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ÖZET

Pseudomonas aeruginosa  ve Acinetobacter baumannii  özellikle yoğun bakım

ünitelerinde (YBÜ) hastane kaynaklı enfeksiyonların sık nedenidir. P. aeruginosa ve

A. baumannii suşlarının çok ilaca dirençli (ÇİD) kökenlerinin ortaya çıkışı alternatif

ajanları araştırmayı gerektirmiştir. Bu çalışmada, Fırat Üniversitesi Tıp Fakültesi

YBÜ’nden izole edilen ÇİD 118 P. aeruginosa ve 36 A baumannii suşlarına karşı

meropenem, imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve bu mikroorganizmalara karşı

rutinde kullanılmayan antibiyotikler olan kolistin, doksisiklin ve rifampisinin tek

başlarına ve bu ajanlar ın kolistin ile tekli kombinasyonlarının in vitro aktivitelerinin

broth mikrodilüsyon yöntemi ile değerlendirilmesi amaçlandı. P. aeruginosa’nın 10,

A. baumannii’nin 7 suşu ise sinerji çalışması için  kullanıldı.

Bu çalışmada kolistin, gerek P. aeruginosa gerekse A. baumannii’ye karşı

sırasıyla %83.8 ve %86.1 duyarlılık oranlarıyla en yüksek duyarlılığa sahip

antibiyotik olarak bulundu. P. aeruginosa’ya karşı meropenem daha etkili iken

(%46.6’ya karşı %59.3) A. baumannii’ye karşı imipenem meropenemden dah a etkili

bulundu (sırasıyla %69.5, %55.5). Rifampisin ve doksisiklin grubu antibiyotiklerden

ise her iki mikroorganizmaya karşı doksisiklin daha etkili bulundu ( P. aeruginosa

için %11’e.karşı %51.7 ve A. baumannii için %66.7’ye karşı %75). P. aeruginosa ve

A. baumannii için en etkili kombinasyon kolistin (KOL)+rifampisin (RİF) olarak

saptandı. KOL+RİF kombinasyonu test edilen 10 P. aeruginosa suşunun 4’üne

sinerjistik (%40), A. baumannii’de ise 7 suşun 6’sına karşı sinerjistik (%85.8) etki

gösterdi.

Bulgularımıza göre kolistin, rifampisin, doksisiklin gibi rutinde

kullanılmayan antibiyotikler; P. aeruginosa ve A. baumannii’nin ÇİD suşlarının

neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde günümüzde alternatif tedavi seçeneği

olabilir. Ayrıca, kolistin ile kombinas yonların (özellikle rifampisin ile

kombinasyonların) YBÜ’lerinde tedavisi büyük sorun yaratan ÇİD P. aeruginosa ve

A. baumannii enfeksiyonlarının tedavisi için önemli seçenekler olabileceğini

düşünmekteyiz.

Anahtar kelimeler: P. aeruginosa, A. baumannii, ÇİD, kolistin, sinerji
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ABSTRACT

In 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 t o 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  (RİF). The COL+RİF 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
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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. GİRİŞ

Bakterilerde antibiyotiklere karşı direnç gelişimi ve yayılımı son on yıl

içerisinde bütün dünyada önemli bir problem haline gelmiştir (1). Her geçen gün

artan bu direnç ve dirençli bakterilerin neden olduğu enfeksiyonlar mortalite ve

morbiditeyi ciddi derecede arttır makta ve oldukça fazla ek maliyet oluşmasına neden

olmaktadır. Bakterilerin antibiyotiklere karşı oluşturdukları dirençte en sık

kullandıkları mekanizmalardan biri sentezlenen enzimler ile antibiyotiğin inaktive

edilmesidir. Beta-laktam grubu antibiyotikle ri hidrolize eden kromozom veya

plazmid kontrolünde sentezlenen beta -laktamaz enzimleri bu tip dirence en iyi

örnektir (2, 3).

Mikroorganizmaların etkisi farklı birçok antimikrobik maddeye karşı dirençli

hale gelmesi durumuna çok ilaca dirençlilik denir.  Çoklu direnç konusunda

literatürde birçok tanımlama mevcuttur. Çoklu direnç, antibiyotiklerden en azından

ikisi, üçü, dördü veya sekizine dirençlilik durumu olarak tanımlanmıştır. Yakın

zamanda yapılan bir tanımda; pseudomonas’lara etkili sefalosporinler,

karbapenemler, beta-laktam+beta-laktamaz inhibitörleri, fluorokinolonlar ve

aminoglikozidlerden en az ikisine duyarlılık azalması olarak kabul edilmiştir. Tüm

antibiyotiklere dirençlilik durumu (pan-rezistans) ise seftazidim, sefepim, imipenem,

meropenem, piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin ve levofloksasine azalmış

duyarlılık olarak tanımlanmıştır ( 4, 5).

P. aeruginosa ve A. baumannii özellikle YBÜ’lerinde gelişen hastane

enfeksiyonlarında (HE) en sık etyolojik ajanlar olarak karşımıza çıkmaktadır. Pe k

çok yayında geniş spektrumlu antibiyotiklerin yaygın bir şekilde kullanıldığı bu iki

tür için yüksek direnç oran ları bildirilmiştir (6, 7). Kolistin, doksisiklin, rifampisin

gibi rutinde kullanılmayan bazı antibiyotikler, bu bakterilerin ÇİD suşlarına ka rşı test

edilmiştir ve bu antimikrobiyal ajanların kombinasyonlarının bu suşlara karşı

sinerjistik olduğu saptanmıştır . Test edilen bu antibiyotikler arasında özellikle

kolistin ile kombinasyonlar ÇİD suşlara karşı etkili bir alter natif olarak

görünmektedir (8-11).

Direnç nedeniyle tedavi başarısızlıklarının en aza indirgenmesi, ancak

duyarlılık testlerinin standart bir yöntemle uygulanması ve sonuçlarının doğru

yorumlanması ile mümkündür. Genişlemiş spektrumlu beta -laktamaz (GSBL)
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üretimi normal duyarlıl ık testleriyle saptanamayabilir. Disk diffüzyon yöntemi daha

kolay uygulanabileceğinden daha çok tercih edilebilir. Ancak kalitatif bir yöntemdir.

Bu nedenle kantitatif sonuç verdiği için dilüsyon temeline dayanan testler tercih

edilmektedir (12).

Antimikrobiyal direnç, bölgeden bölgeye hastaneden hastaneye değişiklik

göstermektedir. Tüm dünyada olduğu gibi hastanemiz YBÜ’sinde de antimikrobiyal

direnç önemli bir sorundur. Özellikle yoğun bakım birimlerinde sık enfeksiyon

etkeni olarak göze çarpan ve gene llikle çoklu ilaç direnci gösteren P. aeruginosa ve

A. baumannii ağır enfeksiyonlara neden olmakta ve bu enfeksiyonlar tedavi zorluğu

nedeniyle yüksek mortalite ve morbidite ile seyretmektedir. Ayrıca oldukça fazla ek

maliyet oluşmasına neden olmaktadır. B u nedenle YBÜ’lerinde bu enfeksiyonların

tedavisi önem arz etmektedir. Rutinde kullanılmayan bu antibiyotikler etkin

bulundukları taktirde bu suşların tedavisinde alternatif tedavi seçeneği olarak

kullanılabilecektir.

Bu çalışmada, Fırat Üniversitesi Tıp Fakültesi Enfeksiyon Hastalıkları ve

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuarı’nda, YBÜ’de yatarak tedavi gören ve Centers for

Diseases Control and Prevention  (CDC) kriterlerine göre HE’u tanısı almış

hastalardan, enfeksiyon etkeni olarak izole edilen ÇİD P. aeruginosa ve

A. baumannii suşlarında meropenem, imipenem, sefoperazon –sulbaktamın ve bu

mikroorganizmalara karşı rutinde kullanılmayan antibiyotikler olan kolistin,

doksisiklin ve rifampisinin tek başlarına ve bu ajanların kolistin ile tekli

kombinasyonlarının in vitro aktiviteleri buyyon mikrodilüsyon yöntemi ile

değerlendirilmesi ve minimum inhibitör konsantrasyonlarının (MİK) saptanması

amaçlandı.

1.1. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

P. aeruginosa ilk kez 1960’lı yıllarda immün sistemi baskılanm ış hastalarda,

yanıklı hastalarda ve kistik fibrozisli hastalarda enfeksiyona yol açması nedeniyle

önemli bir insan patojeni olarak kabul edilmiştir ( 13). Bazı sağlıklı kişilerin cildinde,

hastaneye yatmamış kişilerin %5’inin boğaz florasında, %3 oranında  dışkısında

saptanabilmektedir. Hastanede yatan kişilerde ilk 72 saatte taşıyıcılık oranı %20’dir .

P. aeruginosa, nemli ortamlarda rahatça yaşayabilmesi ve serbest yaşayan bakteri
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olması nedeniyle önem taşımaktadır Gram-negatif, 1.5- 3 µm boyunda, 0.5-0.8 µm

eninde olan bu bakteri, Pseudomonadaceae ailesi içindeki en patojen türdür.

P. mallei dışındaki tüm suşlar hareketlidir. Bu hareket tek polar flagella aracılığıyla

sağlanır. Flagella ısıya hassas antijenler (H antijeni) içerir. Bu an tijenlere karşı

oluşan antikorlarla serolojik sınıflama yapılmaktadır. Klinik izolatlarda pililer vardır

ve bunların antifagositik etkili, büyük olasılıkla yapışmadan ve kolonizasyondan

sorumlu oldukları düşünülmektedir . P. aeruginosa, nonfermentatif aerop bir

bakteridir. Enerjisini karbonhidratların fermentasyonundan çok oksidasyonu ile

sağlar. Yetmişbeşten fazla organik bileşiği kullanabilmesine rağmen ürerken karbon

kaynağı olarak sadece asetat, nitojen kaynağı olarak da amonyum sülfat kullanır.

Aerop olmakla birlikte, nitrat içeren ortamlarda nitratı son elektron alıcısı olarak

kullanabildiği için anaerop koşullarda da üreyebilmektedir. Çoğu pseudomonaslar

gibi indofenol oksidaz üretir. Bu da oksidaz testinin pozitif olmasını sağlar.  En iyi

25-37°C’de iyi üremesine rağmen ancak 42°C ’de üreyebilmesi ile diğer

pseudomonas türlerinden ayrlır.

P. aeruginosa’nın gram-negatif bakterilerinkine benzeyen hücre duvarı üç

tabakadan oluşan bir yapı içermektedir. Bunlar;  stoplazmik membran, peptidoglikan

tabaka ve dış membrandır. Dış membran fosfolipid, protein ve lipopolisakkaritten

(LPS) oluşur. P. aeruginosa’nın LPS’i diğer gram-negatif basillerden daha az toksik

etkiye sahiptir. O spesifik antijenlerine göre değerlendirildiğinde ise çeşitli serolojik

tipleri vardır (14).

1.1.1.  Patogenezi

P. aeruginosa virulansına yardım eden birçok faktör içerir.

Adezinler

P.aeruginosa’da yüzeylere tutunmada rol alan pek çok adezin mevcuttur.

Bakteride bulunabilen tek polar flajel hareket, adezyondan sorumlu olup çevreden  ve

HE’larından izole edilen izolatlarda çoğunlukla bulunmaktadır(15).

Hemolizin

P. aeruginosa suşlarının hemen hemen tümü kanlı agarda  hemoliz yapar. Bu

suşlarda farklı hemolizinler tanımlanmıştır. Isıya dayanıklı hemolitik glikopeptid
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L-ramnoz ve 1-beta-hidroksidesenoik asitten oluşur. P. aeruginosa suşlarının ısıya

duyarlı olan hemolizinleri de tanımlanmıştır (14).

Lökosidin

P. aeruginosa’nın bazı suşları bir termolabil protein olan lökosidin yapar. Bu

protein insan lökositlerini de lize edeb ilir fakat hemolitik değildir (14).

Pigmentler

P. aeruginosa suşlarının çoğu bir ya da birkaç çeşit pigment oluşturur. En sık

olarak piyosiyanin ve floressein pigmenti oluşturur. Piyosiyanin bazı bakterilerin

üremesini engelleyip P. aeruginosa’nın kolonizasyonunu kolaylaştırmaktadır (14).

Proteazlar

P. aeruginosa suşlarının yaklaşık %90’ı ekstrasellüler proteaz yapar.

Proteazların bakterinin doku invazyonunu kolaylaştırdığı düşünülmektedir (14).

Toksin A

P. aeruginosa’ nın toksisitesi en iyi bilinen ek strasellüler proteinidir ve tüm

suşların %90 ı tarafından üretilmektedir. Duyarlı hücrelerde protein sentezini inhibe

ederek toksik etkisini gösterir (14).

Ekzoenzim S

Tanımlanmış olan ikinci ADP -ribozil transferaz enzimidir. Ekzoenzim S,

ADP-ribozun GTP bağlayan bir protein üzerine transferini katalizler. Patogenezde

rolü olduğu düşünülmektedir (14).

1.1.2. Yaptığı Hastalıklar

1. Pnömoni

P. aeruginosa, nötropenik hastalarda, mekanik ventilasyon desteğindeki

hastalarda, kistik fibrozisin alevlenmelerinde s ıklıkla pnömoniye neden olmaktadır

(14).
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2. Endokardit

İntravenöz ilaç kullanıcılarının doğal ve protez kapaklarında infektif

endokardite neden olur. Triküspit kapak tutulumu daha sıktır (16, 17).

3. Bakteremi

Primer bakteremi öncelikle immün sistemi baskılanmış konakta ortaya çıkar.

Ektima gangrenozum, patognomonik deri lezyonlarıdır. Ektima gangrenozum,

veziküler deri lezyonları şeklinde başlar. Hemoraji, nekroz ve ülserasyon ile küçük

yuvarlak nodüller halini alır (16, 17).

4.  Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonları

P. aeruginosa menenjit veya beyin absesine neden olabilir, ancak altta yatan

sebep varlığı mutlaka araştırılmalıdır. Kanserli hastalarda görülen menenjitin Listeria

monocytogenes’den sonra ve beyin absesinin Escherichia coli’den sonra en sık ikinci

nedeni olarak bildirilmektedir (16, 17).

5. Üriner Sistem Enfeksiyonları

P. aeruginosa ile üriner sistem enfeksiyonları çoğunlukla kateterizasyon,

sonda veya cerrahi grişime bağlı olarak hastane kökenlidir. Pseudomonas

bakteremilerinde %40 gibi yüksek oranda üriner sistem primer odağı oluşturur (17).

6. Kulak ve Göz Enfeksiyonları

P. aeruginosa, normal kulakta nadiren bulunur. Dış kulak yolunu zedeleyici

herhangi bir faktör varlığında enfeksiyona sebep olabilir. Eksternal otit; kendini

sınırlayıcı, selim seyirli olup, yüzmekle ilişkilidir (yüzücü kulağı). Malign eksternal

otit ise ağırlıklı olarak yaşlı diabetik kişilerde, kısmen de uzun süreli küçük damar

hastalığı olanlarda görülür (17).

