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OZET

Giris ve Amag: Acinetobacter cinsi bakteriler, ¢cevresel sartlara dayanikli olmalari
nedeniyle uzun siire canli kalabilirler, kolayca yayilabilirler ve daha ¢ok hastane
enfeksiyonlarina sebep olurlar. Karbapenem direngli Acinetobacter suslarmin etken
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde en sik kolistin kullanilmaktadir. Ancak kolistine
kars1 da direng goriilmeye baslandigindan, direng gelisimine karsi kolistinin baska
antibiyotiklerle  kombine kullanimi  Onerilmektedir. Denenen ¢ok sayida
kombinasyondan birisi de kolistin+sulbaktam kombinasyonudur. Bu ¢alismada;
karbapenem direngli Acinetobacter suslarinda Time Kill (zamanla 6ldiirme) ve
Checkerboard (dama tahtasi) yontemi olmak tizere iki farkli yontemle in vitro olarak

kolistin+sulbaktam kombinasyonunun sinerjik etkinligi arastirilmistir.

Materyal ve Metod: Bu tez galismasina cgesitli klinik 6rneklerden izole edilen
karbapenemlere direngli 20 Acinetobacter baumannii-calcoaceticus complex susu
dahil edildi. Identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik sonuglar1 VITEK 2%
(BioMerieux, Fransa) otomatize sistemi ile belirlendi. Kolistin, sulbaktam ve
kolistin+sulbaktam kombinasyonun Karbapenem direngli suslar iizerine in vitro

etkinligi ve sinerjik aktivitesi, Time Kill ve Checkerboard yontemi ile belirlendi.

Bulgular: Kolistin+sulbaktam kombinasyonunun denendigi Time Kill yonteminde;
17 susun timiinde sinerjik etkisi oldugu, tek basimna sulbaktamin ise ¢alisilan
konsantrasyonlarinda  bakterisit etkisinin olmadigi saptandi. Checkerboard
yonteminde; kolistin+sulbaktam kombinasyonunun suslarin 17'sinde (%85) sinerjik,
3'iinde (%15) aditif etkili oldugu, sulbaktamin tek basina (MIK diizeyinde) diisiik
oranda (%15) etkili oldugu, kolistinin ise tiim suslarda etkili oldugu saptandi.

Sonu¢: Denenen tiim suslarda her iki yontem ile de kolistintsulbaktam
kombinasyonunun yiiksek oranda sinerjik etkisinin oldugu goriildii. Literatiirdeki
caligmalarda farkli sonuglar bulundugundan daha ¢ok sayida izolatlarla ve in vivo ile
uyumun da ortaya konuldugu yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, Kkolistin, sulbaktam, Time Kill,
Checkerboard.



SUMMARY
In-Vitro Investigation Of The Synergic Efficacy Of Colistin / Sulbactam

Combination In Carbapenem Resistant Acinetobacter Sp. Strains
Introduction and Aim: Acinetobacter bacterial strains due to their resistance to
environmental conditions, can survive for a long time, spread easily and cause more
hospital infections. In the treatment of infections caused by carbapenem resistant
Acinetobacter strains, the most commonly is used colistin. However, due to
resistance to colistin has begun to appear, so it is recommended to use colistin in
combination with other antibiotics against resistance development. One of the many
combinations tried is the combination of colistin + sulbactam. In this study; The
synergistic effect of colistin + sulbactam combination in vitro was investigated by
two different methods, to be Time Kill and Checkerboard method, in carbapenem
resistant Acinetobacter strains.

Material and Method: In this thesis study, 20 Acinetobacter baumannii-
calcoaceticus complex strains resistant to carbapenems isolated from various clinical
specimens were included. The identification and antibiotic susceptibility results were
determined by the automated system of VITEK 2® (BioMerieux, France). The
combination of colistin, sulbactam and colistin + sulbactam in carbapenem resistant
strains was determined in vitro, bactericidal activity in bacteria was determined by
Time Kill, MIC values and Checkerboard method for synergistic activity.

Results: In the Time Kill method, where the combination of colistin + sulbactam is
tested; it was synergistic effect in 17 strains whereas it was found that there was no
bactericidal effect in the working concentrations of sulbactam alone. In
Checkerboard method; 17 (85%) strains of the combination of colistin + sulbactam
were synergistic, 3 (15%) were additive, it was found that sulbactam was effective in
low (15%) on its own (MIC level) and colistin was effective in all strains.
Conclusion: In all tested strains it was seen that both methods had high synergistic
effect of the combination of colistin + sulbactam. Due to studies in the literature have
different conclusions, there is a need for new studies that are also shown to be
compatible with higher numbers of isolates and, if possible, in vivo.

Keywords: Acinetobacter baumannii, colistin, sulbactam, Time Kill, Checkerboard.
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1. GIRIS VE AMAC

Gram negatif kokobasil morfolojisinde olan Acinetobacter tiirleri; Proteobacteria
filumu, Gammaproteobacteria sinifi, Pseudomonadales takimi, Moraxellaceae
ailesinde Acinetobacter cinsi altinda yer almaktadir (Giamarellou, Antoniadou and
Kanellakopoulou 2008).

Acinetobacter tiirleri bakteriyemi, pnomoni, menenjit, kateterle iliskili kan dolagimi
enfeksiyonlari, karm ici enfeksiyonlar, idrar yolu enfeksiyonlari, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlari gibi ¢esitli enfeksiyonlara yol acan bakterilerdir (Fournier and
Richet 2006, Maragakis and Perl 2008, Aygiin 2002). Acinetobacter cinsi icerisinde
saglik bakimi ile iliskili enfeksiyonlarda tedavi agisindan en fazla
zorluklar/problemler yasanan patojenlerden biri haline gelen A.calcoaceticus-
A.baumannii complex (Acb complex) dikkat c¢ekmektedir (Peleg, Seifert and
Paterson 2008, Fournier et al 2006).

Acinetobacter tiirleri, ¢evresel sartlara dayanikli oldugundan hastane ortaminda ve
saglik ¢alisanlarinin ellerinde uzun siire canli kalabilirler. Bu sebeple de 1970’lerin
baslarindan itibaren nozokomiyal patojenler arasinda yer almaktadir (Lessel 1971).
Bu da izolatlarin klonal yayilabildigini ve Acinetobacter spp'nin kisiden kisiye
kolaylikla gectigini diisindiirmektedir (Wagenvoort, De Brauwer, Toenbreker and
van der Linden 2002). Farkli antibiyotiklere direng genlerini igeren plazmid,
transpozon ve integronlara sahip olmalari; Kimi antibiyotiklere karsi diisiik dis
membran gecirgenligi ve eflilks pompasi sistemlerinin bulunmasi nedeniyle bu
bakteriler diinyanin her yerinde ciddi enfeksiyonlara sebep olmaktadir ( Souli, Galani
and Giamarellou 2008). Acinetobacter spp ile iliskili bir bagska endise de, direng
kabiliyetini hizla elde edebilmesi ve bu yetenegin sonucunda suslarda ¢oklu ilaca
direncin ortaya c¢ikabilmesidir. Bu o6zellik, giiniimiiz kosullarinda Acinetobacter

enfeksiyonlarinin tedavisinde zorluklar/problemler meydana getirmektedir (Bonomo



and Szabo 2006, Higgins, Dammhayn, Hackel and Seifert 2010, Maragakis and Perl
2008).

Acinetobacter tiirlerinde 1990'larin basindan beri beta laktam antibiyotiklere,
florokinolonlara ve aminoglikozidlere kars1 direng goriilmeye baglamistir.
Karbapenemler bu direngli organizmalarin tedavisinde Onemli bir yeri olan
antibiyotik grubu olarak diistinilmiistiir. Bununla birlikte, karbapenem direngli
suglarin neden oldugu Acinetobacter enfeksiyonlari da giderek artmakta ve yeni
terapotik alternatiflere ihtiyag duyulmaktadir (Falagas, Koletsi and Bliziotis 2006).
Bu bakteriler aymi zamanda ¢esitli diren¢ mekanizmalarint  kullanarak
sefalosporinler, kinolonlar ve imipeneme karsi diren¢ kazandiklarindan tedavide

daha biiyiik zorluklar ¢ikmaktadir.

