslarinin klinik érneklere gére dagilimina bakildiginda Akcay
ve ark.’nin (62) calismalarinda ilk sirayi trakeal aspiratlar almaktadir. Tuncbilek ve
ark. (63) 94 P. aeruginosa susunun 64’uniin yara yeri, 26’sinin idrar, ikisinin kan,
ikisinin trakeal aspirat kaynakli oldugunu belirtmislerdir. Acinetobacter suslarinin
izole edildikleri Kklinik orneklerin dadilim oranlari ile ilgili yapilan calismalarda
Dizbay ve ark. (64) siklik sirasini trakeal aspirat (%65), idrar (%11), yara (%11),
balgam (%11); Erol ve ark. (65) yara (%46.7), solunum yolu (%28.3), idrar (%10),
kan (%10) olarak bildirmislerdir. Calismamizda ise dagilima bakildiginda sonuglar
yukaridaki ¢alisma sonuclariyla uyumlu olup siklik sirasina gore ilk sirayr ETA
alirken bunu idrar, kan ve yara materyali takip etmistir (Sirasiyla %74.7, %13.6,

%7.8 ve %3.9 oranlariyla).
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Antibiyotik direnc paternleri hastaneden hastaneye, hatta ayni hastanenin
farkli servislerinde bile degisiklik gosterebilmektedir. Ozellikle ampirik tedavide
Klinisyene yol gosterici olmasi amaciyla direng paternlerinin ortaya konmasi oldukca
o6nem arzeder. Bu nedenle belirli araliklarla duyarlilik testleri yapilarak bdlgesel
antibiyotik diren¢ paternleri belirlenmelidir. Antibiyotik kullanimi ile antibiyotik
direnci arasinda oldukca yakin iliski oldugu bilinmektedir. Ozellikle hastanelerde
antibiyotiklerin kontrolstiz kullanimi sonucu siklikla direngli suslarin seleksiyonuna
bagh olarak hizla direng gelisebilmektedir. Buna karsin kullanimi kisitlanan
antibiyotikler ise belirli bir zaman dilimi igerisinde yeniden etkin hale
gelebilmektedir (65-67).

Bir ¢ok antibiyotige dogal olarak direncli olmasinin yani sira mutasyonlar
sonucunda hemen hemen tim antibiyotiklere direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasi
P. aeruginosa suslarinin HE’ larinda en 6nemli bakterilerden biri olmasina yol
acmistir (14). P. aeruginosa’da bulunabilen ¢oklu ilag direnci, tedavide basarisizliga
yol agabilmektedir.

P. aeruginosa’da bulunan ilag direnciyle ilgili literatlirde pek cok yayina
rastlamak muamkinddr.  Yunanistan’da 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada
P. aeruginosa izolatlarinda anti-pseudomonal ajanlara direng oranlari verilirken
karbapenem direncine dikkat ¢ekilmistir. Yunanistan’da 1996 -1998 yillari arasinda
karbapenem direnci %19 iken, 2003 yilinda yayinlanan raporda karbapenem
direncinin %35’e yukseldigi belirtilmektedir ( 68, 69).

P. aeruginosa’da ilag direnci ile ilgili tlkemizde de yapilan pek cok
calismaya rastlamak mumkinddr. Cevahir ve ark.’larinin (70) 1998-2000 yillari
arasinda cesitli klinik drneklerden ayristirilan P. aeruginosa izolatlarinda amikasin
direncini %54.2, seftazidim direncini %64.7, siprofloksasin direncini %37.1,
imipenem direncini %37.3 ve meropenem direncini %43.8 olar ak saptamislardir.
Akcay ve ark.’larinin (62) 2003 yilinda Haydarpasa Numune Hastanesi’nde
HE’larindan tanimlanan P. aeruginosa izolatlarinin %19’unun imipeneme ve
%32’sinin meropeneme direncli oldugunu saptamislardir . imipenemin P. aeruginosa
icin MIK degerleri goz oniine alindiginda; calismaya alinan 100 susun %67°si
duyarli, %214’G orta duyarh, %219’u direncli bulunmustur. Meropenemin

P. aeruginosa icin MIK degerleri géz 6niine alindiginda; calismaya alinan 100 susun
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%601 duyarli, %8’i orta duyar i, %32’si direncli olarak saptanmistir. Erdemoglu ve
ark. (71) GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi’nde YBU’nde yatan hastalarin kan
kiltirlerinden ayristirlan  P. aeruginosa izolatlarinin - %40’ inin  karbapenem,
%50’sinin seftazidim ve %66’sinin aztreonam dire ncine sahip oldugunu rapor
etmiglerdir. MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information
Collection) sonuglarinda ise P. aeruginosa suslarinda diren¢ oranlar
aminoglikozidlere %56, seftazidime %48, siprofloksasine %54 ve meropeneme %45
olarak bulunmustur (72).