7. Bunlardan başka daha nadir olmak üzere gastrointe stinal sistem enfeksiyonlarına,

kemik, eklem enfeksiyonlarına, deri ve yumuşak doku enfeksiyonlarına neden olur

(16, 17).
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Tablo 1. Pseudomonas’ların önemli biyokimyasal özellikleri

P.
ae

ru
gi

no
sa

P.
flu

or
es

ce
ns

/p
ut

id
a

P.
m

en
do

ci
na

P.
st

ut
ze

ri

B.
pi

ck
et

tii

P.
ps

eu
do

al
ca

lig
en

es

P.
al

ca
lig

en
es

Oksidaz + + + + + + +

Glukoz + + + + + -/+ -

Piyosiyanin +/- - - - - - -

Mannitol +/- +/- - -/+ - - -

Laktoz - - - +/- - - -

42ºC + - + + +/- +/- -/+

Eskülin - - - - - - -

Üre + -/+ +/- -/+ + - -

DNA’az - - - - - - -

ONPG - - - - - - -

İndol - - - - - - -

Hareket + + + + + + +

Kirpik 1 >1 1 1 1 1 1

H2S - - - - - - -

Pigment K,F,Y F - K,S - - -

McConkey’de

üreme

+ + + + + + +

+/-: Suşların %50-85’i (+); -/+: Suşların %50-85’i (-); 1: Tek kutupta tek kirpik;

>1: tek kutupta birden fazla kirpik; K: Kahverengi; Y: Yeşil; S: Sarı; F: Flouresan; B:

Burkholderia; ONPG: Orto-nitrofenil-beta-D-galaktopiranozid

1.2. ACINETOBACTER BAUMANNII

Acinetobacter cinsi bakteriler gram-negatif, nonfermentatif, zorunlu aerop,

oksidaz-negatif ve hareketsiz bakterilerdir. Üreme fazında çomak morfolojisinde

iken, stabil dönemde diplokok morfolojisinde görülürler. Bu yapısal özellikleri ve

biyokimyasal özellikleri ile tanımlanmaları ve sınıflanmaları oldukça karmaşık

süreçlerden geçmiştir  ve 1954 yılında Acinetobacter cinsi tanımlanmıştır. Bu

bakteriler pek çok besiyerinde kolayca üretilebilirler ve klinik örneklerden
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üretilebilmeleri için seçici -ayırıcı besiyerleri de geliştirilmiştir. Bu amaçla en çok

Herellea agar (Difco) ve Leeds Acinetobacter Medium kullanılmaktadır. Tür

düzeyinde ayrımda glikoza oksidatif etki, hemoliz ve 44°C’de üreyebilme genelde

yeterli olmaktadır (18).

Tablo 2’de Acinetobacter türlerinin genel mikrobiyolojik özellikleri

gösterilmiştir (19).

Tablo 2. Acinetobacter türlerinin genel mikrobiyolojik özellikleri.

Hareket -

Pigmentasyon Değişken

MacConkey agarda üreme Değişken

42 ºC’de üreme Değişken

Nitratın nitrite indirgenmesi -

Eskülin hidrolizi -

Jelatin hidrolizi Değişken

Üreaz üretimi Değişken

Arginin dihidrolaz -

DNA’az -

ONPG -

Asit oluşturma

             Glikoz Değişken

             Maltoz Değişken

             Sukroz -

             Mannitol -

             Ksiloz Değişken

Virulans potansiyeli düşük bir bakteridir. Bilinen en önemli virulans

faktörleri arasında kapsül sayılabilir. Glikokaliks salgılarla yabancı cisimlere

yapışabilme virulansta önemli olabilir. Lipidleri eritici enzimleri, endotoksinleri de

virulansta rol oynamaktadır. Antibiyotik direnci sağlayan PER -1 geninin virulansı

arttırdığı, klinik olarak daha ölümcül enfeksiyonlar oluşturduğu da gösterilmiştir .

Acinetobacter cinsi bakterilerin klinik önemleri son 30 yıl içinde belirgin

olarak artmıştır. Bütün dünyada izolasyon sıklığı giderek artmakta olan HE’u etkeni

A. baumannii’nin tedavi ve kontrolünde ciddi zorluklar yaşanmaktadır. Bu artıştan

başlıca, daha kolay tanımlanabilmeleri, yoğun bakım ve invaziv girişim oranlarının
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belirgin olarak artması ile bu bakterilerin çevre şartlarına uyumu ile antibiyotiklere

geliştirdikleri direnç rol oynamışt ır. Bu bakteriler toprakta, sularda, atık sularda

bulunur. Sağlıklı insanlarda normal deri florasında genelde düşük yoğunlukta, kısa

süreli olarak bulunabildikleri belirlenmiştir. Hastanelerde çevrede yaygın olarak

bulundukları gösterilmiştir. Cansız yüzey lerde çok uzun süreler canlı kalabilirler

(18).

1.2.1. Klinik

Tüm Acinetobacter türleri arasında en sık ve en ciddi klinik tablolara yol açan

etken A. baumannii’dir.

1. Pnömoni

Klinikte Acinetobacter cinsi bakterilerin en sık oluşturdukları klinik tabl odur.

Klinik özellikleri ile diğer etkenlerden ayırımı mümkün değildir. Mekanik

ventilasyon, gastrik tüp, ileri yaş, kronik akciğer hastalığı, immün supresyon, cerrahi

girişim ve antibiyotik kullanmış olması en önemli risk faktörleridir. Tıpkı

P. aeruginosa ile gelişen ventilatörle ilişkili pnömoni ( VİP) olgularındaki gibi

mortalite belirgin olarak daha yüksektir. Bir çalışmada YBÜ’de mekanik

ventilasyondaki hastaların %45’i Acinetobacter ile  kolonize olarak belirlenmiştir .

Bronkoskopik teknikler sonrası olguların %24’ünde Acinetobacter’lerin etken olduğu

saptanmıştır (18).

2. Bakteremi\Sepsis

Çoğu kez pnömoni ya da kateter kaynaklı olarak ortaya çıkar. Yanık, travma

hastaları ve kanser hastalarında daha sık etken olarak karşımıza çıkmak tadır. Tek

başına ya da polimikrobiyal bakteremilere neden olabilir. Mortalite %17-46 arasında

bildirilmekte, polimikrobiyal olgularda mortalitenin arttığı vurgulanmaktadır (18).

3. Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonları

Acinetobacter cinsi bakteriler travma, beyin cerrahisi girişimi  sonrası

menenjitlere yol açmaktadırlar. Beyin omurilik sıvısı bulguları pürülan menejit
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özelliğindedir. Hastaların yaklaşık yarısında polimikrobiyal enfeksiyon bulunur ve

mortalite %20-25 dolayında belirlenmektedir ( 18).

4. Üriner Sistem Enfeksiyonları

Genellikle yaşlı, YBÜ’sinde kalan, uzun süreli sonda takılı olan erkek

hastalarda görülmektedir (20).

Acinetobacter cinsi bakteriler yanık dışı yaralardan izole edildiklerinde

öncelikle kolonizasyon yönünden değerlendirilmelidir . Özellikle immün sistemi

bozuk hastalarda ve cerrahi sonrası enfeksiyonlarda etken olarak belirlenmesi

olasıdır (18).

1.3. ANTİBİYOTİKLERE DİRENÇ GELİŞİMİ VE ÇOK İLACA

DİRENÇLİLİK

Direnç sorununun daha yoğun olarak yaşandığı yerler antibiyotik

kullanımının daha yoğun olması nedeni ile hastanelerdir. Artık günümüzde sadece

hastane kökenleri değil toplumdan kazanılmış kökenlerde de direnç önemli oranlarda

artmakta, bu olay sorunu daha da büyütüp ciddi boyutlara taşımaktadır.

Mikroorganizmaların antimikrob iklere karşı gösterdiği direnç doğal (intrinsik) ve

kazanılmış (genotipik, kalıtsal) direnç diye iki ana bölümde ele alınabilir .

1.3.1. Doğal (İntrinsik) Direnç

Kalıtsal özellikte olmayan direnç tipidir. Bir mikroorganizmanın yapısı

nedeniyle dirençli oluşu anlamına gelir. Burada genellikle antimikrobik maddenin

bağlanarak etkili olduğu hedef molekülün olmaması doğal dirençten sorumludur. Bir

antimikrobik maddeye doğal dirençli olan türün hiç bir kökeni o antibiyotikten

etkilenmez (21) .

1.3.2. Kazanılmış (Kalıtsal) Direnç

Sonradan kazanılan bir direnç tipidir. Burada bakteri popülâsyonu

antimikrobik madde ile ilk temasa geldiğinde ilaç mikroorganizma üzerine etkilidir,

ancak temas süresinde veya tekrarlanan tedaviler sırasında mikroorganizma

populasyonunda antimikrobik maddeye karşı direnç gelişir. Antimikrobiklere karşı
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gelişen direnç esas olarak bu yolla olmakta ve genetik değişim sonunda seleksiyonla

dirençli kökenler ortaya çıkıp yayılmaktadır. Genetik direnç kromozom, plazmid

veya transpozon kontrolü altındadır (21).

1.3.3. Kromozomal direnç

Bu tip direnç, kromozomda kendiliğinden (spontan) bir mutasyon sonucu

oluşmaktadır. Her hücre bölünmesinde mutasyon sıklığı 10 -5 ile 10-10 civarındadır;

bazı antibiyotikler için bu oran daha yüksektir. Kro mozomal mutasyonla kazanılan

direnç bir aşamada veya çok aşamada gerçekleşir. Bir aşamalı mutasyonda;

Antimikrobikle bir veya bir kaç temas sonrası birden ileri derecede direnç gelişir.

Çok aşamalı mutasyon ise direnç derecesi giderek artan yavaş bir şekilde gelişir.

Kromozomal mutasyonla gelişen direnç başka türden bakterilere yayılmadığından ve

mutasyona uğrayan bakterinin metabolizması da değişebilip üremesi

kısıtlanabileceğinden olayı plazmidle oluşan dirence göre daha seyrek görülür ( 21).

1.3.4. Plazmidlere bağlı direnç

Plazmidler kromozomdan bağımsız olarak çoğalan, kromozom dışı genetik

elementlerdir. Klinikte görülen direncin ana sorumlusu plazmide bağlı dirençtir.

R-plazmidi denen direnç plazmidleri bir veya daha çok sayıda antibiy otiğe karşı

direnç genlerini taşımaktadır. Direnç plazmidleri diğer duyarlı bakterilere

transdüksiyon, transformasyon ve konjugasyon yolu ile direnç gen paketini aktarır ve

böylece direncin yayılmasına neden olur . Plazmidlere bağlı direnç bulaşıcıdır ve

genellikle antibiyotiği inaktive eden veya bakterinin geçirgenliğini değiştiren

enzimlerle oluşmaktadır (21) .

1.3.5. Transpozonlara Bağlı Direnç :

Transpozonlar; bir DNA molekülünden diğerine (kromozomdan plazmide,

plazmidden kromozoma) geçebilen DNA dizil eridir (sıçrayıcı gen). Plazmidden

farklı olarak bağımsız olarak replike olamazlar.

İntegron; bazı transpozon veya plazmidlerde bulunan genetik yapılar olup

yeni genlerin kazanılmasından sorumludurlar. Özellikle çok kısa süre içerisinde ÇİD

kökenlerin ortaya çıkıp yayılışında integronların rolü vardır  (21).
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Tablo 3. Kazanılmış direnç mekanizmaları

1. İlacın hedefinde değişiklik olması

a. Penisilin bağlayan proteinlerin değişimi (beta -laktamlara karşı direnç)

b. Ribozomal hedefin değişimi (aminoglikozid, makrolid lere karşı direnç)

c. Değişmiş enzimatik hedef (sulfonamid, trimetoprim, rifampin, kinolon)

2. Sentezlenen enzimle ilacın inaktive veya modifiye edilmesi:

a. Beta-laktamaz

b. Aminoglikozid modifiye eden enzimler (asetilaz, adenilaz, fosforilaz)

c. Kloramfenikol asetil  transferaz

3. Hücreye giren veya biriken ilaç miktarının azalması

a. Geçirgenliğin (permeabilite) azalması.

b. Antibiyotiğin alım ve transport sisteminin zayıflığı veya yokluğu

c. Aktif pompalama ile ilacın dışarı atlıması

4. Antimikrobik maddenin etkisinin sonuçlarını önlemek

      İlaç hedefi veya yarışıcı substratların aşırı oluşumu (sulfonamid, trimetoprim)

5. Tolerans (Bakterisid etki gösterebilen dozun inhibe edici dozdan normale göre çok

yüksek olması)

1.4. BETA-LAKTAM ANTİBİYOTİKLER

Beta-laktam antibiyotikler günümüzde; gerek hastane içinde, gerekse hastane

dışında en sık kullanılan antibiyotik türevlerinin başında gelmektedir. Beta -laktam

halkası biri azot, üçü karbon olan dört üyeli doymuş heterosiklik bir halkadır. Beta -

laktam antibiyotikler başlıca 5 grupta to planırlar:

1. Penisilinler

2. Sefalosporinler

3. Monobaktamlar,

4. Karbapenemler

5. Beta-laktamaz inhibitörleri (klavulanat, sulbaktam, tazobaktam).

Beta-laktam antibiyotikler, peptidoglikan sentezinde görevli olan

transpeptidaz ve karboksipeptidazları inhibe edip, hücr e duvar sentezini durdurarak

etkilerini gösterirler. Tüm beta-laktam antibiyotikler bakterilerin sitoplazmik

membranları üzerinde bulunan ve bakteri hücre duvarında peptidoglikan sentezinden

sorumlu olan penisilin bağlayan protein (PBP) adı verilen hedef p roteinlere

bağlanarak etkilerini göstermektedirler. Beta -laktam antibiyotik tarafından PBP’leri
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inhibe edilen bakteride peptidoglikan sentezlenemeyeceğinden hücre duvar yapısı

bozulmaktadır. Bu durum bakterinin ozmotik direnç kaybına ve ölümüne neden

olmaktadır (22).

1.5. BETA-LAKTAMAZLAR

Beta-laktamazlar plazmid veya kromozomal kökenli bakteriyel enzimler

olup, beta-laktam antibiyotikte bulunan beta -laktam halkası üzerine etki göstererek

kovalan açil ester oluşturan ve esterin hidrolizi sonuc u antibiyotiği inaktif hale

getiren enzimlerdir. Bakteride beta -laktamaz sentezi yapısal (konstütif) veya

indüklenebilir düzeyde olabilir. Gram -negatif bakterilerde periplazmik alanda

bulunan enzim, gram-pozitif bakterilerde hücre dışına salgılanmaktadır. Ambler

tarafından 1980 yılında beta -laktamazların moleküler sınıflandırması yapılmıştır.

Beta-laktamazların en yeni sınıflandırma şeması 1995 yılında yapılan Bush -Medeiros

Jacoby sınıflandırmasıdır (23). Bu sınıflandırma 1989 yılında Karen Bush’un yaptığı

sınıflandırmanın bir uyarlamasıdır ve aynı şekilde enzimler dört ana grupta

toplanmıştır.

1.5.1. Sınıf A beta-laktamazlar: 29.000 molekül ağırlığındadır. Aktif bölgelerinde

serin aminoasiti taşırlar. Esas olarak penisilinleri hidroliz ederler. Gram -negatif

bakterilerde çok sık rastlanan TEM -1 tipi enzimler bu grubun en iyi örnekleridir

(24, 25).

1.5.2. Sınıf B beta-laktamazlar (Grup 3): Aktivasyon için çinko veya bakır gibi

divalan katyonlara gereksinim duyan metallo -enzimlerdir. Klasik inhibitö rlere

dirençli olan bu enzimler, EDTA ve merkapto bileşikleri gibi metal şelatörleri ile

inhibe olurlar. İzole edilen suşların hemen hemen tüm beta -laktam antibiyotiklere

karşı dirençli olduğu bildirilmiştir (25).

1.5.3. Sınıf C beta-laktamazlar: 39.000 kDa molekül ağırlığında olup esas olarak

sefalosporinleri parçalar (sefalosporinazlar). Aktif bölgelerinde serin bulunur

(24, 25).
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1.5.4. Sınıf D beta-laktamazlar: Oksasilinleri parçalayan enzimlerdir (okzasilinaz).

Jacoby sınıflandırması ile  1995 yılında Bush’un yaptığı listeye eklenmiştir (24, 25).

Beta-laktamaz enzimlerinin sınıflandırması Tablo 4’de verilmektedir.

Tablo 4. Beta-laktamazların karşılaştırmalı olarak sınıflandırılması

Bush

Jacoby,

Medeiros

Ambler’in

moleküler

sınıflaması

Substrat İnhibisyon

Klav -

EDTA

Sykes ve

Richmond

Örnek enzimler

1 C SS - - Ia, Ib, Id Gr (-) bakterilerin

Amp C enzimleri

2a A Pen + - Gr (+) bakterilerin

penisilinazları

2b A Pen, SS + - III TEM-1, TEM-2,

SHV-1

2be A Pen, SS,

MB

+ - IV TEM-3 ile TEM-26

SHV-2 ile SHV-6

2br A Pen + - II, V TEM-30 ile TEM-36

2c A Pen,

Karb

+ - PSE-1, PSE-3, PSE-4

2d D Pen,

Klok

+ -

-

V OXA-1 ile OXA-11,

PSE-2

2e A SS + - Ic P. vulgaris’in

indüklenebilir

sefalosporinazları

2f A Pen, SS,

KP

+ - NMC-A,Sme-1

3 B KP ve

Tüm β-lak

-               + Kromozomal MBL,

IMP,VIM, SPM-1,

GIM-1

4 ? Pen -

?