Acinetobacter baumannii’nin gittikge daha yogun enfeksiyona sebep olmasi ve
antimikrobiyal diren¢ oranlarinin artmasi, alternatif tedavide kullanilabilecek yeni
ilaglarin veya kombinasyonlarin arastirilmasini zorunlu kilmistir (Akkok 2013). Bu
enfeksiyonlarn tedavisinde en 6nemli alternatif ilag se¢enegi olarak 1947 yilinda
kesfedilen, ancak uzun yillar boyunca yan etkileri nedeniyle kullanilmayan
polimiksin grubu bir antibiyotik olan kolistin (Polimiksin E) kullanimi giindeme
gelmistir (Kwa, Kasiakou, Tam and Falagas 2007). Bununla birlikte, bir beta
laktamaz inhibitorii olan sulbaktam, Acinetobacter tiirlerinde antibiyotik etkinlige de
sahip oldugundan kolistin ile kombine kullanimi1 yararli olabilmektedir (Fishbain and
Peleg 2010).

Kolistinin kullanimi ve 6nemi son 15 yildan beri her gegen giin giderek artmaktadir.
Ancak, diren¢ gelisiminin engellenmesi amaciyla kolistinin bu tiir enfeksiyonlarda
tek basma kullanimindan kaginilmasi ve kombinasyon tedavisinin tercih edilmesi
onerilmektedir (Nikolaos, Apostolakos, Koumoudiou, Athanasiou, Koutsoukou,
Alamanos and Gregorakos 2003, Falagas et al 2005). Ciinkii son yillarda kolistine de
direngli suslar goriilmektedir (Cai, Chai, Wang, Liang and Bai 2012).

Bu tez ¢alismasinda; Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen g¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
karbapenem grubu antibiyotiklere direngli Acinetobacter sp. suslar1 dahil edilmistir.

Karbapenem grubu antibiyotiklere direng gosteren Acinetobacter sp. suslarinda,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Falagas%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17914915

polimiksin grubu bir antibiyotik olan kolistin ve betalaktamaz inhibitorii olmasinin
yaninda antibiyotik etkinligi de olan sulbaktamin kombinasyonunun sinerjik
etkinliginin in vitro olarak Time Kill ve Checkerboard yontemleriyle arastirilmasi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TAKSONOMI VE KLINIK ACIDAN ONEMLI TURLER

Acinetobacter taksonomisi uzun ve karmagik bir ge¢mise sahip olup, tiir
tanimlamada halen zorluklar bulunmaktadir. Acinetobacter ailesinin iyeleri ilk defa
1911°’de tanimlanmis, o tarihte Hollanda’li mikrobiyolog Martinus Beijerinck,
kalsiyum-asetat iceren besiyeri ile zenginlestirilmis topraktan Micrococcus
calcoaceticus adini verdigi mikroorganizmayi izole etmistir (Beijerink 1911, Ciftci
ve Asik 2011). O tarihten beri su anda Acinetobacter olarak bilinen bakteri, birgok

kez izole edilmis ve ¢esitli cinslere ayrilmistir.

Giiniimiize dek smiflamadaki yerleri sik sik degisiklige ugramistir. Acinetobacter
cinsi bugiin Moraxellaceae ailesi i¢inde yer almaktadir. Deoksiriboniikleik asit
(DNA) benzerlikleri temel alarak yapilan ¢aligmalarda A.calcoaceticus, A.baumannii,
A.heamolyticus, A.junii, A.johnsonii, A.lwoffii, A.radiorezistens, A.schindleri,
A.ursingii ile beraber 19°dan fazla tiir belirlenmistir ( Schreckenberger and Von
Graevenitz 2003, Giamarellou et al 2008).

1968 yilinda Baumann ve c¢alisma arkadaslari genis kapsamli bir arastirma
yayinlayarak yukarida adi gegen tiirlerin tek bir cinse ait oldugu sonucuna varmis ve
Acinetobacter cinsi igerisinde yer aldigi sonucuna varmislardir fakat fenotipik
Ozelliklerine gore alt siniflandirma ve tiir tespiti yapamamigslardir (Baumann,
Doudoroffand and Stanier 1968 ). 1986 yilinda DNA-DNA hibridizasyon analizi ile
smif, 12 genomik tire ayrilmistir ve 4 tanesi Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii ve Acinetobacter junii olarak
isimlendirilmistir (Brown and Amyes 2005). Fenotipik o6zellikler temelinde,
Acinetobacter tiirlerinin ayirt etmesi zor oldugu icin bazen A.calcoaceticus-
A.baumannii complex (Acb complex) terimi kullanilmaktadir (Schreckenberger et al
2003, Munoz-Price and Weinstein 2008, Beijerink 1911).



A. baumanni, A. pittii ve A. nozocomialis klinik olarak enfeksiyonda rol oynayan
tirlerdir, ancak A. calcoaceticus biiyiik oranda patojen degildir ve hastane ortaminda
nadiren tanimlanir (Peleg et al 2008, Koh, Tan and Khoo 2012). Bu nedenle, klinik
acidan bakildiginda, Acinetobacter tiirlerinin, 6zellikle Acb kompleksindeki tiirlerin
tanimlanmas1 son derece 6nemlidir (Chuang, Sheng, Li, Lin, Wang, Chen and Chang
2011).

2.2. MORFOLOJIi, KULTUR VE BiYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Acinetobacter tiirleri; genellikle Kkapsiillii, kisa, hareketsiz, gram negatif
kokobasillerdir. 24 saatlik inkiibasyon siireci sonunda koloni ¢aplari 1.5-3 mm'ye
ulasir. Acinetobacter tiirleri, koyun kanli agar ve triptik soya agar gibi klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan besiyerlerinde 37°C'de iyi
tirerler. Kat1 besiyerlerinde tireyen koloniler diizenli, opak, yumusak, kimi zaman
mukoid, konveks sekilli ve grimsi-beyaz olmalarina karsin bir kisim gevresel
izolatlarda kahverengi pigment iiretimine rastlanmaktadir. Saf kiiltiirden alinan gram
boyamalarda degiskenlik gostermesinin yani sira, hiicre boyutunda da ¢esitlilik
gortilebilir (Lin, Lin, Yeh and Lan 2014, Lortholary, Fagon, Hoi, Slama, Pierre,
Giral, Rosenzweig, Gutmann, Safar and Acar 1995). Acinetobacter cinsinin tiim
tiyeleri zorunlu aerob, glukozu oksitleyen, oksidaz olumsuz, indol olumsuz, katalaz
olumlu ve non-fermentatif bakterilerdir. Oksidaz testinin negatifligi Acinetobacter
izolatlarmin  diger non-fermentatif bakterilerden seri bir sekilde ayrimini
saglamaktadir. Birgcok izolat nitrati nitrite indirgeyememektedir (Murray, Baron,
Pfaller, Jorgensen and Yolken 2003). Viicut sivilarinda ve kati besiyerlerinde daha
cok diplokok seklinde olduklarindan yaymalarda Neisseriae’lara benzerlik gosterirler
(Brooks, Carroll, Butel and Morse 2010). Uremenin ¢ok az oldugu durumlarda ise
kok seklinde, daha ¢ok kokobasil, ikiserli, kiime halinde ya da kisa zincir olarak
goriilebilir (Bahar ve Esen 2008). MacConkey agarda soluk pembe, Eosin Methylene
Blue (EMB) agarda ise mor renkte goriiniirler. Ureme icin herhangi bir {ireme
faktoriine ihtiyag duymazlar ve en iyi 30-35°C’de iirerler (Prashanth and Badrinath
2005, Bergogne-Berezin and Towner 1996).