Leblebicioglu ve ark. (59) tarafindan 1999 yilinda gerceklestirilen ve
Turkiye’deki 16 YBU’sini kapsayan calismada 1100 hastadan izole edilen 1479
gram-negatif bakterinin % 28.2’sini olusturan P. aeruginosa en sik izolat olup, en
etkin goriinen imipeneme dahi ancak %68 duyarlilik saptanmistir. Ayni yayinda,
onceki 5 yilda ayni yontemle yapilan calismalarda elde edilen direng oranlari ile
karsilastinlldiginda, genelde kullanimi artan antibiyotiklere diren¢ oranlarinin artisi
gosterilirken, diren¢ artis hizinin 6ngértlemez oldugu belirlenmistir. Bu nedenle
ampirik tedavinin dogru olarak yonlendirilmesi icin devamli surveyans gereklidir.

Yukarida sozii edilen calismalarda, arastiricilarin da degindigi gibi
P. aeruginosa izolatlarinda ge¢cmis yillara gore hizla artan karbapenem direnci dikkat
cekicidir. Karbapenem grubu antibiyotiklere karsi gelisen direncten birgok
mekanizma sorumlu olabilmektedir. Bakterinin ilag atim pompasi ile meropeneme,
dis membran gecirgenliginin azalmasi ile imipeneme, bazi OXA tipi genis
spektrumlu beta-laktamazlar ve yiksek dizeyde kromozomal AmpC enzimi
sentezleyen dereprese mutantlarin varligi nedeniyle de hem imipeneme hem de
meropeneme direng kazanabildigi bilinmektedir. Ancak son yillarda tzerin de en ¢ok
durulan karbapenem diren¢ mekanizmasi, bu antibiyotikleri ve monobaktamlar
disinda tim diger beta-laktamlari hidroliz etme yetenegine sahip MBL’larin
varligidir. MBL gen varhginin 6nemi, hem karbapenemler dahil olmak tzere pek ¢ok
antibiyotige diren¢ gelisimine neden olmasi, hem de direng genlerinin horizontal
yayilimi ile diger bakterilere kolaylikla gecebilmesidir. MBL genlerini tasiyan
integronlarda, siklikla aminoglikozit direncine neden olan enzimleri kodlayan gen
kasetleri de bulunmaktadir. Bu durumda bakteri beta-laktam antibiyotiklerin yaninda

aminoglikozitlere de direng gelistirebilmektedir ( 73).
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Ulkemizde yapilan calismalarda sefoperazon-sulbaktam duyarlihginin
P. aeruginosa suslarinda %57-75, Acinetobacter suslarinda ise %74-91 oranlarinda
oldugu belirtilmektedir (64). Calismamizda P. aeruginosa’da sefoperazon-sulbaktam
duyarliligi %41.5, meropenem duyarlihgr %59.3 ve imipenem duyarlihgi %46.6
olarak bulundu. Sonuglar, gerek ulkemizden gerekse yurt disindan yapilan
yayinlardaki sonuglarla karsilastirildiginda; P. aeruginosa icin
sefoperazon-sulbaktam (%41.5) ve imipenem (%46.6) duyarliliginin ¢alismamizda
daha disik oldugu, meropeneme (%59.3) olan duyarlihgin ise yukarida belirtilen
calisma sonuglari ile uyumlu oldugunu gérduk.

Acinetobacter 1980’li yillardan bu yana HE’larinda cogul direncli etken
olarak izole edilmeye baslanmistir. Ulkemizde de bu bakterilerde gériilen antibiyotik
direnci tedavide sikintilar yaratmaktadir. Hem intrinsik hem de kazaniimis
mekanizmalarin sonucu olarak yuksek dizey direng nedeniyle A. baumannii
enfeksiyonlarinin eradikasyonu da siklikla zordur. Az sayida ilag A. baumannii
tirlerine etkili olabilmektedir, sonu¢ olarak etkili antimikrobiyallere gereksinim
oldugu asikardir (74, 75).