P. cepecia’nın

penisilinazı

Kısaltmalar: SS: Sefalosporin, Pen: Penisilin, MB: Monobaktam, KP: Karbapenem,

Klok: Kloksasilin, Karb: Karbenisilin , MBL: Metallobeta-laktamaz
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1.6. GENİŞLEMİŞ SPEKTRUMLU BETA -LAKTAMAZLAR

İlk olarak 1983 yılında Almanya’da bir Klebsiella pneumoniae  suşunda

seftazidim ve sefotaksimi belirgin değerlerde hidrolize eden ilk GSBL enzimi

tanımlandığında bunun klasik SHV -1 beta-laktamazın bir mutant formu olduğu

anlaşıldı. Bundan dolayı, yeni bulunan bu enzime SHV -2 beta-laktamaz adı verildi.

Bunu Fransa’dan diğer bir mutant enzim bild irisi takip etti. Bu yeni bulunan enzim

ise TEM-2 beta-laktamazdan genetik olarak sadece iki aminoasit farklıydı ( 4, 26).

TEM ve SHV tip beta-laktamazların mutant formu olan GSBL’ler, orijinal

enzimlerin aksine geniş spektrumlu sefalosporinleri, aztreona mı ve diğer tüm

penisilinleri hidrolize ederler. Ancak sefamisinler bu kuralın dışında kalır .

Bulunuşundan günümüze kadar GSBL’lerin sayısında ve çeşidinde hızlı bir artış

dikkati çekmiştir. Bu enzimler enterik çomaklarla sınırlı kalmayarak Pseudomonas

ve Acinetobacter gibi nonfermentatif etkenlere de yayılmışlardır. Tek bir bakteride

birden çok GSBL bulunabilmektedir. Farklı GSBL’lerin yol açtıkları in vitro direnç

farklıdır. Bazı yazarlar tarafından GSBL enzimleri 6 başlık altında incelenmiştir ( 27).

1. TEM ve SHV kökenli olanlar

2. TEM ve SHV kökenli olmayanlar

3. İnhibitör dirençli beta-laktamazlar

4. İnhibitör dirençli ve geniş spektrumlu beta -laktamazlar

5.   Karbapenemazlar

6.   Plazmid aracılı sefalosporinazlar (sefamisinazlar)

1.6.1. TEM ve SHV Kökenli Olanlar: GSBL enzimleri esas olarak TEM ve SHV

türü enzimlerden 1 ila 4 aminoasit değişikliği ile oluşurlar. Bugün için aminoasit

dizilimi tanımlanmış TEM kökenli 66, SHV kökenli 12 çeşit GSBL enzimi

mevcuttur. TEM ve SHV tip GSBL enzimleri, klavulanat, sulbaktam v e tazobaktam

gibi beta-laktamaz inhibitörlerine duyarlı olabilmektedir  (24).

1.6.2. TEM ve SHV Kökenli Olmayanlar: Bu enzimler plazmid kaynaklı

olmalarının yanında klavulanata da dirençlidirler. Moleküler sınıflamada A grubuna

dâhil 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 dışındakiler için yeteri kadar çalışma olmadığından

hakkındaki bilgi sınırlıdır  (27).

1.6.3. İnhibitör Dirençli ve Geniş Spektrumlu Beta-laktamazlar: Beta-laktamaz

sentezleyen bakterilere karşı geliştirilen stratejilerden en yaygın olanı, son on yıldır

beta-laktamaz inhbitörlerinin kullanımı olmuştur . Buna karşın, 1987 yılından itibaren

klavulanik asit/beta-laktam kombinasyonlarına dirençli E. coli’ler bildirilmeye

başlanmış ve sıklıkları özellikle üriner sistem enfeksiyonlarına yol açan izolatlarda

artış göstermiştir. Beta-laktamaz inhibitörlü kombinasyonlara direnç, TEM

enzimlerinin aşırı sentezi, permeabilitede azalma veya OXA tipi enzim sentezleme

gibi mekanizmalar ile oluşabilmekte dir (2, 28).

1.6.4. OXA Tipi Beta-laktamazlar (Oksalisinazlar )

D grubu enzimlerden olan ve plazmidlerle aktarılan OXA tipi

beta-laktamazlar, gram-negatif bakterlerde pek sık olmasa da görülmektedir.

OXA-1’den OXA-21’e kadar tiplere ayrılmıştır . Bu enzimi üreten bakteriler

genellikle geniş spektrumlu sefalosporinlere, monobaktamlara ve karbapenemlere

karşı duyarlıdırlar. Seftazidim ve sefamisinlere ise duyarlı kabul edilirler . Bu

enzimlerin önemi, klavulanik asit ve sulbaktama dirençli olmaları ve HE’larından

izole edilen suşlarda saptanmalarıdır  (4, 29).

1.6.5. Karbapenemazlar

İmipenem ve meropenem, gram -negatif bakterilerdeki GSBL’lere dayanıklı

olmaları nedeniyle tedavide önemli bir yer tutmaktadır. Bu g rup antibiyotiklere karşı

beta-laktamazlara bağlı direnç Stenotrophomonas maltophilia , Aeromonas spp.,

Flavobacterium spp., Bacterioides fragilis gibi bazı bakterilerde saptanmış olmasına

karşın kromozom kontrolünde olmaları nedeni ile son yıllara değin ol uşturdukları

direnç sınırlı kalmıştır . Ancak son yıllarda plazmid kontrolünde olan

karbapenemazların ortaya çıkması artık bu durumu değiştirmeye başlamıştır.

Özellikle P. aeruginosa ve Acinetobacter spp., daha nadir olarak Klebsiella spp. ve

Serratia marcescens’de bildirilmiş olan bu enzimler son yıllarda çeşitli ülkelerden

artan sıklıkta bildirilmektedir. Bunlardan aktif bölgelerinde çinko içerdikleri için
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metallobeta-laktamaz (MBL) olarak da isimlendirilen IMP ve VIM enzimlerinin

sayısı her geçen gün artmaktadır (30, 31).

1.6.6. Plazmid Aracılı Sefalosporinazlar ( Sefamisinazlar)

Tüm sefalosporinler, monobaktamlar ve sefamisinler bu enzimler tarafından

etkin bir şekilde hidrolize edilmektedir. Enterobacteriacae ailesinin değişik üyeleri ve

P. aeruginosa gibi nonfermentatif etkenler tarafından üretilen bu enzimlerin şimdiye

kadar tanımlanmış olanları şunlardır: Amp -C, MIR-1, MOX-1 (beta-laktamaz

duyarlı), FEC-1, FOX-1, CMY-1,2, LAT-1, BIL-1. Bu enzimler, rutin uygulamalar

esnasında GSBL’lerden sefamisin direnci ve inhibitör duyarsızlığı veya inhibitör

sinerjizminin görülmemesi ile ayırt edilebilir ( 29, 32).

1.6.7. P.aeruginosa’da Bulunan Beta-laktamazlar

P. aeruginosa birçok antibiyotiğe dirençlidir. Bu çoğul dirençten sorumlu en

önemli mekanizma antibiyotiğe karşı bakteriyel dış membranda geçirgenlik azalması

ve aktif pompa sistemi ile antibiyotiğin dışarı atılmasıdır ( 25). MexAB-OprM aktif

pompa sisteminin aktivasyonu; fluorokinolonlar, penisilinler, sefalosporinler ve

meropeneme direnç gelişimine nede n olabilir. MexCD-OprJ ve MexEF-OprN pompa

sisteminin aktivasyonu fluorokinolonlara ve bazı beta laktamlara, MexXY -OprM

aktivasyonu ise aminoglikozidlere karşı direnç gelişimine neden olabilir.

Fluorokinolon ve beta laktamlara direnç gelişiminde permeabili te mutasyonları da

önemli rol oynamaktadır. Mutasyona bağlı olarak permeabilitede azalma,

karbapenemlere direnç gelişiminde önemlidir ve burada OprD porin kaybı söz

konusudur. OprD kaybı imipenem direncine ve meropeneme duyarlılık azalmasına

yol açar. P. aeruginosa'da karbapenem direnci primer olarak OprD2 porin kaybı

sonucu olur.

P. aeruginosa’da birçok kazanılmış beta -laktamaz ve aminoglikozid modifiye

edici enzim tanımlanmıştır. En sık saptanan beta -laktamazlar PSE-1 ve PSE-4'tür.

P. aeruginosa 'da indüklenebilir kromozomal AmpC tipi beta -laktamaz mevcuttur. Bu

beta-laktamazlar penisilin ve sefalosporinlere dirençte önemli rol oynarlar.

P. aeruginosa'da saptanmış olan IMP ve VIM gibi MBL’lar; penisilinler,

sefalosporinler ve karbapenemleri hidrolize ederler, fakat aztreonama etkisizdirler .
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P. aeruginosa’da bulunabilen diğer GSBL’ler; TEM, SHV, OXA, PER, VEB, GES

ve IBC enzimleridir. Bu enzimler substrat profilleri açısından benzerlik taşısa da

aminoasit dizilimleri açısından old ukça farklıdır (33, 34). A sınıfı beta-laktamaz olan

PER-1 enzimi başlıca Türkiye, İtalya , Fransa ve Belçika’daki suşlarda saptanmış

olup plazmid ya da kromozoma bağlı geçiş göstermektedir. Bu suşlar, seftazidime

yüksek düzeyde direnç gösterir. Klavulanik asit ile güçlü şekilde direncin

inhibisyonu sağlanır. İmipenem ve meropeneme duyarlıdır. OXA enzimleri,

Türkiye’de (OXA-11, OXA-14, OXA-16) ve Fransa’da (OXA-19, OXA-28)

saptanmış olup plazmiddeki integrinlerle ya da kromozoma bağlı geçiş gösterir. Bu

suşlarda karbenisilin, tikarsilin, piperasilin, azlosilin, seftazidim, sefepim, aztreonam

direnci olup, imipenem ve meropenem duyarlılığı vardır  (14).

1.6.8. Metallobeta-laktamazlar

Karbapenemlere karşı gelişen dirençte en önemli mekanizma

MBL’ların varlığıdır. MBL’lar, 1980 yılında Ambler tarafından yapılan

sınıflandırmada serin beta -laktamazlar içinde yer almakta iken, 1989 yılında Bush

tarafından yapılan sınıflandırmada fonksiyonel özellikleri göz önüne alınarak grup

3’e yerleştirilmişlerdir. Bu sınıflandırmadaki kriterler; MBL enzimlerinin substrat

profilleri (özellikle imipenem hidrolizi), EDTA’ ya duyarlı olmaları ve serin

beta-laktamaz inhibitörleri tarafından inhibe olmamalarıdır . MBL’ların aktif

bölgelerinde çinko iyonla rı bulunmaktadır. Çinko iyonları iki su molekülü ile

reaksiyona girerek hidrolizin gerçekleşmesini sağlar (35).

Transfer edilebilen MBL’lar IMP benzeri, VIM benzeri, SPM -1 ve GIM-1

olmak üzere dört grupta toplanmaktadır.  Penisilinleri, sefalospor inleri ve

karbapenemleri hızla hidroliz ederler. Aztreonama etkileri yoktur. Plazmiddeki

integrinlerle ya da kromozoma bağlı geçiş gösterir (14).

1.6.9. Acinetobacter Baumannii ’de Bulunan Beta-laktamazlar

A. baumannii izolatlarında beta-laktam antibiyotiklere karşı oluşan direnç;

beta-laktamaz enzimleriyle antibiyotiğin parçalanması, beta -laktam antibiyotiğin

hücre içine girişinin engellenmesi ve PBP ’lerde oluşan değişiklikler sonucunda üç

farklı mekanizma ile gelişebilmektedir. Genellikle bu mekanizmal arın bir arada
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işlemesi sonucu direnç gelişimi gözlenmektedir . Acinetobacter türlerinde bulunan

kromozomal enzimlerin büyük çoğunluğu Ambler sınıf C içerisinde yeralmakta ve

sefalosporinaz aktivitesi göstermektedir. Bu beta -laktamazlar penisilin ve

sefalosporinlere direnç gelişiminden sorumludur. Yapılan çalışmalarda A. baumannii

izolatlarının %98’inde sefalosporinaz aktivitesi saptanmıştır  (2, 36). Beta-laktamaz

genlerine Acinetobacter cinsi bakterilerde sıklıkla rastlanır (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). Diğer bilinen Acinetobacter beta-laktamaz

enzimleri ACE, TEM-1, 2, CARB-5, ARI-1, 2 olarak belirlenmiştir. Karbapenemlere

direnç gelişiminde ARI-1, 2 karbapenemazlar rol oynayabilse de genelde

karbapenem direnci birçok mekanizmanın bir arada etkisiyle gerçekleşir  (18).

1.7. ANTİBİYOTİK DUYARLILIK TESTLERİ

Antimikrobik ilaçlara karşı duyarlılık birçok yöntemle saptanabilmektedir.

Ülkemizde bakterilerin antib iyotik duyarlılık testlerinde en sık kulanılan standart

CLSI ’dır (37). Bakterilerin antibiyotiklere duyarlılıklarını belirlemede standardize

edilmiş testler üç grupta toplanmaktadır:

1. Diffüzyon yöntemleri

a. Disk diffüzyon testi

b. Agarda diffüzyon testi

2. Dilüsyon yöntemleri

3. E-Test

1.7.1. Disk diffüzyon yöntemi

Mueller-Hinton agar besiyeri, petrilere derinliği 4 mm olacak şekilde dökülür.

Antibiyotik diskleri laboratuarda hazırlanabilir ya da ticari olarak hazır diskler

alınabilmektedir. Diskler, b irbirlerine ve merkeze olan uzaklıkları en az 24 mm

olacak şekilde agar yüzeyine yerleştirilir. Bakteri yoğunluğunun ayarlanması için 0,5

Mc farland bulanıklık standardı kullanılmaktadır. Bakterinin besiyerindeki 24 saatlik

kültüründen alınacak buyyon veya  serum fizyolojik içerisinde hazırlanır. Kontrol

suşları çalışılacak bakteriye göre disk diffüzyon testleri için önerilen kontrol

suşlarıdır. CLSI’nın kontrol suşları için verdiği zon çaplarına uygun zon çapları elde



19

edilirse antibiyotik duyarlılık testler inin standartlara uygun olduğu kesinleşmiş

olmaktadır. Zon çaplarının değerlendir ilmesinde inhibisyon çapları ölçülmekte (disk

çevresinde bakterilerin üremediği dairesel bir inhibisyon alanı), CLSI’nın önerdiği

sınırlara göre duyarlı, orta ve dirençli olac ak şekilde duyarlılık kategorileri

belirlenmiştir (37).

1.7.2. E-Test

Diffüzyon temeline dayanan ancak diskler yerine belirli ve sürekli bir

konsantrasyon değişimi olacak şekilde antibiyotik içeren plastik striplerin

kullanıldığı bir yöntemdir. İnkübasyo n süresi sonunda, elips şeklindeki inhibisyon

alanının stripi kestiği konsantrasyon MİK olarak belirlenir. Bu yöntem özellikle

Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria Gonorrhoea gibi güç

üreyen bakteri türlerinin M İK değerlerinin saptanmasında yaygın olarak

kullanılmaktadır (38).

1.7.3. Dilüsyon yöntemleri:

a. Mikrodilüsyon

b. Makrodilüsyon

c. Agar dilüsyon

Dilüsyon yöntemlerinde standart sayıda bakteri topluluğu (inokulum), iki

katlı dilüsyonlar şeklinde değişen yoğunluklarda antimik robik ajan ile karşılaştırılır.

İnkübasyon süresi sonunda gözle görünür üremeyi engelleyen en düşük antimikrobik

ilaç yoğunluğu saptanır. Buna MİK denir ve mg/L şeklinde ifade edilir. MİK

değerinin duyarlılığı mı yoksa direnci mi temsil ettiğini belirlemek  için, bulunan

konsantrasyon duyarlılık sınırı adı verilen bir değer ile karşılaştırılır. MİK , bu

sınırdan düşük ise mikroorganizma söz konusu ajana "duyarlı" olarak değerlendirilir.