Klinik 6rneklerden izolasyonu amaciyla; safra tuzlari, seker ve bromkrezol moru
iceren Herelea Agar gibi segici ayirt edici besiyerleri gelistirilmistir (Peleg et al
2008). Rutin laboratuvar ortaminda kimyasal reaksiyonlara ve iireme ozelliklerine
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gore Acinetobacter tiir ayrimi yapilmaktadir. Bu ayrimda glukoza oksidatif etki,
hemoliz ve 44°C‘de iireyebilme genellikle yeterli olmaktadir. Glukozu oksitleyen ve
hemoliz yapamayan izolatlar genellikle A. baumannii‘dir (Brooks et al 2010, Akkok
2013, Schreckenberger, Daneshvar, Weyant and Hollis 2007). A. baumannii 44°C<de
tireyebilme yetenegiyle diger tiirlerden kolayca ayrilir. A. lwoffii hemoliz yapamaz
iken, A. haemolyticus hemoliz yapmaktadir. A. johnsonii diger tiirlerden 37°C‘de

tireyememesi yonii ile ayirt edilebilir (Schreckenberger et al 2007).

Tablo 1. Acinetobacter tiirlerinin ayriminda kullanilan biyokimyasal testler.

Tiir ismi Galaktoz Laktoz 44°C iireme 37°C iireme Sitrat Hemoliz
A. baumannii + - + + +
A.calcoaceticus + + - + +
A. lwoffii - - - + +
A.haemolyticus Degisken + Degisken +
A. johnsonii
A.junii - - + +

2.3. EPIDEMIYOLOJi VE BULASMA OZELLIKLERI

Acinetobacter cinsi bakteriler, yasamlarini siirdiirebilmek i¢in ¢ok az miktarda
besleyici maddeye gereksinim duymasi ve ¢esitli karbon kaynaklarin1 kullanabilme
yetenegine sahip olmasi nedeniyle dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak
serbest yasayabilmektedirler. Acinetobacter tiirleri kuruluga direngli olmalari, gesitli
1s1 ve pH ortamlarinda canli kalabilmeleri nedeniyle, cansiz yiizeylerde giinlerce
hayatta kalabilmektedirler (Bergogne-Berezin and Towner 1996, Bahar ve Esen
2008, Maragakis and Perl 2008).

Herhangi bir saglik sorunu olmayan bireylerde koltuk alti, kasik gibi nemli bolgeler
basta olmak iizere agiz florasinda, iist solunum yollarinda, genitoiiriner sistem ve alt
gastrointestinal sistem florasinda bulunabildikleri gibi insan deri florasinin bir
pargasi olarak da diisiiniilmektedir (Bergogne-Berezin and Towner 1996, Maragakis
and Perl 2008, Giamarellou et al 2008, Dijkshoorn, van Aken, Shunburne, van der
Reijden, Bernards, Nemec and Towner 2005).

Pastorize edilmis siitlerden, dondurulmus yiyeceklerden ve hastane havasindan,

camdan, musluklardan, peritoneal diyaliz gereclerinden, anjiografi kateterinden,



ventilatorlerden, laringoskoplardan, kontamine olmus eldivenlerden, pamuktan,
formikadan, kullanilmis enjektorlerden, hasta yastiklarindan, perdeler, hasta tagima
ekipmanlari, kap1 kollari, klavyeler, paspaslar, yas veya kuru yiizeylerde, kuru
filtrelerden izole edilmis ve buralarda giinlerce (30 giine kadar) canli kalabildigi
gosterilmistir (Ayan, Durmaz, Aktas ve Durmaz 2003, Bergogne-Berezin and
Towner 1996, Allen and Hartman 2005, Wilks, Wilson, Warwick, Price, Kennedy,
Ely and Millar 2006, Kempf and Rolain 2012, Munoz-Price and Weinstein 2008,
Jawad, Seifert, Snelling, Heritage, Hawkey 1998, Kaul, Burt, Cork, Dedier,
Garcia, Kennedy, Brunton, Krajden and Conly 1996).

Kontamine ekipman

Sekil 1. Acinetobacter izolatlarinin bulasma yollar1 (Dijkshoorn, Nemec, Seifert

2007 den uyarlanmistir).
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2.4. VIRULANS FAKTORLERI

Acinetobacter cinsi bakteriler gegmiste genellikle viriilansi diisiik patojenler olarak
kabul edilmistir. Ancak enfeksiyon salginlarina yol agtigimmin gézlenmesi ve ilaglara
kars1 gelistirdikleri direng gelisimine paralel olarak bu diisiince terk edilmistir.
Saglikli bireylerde enfeksiyon olusturmalari nadiren goriilmekte olup, ozellikle
YBU'nde yatan ve uzun siireli antibiyotik kullanimi, mekanik ventilatdre baglh
kalma, idrar sondas1 varligi, enteral beslenme uygulamalar1 ve bagisiklik sisteminin
baskilanmasi gibi baslica risk faktorlerine sahip hastalarda firsat¢i enfeksiyonlara
sebep olurlar (Garnacho-Montero, Ortiz-Leyba and Fernandez-Hinojosa 2005,
Tasova, Akgiin, Saltoglu, Yilmaz, Kara ve Diindar 1999). Genellikle hastane
kaynakli enfeksiyonlara sebep olmalarina ragmen toplum kaynakli enfeksiyonlardan
da izole edilen tiirleri de bulunmaktadir. Cilt ve mukozal yiizeye kolayca tutunmayi
saglayan polisakkarit kapsiile ve fimbrialara sahiptirler (Lee, Koerten, van den
Broek, Beekhuizen, Wolterbeek, van den Barselaar, van der Reijden, van der Meer,
van de Gevel and Dijkshoorn 2006). Bunlarin yaninda demir alimini saglayan
siderofor ve biyofilm olusumu gézlenmektedir (Gongalves, Vaz, Araujo, Boni, Leite
and Irino 2000, Jin, Kwon, Moon, Gurung, Lee, Kim and Lee 2011). Acinetobacter
tirlerinin 6nemli bir 6zelligi, yeni veya gelistirilmis viriilans belirleyicilere ve ayni
zamanda antimikrobiyal dirence yol agabilen genetik materyali edinme ve yeniden

diizenleme kabiliyetidir (Clark, Zhanel and Lynch 2016).

2.5. ACINETOBACTER TURLERININ SEBEP OLDUGU ENFEKSIYONLAR
Acinetobacter tiirleri; %90 oraninda hastane enfeksiyonlarina sebep olmaktadir.
immiinsupresif hastalar, deri biitlinliigii bozulmus hastalar ve yogun bakimda yatan
hastalarda firsat¢1 enfeksiyonlara sebep olurlar (Peleg et al 2008, Rodriguez-Bano,
Cisneros, Fernandez-Cuenca, Ribera, Vila, Pascual, Martinez-Martinez, Bou and
Pachon 2004). Ayrica %5 oraninda toplum kokenli enfeksiyonlarada sebep
olmaktadir. Solunum yolu enfeksiyonlari sebep olduklar1 en yaygin enfeksiyonlardir.
Bunun yaninda yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE'ler) ve

kan dolasimi enfeksiyonlarina sebep olmaktadirlar (Rodriguez-Bano et al 2004).



2.5.1. Hastaneden Edinilmis Enfeksiyonlar

Acinetobacter izolatlar1, hastanelerdeki farkli ¢evresel alanlardan izole edilebilir ve
boliimler aras1 bulasmanin hastane salginlarinda 6nemli bir bulagsma sekli oldugu
distiniilmektedir. Acinetobacter'in hastane personelinin elinde tasmmasi tibbi
enstriimanlarla mikrorganizmanin yayilmasina katkida bulunulabildigi gibi yine bazi
Acinetobacter tiirlerinin uzun siire kuru yiizeylerde hayatta kalma yeteneginin olmast
bulasabilirlik oranini artirabilmektedir (van den Broek, Arends, Bernards, De
Brauwer and Mascini 2006).

Acinetobacter tiirleri hastane enfeksiyonlari igerisinde en ¢ok ventilatorle iliskili
pndmoni, (VIP), deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, cerrahi
alan enfeksiyonlari, kateterle iliskili enfeksiyonlar, idrar yolu enfeksiyonlari,
sekonder menenjit ve kan dolasimi enfeksiyonlari gibi hastane i¢i enfeksiyonlara
neden olur (Garnacho-Montero et al 2003, Forster and Daschner 1998). Cogunlukla
yogun bakim hastalarinda olmak iizere A. baumannii ile enfekte hastalarin % 18'inde
bakteriyemi gelistigi ve mortalite oraninin %44 gibi yiliksek bir oranda oldugu,
YBU'den edinilen pnomonilerin % 5-10’undan bu bakterinin sorumlu oldugu
bildirilmistir (Gaynes and Edwards 2005, Seifert, Strate and Gerhard 1995). Ancak
Acinetobacter tiirlerinin bilhassa YBU’nde yatan hastalarda kolayca kolonize
olabildigi g6z Oniine alinirsa, uygun sekilde alinmayan numunelerden izole
edildiginde, bunun bakteriyemi/kontaminasyon ayrimimi yapmak zor olmaktadir

(Rodriguez-Bano et al 2004).