Bodur ve ark. (76) Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde Mart
2003-Agustos 2003 tarihleri arasinda YBU’lerinde mekanik ventilatére bagl 81
hastay! izlemisler ve 26’sinda ViP saptamislardir. Pnémonili hastalardan en sik izole
edilen (%34,5) etkenin Acinetobacter tirleri oldugu saptanmistir. Ulkemizde yapilan
cok merkezli YBU kokenli bakterilerin direng siirveyansi calismalarinda
A. baumannii kokenlerinde antibiyotik diren¢ oranlarinin ¢ok yiksek oldugu
gortlmektedir. Karbapenemler Acinetobacter tirlerine karsi en etkili antibiyotikler
olmakla birlikte gtinimuzde imipenem direnci %20’den fazladir ( 77).

MYSTIC sonuglarina gore Acinetobacter suslarinda meropeneme %42,
imipeneme %48, seftazidime %84, siprofl oksasine %79 ve aminoglikozidlere %57
oraninda diren¢g bulunmustur (72). Gazi ve ark. (78) yaptiklar ¢alismada
YBU’sinden izole edilen A. baumannii izolatlarinin %20-30’unun amikasine,
yaklasik %40’ inin  karbapenemlere, %57’sinin siprofloksasine, Ucte ikisi nden
fazlasinin beta-laktamlara direncli oldugu saptanmistir. Bu direng yiksekligi
YBU’de antibiyotiklerin proflaktik ve ampirik olarak daha yaygin kullanilmasinin

onemli bir etken oldugunu dustndirmektedir. Ulkemizde yapilan bir calismada,
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YBU’de gelisen HE etkeni olarak izole edilen Acinetobacter tirlerinde dort yillik bir
slirecte imipenem direncinin 1995 yilinda %6 iken, 1999’da ise %63’e ulastigi
gosterilmistir (79). Calismamizda, A. baumannii’de meropenem duyarhhg %55.5
bulunmusken, imipenem duyarhiligi daha yiksek oranda saptandi. (%69.5).
Sonuglarimiz yukarida bahsedilen galisma sonuclariyla uyumlu olup imipenem
duyarlih@ meropenemden daha yiksek idi.

Gram-negatif bakteride ¢oklu ilag direnci ve tedavide yasanan guclukler
diinya capinda ciddi bir sekilde artan bir problemdir. Acilen yeni tedavi secenekleri
gerekmistir, fakat glntimuzdeki arastirmalar yakin gelecekte bu baglamda 6zellikle
umut verici antimikrobiyal bulunmasinin mimkin olmadigini  géstermektedir.
Bundan dolay1 yeni antibiyotikler gelistirilene kadar gecici énlem olarak son
zamanlarda gegmiste CiD bakterilerin tedavisinde kullanilan eski ilaglar giindeme
gelmistir (75, 80).

Karbapenem direncli A. baumannii suslarinin neden oldugu yasami tehdit
eden enfeksiyonlarin tedavisinde sikhkla yalniz kolistin duyarhdir ki bu durum
Klinisyenlerin ¢cozmesi gereken ciddi bir sorundur. Bazi otdrler, bu antibiyotigin
kullanimi ile ilgili basarili sonuclar bildirmis olmalarina karsin, Kklinik deneyim
sinirhdir (81, 82). Saballs ve ark. (83) karbapenem-direngli A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisi igin rifampisin/imipenem kombinasyonunun etkisini
arastirdiklar galismalarinda 14 hastadan 7°sinde A. baumannii’ye in vitro duyarhihk
testinde ylksek duzeyde rifampisin direnci g elisimini gostermislerdir (%70).
Montero ve ark. (84) karbapenemlere duyarlihgr azalan suslara imipenemle birlikte
aminoglikozid kombinasyonu, yiksek seviyede imipenem direncinde ise imipenem,
kolistin, rifampisin veya tobramisin kombinasyonunu Onermektedir. Polimiksin,
imipenem ve rifampisin veya azitromisin G¢lii kombinasyonunun CiD A. baumannii
suslarina karsi in vitro sinerjik etkili olduklari bildirilmekle birlikte bu suslarla ve
Ozellikle karbapeneme direngli suslarla olusan enfeksiyonlarda in vivo sinerji
gosterilememistir. Bu nedenle s6z konusu kombinasyonun ampirik olarak kullanimi
onerilmemektedir.

Baska bir c¢alismada ise imipenem ile imipeneme direncli sus
enfeksiyonlarinda uygulanan kolistinin etkinligi karsilastiriimis ve kolistin, klinik

basari (%57), VIP ile iligkili mortalite ve yan etki olarak renal yetmezlik sikhig
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acisindan imipenem kadar etkin ve giivenli bulunmustur. Sulbaktam, Acinetobacter
tirleri (zerine bakterisidal etkilidir. Beta laktam antibiyotikle kombine edilmis
sulbaktam  (sefoperazon+sulbaktam, ampisilin+sulbaktam) tedavide iyi bir
alternatiftir. Farkh calismalarda kolistin ile santral sinir sistemi, ampisilin -sulbaktam
ile de pnomoni olgularinda daha basarili olunmustur. Kolistin ile pndmoni
tedavisindeki basari yaklasik %25 bulunmustur (59) .