Bunun dışında " az hassas " ve  " dirençli " kategorileri de saptanır ( 39).

1.7.4. Sinerji Testleri

Günümüzde daha yaygın kullanılmaya başlanan antibiyotik

kombinasyonlarında in vitro etkinliğin değerlendirilmesi giderek önem

kazanmaktadır. Antibiyotik kombinasyonlarının birbiri ile olan etkileşimlerini
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gösteren in vitro testlerin tümüne sinerji testleri denir. Antibiyotiklerin birlikte

kullanımında aynı ilaçların tek başlarına kullanımından anlamlı oranda yüksek

etkinlik saptanması sinerjistik etkileşim olarak adlandırılır . Additivite,

kombinasyonun etkinliğinin iki  ilaç tek başına kullanıldığında elde edilen

etkinliklerinin toplamı olarak tanımlanmıştır. İndiferans (İlgisiz) da ise, kullanılan

antibiyotikler arasında etkileşim yoktur ve kombinasyonun etkinliği aslında en aktif

olan ilacın etkinliği kadardır . Kombinasyonun etkisi antibiyotiklerin tek başlarına

görülen etkilerinden anlamlı oranda az ise antagonizmden bahsedilir  (40, 41).

Tablo 5’de in vitro sinerji araştırmada kullanılan testler gösterilmiştir.

Tablo 5. In vitro sinerji testleri

1. Dama tahtası ( Checkerboard ) dilüsyon yöntemleri

a. Mikrodilüsyon

b. Makrodilüsyon

c. Agar dilüsyon

2. Zamana bağlı ölüm yöntemi

3. Disk diffüzyon yöntemi

a. Tek disk diffüzyon yöntemi

b. Çift disk diffüzyon yöntemi

4. E-test yöntemi

1.7.4.1. Dama tahtası (Checkerboard) Dilüsyon Yöntemleri

Rutin laboratuarlarda antibiyotik kombinasyonlarının in vitro etkileşimlerini

ölçmek için en sık kullanılan yöntemlerdir. Diğer sinerji testleri ile

karşılaştırıldığında hem daha kolay uygulanabilir hem de matematiksel hesapları

daha kolaydır. Test sıvı ve katı besiyerlerinde makro ve mik ro dilüsyonlarda

uygulanabilir (40).

1.7.4.1.1. Mikrodilüsyon Dama Tahtası Yöntemi

En yaygın uygulanan tekniktir. Doksan altı çukurlu U tabanlı steril

mikrodilüsyon plakları kullanılarak test edilen antibiyotikler in farklı

konsantrasyonlardaki etkileşimlerinin araştırılmasını temel alan bir testtir. Test

edilecek konsantrasyonlar için MİK değerinin 1/8 -1/16 katı ile 4-8 katını içerecek

şekilde iki katlı seri dilüsyonlar hazırlanır. Bakteri dilüsyonları yapılıp inok üle
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edildikten sonra 35 °C’de 16 -20 saat inkübe edilir. Antibiyotik kombinasyonlarının

etkileşimleri “Fraksiyonel İnhibitör Konsantrasyon” (FİK) değerleri hesaplanarak

saptanır. Her antibiyotiğin FİK değeri antibiyotiklerin kombinasyon halindeki MİK

değerinin antibiyotiklerin tek başına MIK değerlerine bölünerek ayrı ayrı hesaplanır.

Kombinasyon etkinliğini belirleyen toplam FİK değeri ( Σ FİK) iki antibiyotiğin FİK

değerlerinin matematiksel toplamıdır ( 40-42).

1.7.4.1.2. Makrodilüsyon Dama Tahtası Yöntemi

Sıvı besiyeri yerine Mu eller-Hinton agar kullanılır. Antibiyotik

kombinasyonlarını içeren agar besiyeri hazırlanır. Agar yüzeyine 10 4 koloni

(cfu = colony forming unit )/mL bakteri, nokta şeklinde ekilir. Antibiyotik

etkileşimleri Σ FİK hesaplanarak yorumlanır (40-42).

1.7.4.2. Zamana Bağlı Ölüm Yöntemi:

Antibiyotik kombinasyonlarının zamana ve konsantrasyona bağlı bakterisidal

aktivitelerinin belirlenmesinde kullanılır. Test prensibi olarak her iki antibiyotiği

yalnız başına ve kombinasyon halinde içeren tüpler içine son konsantrasyonu 10 5-106

cfu/mL olan bakteri süspansiyonunun 10 -1-10-8 seri dilüsyonları hazırlanarak inoküle

edilir ve 24 saat içinde belirlenen zaman aralıklarında (0, 4, 8, 24. saatler) kantitatif

kültürler alınarak koloni sayımı yapılır. Sinerji, kombinasyonun 24 saatlik koloni

sayısında en etkin ilaca kıyasla 100 kattan daha fazla ( ≥2 log10) azalma görülmesi

olarak tanımlanmıştır. 24 saatlik koloni sayılarında 100 kat ( ≥2 log10) artış

saptanıyorsa antagonizm, < 10 kat de ğişiklik (artma yada azalma ) varsa additif ya da

indifferan etki olarak tanımlanmıştır. Zamana bağlı ölüm yönteminde

kombinasyonun etkinliği, yalnız en etkin antibiyotik ile karşılaştırılarak

değerlendirilir ve diğer antibiyotiğin etkisi yok sayılır. (40-42).

1.7.4.3. Diffüzyon Yöntemleri

Kombinasyonun etkinliğini kalitatif olarak değerlendirmede kullanılır.

a. Tek Disk Diffüzyon: Kombinasyondaki antibiyotiklerden birini bakterinin ¼ MİK

değerine eşit konsantrasyonda içeren ve antibiyotik içermeyen Mueller-Hinton agar
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besiyerlerine 107/ml bakteri süspansiyonu ekimi yapılır. Her iki besiyerine de

kombinasyonda yer alan diğer antibiyotiğin diskleri yerleştirilir. 37°C de bir gece

inkübe edilir. Plaklarda oluşan inhibisyon zonları ölçülerek aradaki fark kı yaslanır

(43).

b. Çift Disk Difüzyon: Kirby Bauer yöntemine göre 0,5 McFarland bulanıklığındaki

bakteri süspansiyonu agar üzerine ekilir. Antibiyotik diskleri arasındaki mesafe her

diskin tek başına oluşturduğu inhibisyon zonunun yarıçapının toplamına eş it ya da

büyük olmalıdır. Disklerin birbirine bakan yüzlerinde inhibisyon zonunun

düzleşmesi antagonizm, genişlemesi sinerji olarak değerlendirilir. Etkileşim

saptanmazsa zon çapları etkilenmez ve indif feran (ilgisiz) olarak değerlendirilir  (43).

1.7.4.5. E-Test Yöntemi

0,5 Mc Farland bulanıklığında bakteri süspansiyonu Mueller-Hinton agara

ekilir. Test edilecek antibiyotik striplerinden biri plağa yerleştirilir ve 35°C’de 30

dakika bekletilir. Bu strip steril bir pens yardımıyla yerinden kaldırılır ve a tılır. Diğer

antibiyotik stripi de atılan stripin izi üzerine gelec ek şekilde plağa yerleştirilir

(42, 43).

Sinerji testleri, uygulamadaki zorluklar, yöntemin ve değerlendirmenin

standardize edilememiş olması nedeniyle rutinde sık kullanılma zlar. Genellikle yeni

bir antibiyotiğin etkisini incelemede araştırma amaçlı kullanılırlar.

1.8. ANTİBİYOTİKLER VE ÖZELLİKLERİ

1.8.1. İmipenem

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. İMİPENEM

Karbapenem grubu antibiyotiktir. Bilinen en geniş spektrumlu antibiyotik

olan imipenemin gram-pozitif, gram-negatif, aerob ve anaerob mikroorganizmaları

içine alan çok geniş bir etki spektrumu vardır. Çeşitli ciddi enfeksiyonların

tedavisinde son derece etkin bir monoterapötik ajandır ve in vitro olarak imipenem,

klinik olarak önem taşıyan bakterilerin çoğuna etkilidir. İnsan hücresi içine

penetrasyonu iyi olmadığı için intrasellüler patojenlere bağlı enfeksiyonların

tedavisinde uygun bir ilaç değildir. Bir beta-laktam halkası içermekle birlikte diğer

beta-laktam antibiyotiklerden farklı olarak sis konfigürasyonundaki açil amino yan

zincirinin yerine trans konfigürasyonunda hidroksietil yan zinciri içerir. Trans

konformasyonu imipenemin beta -laktamaz dayanıklığını sağlar. Penisilin ve

sefalosporinlerden farklı olarak a -halkasında sülfür atomunda metilen ( -CH2-) yapısı

içerir. Bu yapı karbapenemlerin bakteri hücresindeki hedef proteinlere bağlanmasını

arttırır. Bu da antibiyotiğin etki spektrumunu  genişletir ve antibakteriyel gücünü

arttırır. Molekül ağırlığının düşük olması bakterinin hücre membranından girişini

kolaylaştırır. Penem halkasında bulunan alkil tiyo yan zinciri ise P. aeriginosa’ya

etkinliği sağlamaktadır.

İmipenem bu olağan üstü gen iş etki spektrumuna ve beta -laktamaz direncine

karşın, böbrekte ileri derecede enzimatik yıkıma uğrar. Metaboliti nefrotoksik bir

ajan olduğundan tek başına kullanılamaz. Bir dehidropeptidaz-1 (DHP-1) inhibitörü

olan silastatin ile kombine edilere k kullanımı gerekmektedir. Silastatin sodyum,

DHP-1’in kompetitif, reversibl ve özgül inhibitörüdür . Diğer beta-laktam

antibiyotikler gibi bakteri hücre duvar sentezini inhibe ederek etki eder, bakterisidal

etkilidir. İmipenem gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin yüksek molekül

ağırlıklı PBP’lerine yüksek bir afinite ile bağlanır. Bağlanma ilk önce PBP2’ye ve

arkasından da PBP1a’ya olur. PBP1’e bağlanması gram -pozitif ve gram-negatif

bakterilerde hücrelerin daha hızlı lizisine yol açar ( 44-46). Tüm vücut sıvılarında

hızla dağılır.

1.8.2. MEROPENEM

İmipenemden sonra kullanıma girmiş karbapenem grubu antibiyotiktir.

İmipenemin aksine insan böbrek DHP-1 enzimine karşı çok yüksek stabilite gösterir.
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Klinik olarak önemli olan hemen tüm aerobik ve anaerobik bakter ilere karşı son

derece etkilidir. PBP2, hem imipenemin hem de meropenemin başlıca hedefidir.

Ancak meropenem, P. aeruginosa ve E. coli’nin PBP2 ve 3’üne daha büyük bir

afinite gösterir. Meropenem, stafilokoklara ait enzimler ve gram -negatif

bakterilerdeki karbapenemazlar hariç diğer tüm beta -laktamazların hidrolizine karşı

dayanıklıdır. Karbapenemlerden imipenem, gram -pozitif organizmalara karşı daha

etkili gözükürken meropenem, gram -negatiflere özellikle de P. aeruginosa’ya daha

etkilidir. Meropenem için asıl hedef P. aeruginosa’daki PBP3’dür (47,48).

1.8.3. SEFOPERAZON-SULBAKTAM

Sefoperazon sodyum, kristal, yalnız parenteral kullanılan, yarısentetik geniş

spektrumlu bir sefalosporin grubu antibiyotiktir. Diğer  sefalosporinlerden farklı

olarak piperazin yan zinciri içerir, bu nedenle antipsödomonal aktiviteye sahiptir.

Vücut sıvılarında dağılımı oldukça iyidir ancak sağlam meninkslerden geçişi oldukça

kötüdür. Yüksek oranda plazma proteinlerine bağlanır; %70 oranında safra, %30

oranında idrar yolu ile atıl ır. (Sefoperazon sodyum/sulbaktam sodyum, kristal

kombinasyonu olup, serbest sulbaktam ve sefoperazon olarak 1:1 oranında

hazırlanmıştır. Sefoperazon-sulbaktam ile verilen sulbaktam dozunun  yaklaşık %

84’ü ve sefoperazon dozunun %25’i böbreklerden ıtrah ol ur. Sefoperazon 3. kuşak

bir sefalosporindir ve aktif çoğalma döneminde hücre duvarı mukopeptid

biyosentezini inhibe ederek duyarlı organizmalara karşı etkin olur. Daha çok

gram-negatif mikroorganizmalar başta olmak üzere hemen hemen tüm gram-pozitif

ve negatif, aerob ve anaerob bakterilere karşı etkinliği mevcuttur. P. aeruginosa’ya

karşı yüksek aktivite gösterir. Acinetobacter türlerine karşı etkinliği azdır ancak

sulbaktamla 1:1 oranında kombine formu Acinetobacter türlerine oldukça etkilidi r

(49, 50).

1.8.4. KOLİSTİN

Polimiksinler kimyasal olarak 5 farklı birleşiği içeren (polimiksin A -E)

polipeptid antibiyotiklerdir ve bu grup 1947 yılında bulunmuştur. Klinik pratikte

sadece polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) kullanılmıştır. 1950 -1980 arası

kullanılmıştır ve 1980’lerde nefrotoksisitesi nedeniyle kullanımı oldukça azalmıştır
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ve 2000’li yıllara gelinceye kadar kullanımı sadece kistik fibroz hastalarında ÇİD

gram negatif basillerle oluşan akciğer enfeksiyonları ile sınırlanmıştır. Ticari olarak

kolistinin 2 formu mevcuttur. Bu formlar kolistin sülfat ve kolistimetat sodyumdur

ve kolistimetat sodyum kolistin sülfata göre daha az etkili ve daha az toksiktir.

Kolistin sülfat barsak dekontaminasyonu için oral ve bakteriyel cilt enfeksiyonla rı

için topikal olarak kulanılır. Kolistimetat sodyumun parenteral kullanım için ticari

formu mevcuttur ve intravenöz, intramüsküler ve nebulizasyon şeklinde

uygulanabilir.

Kolistinin hedefi bakteri hücre membranıdır. Katyonik bir peptid olan kolistin

ile gram-negatif bakterilerin dış membranlarındaki anyonik LPS molekülleri

elektrostatik ilişkiye girerler ve hücre membranında düzensizliğe yol açarlar.

Kolistin, LPS moleküllerini stabil halde tutan magnezyum ve kalsiyumun yerini

değiştirerek dış membranda  bozulmaya ve oluşan permeabilite bozukluğu bakterinin

ölümüne neden olur. Kolistinin antibakteriyel etkisine ek olarak anti -endotoksin

aktivitesi de vardır ve LPS’yi nötralize eder. Kolistin sülfat ve kolistimetat sodyum

konsantrasyona bağımlı olarak etki  göstermektedirler. Verilişten sonraki ilk 24 saat

içinde %60 oranında idrar ile değişmeden atıldığı saptanmıştır. Kolistin klirensi

böbrek dışı yollar ile olmakla birlikte tam olarak aydınlatılamamıştır .

Kolistin; Acinetobacter türleri, P. aeruginosa, Klebsiella türleri, Enterobacter

türleri, E. coli, Salmonella türleri, Shigella türleri, Citrobacter türleri, Yersinia

pseudotuberculosis, Morganella morganii ve Haemophilus influenzae ’ya karşı

bakterisidal etki gösterir. Stenotrophomonas maltophilia  suşlarına da etkili olduğu

gösterilmiştir. Gram negatif bakterilerde mutasyon ya da adaptasyon yolu ile bu

antibiyotiğe karşı direnç gelişebilmektedir (51, 52).