2.5.2. Toplumdan Edinilmis Enfeksiyonlar

Acinetobacter tiirleri daha ¢ok hastaneden edinilmis enfeksiyonlara sebep olurken, az
da olsa toplumdan edinilmis enfeksiyonlara sebep oldugu da gézlenmistir (Moreira,
Morais, Marques and Senra 2011). Ozellikle Giineydogu Asya ve Avusturalya gibi
tropik bolgelerde alkolik genc¢ hastalarda pndmoniye sebep olmaktadir. Farkh
calismalarda A. baumannii'nin toplumdan edinilmis enfeksiyonlara nadiren neden
oldugu bildirilmistir. (Anstey, Currie, Hassell, Palmer, Dwyer and Seifert 2002,
Leung, Chu, Tsang, Lo, Lo and Ho 2006, Chen, Hsueh, Lee, Yu, and Luh 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Senra%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21963110
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20LN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11591541
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luh%20KT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11591541

2.5.3. Dogal Felaketler ve Savas Bolgelerinde Enfeksiyonlar

Acinetobacter tiirleri de derin yara ve yanik enfeksiyonlarindan, savas ve felaket
bolgelerindeki osteomiyelitten siklikla izole edilir. Onciil ve ark. 1999 yilinda
Tiirkiye'deki Marmara depreminden ¢ikan raporlar sonucunda tramva hastalarinda
enfeksiyona neden olan Acinetobacter suslarinin goriilme sikliginin yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir (Oncul ve ark 2002).

Acinetobacter’in sebep oldugu yara enfeksiyonlari, osteomyelit ve kan dolasimi
enfeksiyonlar1 savas bolgelerinde sikga goriilmekte olup, izolatlarm ¢ogunun CID
oldugu belirtilmistir (Johnson, Burns, Hayda, Hospenthal and Murray 2007, Murray
et al 2006, Petersen et al 2007, Scott et al 2007, Davis, Moran, McAllister and Gray
2005).

2.5.4. Diger Enfeksiyonlar

Acinetobacter spp. bazen katetere bagli idrar yolu enfeksiyonlarina, {iriner sistem
enfeksiyonlari, protez kapak endokarditi ve kafa travmasi sonrasi primer menenjite
neden oldugu bildirilmistir (Gaynes and Edwards 2005, Olut ve Erkek 2005, Berk
and McCabe 1981).

2.6. TEDAVI

2.6.1. Beta Laktamlar

Beta laktam grubu antibiyotikler; penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve
karbapenemler gibi antibiyotikler olup, merkezinde beta laktam halkasi veya
penamdan olusan dogal olarak tlirevlendirilen ya da yar1 sentetik molekiillerdir
(Zapun, Contreras-Martel and Vernet 2008). Beta laktamaz inhibitorleri, 6zellikle
sulbaktam, birgok Acinetobacter susuna karsi kendine has antibiyotik bakterisidal
etkinlige sahiptir (Brauers, Frank, Kresken, Rodloff and Seifert 2005). Sulbaktamin
tek basina kullanilmasi diren¢ gelisme oraninda artmaya sebep olabilme tehlikesi

sebebiyle uygun degildir (Akova 2006).

2.6.1.1. Karbapenemler

En genis etki spektrumuna sahip beta laktam ajanlar olan karbapenemler anaerop
bakteriler de dahil olmak tizere birgok Gram pozitif ve Gram negatif bakteriye karsi
aktiviteye sahiptir ve bu sebeple ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde hep ilk tercih
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olmustur (Nicolau 2008). CID, sefalosporin (sadece seftazidim veya sefepim),
aminoglikozid, florokinolon, karbapenem ve piperasilin gruplari arasinda en az ig
grup antibiyotige direncli olan mikroorganizmalara denmektedir (Kahraman ve Ciftci
2017). Karbapenemler ¢oklu ilaca direncli (CID) Acinetobacter suslarina karsi en
degerli tedavi segeneklerinden biridir. Bu beta laktam smnifi antibiyotikler, beta
laktamaz iireten CID Acinetobacter izolatlarma karsi iyi bir bakterisidal aktivite
gostermektedirler (Fishbain and Peleg 2010). Bununla birlikte, son yillarda
imipenem ve meropenem direnci giderek artmaktadir (Karageorgopoulos and
Falagas 2008).

Karbapenem direngli izolatlar genellikle diger antibiyotik gruplarina karsi da
direnclidir. Boyle durumlarda tedavide tek secenek olarak polimiksinler ve tigesiklin
kalmaktadir (Reinert, Low, Rossi, Zhang, Wattal and Dowzicky 2007). Meropenem
efluks pompalarindan daha fazla etkilenirken, imipenem ise spesifik beta laktamazlar
tarafindan hidrolize edebilir (Ikonomidis, Pournaras, Maniatis, Legakis and Tsakris
2006).

2.6.2. Aminoglikozidler

Aminoglikozitler, dogal olarak elde edilen veya yar1 sentetik antibiyotiklerdir. Ilk
aminoglikozit olan streptomisin, 1944 yilinda Streptomyces griseus'tan izole
edilmistir (Begg and Barclay 1995). CID Acinetobacter izolatlar1 amikasin veya
tobramisine orta derecede duyarlilik gostermektedir (Maragakis and Perl 2008).
Tobramisin ve amikasin gibi Aminoglikozit ajanlara kars1 duyarliligin1 koruyan CiD
Acinetobacter suslarinin sebep oldugu enfeksiyonlarda terapotik segeneklerdir. Bu
antibiyotikler genellikle aktif olarak kullanilan bagka bir antimikrobiyal ajan ile
birlikte kullanilir (Maragakis and Perl 2008).

2.6.3. Tetrasiklinler

Bakteri ribozomunun 30S alt iinitesine baglanarak tRNA’ nin mRNA-ribozom
kompleksine erisimini engelleyen, dolayisiyla protein sentezini durdurarak etki eden
antimikrobik ajanlar olan tetrasiklinler bakteriyostatik etkilidirler (Mendes, Farrell,
Sader and Jones 2010). Nispeten yeni bir glisilsiklin ajan olan tigesiklinin, CID
Acinetobacter tiirlerine karsi bakteriostatik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir

(Pachon-Ibanez, Jimenez-Mejias, Pichardo, Llanos and Pachon 2004). Bunun yani
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sira yapilan ¢alismalarda CID Acinetobacter izolatlar1 arasinda tigesikline karsi
yiiksek direng tespit edilmistir ve organizmanin hizli bir sekilde direng gelistirecegi
yoniinde goriisler mevcuttur (Insa, Cercenado, Goyanes, Morente and Bouza 2007,
Navon-Venezia, Leavitt and Carmeli 2007, Reid, Grim, Aldeza, Janda and Clark
2007, Rice 2006, Maragakis and Perl 2008).

2.6.4. Kinolonlar

Kinolonlar, 4-kinolon ¢ekirdegine dayanan bir grup sentetik bilesikten olusur. Cift
halkal1 yap1 bu tiir bilesiklerin hepsini karakterize eder. Antibakteriyel etki, bu temel
yapidaki degisikliklerle degistirilir, 6rnegin; C-6 pozisyonuna bir florin atomunun
eklenmesi, stafilokoklara karsi aktiviteyi arttirirken, C-7'de bir piperazin grubunun
eklenmesi, aerobik Gram negatif bakteri ve stafilokoklara karsi aktiviteyi
artirmaktadir (Andriole 2003). Bakterisidal etkinligi olan bu antibiyotik grubu,
yaygin direng sebebiyle Acinetobacter spp’e karsi oldukga sinirli etkinlige sahiptir ve
yalnizca kombine tedavide Onerilmektedir (Abbott, Cerqueira, Bhuiyan and Peleg
2013).