Kolistin, polimiksin ailesine mensup eski bir antimikrobiyaldir. Yetersiz
farmakokinetikleri ve nefrotoksisitesi konusundaki kaygilardan dolayi parenteral
tedavi olarak kolistinin kullanimi sinirlandiriimistir. Bu antimikrobiyalin in vitro
aktivitesini degerlendiren arastirmalar, S. maltophilia’ya karsi oldugu kadar hem
P. aeruginosa hem de A. baumannii’nin CiD suslarina karsi yiiksek derecede aktif
bir ila¢ oldugunu bildirmistir (75, 80, 85, 86). Kolistin, toksik etkisi nedeniyle ¢ok
stk kullanilmayan, genelde etkili fakat 6zellikle pnémoni varhginda etkinligi disik
bulunan, A. baumannii ve P. aeruginosa enfeksiyonlarinda kullanilabilecek bir
secenek konumundadir. Polimiksin B ile trimetoprim -stilfametoksazol, azitromisin
ve rifampin kombinasyon lari da denenmektedir (59) .

Son vyillarda CiD A. baumannii, P. aeruginosa veya K. pneumoniae
bakterilerinin neden oldugu enfeksiyonlarda ve 6zellikle de kolistin disindaki tlim
antibiyotiklere direncgli olan bakteri enfeksiyonlarinda kolistin tedavisi yeni den
giindeme gelmis ve tedavide kullamilmistir. CID P. aeruginosa veya
A. baumannii’nin neden oldugu nozokomiyal pnémonilerde kolistine klinik yanit
oranlari %25-73.3 arasinda degismektedir. Yine ayni bakterilerin neden oldug u kan
dolasimi enfeksiyonlarinda klinik yanit oranlari %66 -88 arasinda degismektedir. Kan
dolagsimi enfeksiyonlarinda daha etkili gorunmektedir. Genellikle yapilan
calismalarda kolistinin tek basina kullanilmadigi ve mutlaka baska bir antibiyotik ile
kombine olarak kullanildi§i da g6z éninde bulundurulmalidir . Kolistin, gram-negatif
bakterilere karsi hizli bakterisidal etkilidir (80, 84, 87, 88).

Hachem ve ark. (89) calismalarinda kanserli diger antipseudomonal ajanlarla
tedavi edilmis 64 hastanin 20’sinde (%31) klinik yanit gérilmusken, kolistinle tedavi
edilmis 31 hastanin 16’sinda (%52) klinik yanit gordlmastir. Pnémoni ve
bakteremili hastalarda tipik olarak Uriner sistem enfeksiyonu ve vyara

enfeksiyonlarindan daha az yanit goralmustur. Ayrica tam yanit orani kolistin grubu
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icin daha yuksek olmustur ve kolistini kapsayan rejimler bakteremi ve pnémoniye
karsi daha etkili bulunmustur. Yine bu calismada kolistin yaniti olmayan hasta
gruplari arasinda mortalite orani, diger antipseudomonal ilaglara yanit alin amayan
kontrol grubundan daha yuksek saptanmistir (Sirasiyla %53 ve %25).

Koomanachai ve ark.’larinin (90) yaptiklari bir calismada CiD A. baumannii
ve P. aeruginosa’ nin tedavisinde kolistin alan hastalarda daha az mortalite ve
olumlu Klinik sonuglar gézlenmis, %94.9 oraninda mikrobiyolojik yanit saptanmistir.
Yine bu calismada nefrotoksisite kolistin alan hastalarin %30.8’inde bulunmus; bu
hastalarda nefrotoksisite renal replasman tedavisi gerektirmeksizin reversibl ve hafif
olarak gozlenmis. Bu hastalarda norotoksisite ve ilag reaksiyonu saptanmamis. Azap
ve ark.’larinin (91) 2005 yilinda yaptiklari bir calismada duyarlilik sinirt < 4mg/ml
olarak kabul edildiginde P. aeruginosa suslarinda (55 susun 52’si) %94.1,
A. baumannii suslarinda (48 susun 46’s1) %95.8 kolistine duyarlilik bulunmus . Ek
olarak, Garnacho-Montero ve ark. (82) A. baumannii’nin duyarliligina uygun olarak
kolistin ile veya imipenem ile tedavi edilmis VIP’li hastalarda benzer klinik yanit
bildirmislerdir. Kasiakou ve ark. (92) yaptiklari bir calismada intravendz kolistin
tedavisi almis 28 A .baumannii susundan yalniz 1’inin Kolistine direncli oldugu
bulunmusken 23 P. aeruginosa susunun hig¢ biri kolistine direncli bulunmamis. Yine
bu galismada A. baumannii’ de imipenem direnci %60.7, meropenem direnci %3.6,
kolistin direnci ise %3.6 olarak saptanmis. P. aeruginosa’ da ise imipenem direnci
%42.9, meropenem direnci %50, kolistin direnci ise %0 olarak saptanmis.