1.8.5. RİFAMPİSİN

Rifampisin, Streptomyces mediterranei ’den elde edilen rifamisinin

semisentetik bir türevidir. Bakterisid etkili bir antibiyotiktir. Etkisini DNA’ya

bağımlı RNA polimerazı inhibe ederek gösterir. Klinik uygulamalarda kullanılan

dozlarda memelilerdeki RNA sentezini bozmaz. Rifampisin, çok sayıda bakteriye

karşı bakterisidal aktivite gö sterir. Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium

leprae, koagülaz-negatif ve koagülaz-pozitif stafilokoklar , S. pneumoniae ve diğer
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streptokoklara etkilidir. Ayrıca, N. meningitidis, N. gonorrhoeae ve Haemophilus

influenzae rifampisinin en etkili olduğu  gram-negatif bakterilerdir. Rifampisin

Brucella cinsi bakterilere de etkilidir. Legionella pneumophila ’ya karşı bilinen en

aktif ajandır. Clostridium difficile ’ye in vitro vankomisin kadar etkilidir. Chlamydia

trachomatis, Chlamydia psittaci  ve Rhodococcus equi’ye karşı en aktif ajanlardan

biridir. Bununla birlikte Ureaplasma urealyticum ve Treponema pallidum  bu ilaca

karşı genellikle dirençlidir. Rifampisin birçok Enterobacteriaceae üyesi, bazı

Pseudomonas ve Acinetobacter suşlarını inhibe ettği halde bu bakteriler, özellikle tek

başına kullanıldığında ilaca çabuk direnç kazanır (53).

1.8.6. DOKSİSİKLİN

Tetrasiklinler, geniş etki spektrumlu bakteriyostatik antibiyotiklerdir ve

bakteri ribozomunun 30S alt ünitesine bağlanarak protein sentezini inhibe ede rler.

Gram-pozitif, gram-negatif, aerobik ve anaerobik bakterilere, spiroketlere,

mikoplazma, riketsiya, klamidya ve bazı protozoonlara etkili geniş spektrumlu

antibiyotiklerdir. Doksisiklin yarı sentetik ikinci jenerasyon uzun etkili

tetrasiklinlerdendir ve günümüzde güvenilir birer antibiyotik olarak sıkça kullanılır.

Kimyasal yapıları yönüyle orjinal tetrasiklinlerden bazı farklılıkları vardır. Bu durum

antibakteriyel açıdan fazla bir özellik kazandırmazken, farmakokinetik açıdan bazı

avantajlar sağlar. Özellikle lipofilisitesi önemli oranda değişir. Lipofilisitelesinin

yüksek olması biyolojik membranlardan kolayca geçmelerini, dolayısıyla dokulara

daha iyi penetre olmalarını sağlar . Biyoyararlanımı ortalama %80 -90’dır. Doksisiklin

renal klirensi en düşük ve biyolojik yarı ömrü en uzun tetrasiklin türevi olup,

mikrobiyolojik olarak inaktif formda dışkı ile atılır.

Tetrasiklinlerin antimikrobik etki spektrumu birbiriyle çok benzerdir.

Minosiklin ve doksisiklin lipofilik olduklarından en aktif olan tetrasi klinlerdir. Ek

olarak stafilokoklar, bazı streptokoklar, gonokok , meningokok, Brucella,

Camphylobacter türleri, aktinomiçes, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes ,

Francisella ve Burgholderia pseudomallei, P . pseudomallei tetrasiklinlere duyarlıdır.

B. fragilis ve klostridyumlara etkilidir. Entamoeba histolytica  ve Plasmodium gibi

protozoerlere de sınırlı etkinlik gösterir. Tetrasiklinlerin çoğu anaerop

mikroorganizmalara da etki gösterir. Borrelia burgdorferi  gibi patojen spiroketler
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tetrasiklinlere duyarlıdır. Vibrio cholerae  ve diğer Vibrio’ların tedavisinde önemli

yere sahiptir. Ancak, Salmonella, Shigella ve Vibrio türlerinde giderek artan oranda

direnç söz konusudur. Tetrasiklinlere karşı oluşan direnç hem gram -negatifler hem

de gram-pozitifler arasında yaygındır. Tetrasiklin türlerinden birine direnç gelişirse

diğerleri de bu dirençten etkilenir, ancak bu çapraz dirençten en az etkilenenler

doksisiklin ve minosiklindir (54, 55).

.
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2. GEREÇ-YÖNTEM

Bu çalışma, Ocak 2006 ile Mart 2008 tarihleri arasında, Fırat Üniversitesi Tıp

Fakültesi Hastanesi YBÜ’’nde CDC tanı kriterlerine göre HE’u tanısı almış

hastalardan Enfeksiyon Hastalıkları Laboratuarı’nda etken olarak izole edilen ve ÇİD

olduğu saptanan 118’i P. aeruginosa ve 36’sı A. baumannii olmak üzere 154 adet

bakteri üzerinde yapıldı. Mikroorganizmaların 115’i endotrakeal aspirat (ETA), 21’i

idrar, 12’si kan, 6’sı yara kültür  örneklerinden den izole edildi. Üçüncü kuşak

sefalosporinlere (seftriakson, sefaperazon, seftazidim, sefotaksim, sefepim),

kinolonlara (siprofloksasin, levofloksasin), üreidopenisilinlere (piperasilin),

aminoglikozidlere (amikasin, gentamisin), karbapenemler (meropenem,

imipenem)’den en az ikisine dirençli olanlar ÇİD; seftazidim,  sefepim, imipenem,

meropenem, piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin ve levofloksasine azalmış

duyarlılık ise tüm antibiyotiklere dirençli (pan -rezistans) olarak kabul edildi. ÇİD

olarak belirlenen 154 bakterinin kolistin, meropenem, imipenem, doksisiklin ,

rifampisine duyarlılıkları CLSI önerilerine göre broth mikrodilüsyon yöntemi ile

araştırıldı. Yine kolistin için farklı MİK değerlerine sahip olan P. aeruginosa’nın 10,

A. baumannii’nin 7 suşu sinerji çalışması için seçil di. Kolistin+rifampisin,

kolistin+meropenem ve kolistin+imipenem kombinasyonlarının kullanıldığı

sinerjistik aktivite düzeyleri dama tahtası mikrodilüsyon metodu kullanılarak

değerlendirildi.

2.1. Klinik Örneklerin İdentifikasyonu:

Hastalardan usulüne uygun olarak alınan kan, ETA, idrar kültür örneklerinin

%5 koyun kanlı agar ve Eosin Metilen Blue (EMB) agara ekimi yapıldı. Klinik

örnekler aerobik koşullarda 37°C ’de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi

sonunda EMB besiyerinde üreyen bakterilerin koloni morfolojileri, üreme özellik leri,

oksidaz ve katalaz aktiviteleri, gram boyama ve biyokimyasal özellikleri incelendi.

Laktoz negatif olan kolonilerin gram boyama ile gram -negatif oldukları gösterildi.

Üreyen mikroorganizmalar için oksidaz deneyi yapıldı. Glukozdan asit ve gaz

oluşturma, sukroz ve laktoza, hareket besiyerine etki ve H 2S oluşturma özelliklerini

incelemek için üç şekerli demirli besiyerine (TSİ), indol, metil kırmızısı ve Voges

Proskauer, sitrat tüketimi ve üreye etkilerini araştırmak için de ilgili besiyerlerine
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ekimler yapıldı. 24 saatlik inkübasyon sonrası suşlar değerlendirmeye alındı ( 56).

Oksidaz testi pozitif olan, TSİ besiyerinde dipte ve yatıkta alkali reaksiyon veren,

Simmon’s sitrat pozitif, hareket besiyerinde aerob ortamda kirpik oluşumu daha iyi

olduğundan yüzeyde hareketli görünen, indol ve metil red reaksiyonu negatif

bakteriler P. aeruginosa olarak isimlendirildi. Oksidaz deneyi negatif, TSİ

besiyerinde dipte ve yatıkta alkali reaksiyon veren, Simmon ’s sitrat pozitif, hareket

besiyerinde hareketsiz olarak tesbit edilen, indol ve metil kırmızısı testi negatif

bakteriler A. baumannii olarak isimlendirildi . Oksidaz testi pozitif olanlar ve oksidaz

testi negatif olanlardan TSİ ile identifiye edilemeyenler ise API 20E (Biomerieux SA

Marcy-l'Etoile Fransa) otomat ize ticari kitleri ile identifiye edildi. Bu yöntemlerle

P. aeruginosa ve A. baumannii olarak identifiye edilen 154 suş mikrobanklara

(saklama besiyeri) alınarak çalışma gününe kadar -20 °C’de bekletildi. Çalışmaya

başlamadan önce tüm suşlar saflık açısından kontrol edildi.

2.2. Antibiyotik Duyarlılık Testleri

2.2.1. Disk Diffüzyon Testi

P. aeruginosa ve A. baumannii olarak identifiye edilen suşların

antibiyotiklere karşı duyarlılığı CLSI önerileri doğrultusunda Kirby -Bauer disk

diffüzyon yöntemi ile Mueller-Hinton agarda ticari antibiyotik diskleri kullanılarak

yapıldı. Steril, tek kullanımlık, 9 cm çaplı petri plaklarına 4 mm yükseklikte besiyeri

olacak şekilde Mueller-Hinton agar döküldü. Kullanıma kadar buzdolabında

bekletildi. Bakterilerin taze plak kültüründen 5 –10 koloni alınıp 1 mililitrelik triptik

soy buyyon besiyerine ekim yapıldı. Bakteriler sıvı besiyerinde 4 -5 saat enkübe

edildikten sonra McFarland 0.5 standardı yoğunluğunda olacak şekilde hazırlanan

bakteri süspansiyonu besiyerinin yüzeyine yayıldı. Standart antibiyotik diskleri bir

petri kutusuna kenardan 15 mm, birbirinden 25 –30 mm uzaklıkta olacak şekilde

yerleştirildi. 35–37ºC’de 18–24 saatlik inkübasyondan sonra inhibisyon zon çapları

ölçülerek duyarlılık ve dirençlili k durumları değerlendirildi (37).

Suşların antibiyotik duyarlılığını 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



30

(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 kullanıldı.

2..2.2. Çok İlaca Dirençli P. aeruginosa ve A. baumannii Bakterilerinin

Antibiyotik Duyarlılıklarının Araştırılması:

Çok ilaca dirençli olarak belirlenen 154 bakterinin kolistin, meropenem,

imipenem, doksisiklin, rifampisin  ve sefoperazon-sulbaktama karşı duyarlılıkları

CLSI önerilerine göre broth mikrodilüsyon yöntemi ile araştırıldı. Bu yöntemde

kullanılmak üzere doksisiklin (Sigma -Aldrich, St. Louis, Mo, MO), rifampisin

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, ABD), meropenem (Astr a-Zeneca, Zuben,

Switzerland), kolistin (Sigma -Aldrich, St. Louis, Mo, ABD), imipenem (Merck

Sharp & Dohme, ABD) antibiyotiklerinin toz hammaddeleri üretici firmalardan

temin edildi. İzolatlar 96 kuyucuklu steril polistren mikroplaklarda çalışıldı. Besiyer i

olarak Mueller-Hinton buyyon besiyeri ve kontrol suşları olarak E .coli ATCC 25922

ve P. aeruginosa ATCC 27853 kullanıldı.

Şekil 1: Bir P. aeruginosa suşunda ÇİD’in çift disk sinerji yöntemi ile belirlenmesi

2.2.3. Broth Mikrodilüsyon Testi

Taze kültürlerden alınan kolonilerden son konsantrasyon 5x10 5 cfu/ml olacak

şekilde serum fizyolojik içerisinde McFarland 0.5 standardına uygun olarak bakteri

süspansiyonları hazırlandı. İmipenem ve meropenem için çözücü ve dilüent olarak
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distile su kullanıldı ve başlangıç konsantrasyonları 128 µg/ml olacak şekilde dilüe

edildi. Sefoperazon-sulbaktam çalışılırken her iki preparat için çözücü ve dilüent

olarak distile su kullanıldı, başlangıç konsantrasyonları 256 ve 256 µg/ml olacak

şekilde dilüe edildi ve 1:1 oran ı sağlanacak şekilde karıştırıldı. Doksisiklin için

çözücü olarak su kullanıldı ve başlangıç konsantrasyonu 64 µg/ml olacak şekilde

dilüe edildi. Kolistin için çözücü ve dilüent olarak distile su kullanıldı ve başlangıç

konsantrasyonu 32 µg/ml olacak şekil de dilüe edildi. Rifampisin için ise çözücü

olarak metanol ve dilüent olarak su kullanılarak karıştırıldı ve başlangıç

konsantrasyonu 64 µg/ml olacak şekilde ayarlandı. Çalışılan antibiyotiklerin stok

solüsyonlarının hazırlanması için gereken miktarları aş ağıdaki formüle göre

hesaplandı.

Ağırlık =  Hacim (ml) x Konsantras yon (µg/ ml) / Potens  (µg/ ml )

Çalışmada 96 kuyucuklu mikroplaktaki her kuyucuğa steril otomatik

mikropipetler kullanılarak başlangıçta 50 µl M ueller-Hinton Broth konuldu. Daha

sonra ilk kuyucuklara antibiyotiklerin başlangıç solüsyonlarından 50 µl konuldu ve

12. kuyucuğa kadar seri dilüsyonlar yapıldı. Son olarak tüm kuyucuklara 50 µl

bakteri süspansiyonu eklendi ve kuyucuklardaki bakteri inokulumunun son

konsantrasyonunun 5x10 5 cfu/ml olması sağlandı. Sonuçta antibiyotik dilüsyonları

imipenem ve meropenem için 128 -0.0625 µg/ml, doksisiklin ve rifampisin için

64-0.03125 µg/ml, kolistin ve azitromisin için 32 -0.01562 µg/ml olarak oluşturuldu.

Her suş için antibiyotik içermeyen bakteri kontrolü ve besiyeri kontrolü yapıldı.

Mikroplakların üzeri kapatılarak 35°C’de 18 -24 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda

plaklardaki kuyucuklarda üreme veya ürememe durumları gözle görülebilir

bulanıklığın tespiti ile yapıldı. MİK, gözle görülür üremenin olmadığı en düşük

antibiyotik konsantrasyonu olarak tanımlandı. İzolatların %50’sini inhibe eden en

düşük antibiyotik konsantrasyonu MİK 50, %90’nını inhibe eden en düşük

konsantrasyon ise MİK90 olarak tanımlandı. Antibiyotik duyarlılık sınırları NC CLS

M100-S18’egöre 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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Şekil 2. Mikrodilüsyon testi. Bulanıklığın izlenmesi ve MİK değerlerinin saptanması

Kullanılan antibiyotikler için duyarlı lık kriterleri Tablo 6’da verilmiştir.

Tablo 6. Kullanılan antibiyotikler için duyarlılık kriterleri

Antibiyotikler Duyarlılık (µg/ml)

Hassas Az Hassas Dirençli

Meropenem ≤4 8 ≥16

İmipenem ≤4 8 ≥16

P. aeruginosa ≤2 4 ≥8
Kolistin

A .baumannii ≤2 - ≥4

Doksisiklin ≤4 8 ≥16

Rifampisin ≤4 - ≥4

Sefoperazon-sulbaktam ≤16/16 32/32 ≥64/64

2.2.4. Sinerji Testi

Kolistin için farklı MİK değerlerine sahip olan P. aeruginosa’nın 10,

A. baumannii’nin 7 suşu sinerji çalışması için seçil di. Sinerjistik aktivite düzeyleri

dama tahtası mikrodilüsyon metodu kullanılar ak değerlendirildi. Kombinasyon
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olarak kolistin+rifampisin, kolistin+meropenem ve kolistin+imipenem

kombinasyonları kullanıldı.

Bakteri süspansiyonları serum fizyolojik içerisinde 0.5 McFarland

standardına uygun olarak hazırlandı. Her bir mikroorganizma için yine 96 çukurlu 2

mikroplak kullanıldı ve bunlar alt alta yerleştirildi. Mikroplaklara yukardan aşağı

doğru A’dan K’ya, soldan sağa doğru ise 1’den 12’ye kadar numara verildi. Her

antibiyotik kombinasyonu için başlangıç konsantrasyonu 256 µg/ml olacak  şekilde

düzenlendi. Mikroplaklara A1 (birinci kuyucuk) hariç diğer kuyucuklara 50’şer µl

Mueller-Hinton Broth konuldu. Antibiyotikler 1 ve 2 olarak işaretlendi. Antibiyotik

1’den (Ab 1) birinci kuyucuğa 100 µl, 1. kolondaki diğer kuyucuklara 50’şer µl

konuldu. 1’den 11’e kadar 50’şer µl aktarılarak seri sulandırım yapıldı (12’nci

kuyucuk hariç tutuldu) ve son kuyucukdan 50 µl dışarı atıldı.  2. antibiyotik (A2)’den

A sütunundaki tüm çukurlara (12 dahil)  50’şer µl konuldu. A’dan K’ya kadar

(L hariç) 50’şer µl aktarılarak seri sulandırım yapıldı ve son kuyucukdan 50 µl dışarı

atıldı. Son olarak her kuyucuğa bakteri süspansiyonundan 50 µl konuldu.