2.6.5. Polimiksinler

Kolistin, siklik yapili katyonik polipeptid antibiyotikler olan polimiksinlerin bir
tiyesidir. 1947 yilinda kesfedilen polimiksinler, 1962 yilindan itibaren gram-negatif
bakterilerin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde parenteral olarak kullanilmaya
baglanmigtir. 1980'1 yillarda ciddi nefrotoksisiteleri nedeniyle parenteral kullanimi
terk edilen polimiksinler, sadece topikal ve oral yoldan kullamimda kalmistir
(Giamarellou 2010, Falagas and Kasiakou 2005). Direngli etkenlerin ortaya
cikmasiyla birlikte tekrar giindeme gelmis ve klinikte olduk¢a sik bir sekilde
kullanilmaya baglanmistir. Polimiksin E (kolistin) ve polimiksin B, ticari olarak elde
edilebilen ve CID Acinetobacter enfeksiyonlarinda kullanilan polimiksinlerdir (Cai,
Chai, Wang, Liang and Bai 2012).

Polimiksinler, Gram negatif bakterilerin dig zarin1 bozan katyonik lipopeptitler olup,
hizla bakterisidal etki gostermektedirler. Kolistin Gram negatif bakterilerin hiicre
membranini, lipopolisakkarit ile alakali bir elektrostatik mekanizma araciligiyla
bozarak, hiicre i¢i yapilarin dig ortama sizmasina ve hiicre o6liimiine neden olan

bakterisidal antimikrobik bir ajandir (Falagas and Kasiakou 2005). Polimiksin B
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kolistin ile benzer aktiviteye ve toksisiteye sahip olmasina ragmen, klinikte daha ¢ok
kolistin tercih edilmekte ve arastirmalar bu antibiyotiik tizerine yapilmaktadir
(Pogue, Mann, Barber and Kaye 2013). Kolistine direngli Acinetobacter rapor
edilmistir (Gottig et al 2014, Cai et al 2012). Ancak oldukga nadirdir (Lesho et al
2014).

2.7. ACINETOBACTER TURLERININ DIRENC MEKANIZMALARI
Acinetobacter tiirleri; beta laktamazlar, aminoglikozit modifiye edici enzimler, efluks
pompalari, gecirgenligin azaltilmasi ve hedef bolgelerin modifikasyonlart gibi gesitli
antibiyotik diren¢ mekanizmalarina sahiptir (Lee et al 2017).

Acinetobacter tiirlerinde karbapenemleri de i¢eren beta-laktam antibiyotiklere karsi
direncin temel mekanizmasi; kromozom ya da plazmid tarafindan kodlanan beta
laktamaz ftretiminin sonucudur. Beta laktamazlara ilaveten porin degisimi ve
penisilin baglayici proteinlerin (PBP) modifikasyonu sonucu da direng olusabilir.
Beta laktamazlar dogal ve kazanilmig olarak ikiye ayrilabilir. Dogal beta laktamazlar;
OXA-51 benzeri beta laktamazlar ve ampC-tipi sefaloporinazlardir. Kazanilmis beta
laktamazlar ise genis-spektrumlu beta laktamazlar (GSBL), metallo-beta-laktamazlar
(MBL), oksasilinazlar seklinde O6zetlenebilir. Bu bakteriler ayrica dis membran
proteinlerindeki (OMP) degisiklikler ve (PBP) ile de beta laktam antibiyotiklere
direng gelistirmektedir (Ciftci ve Asik 2011).

Acinetobacter  tiirleri  antibiyotiklerin  etkinliginin  azaltilmasina  veya
etkisizlestirilmesine sebep olan temel efluks sistemlerine sahiptir. Acinetobacter
tirlerinde bulunan bazi antibiyotiklere 6zgii efluks pompalarina ilaveten Gram
negatif bakterilerde kromozomal olarak kodlanan coklu ilag efluks sistemi de
tanimlanmistir.  adeABC  efluks sisteminin aminoglikozitler, kloramfenikol,
florokinolonlar, trimetoprim ve sefotaksime diren¢ gelisimindeki iliskisi yapilan
caligmalar sonucu ortaya konmustur (Gehrlein, Leying, Cullmann, Wendt and
Opferkuch 1991, Magnet, Courvalin and Lambert 2001).

Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid direnci genellikle aminoglikozid modifiye
edici enzimlerin (asetiltransferaz, adeniltransferaz ve fosfotransferaz gibi)
tretiminden kaynaklanmaktadir. Aminoglikozid direncinin diger mekanizmalarinin,

hedef ribozomal protein degisiklikleri ve aminoglikozidlerin hiicre i¢ine taginimi ve
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disa atim efluks sistemi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Gordon and Wareham 2010,
Shi, Jiang and Mi 2005, Magnet et al 2001, Ciftci ve Asik 2011).

Acinetobacter tiirleri, 1990’1 yillardan itibaren kinolonlara karsi hizla direng
gelistirmiglerdir. Enzimleri kodlayan ve kromozoma lokalize genleri kodlayan
bolgede meydana gelen mutasyonunun neden oldugu direng; genellikle DNA giraz
(topoizomeraz II) veya topoizomeraz IV’iin yapisal degisikligi sonucu gelisir (Vila,
Ruiz, Goni and Jimenez de Anta 1997).

Tetrasiklin direngli bakteriler genellikle efluks pompasi veya ribozomal koruma
sistemi olarak ifade edilen iki farkli diren¢ mekanizmasindan birine sahiptir. Gram
negatif bakterilerde tetrasiklin direncine sebep olan tetA’dan tetE’ye kadar farkl
genlerin varligi gosterilmistir. Acinetobacter klinik izolatlarinda ise en sik rastlanan
tetrasiklin direng genleri tetA ve tetB’dir (Huys, Cnockaert, Vaneechoultte,
Woodford, Nemec, Dijkshroon and Swings 2005).

Dis membran proteinlerinin yan1 sira LPS ve peptidoglikanlar gibi hiicre duvari
bilesenleri de Acinetobacter tiirlerinin antibiyotik direncini etkilemektedirler.
LPS'min kaybi ve/veya modifikasyonu Acinetobacter tiirlerinin membran
biitiinligiinii azalmasi ile kolistin direnci ortaya ¢ikmaktadir (Hasani et al 2016,
Tada, Miyoshi-Akiyama, Shimada, Shimojima and Kirikae 2014, Bakour, Alsharapy,
Touati and Rolain 2014).
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Tablo 2. Acinetobacter tiirlerinde tespit edilen direng mekanizmalar1 (Roca, Espinal,

Vila-Farres and Vila 2012'den uyarlanmistir).

Antibiyotikler Diren¢ mekanizmasi Protein
Kromozomal sefalosporinaz AmpC
Karbapenem hidrolize eden enzimler OXA-51-like, OXA-23-like,
OXA-24/40-like, OXA-58-like,
OXA-143-like

B-Laktamlar

Metallo B-Laktamazlar

IMP, VIM, SIM-1, NDM

Diger B-Laktamazlar

TEM, SHV, SCO-1, CARB, PER,
VEB, CTX-M, GES, KPC, OXA-
2,10, 20, 37

Gegirgenligi azaltmak

CarO, 47kDa OMP, 44kDa OMP,
37kDa OMP, 33-36kDa OMP,
22-33kDa OMP,

HMP-AB, 43kDa OMP

Efluks pompast AdeABC, AdellK, AdeFGH,
AdeDE, AdeXYZ
Modifiye penisilin baglayici proteinler ~ PBP

Aminoglikozitler

Aminoglikozit, edici

enzimler

modifiye

Asetiltransferaz,

Fosfotransferazlar

Niikledotid transferazlar

Hedefe baglayict modifikasyonlar

16S rRNA metilazlar

Hedef yeri belirleme mutasyonlari GyrA/ParC
Kinolonlar Efluks pompasi AdeABC, AdelJK, AdeFGH,
AdeDE, AbeM, AbeS
Tetrasiklinler Efluks pompast TetA, TetB, AdeDE, AdeXYZ
Ribozomal koruma TetM
Polimiksinler Lipid A modifikasyonu PmrCAB
Lipopolisakkarit kayb1 LpxABC
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. CALISMANIN AMACI

Son yillarda 6zellikle saglik bakima ile iliskili enfeksiyonlara neden olan karbapenem
direngli Acinetobacter sp. izolatlar1 giderek artis gostermektedir. Bu suslarin yol
actig1 enfeksiyonlarin bir kismmin tedavisinde tek alternatif ilag olarak kolistin
kalmaktadir. Literatiirde kolistin/sulbaktam kombinasyonunun sinerjik etkinligi ile
ilgili ¢aligmalar ¢ogunlukla in-vivo olup, az sayida da olsa in vitro caligmalar
bulunmaktadir (Sezer, Dogan, Aldag ve Tiiliik 2017, Marie, Krishnappa, Alzahrani,
Mubaraki and Alyousef 2015, Cetinkol, Telli, Altungeki¢ Yildirim ve Calgmn 2016,
Kempf, Djouhri-Bouktab, Brunel, Raoult and Rolain 2012, Marques, Brookings,
Moser, Sonke, and Waites 1997).

