1. GIRIS VE AMAG

Otomatize ve vyari otomatize sistemler bakteri tanimlanmasi ve
antibiyotik duyarlliginin belirlenmesinde tum dinyada vyaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu sistemler, ¢abuk sonu¢ vermesi, daha az is yuku
gerektirmesi, nispeten ekonomik olmasi ve ¢ogunun laboratuvar ve hastane
bilgi sistem agiyla uyumlu olmasi nedeniyle 6zellikle gok sayida klinik 6rnekle
calisan laboratuvarlar igin tercih edilmektedir (1).

Ancak Ozellikle nonfermentatif bakterilerde elde edilen antibiyotik
duyarlilik test sonuglarinin her zaman referans yontemlerle elde edilen
sonuglarla ortugmedigi, karbapenem grubu dahil olmak Uzere beta- laktam
antibiyotiklerin duyarllik test sonuglarinin guvenilir olmadigini bildiriimektedir
(2). Nonfermentatif bakterilerden Acinetobacter turleri basta yogun bakim
uniteleri olmak Uzere hastanede yatan hastalardan kolonizan/enfeksiyon
etkeni olarak siklikla izole edilmektedirler. Acinetobacter turlerinde birgcok
direng mekanizmasi tanimlanmis olup, bu bakteriler yeni direng
determinantlari  kazanmakta da sasilacak bir kapasiteye sahiptir. Son
zamanlarda ¢ogul direncli A. baumannii suglarinda ciddi artis gdzlenmekle
birlikte, karbapenemler halen en etkili ajanlar arasinda yer almaktadir.
Acinetobacter enfeksiyonlarinin, yuksek mortalite ve morbidite, tedavi
guclukleri ve nozokomiyal yayllim gostermesi nedeniyle bakterinin
identifikasyonu ve antibiyotik duyarhlik durumlarinin hizli ve guvenilir bir
sekilde belirlenmesi buyuk dnem tasimaktadir (3).

Bu calismada klinik 6rneklerden soyutlanan A.baumannii izolatlarinda
imipenem ve meropenem duyarlihgini belilemede MicroScan/WalkAway
(Dade Behring, ABD) otomatize sisteminin, referans kabul edilen yontemlerle
kargilagtirilarak gavenilirliginin arastiriimasi ve son yillarda tim dinyada ve
ulkemizde sorun yaratan ve hizla yayillan metallo beta laktamaz Ureten

direncli suslarin hastanemizdeki sikliginin tesbiti amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Coklu direngli basillerin etken oldugu hastaneden kazaniimis
enfeksiyonlarin kontroli son otuz yilda ciddi bir problem haline gelmistir.
1970’lerde  Enterobacteriaceae Uyelerinin olusturdugu hastane iligkili
enfeksiyonlarin insidansindaki artig, hastaneleri daha yeni genis spektrumlu
antibiyotiklerle tanistirmis ve P.aeruginosa,S.maltophilia ve Acinetobacter
turlerini iceren zorunlu aerop gram negatif basillerin dGnemini arttirmistir. Bu
patojenler arasinda Acinetobacter turleri hastanede yatan hastalarda hem
kolonizasyon hem de enfeksiyon etkeni olarak 6nemli rol oynamaktadir.
Bakteremi, Uriner sistem enfeksiyonlari ve sekonder menenjit gibi cesitli
hastane iligkili enfeksiyonlarla baglantili olmasina ragmen esas olarak
hastane iligkili pnomonilerde, 6zellikle de yogun bakim hastalarinda ventilator
iligkili pndmonilerde etkendirler. Bu tur enfeksiyonlarin tedavisi bu bakterinin
antibiyotiklerin coguna direncli olmasi nedeniyle klinisyen i¢in oldukga zordur.
Acinetobacter turlerinin etken oldugu hastane iligkili enfeksiyonlarinda
genellikle kombine antibiyotik tedavisi gerekmektedir. Bakterinin hastane
gereglerinde uzun sure canli kalabilme kapasitesi, rezervuar insanlar ve
cansiz materyaller araciligiyla hastalar arasinda yayimasi ve c¢ogalmasi
tedavinin zorlugunda etkilidir(4). GuUnumuzde A.baumannii tum dunyada
onemli bir nozokomiyal patojen olarak kabul edilmektedir. Acinetobacter
turleri  Avrupa ve Amerika’da yogun bakim Unitelerinde tim gram negatif
infeksiyonlarin %2-10’'undan sorumludur. Ancak mikroorganizmanin halk
saghgi acisindan oOnemine ragmen virulansi, antimikrobiyal direnci,

rezervuari ve epidemiyolojisi hakkinda agiklanamayan noktalar vardir(5).

2.1.Taksonomi Ve Klinik Olarak Onemli Tiirler

Yapisal ve biyokimyasal Ozellikleri ile tanimlanmalari ve
siniflandirimalart  oldukga karmagsik sureglerden gegmistir. Bacterium
anitratum, Herellea vaginicola, Mima polymorpha, Micrococcus calcoaceticus
gibi isimler aldiktan sonra sonunda 1954 yilinda Acinetobacter cinsi olarak

tanimlanmigtir(4).



Acinetobacter genusu bugun Moraxellaceae ailesi iginde yer
almaktadir. DNA-DNA hibridizasyon temeline dayanan c¢aligmalarla
Acinetobacter genusu i¢inde 32 genotip tanimlanmigtir. Ancak bunlarin 17
tanesi isimlendirilmistir. Fenotipik yontemler kullanilarak Acinetobacter’lerin
tir dizeyinde dogru identifikasyonu problemlidir. Ozellikle A.baumannii ve
genetik olarak ¢ok benzer olan isimlendiriimemis genotip 3 ve 13TU ayrimi
zordur(6). Otomasyon sistemleri A.baumannii digindaki turleri tanimlamakta
yeterince etkin bulunmamiglardir. DNA-DNA hibridizasyonu, ribotipleme
calismalari ve 16S ribozomal RNA restriksiyon analizi gibi molekuler
metodlar gunumuzde en duyarli metodlardir ancak klinik mikrobiyoloji
laboratuarlarinda rutin olarak uygulanamamaktadir ayrica maliyetleri de
yuksektir(4). Fenotipik testlerle turlerin ayirt edilmesindeki problem nedeniyle
Acinetobacter turlerinin sakkarolitik ve asakkarolitik olmak Uzere iki gruba
ayrilmasi benimsenmistir. Glukozu okside eden nonhemolitik suglar
A.baumannii, glukoz negatif nonhemolitik olanlar A./woffii ve hemolitik olanlar
A.haemolyticus olarak degerlendirilmelidir (7).

Guvenilir identifikasyon yontemleriyle yapilan c¢alismalar klinik
izolatlardan en sik A.baumannii’nin saptandigini net olarak gostermistir. Bu
tur ve daha az oranda da genotipik olarak ¢cok benzer olan genotip 3 ve 13TU
en sik enfeksiyon etkeni ve hastane salginlarindan sorumlu tutulan
Acinetobacter turleridir (6). Bunu A.lwoffii, A.haemolyticus, A.jhonsoni ve
genotip 6 izlemektedir. A.jhonsoni, A.lwoffii ve A.radiorsistens
(nonsakkarolitik Acinetobacter turleri) insanda ciltte normal flora Uyesi olup
orofarinks ve vajinada da kommensal olarak bulunabilmektedir. A.lwoffii
menenijite diger turlerden daha sik neden olur. A.ursingii hastanede yatan
hastalarda bakteremi etkenidir.  A.junnii nadiren g6z enfeksiyonlari ve
bakteremiye neden olmakta ve Ozellikle de pediatri hastalarinda
nozokomiyal salginlar olusturmaktadir. HIV pozitif bir hastada toplumdan
kazanilmig bir A.radiorsistens bakteremisi de bildirilmigtir. A.schindleri vajinal,
servikal, bogaz, burun, goz, konjuktiva ve idrar gibi gesitli insan 6érneklerinden

izole edilmekte ancak klinikte 6nemsiz olarak kabul edilmektedir (8).



2.2.identifikasyon

Acinetobacter cinsi bakteriler , gram negatif nonfermentatif, zorunlu
aerop, oksidaz negatif ve hareketsiz bakterilerdir. Ureme fazinda gomak,
stabil donemde diplokok morfolojisinde , 1-1.5 ile 1.5-2 ym boyutlarinda ve
siklikla c¢iftli dizilime sahiptirler. Bazen dekolorize olmalari zor oldugu igin
pozitif kan kultlr giselerinden hazirlanan direkt yaymalarda gram pozitif kok
sanilabileceginden dikkatli olunmalidir (7).

Koloniler kanli agarda konveks,gri-beyaz,2-3 mm ¢apinda ve degisken
hemolizlidirler. Ozellikle A.haemolyticus olmak Uzere bazi klinik izolatlar
koyun kanli agarda hemoliz yapabilir. Oksidaz negatif,katalaz pozitiftir.
Benzer koloni ozellikleri Mac Conkey agardaki laktozu fermente etmeyen
Enterobacteriaceae Uyelerinde de gorulebilir. Ancak Acinetobacter TS| veya
KIA'nin dibinde Uremez ve nitrati redukte etmez. Pek g¢ok gram negatif
basille benzer sekilde ancak Moraxella benzeri diger mikroorganizmalarin
aksine genellikle penisiline in-vitro direnglidir (9).

Cogdu sus, MacConkey agarda ureyebilir, renksiz veya hafif pembe
renkte koloniler olusturur. Glukozu okside eden bazi Acinetobacter turleri
tirozin eklenmig beyin- kalp inflUzyon agar veya glukoz eklenmig kanli agarda
kahverengi renk degisimine neden olabilir. Bu fenomen ayni zamanda
MacConkey agar ve Mueller-Hinton agardaki A.baumannii izolatlarinda da
gOzlenmektedir. Kontamine orneklerden Acinetobacter turlerinin izolasyonu
igin ayirt edici ve segici besiyerleri kullanilabilir (7) .

Acinetobacter’ler, nutrient agar ve triptik soy agar gibi sik kullanilan
besiyerlerinde Ureyebilmekle birlikte amonyum veya nitrat tuzlari ve bir veya
daha fazla karbon kaynagi iceren mineral bazli ayirdedici besiyerleri spesifik
tanimlama icin kullaniimaktadir (4). Klinik orneklerden direkt izolasyon igin
diger mikroorganizmalarin Uremesini inhibe eden segici besiyerlerinin
kullanilmasi yararlidir. Safra tuzlari,seker ve bromkrezol moru igeren ticari
ismi Herella agar (Difco) olan segici ve ayirt edici besiyeri kullanilabilir. Bu
besiyeri cesitli antibiyotikler kullanilarak modifiye edilmigtir. Segici ve ayirt
edici Ozellikleri kombine eden  antibiyotik de iceren yakin zamanda
tanimlanmig yeni bir segici besiyeri olan Leeds Acinetobacter Medium adli



besiyeri hem klinik hem de cevresel o6rnekleden Acinetobacter suslarinin
izole edilmesinde son derece kullanighdir. Cevresel tarama igin 6zellikle
Acinetobacter’lerin az sayida bulunabileceg@i alanlarda sivida zenginlestirme
yontemi de kullanilabilir. Pek ¢ok mikroorganizmayla kontamine ornekler bir
karbon ve enerji kaynagi, amonyum veya nitrat tuzu gibi bir nitrojen kaynagi
iceren sivi iginde inokile edilir. inkiibasyon sirasinda sirekli kuvvetli
calkalamanin Acinetobacter suslarinin Pseudomonas suslarindan daha
cabuk Uremesi igin gereklidir. 24- 48 Saatlik inkibasyonun ardindan bir 6ze
dolusu selektif besiyerine pasaj yapilir ve olasi Acinetobacter kolonilerinin
ileri identifikasyonu yapilir. Bu metod fekal oOrnekler ile gesitli klinik ve
cevresel orneklerden Acinetobacter izole edilmesinde kullaniimaktadir. En
sik genotip 2 (A.baumannii), 3 ve 13TU klinik izolatlari 37° C ve daha yiiksek
Isilarda udrer, diger bazi genotipler ise sadece daha dusuk isilarda
iireyebililer.  Genel olarak onerilen Ureme isisi 30°C olmakla beraber
ornegin Ozelligine  gore daha dusuk isi kombinasyonlarinin kullaniimasi
daha akilcidir. Biyokimyasal Ozelliklerine gore identifikasyon saglayan ticari
kitler ve otomatize/yari otomatize sistemler de tur dizeyinde tanimlama igin

yaygin olarak kullaniimaktadir (4).

2.3.Epidemiyoloji

Acinetobacter turleri dogada yaygin olarak bulunurlar. Siklikla hayvan
ve insanlar konak konumundadir(10). Hastalardaki cilt kolonizasyonu
sonrasinda hastane galiganlarinin elleriyle mikroorganizma yayilabilmektedir.
Cilt, bogaz, solunum sistemi veya gastrointestinal sistemde yuksek oranda
kolonizasyonun gesitli salginlara degisen derecelerde katkida bulundugu
kanittanmigtir (11). Saglikli bireylerde %25- 40, hastanede yatanlarda %75
oraninda cilt tagiyicihdi bildirilmistir (12).

Acinetobacter turleri hem nemli hem kuru yuzeylerde uzun sure
canhligini koruyabilir. Hastane ortaminda formika, cam, pamuk, kuru filtre
kagidi ve yatak kenarlarinda gunlerce canl kalabildigi gosteriimistir(13).
Pediyatrik yogun bakim Unitesinde yagsanan bir salgin sirasinda muhtemelen
caliganlarin elleriyle kontamine olmus cgesitli ekipman ve yulzeylerde (telefon
kulplari, kapi kollari, hasta kartlari vb) bulunduklari saptanmigtir.  Salgin



kokenlerinin arastirnimasiyla cesitli yuzeylerde yerlegebilme ve canlihgini
surdurebilme egilimleri oldugu belirlenmistir. Ozellikle A.baumannii salginlar
olusturma egilimindedir.  Enfeksiyon gorilmeye baglandiginda kolonize
hastalarin sayisi son derece yuksektir ve Onleyici tedbirler igin geg¢
kalinmigtir. Salgin gelistiginde gevredeki tum cansiz yuzeyler A.baumannii
icin tasiyici olabilmektedir (14). Salgini tanimlamak ve kaynagi ortaya
cikarmak icin ¢ok gesitli tiplendirme yontemleri kullaniimaktadir. Serotipleme,
faj, bakteriyosin, protein profilleri, multilokus enzim elektroforez tipleme, PCR,
plazmid profili, PFGE, ribotipleme bu yontemler arasindadir. Ancak en ideal
metodun ne oldugu konusu netlik kazanmamistir (4).

Acinetobacter turleri hastane personelinin %19’unun deri kalicl
florasinda yer almaktadirlar. Bu durum saglik ¢caliganlarinin ellerinin surekli
potansiyel bir kaynak olabilecegini dusundurmektedir. Hava yoluyla
hastadan hastaya bulas yogun cevre kontaminasyonu oldugunda onemli
olabilir. Acinetobacter turleriyle gelisen enfeksiyonlarin diger bir
epidemiyolojik 6zelligi de siklikla yazin geligmeleri ve tropikal Ulkelerde daha
sik rastlanmalaridir (16).

2.4.\Virulans

Acinetobacter turleri goreceli olarak dusuk derecede bir patojenite
gostermektedirler. Bilinen en 6nemli virulans faktorleri arasinda fagositozdan
koruyucu polisakkarit kapsul, insan epitelyum hicrelerine adherensi saglayan
fimbria, dokulardaki yaglari eritici enzimler ve hucre duvarinda bulunan ve
Lipid A varhig sayilabilir. in vivo endotoksin iiretimi Acinetobacter sepsisinin
semptomlarindan sorumludur. Bakterinin insan vicudunda Ureyebilmesi igin
gerekli olan demiri saglayabilme 0zelligi de 6nemli virulans etmenlerindendir.
Bazi Acinetobacter cinsi bakterilerin dig membran reseptor proteinleri gibi
siderofor urettikleri gosterilmistir. Bakterinin glikokaliks araciligiyla yabanci
cisimlere yapisabilmesi virulansda o6nemli olabilir. Polimikrobiyal
enfeksiyonlarda bakteri daha virulan davranmaktadir.

Quorum sensing gram negatif bakteriler arasinda yaygin bir
regulasyon mekanizmasidir.  Acinetobacter Kklinik izolatlarinda, duragan



ureme fazinda maksimal aktivite gosteren 4 farkli quorum sensing sinyal
molekuld bulunmustur (15) .

Antibiyotik direnci saglayan PER-1 geninin virulansi arttirdigi ve klinik olarak
daha 6lumcul enfeksiyonlara neden oldugu gosterilmistir (13).

2.5.Antibiyotik Direnci

2.5.1.Antibiyotik Direcinin Genetik Temelleri

Gram negatif nonfermentatif ¢omakgiklar  ampisilin, ¢ogu
sefalosporinler ve makrolidler gibi yaygin kullanilan antibiyotiklere diger gram
negatif bakterilerle kiyaslandiginda dig membraninin bu antibiyotiklere
goreceli olarak gegirgen olmayisi nedeniyle intrensek olarak direnglidir.
Ornegin gram negatif nonfermentatif bakterilerin E.coli ile karsilastirildiginda
dis membran gegirgenliginin 10-100 kat daha dusuk oldugu gosterilmistir.
Effluks sistemleri de bu grubun intrensek diren¢ sergilemesine katkida
bulunmaktadir (17,18).