Mikroplakların üzeri kapatılarak 35°C ’de 18-24 saat inkübasyon sonrası A1’in

MİK’i L sütunundan A2 ‘nin MİK’i ise 12. kolondan okundu. Antibiyotikler

arasındaki etkileşimi değerlendirmede FİK değeri hesaplandı. FİK indeksi

hesaplamada aşağıdaki formül kullanıldı.

FİKA (A antibiyotiği için) = Kombinasyonda MİKA /tek başına MİKA

 FİKB (B antibiyotiği için) = kombinasyonda MİKB /tek başına MİKB

 FİK indeksi = FİKA + FİKB

FİK indeksi aşağıdaki gibi antibiyotik etkileşimlerini karakterize et mede

kullanıldı.

FİK ≤ 0.5 sinerjistik; 0.5 < FİK < 1 kısmen sinerjistik; FİK = 1 additif;

1< FİK ≤ 4 indifferan;  FİK > 4 ise antogonizm olarak değerlendirildi.
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3. BULGULAR

Örneklerin izole edildiği olguların 86’sı erkek (%55.8), 68’i (%44.1)

kadınlardan oluşmaktaydı. Olguların yaşları 8 -86 (ortalama yaş) arasında

değişmekteydi.

3.1. Örnekler

ÇİD toplam 154 suş YBÜ’de yatarak tedavi gören hastaların idrar, kan, ETA

ve yara materyali örneklerinden izole edil di. Bir hastadan birden çok kez elde edilen

ve aynı fenotipik özellikler gösteren suşlardan sadece bir tanesi çalışmaya dâhil

edildi. Bu ÇİD suşların izole edildikleri klinik örnekler tablo 7’de gösterilmiştir.

Tablo 7.

Klinik Örnek Sayı (n) %

ETA 115 74.7

İdrar 21 13.6

Kan 12 7.8

Yara materyali

Cerrahi yara materyali 5 3.2

Subclavian kateter ucu 1 0.7

Toplam 154

Çok ilaca dirençli suşların kolistin, meropenem, imipenem, doksisiklin,

rifampisin ve sefoperazon-sulbaktam antibiyotiklerine karşı duyarlılıkları Tablo 8’de

sunulmuştur.

Tablo 8. Çalışılan antibiyotiklere karşı duyarlı suş sayısı ve antibiyotiklerin duyarlılık

oranları.

KOL MEM İPM RİF 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 (41.5)

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)

Kısaltmalar: KOL: Kolistin, MEM: Meropenem, İPM: Imipenem, RİF: Rifampisin,

DOK: Doksisiklin, SES: Sefoperazon-sulbaktam
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Bu çalışmada kolistin, gerek P. aeruginosa gerekse A. baumannii’ye karşı

sırasıyla %83.8 ve %86.1 duyarlılık oranlarıyla en yüksek duyarlılığa sahip

antibiyotik olarak bulundu. P. aeruginosa’ya karşı meropenem daha etkili iken

(%46.6’ya karşı %59.3.) A. baumannii’ye karşı imipenem meropenemden daha etkili

olarak tespit edildi (sırasıyla %69.5, %55.5). Rifampisin ve doksisiklin grubu

antibiyotiklerden ise her iki mikroorganizmaya karşı doksisiklin daha etkili saptandı

(P. aeruginosa için %11’e.karşı %51.7 ve A. baumannii için %66.7’ye karşı %75).

Meropeneme dirençli 16 suşun 12’si imipenem e, 31’i sefoperazon-sulbaktama

dirençli olarak saptandı.

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

imipenem ve meropenem arasındaki ilişki

Kısatmalar: KOL+RİF= Kolistin+rifampisin, KOL+İMP= Kolistin+imipenem,

KOL+MEM= Kolistin+meropenem

P. aeruginosa ve A. baumannii için en etkili kombinasyon kolistin+rifampisin

kombinasyonu olarak saptandı. KOL -RİF kombinasyonu test edilen 10

P. aeruginosa suşunun 4’üne sinerjistik, 4’üne karşı kısmen sinerjistik, 2’sine karşı

additif etkiye sahip iken indifferan (ilgisiz) ve antagonistik etki gözlenmedi. Bu

kombinasyon A. baumannii’de ise 7 suşun 6’sına karşı sinerjistik, 1’ine karşı kısmen

sinerjistik etkili iken, additif, indifferan ve antagonistik etki gözlenmedi. KOL -İMP

ve KOL-MEM kombinasyonu A. baumannii’ye karşı P. aeruginosa’dan daha etkili

olarak saptandı.

Sinerjistik

n (%)

Kısmen
sinerjistik

n (%)

Additif

n (%)

indifferan

n (%)

Antagonizm

n(%)

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

KOL-İMP 1 (10) 3 (30) 3 (30) 3 (30) -

KOL-MEM 2 (20) 1 (10) 3 (30) 4 (40) -

A.baumannii KOL-RİF 6 (85.8) 1 (14.3) - - -

KOL-İMP 4 (57.2) 1 (14.3) 2 (28.6) -

KOL-MEM 4 (57.2) 1 (14.3) 2 (28.6) - -
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3.2. Kolistinin MİK Düzeyleri: Kolistinin MİK düzeyleri şekil 3 ve 4’de

sunulmuştur.
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Şekil 3. P. aeruginosa suşlarında kolistinin MİK düzeyleri
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Şekil 4. A. baumannii suşlarında kolistinin MİK düzeyleri
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3.3. Meropenemin MİK Düzeyleri: Meropenemin MİK düzeyleri şekil 5 ve 6’da

sunulmuştur.
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Şekil 5. P. aeruginosa suşlarında meropenemin MİK düzeyleri
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Şekil 6. A.baumannii suşlarında meropenemin MİK düzeyleri
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3.4. İmipenemin MİK Düzeyleri: İmipenemin MİK düzeyleri şekil 7 ve 8’de

sunulmuştur.
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Şekil 7. P. aeruginosa suşlarında imipenemin MİK düzeyleri
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Şekil 8. A. baumannii suşlarında imipenemin MİK düzeyleri
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3.5. Rifampisinin MİK Düzeyleri: Rifampisinin MİK düzeyleri şekil 9 ve 10’da

sunulmuştur.
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Şekil 9. P. aeruginosa suşlarında rifampisinin MİK düzeyleri
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Şekil 10. A. baumannii suşlarında rifampisinin  MİK düzeyleri
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3.6. Doksisiklinin MİK Düzeyleri:  Doksisiklinin MİK düzeyleri şekil 11 ve 12’de

sunulmuştur.
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Şekil 11. P. aeruginosa suşlarında doksisiklinin MİK düzeyleri
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Şekil 12. A. baumannii suşlarında doksisiklinin MİK düzeyleri
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3.7. Sefoperazon-sulbaktamın MİK Düzeyleri:  Sefoperazon-sulbaktamın MİK

düzeyleri şekil 13 ve 14’de sunulmuştur.
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Şekil 13. P. aeruginosa suşlarında sefoperazon-sulbaktamın MİK düzeyleri
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Şekil 14. A. baumannii suşlarında sefoperazon-sulbaktamın MİK düzeyleri



42

3.8. 1.Kolistin+Rifampisin kombinasyonunda FİK Düzeyleri
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Şekil 15. P. aeruginosa suşlarında KOL+RİF kombinasyonunun FİK düzeyleri
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Şekil 16. A. baumannii suşlarında KOL+RİF kombinasyonunun FİK düzeyleri



43

3.8. 2. Kolistin+Meropenem kombinasyonunda FİK Düzeyleri
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Şekil 17. P. aeruginosa suşlarında KOL+MEM kombinasyonunun FİK düzeyleri
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Şekil 18. A. baumannii suşlarında KOL+MEM kombinasyonunun FİK düzeyleri
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3.8.3. Kolistin+İmipenem kombinasyonunda FİK Düzeyleri
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Şekil 19. P .aeruginosa suşlarında KOL+İPM kombinasyonunun FİK düzeyleri
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Şekil 20. A. baumannii suşlarında KOL+İPM kombinasyonunun FİK düzeyleri
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Tablo 10. Çalışılan antibiyotiklerin MİK ortanca, MİK 50, MİK90 değerleri ve MİK sınırları

MİK ortanca
 değer (µg/ml)

MİK50
(µg/ml)

MİK90
(µg/ml)

MİK
sınırları

PA 1 2 4 0.5/8Kolistin AB 2 2 4 0.5/8
PA 4 4 32 0.5/128Meropenem AB 4 4 64 1/128
PA 8 8 32 0.25/128İmipenem AB 2 2 8 0.25/64
PA 32 32 128 1/128Sefoperazon-

sulbaktam AB 32 32 128 2/128
PA 4 4 8 2/32Doksisiklin AB 1 1 16 0.25/64
PA 8 8 16 4/32Rifampisin AB 4 4 32 1/64

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

MİK50, MİK90 değerlerine bakıldığında; kolistin için MİK 50/MİK90 değerleri

hem P. aeruginosa hem de A. baumannii için 2/4 µg/ml olup MİK50 değeri duyarlılık

sınırları içerisinde iken, MİK 90 değeri az hassas sınırında tespit edildi. Meropenemin

her iki mikroorganizma için MİK 50 ve MİK ortanca değeri duyarlılık sınırları

içerisinde iken MİK90 değeri dirençlilik sınırı içerisinde ölçüldü . İmipenemin

P. aeruginosa için MİK50 ve MİK ortanca değeri az hassas sınırında, MİK 90 değeri

dirençlilik sınırı içerisinde iken; A. baumannii için MİK50 ve MİK ortanca değeri

duyarlılık sınırları içerisinde, MİK 90 değeri az hassas sınırı içerisinde idi.

Sefoperazon-sulbaktamın her iki mikroorganizma için de MİK 50/ MİK90 ve MİK

ortanca değerleri dirençlilik sınırında saptandı. Doksisiklin için MİK50 ve MİK

ortanca değeri duyarlılık sınırında, MİK 90 ise dirençlilik sınırında tespit edildi.

Rifampisinin MİK50 ve MİK ortanca değerleri P. aeruginosa için az hassas sınırında,

A. baumannii için ise duyarlılık sınırında iken; MİK90 değeri dirençlilik sınırı

içerisinde saptandı.
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4. TARTIŞMA

Hastane enfeksiyonları yüksek morbidite, mortalite oranları ve ek tedavi

maliyeti nedeni ile günümüzün en önemli halk sağlığı sorunlarından biridir. Gelişmiş

ülkelerde HE sıklığı %5-10 arasında görülürken, gelişmekte olan ülkelerde bu oran

%25’e kadar yükselmektedir ( 57). GSBL üreten suşların çoğu hastane kökenli olup

toplum kökenli suşlarda bu enzimin üretimi daha az görülmektedir. Özellikle hastane

ortamında GSBL üreten bakteri kolonizasyonları görülmekte ve hastane kaynaklı

salgınlara neden olmaktadır (29).

Nonfermentatif gram-negatif basiller özellikle YBÜ’lerinde önemli

oportunistik nozokomiyal patojenlerdir. Hastanedeki yatakların %10’unu oluşturan

YBÜ’leri, tüm HE’larının %20-25’inin geliştiği birimlerdir ( 58). P. aeruginosa ve

Acinetobacter suşları HE etkenleri arasında giderek daha sık görülen ve direnç

nedeni ile tedavisi sorun oluşturan mikroorganizmalardır ( 59)

Latin Amerika ülkelerini kapsayan çok merke zli bir çalışmada, 5 yıllık süre

içinde karbapenemlerin de içinde bulunduğu antipseudomonal ajanlara karşı direncin

yıllara göre artış gösterdiği ve direnç oranının %40’a ulaştığı belirlenmiştir ( 60).

Ülkemizde 16 farklı merkezi kapsayan bir çalışmada, YB Ü’lerinde

P. aeruginosa suşlarında %52, Acinetobacter suşlarında %46 oranlarında imipenem

direnci görülmesi, YBÜ’lerindeki direnç problemini ortaya koyması bakımından

önemlidir (61).

P. aeruginosa suşlarının klinik örneklere göre dağılımına bakıldığında Akçay

ve ark.’nın (62) çalışmalarında ilk sırayı trakeal aspiratlar almaktadır. Tunçbilek ve

ark. (63) 94 P. aeruginosa suşunun 64’ünün yara yeri, 26’sının idrar, ikisinin kan,

ikisinin trakeal aspirat kaynaklı olduğunu belirtmişlerdir. Acinetobacter suşlarının

izole edildikleri klinik örneklerin dağılım oranları ile ilgili yapılan çalışmalarda

Dizbay ve ark. (64) sıklık sırasını 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 bildirmişlerdir. Çalışmamızda ise dağılıma bakıldığında sonuçlar

yukarıdaki çalışma sonuçlarıyla uyumlu olup sıklık sırasına göre ilk sırayı ETA

alırken bunu idrar, kan ve yara materyali takip etmiştir ( Sırasıyla %74.7, %13.6,

%7.8 ve %3.9 oranlarıyla) .



47

Antibiyotik direnç paternleri hastaneden hastaneye, hatta aynı hastanenin

farklı servislerinde bile değişiklik gösterebilmektedir. Özellikle ampirik tedavide

klinisyene yol gösterici olması amacıyla direnç paternlerinin ortaya konması oldukça

önem arzeder. Bu nedenle belirli aralıklarla duyarlılık testleri yapılarak bölgesel

antibiyotik direnç paternleri belirlenmelidir. Antibiyotik kullanımı ile antibiyotik

direnci arasında oldukça yakın ilişki olduğu bilinmektedir. Özellikle hastanelerde

antibiyotiklerin kontrolsüz kullanımı sonucu sıklıkla dirençli suşların seleksiyonuna

bağlı olarak hızla direnç gelişebilmektedir. Buna karşın kullanımı kısıtlanan

antibiyotikler ise belirli bir zaman dilimi içerisinde yeniden etkin hale

gelebilmektedir (65-67).

Bir çok antibiyotiğe doğal olarak dirençli olmasının yanı sıra mutasyonlar

sonucunda hemen hemen tüm antibiyotiklere dirençli izolatların ortaya çıkması

P. aeruginosa suşlarının HE’ larında en önemli bakterilerden biri olmasına yol

açmıştır (14). P. aeruginosa’da bulunabilen çoklu ilaç direnci, tedavide başarısızlığa

yol açabilmektedir.

P. aeruginosa’da bulunan ilaç direnciyle ilgili literatürde pek çok yayına

rastlamak mümkündür. Yunanistan’da 2003 yılında yapılan bir çalışmada

P. aeruginosa izolatlarında anti-pseudomonal ajanlara direnç oranları verilirken

karbapenem direncine dikkat çekilmiştir. Yunanistan’da 1996 -1998 yılları arasında

karbapenem direnci %19 iken, 2003 yılında yayınlanan raporda karbapenem

direncinin %35’e yükseldiği belirtilmektedir ( 68, 69).

P. aeruginosa’da ilaç direnci ile ilgili ülkemizde de yapılan pek çok

çalışmaya rastlamak mümkündür. Cevahir ve ark .’larının (70) 1998-2000 yılları

arasında çeşitli klinik örneklerden ayrıştırılan P. aeruginosa izolatlarında amikasin

direncini %54.2, seftazidim direncini %64.7, siprofloksasin direncini %37.1,

imipenem direncini %37.3 ve meropenem direncini %43.8 olar ak saptamışlardır.

Akçay ve ark.’larının (62) 2003 yılında Haydarpaşa Numune Hastanesi’nde

HE’larından tanımlanan P. aeruginosa izolatlarının %19’unun imipeneme ve

%32’sinin meropeneme dirençli olduğunu saptamışlardır . İmipenemin P. aeruginosa

için MİK değerleri göz önüne alındığında; çalışmaya alınan 100 suşun %67’si

duyarlı, %14’ü orta duyarlı, %19’u dirençli bulunmuştur. Meropenemin

P. aeruginosa için MİK değerleri göz önüne alındığında; çalışmaya alınan 100 suşun
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%60’ı duyarlı, %8’i orta duyar lı, %32’si dirençli olarak saptanmıştır. Erdemoğlu ve

ark. (71) GATA Haydarpaşa Eğitim Hastanesi’nde YBÜ’nde yatan hastaların kan

kültürlerinden ayrıştırılan P. aeruginosa izolatlarının %40’ının karbapenem,

%50’sinin seftazidim ve %66’sının aztreonam dire ncine sahip olduğunu rapor

etmişlerdir. MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information

Collection) sonuçlarında ise P. aeruginosa suşlarında direnç oranları

aminoglikozidlere %56, seftazidime %48, siprofloksasine %54 ve meropeneme %45

olarak bulunmuştur (72).