Bu caligmada karbapenem grubu antibiyotiklere diren¢ gdsteren Acinetobacter sp.
suslarinda bir polimiksin grubu antibiyotik olan kolistin ve bir betalaktamaz
inhibitorii ve antibiyotik etkinligi de olan sulbaktam kombinasyonunun sinerjik

etkinliginin in-vitro olarak arastirilmasi amaglanmistir.

3.2. ETIK KURUL ONAYI

Calismamizin etik kurul onayi, Sakarya Universitesi Tip Fakultesi Girisimsel
Olmayan Etik Kurulu’nun, 31 Ekim 2016 tarihli toplantisinda 176 karar numarasiyla
onay almistir. Calisma Sakarya Univeristesi Merkez Egitim ve Arastirma Hastanesi

mikrobiyoloji laboratuvarinda ytriitiilmiistiir.

3.3. CALISMADA KULLANILAN MALZEMELER
e Koyun Kanli Agar (Firat medikal Istanbul, Tiirkiye)
e Mueller Hinton Agar (Firat medikal Istanbul, Tiirkiye)
e Mueller Hinton Broth (Firat medikal Istanbul, Tiirkiye)
e 0.01°lik plastik tek kullanimlik 6ze
e Mikropipet ve mikropipet ucu (sar1, mavi)
e Petri kab1
e Steril Sml cam tiip
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e Sulbaktam (Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayii A.S.)

e Kolistin siilfat (Sigma-Aldrich, Miinih, Almanya)

e Pipet pompas1/3 yollu puar

e 96 kuyucuklu mikroplate (checkerboard igin)

e Hassas dijital terazi (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Almanya)
e Otoklav (OT 40 L, Niive, Ankara, Tiirkiye)

e Pastor firm1 (Fn 500, Niive, Ankara, Tirkiye)

e Etiiv (EN 500, Niive, Ankara, Tiirkiye)

e Boncuklu saklama besiyeri (Orgamik, Istanbul, Tiirkiye)

e 3 ml'lik steril plastik tiip

e Fotometre (Densichek plus, Biomerieux, Fransa)

3.4. IZOLATLARIN IiDENTIFIKASYONU VE SECIiMi

Calismamiza Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen c¢esitli klinik Orneklerden izole edilen
karbapenem grubu antibiyotiklere direngli 20 Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
complex susu dahil edildi. Identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik sonuglar1 VITEK
2® (BioMerieux, Fransa) cihaziyla otomatize olarak tepsit edildi. Calisma kapsamina
alman suslarin izole edildigi hastalar ve kliniklere gore dagilimi Tablo 3’te
sunulumustur. .Hastalarin; 9'u kadim 111 erkek idi. izolatlarin 9'u trakeal aspirat, 3'ii
kan, 3'li balgam, 2'si yara enfeksiyonu, 1'1 steril viicut sivis1 ve 2'si kataterden izole
edildi. Calismaya dahil edilen suslarin hepsi kolistine duyarli iken; 10’u gentamisine,
9’u amikasine, 9’u tigesikline, 4’l trimetoprim/sulfametaksazole, 2’si tetrasikline,

2’si sefoperazon/sulbaktama, 1’1 de seftazidime duyarli idi (Tablo 4).
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Tablo 3. Calismada kullanilan suslarin izole edildigi hastalar ve kliniklere gore

dagilimi.
SUSNO |[CINSIYET | YAS ORNEK KLINIK TARIH
1 K 54 Trakeal aspirat Gogiis hastaliklar 26.01.2016
2 K 59 Trakeal aspirat Gogiis hastaliklar 12.02.2016
3 E 68 Kan Enfeksiyon 15.04.2016
4 K 61 Trakeal aspirat Gogiis hastaliklar 17.04.2016
5 E 72 Balgam Dahiliye 24.04.2016
6 E 63 Trakeal aspirat Gogiis hastaliklar 06.05.2016
7 E 65 Trakeal aspirat Gogiis hastaliklar 15.05.2016
8 K 57 Yara siiriintiisii Dahiliye 22.05.2016
9 E 62 Kan Dahiliye 12.06.2016
10 K 63 Balgam Gogiis hastaliklar 19.06.2016
11 E 69 Trakeal aspirat Dahiliye 02.07.2016
12 E 71 Trakeal aspirat Gogiis hastaliklar 11.07.2016
13 E 58 Yara siiriintiisi Cerrahi 01.09.2016
14 K 74 Kan Yogunbakim iinitesi 13.12.2016
15 K 51 Trakeal aspirat Gogiis hastaliklar 08.01.2017
16 E 59 Steril viicut sivist Dahiliye 17.01.2017
17 K 76 Katater Yogun bakim iinitesi 14.02.2017
18 K 66 Balgam Dahiliye 21.04.2017
19 E 77 Trakeal aspirat Yogun bakim tinitesi 23.04.2017
20 E 64 Katater Yogun bakim iinitesi 07.05.2017

E: Erkek, K: Kadin
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Tablo 4. Calismamizdaki suslarin otomotize sistemdeki (VITEK 2®) direng

durumlari.

SUS CS IPM MEM FEP TET TZP GM SXT AMP AMC AMI CAzZ TGC CIP LEV SAM SFP

1 S R R R R R R R R R R R R _ _
) S R R R R g R R R R R s R R R R
2 S R R R R R o R R R ¢ R | R R R R
. S R R R R R R R . R s R R R
5 S R R R R R 4 R _ _ s R | R o R R
6 S R R R R R S _ _ f R R | R R
; S R R R R R o 2 _ 4 = | R R R R
o S R R R R R R R 4 _ f R R R _ _
o S R R R R R R R R R | R R _ _ _
1 S R R R R R R R R o R R _ _ _
1 S R R R | R o R _ _ ¢ R s R R R R
B S R R R g R o R _ _ 5 R s R R R R
1 S R R R S R 4 S _ _ g R | R | R R
M S R R R S R o R R R R R R B _
15 S R R R | R o R _ R R R | R R R R
16 S R R R R R R - _ 5 R s R R R R
17 S R R R R R R R ~ ~ 5 R s R R R R
18 S R | | R = R R ~ ~ R R s R R R s
19 S [ R S [ [ S S - - s S s R [ R S
20 S R R R R R R R - - R R s R QR R [

S: duyarly, I: Orta duyarli, R: direngli, CS; Kolistin, IPM; Imipenem, MEM; Meropenem, FEP; Sefepim, GM;
Gentamisin, SXT; Trimetoprim/Sulfametaksazol, TET; Tetrasiklinler TZP; Piperasilin/Tazobaktam, Amp;
Ampisilin, AMC; Amoksisilin/Klavulanik Asit, AMI; Amikasin, CAZ; Seftazidim, CIP; Siprofloksasin, LEV;
Levofloksasin, SAM; Ampisilin/Sulbaktam, SFP; Sefoperazon/Sulbaktam, TGC; Tigesiklin
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3.5. ANTIiBIYOTIiK DUYARLILIK TESTLERI VE SINERJi CALISMASI

Karbapenem direngli suslarda; kolistin, sulbaktam ve Kkolistin+sulbaktam
kombinasyonunun sinerjik etkisinin in-vitro olarak arastirilmasi amaciyla zamana ve
antibiyotik yogunluguna bagli olarak, antibiyotigin bakterisidal etkisini dinamik
olarak ortaya koyan Time Kill yontemi kullanildi. Ayrica Checkerboard yontemi ile
kolistin, sulbaktam ve kolistin+sulbaktam kombinasyonundaki MIK degerleri
belirlenerek sinerjik etki arastirildi. Suslarin tiimiinde Checkerboard yontemi ile
17’sinde ise Time Kill yontemi ile antibiyotiklerin sinerji ¢alismasi yapildi. Calisma
kapsamindaki suslarin VITEK 2® otomatize sisteminden alinan antibiyotik duyarlilik

sonuglar1 Tablo 3’te sunulmustur.