Acinetobacter genusu muhtemelen antibiyotige maruz kalmig toprakta
uzun donem evrimlegsmesine bagl olarak antibiyotik direnci gelistirmede ¢ok
yuksek bir hiza sahiptir (4). Genetik degisikliklere ¢ok iyi uyum saglayabilme
Ozelligindedir ve “dogal donusebilen” olarak adlandirilan bir bakteriler
arasindadir. Yakin zamanda yapilan bir ¢galisma hem duyarli hem direncli
A.baumannii izolatlarinda bol miktarda diren¢ geni bulundugunu ortaya
cikarmistir. Fournier ve ark ¢ogul direngli suslarda 45 direng geni igeren 86
kb’ilk  AbaR1 olarak adlandirilan bir diren¢ adasi tanimlamiglardir.
Tanimlanan anahtar diren¢ genleri VEB-1, Amp C ve OXA 10 beta
laktamazlari, cesitli aminoglikozid modifiye edici enzimleri ve tetrasiklin
effluks pompa proteinlerini kodlamaktadir. AbaR1’in detayli genetik analizi
aynl zamanda hareketli genetik elemanlar ve daha 6nce Pseudomonas spp,
Salmonella spp ve E.colfde tanimlanmis olan diger direng genlerinden
olustugunu  gostermigtir.  Duyarli  A.baumannii  suglarinda  benzer
lokalizasyonda tekrarlayan 20 kb’lik direng genlerinden yoksun genomik ada
bulunur (3). Direngli Acinetobacter turlerinin ortaya ¢ikmasinda ana faktor

plazmidler, transpozonlar ve integronlar araciligiyla antibiyotik direncinin



kazaniimasi ve tasinmasidir. Cesitli galismalar Acinetobacter turlerinin
%80’inden fazlasinin degisik molekul agirliklarina sahip ¢ok sayida plazmid
tasidigini gostermektedir (6).

25 yili agkin sure once Acinetobacter turlerinin antimikrobiyal direng
faktorlerini plazmidlerin konjugasyonu sayesinde kazanabildigi gosterilmigtir
(20). Gunumuzde transpozonlarin (kromozoma integre olan veya plazmid
uzerinde tasinan hareketli genetik elemanlar) Acinetobacter turleri iginde
direncin genetik determinantlarinin yayiliminda onemli oldugu bilinmektedir
(21). Bu transpozonlarin pek ¢cogu sinif 1 agirlikli olmak Gzere integronlar
icermektedir.  integronlar kendi baglarina hareket edemedidi halde, (bir
plazmid veya transpozon uzerinde taginmaya ihtiya¢ duyarlar) int geni ve gen
kasetleri iceren diger integronlara veya bakteri genomu iginde sekonder
bolgelere mobilize olabilen genetik elemanlardir. Gen ekspresyonunu arttiran
IS elementlerinin tanimlanmasi da direncin regulasyonunun agiklanmasinda
onemli rol oynamistir. Enterobacteriaceae veya Pseudomonas
aeruginosa’da olmayan fakat A.baumanniide tanimlanmis ISaga1 elementinin
varligi Amp C ve OXA-51, OXA-69 gibi beta laktamazlarin asiri salinimi ve
sirasiyla seftazidim ve karbapenemlere duyarlilik seviyesinin dusmesiyle

sonuglanir (22).

2.5.2.Beta laktam direnci

A.baumanniinin beta-laktamlara direncinin belli basli mekanizmalarti;
beta laktamaz uUretimi, penisilin baglayan proteinlerde dedgisiklik, porin
proteinlerinin yapi ve sayisinda degisiklik ve effluks pompalarndir

A) Beta Laktamazlar

Beta-laktamazlarin siniflandiriimasi ve isimlendiriimesi her zaman
karmasik ve problemli olmustur. Olduga fazla gesitlilik gosteren bu enzimlerin
siniflandiriimasi igin birka¢g sema onerilmigtir. Baglangigta penisilinazlar ve
sefalosporinazlar olarak ayrilmig, daha sonra genetik determinantin
bulundugu vyere gore plazmid aracilli veya kromozomal olarak
siniflandinimiglardir. 1989 yilinda Bush tarafindan Onerilen gruplamada

beta-laktamazlar, substrat ve inhibitor Ozellikleri molekiler yapi ile



iligkilendirilerek siniflandiriimistir.  Bu fonksiyonel siniflandirmaya karsin
beta-laktamazlar aminoasit dizilim benzerliklerine gore molekuler olarak A, B,
C ve D olmak Uzere dort gruba ayrilmigtir (Ambler siniflamasi) (16).

Ambler sinif A enzimleri (Bush grup 2) beta-laktamaz inhibitorlerine
duyarli penisilinazlardir.  Ambler sinif B enzimleri (Bush grup 3) akiif
bolgesinde c¢inko bulunan metallo beta laktamazlar (MBL)'dir. MBL'lar
bakterinin penisilin, sefalosporin ve karbapenem direncinden sorumludur.
MBL’a sahip bakteriler klinisyenlerin karsilastiklari en direngli fenotiplerdir.

Ambler sinif C enzimleri (Bush grup 1) C.freundii, E.aerogenes
E.cloacae, M.morganii, P.aeruginosa ve S.marcescens’de bulunan
kromozomal Amp C tipi beta-laktamazlari icermektedir. Amp C tipi beta
laktamazlara sahip bir bakteri penisilinler, beta-laktamaz inhibitorli beta
laktamlar, sefoksitin, sefotetan, seftazidim, seftriakson ve sefotaksime
direnclidir. Sinif C beta-laktamazlara kargi en etkili ajanlar aztreonam ve
sefepimdir. Klinik olarak onemli sinif C enzimi ureten gram negatif basiller
arasinda beta-laktamaz uretimi normalde dusuk duzeydedir. Sefoksitin ve
klavulonik asit kombinasyonlari gibi beta-laktamlar Enterobacter spp ve
Morganella spp’ye karsi kullanildiginda beta-laktamaz Uretimini arttirir.
imipenem de indiikleyici olmakla beraber artmis Amp C varliginda
stabilitesini surdurmektedir (hidrolize direnglidir). Ambler sinif D enzimleri
(Bush grup 2f) oksasilini hidrolize edebilen serin beta-laktamazlardir. Bu
yuzden oksasilinaz veya OXA beta-laktamaz adini almiglardir. A.baumannii
ve P.aeruginosa’daki OXA enzimleri yapisal olarak en fazla c¢esitliligi
gosteren ve hizla artan beta-laktamaz grubudur. Bu beta-laktamazlar
penisilinlere, sefalosporinlere, genis spektrumlu sefalosporinlere (OXA-tip
ESBL'ler) veya karbapenemlere (OXA-tip karbapenemazlar) direng
olusturabilir (23).
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Tablo 2.5.2.a. Beta-laktamazlarin siniflandirma semasi (23)

Ambler siniflamasi

Sinif A Penisilinazlar TEM'ler,SHV’ler,PC1,
GSBL CTX-M'ler,SME-1,KPC-1
Sinif B Metallo-beta-laktamazlar IMP-1,VIM-1,CcrA
Sinif C Sefalosporinazlar Amp-C’ler,CMY-2,ACT-1
Sinif D Oksasilinazlar OXA-1
Bush Siniflamasi
Grup 1 Sefalosporinazlar
Genis spektrumlu sefalosporinleri Amp C’ler,CMY-2,ACT-1,,MIR-1

hidrolize eder,klavulonik asit direngli

Grup-2 Tamami klavulonik aside duyarli
2a Penisilinaz S.aureus’daki PCI
2b Genis spektrumlu penisilinaz TEM-1,SHV-1,TEM-2
2be GSBL'ler SHV-2,TEM-10,CTX-M'ler
2br inhibitérlere direngli TEM'ler,IRT ler, TEM-30,TEM-31
2c Karbenisilini hidrolize eden PSE-1
2d Oksasilini hidrolize eden OXA-10,0XA-1
2e Klavulonatla inhibe olan FEC-1
sefalosporinazlar
2f Karbapenemazlar KPC-1,SME-1
Grup 3 Metallo-beta-laktamazlar
imipenemi hidrolize eder,EDTA ile IMP-1,VIM-1,CcrA

inhibe olur,klavulonata direngli
Grup 4 Diger (Klavulonik asitle inhibe

olmayan penisilinazlar)

1.S1nif A beta-laktamazlar:

TEM-1 beta laktamazinin Acinetobacterlerde goéruldugu bilinmesine
ragmen sinif A genislemis spektrumlu beta laktamazlar ¢ok yeni bulunmustur
(24). A.baumannii suslarinda penisilin ve genis spektrumlu sefalosporinlere
yuksek dizeyde direng gosteren PER-1 tipi GSBL bulunmaktadir. Ancak
PER-1 beta-laktamazlar karbapenem direncine neden olmamaktadir. PER-1
Tarkiye ve Kore’deki A.baumannii suglarinda ¢ok yaygindir(25,26). Fransa,
Belcika ve Bolivya’dan da bildirim vardir. Yakin zamanda yapilan bir
molekuler ve epidemiyolojik analizle ABD’'de ilk kez PER-1 tanimlanmigtir

(27). Vahaboglu ve ark. yaptiklari cok merkezli bir calismada ,A.baumannii
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kokenlerinde %46 oraninda PER-1 enzimi varligini ve poliklonal bir yayilim
bulundugunu gostermislerdir. PER-1  enzimi bulunan A.baumannii
enfeksiyonlarinin prognozunun daha koétu oldugu da belirlenen 6nemli bir
noktadir (13).

A.baumannii yine bir GSBL olan ve integronla taginan ve Fransa ve
Belcika hastanelerinde salgina neden olan VEB-1’e sahiptir. Cin’de SHV-12
GSBL Ureten, Hollanda’da SHV-12 ve TEM-116 Ureten A.baumannii suslari
bildirilmistir. Endimiani ve ark. da italya’da A.baumannii izolatlarinda TEM-92
GSBL bulmustur. CTX-M -2 sefotaksim ve seftriaksonun artmig hidroliziyle
karakterize bir GSBL'dir ve Bolivya'da izole edilen A.baumannii suslarinda
oldugu gibi Japonya’da da beyin cerrahi kliniginde epidemik suglar
bulunmustur. A.baumannirde GSBL'’lerin klinik olarak saptanmasi halen
standardize degildir ve kromozomal sefalaosporinazlarin neden oldugu
karigiklik yuziunden sinif A GSBL'lerin A.baumanniideki yayginhgi kesin
olarak bilinmemektedir (22).

2.Sinif B Beta-Laktamazlar

Metallo-beta-laktamazlar (MBL), monobaktamlar (aztreonam) harig
tum beta-laktamlara kargi hidrolitik aktivite gosteren ¢inko bagimli beta-
laktamazlardir. Serin beta-laktamazlardan farkli bir yolla, beta laktam
halkasindaki amid bagini kirarak etki gostermektedirler (28). MBL’lar genel
yapi ve aktif bolgelerinin 6zellikleri bakimindan birbirlerine ¢ok benzemekle
beraber beta laktamlara baglanma ve hidroliz edebilme yetenekleri
degiskenlik gostermektedir. Ornegin VIM-1 ve VIM-2 vyapisal olarak
neredeyse aynidir. Ancak VIM-2 imipeneme VIM1’e gore alti kat daha ylksek
afinite gosterirken, VIM-1 piperasilin, azlosilin, tikarsilin, sefaloridin, sefalotin,
sefuroksim, sefotaksim, seftazidim, sefpirom ve meropenemi daha guglu
hidrolize etmektedir. Enzimler arasindaki bu farkin aktif bolgelerindeki
aminoasit farkliigindan kaynaklandidi belirtimektedir (29). Bu enzimlerin
hidrolizi  klavulonat, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorleriyle inhibe olmamakta ancak EDTA gibi metal selatorleriyle inhibe
olmaktadir. S.maltophilia, Chryseobacterium spp ve Flavobacterium turleri
gibi bazi nonfermentatifler karbapenemlere dogal olarak direnglidirler. Bu
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intrensek direncin bir kismi endojen MBL salinimina baglhidir. Ek olarak IMP
ve VIM enzimleri gibi kazanilmig MBL'lar ilk olarak Pseudomonas ve
Acinetobacter turlerini iceren nonfermentatif patojenlerde ortaya ¢ikmigtir ve
dunya ¢apinda giderek yayilmaktadir (30).

MBL’lar Amblerin 1980'de yaptigi siniflandirmada  serin Dbeta-
laktamazlar sinifinda yer almigtir. 1989’da fonksiyonel 6zellikleri géz dnine
alinarak Bush tarfindan sinif 3’'de siniflandiriimistir. Tablo 1995 ve 1997°de
guncellenmistir.  Tam MBL’lar imipenemi hidrolize edebilir ancak hidroliz
gugleri farklidir. Bakterinin diren¢ duzeyi hidroliz oranini etkileyebilir (31).
Bush sinflamasinda sinif 3'de yer alan MBL’lar imipenem ve beta-laktam
hidrolizleri temel alinarak alt gruplara ayrilmistir.  Grup 3a’da genis
spektrumlu enzimler, grup 3b’de Ozellikle karbapenemleri substrat olarak
tercih edenler, grup 3c'de ise diger beta-laktamlara gore karbapenemleri
daha zayif hidrolize eden enzimler bulunmaktadir. Butin bu enzimlerin ortak
Ozelligi EDTA ile inhibe olmalaridir (32). Substrat profillerinin yani sira
sekans benzerlikleri ve diger yapisal Ozelliklerine gore de alt gruplara
ayriimiglardir. Sinif B1’de yeralan enzimler aktif bolgelerinde Ug¢ histidin ve
bir sistin icermektedir.  IMP, VIM, GIM ve SPM gibi transfer edilebilen
enzimler bu grupta yeralmaktadir. Sinif B2’de bulunan enzimler aktif
bolgelerinde birinci pozisyonda histidin yerine asparajin icerir. Aeromonas
turlerinde ve Serratia fonticola’da bulunan SFH1 enzimi bu grupta yeralir.
Sinif B3’de bulunan Li enzimi ise bu grubun tek Uyesidir ve monomer olan

digerlerinden farkli olarak tetramer yapidadir (33).

Kromozomal Olarak Kodlanan MBL’lar

Bu enzimlerin en onemli ozelligi induklenebilir olmalaridir.  Bu
enzimleri sentezleyen bakteriler firsat¢i patojenlerdir ve S.maltophilia ve
B.anthracis diginda ciddi enfeksiyonlara yol agmazlar. Kromozomal kokenli
MBL’larin bir diger Ozelligi de genellikle serin beta laktamazlarla beraber
bulunmalaridir. Ornegin S.maltophilia hem L1 metallo beta laktamazi hem
de kromozomal sinif A enzimi olan L2yi birlikte sentezler (33).
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Tablo 2.5.2.b.Kromozomal kokenli MBL sentezleyen bakteriler ve enzimleri

B.cereus BCII
B.anthracis Bla-2
S.maltophilia L1
Aeromonas hydrophilia CphA
Chryseobacterium indologenes IND-1
Chryseobacterium meningosepticum BlaB veyaGOB -1

Legionella gormanni FEZ-1

Myroides spp TUS-1,MUS-1
Flavobacterium johnsoniae JOHN-1
Serratia fonticola SFH-1

Transfer Edilebilen MBL’lar
Bu enzimler IMP, VIM, SPM-1 ve GIM-1 ve SIM olmak Uzere bes

grupta toplanmaktadir.

IMP

IMP benzeri MBL’lar ilk olarak 1988 yilinda Japonya'da bir
P.aeruginosa izolatinda tesbit edilmistir. Direngten sorumlu genin konjugatif
bir plazmidde tasindigi belirlenmigstir (34). 1991 yilindan itibaren Japonya’nin
farkli bolgelerinden MBL saptandigina dair bildirimler olmustur.  Tum
enzimlerin ayni aminoasit dizisine sahip oldugu belirlenmis ve diger beta
laktamlar yaninda Ozellikle imipenemi hidrolize edebilme yeteneklerinden
dolayr IMP-1 adi verilmigtir (35). Sonraki ¢alismalarda 13 ayri Ulkede 18
farkli IMP tipi MBL saptanmistir (31). Guneydogu Asya ile Avrupa
ulkelerinden izole edilen IMP tipi enzimlerin farklilik gostermesi, lokal yayilim
g6sterdigi fikrini desteklemekte iken 2002’de ingiltere’de Acinetobacter junnii
ve Acinetobacter baumannii izolatlarinda IMP-1 enziminin saptanmasi MBL
sorununun kiresel oldugunu gdstermistir (36,37).

A.baumannii susglarinda metallobetalaktamaz Uretiminin artigi, beta
laktamlara diinya gapinda drkdticl boyutta direng ortaya ¢ikarmistir (38).
A.baumannii IMP tipi MBL’lar1 genellikle Uzak Dogu’da ilk saptananlar gibi
sinif 1 integronun bir pargcasi olarak bulunurlar. MBL'lar baskin
karbapenemazlar olmamakla beraber A.baumannifrde IMP-1, IMP-2, IMP-4,
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IMP-5, IMP-6 ve IMP-11 gibi cesitleri tanimlanmigtir. Cesitli tiplerde IMP
beta-laktamazlarn Japonya’dan bildirilmektedir (39). IMP tipi MBL’lara bagli
karbapenem direnci Kore ve Pasifik kiyi bolgesinde de ciddi bir problemdir.

VIM

VIM-1 enzimi ilk kez 1997'de italya’nin Verona kentinde bir
P.aeruginosa susunda tanimlanmigtir. IMP tipi enzimlerden oldukga farkli bir
yapisi vardir, aminoasit dizilimi en fazla B.cereus ‘un BCIl enzimine benzer.
blaye genleri gibi blayw genleri de integronlar igindeki gen kasetlerinde
tasinir ve genellikle aminoglikozid direng genlerini tagiyan gen kasetleriyle
ayni integron icinde bulunurlar (40).

italya’da hastane iligkili enfeksiyon etkeni olan, birbiriyle klonal iligkili
uc¢ P.putida izolatinin saptanmasi, MBL'larin ¢evresel kaynakli olabilecegini
ya da P.putidanin MBL’lar igin vektor olabilecegini dugundurmustar (41).
Bugune degin aralarinda Turkiye’nin de bulundugu yirmi tGlkeden onbir farkl
VIM tipi MBL bildirilmigtir. Turkiye’'den bildirilen olgularda, bir K.pneumoniae
ve bir P.aeruginosa susunda VIM-5 tipi MBL saptanmistir (31). VIM-2 ilk kez
1996 yilinda Fransa’da bir P.aeruginosa susunda saptanan VIM tipi bir
MBL’dir. Aminoasitlerin dizilimi agisindan VIM-1 ile %90 benzerlik
gOstermektedir (42). Acinetobacter baumannirye ait VIM-2 enzimi sadece
Kore’den bildirilmistir (43).

SPM -1

ilk olarak 1997 vyilinda Brezilya'nin Sao Paulo kentinde bir
P.aeruginosa sugunda tanimlanmistir.  Sekans analizinde en yuUksek
homolojiyi %35,5 oraniyla IMP-1 ile gostermistir. SPM-1’in IMP ve VIM tipi
MBL’lardan farki transpozonlar veya integronlar iginde yer almayisidir. Bu
enzimin sefalosporinlere afinitesi penisilinlerden daha fazladir (44).