Leblebicioğlu ve ark. (59) tarafından 1999 yılında gerçekleştirilen ve

Türkiye’deki 16 YBÜ’sini kapsayan çalışmada 1100 hastadan izole edilen 1479

gram-negatif bakterinin % 28.2’sini oluşturan P. aeruginosa en sık izolat olup, en

etkin görünen imipeneme dahi ancak %68 duyarlılık saptanmıştır. Aynı yayında,

önceki 5 yılda aynı yöntemle yapılan çalışmalarda elde edilen direnç oranları ile

karşılaştırıldığında, genelde kullanımı artan antibiyotiklere direnç oranlarının artışı

gösterilirken, direnç artış hızının öngörülemez olduğu belirlenmiştir. Bu nedenle

ampirik tedavinin doğru olarak yönlendirilmesi için  devamlı sürveyans gereklidir .

Yukarıda sözü edilen çalışmalarda, araştırıcıların da değindiği gibi

P. aeruginosa izolatlarında geçmiş yıllara göre hızla artan karbapenem direnci dikkat

çekicidir. Karbapenem grubu antibiyotiklere karşı gelişen dirençten birçok

mekanizma sorumlu olabilmektedir. Bakterinin ilaç atım pompası ile meropeneme,

dış membran geçirgenliğinin azalm ası ile imipeneme, bazı OXA tipi geniş

spektrumlu beta-laktamazlar ve yüksek düzeyde kromozomal AmpC enzimi

sentezleyen dereprese mutantların varlığı nedeniyle de hem imipeneme hem de

meropeneme direnç kazanabildiği bilinmektedir. Ancak son yıllarda üzerin de en çok

durulan karbapenem direnç mekanizması, bu antibiyotikleri ve monobaktamlar

dışında tüm diğer beta -laktamları hidroliz etme yeteneğine sahip MBL’ların

varlığıdır. MBL gen varlığının önemi, hem karbapenemler dahil olmak üzere pek çok

antibiyotiğe direnç gelişimine neden olması, hem de direnç genlerinin horizontal

yayılımı ile diğer bakterilere kolaylıkla geçebilmesidir . MBL genlerini taşıyan

integronlarda, sıklıkla aminoglikozit direncine neden olan enzimleri kodlayan gen

kasetleri de bulunmaktadır.  Bu durumda bakteri beta -laktam antibiyotiklerin yanında

aminoglikozitlere de direnç geliştirebilmektedir ( 73).
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Ülkemizde yapılan çalışmalarda sefoperazon-sulbaktam duyarlılığının

P. aeruginosa suşlarında %57-75, Acinetobacter suşlarında ise %74-91 oranlarında

olduğu belirtilmektedir (64). Çalışmamızda P. aeruginosa’da sefoperazon-sulbaktam

duyarlılığı %41.5, meropenem duyarlılığı %59.3 ve imipenem duyarlılığı %46.6

olarak bulundu. Sonuçlar, gerek ülkemizden gerekse yurt dışından yapılan

yayınlardaki sonuçlarla karşılaştırıldığında; P. aeruginosa için

sefoperazon-sulbaktam (%41.5) ve imipenem (%46.6) duyarlılığının çalışmamızda

daha düşük olduğu, meropeneme (%59.3) olan duyarlılığın ise yukarıda belirtilen

çalışma sonuçları ile uyumlu olduğunu gördük.

Acinetobacter 1980’li yıllardan bu yana HE’larında çoğul dirençli etken

olarak izole edilmeye başlanmıştır. Ülkemizde de bu bakterilerde görülen antibiyotik

direnci tedavide sıkıntılar yaratmaktadır . Hem intrinsik hem de kazanılmış

mekanizmaların sonucu olarak yüksek düzey direnç nedeniyle A. baumannii

enfeksiyonlarının eradikasyonu da sıklıkla zordur. Az sayıda ilaç A. baumannii

türlerine etkili olabilmektedir, sonuç olarak etkili antimikrobiyallere gereksinim

olduğu aşikârdır (74, 75).

Bodur ve ark. (76) Ankara Numune Eğitim ve Araştırma Hastanesi’nde Mart

2003-Ağustos 2003 tarihleri arasında YBÜ’lerinde mekanik ventilatöre bağlı 81

hastayı izlemişler ve 26’sında VİP saptamışlardır. Pnömonili hastalardan en sık izole

edilen (%34,5) etkenin Acinetobacter türleri olduğu saptanmıştır. Ülkemizde yapılan

çok merkezli YBÜ kökenli bakterilerin direnç sürveyansı çalışmalarında

A. baumannii kökenlerinde antibiyotik direnç oranlarının çok yüksek olduğu

görülmektedir. Karbapenemler Acinetobacter türlerine karşı en etkili antibiyotikler

olmakla birlikte günümüzde imipenem direnci %20’den fazladır ( 77).

MYSTIC sonuçlarına göre Acinetobacter suşlarında meropeneme %42,

imipeneme %48, seftazidime %84, siprofl oksasine %79 ve aminoglikozidlere %57

oranında direnç bulunmuştur ( 72). Gazi ve ark. (78) yaptıkları çalışmada

YBÜ’sinden izole edilen A. baumannii izolatlarının %20-30’unun amikasine,

yaklaşık %40’ının karbapenemlere, %57’sinin siprofloksasine, üçte ikisi nden

fazlasının beta-laktamlara dirençli olduğu saptanmıştır. Bu direnç yüksekliği

YBÜ’de antibiyotiklerin proflaktik ve ampirik olarak daha yaygın kullanılmasının

önemli bir etken olduğunu düşündürmektedir. Ülkemizde yapılan bir çalışmada,
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YBÜ’de gelişen HE etkeni olarak izole edilen Acinetobacter türlerinde dört yıllık bir

süreçte imipenem direncinin 1995 yılında %6 iken, 1999’da ise %63’e ulaştığı

gösterilmiştir (79). Çalışmamızda, A. baumannii’de meropenem duyarlılığı %55.5

bulunmuşken, imipenem duyarlı lığı daha yüksek oranda saptandı. (%69.5).

Sonuçlarımız yukarıda bahsedilen çalışma sonuçlarıyla uyumlu olup imipenem

duyarlılığı meropenemden daha yüksek idi.

Gram-negatif bakteride çoklu ilaç direnci ve tedavide yaşanan güçlükler

dünya çapında ciddi bi r şekilde artan bir problemdir. Acilen yeni tedavi seçenekleri

gerekmiştir, fakat günümüzdeki araştırmalar yakın gelecekte bu bağlamda özellikle

umut verici antimikrobiyal bulunmasının mümkün olmadığını göstermektedir.

Bundan dolayı yeni antibiyotikler gel iştirilene kadar geçici önlem olarak son

zamanlarda geçmişte ÇİD bakterilerin tedavisinde kullanılan eski ilaçlar gündeme

gelmiştir (75, 80).

Karbapenem dirençli A. baumannii suşlarının neden olduğu yaşamı tehdit

eden enfeksiyonların tedavisinde sıklıkla  yalnız kolistin duyarlıdır ki bu durum

klinisyenlerin çözmesi gereken ciddi bir sorundur . Bazı otörler, bu antibiyotiğin

kullanımı ile ilgili başarılı sonuçlar bildirmiş olmalarına karşın, klinik deneyim

sınırlıdır (81, 82). Saballs ve ark. (83) karbapenem-dirençli A. baumannii

enfeksiyonlarının tedavisi için rifampisin/imipenem kombinasyonunun etkisini

araştırdıkları çalışmalarında 14 hastadan 7’sinde A. baumannii’ye in vitro duyarlılık

testinde yüksek düzeyde rifampisin direnci g elişimini göstermişlerdir  (%70).

Montero ve ark. (84) karbapenemlere duyarlılığı azalan suşlara imipenemle birlikte

aminoglikozid kombinasyonu, yüksek seviyede imipenem direncinde ise imipenem,

kolistin, rifampisin veya tobramisin kombinasyonunu önermektedir. Polimiksin,

imipenem ve rifampisin veya azitromisin üçlü kombinasyonunun ÇİD A. baumannii

suşlarına karşı in vitro sinerjik etkili oldukları bildirilmekle birlikte bu suşlarla ve

özellikle karbapeneme dirençli suşlarla oluşan enfeksiyonlarda in vivo sinerji

gösterilememiştir. Bu nedenle söz konusu kombinasyonun ampirik olarak kullanımı

önerilmemektedir.

Başka bir çalışmada ise imipenem ile imipeneme dirençli suş

enfeksiyonlarında uygulanan kolistinin etkinliği karşılaştırılmış ve kolistin, klinik

başarı (%57), VİP ile ilişkil i mortalite ve yan etki olarak renal yetmezlik sıklığı
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açısından imipenem kadar etkin ve güvenli bulunmuştur.  Sulbaktam, Acinetobacter

türleri üzerine bakterisidal etkilidir. Beta laktam antibiyotikle kombine edilmiş

sulbaktam (sefoperazon+sulbaktam, ampis ilin+sulbaktam) tedavide iyi bir

alternatiftir. Farklı çalışmalarda kolistin ile santral sinir sistemi, ampisilin -sulbaktam

ile de pnömoni olgularında daha başarılı olunmuştur. Kolistin ile pnömoni

tedavisindeki başarı yaklaşık %25 bulunmuştur ( 59) .

Kolistin, polimiksin ailesine mensup eski bir antimikrobiyaldir. Yetersiz

farmakokinetikleri ve nefrotoksisitesi konusundaki kaygılardan dolayı parenteral

tedavi olarak kolistinin kullanımı sınırlandırılmıştır. Bu antimikrobiyalin in vitro

aktivitesini değerlendiren araştırmalar, S. maltophilia’ya karşı olduğu kadar hem

P. aeruginosa hem de A. baumannii’nin ÇİD suşlarına karşı yüksek derecede aktif

bir ilaç olduğunu bildirmiştir ( 75, 80, 85, 86). Kolistin, toksik etkisi nedeniyle çok

sık kullanılmayan, genelde etkili fakat özellikle pnömoni varlığında etkinliği düşük

bulunan, A. baumannii ve P. aeruginosa enfeksiyonlarında kullanılabilecek bir

seçenek konumundadır. Polimiksin B ile trimetoprim -sülfametoksazol, azitromisin

ve rifampin kombinasyonları da denenmektedir (59) .

Son yıllarda ÇİD A. baumannii, P. aeruginosa veya K. pneumoniae

bakterilerinin neden olduğu enfeksiyonlarda ve özellikle de kolistin dışındaki tüm

antibiyotiklere dirençli olan bakteri enfeksiyonlarında kolistin tedavisi yeni den

gündeme gelmiş ve tedavide kullanılmıştır. ÇİD P. aeruginosa veya

A. baumannii’nin neden olduğu nozokomiyal pnömonilerde kolistine klinik yanıt

oranları %25-73.3 arasında değişmektedir. Yine aynı bakterilerin neden olduğ u kan

dolaşımı enfeksiyonlarında klinik yanıt oranları %66 -88 arasında değişmektedir. Kan

dolaşımı enfeksiyonlarında daha etkili görünmektedir. Genellikle yapılan

çalışmalarda kolistinin tek başına kullanılmadığı ve mutlaka başka bir antibiyotik ile

kombine olarak kullanıldığı da göz önünde bulundurulmalıdır . Kolistin, gram-negatif

bakterilere karşı hızlı bakterisidal etkilidir (80, 84, 87, 88).

Hachem ve ark. (89) çalışmalarında kanserli diğer antipseudomonal ajanlarla

tedavi edilmiş 64 hastanın 20’sinde (%31) klinik yanıt görülmüşken, kolistinle tedavi

edilmiş 31 hastanın 16’sında (%52) klinik yanıt görülmüştür. Pnömoni ve

bakteremili hastalarda tipik olarak üriner sistem enfeksiyonu ve yara

enfeksiyonlarından daha az yanıt görülmüştür. Ayrıca tam yanıt oranı kolistin grubu
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için daha yüksek olmuştur ve kolistini kapsayan rejimler bakteremi ve pnömoniye

karşı daha etkili bulunmuştur. Yine bu çalışmada kolistin yanıtı olmayan hasta

grupları arasında mortalite oranı, diğer antipseudomonal ilaçlara yanıt alın amayan

kontrol grubundan daha yüksek saptanmıştır (Sırasıyla %53 ve %25).

Koomanachai ve ark.’larının (90) yaptıkları bir çalışmada ÇİD A. baumannii

ve P. aeruginosa’ nın tedavisinde kolistin alan hastalarda daha az mortalite ve

olumlu klinik sonuçlar gözlenmiş, %94.9 oranında mikrobiyolojik yanıt saptanmıştır.

Yine bu çalışmada nefrotoksisite kolistin alan hastaların %30.8’inde bulunmuş; bu

hastalarda nefrotoksisite renal replasman tedavisi gerektirmeksizin reversibl ve hafif

olarak gözlenmiş. Bu hastalarda nörotoksisite ve ila ç reaksiyonu saptanmamış.  Azap

ve ark.’larının (91) 2005 yılında yaptıkları bir çalışmada duyarlılık sınırı ≤ 4mg/ml

olarak kabul edildiğinde P. aeruginosa suşlarında (55 suşun 52’si) %94.1,

A. baumannii suşlarında (48 suşun 46’sı) %95.8 kolistine duyarlılık bulunmuş . Ek

olarak, Garnacho-Montero ve ark. (82) A. baumannii’nin duyarlılığına uygun olarak

kolistin ile veya imipenem ile tedavi edilmiş VİP’li hastalarda benzer klinik yanıt

bildirmişlerdir. Kasiakou  ve ark. (92) yaptıkları bir çalışmada intravenöz kolistin

tedavisi almış 28 A .baumannii suşundan yalnız 1’inin kolistine dirençli olduğu

bulunmuşken 23 P. aeruginosa suşunun hiç biri kolistine dirençli bulunmamış . Yine

bu çalışmada A. baumannii’ de imipenem direnci %60.7, meropenem direnci %3.6,

kolistin direnci ise %3.6 olarak saptanmış. P. aeruginosa’ da ise imipenem direnci

%42.9, meropenem direnci %50, kolistin direnci ise %0 olarak saptanmış.

Rifampisin, azitromisin, doksisiklin ve meropenem  ile karşılaştırıldığında

kolistinin test edilen izolatlara karşı en iyi in vitro aktivitesinin olduğu bulunmuştur

(P. aeruroginosa ve A baumannii için sırasıyla %89 ve %100 duyarlılık oranlarıyla).

Ne yazık ki son zamanlarda ÇİD A. baumannii’de kolistin direncinin ortaya çıkışı

bildirilmiştir Direncin mekanizması en çok P. aeruginosa’da çalışılmıştır ve primer

olarak dış membran proteini OprH’da ortaya çıkan de ğişikliklerden kaynaklandığı

görülmüştür (93). Çalışmamızda da kolistin; rifampisin, doksisiklin,

sefoperazon-sulbaktam, meropenem, imipenem ile karşılaştırıldığında her iki

bakteriye karşı en iyi in vitro aktivite gösteren antimikrobiyal ajan olarak saptandı

(P. aeruginosa ve A. baumannii için sırasıyla  %83.8 ve %86.1 duyarlılık oranları

ile) .
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Kallel ve ark. (94) çalışmalarında 75 hastanın 7’sinde renal yetmezlik

saptamışlardır (%9). Ancak son zamanlardaki veriler kolistinin ÇİD P. aeruginosa ve

A. baumannii’nin neden olduğu sepsisin tedavisinde diğer antimikrobiyaller kadar

güvenli olarak bildirmektedir (95, 96).