3.6. TIME KILL METODU

Zamana ve antibiyotik yogunluguna bagli olarak, antibiyotigin bakterisidal etkisini
dinamik olarak ortaya koyan bir yontemdir. Bu yontemde, bakteri miktarindaki
azalma zamana bagli olarak her bir bakteri yogunlugu icin ayr1 verilmektedir.
Zamana bagh azalma i¢in farkli zamanlarda canli bakteri sayimi yapilmaktadir.
Laboratuvarimiz kiiltiir kolleksiyonunda bulunan 17 izolat bu yontem ile
calisilmgtir.

Tiplerde yapilacak olan antibiyotik diliisyonu i¢in sivi besi yeri olarak Mueller
Hinton Broth (MHB), canli bakteri sayimi igin ise Mueller Hinton Agar (MHA)
besiyeri kullanildi. Bu yontemde, daha 6nceden kullanilmak tizere -80°C’lik derin
dondurucuda saklanan Acinetobacter spp. izolatlar1 Koyun Kanli Agar (KKA)
besiyerine ekilerek canlandirildi. Bakteri siispansiyonu hazirlamak amaciyla her bir
sus i¢in bakteri siispansiyonu fotometrik yontemle 0.5 McFarland standardina
ayarlandi. Daha sonra nihai bakteri yogunlugu 1X10°/ml olacak sekilde hazirlandi.
Kolistin ve sulbaktam igin giincel CLSI standartlarinda yer alan MIK degerlerinin 2
kat alt ve 2 kat iist konsantrasyonlarinda antibiyotik (kolistin ve sulbaktam) igeren
4.9 ml MHB besiyeri hazirlandi. Kolistin ve sulbaktam tartilarak, 10 mg/ml tartilarak
10 ml serum fizyolojik ile sulandirildi. Sulandirilmig Kolistin ¢ozeltisinden 80 pl
alinarak son hacim 9.8 ml olacak sekilde MHB bulunan tiipe (birinci tiip) eklendi.
Ayni iglem sulbaktam i¢in sulbaktam ¢o6zeltisinden 160 pl alinarak tekrarlandi.
Kombinasyon i¢in de kolistin ¢ozeltisinden 80 pl ve sulbaktam ¢ozeltisinden 160 pl

alinarak uygulandi. Nihai olarak ii¢ serinin ilk tiipleri; 8 pg/ml kolsitin (4X-MiK), 16
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pg/ml sulbaktam (4X-MIK) ve 8 pg/ml kolsitin+16 pg/ml sulbaktam icerecek
sekilde hazirlandi. Daha sonra 4.9’ar ml MHB igeren tiiplere seri diliisyon yapildi.
Kombinasyon i¢in ise 80 ul kolistin ve 160 ul sulbaktam 9.8 ml MHB igeren cam
tiipe aktarildi ve ayni sekilde seri diliisyona tabi tutuldu. Her bir tiipe 100 ul bakteri
bakteri siispansiyonundan aktarildi (nihai hacim 5 ml). Bakteri siispansiyonu eklenen
iki antibiyotik ve kombinasyonu 35-37°C’de inkiibasyona alind1 (Sekil 2).

|
98 ml
4.9 ml 49ml 49ml 49ml 49 ml
Kontrol 4X-MIK 2X-MIK X-MiK X/2-MIK X/4-MIK
8 pg/ml 4 ng/ml 2 ug/ml 1 pg/ml 0,5 ug/ml

Sekil 2. Kolistin i¢in antibiyotik diliisyonlarinin hazirlanmasi.

Sulbaktam
4,9 ml 49 ml 49 ml 49ml 49ml
9.8 ml
4.9ml 4.9ml 4.9 ml 4.9ml 4.9 ml
ar® M N e S e
Kontrol 4X-MIK 2X-MIK X-MIK X2-MIK  XA4-MIK
16 pg/ml 8 ug/ml 4 ug/ml 2 ug/ml 1 pg/ml

Sekil 3. Sulbaktam i¢in antibiyotik diliisyonlarinin hazirlanmas.
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Kolistin+Sulbaktam 49 ml
9.8 ml
4.9 ml 4.9 ml 4.9 ml 4.9 ml 4.9 ml
Kontrol 4X-MIK 2X-MIK X-MIK X2-MIK  X/A4-MIK
Kolistin 8 ug/ml 4 ug/ml 2 pg/ml 1 pg/ml 0,5 pg/ml
_I_
Sulbaktam 16 ng/ml 8 ug/ml 4 ug/ml 2 ug/ml 1 pg/ml

Sekil 4. Kolistin+sulbaktam i¢in antibiyotik diliisyonlarinin hazirlanmasi.

Antibiyotiklerin her bir konsantrasyonu ve kontrol tiipii i¢gin 900 ml steril serum
fizyolojik iceren 6 adet steril tiip serisi hazirlandi. Inkiibasyona baslamadan hemen
once (0. Saatte) antibiyotiklerin her bir konsantrasyonu ve kontrol tiiptinden 100 pl
aliarak 900 pl serum fizyolojik igeren birinci tiipe aktarildi ve diger tiiplere (kalan 5
tipe) seri diliisyonu yapildi. Seri diliisyon yapilan her tipten 0.001 ml’lik tek
kullanimlik standart 6ze ile bakteri+antibiyotik siispansiyonundan alinarak MHA
besiyerine ekim yapildi. Ayni islem 3, 6, 12 ve 24. saatlerde tekrarland1 (Sekil 5).

MHA besiyerine yapilan pasajlardaki tireme 35-37°C’de 16-18 saat inkiibasyondan

sonra degerlendirildi. Ureme var ise koloni sayilar1 kayit altina alind.
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Sekil 5. Antibiyotiktbakteri siispansiyonundan  (Kolistin, sulbaktam ve

kolistin+sulbaktam) seri diliisyon sonrast MHA besiyerine ekim.

3.6.1. Kolonilerin Sayilmasi ve Logaritmik Hesaplanmasi

Kontrol ve antibiyotiklerin her bir konsantrasyonunu igeren tiipden standart 6ze ile
ekim yapilan plaklarda iireme olup olmadigi saptandi. Ureme olanlarda koloni sayimi
gozle ve kalemle yapildi. Alt1 diliisyona ait plaklardan 30-300 koloni iireme olani
degerlendirmeye alindi. Alt1 plakta da 30’dan daha az sayida iireme saptandiginda
diliisyonsuz plakta goriilen koloni sayisi veya 1. diliisyona ait plaktaki koloni sayisi
degerlendirmeye alindi (Van Heijenoort 1990, Ernest, Yodoi, Roling and Klepser
2002). Okuma periyotlarinda bakteri sayisinda, baslangi¢ diliisyonuna (1X10°) gore
3 logio ve daha fazla azalma var ise ilgili okuma periyodundaki antibiyotigin
bakterisidal etkili konsantrasyonu olarak kabul edildi. Bu sekilde her sus i¢in her
antibiyotik konsanrasyonun ve okuma periyotlarindaki koloni sayilari logaritmik

olarak kaydedildi.