Rifampisin, azitromisin, doksisiklin ve meropenem ile karsilastirildiginda
kolistinin test edilen izolatlara karsi en iyi in vitro aktivitesinin oldugu bulunmustur
(P. aeruroginosa ve A baumannii icin sirasiyla %89 ve %100 duyarlilik oranlariyla).
Ne yazik ki son zamanlarda CID A. baumannii’de kolistin direncinin ortaya ¢ikisi
bildirilmistir Direncin mekanizmasi en ¢cok P. aeruginosa’da ¢ahsiimistir ve primer
olarak dis membran proteini OprH’da ortaya ¢ikan de gisikliklerden kaynaklandigi
gorilmastar ~ (93). Calismamizda da  kolistin;  rifampisin,  doksisiklin,
sefoperazon-sulbaktam, meropenem, imipenem ile Karsilastirildiginda her iki
bakteriye karsi en iyi in vitro aktivite gosteren antimikrobiyal ajan olarak saptandi
(P. aeruginosa ve A. baumannii icin sirasiyla %83.8 ve %86.1 duyarlilik oranlari
ile) .
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Kallel ve ark. (94) calismalarinda 75 hastanin 7’sinde renal yetmezlik
saptamislardir (%9). Ancak son zamanlardaki veriler kolistinin CID P. aeruginosa ve
A. baumannii’nin neden oldugu sepsisin tedavisinde diger antimikrobiyaller kadar
guvenli olarak bildirmektedir (95, 96).

Doksisiklin, toksik olmayan ve ucuz bir antimikrobiyal ajandir. Hem in vivo
hem in vitro calismalar bu ajanin A. baumannii’nin CiD suslarina karsi iyi
antimikrobiyal —aktiviteye sahip oldugunu ve doksisiklin ve amikasin
kombinasyonunun bu suslara karsi sinerjistik oldugunu gostermistir (75, 97).
Timurkaynak ve ark. (93) calismalarinda doksisiklin duyarhihigini P. aeruginosa
suslarinda %48, A. baumannii’ suslarinda ise %92 olarak sapta mislardir. Yukaridaki
calisma sonuclariyla uyumlu olarak calismamizda A. baumannii icin doksisiklin
duyarliligi %75, P. aeruginosa icin ise %51.7 olarak saptandi.

Bir arastirma A. baumannii’ye karsi rifampisinin in vitro bakterisidal
aktivitesi oldugunu belirtmistir (98). Timurkaynak ve ark. (93) calismalarinda
rifampisine duyarlihgd P. aeruginosa suslarinda %3, A. baumannii’ suslarinda ise
%64 olarak saptamislardir. Calismamizda 106 P. aeruginosa susunun 13’0 (%11) ve
34 A. baumannii susunun 24’0 ( %66.7) rifampisine duyarli idi.

Acinetobacter spp ve P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde gelisen
direnci minimalize ettiginden ve sinerjik aktiviteyi potansiyalize ettiginden
kombinasyon tedavisi 6nerilmistir (Duyarllik sonuglarindan énce). CID kékenlerde
bile sinerjistik etkinin gortle bilecedi bildirilmistir (99). Nitekim bizim calismamizda
da CiD kokenler arasinda sinerjistik etkilesim saptandi. CiD suslara karsi kolistinin
iyi in vitro aktivitesi klinik c¢alismalarda kullaniminda umut verici sonuglar
dogurmustur. Ciddi A. baumannii enfeksiyonlarinda monoterapiyi destekleyen
randomize calismalar yoktur ve ciddi morbidite ve mortalite nedeniyle kombinasyon
tedavisi 6n plana ¢ikmaktadir (100, 101).