GIM-1

ilk olarak 2002 vyilinda Almanya’da farkli hastalara ait bes
P.aeruginosa izolatinda saptanan GIM-1 (German imipenemase) MBL’larin
B1 alt sinifinda yeralmaktadir. Hidrolitik profili IMP-1’e benzer ancak daha
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zayif etkilidir. Sinif 1 integron Uzerinde iki aminoglikozid direng geni ve OXA-

2 enzimini sentezleyen gen kasetiyle birlikte bulunmaktadir (45).

SIM-1

Kore'deki A.baumannii izolatlarinin MBL cesitliligi ilgi ¢ekicidir, yakin
tarihte yeni bir MBL olan Seul imipenemaz (SIM-1) tanimlanmistir. SIM-1, B1
alt sinifinda yeralan, IMP-12 ile %69, IMP-9 ile %64 benzerlige sahip genis
spektrumlu bir metallo beta laktamazdir (46).

MBL’larin Saptanmasi

MBL’larin  klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda tanimlanmasi igin
fenotipik yontemler yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak henuz standardize
edilmig ve CLSI tarafidan Onerilen bir fenotipik test yoktur. Kullanilan
fenotipik yontemlerin esasini MBL’larin EDTA ile inhibe olma o0zellikleri
olugturur. Genellikle substrat olarak seftazidim ve imipenem kullanilir.
Oncelikle MBL varligi arastirilacak suslarin imipenem MiK degerleri
belirlenmelidir. P.aeruginosa igin = 16ug/ml, Acinetobacter spp igin = 8ug/ml
ve Enterobacteriaceae igin = 2ug/ml MiK degerleri saptanan suslarda MBL
dretiminin arastiriimasi onerilmektedir.  Ancak bazi Enterobacteriaceae
uyeleri ve Acinetobacter turlerinin imipeneme duyarl oldugu halde MBL geni
tasiyabildigi akilda tutulmalidir.

Fenotipik yontemlerden, kolay uygulanabilir olmalarindan dolayi E-test

MBL seritleri kullanilabilir. Ancak kullaniimakta olan E-test seritleri dusuk
duzeydeki dirence bagli olarak yanlis negatif sonug¢ verebilmektedir.
Cift disk sinerji veya kombine disk metodu kullanilabilir. Bu ydntemin
duyarhih@ini arttirmak igin imipenem, meropenem, seftazidim gibi farkli
substratlar ve EDTA, 2-merkaptopropriyonik asit (2-MPA),
sodyummerkaptopropiyonik asit (SMA), 2-merkaptoetanol gibi birden fazla
inhibitor kullanilabilir.

Bir diger fenotipik test imipeneme duyarli E.coli susunun MBL ureten
bir bakteriyle birlikte bulundugunda inhibisyon zonunun daralmasiyla
karakterize Modifiye Hodge testidir (31). Hodge testi aslinda penisilinaz
ureten N.gonorrhoeae ‘yi tesbit etmek icin geligtiriimis bir yontemdir. Bu test
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penisiline duyarl S.aureus ATCC 25923 yerine E .coli ATCC 25922 standart
susu ve 10U penisilin diski yerine 10 pg imipenem diski kullanilarak MBL
varhginin tesbit edilmesi i¢gin modifiye edilmis ve bu adi almigtir (47). MBL
Uretimini arastirmak icin basit bir test olmakla beraber bazi bakteriler igin
yanlig negatif sonuclar verebilmektedir.

Fenotipik testler iginde altin standart sayilabilecek test ise saflastirilan
enzimin imipenem veya meropenemi hidrolize edebildiginin ve bu aktivitenin
EDTA varliginda inhibe oldugunun spektrofotometrik olarak gosterilmesidir.
Fenotipik testlerle pozitif bulunan sonuglarin referans Ilaboratuarlarda
molekuler tekniklerle dogrulamasi yapilabilir. Genotipik yontemler fenotipik
testlere gore daha duyarlidir. Her enzime 6zgul primerler kullanilarak bir
izolatta bulunan MBL tipi polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) belirlenebilir.
Genotipik testlerden DNA hibridizasyon yontemleri daha duyarlidir.  Altin

standart kabul edilen genotipik yontem ise klonlama ve sekans analizidir (31).

Deneysel MBL inhibitorleri

MBL’larin aktif bolgeleri kuglk varyasyonlarla birbirinden farkhlik
gostermektedir. Bu nedenle tek bir inhibitdor ajanin tum enzimlere etkili
olmasi zordur. Bir baska problem de MBL'larin aktif bolge yapilarinin
memelilerde hucre fonksiyonlarinda gerekli olan bazi enzimlere
benzemesidir. Bugune degin MBL inhibitori olarak bazi bilesikler gelistiriimig
ve cesitli MBL'lar Uzerinde denenmigtir. Bu bilesikler arasinda tiyoester
turevleri, sulfonil hidrazon, suksinik asit turevleri, penisilinat, sulfon, bifenil
tetrazol, sefotetan, merkaptokarboksilat ve 1-B-metil karbapenem sayilabilir.
Her bir bilesik farkli bir enzim Uzerinde denenmig oldugundan aktivitelerini
kargilagtirmak zordur. P.aeruginosa’da bulunan IMP-1 enzimine karsi 1-3-
metil karbapenem, penisilinat sulfon ve bazi tiyoester turevleri etkili
bulunmus, diger bilegiklerin ise g¢aligilan hicbir MBL'a etkili olmadigi
saptanmisgtir (48).

3.Sinif C Beta-Laktamazlar
Acinetobacter turleri diger gram negatif bakteriler gibi kromozomal

olarak kodlanan sinif C beta-laktamazlara sahiptirler. Guncel filogenetik
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analizler Acinetobacter spp’deki kromozomal Amp C genlerinin buyuk
ihtimalle yaygin beta-laktamazlarla ayni gen soyundan geldigini ve diger
bakteri turlerinde bulunan ampC genleriyle ¢ok yakin akraba oldugunu
gOstermektedir. bla genlerinin kodladigi sinif C sefalosporinazlar penisilinleri,
dar ve genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize eder ancak sefepim veya
karbapenemleri hidrolize edemez. Bu yuzden ¢ogu A.baumannii klinik izolati
seftazidime direnglidir. Yakin tarihte A.baumanniinin kromozomal beta-

laktamaz Uretimini arttiran IS elementi bulunmustur (49).

4.Sinif D Beta-Laktamazlar

A.baumanniide ilk tanimlanan OXA karbapenemaz OXA 23’dir ve
karbapenemlerin tanitimindan énce 1985'de iskogya’da bir klinik izolatta
bulunmustur.  Ardindan basglangigta ARI-1 (Acinetobacter resistant to
imipenem) adi verilen bu enzim ingiltere, Brezilya, Polinezya, Singapur, Kore
ve Cin'de saptanmistir (50,51). OXA-58 plazmidle tasinan bir
karbapenemazdir ve Fransa, ingiltere, Arjantin, ispanya, Tirkiye, Romanya,
Avusturya, Yunanistan, iskogya ve Kuveyt'ten bildirilmistir (52,53,54). Bu
enzimlerin Ozellikle dogal olarak varolan ve [Saga1 ve [Saga2 iceren
plazmidleri birlikte bulunduran turleri basta olmak Uzere A.baumanniideki

karbapenem direncine onemli katkida bulundugu vurgulanmaktadir(53).

Tablo 2.5.2.c. Acinetobacter baumanniideki OXA karbapenemazlar (3).

Karbapenemaz tipi OXA karbapenemaz
Kazaniimis
Kromozomal OXA-24,0XA-25,0XA-26,0XA-40,0XA-58*
Plazmid OXA-23,0XA-58
Yapisal Oxa-64,0XA-65,0XA-66,0XA-68,0XA-70
OXA-51/69 benzeri OXA-71,0XA-78,0XA-79,0XA-80,0XA-82

*OXA 58 A.baumannii’'de hem kromozomal hem plazmid aracili olarak tanimlanmig bir karbapenemazdir.

A.baumannirnin sahip oldugu OXA-40 ve OXA-58 ile ABD’de salginlar
gOrulmastir. A.baumannirdeki OXA 51/69 benzeri beta-laktamazlar doért
kitadan bildirilen ve degisen duzeylerde 1Saga-1 iceren  6zel “dogal olarak

varolan” kromozomal enzimlerdir (55).
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B) Dis Membran Proteinleri(DMP) Ve Penisilin Baglayici

Proteinlerin (PBP) Degisimi

Porinler veya dig membran proteinlerinin kaybi veya modifikasyonu
yoluyla periplazmik alana transportun azaltimasi penisilin baglayan
proteinlere baglanmayi azaltmaktadir. Beta-laktamlarin periplazmik alana
gecisinin azalmasiyla birlikte beta-laktamazlarin zayif enzimatik aktivitesi
artar.  A.baumannii izolatlariyla olugan salginlarin ¢ogunda imipenem
direncinin porin kaybi nedeniyle Idugu saptanmigtir (49).

Porin veya dig membran proteinlerinin A.baumannirdeki antibiyotik
direncine olan katkisi anlasildigindan beri bu konuya odaklanan galigmalar
hiz kazanmistir. Ancak dis membran proteinlerinin kaybinin nasil oldugunu
gOstermek zordur. Laboratuvar c¢alismalari DMP’lerinde ¢ok cesitli
degisiklikler oldugunu gostermistir, benzer tablo PBP’lerde de gorulmektedir.
New York'daki epidemik ¢cogul direncgli A.baumannii suglarinin arastiriimasi
karbapenem direngli izolatlarin 37, 44 ve 47 kDA agirligindaki DMP’lerinin
azalan ekspresyonu ve sinif C sefalosporinazlarin dretiminin artigiyla ortaya
ciktigini gostermistir. Benzer sekilde Madrid’deki izolatlarda 22 ve 33 kDa
agirhigindaki DMP’lerinin kaybinin OXA-24 Uretimiyle beraber karbapenem
direncine yol agtigi gosterilmigtir.

Yakin zamanda A.baumanni’de, P.aeruginosa’daki imipenem
direncinden yuksek oranda sorumlu olan Opr D’nin homologu olan 43 kDa
agirhiginda bir protein tanimlanmistir. 29 kDa DMP A.baumanniide
imipenem ve meropenem direncine neden olmaktadir.

ispanyada izole edilen A.baumannii suslarinda karbapenem direnci
PBP-2 ekspresyonundaki azalmayla agiklanmistir. Bu suslarda DMP’lerinin
kaybi ve beta-laktamaz Uretiminin de mevcut olmasi farkli direng

mekanizmalarinin birlikte bulunabilecegini gostermektedir (3).

C)Effluks Pompalan

Bakterilerde esansiyel besinler ve iyonlarin igeri alimini metabolik son
artnlerin ve zararli maddelerin atilimini, hicre ile dis ortam arasinda iletigimi
saglayan pompa sistemleri ayni zamanda antibiyotiklerin hicre disina
pompalanmasinda da kullaniimaktadir (16). Bakterilerde pompa sistemleri
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bes onemli aileden olusmaktadir: Major Facilitator (MF), Multidrug and Toxic
Compound Extrusion (MATE), Resistance-Nodulation-Cell Division (RND),
Small Multidrug Resistance (SMR) ve ATP Binding Casette (ABC). Tum bu
sistemler enerji kaynagi olarak protonlari [Proton Motive Force (PMF)]
kullanirken ABC ailesi ATP kullanmaktadir. Antibiyotikleri ve diger maddeleri
tasiyan pompa sistemleri antibiyotik ¢aginin streslerine yanit olarak ortaya
citkmamigtir. Farkli pompa sistemlerini inceleyen bazi genom c¢aligsmalari bu
yapilarin kaltsal oldugunu ortaya koymaktadir. Bakteriyel genlerin %5-
10’'unun tasiyici sistem genleri, bunlarin buyudk bir kisminin da pompa
proteinlerini kodlayici genler oldugu belirtiimektedir (56,57).

Effluks pompalari  bakterilerin bazi antibiyotiklere dogal direncinden
sorumlu olmakla birlikte pompa poteinlerinde olusan nokta mutasyonlar
sonucunda birgok farkli siniftan antibiyotige karsi diren¢ gelisimine neden
olmaktadir. A.baumanniide RND ailesinin Uyesi olan AdeABC effluks
pompasi bulunur ve aminoglikozidler, sefotaksim, tetrasiklinler, eritromisin,
kloramfenikol, trimetoprim ve florokinolonlari digari pompalar(58). AdeABC
effluks pompasinin asiri ifadesi karbapenem hidrolize edici oksasilinazlarla
birlikte karbapenemlere yuksek duzeyde direngten sorumludur. Bu
pompanin ifadesini kontrol eden mekanizma iki basamakli regulator (adeR)
ve sensor (ade S) sistemiyle acgiklanmaktadir. adeR veya adeS genlerindeki
tek nokta mutasyonu pompa ifadesini dolayisiyla arttirmaktadir.

Yakin tarihte A.baumannifde MATE ailesinin Uyesi olan bir baska
coklu ilag atim pompasi AbeM tanimlanmigtir. Bu pompa sisteminin
antibiyotik substrat profili florokinolonlar ve diger toksik bilesiklerle sinirli gibi
gorunmektedir. (3)

2.5.3.Aminoglikozid Direnci

A.baumannifde aminoglikozidlere direngte en 6nemli mekanizma bu
antibiyotiklerin amino ya da hidroksil gruplarinin enzimatik olarak
degistiriimesidir. Degisiklige ugrayan aminoglikozid molekulu ribozomlara iyi
baglanamaz ve bakteri aminoglikozid varliginda uUremeye devam eder.
Aminoglikozid molekulinu degistiren enzimler (AME) aminoglikozid
fosfotransferazlar (APH), aminoglikozid asetiltransferazlar (AAC) ve
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aminoglikozid nukleotidiltransferazlardir (ANT) (59). A.baumannii’de her Ugu
de tanimlanmistir. AME’lerin yapisini incelemek igin yapilan genetik analizler
bu enzimlerin pek ¢ogunun integronlar tarafindan kodlandigini gostermistir.
(49) . Nemec ve ark’'nin yaptigi bir ¢calismada 13 Ulkeden aminoglikozid
direngli izolatlar AME’leri kodlayan genler agisindan analiz edilmistir. PCR
haritasinda bu izolatlar aphA1, aphA6, aacC1, aacC2, aacA4, aadA1 ve
aadB genlerini sergilemistir (60).

Amerika bazli bir galismadaki izolatlarda aphA1, aadA1, aadB,
aacC1 ve aacC2 tesbit edilmistir (27). Seward ve ark benzer AMEleri
birbiriyle ilgisiz Acinetobacter spp izolatlarinda bulmus ve bu sik rastlanan
genlerin dunyanin belirli bolgeleriyle sinirli olmadigini gostermislerdir. Yine
duinyanin farkl yerlerinde genotipik olarak farkli izolatlarda benzer
integronlar bulunmustur (61,62). Bu bulgu ispanya, ingiltere ve diger Avrupa
ulkelerinde de dogrulanmistir.  Antibiyotik direng genlerinin yayilmasinda
onemli olan klas 1 integronun ayni degisken bolgesi genotipik olarak iligkisiz
izolatlarda saptanmistir (3).

Yakin tarihte aac(6’)-lad tarafindan kodlanan ve esas olarak
A.baumanniideki amikasin direncinde rol oynayan yeni bir AME Japonya’da
kesfedilmistir  (63). Bugun S.marcescens, E.faecalis, S.aureus ve
P.aeruginosa’da oldugu gibi A.baumanniide de birden fazla aminoglikozid
sinifini modifiye edebilen multifonksiyonel AME’ler tanimlanmigtir (3).

Acinetobacter spp’de aminoglikozid direncinin diger mekanizmalari
hedef ribozomal proteinin degistiriimesi ve antibiyotigin bakteri i¢ine giriginin
azaltilmasidir. Magnet ve ark. uriner sistem enfeksiyonlu bir hastadan elde
edilen ¢oklu direncli Acinetobacter izolatinda aminoglikozid direnciyle iligkili
RND tipi bir effluks pompasi tanimlamislardir (58).

2.5.4 Kinolon Direnci

Florokinolonlar bakterilerde DNA replikasyonu igin gerekli olan tipll
topoizomerazlar; DNA giraz ve topoizomeraz IV’Un aktivitesini inhibe ederek
DNA sentezini durdurmaktadir. DNA giraz iki gyrA ve iki gyrB alt biriminden
olusmaktadir. Topoizomeraz IV de DNA giraz'dakine homolog olan iki alt
birimden (parC ve parE) olusmaktadir (64). Bugune degin florokinolonlara
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direncin iki mekanizmayla olustugu gosterilmigtir.  Bunlar hedef enzim
degisiklikleri ve ilacin hlcreye girisinin azaltiimasidir.

A.baumannifdeki hedef enzim degisiklikleriyle olan kinolon direnci
gyrA ve parC genlerinin kinolon direncini belirleyen bolgelerindeki
mutasyonlarla olmaktadir. Bu degisiklikler kinolonun enzim-DNA
kompleksine baglanma afinitesinde azalmayla sonuglanir (3). Plazmid aracili
kinolon direng geni olan gnrA Enterobacter ve Klebsiella turleri gibi diger
gram negatif bakterilerde bulundugu halde hentiz A.baumanniide
saptanmamigtir (65). Bu genin Grand olan gnr proteini DNA'y1 kinolon
baglanmasindan korur. Bu korumanin mekanizmasi henidz tam olarak
anlasilamamistir (66).

ilacin  bakteri hiicresine girigsinin  azalmasi ise; bakterinin
gecirgenliginde azalma veya atim pompalarinin asiri ifadesine bagh olabilir.
Genellikle hlcreye girisin azalmasi yoluyla olusan direng¢ mutasyonlarla
DMP’lerinin azalmasi sonucu olmaktadir (16). Diger diren¢ mekanizmasi da
effluks sistemleri araciligiyla ilacin bakteri hucresi iginde yigilmasinin
engellenmesidir. Bazi  kinolonlarin  (klinafloksasin,  gatifloksasin,
levofloksasin, gemifloksasin ve moksifloksasin) A.baumannirde
siprofloksasine gore hafifce artmig bir aktivite gostermesinin nedeni
anlasilamamistir (67).