Doksisiklin, toksik olmayan ve ucuz bir antimikrobiyal ajandır. Hem in vivo

hem in vitro çalışmalar bu ajanın A. baumannii’nin ÇİD suşlarına karşı iyi

antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğunu ve doksisiklin ve amikasin

kombinasyonunun bu suşlara karşı sine rjistik olduğunu göstermiştir ( 75, 97).

Timurkaynak ve ark. (93) çalışmalarında doksisiklin  duyarlılığını P. aeruginosa

suşlarında %48, A. baumannii’ suşlarında ise %92 olarak sapta mışlardır. Yukarıdaki

çalışma sonuçlarıyla uyumlu olarak çalışmamızda A. baumannii için doksisiklin

duyarlılığı %75, P. aeruginosa için ise %51.7 olarak saptandı.

Bir araştırma A. baumannii’ye karşı rifampisinin in vitro bakterisidal

aktivitesi olduğunu belirtmiştir ( 98). Timurkaynak ve ark. (93) çalışmalarında

rifampisine duyarlılığı P. aeruginosa suşlarında %3, A. baumannii’ suşlarında ise

%64 olarak saptamışlardır. Çalışmamızda 106 P. aeruginosa suşunun 13’ü (%11) ve

34 A. baumannii suşunun 24’ü ( %66.7) rifampisine duyarlı idi.

Acinetobacter spp ve P. aeruginosa enfeksiyonlarının tedavisinde gelişen

direnci minimalize ettiğinden ve sinerjik aktiviteyi potansiyalize ettiğinden

kombinasyon tedavisi önerilmiştir (Duyarlılık sonuçlarından önce). ÇİD kökenlerde

bile sinerjistik etkinin görüle bileceği bildirilmiştir (99). Nitekim bizim çalışmamızda

da ÇİD kökenler arasında sinerjistik etkileşim saptandı. ÇİD suşlara karşı kolistinin

iyi in vitro aktivitesi klinik çalışmalarda kullanımında umut verici sonuçlar

doğurmuştur. Ciddi A. baumannii enfeksiyonlarında monoterapiyi destekleyen

randomize çalışmalar yoktur ve ciddi morbidite ve mortalite nedeniyle kombinasyon

tedavisi ön plana çıkmaktadır ( 100, 101).

Kolistinin klinik etkisinin değerlendirildiği çalışmalarda bu ajan bakteriyel

eradikasyon kadar tüm ilaçlara dirençli veya ÇİD gram -negatif bakterilerin neden

olduğu enfeksiyonlara kerşı hem tek başına hem de beta -laktam antibiyotiklerle

kombinasyonda etki gösterebilmiştir ( 96, 102).  Tascini ve ark. (98) ; kolistin ve

rifampisin kombinasyonunu n bakterisidal aktivitesinin olduğunu ve ÇİD

P. aeruginosa enfeksiyonlarına karşı klinik olarak etkili olduğunu göstermiştir.
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Uzmanlar bu kombinasyonun aynı zamanda direnç gelişimini önlemede etkili

olabildiği sonucuna varmıştır. Giamerellos-Bourboulis ve ark.’larının (11) yaptıkları

bir çalışmada kolistinin in vitro aktivitesinin rifampisin varlığında büyük ölçüde

arttığı ve kolistin ve rifampisin arasındaki sinerjinin uygulanmış kolistin

konsantrasyonuna bağlı olduğu saptanmıştır. Bu çalışma kolistinin ÇİD izolatlarla

oluşan enfeksiyonlar için yalnız kullanımını sınırlandırır, bu çalışma sonuçları bu

gibi enfeksiyonlar için rifampisinle u ygulanmasını önermektedir .

Sinerji çalışmaları, P. aeruginosa ve A. baumannii’nin ÇİD suşlarına  karşı

sulbaktam/ampisilin veya kolistin ile bu ilacın kombinasyonlarının sinerjistik olarak

etkili olduğunu göstermiştir ( 9-11, 98). Yoon ve ark. (10) yaptıkları bir çalışmada,

polimiksin B+imipenem ve polimiksin B + rifampisin test edilen sekiz izola tın

yedisine karşı bakterisidaldi. Polimiksin B-rifampisin-imipenemin üçlü

kombinasyonu dama tahtası ve zaman öldürme çalışmaları ile tüm izolatlara k arşı

sinerjistik bulunmuş. Ayrıca ÇİD P. aeruginosa enfeksiyonlarının tedavisi için

in vitro olarak seftazidim+kolistin, polimiksin B+rifampin, polimiksin B+imipenem,

tikarsilin+tobramisin+rifampin, seftazidim veya sefepim+kinolon,

azitromisin+tobramisin+doksisiklin+trimetoprim veya rifampin, klinik olarak ise

sefepim+amikasin, polimiksin+karbapene m, aminoglikozid, kinolon veya

beta-laktam antibiyotikler  etkili kombinasyonlar olarak saptanmıştır. Çoğunluğunu

solid organ transplant alıcısının oluşturduğu 23 hastada gelişen ÇİD P. aeruginosa

enfeksiyonlarının tedavisinde kolistin in etkinliği, monoterapi veya farklı

antipseudomonal ajanlarla kombine olarak araştırılmış ve sırasıyla %60 ve %62 etkili

bulunmuştur. Düşük süperenfeksiyon sıklığı ve beklenenden düşük yan etki sıklığı en

önemli bulgular olan bu çalışmada baktereminin mortalit e için risk faktörü olduğu ve

monoterapi sırasında direnç gelişiminin söz konusu olabileceği saptanmıştır (59).

Sinerji çalışmamızda ise her iki bakteriye karşı en etkili kombinasyon

kolistin+rifampisin kombinasyonu idi. Kolistin+imipenem ve kolistin+meropenem

kombinasyonu ise her iki bakteriye karşı etkili olmasına rağmen A. baumannii’ye

karşı P. aeruginosa’dan daha etkiliydi.

Direnç nedeniyle tedavi başarısızlıklarının en aza indirgenmesi, ancak

duyarlılık testlerinin standart bir yöntem ile uygulanma sı ve sonuçlarının doğru

yorumlanması ile mümkündür (39). Antimikrobik ilaçlara karşı duyarlılık bir çok
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yöntemle saptanabilmektedir. Günlük uygulamalarda en çok tercih edilen yöntem,

disk diffüzyon testidir. Kalitatif olan bu testte sonuç bir inhibisyon z onunun bulunup

bulunmamasına göre değil, bu inhibisyon zon çapının standart tabloların verdiği

inhibisyon zon çapları ile kıyaslanarak dirençli ya da duyarlı olmasına göre

verilmektedir. Güvenilir sonuç alabilmek için test standartlara uygun uygulanmalıdır .

Disk diffüzyon yöntemi daha kolay uygulanabileceğinden daha çok tercih edilebilir.

Ancak sınır zon çap değerleri elde edildiğinde mikrodilüsyon yöntemlerine ihtiyaç

duyulabilir. Ayrıca P aeruginosa ve A. baumannii’nin pek çok suşu klavulanata

dirençli olduğunda (PER-1 ve PER-2 plazmid kaynaklı olup klavulanata

dirençlidirler) çift disk sinerji testi ile de saptanamamaktadır. Bununla birlikte

dilüsyon temeline dayanan testler kantitatif sonuç verdiği için tercih edilmektedir .

Buyyon dilüsyon duyarlılık tes ti etkili mikrodilüsyon metodu olarak daha sıklıkla

kullanılmaktadır (12).

Antibiyotik kombinasyonlarının in vitro etkileşimlerini doğru olarak gösteren

bir yöntemin geliştirilmesi yıllardır araştırmacıların hedefi olmuştur. Yaygın olarak

kullanılan dama tahtası ve zamana bağlı ölüm yöntemlerinin uygulanmasında ve

yorumlanmasında bazı kısıtlamalar bulunmaktadır. Dama tahtası yöntemi katı ya da

sıvı ortamda mikro ya da makrodilüsyonlarla uygulanabilir. Makrodilüsyon paneli

oluşturmak oldukça karmaşık ve z ahmetli olduğundan rutin laboratuarlarda en sık

mikrodilüsyon dama tahtası yöntemi kullanılır. Çalışmamızda da mikrodilüsyon

dama tahtası yöntemi seçildi. Dama tahtası yöntemi ile bakterinin üremesinin

inhibisyonuna ait veriler elde edilir. Bu yöntem kulla nılarak bakterisidal etkinlikte

belirlenebilir. Dama tahtası yönteminde rutin laboratuarlarda uygulama pratiği

açısından iki katlı dilüsyonlar kullanılır. Bu durum yüksek düzeyde dirençli

kökenlerde konsantrasyonlar arasındaki fark büyüdükçe teknik sorunla ra neden

olabilir ve sinerjistik etkileşimin değerlendirilmesinde hatalara yol açabilir ( 99).

Zamana bağlı ölüm yöntemi  de standardize edilememiştir. Teknik

uygulamadaki zorluklar, kısıtlı sayıda antibiyotik kombinasyonunun kullanılabilmesi

ve testin sekiz saat ile yirmidört saatlik değerlendirmesi arasında saptanan

uyumsuzluklar bu testin dezavantajlarıdır . Kombinasyonun bakterisidal etkinliğini

ölçmesi ve etkileşimin zamana bağlı daha dinamik değerlendirmesine olanak

sağlaması özellikleri ile dama tahtası  yönteminden daha üstündür. Bu yöntem ile
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saptanan bakterisidal etkileşimin doğru olarak değerlendirilebilmesi için kullanılan

antibiyotik kombinasyonlarının enfeksiyon bölgesinde in vivo koşullarda

ulaşılabilecek konsantrasyonlar olması gerektiği unutulma malıdır (42, 43). Zamana

bağlı ölüm testi yöntem açısından tanısal mikrobiyoloji laboratuarlarında kullanıma

çok uygun değildir. Nitekim, polimiksinler için uygun duyarlılık testi metodu net

tanımlanmış değildir.

Bağışıklık sistemi baskılanmış hastaların  yaşam sürelerinin arttığı ve ÇİD

bakterilerin tedavisi için antibiyotik kombinasyonlarının sıklıkla kullanıldığı

günümüzde, sinerji testlerinin rutin uygulamada kullanılabilecek düzeyde standardize

edilebilmesi önemlidir.

Görüldüğü gibi günümüzde P. aeruginosa ve Acinetobacter enfeksiyonlarının

tedavisi giderek azalan alternatifler ile sağlanmaya çalışılmakta; klasik bilgilerin de

dışına çıkılabilen kombinasyonların etkinliği araştırılmaktadır. Bu nedenle direncin

önlenmesine yönelik çalışmalar önem kazanmıştır (84).

Sonuç olarak P. aeruginosa ve A. baumannii, aerobik gram-negatif bakteriler

arasında HE etkeni olarak en sık izole edilen ve kullanılan antibiyotiklere hızla

direnç geliştiren ve bu direnci aktarabilen bakterilerde n ikisidir. Karbapenemler

bakteriyel dirence karşı geliştirilmiş en geniş spektrumlu etkin beta -laktam

antbiyotikler olarak bilinmekle birlikte, özellikle son dönemlerde Pseudomonas ve

Acinetobacter izolatlarında karbapenemaz üretimindeki artış bu bu antib iyotiklere

direnci de beraberinde taşımaktadır. Bu enzimin tedaviyi henüz ciddi boyutlarda

olumsuz etkilemese de, gelecek için sorun yaratabileceği endişesi gözardı

edilmemelidir (103). Karbapenemler pek çok merkezde Acinetobacter spp. için en

etkili bulunan antibiyotik seçeneği konumundadır. Kolistin direnç saptanmayan fakat

çok toksik olması nedeniyle ancak çok özel durumlarda kullanılabilecek  bir

seçenektir (59).

Tüm antibiyotiklere dirençli Acinetobacter spp. ve Pseudomonas spp.

suşlarıyla çok sık olmasa da karşılaşılmaktadır. Bu durumda tedavide

kullanılabilecek tüm antibiyotikler in vitro olarak değerlendirilmeli ve etkinliği

saptanan ilaçlar kullanılmalıdır. Karbapeneme dirençli suşların artması, yeni tedavi

seçeneklerinin kısıtlı olması ve bu suşla rla oluşan enfeksiyonların yüksek mortaliteye
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sahip olmaları nedeniyle enfeksiyon kontrol önlemleri daha ön planda

düşünülmelidir.

Kolistin ile klinik deneyim henüz sınırlıdır ve özellikle diğer antibiyotiklerle

karşılaştırıldığında ciddi enfeksiyonların  tedavisindeki etkisi konusunda bilgilerimiz

azdır. Kolistinin bu orta derecedeki etkisi, toksisite (reversibl nefrotoksisite ve

nörotoksisite) kaygısına rağmen son merci tedavi olarak potansiyel değerini

arttırmaktadır (104, 105).

Sistemik kolistin tedavisi ÇİD P. aeruginosa ve A. baumannii’nin neden

olduğu hastane kaynaklı enfeksiyonların tedavisi için güvenilir ve etkili bir terapötik

tercih olabilir ve imipenem dirençli suşların neden olduğu ciddi enfeksiyonlu

vakalarda pek çok çalışmad a kurtarma tedavisi olarak önerillmiştir. Ancak

intravenöz uygulanan kolistin sonrası farmakokinetik ve farmakodinamik

parametreleri değerlendirmede daha ileri çalışmalara gerek vardır.

Çalışmamızda P. aeruginosa ve A. baumannii’ye  karşı meropenem,

imipenem, sefoperazon-sulbaktam, doksisiklin, rifampisin ile karşılaştırıldığında en

yüksek duyarlılığa sahip ajan kolistindi. Ayrıca kolistin hem tek başına hem de

meropenem, imipenem ile olan kombinasyonlarında sinerjistik olarak etki  gösterdi.

Sefoperazon - sulbaktam duyarlılık oranları düşüktü ( P. aeruginosa için %41.5, A.

baumannii’için %47.2 duyarlılık oranı ile). İmipenemin A. baumannii’ye  karşı

duyarlılığı P. aeruginosa’dan daha yüksekti (%69.5). Rifampisin ve doksisiklin

A. baumannii’ye karşı P. aeruginosa’dan daha etkindi. Rifampisinin A. baumannii’ye

karşı duyarlılığı meropenemden yüksek iken imipenem ile benzerdi . Doksisiklinin

ise imipenemden daha etkindi (% 75 duyarlılık oranı ile ).

Bu çalışma ile birlikte bu konuda yapılmış diğer araşt ırmaların sonuçlarını

birarada değerlendirdiğimizde, karbapenem grubu antibiyotiklerin Pseudomonas ve

Acinetobacter izolatları üzerine direnç artışına rağmen hala etkili olduğu, ancak bu

antibiyotiklere karşı her geçen gün direnç artışı gözlendiği ve diren ç boyutunun

karbapenem alternatifsizliğine yol açmadan önce tedbirlerin alınması gerektiği

düşünülmelidir. Özellikle ampirik antibiyotik kullanımında çok dikkatli olunmalı ve

belirlenen antibiyotik direnç oranları göz önünde bulundurularak tedaviye

başlanmalıdır. Bu nedenle her hastanede periyodik olarak antibiyotik direnç

oranlarının gösterilmesi tedavide yol gösterici olacaktır.
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Direnç oranlarının endişe verici boyutlara ulaştığı günümüzde kolistin ve

kolistin ile kombinasyonlar (özellikle rifampisin ile  kombinasyonları), ÇİD suşlarının

neden olduğu HE’larının tedavisi için umut verici alternatif tedavi seçeneği oabilir.

Yine doksisiklin ve rifampisinin özellikle  A. baumannii’ ye olan etkinlikleri tedavi

için alternatif olabilir. Bu şekilde alternatif aja nların geliştirilmesi gelecekte

YBÜ’lerinde  tedavisi büyük sorun yaratacak olan ÇİD P. aeruginosa ve

A. baumannii enfeksiyonlarının tedavisi için önemlidir. Yine standardize duyarlılık

belirleme bu sinerji çalışmalarını yorumlama da önemlidir. Ancak, görüldüğü gibi

kolistin ÇİD P. aeruginosa ve A. baumannii enfeksiyonlarının tedavisinde hem

monoterapi hem de rifampisin veya karbapenemler gibi diğer antimikrobiyal

ajanlarla kombinasyonda etkin ve güvenilir görünmesine karşın bu konu da yapılacak

daha fazla klinik çalışmaya gereksinim vardır.
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