Kolistinin klinik etkisinin degerlendirildigi calismalarda bu ajan bakteriyel
eradikasyon kadar tim ilaglara direncli veya CID gram -negatif bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlara kersi hem tek basina hem de beta -laktam antibiyotiklerle
kombinasyonda etki gosterebilmistir (96, 102). Tascini ve ark. (98) ; kolistin ve
rifampisin  kombinasyonunun bakterisidal aktivitesinin  oldugunu ve CID

P. aeruginosa enfeksiyonlarina karsi klinik olarak etkili oldugunu gostermistir.
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Uzmanlar bu kombinasyonun ayni zamanda direng gelisimini onlemede etkili
olabildigi sonucuna varmistir. Giamerellos-Bourboulis ve ark.’larinin (11) yaptiklari
bir calismada kolistinin in vitro aktivitesinin rifampisin varhginda biyik 6lglde
arttigr  ve kolistin ve rifampisin arasindaki sinerjinin uygulanmis kolistin
konsantrasyonuna bagl oldugu saptanmistir. Bu calisma kolistinin CiD izolatlarla
olusan enfeksiyonlar igin yalniz kullanimini sinirlandirir, bu ¢alisma sonuglari bu
gibi enfeksiyonlar igin rifampisinle u ygulanmasini 6nermektedir-.

Sinerji calismalari, P. aeruginosa ve A. baumannii’nin CiD suslarina karsi
sulbaktam/ampisilin veya kolistin ile bu ilacin kombinasyonlarinin sinerjistik olarak
etkili oldugunu gostermistir (9-11, 98). Yoon ve ark. (10) yaptiklar bir ¢calismada,
polimiksin B+imipenem ve polimiksin B + rifampisin test edilen sekiz izolatin
yedisine  karsi  bakterisidaldi.  Polimiksin  B-rifampisin-imipenemin  Gclu
kombinasyonu dama tahtasi ve zaman 6ldirme c¢alismalari ile tim izolatlara k arsi
sinerjistik bulunmus. Ayrica CID P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisi icin
in vitro olarak seftazidim+kolistin, polimiksin B+rifampin, polimiksin B+imipenem,
tikarsilin+tobramisin+rifampin, seftazidim veya sefepim+kinolon,
azitromisin+tobramisin+doksisiklin+trimetoprim veya rifampin, Kklinik olarak ise
sefepim+amikasin,  polimiksin+karbapene m, aminoglikozid, kinolon  veya
beta-laktam antibiyotikler etkili kombinasyonlar olarak saptanmistir. Cogunlugunu
solid organ transplant alicisinin olusturdugu 23 hastada gelisen CiD P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin  tedavisinde kolistinin etkinligi, monoterapi veya farkh
antipseudomonal ajanlarla kombine olarak arastiriimis ve sirasiyla %60 ve %62 etkili
bulunmustur. Dustk stiperenfeksiyon sikhgr ve beklenenden dustk yan etki sikligi en
6nemli bulgular olan bu ¢alismada baktereminin mortalit e icin risk faktort oldugu ve
monoterapi sirasinda direng gelisiminin s6z konusu olabilecegi saptanmistir (59).
Sinerji calismamizda ise her iki bakteriye Kkarsi en etkili kombinasyon
kolistin+rifampisin kombinasyonu idi. Kolistin+imipenem ve kolistin+meropenem
kombinasyonu ise her iki bakteriye karsi etkili olmasina ragmen A. baumannii’ye
karsi P. aeruginosa’dan daha etkiliydi.

Diren¢ nedeniyle tedavi basarisizliklarinin en aza indirgenmesi, ancak
duyarhlk testlerinin standart bir yontem ile uygulanmasi ve sonuclarinin dogru

yorumlanmasi ile mumkiinddr (39). Antimikrobik ilaglara karsi duyarlilik bir ¢ok
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yontemle saptanabilmektedir. Gunliik uygulamalarda en ¢ok tercih edilen yéntem,
disk diffizyon testidir. Kalitatif olan bu testte sonug¢ bir inhibisyon z onunun bulunup
bulunmamasina gdre degil, bu inhibisyon zon g¢apinin standart tablolarin verdigi
inhibisyon zon caplar ile kiyaslanarak direncli ya da duyarli olmasina gore
verilmektedir. Givenilir sonug alabilmek igin test standartlara uygun uygulanmalidir .
Disk difflizyon yontemi daha kolay uygulanabileceginden daha cok tercih edilebilir.
Ancak sinir zon ¢ap dederleri elde edildiginde mikrodilisyon yontemlerine ihtiyag
duyulabilir. Ayrica P aeruginosa ve A. baumannii’nin pek ¢ok susu klavulanata
direncli oldugunda (PER-1 ve PER-2 plazmid kaynakh olup klavulanata
direnclidirler) ¢ift disk sinerji testi ile de saptanamamaktadir. Bununla birlikte
diltisyon temeline dayanan testler kantitatif sonuc verdigi igin tercih edilmektedir .
Buyyon dilisyon duyarlilik testi etkili mikrodilisyon metodu olarak daha siklikla
kullaniimaktadir (12).