2.5.5.Tetrasiklin Direnci

Tetrasiklin ribozomun 30S alt birimine baglanarak protein sentezini
inhibe eder. A.baumannii ‘de tetrasiklin direncinde iki mekanizma
tanimlanmigtir.  Bunlardan ilki transpozon aracili Tet A ve Tet B effluks
pompalaridir. TetA sadece tetrasiklini, Tet B hem tetrasiklini hem de
minosiklini disari pompalamaktadir (68).  ikinci mekanizma ribozomu
tetrasiklinin etkisinden koruyan ribozomal koruyucu proteindir. Tet M geninin
kodladigi bu protein ribozomu tetrasiklin, doksisiklin ve minosiklinin
etkisinden korur. A.baumanniide bulunan bu ribozom koruyucu protein
S.aureus’daki Tet M proteiniyle %100 homologdur (69). Ne effluks ne de
ribozom koruyucu protein tetrasiklinlere bagh glisilsiklinlerin yeni bir Gyesi
olan tigesiklinin etkisine engel olamamaktadir. Tigesiklin plazmid aracil
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flavine bagimli bir monooksijenaz olan TetX'in substratidir. Fakat bu enzim
henuz A.baumannii klinik izolatlarinda bulunmamistir (70). Yakin zamanda
Ruzin ve ark. tigesiklin icin AdeABC effluks pompasinin bir direng
mekanizmasi oldugunu gostermiglerdir. AdeABC gen lokusunun agiri ifadesi
A.calcoaceticus-A.baumannii kompleks suslarina karsi tigesiklin MiK

degerlerinde u¢ kat artisla uyumlu bulunmustur (71).

2.5.6.Polimiksin Direnci

Polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) 1947’de ilk izolasyonunu takiben
cogul direngli A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde son segenek olarak
kullanimi gittikge artmis peptid antibiyotiklerdir. Ne yazik ki A.baumanniide
kolistin direnciyle ilgili bildirimler ve bu konuda ciddi bir tedirginlik vardir.
Urban ve ark. 2001’de polimiksin B direncli bir A.baumannii  susu
bildirmislerdir (72). Son zamanlarda A.baumannii igin tanimlanan
heterorezistans (genetik olarak 6zdes olan alt klonlarin orijinal ana klondan
daha direngli olan alt populasyonlari) urkuticu boyutlara ulasmistir (73).
Heterorezistansin etkisinin belirlenmesi icin kolistin tedavisi altindaki
hastalarla yapilacak prospektif calismalara gereksinim vardir. Pournaras ve
ark. kolistine ek olarak karbapenemler igin de benzer bulgulara ulagsmiglardir
(74). Kolistin direncinin mekanizmasinin A.baumannirnin lipopolisakkaridinde
asidifikasyon, asetilasyon veya antibiyotikle baglanarak hicre membranina
giren antijenlerin varligi gibi degigiklikler oldugu dusunulmektedir.
Polimiksinlerin kullaniminin artigina bagh olarak kolistin direncinin daha da

yayginlagacagindan korkulmaktadir (3).

2.5.7.Diger Antibiyotiklere Direng

A.baumannii hem kloramfenikol hem TMP/SXT’ye yuksek derecede
direng gostermekte, fakat bu direncin genetik temelleriyle ilgili gok az sey
bilinmektedir.  Klinik Acinetobacter izolatlarindaki CAT 1 geninin hem
kromozomal hem plazmid DNA’siyla baglantili olmasi bu genin transpozon
uzerinde olabilecegini dusundurmektedir. Devaud ve arkadaglari
kloramfenikol direncinin kloramfenikol asetil transferaz 1 (CAT1)'e bagh
oldugunu bulmusglardir. Bir baska calismada ise CAT1 aktivitesi
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saptanmamig, direncin antibiyotik gegirgenliginde degigiklik veya hedef
proteinde mutasyon sonucu olustugu dusunulmastir. Diger bakterilerde
sulfonamidlere direng normalde hedef protein olan dihidropteroat sentetaz’in
plazmidle kodlanan direngli versiyonlarinin yayilimiyla olmaktadir. Benzer
sekilde yuksek duzeyde trimetoprim direnci genel olarak plazmid DNA'siyla
tasinan dhfr geniyle kodlanan dihidrofolat reduktazin trimetoprime duguk
afinitesinden kaynaklanir. Acinetobacter turlerinde bu antibiyotiklere direng
mekanizmalari ile ilgili yayinlanmis spesifik calismalar yoktur (6).

2.6.Acinetobacter Tiirlerinin Hastane iligkili Enfeksiyonlari

Amerikan Ulusal Nozokomiyal Enfeksiyon Surveyans Sistemi
(National Nosocomial Infections Surveillance ,NNIS) Acinetobacter turlerini
en yaygin gorulen hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda yedinci sirada
bildirmistir(75). Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli iki ¢alismada YBU'lerinde
yatan hastalarda ikinci ve dordlincu siralarda saptanmistir (76,77).
Acinetobacter enfeksiyonlari cerrahi veya invaziv alet kullanimiyla yakindan
iligkilidir. Cerrahiyi takiben endotrakeal tup takilmasi, intravaskuler,
ventrikiler veya Uriner kateter uygulanmasi gibi girisimler Acinetobacter
kolonizasyonu ve ardindan da enfeksiyonla sonuglanabilmektedir. Genig
spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi da kolonizasyon igin risk faktorudar
(78,79).

Acinetobacter turleri septisemi, pndmoni, endokardit, menenijit, cilt ve
yara enfeksiyonlari, driner sistem enfeksiyonlari gibi c¢esitli oportunistik
enfeksiyonlardan izole edilmistir. Yogun bakim uUnitelerinde alt solunum
yollari ve Uriner sistem igin 6zellikle dnemli bir patojendir. Bunun bir nedeni
de yogun bakim unitelerinde invaziv tani ve tedavi yontemlerinin ¢ok yogun
uygulanmasidir. Acinetobacter turlerine baglh nozokomiyal infeksiyonlarin
gercek sikligini belirlemek zordur. Cunku klinik dérneklerde bakterinin varhigi
her zaman enfeksiyon gostergesi degildir (4).  Acinetobacter kaynakli
hastane enfeksiyonlarinin sikligi %30- 75 olarak bildirilmektedir. Prognoz
enfeksiyonun tipiyle iligkilidir ve genellikle diger gram negatif ve gram pozitif
bakterilerin neden oldugu tablolardan daha kotu seyretmektedir(75).
Pndmoni, klinikte Acinetobacter cinsi bakterilerin en sik olusturduklari klinik
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tablodur. NNIS yogun bakimda Acinetobactere baglh pnémoni epizodlarinin
1986'da %4 iken Onemli bir artis goOstererek 2003'de %7’ye ulastigini
gostermigtir.  Klinik bulgularla diger etkenlerden ayirt edilmesi mumkudn
degildir. Mekanik ventilasyon, gastrik tup, ileri yas, kronik akciger hastaligi,
immunosupresyon, cerrahi girisim ve antibiyotik kullanimi en onemli risk
faktorleridir. Bulasta kontamine respirator ekipmani, diger ekipmanlar ve
hastane personeli 6nemli rol oynamaktadir. Tipki P.aeruginosa ile gelisen
ventilator ilskili pndmoni olgularindaki gibi mortalite belirgin olarak yuksektir.
Cogu kez coklu antibiyotik direnci nedeniyle tedavi daha uzun ve pahalidir
(13). Onemli bir sorun da Acinetobacter cinsi bakterilerin etken olarak
tanimlanmasinda yasanmaktadir, ¢inkii bu bakteriler YBU'de yatan
hastalarda hizla kolonize olabilir. Bir calismada YBU'de mekanik
ventilasyonlu hastalarin %45'’i Acinetobacter ile kolonize olarak belirlenmistir.
Ventilator iligkili pndmoni tanisinda bronkoskopik teknikler kullanildiginda tim
ataklarin %24’Unde etken olarak Acinetobacter cinsi bakteriler saptanmistir
(16).

Bakteremide Acinetobacter tirleri tek bagina veya polimikrobiyal
baktereminin bir pargasi olarak bulunabilir. En sik izole edilen tar
A.baumannirdir. ~ Yetigskin hastalarin buylk g¢ogunlugunu immunduagkin
hastalar olusturur. Bu hastalarda bakteremi kaynagi siklikla solunum
sistemidir ve genellikle hastaneye vyatisin ikinci haftasinda ortaya
cikmaktadir. En sik predispozan faktorler malign hastaliklar, travma ve
yaniktir. ikinci énemli hasta grubu yenidoganlardir. Septisemiye zemin
hazirlayan nedenler dusuk dogum agirhgi, antibiyotik kullanim o6ykusu,
mekanik ventilasyon ve neonatal konvulziyonlarin varhgidir. Risk faktorlerine
sahip hastalarda yara yeri enfeksiyonlari Ozellikle yanik hastalarinda
bakteremiye yol acabilmektedir. Cesitli galismalar vaskuler kateterizasyonla
Acinetobacter enfeksiyonlarinin korele oldugunu gostermigtir (4). Her 48
saatte kateter giris yerinin degistirimesi ve temizlenmesi riski azaltabilir.
Bakteremide mortalite orani %17- 46 arasinda bildiriimekte, polimikrobiyal
olgularda mortalitenin arttigi vurgulanmakta ve A.baumannii digindaki
turlerde ise enfeksiyon daha hafif seyretmektedir. Genelde altta yatan
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hastalik, prognozu belirlemektedir. Kanser ve yanik hastalarinda prognoz
daha kotii, travma hastalarinda ise daha iyidir. Oncesinde antibiyotik
kullanilmig olmasi direngli suslarin secilmesine neden olmaktadir.

Acinetobacter turleriyle gelisen nozokomiyal menenijitler norogirurji
kliniklerinde travma ya da operasyon sonrasi gelisen olgular ve ¢ogu kez
kuguk salginlar seklinde saptanmaktadir. BOS bulgulari purilan menenijit
Ozelligindedir ve diger bakteriyel etkenlerden ayirt ettirici degildir. Klinik
bulgu olarak siklikla konvulziyon ve mental durumda bozulma gozlenirken,
ense sertligi nispeten daha geri planda saptanan bir bulgudur. Hastalarin
yaklasik yarisinda enfeksiyon polimikrobiyal olup mortalite oranlari %20-25
olarak bildiriimektedir (13).

Acinetobacter cinsi bakteriler yanik disi yaralardan izole edildiklerinde
oncelikle kolonizasyon yoninden degerlendiriimelidir.  Ozellikle immiin
sistemi bozuk hastalarda ve cerrahi sonrasi enfeksiyonlarda etken olarak
belirlenmeleri olasidir. Acinetobacter turleri ile nozokomiyal Uriner sistem
enfeksiyonu nadirdir. En sik yasli debil hastalar, yogun bakim Unitesinde
yatanlar ve uriner kateteri olan olgularda gorulmektedir. Birka¢ nadir vakada
Acinetobacter spp’ye bagli normal kapak enfektif endokarditi bildirilmigtir.
Dental girisimler ve acgik kalp cerrahisi predispozan faktorlerdir (4).

2.7.Acinetobacter Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Acinetobacter izole edilen hastalarin 6nemli bir kisminda
mikroorganizma enfeksiyon etkeni olmayip kolonizasyonu yansitmakta,
kolonizasyon olgularinin da %40’inda antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir.
Artan antibiyotik kullaniminin Acinetobacter suglarinin ortaya ¢ikmasi ve
yayllmasinda etkili bir faktor oldugunu gosteren kanitlar giderek
artmaktadir(16). Acinetobacter suslarinda pek ¢ok direng mekanizmasi bir
arada bulunmakta ve empirik antimikrobiyal tedavilerin yaklasik %30’unun
basarisiz olmasina neden olmaktadir (80). Bugun hastanelerde izole edilen
suslarin  buylk bir kismi sefalosporinlere, aminoglikozidlere, bazen
kinolonlara hatta karbapenemlere direnglidir. Bu nedenle mevcut tedavi
secenekleri igin mutlaka antibiyotik duyarlilik test sonuglari géz oOnune
alinmalidir. Acinetobacter cinsi bakterilerin enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk
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tercih olarak onerilen antibiyotikler karbapenemler (imipenem/meropenem) ,

bir kinolonla birlikte amikasin veya seftazidim kombinasyonlaridir.

2.7.1.Karbapenemler

Karbapenemler en genis spektruma sahip beta laktam grubu
antibiyotikler olup tibbi kullanima girmesi 1970'li yillarin ortalarinda
tienamisinin bulunmasi ile baglar. Tienamisin bir toprak mikroorganizmasi
olan Streptomyces cattleya’dan elde edilmig Urundur. Diger beta-laktamlari
parcalayabilen birgok beta laktamaza direngli olugu ve genis spektrumu ile o
yillarda Umit vaad eden bir antibiyotik olarak kabul edilmigken, konsantre
formlarinda aktivitesini g¢abuk yitirmesi hayal kirikhigi yaratmistir.
Tienamisinin yari sentetik bir derivesi olan N-formimidoil tienamisin
(imipenem)’in bu 6nemli dezavantaj ortadan kaldirdigi saptanmis ancak bu
kez de bu bilesigin insan bobrek dehidropeptidaz-1 (DHP-1) enzimi
tarafindan metabolize edildigi anlagiimistir. Bu enzim insan bobrek proksimal
tuplerinin  firgamsi kenarlarinda bulunmaktadir ve orijinal imipenem
molekulundn idrarla atilimini engellemektedir. Boylece imipenem molekdulleri
proksimal tubullerde toksik duzeyde birikerek nekroza yol agmaktadir. Bu
problem de kisa surede silastatin molekdllerinin tanimlanmasiyla asilmigtir.
Silastatin DHP-1 enzimini inhibe etmekte ve bdylece imipenem molekulinin
nefrotoksik Ozelligini ortadan kaldirmaktadir. 1986 yilindan itibaren bu ilag
ruhsatlandirilarak kullanima girmistir. imipenem gram pozitif, gram negatif,
aerop ve anaeroplari igeren etkinligiyle bilinen en genis spektrumlu
antibiyotikdir. in vitro olarak klinik dnemi olan bakterilerin goguna etkilidir
(81).

Karbapenemler ortak bir karbapenem molekulu igeren yari sentetik
beta-laktam antibiyotiklerdir. Bir karbapenem molekulinin penisilin
molekulunden iki 6nemli farkliligi vardir.
a.C4 pozisyonunda bir karbon atomunun yerini bir kikart atomu almis ve bu
da bir tiazolidin halkasiyla birlegmigtir.

b.C, ve C3 pozisyonlari arasinda doymamis hidroksil bagi bulunmaktadir.
Karbapenemlerin kimyasal yapilariyla etkinlikleri arasinda da siki bir iligki
vardir. Genis bir beta laktamaz grubuna direngli olan bu antibiyotiklere bu
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Ozelligi veren 6-trans-hidroksimetil gruplaridir. Yine meropeneme
imipenemden farkli olarak DHP-1 enzimine direng veren bolgesi de C1
atomuna baglanmig olan metil grubudur. Yine C2 atomuna baglanmis uzun
zincir meropenemin konvulzan etkisini azaltan kismidir. Tam
karbapenemlerde  bu  Dbdlgenin  kimyasal vyapisi gram  negatif
mikroorganizmalara etkinlikten sorumludur. Molekal agirhginin duguk olmasi
bakterinin hucre zarindan girigini kolaylastirir. Penem halkasinda bulunan
alkil tiyo yan zinciri ise P.aeruginosa’ya etkinligi saglamaktadir (82).

Diger beta laktam antibiyotikler gibi bakteri hucre duvar sentezini
inhibe ederek bakterisidal etki gdsterir. imipenem gram pozitif ve gram
negatif bakterilerin yuksek molekul agirlikli penisilin baglayan proteinlerine
(PBP) yuksek afiniteyle baglanir. Baglanma ilk dnce PBP 2'ye ardindan PBP
1a’'ya olur. PBP2ye baglanmasi gram negatif basillerin sferoblastlara
donugmesine neden olur. Ek olarak PBP1’e baglanmasi bakteri hicrelerinin
daha hizli lizisine yol agar (83). Gram negatif bakterilerde dis membrana
penetrasyonu da daha fazladir. Duguk molekdl agirhidr ve noétral yuk
nedeniyle bakterinin hicre duvarina, penisilin ve sefalosporinlerden daha
hizli penetre olmaktadir (84)

imipenemin plazma yarilanma omrii yaklasik bir saattir. Serum
proteinlerine baglanma orani %10-20 arasindadir. Total dozun %48,6’sI
idrarla degismeden atilmaktadir (85).

Yan etki olarak en sik enjeksiyon yerinde agri, flebit ve tromboflebit’e
(%1.7) neden olmaktadir. Gastrointestinal sistemle iligkili olarak da bulanti
(%1.4), kusma (%0.9), agiz mukozasinda degisiklikler (0.3), ishal(%0.9) ve
pseudomembrandz enterokolit (%0.1) gorulmektedir. Ciddi yan etkiler
nadirdir. Diger beta laktamlara allerjisi olan hastalar imipeneme de allerjik
olabilir.  Ates, kasinti, deri dokuntusu, solunum sikintisi gibi c¢esitli
reaksiyonlar gorulebilir. Konfuzyon, huzursuzluk, konvulziyon, tremor gibi
santral sinir sistemi toksisitesine bagh belirtiler gériilebilir. inflizyon hizina
bagl olarak bulanti, kusma, terleme ve halsizlik olabilir (84).

Meropenem, imipenemin aksine insan bobrek DHP-1 enzimine karsi

cok yuksek stabilite gosteren bir karbapenemdir. PBP 2 hem imipenemin



28

hem de meropenemin baglica hedefidir. Ancak meropenem P.aeruginosa ve
E.colinin PBP 2 ve 3’line daha biiyiik bir afinite géstermektedir. imipenem
gram pozitif mikroorganizmalara kargi daha etkili gorintirken meropenem
gram negatiflere 6zellikle de P.aeruginosa’ya daha etkilidir (86).