Antibiyotik kombinasyonlarinin in vitro etkilesimlerini dogru olarak gosteren
bir yontemin gelistirilmesi yillardir arastirmacilarin hedefi olmustur. Yaygin olarak
kullanilan dama tahtasi ve zamana bagli 6lim ydntemlerinin uygulanmasinda ve
yorumlanmasinda bazi kisitlamalar bulunmaktadir. Dama tahtasi yontemi kati ya da
sivi ortamda mikro ya da makrodilisyonlarla uygulanabilir. Makrodiliisyon paneli
olusturmak oldukca karmasik ve zahmetli oldugundan rutin laboratuarlarda en sik
mikrodilisyon dama tahtasi yontemi kullanihr. Calismamizda da mikrodilisyon
dama tahtasi yontemi secildi. Dama tahtasi yontemi ile bakterinin remesinin
inhibisyonuna ait veriler elde edilir. Bu yontem kulla nilarak bakterisidal etkinlikte
belirlenebilir. Dama tahtasi ydnteminde rutin laboratuarlarda uygulama pratigi
acisindan iki kath dilisyonlar kullanilir. Bu durum yiksek diizeyde direncli
kokenlerde konsantrasyonlar arasindaki fark biyldikce teknik sorunla ra neden
olabilir ve sinerjistik etkilesimin degerlendirilmesinde hatalara yol acabilir ( 99).

Zamana baglh oOlim yontemi de standardize edilememistir. Teknik
uygulamadaki zorluklar, kisitli sayida antibiyotik kombinasyonunun kullanilabilmesi
ve testin sekiz saat ile yirmidort saatlik degerlendirmesi arasinda saptanan
uyumsuzluklar bu testin dezavantajlaridir. Kombinasyonun bakterisidal etkinligini
Olgmesi ve etkilesimin zamana bagli daha dinamik degerlendirmesine olanak

saglamasi Ozellikleri ile dama tahtasi yonteminden daha ustindir. Bu yontem ile
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saptanan bakterisidal etkilesimin dogru olarak degerlendirilebilmesi igin kullanilan
antibiyotik kombinasyonlarinin  enfeksiyon bdlgesinde in  vivo kosullarda
ulasilabilecek konsantrasyonlar olmasi gerektigi unutulma malidir (42, 43). Zamana
bagh 6lum testi yontem acisindan tanisal mikrobiyoloji laboratuarlarinda kullanima
cok uygun degildir. Nitekim, polimiksinler i¢in uygun duyarlilik testi metodu net
tanimlanmis degildir.

Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin yasam siirelerinin arttii ve CiD
bakterilerin tedavisi icin antibiyotik kombinasyonlarinin siklikla kullanildi§i
ginlimdizde, sinerji testlerinin rutin uygulamada kullanilabilecek diizeyde standardize
edilebilmesi dnemlidir.

Goruldigi gibi giinimizde P. aeruginosa ve Acinetobacter enfeksiyonlarinin
tedavisi giderek azalan alternatifler ile saglanmaya ¢alisiimakta; klasik bilgilerin de
disina cikilabilen kombinasyonlarin etkinligi arastiriimaktadir. Bu nedenle direncin
onlenmesine yonelik calismal ar 6nem kazanmistir (84).

Sonug olarak P. aeruginosa ve A. baumannii, aerobik gram-negatif bakteriler
arasinda HE etkeni olarak en sik izole edilen ve kullanilan antibiyotiklere hizla
direng gelistiren ve bu direnci aktarabilen bakterilerde n ikisidir. Karbapenemler
bakteriyel dirence karsi gelistirilmis en genis spektrumlu etkin beta -laktam
antbiyotikler olarak bilinmekle birlikte, 6zellikle son donemlerde Pseudomonas ve
Acinetobacter izolatlarinda karbapenemaz uretimindeki artis bu bu antib iyotiklere
direnci de beraberinde tasimaktadir. Bu enzimin tedaviyi heniiz ciddi boyutlarda
olumsuz etkilemese de, gelecek icin sorun vyaratabilecegi endisesi gozardi
edilmemelidir (103). Karbapenemler pek ¢ok merkezde Acinetobacter spp. igin en
etkili bulunan antibiyotik seceneg@i konumundadir. Kolistin diren¢ saptanmayan fakat
cok toksik olmasi nedeniyle ancak c¢ok 6zel durumlarda kullanilabilecek bir
secenektir (59).