Meropenem genel olarak Uguncu kusak sefalosporinlerden daha guclu
bir indUkleyici olmasina karsin, Enterobacter ve P.aeruginosa izolatlarinda
grup 1 beta laktamazlar Uzerindeki indukleyici etkisi imipeneme gore daha
zayiftir (87). Meropenem P.aeruginosa ‘daki PBP2 ve 3’e karsi yuksek
afinitesi olmasina ragmen, imipenemin afinitesi sadece PBP2’ye karsidir. Bu
durumun Ozellikle meropenemin P.aeruginosa Uzerinde daha guglu bir
gosterebilmesinde katkisinin olabilecegi belirtiimektedir (88).

A.baumannii ‘de karbapenem direnci, dig membran proteinlerinin
kaybi ve PBP’lerde degisiklik gibi cesitli mekanizmalarla olur. Ek olarak
A.baumannii izolatlari sinif B metallo beta laktamaz, sinif A ve sinif D beta
laktamazlari iceren karbapenemazlari tasiyabilir. Diger gram negatiflerde
oldugu gibi ayni izolatta farkli mekanizmalar birlikte bulunabilmektedir.

2.7.2.Diger Tedavi Segenekleri

Ampisilin-sulbaktam, sulbaktam alternatif segenekler arasinda
bildiriimekte ayrica doksisiklin ile birlikte amikasin kombinasyonunun hayvan
deneylerinde basarili bulundugu belirtiimektedir (13).

Sulbaktam vyapisal, kimyasal ve farmakokinetik Ozellikleriyle
aminopenisilinlere benzeyen, Acinetobacter cinsi bakterilerde penisilin
baglayici protein 2’'ye baglanarak bu bakteriler tGzerinde tipki beta-laktam
antibiyotikler gibi etki eden sentetik bir beta-laktamaz inhibitoérudir. Diger
beta laktamaz inhibitorlerinden farki pek ¢ok sefalosporinin dusuk etkinlik
gOsterdigi veya etkinlik gosteremedigi B.fragilis ve Acinetobacter spp Uzerine
direkt antimikrobiyal aktivite gostermesidir. Cogu c¢alismada pek ¢ok ulkede
sulbaktamin ticari preparatlarinin  olmayisi nedeniyle ampisilin-sulbaktam
kombinasyonu kullanilmigtir (6).

Etkinligini 8 mg/l gibi dusuk yogunlukta gosterirken tazobaktam ancak
cok yuksek yogunluklarda benzer etkinlik gosterir. Klavulonik asidin ise boyle
bir etkisi belilenmemigtir. Jimenez-Mejias ve ark. birgok ilaca ve
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karbapeneme direngli A.baumannii ile gelisen sekiz menenijit olgusunun
tedavisinde sulbaktam-ampisilin kullanmiglar, alti olguda basarili olmuslar ve
mortalite hizint %25 ile imipenem tedavisine egit bulmuslardir. Wood ve ark,
imipeneme direngli A.baumannii ile gelisen ventilator iligkili pndmoni
olgularinda tedavide sulbaktam-ampisilin uygulamiglar ve bu tedaviyi etkili
bulmuslardir.  Sulbaktam-ampisilinin ~ hastane  iligkili ~ Acinetobacter
bakteremilerinde imipenem kadar etkili oldugunu gOsteren veriler
bulunmaktadir. Cok sayida galigma 0Ozellikle yogun bakim unitesinde gelisen
farkh klinik tablolarda imipenem direngli A.baumannii enfeksiyonlarinda
sulbaktam-ampisilin tedavisinin basarisini gostermektedir.  Sulbaktamla
azitromisin, rifampin kombinasyonlari denenmektedir. Sefoperazon-
sulbaktam ile ilgili yeterince klinik veri bulunmamaktadir (13).

Ne yazik ki imipenem direncgli A.baumannii suslarinda sulbaktam
direncinin ortaya ¢ikmasiyla beraber polimiksinler (kolistin, polimiksin B) tek
tedavi segenegi olarak kalmistir. Kolistin hizli bakterisidal etkiye sahiptir.
Katyonik deterjanlar gibi bakteriyel hicre membraninin butinlGgunin
bozulmasina, intraselliler icerigin disari sizmasina ve boylelikle huicre
olumune yol agmaktadir. Kolistine direng lipopolisakkaridlerin kolistine
afinitesinin azalmasi yoluyla olmaktadir (6).

Nefrotoksisite, norotoksisite, néromuskuler blokaj gibi toksik etkileri
nedeniyle imipenem direngli olgular disinda ¢ok sik kullanilmamaktadir (13).

Tigesiklin yakin tarihte klinik kullanimi onaylanan, ¢oklu ilag direncine
sahip A.baumannii izolatlarinin goguna in vitro olarak etkili, tetrasiklin turevi

bir antimikrobiyaldir.

2.7.3.in-Vitro Sinerjistik Etkili Kombinasyonlar

Karbenisilin- kanamisin / tobramisin / gentamisin, imipenem-amikasin,
imipenem-kolistin, siprofloksasin-azlosilin, imipenem-siprofloksasin,
imipenem-ampisilin sulbaktam ve Kkolistin-rifampindir (16). Ancak cogul
direngli suglarla olusturulan fare pnomoni modelinde, yalniz imipenem-
sulbaktam ve imipenem-rifampin kombinasyonuyla bakterisidal etki
saglanmistir (89).
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Goruldugu gibi direng nedeniyle guniumuzde Acinetobacter enfeksiyonlarinin
tedavisi giderek azalan alternatiflerle saglanmaya c¢aligilmakta, klasik
bilgilerin de disina ¢ikilabilen kombinasyonlarin etkinligi arastiriimaktadir. Bu

nedenle direncin onlenmesine yonelik galismalar 6nem kazanmigtir (16).

2.8.Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Mikrobiyoloji laboratuvarinda yapilan en onemli iglerden biri, klinik
olarak oOnemli bakteriyel izolatlara antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmasidir. Duyarlihk testlerinin amaci ¢ok sayida antimikrobiyal ajan
arasindan hastanin enfeksiyonunu iyilesmeyle sonlandirma olasiligli en
yuksek antibiyotigi segmektir (90). Gunumuzde karbapenemler de dahil
olmak Uzere pek ¢ok antibakteriyel ajana direngli Acinetobacter suglarinin
bulunmasi antibiyotik duyarlilik testi yapilmaksizin ilag se¢imini imkansiz hale

getirmistir.

2.8.1.S1vi Makrodilusyon ve Mikrodiliisyon Testleri

Makrobroth veya tup dilisyon yonteminde bir sivi besiyerinde
antibiyotiklerin 1-2 mllik volimler halinde sekiz veya daha fazla
konsantrasyonu hazirlanir (91). Daha sonra antibiyotik iceren her tupe
bakteri suspansiyonu inokule edilir ve bir gece inkibasyonun ardindan gozle
gorulir bulaniklik degerlendirilir.  Gozle gorunur Uremeyi engelleyen en
dislik antibiyotik konsantrasyonu MiK degeridir. Testin avantaji kantitatif
sonuc¢ (MIK degeri) vermesidir. Dezavantaji ise antibiyotik solusyonlarinin
her test icin ayri hazirlanmasi nedeniyle goreceli olarak ¢ok miktarda
malzeme ve zaman gerektirmesidir. Ayrica antibiyotik konsantrasyonlari
hazirlanirken hata olasiligi da s6z konusu olabilmektedir.

Sivi mikrodilusyon yontemi tip dilusyon yonteminin kuguk tek
kullanimhk plastik mikrobroth plaklarinda daha minyaturize ve mekanize
edilerek calisildigi igin ayni anda pek c¢ok susun test edilmesine olanak
saglayan bir yontemdir. Bu  plaklar genellikle 96 kuyucukludur, her biri
200p!l volum alir Tek bir plakta 12 farkh antibiyotigin ikiser katlik sekiz
dilisyonu caligilabilmekte veya 12 farkli susun ayni antibiyotikle duyarlihgi
arastinlabilmektedir. Calismayi kolaylastirmak ve zamandan kazanmak igin
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mikrodilisyon plaklari topluca hazirlandiktan sonra bakteri inokulasyonu
yapilabilir. Bazi antibiyotikler i¢cin hazirlanan plaklar kullanilincaya kadar
dondurulabilir (91). Dondurulmus plaklarda antimikrobik ilaglar aylarca
dayanabilirse de baz ilaglar digerlerine gore daha dayaniksizdir. Plaklar
kendi kendine defrost olan dondurucularda saklanmamali ve bir kez
¢ozulmus antimikrobik ilag yeniden dondurulmamalidir. Yeniden dondurup
cozmeler Ozellikle beta laktamlar basta olmak Uzere bazi antibiyotiklerin
bozulmalarini hizlandirmaktadir. Mikrodilisyon testlerini okumada kolaylik
saglamak ve sonuglari kaydetmek icin kuyucuklardaki Uremenin
gozlenmesini bozmadigi surece goruntileyici aletler kullanilabilir

Ayni yogunluktaki bakteri mikrodilisyon plaklarina inokule edilir.
inokiilasyon genellikle mekanik cihazlar veya goklu atim pipetleri kullanilarak,
standart bakteri suspansiyonundan es zamanli olarak mikrodilisyon

plagindaki her kuyucuga 1-5ul dagitiimasi seklindedir (92).

2.8.2.Agar Dilusyon Yontemi

Antimikrobik duyarliligin  belirlenmesinde agar dilisyon yontemi
yerlesmig bir tekniktir. Antibiyotigin iki kat seri dilisyonlari agar besiyerine
kanigtiriir.  Her plak antibiyotigin tek bir konsantrasyonunu igerir. 1x1 0*
bakteri hucresi iceren standart bakteri suspansiyonundan 1-3 pl agar
ylizeyine damlatilir.  inokulum icin eszamali ve hizli dagitim saglayan
replikatorler de kullanilabilir. Coklu dagitim yapabilen replikatorler
kullanilarak her plakta 32-36 farkli izolat test edilebilir. Plaklar 18-20 saat
inklbe edildikten sonra makroskopik olarak incelenir; bakteri remesini gozle
gériinir sekilde engelleyen antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak
yorumlanir. Agar dilisyon yonteminin avantaji ¢cok sayida izolatin es zamanl
olarak calisilabilmesi, goreceli olarak ekonomik olusu, kantitatif sonug
vermesive sivi besiyerinde iyi Uremeyen N.gonorrhoeae ve anaeropik
bakteriler gibi mugkulpesent bakteriler icin de uygun olmasidir. Dezavantaji
calisilacak izolat az sayida ise zaman alici olmasi, antibiyotikli plaklarin taze
hazirlanmasinin gerekmesi veya sinirli sureyle saklanabilir olusu ve plaklarin

ticari olarak bulunmayisidir (93).
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2.8.3.Antimikrobiyal Gradyent Yontemi

E-test duyarliligin tesbiti i¢cin azalan miktarda antibiyotik emdirilmig
seritlerin kullanildigi bir yontemdir. Standart bakteri suspansiyonu agar
besiyerine yayildiktan sonra seritler agar ylzeyine yerlestirilir. Bir gece
inkibasyonun ardindan eliptik sekilli inhibisyon alani gozle degerlendirilerek,
eliptik inhibisyon ¢izgisinin  geritte  kesisgtigi noktadaki  antibiyotik
konsantrasyonu MIiK degeri olarak belirlenir. Disk difiizyon yéntemi gibi
yapilmasi kolay ve pratik bir testtir ancak pahalidir. Cesitli yayinlarda E-test
yontemiyle belirlenen MiK degerlerinin agar diliisyon veya sivi mikrodiliisyon
yontemleriyle karsilasgtirildiginda uyumlu oldugunu gostermigtir (91). E-testin
kantitatif sonug veren diger antibiyotik duyarlilik test yontemlerine gore en
onemli avantaji antibiyotik konsantrasyonlarinda ikiser kat dilisyon olmadigi
icin gercek MIK degerine en yakin konsatrasyonu belirleme imkani

saglamasidir.

2.8.4.Disk Difiizyon Yontemi

Disk difuzyon veya Bauer- Kirby proseduri en basit ve guvenilir
duyarlilik yontemlerinden biridir. Bu yontem uzun yillardan beri yapilan genis
capli calismalarla standardize edilmistir. 1-2x10% cfu/ml saf bakteri
suspansiyonunu pamukiu cubukla Mueller-Hinton agar yuzeyine yayildiktan
sonra belli konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmig diskler agar ylzeyine
yerlestirilir (93). Yerlestirilen disklerin merkezleri arasinda en az 24 mm
aralik bulunmalidir. Normalde 150 mm’lik plaklara en fazla 12,100 mm’lik
plaklara en fazla bes disk yerlestiriimelidir. 16-18 saatlik inkiUbasyonun
ardindan inhibisyon zon caplari olgulerek sinir degerlerle kargilastinlir ve
duyarli, orta derecede direncli seklinde bildirilir. Duyarlilik kategorisini veren
kalitatif bir yontemdir. Standardize, tekrarlanabilir, 0Ozel bir ekipman
gerektirmeyen basit bir testtir, kategoriyel sonug klinisyen igin yorum kolayligi
saglar ve tum duyarlihk yontemleri icinde en ekonomik olanidir. Olumsuz
yonleri ise mekanize ve otomatize edilemeyisi, yavas Ureyen bakteriler igin
bu yontemin uygulanamayisidir. Disk yontemi H.influenzae, S.pneumoniae,

N.gonorrhoeae gibi gug¢ Ureyen bakteriler icin 6zel besiyeri, inkibasyon
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sartlari ve farkli zon ¢ap1 yorumlama kriterleri kullanilarak modifiye edilmigtir
(94).

2.8.5.0tomatize Antibiyotik Duyarlilik Sistemleri

GUnumuzde otomatize ve vyari otomatize sistemler bakterilerin
tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliiginin belirlenmesi igin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu sistemler, kisa surede
antibiyotik duyarhlik test sonucu vermesi, daha az is yuku gerektirmesi,
nispeten ekonomik olmasi ve gogunun laboratuvar ve hastane bilgi sistem
aglyla uyumlu olmasi nedeniyle 6zellikle ¢ok sayida klinik 6rnekle galisan
laboratuvarlar  igin  tercih  edilmektedir. ~Ancak panellerin  sinirli
konsantrasyonlarda ve belirli antibiyotikleri igermesi 6nemli bir dezavantajdir
(1). Ayrica bu sistemlerde zor Ureyen, anaerop ve bazi nonfermentatif
bakterilerin  antibiyotik duyarlilik testleri yapilamamaktadir. Kisa
inkiibasyonlu otomatize sistemlerde tam MIK hesaplanamamakta, ayrica bu
sure, induklenebilir beta-laktamaz Uretimi ve benzeri bakteri direng
mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasina yetmemektedir.

Klinik kullanimda olan sistemlerde standardi saglamak ve hasta
kayitlarini tutabilmek i¢in komputarize yazihm programi bulunmakta bu da
veri yonetim sistemi olarak adlandiriimaktadir. Bu sistemler 6zet raporlari
gibi 6zel verilerin enfeksiyon kontrol raporlarinin ve antibiyotik duyarlilik test
sonuglarinin alinmasi gibi epidemiyolojik ¢alismalar igin gerekli olan bilgilerin
toplanmasina da yardimci olmaktadir.  Ayrica bu gelismis sistemlerde
“Expert software” olarak adlandirilan antimikrobiyal duyarlilik profiliyle izole
edilen susun fenotipik 6zelligini degerlendiren programlar bulunmaktadir. Bu
programlar spesifik kural veya algoritmlerle sik rastlanan diren¢ paternlerini
belirlemekte, antibiyotik duyarliliginda degisiklik onermekte, antibiyotiklere
kargi capraz direnci belirtmekte ve ayni zamanda rapor olarak dip not
seklinde vermektedir. Ayrica bazi sistemlerde bulunan “pharmacy softare”
programi ile susun duyarlilik paterni géz onune alinarak tedavi igin Oneride
bulunulmaktadir (95).

Otomatize sivi bazli antimikrobiyal duyarlilik testlerinden bugun igin
ulkemizde ticari olarak VITEK 1 ve 2 (bioMerieux ,Fransa),
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MicroScan/WalkAway (Dade Behring,ABD) ve Phoenix sistemi (BD
Diagnostic Ststems,ABD) bulunmaktadir (95).

VITEK 1 Ve 2 Sistemleri

VITEK sistemi ilk olarak 1960’larda ABD’nin uzay arastirmalari
sirasinda, uzay gemisinde bulunan astronotlarda uriner sistem patojenlerini
arastirmak ve tanimlamak i¢in  dretilmigtir. Klinik laboratuvarlarin kullanimi
icin modifiye edilmesi 1970’li yillarda gergeklestiriimigtir.

VITEK sistemi kartlara inokulasyon igin doldurucu-gekici bir modul,
kartlarin yerlestirildigi atlikarinca benzeri bir cihazla bir arada olan inkubator-
okuyucu bir modul, kartlari manuple eden bir robotik sistem, kartlardaki
biyokimyasal reaksiyonlarin renk degisikligini ve optik dansiteyi Olgen bir
fotometre ve monitdér ve yazicidan olusmaktadir. Ayrica test verilerini
depolamak / geriye donuk degerlendirmek ve farkli degiskenlerle istatistiksel
rapor almak icin veri yonetim sistemine sahiptir.  Antibiyotik iceren
kuyucuklardaki iremeyi turbidometrik olarak dlgerek MiK degeri verir (97).

Yakin tarihlerde VITEK sisteminin daha otomatize bir versiyonu olan
VITEK 2 kullanima girmistir, kartlari 64 kuyucuk icerir ve 30-45 kuyucuk
iceren orijinal VITEK kartlarindan biraz incedir (91).

VITEK sistemi mikroorganizma ve duyarlilik parametrelerine gére 4-18
saat icinde sonug¢ vermektedir (95).

MicroScan/WalkAway Sistemi

Bu sistem 1980’lerin sonlarinda gelistirilmistir. Klasik panelleri bir gecelik
inkibasyonun ardindan bakteri iremesini tirbidometrik olarak olger. Yakin
tarinte guncellenmis ve MicroScan raplD/S plus olarak yeniden
adlandinimigtir. Kisa inkubasyonlu hizli panelleri ise 3,5-7 saatte florometrik
degerlendirme yaparak sonug vermektedir (91).

Buyuk nemlendiricili bir inktibator-okuyucu Unite, panel iceren kuleleri
donddren bir karusel, barkod okuyucu, spektrofotometre, panelleri hareket
ettiren, pozisyon veren, reagentleri ekleyen ve panelleri okuma pozisyonuna
getiren robotik bir mekanizma, bilgisayar ve yazicidan olusur. Cihazin 40
testlik ve 96 testlik iki farkli modeli bulunmaktadir. Standart boydaki
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mikrodiltisyon panelleri, ¢coklu dagitici aletle (RENOK) manuel olarak inokule
edilir ve cihazin inkubatorune yerlegtirilir.  Sonrasinda cihaz periyodik
araliklarla ve otomatik olarak panelleri sirayla fotometrenin/florometrenin
altina getirir ve Ureme indeksi bir dnceki seviyenin Uzerindeyse Ureme son
noktalarini belirler. Ozel “combo” panelleri mikroorganizma tanimlamasi ve
antibiyotik duyarlilik testinin bir arada yapilmasina olanak verir. Teorik olarak
uremenin saptanmasinda florojenik substratlardan floresans tesbiti,
tirbidometrik okumalardan daha duyarli ve daha hizhdir.  Uremenin
florometrik olarak tesbiti indirekt olup GUremekte olan bakterilerin Uremekte
olmayanlardan farkl olarak enzimatik aktiviteyle florojenik substratlar
metabolize edebildigi varsayimina dayanmaktadir. Pratik olarak ise florojenik
teknolojinin turbidometrik yaklagima karsi ispatlanmis bir Gstinligu yoktur.
Bu nedenle yakin tarihte hizli, turbidometrik degerlendirme yapan gecelik
inkibasyona uygun tasarlanmis hazir paneller rapIlD/S plus versiyonuna
adapte edilmis ve duyarlilik testleri i¢in florojenik sistemin geligtiriimesine ara
vermigtir. Bu sistemin bir baska avantaji da cihazin arizalanma durumunda
panellerin bir gece inklibasyonun ardindan gozle de degerlendirilebilmesidir
(91).

Becton Dickinson Phoenix Sistemi

Kullanima giren en yeni otomatize duyarllik sistemidir. Panelleri 51°i bakteri
tanimlama, 85’i antimikrobiyal duyarlilik olmak Uzere 136 kuyucuktan
olugmaktadir (95). Test panelleri manuel olarak inokule edilir. Phoenix
sistemi bakteriyel Uremeyi hem turbidometrik hem de redoks indikator sistemi
(resazurin) ile degerlendirmektedir. Bu sistem Enterobacteriaceae ailesi igin
6,5 saatte,Pseudomonas’lar igin 12 saatte,Enterococcus turleri igin 5,5 saatte
ve stafilokoklar igin 7 saatte sonug¢ vermektedir.
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3.GEREG VE YONTEMLER

3.1.izolatlarin Tanimlanmasi

Calismamiz Etik kurul tarafindan 08.02.2007 tarihinde 27 sayili karar
ile  onaylandi. ESOGU Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’'nda Ekim 2005-Aralik 2007 tarihleri arasinda tamami yatan
hastalardan izole edilen, tekrari olmayan 200 adet A. baumannii izolati
calisma kapsamina alindi. Bakterilerin tanimlanmasi geleneksel yontemler ve
MicroScan/WalkAway otomatize sistemiyle yapildi.  Suglar g¢alisilincaya
kadar %15 gliserolll triptik soy broth igeren boncuklu tuplerde -70°C’de

saklandi.
3.2.Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Otomatize Sistemde Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Ureticinin onerileri dogrultusunda, 96 test kapasiteli Microscan/WA sisteminin
Negatif Combo 34 panelleriyle galisildi. Panelde imipenem ve meropenem
icin 4 ve 8 ug/ml antibiyotik iceren iki kuyucuk bulunmakta ve duyarlilik
sonucu <4 ug/ml duyarl, 8 ug/ml orta derecede duyarli ve >8 pg/ml direngli
olarak veriimektedir. Suslarin imipenem ve meropenem duyarlliklari MiK
degerleriyle beraber kaydedildi. Kalite kontrol susu olarak E.coli ATCC
25922 standart susu kullanildi.

Disk Diflizyon Yontemi

izolatlarin imipenem ve meropenem duyarliliklari CLSI standartlarina
uygun olarak Bauer-Kirby disk difuzyon yontemiyle caligildi. A.baumannii
izolatlarinin bir gecelik taze pasajinda tek dusmus kolonilerden dogrudan
koloni suspansiyonu yontemiyle 0,5 McFarland bulanikliga esdeger bakteri
suspansiyonu hazirlandi. Steril ektivyon daldirildiktan sonra tapin kenarina
hafifce bastirilarak ekiivyon lzerindeki fazla sivi atildi. Onceden kurutulmus,
4 mm kalinhgindaki Mueller-Hinton agar (Oxoid,ingiltere) plaginin yiizeyine
surulerek bakteri tUm agar yuzeyine inokule edildi. Bakteri suspansiyonunun
absorbe olmasi igin kapak aralik olarak birka¢ dakika beklendikten sonra
10ug imipenem (Oxoid,ingiltere) ve 10ug meropenem(Oxoid, ingiltere) iceren
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antibiyotik diskleri,merkezleri arasinda en az 24 mm olacak sekilde agar
yuzeyine bastirilarak yerlegtirildi. Kalite kontrol susu olarak E.coli ATCC
25922 standart susu kullanildi. Kapaklari alta gelecek sekilde 37°Clik etiive
kaldindi. 16-18 saat inkubasyonun ardindan degerlendirildi. CLSI
standartlarina gore inhibisyon zon c¢aplari 6lgulerek duyarli, orta dercede

duyarli ve direngli olarak degerlendirildi.

Tablo 3.1. imipenem ve meropenem igin duyarlilik zon ¢aplari

Disk Duyarli Orta Derecede Direngli
icerigi (mm) Duyarli (mm)
(mm)
imipenem 10ug >16 14-15 <13
Meropenem 10ug =16 14-15 <13

Agar Dilusyon Yontemi

Oncelikle imipenem icin hem ¢6ziici hem sulandirici olarak
kullanilmak tzere pH’1 7,2 olan 0.01 M fosfat tamponu hazirlandi.
CLSI onerileri dogrultusunda toz haldeki imipenem (Merck&Co Inc,ABD) ve
meropenem (Astra-Zeneca,ABD) etken maddelerinden stok solusyonlar
hazirlandi. 129,03 mg imipenem 12 ml fosfat tamponda, 133,33mg
meropenem 12 ml steril distile suda eritilerek 10.000 pg/ml antibiyotik iceren
stok solusyonlar hazirlandi. Bu solusyon da imipenem igin fosfat tamponla,
meropenem igin steril distile suyla tekrar dilie edilerek 1000 ug/ml ve 100
pug/ml antibiyotik iceren stok solusyonlar hazirlandi. Daha sonra dehirate
besiyerinden Ureticinin onerileri dogrultusunda Mueller-Hinton agar hazirlandi
ve antibiyotikler eklenmeden énce sicakliginin su banyosu icinde 50°C’ye
inmesi saglandi.  Antibiyotiklerin 0,125-64ug/ml araliginda ¢ift kat seri
sulandirimlarini igeren, agar dilisyon besiyerlerini hazirlamak igin 11 adet 50
ml’lik vidali kapakli plastik tupln Uzerine sifirdan baglayarak antibiyotik
icerikleri yazildi ve asagidaki algoritm izlenerek, agardaki son konsantrasyon

olacak sekilde, caligilmak istenen aralik igin gerekli miktarlar stok
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solusyonlardan tuplere aktarildi. Tuplerden birine Ureme kontroll igin

antibiyotik eklenmedi.

10.000 pg/ml’lik antibiyotik stok soliisyonundan;
64 pug/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 192l

32 pyg/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 96l

16 pg/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 48l

1000 pg/ml’lik antibiyotik stok sollisyonundan;
8 pg/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 240l

4 pug/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 119yl

2 pg/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 60ul

100 pg/ml’lik antibiyotik stok sollisyonundan;

1 pg/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 300l

0,5 pg/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 150ul
0,25 pg/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 75ul
0,125 pg/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 37,54l

Ardindan, kare petrilerde 3 mm kalinliginda besiyeri elde edebilmek
icin  her bir tipe 50°C’ye sogutulmus Mueller-Hinton besiyerinden 30’ar ml
eklendi. Kapagi kapatilip tersyuz edilerek agarla antibiyotik ¢ozeltisinin iyice
karigmasi saglandi. Daha sonra onceden hazirlanmis kare petrilere kopuk
olugsturmayacak sekilde, diz bir zemin Uzerinde dokuldu ve oda isisinda
donmaya birakildi. Besiyerleri her defasinda yeniden hazirlanarak en fazla
24 saat icinde kullanildi (119). A.baumannii izolatlarinin bir gecelik taze
pasajinda tek dusmus kolonilerden dogrudan koloni suspansiyonu yontemiyle
0,5 McFarland bulanikliga esdeger bakteri suspansiyonu hazirlandi. Steril
distle su ile 1/10 oraninda sulandirilarak 10’cfu/ml igeren bakteri
suspansiyonu elde edildi. Bu suspansiyondan agar vyuzeyine 1l
damlatilarak son inokulumun her damlatma basina 5x10* cfu olmasi
saglandi. Once standart pipet yardimiyla antibiyotik igermeyen treme kontrol

plagina inokulasyonla baslandi ve sonra en dusuk konsantrasyondan
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baglamak Uzere diger konsantrasyonlari igeren plaklara inokulasyon yapildi.
Kalite kontrol susu olarak E.coli ATCC 25922 standart susu kullanildi. Bu
sekilde tek bir plakta 36 sus test edildi. inokille edilen plaklar oda
sicakhginda inokulum noktalari agara absorbe olana dek bekletildi. Plaklar
ters gevrilerek 37°C’lik etiide 16-20 saat inkiibe edildikten sonra siyah bir
zemin Uzerinde degerlendirildi. Uremeyi inhibe eden en dislk antibiyotik
konsantrasyonu MIK degeri olarak kaydedildi ayrica CLSI  énerileri
dogrultusunda duyarli, orta derecede duyarl veya direngli olarak kategorize
edildi.

Tablo 3.2. imipenem ve meropenem igin duyarlihk MiK degerleri

Duyarl Orta Derecede Direncli
(Mg/ml) Duyarl (Mg/ml)
(ug/ml)
imipenem <4 8 >16
Meropenem <4 8 216

Sivi Mikrodilusyon Testi

Agar dilusyon testinde oldugu gibi imipenem ve meropenem igin
10.000 pg/ml, 1000 pyg/ml ve 100 pg/ml antibiyotik igeren stok solusyonlar
hazirlandi. Agar dilusyon testinin yapilisinda ayrintili olarak verilen algoritm
uygulanarak antibiyotik sollsyonlari, besiyerindeki son konsantrasyonlari
olacak sekilde vidali kapakh tuplere dagitildi. Bu kez tuplere 30 ml katyon
ayarli Mueller-Hinton sivi besiyeri eklenerek antibiyotik ¢Ozeltisiyle iyice
karigsmasi saglandi. Onceden hazirlanmis mikrodillisyon plaklarinda karsilik
gelen kuyucuklara negatif ve pozitif kontrol igin sadece sivi besiyeri ve 0,125-
64 pg/ml arahgindaki antibiyotik iceren sivi besiyeri, ¢oklu dagitici pipet
yardimiyla 100’er pl dagitildi. Bu sekilde hazirlanan mikroplaklar,
kullanilincaya dek plastik posetler icinde -70°C’de saklandi (119).

A.baumannii izolatlarinin bir gecelik taze pasajinda tek dusmus
kolonilerden dogrudan koloni suspansiyonu yontemiyle 0,5 McFarland
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bulanikliga esdeger bakteri suspansiyonu hazirlandi. Steril distile su ile 1/10
oraninda sulandirilarak 10’cfu/ml igeren bakteri suspansiyonu elde edildi. Bu
suspansiyondan, onceden ¢ozdurulmus mikrodilisyon plaklarinin negatif
kontrol kuyucugu hari¢ diger kuyucuklarina 5’er pl dagitilarak her kuyucuktaki
bakteri inokulumunun 5x10%cfu olmasi saglandi. Bu sekilde her bir
mikrodilisyon plaginda sekiz sus test edildi. Kalite kontrol susu olarak E.coli
ATCC 25922 standart susu kullanildi.  Mikrodilisyon plaklari Uzerleri
kapatilarak 37°de 16-20 saat inkiibe edildikten sonra siyah zemin iizerinde
gOzle degerlendirildi.  Mikrodilisyon kuyucuklarindaki bakteri Uremesini
tamamen inhibe eden en disiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri
olarak kaydedildi ve yine agar dilusyon testinin yapilisinda gosterilen tablo
kullanilarak CLSI standartlarina gore duyarllik kategorisi belirlendi.

3.3.Antibiyotik Duyarlilik Test Yontemlerinin Karsgilagtiriimasi

Antimikrobiyal duyarlilik testlerinde kullanima giren ticari testlerin
performansinin  degerlendiriimesinde  Amerika'da Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan bir kilavuz c¢ikarilmistir.  Bu kilavuzda
performansin degerlendiriimesinde, manuel veya otomatize sistemlerde klinik
orneklere ait en az yuz susun antibiyotik duyarlilik test sonuglari referans
yontemle karsilagtirildiginda ¢ok buylk hatanin (yalanci duyarlilik) %1.5’un
altinda, buyuk hatanin (yalanci direng) %3’un altinda, kaguk hatanin %10’un
altinda ve referans yontemle uyumun %90'in Uzerinde olmasi gerektigi
belirtimektedir (91,96). MicroScan/WalkAway otomatize duyarlilik sistemi her
biri referans alinarak ayri ayri disk difuzyon, sivi mikrodilusyon ve agar
dilisyon yontemleriyle kargilastirildi. Otomatize sistem ve referans yontem
ile ayni kategoride (duyarli, orta derece duyarli, direngli) sonu¢ alindiginda
testler “uyumlu” kabul edildi.

MicroScan/WalkAway sistemi ile duyarli, referans yontemle direncli
saptanan sonuglar “cok buyuk hata”, MicroScan/WalkAway sistemi ile
direngli referans yontemle duyarli bulunan sonuglar “buydk hata”,
MicroScan/WalkAway ile duyarli veya direngliyken referans yontemle orta
derecede duyarli bulunan veya MicroScan/WalkAway ile orta derecede
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duyarh iken referans yontemle duyarli veya direngli bulunan sonuglar ise

“klcuk hata” olarak kabul edildi.

3.4.Metallo Beta - Laktamaz Uretiminin Saptanmasi

imipenem ve meropeneme azalmis duyarlilik veya direng saptanan
izolatlar (MiK 28 ) metallo beta laktamaz (iretimi agisindan iki farkl fenotipik
yontemle test edildi. Uygulanan iki test arasinda sonuglarin uyum orani her
iki testle pozitif ve her iki testle negatif bulunan izolat sayisinin toplam

calisilan izolat sayisina bolunmesiyle belirlendi.

Kombine Disk Difliizyon Testi

Oncelikle kombine disklerin olugturulmasi igin EDTA sollisyonu
hazirlandi. 18,61 gram disodyum EDTA2H,O 100 ml steril distile su icinde
cozulerek 0,5 M EDTA solusyonu hazirlandi, NaOH ile pH’I 8’e ayarlandi.
Otoklavlanarak sterilize edildi.

izolatlarin taze pasajlardan 0,5 McFarland bulanikliginda bakteri
suspansiyonu hazirlandi ve MHA plagi yuzeyine yayildi. Plak yuzeyinin
kurumasi i¢in birka¢ dakika beklendikten sonra iki adet 10ug imipenem diski
birbirinden 22 mm uzaklikta olacak sekilde yerlestirildi. Disklerden birinin
uzerine pipet yardimiyla 5 pl (930 ug) EDTA solusyonu damlatilarak kombine
disk olusturuldu. 16-18 saatlik inkibasyonun ardindan her iki diskin
etrafindaki inhibisyon zonu 6l¢uldi ve kaydedildi. EDTA ile kombine edilen
diskin zon ¢api, imipenem diski zon ¢apindan 7 mm ve daha genisse izolat
MBL dretimi agisindan pozitif kabul edildi (99).

Modifiye Hodge Testi

imipeneme duyarli E.coli ATCC 25922 standart susunun 0,5
McFarland bulanikliginda hazirlanan suspansiyonu steril pamuklu gubukla
MHA plagi ylzeyine yayildi. Oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra
merkezine 10ug imipenem diski yerlestirildi. Test edilecek suslarin, taze
pasajlarindan igne 6ze ile alinip, diskin kenarindan baslanarak merkezden
perifere dogru cizgi ekimi yapildi. Bu sekilde her plakta dort sus galisildi.
37°C’de 16-18 saatlik inkiibasyonun ardindan degerlendirildi. Disk
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etrafindaki inhibisyon zonunda meydana gelen yonca yapragi seklindeki

bozulma MBL Uretimi agisindan pozitif sonug olarak degerlendirildi (100).
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4. BULGULAR

Calisma kapsamina alinan 2005-Aralik 2007 tarihleri arasinda tamami
yatan hastalardan izole edilmis, 200 adet A. baumannii izolatinin 18’i(%9)
dahiliye, 20’si(%10) pediatri, 251(%12,5) cerrahi, 21'i(%10,5) gogus
hastaliklari 12'si (%6) ortopedi, 17’si (%8,5) beyin cerrahisi, 23’4 (%11,5)
anestezi yogun bakim, 13’'a (%6,5) dahiliye yogun bakim, 20’si (%10) cerrahi
yogun bakim, 14’0 (%7) pediatri yogun bakim, 17’si(%8,5) diger servislerden
gelen klinik orneklerden soyutlanmigtir. (Tablo 4.1)

Klinik orneklerin 35'i(%17,5) endotrakeal aspirat, 29'u(%14,5) kan,
12’si(%6) kateter, 66s1(%33) yara yeri, 5’(%2,5) balgam, 15'i(%7,5) idrar,
10’u(%5) entubasyon tupu, 17’si(8,5) bronkoalveoler lavaj, 1'i(%0,5) beyin
omurilik sivisi,10'u(%>5) diger drneklerden olugsmaktadir. Orneklerin 133’Gndin
(%66,5); 67 alt solunum yolu oOrnedi (%33,5) ve 66 yara yeri Ornegi
(%33)'nden olusmasi dikkat ¢cekmektedir. Ortopedi servisinden soyutlanan
izolatlarin tamami yara yeri Ornegine aittir. Suslarin %35’i yogun bakim
hastalarina ait klinik 6rneklerden izole edilmistir. (Tablo 4.1.)