Tum antibiyotiklere direncli Acinetobacter spp. ve Pseudomonas spp.
suslartyla ¢ok stk olmasa da karsilasiimaktadir. Bu durumda tedavide
kullanilabilecek tim antibiyotikler in vitro olarak degerlendirilmeli ve etkinligi
saptanan ilaglar kullaniimalidir. Karbapeneme direncli suslarin artmasi, yeni tedavi

seceneklerinin kisitli olmasi ve bu suslarla olusan enfeksiyonlarin yiiksek mortaliteye
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sahip olmalari nedeniyle enfeksiyon kontrol d&nlemleri daha 6n planda
dastnalmelidir.

Kolistin ile Klinik deneyim hentiz sinirlidir ve 6zellikle diger antibiyotiklerle
karsilastirildiginda ciddi enfeksiyonlarin tedavisindeki etkisi konusunda bilgilerimiz
azdir. Kolistinin bu orta derecedeki etkisi, toksisite (reversibl nefrotoksisite ve
norotoksisite) kaygisina ragmen son merci tedavi olarak potansiyel degerini
arttirmaktadir (104, 105).

Sistemik kolistin tedavisi CID P. aeruginosa ve A. baumannii’nin neden
oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi icin guvenilir ve etkili bir terapotik
tercih olabilir ve imipenem direncli suslarin neden oldugu ciddi enfeksiyonlu
vakalarda pek cok calismada kurtarma tedavisi olarak Onerillmistir. Ancak
intravendz uygulanan kolistin  sonrasi  farmakokinetik ve farmakodinamik
parametreleri degerlendirmede daha ileri calismalara gerek vardir.

Calismamizda P. aeruginosa ve A. baumannii’ye karsi meropenem,
imipenem, sefoperazon-sulbaktam, doksisiklin, rifampisin ile karsilastirildiginda en
yiksek duyarlihga sahip ajan kolistindi. Ayrica kolistin hem tek basina hem de
meropenem, imipenem ile olan kombinasyonlarinda sinerjistik olarak etki gosterdi.
Sefoperazon - sulbaktam duyarlilik oranlari distiktt (P. aeruginosa icin %41.5, A.
baumannii’igin %47.2 duyarlilk orani ile). imipenemin A. baumannii’ye Kars
duyarhh@ P. aeruginosa’dan daha yuksekti (%69.5). Rifampisin ve doksisiklin
A. baumannii’ye karsi P. aeruginosa’dan daha etkindi. Rifampisinin A. baumannii’ye
karsi duyarliligi meropenemden yiiksek iken imipenem ile benzerdi . Doksisiklinin
ise imipenemden daha etkindi (% 75 duyarlilik orani ile ).

Bu calisma ile birlikte bu konuda yapilmis diger arast irmalarin sonuglarini
birarada degerlendirdigimizde, karbapenem grubu antibiyotiklerin Pseudomonas ve
Acinetobacter izolatlari Gzerine direng artisina ragmen hala etkili oldugu, ancak bu
antibiyotiklere karsi her gecen gun direng artisi gozlendigi ve diren ¢ boyutunun
karbapenem alternatifsizligine yol agmadan once tedbirlerin alinmasi gerektigi
dustinulmelidir. Ozellikle ampirik antibiyotik kullaniminda ¢ok dikkatli olunmali ve
belirlenen antibiyotik diren¢g oranlart g6z Onlnde bulundurularak tedaviye
baslanmalidir. Bu nedenle her hastanede periyodik olarak antibiyotik direng

oranlarinin gosterilmesi tedavide yol gosterici olacaktir.
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Diren¢ oranlarinin endise verici boyutlara ulastigi guniimuzde kolistin ve
kolistin ile kombinasyonlar (6zellikle rifampisin ile kombinasyonlar), CiD suslarinin
neden oldugu HE’larinin tedavisi i¢in umut verici alternatif tedavi secenegi oabilir.
Yine doksisiklin ve rifampisinin 6zellikle A. baumannii’ ye olan etkinlikleri tedavi
icin alternatif olabilir. Bu sekilde alternatif ajanlarin gelistirilmesi gelecekte
YBU’lerinde  tedavisi biyiik sorun yaratacak olan CID P. aeruginosa ve
A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisi igin énemlidir. Yine standardize duyarlilik
belirleme bu sinerji ¢alismalarini yorumlamada énemlidir. Ancak, gorildugi gibi
kolistin CID P. aeruginosa ve A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde hem
monoterapi hem de rifampisin veya karbapenemler gibi diger antimikrobiyal
ajanlarla kombinasyonda etkin ve guvenilir gérinmesine karsin bu konu da yapilacak

daha fazla klinik calismaya gereksinim vardir.
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