Tablo 4.1. A.baumannii izolatlarinin servis ve ornek tiiriine gore

dagilimlari.

Ent
ETA Kan Kat YY Balgam idrar Tiipii BAL BOS Diger Toplam

Dah 4 5 - 6 2 - 1 - - - 18
Ped 4 4 1 4 - 2 3 - - 2 20
Cerr 1 1 - 18 - 2 - 1 - 2 25
Gogiis
Hst 2 1 1 1 2 - - 13 - 1 21
Ortopedi - - - 12 - - - - - - 12
NRS 5 2 - 7 - 2 - - 1 - 17
Anestezi 9 5 6 1 - 2 - - - - 23
YB
Dah YB 5 2 - 1 - 1 1 1 - 2 13
Cerr YB 3 4 3 5 - 1 1 1 - 2 20
Ped YB 2 3 1 2 - 2 4 - - - 14
Diger - 2 - 9 1 3 - 1 - 1 17
Toplam 35 29 12 66 5 15 10 17 1 10 200

ETA:Endotrakeal aspirat,Kat:Kateter,YY.Yara yeri,Ent:Entibasyon,BAL:Bronkoalveoler lavaj.
Dah:Dahiliye,Ped:Pediatri,Cerr:Cerrahi,NRS:Beyin cerrahisi,YB:Yogun bakim.
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Calisilan izolatlarin;MicroScan WalkAway sistemiyle imipeneme 99'u
(%49,5) duyarli, 89'u (%44,5) orta derecede duyarl, 12’si (%6)’s! direngli
bulunmustur. Meropeneme suglarin 49’u(%24,5) duyarli, 23’4 (%11,5) orta
derecede duyarli ve 128'i(%64) direngli bulunmustur.

imipenem igin disk difiizyon testiyle izolatlarin 60’1 (%30) duyarli,
33'U(%16,5) orta derecede duyarli, 107’si(%53,5) direngli bulunmustur.
Meropenem igin disk difuzyon test sonuclari 58 (%29) duyarl, 6 (%3) orta
dercede duyarli , 136 (%68) direngli seklindedir.

imipenem icin agar diliisyon yéntemiyle suslarin 63'(%31,5) duyarll,
44’0 (%22) orta derecede duyarli, 93'U (%46,5) direngli bulunurken,
meropenem igin sonuglar 52 (%26) duyarli, 13 (%6,5) orta derecede duyarl
ve 135(%67,5) direncli seklindedir.

imipenem igin sivi mikrodiliisyon duyarlilik test sonuglari 60 (%30)
duyarh, 39 (19,5) orta derecede duyarli 101 (%50,5) direncli seklindedir.
Meropenem iginse ayni yontemle 54 sus (%27) duyarh,14 sus (%7) orta
derecede duyarli ve 132 sus (%66) direncli bulunmustur. (Tablo 4.2,4.3.)
Tablo 4.2. izolatlarin imipenem duyarliliginin yéntemlere gére dagilimi

imipenem  MicroScan/WA DD AD SMD
n(%) n(%) n(%) n(%)
Duyarh 99(49,5) 60(30) 63(31,5) 60(30)
obD 89(44,5) 33(16,5) 44(22) 39(19,5)
Direncli 12(6) 107(53,5) 93(46,5) 101(50,5)

DD:Disk diflizyon testi,AD:Agar dilisyon,SMD:Sivi mikrodiliisyon,ODD:Orta derecede duyarli.
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Tablo 4.3. izolatlarin meropenem duyarlihginin yontemlere gére dagilimi

Meropenem MicroScan/WA DD AD SMD
n(%) n(%) n(%) n(%)
Duyarh 49(24,5) 58(29) 52(26) 54(27)
OoDD 23(11,5) 6(3) 13(6,5) 14(7)
Direngli 128(64) 136(68) 135(67,5) 132(66)

DD:Disk diflizyon testi,AD:Agar dilisyon,SMD:Sivi mikrodilisyon,ODD:Orta derecede duyarli.

MicroScan/WA otomatize duyarlilik sisteminin imipenem igin referans
yontemlerle uyumu kargilastinldiginda en yuksek uyumu %64,5 ile sivi
mikrodilusyon yontemiyle gosterdigi gorulmustur. Disk difuzyon yontemiyle
uyumu %41, agar dilisyon yontemiyle uyumu %50 bulunmustur. Cok buyuk
hata oranlari disk difuzyon ile kiyaslandiginda %10, agar dilusyon ile
kargilagtinldiginda %6,5 ve sivi mikrodilisyonla karsilastiriidiginda %4
bulunmustur. Buyuk hata oranlari kiyaslandiginda ayni yontemler igin
sirasiyla %0,5, %0,5 ve %1 olarak saptanmigtir. Kuguk hata oranlari ise yine
sirasiyla %48,5, %43 ve %30,5'dir. (Tablo 4.4.)

MicroScan/WA otomatize duyarliik sisteminin meropenem igin
referans yontemlerle uyumu karsilagtinldiginda ise disk difuzyon ile %84,
agar dilusyon ile %86, sivi mikrodilisyon ile %86,5 uyumlu bulunmustur.
Cok buyuk hata oranlari sirasiyla %2, %1,5 ve %1,5,buyuk hata oranlari
sirastyla %2,5, %1,5 ve %1,5 olarak saptanirken kuguk hata oranlari
sirasiyla %11,5, %11, %10,5°dur. (Tablo 4.4)



Tablo 4.4. MicroScan/WA otomatize sisteminin referans duyarlihk
yontemleriyle uyumunun karsilastiriimasi

imipenem Meropenem

Uyum CBH BH KH Uyum CBH BH

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Disk 41 10 0,5 48,5 84 2 2,5
difizyon

Agar 50 6,5 0,5 43 86 1,5 1,5
dilusyon

Sivi 64,5 4 1 30,5 86,5 1,5 1,5

mikrodilisyon
CBH:Cok bliylk hata,BH:Bliylk hata,KH:Kulguk hata

9,0.0.0.0.0.0.0.0. 009
% .9.90.090.0.0.0.0.0.0.0
o \)u\)V\)qubu

Sekil 4.2:Sivi mikrodilisyon testi
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KH
(%)
11,5

11

10,5
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imipeneme her (¢ referans yontemle de orta dercede duyarli ve
direncli tesbit edilen 137 A.baumannii susu metallo beta laktamaz Uretimi
acisindan kombine disk difuzyon ve modifiye Hodge yontemleriyle test edildi.
Kombine disk yontemiyle izolatlarin 67’si (%48,55) modifiye Hodge testiyle
70'i(%51,09) metallo beta laktamaz Uretimi agisindan pozitif bulundu. 13
izolat kombine disk yontemiyle pozitif, modifiye Hodge testiyle negatif sonug
verirken, 16 izolat modifiye Hodge testiyle pozitif kombine disk yontemiyle
negatif sonu¢ verdi. Her iki testin de negatif oldugu izolat sayisi ve her iki
testin de pozitif oldugu izolat sayisi 54 iken, iki yontem arasindaki uyum
%78,83 olarak belirlendi (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. MBL uretimini arastirmak icin kullanilan iki fenotipik

yontemle pozitif ve negatif bulunan izolat sayilari

Kombine disk(+) Kombine disk(-) Toplam
Modifiye Hodge (+) 54 16 70
Modifiye Hodge(-) 13 54 67

Toplam 67 70 137
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Sekil 4.3: Kombine disk testiyle MBL Uretimi pozitif bulunan bir izolat

Sekil 4.4:Modifiye Hodge testiyle MBL Uretimi pozitif bulunan dort izolat
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5.TARTISMA

A.baumannii hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda giderek daha sik
gorulmektedir. En onemli  Ozelliklerinden biri intrensek olarak pek ¢ok
antibiyotige direncli olmasidir. Cogu zaman dezenfektanlara direngli olup ,
cevreden izole edilebilir, alet iligkili enfeksiyonlarin etkeni olabilir ve
hastalarda kullanilan aletler ya da saglik galisanlarinin elleri araciligiyla
hastadan hastaya vyayilabilirler.  Yakin gecmiste antibiyotik kullanimi
kolonizasyon ve enfeksiyon icin risk faktoru olup, altta yatan hastaliklari olan
hastalarda daha sik karsilasilan firsatgi patojenlerdir(101).Calismamizda
izolatlarin Ugte ikisi alt solunum yolu 6rnekleri ve yara yeri orneklerinden
soyutlanmistir. Tum izolatlarin %35’i yogun bakimda yatan hastalardan elde
edilmigtir. ~ A.baumannii yogun bakim Unitelerinde alt solunum vyolu
enfeksiyonlari  Ozellikle de ventilator iligkili pnomonide 6nemli bir
patojendir(4). Girisim sikligi ve yabanci cisim kullanimi bu firsat¢i patojenle
gelisen enfeksiyonlarin sikliginda artisa neden olurken antimikrobiyal
kullanimi ve direng gelisimi giderek artan oranlariyla bir kisir doéngu
yaratmaktadir. Kimi zaman mikroorganizmanin direng 0zelliginin laboratuvar
tanimindaki guglUkler ,tedavi basarisini etkilemektedir. A.baumannii
enfeksiyonlarinda atfedilebilir mortalitenin %30 oldugu hatta pnoémoni
olgularinda %53 gibi yuksek oranlara vardigi bildirilmektedir(16). Ancak alt
solunum yollarinda kolonizan olarak bulunmasi daha sik karsilasilan bir
durumdur. Acinetobacter cinsi bakteriler yanik digi yaralardan izole
edildiklerinde ise Oncelikle kolonizasyon yonunden degerlendiriimelidir.
Acinetobacter izole edilen hastalarin 6nemli bir kisminda bakteri enfeksiyon
etkeni olmayip kolonizasyonu yansitmakta, kolonizasyon olgularinin da
yaklasik %40’ inda antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir. Ancak Ozellikle
immun sistemi bozuk hastalarda ve cerrahi sonrasi enfeksiyonlarda etken
olarak belirlenmesi olasidir (13). Calismamizda yara yerinden izole edilen 66
A.baumannii sugunun 37’si (%56) cerrahi kliniklerinden gonderilen orneklere

aittir. Ayrica ortopedi servisinde yatan hastalardan izole edilen 12 susun



50

tamami yara yeri orneklerine aittir. Bu bilgiler 1siginda izole edilen suslarin
enfeksiyon etkeni olma olasiliginin daha fazla oldugu dusunulmuastar.
Antibiyotiklere diren¢ oranlari her merkezde ve farkli enfeksiyon
bolgelerinden izole edilen kokenlerde farkliliklar gosterebilse de genelde
cogul direngli kokenlerin yuksek orani alarm verdirici boyuttadir; hatta son
yillarda panrezistan kokenlerle iligkili enfeksiyonlar bildirilmektedir.
Karbapenemler diger antimikrobiyal ajanlara gore daha iyi etkinlik gosterdigi
icin pek ¢ok merkezde ciddi A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde
oncelikli olarak tercih edilen ilaglardir. Ancak son birkag¢ yilda dinya ¢apinda
karbapenem direncli izolatlarin artan oranlarda bildiriimesi dikkat cekmektedir
(102). Dunya genelinde A.baumannii izolatlarinin karbapenem duyarhiliginin
yillara ve bolgelere gore dagilimi tablo 5.1°de’da 6zetlenmistir (3).
Tablo5.1.Dlinya genelinde izole edilen A.baumannii izolatlarinin

karbapenem duyarhliklarn

Cografi bolge Yer/Galigma Yil Duyarhlik(%)
imp MEM
SENTRY 2001-2004 89 84
Kuzey Amerika ABD(YBU) 2001 96 91
ABD (YBU)/SN 2000-2002 87 66
Kanada(YBU) 2000-2002 96 94
SENTRY 2001-2004 74 70
italya(YBU)/SN 2000-2002 78 75
Fransa(YBU)/SN 2000-2002 94 68
Avrupa Almanya(YBU)/SN 2000-2002 96 96
isveg(YBU) 1999-2000 96 -
ispanya(hastane izolatlari) 2001 60 49

ingiltere ve irlanda
italya 2001-2002 100 -
1997-1999 87 84
SENTRY 2001-2004 74 73
Asyal/Pasifik Bolgesi Kore 2003 87 75
Gin(YBU) 2002 92 -
Japonya 2002 95 -
Tayvan 2000 98

SENTRY 2001-2004 86 84
Latin Amerika Brezilya 2001 98 97
Arjantin 2001-2002 85 -

SENTRY:SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans Programi,SN:Siirveyans Network,YBU:Yogun Bakim Unitesi,
IMP:imipenem,MEM:Meropenem
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Tarkiye’den bildirilen duyarhlik oranlari da tipki dunyada oldugu gibi
calismalar arasinda farklilik gostermektedir. Gunseren ve ark’nin sekiz farkli
hastanenin yogun bakim unitelerinden izole ettikleri 80 A.baumannii susunda
imipenem duyarlihdint %71,2 bulmuslardir (103). Ertesi yil Aksaray ve ark.
tarafindan tekrarlanan c¢alismada ise Acinetobacter suglarina imipenem
disinda etkili bir antimikrobiyal bulunmamis, galisilan 164 izolatin da sadece
%49,3’U imipeneme duyarli bulunmustur (104). Yine Turkiye'de yapilan ¢ok
merkezli bir bagka calismada Acinetobacter turlerinin en duyarli oldugu
antimikrobiyal ajanlar imipenem (%85) ve sefoperazon-sulbaktam (%73,8)
olarak belirlenmistir. Ancak sefoperazon-sulbaktam duyarliliginin nedeni,
sulbaktamin Acinetobacter turlerine karsi intrensek aktivitesi olabilir. Bir diger
calismada Kocazeybek ve ark. dort farkhh hastanenin yogun bakim
unitelerinden izole edilen A.baumanii izolatlarinda imipenem duyarlihgini
%100 bulmuslardir (6). Zarakolu ve ark. tarafindan, 2000-2004 arasinda
yurutulen Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection
(MYSTIC) calismasi sonuglarina gore Acinetobacter turlerinde Tarkiye’den
bildirilen duyarlilik oranlari imipenem i¢in %48, meropenem igin ise %53’dur.
Bizim calismamizda, karbapenem direncinin endemik oldugu ispanya’dakine
benzer sekilde karbapenemlere yuksek oranda direng (imipeneme ortalama
%50,meropeneme ortalama %67) saptanmigtir. Bu yukseklikte; kontrolsiz
antibiyotik kullanimi, enfeksiyon kontrol programlarina yeterince uyulmayisi
gibi etkenlerin rol oynayabilecegi digunulmektedir.

Antimikrobiyal duyarllik test sonuglari veren otomatize sistemlerde,
sistem sonugclarinin hastalarin  klinigiyle karsilagtiriimasi ve sistemlerin
ekonomik boyutu ile ilgili gesitli calismalar yapilmigtir. Hastaneye yatan
hastalarin c¢cogunda baslanan ampirik antibiyotik tedavisinin, antibiyotik
duyarlilik test sonuglarinin hizli verilmesiyle %10-20 hastada degistirildigi, bu
sonuglarin hastanede ekonomik kaybi Onledigi, hastanin iyilesme suresinin
kisaldigi ve mortalite oraninin azaldigi gosterilmistir.(95)

Ancak bu sistemlerle ozellikle nonfermentatif bakterilerde elde edilen
antibiyotik duyarhlik test sonuclarinin her zaman referans yontemlerle elde
edilen sonuglarla ortusmedigi, karbapenem grubu dahil olmak Uzere beta-



52

laktam antibiyotiklerin duyarlilik test sonuglarinin guvenilir olmadigi
bildirilmektedir. Antibiyotik duyarhliginin tesbiti igin kullanilan hizli testler,
gercekte direngli olan bir mikroorganizma i¢in duyarli sonug vermeye daha
yatkindir. Bazi Ureme sinyallerinin daha kisa surede okunmasina bagh
olarak bir gece inkibasyona gore daha duyarli sonuglar alinabilmektedir.
Pek cok ilag bakterinin aktif Uremesi sirasinda Urettigi enzimlerin belirli bir
seviyeye ulagmasiyla inaktive olur. Eger mikroorganizma zor Uruyorsa veya
enzim Uretmek icgin birkag farkli Urin gerektiriyorsa veya direng gelistirmek
icin alternatif yollar kullaniyorsa, ilaca gergekte direngli oldugu halde duyarli
bulunmaktadir(105). Yakin tarinte ABD’'nde yapilan ¢alisma P.aeruginosa’da,
otomatize sistem kullanildiginda son derece direngli mikroorganizmalarin
%5,9 oraninda yanlig duyarli bulundugunu gostermistir(1).  Ticari test
panellerinde ilacin tahrip olmasina bagli yalanci direng de c¢ok sik
kargilagilan bir sorundur. Calismalar imipenemin kolayca pargalandigini,
meropenemin ise daha stabil oldugunu gostermistir (16).

Tsakris ve ark yaptiklari calismada otomatize sistemle imipeneme
direncli bulunan 35 A baumannii izolatini disk difuzyon, agar dilisyon ve sivi
mikrodilusyon yontemleriyle tekrar test etmis ve bu izolatlarin 32’sini duyarl,
3’'UnU yonteme gore degismek Uzere direncgli veya orta derecede duyarli
bulmusglar ve bu vyalanci direnci, zamanla Kkartlardaki imipenem
konsantrasyonunun olmasi gerekenin altina dusmusg olabilecegine
baglamislardir(2). York ve ark.’nin gram negatif basillere karsi 12
antimikrobiyal ajani WalkAway sistemi ve sivi mikrodilusyon yontemiyle test
etikleri calismada genel olarak ¢ok buyUk hata oranini yliksek bulmakla
birlikte imipenem ic¢in ¢ok bluylk hata oranini %0,3 buylk hata oranini ise
%1,7 bulmuslardir (105). Tenover ve ark.15 beta laktamaza bagli
karbapenem direncine sahip blakpc pozitif K.pneumoniae izolatiyla yaptiklari
calismada MicroScan/WA  sistemi  sivi  mikrodilisyon  yOntemiyle
karsilastirlmis ve ¢ok buyuk hata (yalanci duyarhlik) orani hem imipenem
hem de meropenem igin %6,7 bulmustur (106).

Zarakolu ve ark’nin calismasinda ise 61 Pseudomonas ve 61

Acinetobacter susunda Phoenix otomatize sistemi, meropenemin de i¢inde
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bulundugu 6 antimikrobiyal ajana duyarliliklari agisindan sivi mikrodilisyon
yontemiyle karsilastinlmig ve ¢ok bluyuk hata,blylk hata ve kiuguk hata
oranlari sirasiyla %2,8, %19,1 ve %14,5 saptanmigtir (107). Rittenhouse ve
ark’nin 500 gram negatif klinik 6rnek Uzerinde vyaptiklari g¢alismada
MicroScan sistemi referans sivi mikrodilisyon yontemiyle kargilastiriimis, gok
bayuk hata %3 saptanirken buyuk hata saptanmamistir (95).

Juretschko ve ark P.aeruginosa izolatlarinda alti genig spektrumiu
beta laktam antibiyotige kargi duyarliliklari dort farkli otomatize sistem ile
belirlemisler ve bu sonuglari referans sivi mikrodilisyon ydntemiyle elde
edilen sonuglarla kiyaslamiglardir. Ozellikle VITEK sisteminde imipenem igin
yanlis duyarli sonuglarin yuksekligine dikkat ¢ekilirken Phoenix sistemi harig
kiiglik hata oranlarinin da kabul edilemez oldugu belirtilmistir. imipenem igin
baylk hata oranini MicroScan/WA sisteminde %1,7 saptamis, diger
sistemlerde ise buylk hataya rastlamamislardir. Cok merkezli bu ¢alismanin
sonucunda farkli otomatize sistemlerin Onerilen referans yontemlerle
kargilastinldiginda yuksek oranda uyumsuzluk gosterdigi ve ister yanlig
direng ister yanlis duyarlilik olsun hastalar i¢cin uygun olmayan ilaglarin
segilmesine neden olacag! vurgulanmistir(108). Steward ve ark’nin yaptigi
calismada ise MicroScan /WA sistemi sivi mikrodilusyon yontemiyle
kargilagtirldiginda imipenem igin ¢ok buyuk hata saptanmazken,
meropenemde %4,8 oraninda ¢ok buyuk hata saptanmistir. Buyuk hata ise
meropenemde saptanmamis, imipenemde %1,9 oraninda saptanmistir.
Ayrica sistemin otomatize okumasiyla ¢ok buylk hatalarin fazla sayida
oldugu ancak antibiyotik duyarlihk test paneli gozle degerlendirildiginde
kiguk hatalara rastlandigina dikkat c¢ekilmigtir. Bu durumun
mikroorganizmaya gore, sistemin karbapenem i¢ceren kuyucuklardaki tremeyi
tanimladiglr esik degerlerinin farkliigindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir
(109).

Antimikrobiyal duyarlilik testlerinde kullanima giren ve yaygin olarak
kullanilan otomatize sistemlerin performansinin degerlendiriimesinde FDA

tarafindan ¢ikarilan kilavuza gore gok buyuk hatanin %1.5'un, buyuk hatanin
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%3’Un, kuguk hatanin %10’'un altinda saptanmasi ve referans yontemle
uyumun %90’in Uzerinde olmasi kriterleri belilenmigtir (91,96).

Tam bu calismalar ozellikle beta-laktam antibiyotiklerde otomatize
duyarlihk sistemleriyle elde edilen sonuglarin bu kriterleri kargilamakta
yetersiz kaldigini, duyarli veya direncli, tUm sonuglarin klasik standardize
yontemlerle dogrulanmasi gerektigini gostermektedir. Bizim galismamizda
MicroScan/WA otomatize duyarlilik sisteminin imipenem igin referans
yontemlerle uyumu kargilastinldiginda en ylksek uyumu %64,5 ile sivi
mikrodilusyon yontemiyle gosterdigi gorulmustur. Disk difuzyon yontemiyle
uyumu %41, agar dilisyon yontemiyle uyumu %50 bulunmustur. Cok buyuk
hata oranlari disk difuzyon ile kiyaslandiginda %10, agar dilusyon ile
kargilagtinldiginda %6,5 ve sivi mikrodilisyonla karsilastiriidiginda %4
bulunmustur. Buylk hata oranlari kiyaslandiginda ayni yontemler igin
sirasiyla %0,5, %0,5 ve %1 olarak saptanmigtir. Kuguk hata oranlari ise yine
sirasiyla %48,5, %43 ve %30,5dir.

MicroScan/WA otomatize duyarlilik sisteminin meropenem igin
referans yontemlerle uyumu karsilagtirildiginda ise disk difuzyon ile %84,
agar dilusyon ile %86, sivi mikrodilisyon ile %86,5 uyumlu bulunmustur.
Cok buyuk hata oranlar sirasiyla %2, %1,5 ve %1,5, buyuk hata oranlari
sirastyla %2,5, %1,5 ve %1,5 olarak saptanirken kuguk hata oranlari
sirastyla %11,5, %11, %10,5'dur. Calismamizin sonugclari, oranlar farkllik
gostermekle birlikte yapilan c¢alismalarla uyumludur. Referans yontemlerle
saptanan duyarlilik oranlari ayni iken orta derecede duyarli ve direncgli
saptama oranlari farklilik gostermistir. Bu farklilik referans yontemlerin kendi
aralarindaki uyumu etkilememis ancak otomatize sistemle karsilastirildiginda
cok blyik hata oranini yiikseltmistir. Ornegin imipenem igin genel olarak sivi
mikrodiliisyon ile saptanan MIK degerleri, agar dilisyon yénteminde
saptanan MIK degerlerine gére bir dillisyon diisiik bulunmus bu durum iki
referans yontem arasinda uyumsuzluk yaratmazken otomatize sistem agar
dilisyon yontemiyle kargilastirildiginda ¢ok buyuk hata ve kugik hata
oraninin daha yuksek bulunmasina neden olmustur. Yine disk difuzyon

yontemiyle izolatlar diger iki referans yonteme gore daha direngli saptanmis,
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bu durum disk difuzyon testiyle diger referans testler arasinda kuguk hatalara
neden olurken otomatize sistemle karsilastirildiginda ¢ok buyuk hata oranini
yukseltmigtir. Otomatize duyarlilik sisteminin imipenem igin duyarlilik oranini
yuksek, direnci dugsuk saptamasinin da bu durumda etkisi oldugu
dusundlmustar.

Meropenem igin referans yontemlerle elde edilen duyarhlik oranlari
birbirine ve imipeneme ¢ok yakin iken otomatize sistemle meropeneme
duyarli tesbit edilen izolat sayisi imipeneme duyarli izolat sayisinin
neredeyse yarisi kadardir. Bir bagka deyisle otomatize sistem imipenem igin
duyarl ve orta derecede duyarlli saptadigi izolatlari meropenem igin direncli
bulmustur. Meropenem i¢in otomatize sistemin referans yontemlerle
uyumunun imipeneme gore daha yuksek olugsunda bu durumun da etkisi
oldugu dusundlmustar. Mikroorganizma hem karbapenemleri inaktive eden
enzim salgilayabilir hem de porin degisiklikleriyle karbapeneme direng
gOsterebilir.  Bu gibi mikroorganizmalar cihaz tarafindan ilaca duyarli tesbit
edilir ancak aslinda direnglidir (109) . Fakat bu durum her iki karbapenem igin
de gegerlidir. Yakin zamanda A.baumanniide, P.aeruginosa’daki imipenem
direncinden yuksek oranda sorumlu olan Opr D’nin homologu olan 43 kDa
agirhiginda bir proteinin tanimlanmis oldugu dusunuldaginde, sistemin
imipenem direncini belirleyememesinde meropenemden farkli direng
mekanizmalarinin s6zkonusu olabilecedi sonucuna varilmistir.

Cok buyluk hata ve kuguk hata oranlari imipenemde daha ylUksek
bulunmustur. Bu bulgu da yukarida bahsi gegcen calismalarla benzerlik
gOstermektedir.

Son yillarda A.baumannii suslarinda metallo beta laktamaz Uretiminin
artigi beta laktamlara dunya c¢apinda Urkuticld boyutta direng ortaya
citkarmistir. MBL’lar kritik hastalarda direngli suslarla ortaya c¢ikan
enfeksiyonlarda kimi zaman eldeki tek silah olan karbapenemlere de direng
gelisimine neden olmaktadir. Yeni antimikrobiyallerin gelistiriimesinin zor ve
zaman alici oldugu dusunuldugunde c¢ogul direngli gram negatif basillerin
yani sira MBL Ureten suglarla tedaviye yanitsiz, mortalite ve morbiditesi
yuksek ve kontrol edilemeyen salginlar olmasi beklenmektedir. MBL Ureten



56

suslarin erken tesbiti gelecekte buyuk sorunlara yolagabilecek bu kontrolsiz
yaylhimi  engelleyebilecektir (99). MBL’larin saptanmasinda genotipik
yontemler altin standart kabul edilmekle birlikte bu testler zor, zaman alici ve
pahali oldugundan her laboratuvarda rahatlikla uygulanamaz. Bu nedenle
tipki GSBL'de oldugu gibi hizli, kolay ve guvenilir fenotipik tarama
yontemlerinin geligtiriimesi i¢in ¢alismalar yapiimaktadir. Bu konuda henuz
CLSI tarafindan onerilen standardize bir fenotipik yontem yoktur.

Lee ve ark. imipenem ve/veya seftazidim direngli P.aeruginosa ve
A.baumannii izolatlarinda kombine disk difuzyon yontemini PCR ile
karsilastirmiglar ve VIM tipi MBL uretimini belilemede yuksek oranda duyarli
(%93,9) saptarken IMP tipi MBL Uretimini belirlemede basarisiz
bulmuslardir(120). Yan ve ark. P.aeruginosa suslan igin kombine disk
yonteminin duyarliligint %87, o6zgullugunu %96,7 bulmuslar ve 4ug/ml
Uzerinde MiK degerine sahip tim izolatlarda kombine disk yénteminin MBL
uretimini tesbit edebildigini gostermiglerdir(121). Pitout ve ark. imipenem ve
meropenemi tek baslarina ve degisen konsantrasyonlarda EDTA ile kombine
edilmis olarak P.aeruginosa izolatlarinda MBL Uretimini tesbit etmek igin
kullanmis ve sonuglari PCR ile karsilastirmislardir. Meropenem/EDTA disk
yontemi icin duyarhldr %100,0zgulligu %97, imipenem igin duyarhihig: %96,
O0zgullugu %91 saptamiglardir (99). Jesudason ve ark. imipenem direngli 85
nonfermentatif gram negatif basilin %56’sinda modifiye Hodge testiyle MBL
uretimi saptamiglardir. Ayrica bu testin basit bir test olmakla birlikte nadiren
yalanci pozitiflik verebildigini ve bu sorunun, besiyerine ¢inko ilavesiyle
giderilebilecegini de belirtmislerdir (110). Lee ve ark. bir bagka
calismalarinda modifiye Hodge testiyle seftazidim direngli P.aeruginosa ve
A.baumannii izolatlarinin %66,6’da MBL uretimi tesbit etmisler ve yontemin
duyarhligini %100, 6zgullugunid %88 olarak belirlemislerdir (111). MBL
sikligr Ulkeden Ulkeye hatta merkezden merkeze degismektedir. Kore'de
yapilan ¢ok merkezli bir calismada imipenem direngli Acinetobacter tirlerinin
%14,2’sinde MBL Uretimi saptanmistir (112). Tognim ve ark.73 karbapenem

direncli A.baumannii izolatinin %55’'inde MBL Uretimi saptamislardir (113).
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Japonya’da yapilan bir calismada ise seftazidim direncli Acinetobacter
suslarinda MBL sikli§i %1,9 olarak saptanmistir(114). Ulkemizde yapilan
calismalara bakildiginda Toraman ve ark. karbapenem direncli
Acinetobacter turlerinin %21’'inde imipenem/imipenem EDTA E test
seritleriyle fenotipik olarak MBL uretimi saptamiglardir (115). Fidan ve ark.
ise P.aeruginosa suglarinda MBL uretimini ¢ift disk sinerji ve modifiye Hodge
testlerinin her ikisiyle de %5 bulmuslardir (116). Eser ve ark. calismalarinda
kombine disk difuzyon testiyle A.baumannii izolatlarindaki MBL pozitifligini
%51,6 saptamiglardir (117). Sari ve ark’nin karbapenem direngli gram
negatif nonfermentatif basillerle yaptiklari galismada suslarin %89’u modifiye
Hodge testiyle, %96’si kombine disk difuzyon yontemiyle MBL Uretimi
acisindan pozitif bulunmustur(118).

Bizim galismamizda karbapenem direngli A.baumannii kombine disk
difizyon testiyle %48,55, modifiye Hodge testiyle %51,09 MBL pozitifligi
saptanmis olup sonuglar agisindan iki fenotipik yontem uyumlu bulunmustur.
Ulkeye ve merkeze gére degismekle birlikte genel olarak degerlendirildiginde
dunyada ve ulkemizde MBL pozitifliginin sikhgindaki artis dikkat gekicidir.
Fenotipik yontemler yaygin olarak kullanilan guvenilir yontemler olmakla
beraber sonuglarin altin standart kabul edilen molekuler yontemlerle
dogrulanmasi gerekmektedir. Ancak genotipik yontemler zorlugu nedeniyle
ancak referans  laboratuvarlarinda ve arastrma amaciyla
kullanilabilmektedir.

Bu calismada MBL’larin saptanmasi icin kullanilan yontemler fazla
ekipman gerektirmeyen, basit ve pratik olarak uygulanabilecek etkili ve
guvenilir tarama yontemleridir. Rutin hale getirilerek MBL ‘larin erken tesbiti
ile enfeksiyon kontrol onlemlerinin uygulanmasi ve kontrolsiz antibiyotik
kullaniminin azaltilmasi sayesinde direng yayiliminin engellenmesinin yani

sira hastanin tedavisine da katkida bulunabilecegi digunulmektedir.
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6.SONUCLAR
Calisma kapsamina alinan 2005-Aralik 2007 tarihleri arasinda tamami
yatan hastalardan izole edilmig, 200 adet A. baumannii izolatinin
18’i(%9) dahiliye, 20’si(%10) pediatri, 25'i(%12,5) cerrahi, 21'i(%10,5)
gogus hastaliklari 12’si (%6) ortopedi, 17’si (%8,5) beyin cerrahisi,
23’0 (%11,5) anestezi, 13’0 (%6,5) dahiliye yogun bakim, 20’si (%10)
cerrahi yogun bakim,14’G (%7) pediatri yogun bakim, 17’si(%8,5)
diger servislerden gelen klinik drneklerden soyutlanmisgtir.
Klinik orneklerin 35'i(%17,5) endotrakeal aspirat, 29'u(%14,5) kan,
12’si(%6) kateter, 66s1(%33) yara yeri, 5’i(%2,5) balgam, 15'i(%7,5)
idrar, 10'u(%5) entubasyon tupu, 17’si(8,5) bronkoalveoler lavaj,
1'i(%0,5) beyin omurilik sivisi, 10'u(%5) diger orneklerden
olugmaktadir.
Farkli yontemlerle elde edilen sonuglar hastanemizde izole edilen
A.baumannii  suglarinda karbapenem direncinin ylksek oldugunu
gostermektedir. Bu yukseklikte; direngli suslarin hastalar arasinda
yayllimi ve uygunsuz antibiyotik kullanimi gibi etkenlerin de katkisinin
oldugu dusunulmektedir. Duzenli sirveyans verilerini esas alan kisitli
antibiyotik kullanim politikalari gelistiriimesi, antiseptik ve dezenfektan
kullanim politikalarina titizlikle uyulmasi direng yayilimini engellemede
yardimci olacaktir.
Otomatize sistemle A.baumannii izolatlarinda karbapenemler igin elde
edilen antibiyotik duyarlilik test sonuglarinin FDA tarafindan onerilen
kriterlere  uymadigr  gorulmektedir.  Microscan/WA  sisteminin
meropenemdeki performansi daha iyi bulunmakla beraber her iki
antimikrobiyal i¢cin de sonuglarin standardize bir yontemle
dogrulandiktan sonra klinisyene bildirilmesi gerektigi sonucuna
variimistir.
Bu galismada MBL’larin saptanmasi i¢in kullanilan yontemler fazla bir
ekipman gerektirmeyen, basit ve pratik olarak uygulanabilecek etkili ve
guvenilir tarama yontemleridir. Rutin hale getirilerek MBL ‘larin erken

tesbiti ile enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin uygulanmasi ve kontrolsuz
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antibiyotik kullaniminin azaltilmasi sayesinde direng yayiliminin
engellenmesinin  yani sira hastanin tedavisine da katkida
bulunabilecegi dustnulmektedir.

Karbapenem direngli izolatlarimizda MBL uretimi sikliginin dikkat
cekici gekilde yuksek oldugu gorulmuastir. Fenotipik yontemlerle
saptanan bu sonuglarin molekuler yontemlerle dogrulanmasi sonucu
hastanemizdeki A.baumannii suglarindaki MBL sikligi kesin olarak
belirlenebilecektir.

Acinetobacter enfeksiyonlarinin sorun oldugu birimlerde diger hastane
iligkili enfeksiyonlarda oldugu gibi duzenli bir sirveyans yapilip elde
edilen veriler i1s1ginda kontrol politikalari gelistiriimelidir. Surveyans
esnasinda yatan hasta ve personelden klinik érnekler yaninda gevre
kaltarleri de yapilmahdir. Duzenli sirveyans verilerini esas alan kisitli
antibiyotik  kullanim  politikalari  geligtiriimelidir. Antiseptik ve
dezenfektan kullanim politikalarina titizlikle uyulmalidir. Acinetobacter
turleri yaralarda kolonize oldugunda polimiksin B topikal olarak,
akciger kolonizasyonu ve enfeksiyonlarinda inhalasyonla kullanilabilir.
Sindirim sisteminde kolonizasyon varliginda segcici dekontaminasyon
igin polimiksin B veya emilmeyen aminoglikozidler kullanilabilir. Agir
cevre kontaminasyonu varliginda ilgili birim kapatilip terminal

dezenfeksiyon iglemi uygulanmalidir (13).
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