3.7. CHECKERBOARD YONTEMI
Bu ¢alismada, karbapenem direngli Acinetobacter tiirlerinde kolistin ve sulbaktam
kombinasyonlarimin in vitro etkisini degerlendirmede Checkerboard (dama tahtasi

sinerji) yontemi de kullanildi. Laboratuvarimiz kiiltiir kolleksiyonunda bulunan ve
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Time Kill yontemi ile ¢aligilan 17 izolata ilaveten, sonradan izole edilen 3 sus da bu
yontem ile caligilmistir.

Calisma icin antibiyotiklerin MiK’lerine gore yapilan hesaplamalar sonucunda; 1 mg
kolsitin, 62.5 ml ve 1mg sulbaktam, 7.8 ml MHB ile sulandirildi (16 pg/ml, 128
ug/ml). Her sulandirimdan da 1 ml alinarak 1’er ml MHB igeren tiiplerde seri
diliisyona tabi tutuldu. Hazirlanan bu diliisyon tiiplerinin her birinden 100’er pl
mikroplaktaki kuyucuklara pipetlendi. Daha sonra; MHB igerisinde hazirlanan
bakteri siispansiyonu fotometrik yontemle 0.5 McFarland standardina ayarlanip, 1/30
oraninda diliie edildi ve bu bakteri siispansiyonundan 10’ar pl mikroplaktaki tiim
kuyucuklara eklendi (Bal 1999). 35-37°C’de 18-20 saat inkiibasyon sonrasinda
sonuclar degerlendirildi. Kolistin ve sulbaktam icin her bir susun MIK degerleri
belirlendi. Her bir mikroplakta 8 susun MIK ¢alismas1 yapilds.

Her bir sus ile kombinasyon/sinerji (kolistin+sulbaktam) calismasi i¢in bir adet
mikroplak kullanildi. Kolistin ve sulbaktam kombinasyonu calismasi ig¢in yukarida
anlatildig1 sekilde diliisyonlar1 hazirlanmis olan 1 ml’lik antibiyotik tiiplerden once
kolistin ~ sulandirimlarindan ~ 50’ser ul mikroplak kuyucuklarina konuldu.
Mikroplaktaki kolistin konsantrasyonu soldan saga dogru titreleri giderek azalacak
sekilde ayarlandi. Daha sonra sulbaktam konsantrasyonu da yukaridan asagi (A-B-C-
D yoniinde) titreleri giderek artacak sekilde 50°ser ul ilave edildi. Negatif kontrol
(sterilite kontrol) kuyucugu hari¢ mikroplaktaki tiim kuyucuklara bakteri
siispansiyonundan 10’ar pl konuldu ve inkiibasyona alindi. Inkiibasyon sonrasi
kombinasyon sartlarinda kolistin ve sulbaktam MIK degerleri belirlendi. Calismadaki
sinerjik etki Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan belirlenen
yontemlerle degerlendirildi ( CLSI 2017).

8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.062 0.031 0.015 0.007
Sekil 6. Kolistin i¢in 6rnek MIK (ug/ml) galigma semast.
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Sekil 7. Sulbaktam i¢in 6rnek MiK (ng/ml) ¢alisma semast.

Tablo 5. Kolistin+subaktam kombinasyon calismasinda mikroplaktaki diliisyonlar

(ng/ml).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
S 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 0.5 0.5 0.5 05 | Sterilite
A K 16 8 4 2 1 05 | 025 [ 0125 | 0062 | 0031 | 0.015 | kotrol
S 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
B K 16 8 4 2 1 05 | 025 [ 0125 | 0062 | 0031 | 0015 | 0.007
S 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
¢ K 16 8 8 2 1 05 | 025 | 0.125 | 0062 | 0031 | 0015 | 0.007
S 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
P K 16 8 4 2 1 05 | 025 | 0125 | 0.062 | 0031 | 0015 | 0.007
S 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
. K 16 8 4 2 1 05 | 025 | 0125 | 0062 | 0031 | 0015 | 0.007
S 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
F K 16 8 4 2 1 05 | 025 | 0125 | 0062 | 0031 | 0015 | 0.007
S 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
¢ K 16 8 4 2 1 05 | 025 | 0125 | 0062 | 0031 | 0015 | 0.007
S | Ureme | 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
H K | kontrol 8 4 2 1 05 | 025 | 0125 | 0.062 | 0.031 | 0.015 | 0.007

S:sulbaktam, K:kolistin

flaclarin kombinasyon durumundaki elde edilen MIiK degerleriyle tek baslarina olan

MIK degerleri oranlanarak, fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu (FiK) elde edildi.

Daha sonra kombinasyonda yer alan antibiyotiklerin FIK degerleri toplanarak FIK

indeksi (FIKI) hesaplandi. Elde edilen verilerin hesaplamasi ve analizi yapilarak, soz

konusu kombinasyon ile sinerjik etki olup olmadig1 ortaya konuldu. Formiilasyon ve

hesaplama asagida belirtildigi sekildedir. Formdil;
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sulbaktamin kombinasyondaki MIK degeri
FIK; =

sulbaktamin tek basma MIK degeri

kolistinin kombinasyondaki MIK degeri
FIKk =

kolistinin tek basina MIK degeri

FiK indeksi (> FIK) = FiKs+ FiKx

Toplam FIK indeksi < 0.5 ise sinerji, 1 < FIK > 0.5 ise aditif, > 1 ise antagonist etki
olarak degerlendirildi (Cikman ve ark 2013).
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4. BULGULAR

Time Kill yontemi ile kolistin+sulbaktam kombinasyonunun etkinliginin ve sinerjik
etkinin arastirildigr 17 susun tiimiinde sinerjik etki saptandi. Time Kill yontemi ile
tek basma sulbaktamin calisilan konsantrasyonlarinda bakterisit etkisinin olmadigi
saptandi. Kolistinin X/2 konsantrasyonda dahi bazi1 okuma periyotlarinda bakterisit
etkinliginin oldugu gozlendi. Calismaya alinan suslarin Time Kill ydnteminde
inkiibasyon periyotlarina gore logio tabanli koloni sayilari Tablo 5’te verilmistir.
Checkerboard yonteminde sinerji saptanmayan bir izolat Time Kill yontemi ile

calisilmadigi i¢in bunun sonucu verilemedi.
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Tablo 6. 17 sus ic¢in kolistin, sulbaktam ve Kolistin+sulbaktam'in Time Kill

yonteminde inkiibasyon periyotlarina gore logio tabanli koloni sayilari.

Sugno  Saat Kolistin Sulbaktam Kolistin+ Sulbaktam
4x 2X X x/2 4x 2X X x/2 4x 2X X x/2
0. 3,60 3,6 347 3,69 43 439 484 4,6 4 15 1,49 4
43 469 484 444
4,40 5 53 53
5 6,11 536 6,3
7,07 7,17 7,47 7,49
4,17 4 395 4,07
53 49 4,84 45
52 523 6,17 59
6,17 59 59 5,6
6,77 707 7,07 6,9
49 511 513 514
473 469 479 484
472 499 517 526
6,25 6,29 6,6 6,72
695 725 733 8,9
4,17 43 509 489
504 511 514 525
5 503 517 514
5,25 55 5,6 6,43
6,9 714 828 7,79
525 414 513 507
409 431 436 544 544
5 414 521 528 539 642
404 574 597 598 644
516 692 7,19 7,3 8,2
0. 339 347 3,6 3,6 369 365 365 3,6 3,47 35 3,54 3,6
365 377 414 407
4 406 425 43
6 495 4,95 6,9 6,96
54 53 568 686 7,79 7,26
43 3,84 4,2 4,07 39 4,07
507 414 436 4,38 477
7 6,38 544 59 6,27 7,36
6,44 73 8,02 839 865 ,
7,14 7,92 8,25 8,27 8,77
0. 3,6 361 377 4 365 365 357 374 365 366 377 355
3,81 4,25 4,34 4,84 54
8 3,95 6,3 6,27 5 5,97
6,25 6,3 6,35 6,4 6,07 7,13 521
24. 53 6,02 6,2 6,4 668 699 7,15 8,07 0 4,39 47 53
0. 3,6 354 357 3,69 3,6 369 364 3,69 35 3,73 3,6 3,85
® 4,25 4,44 4,63
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5 504 514 525
507 525 560 502

559 599 683 7,06

4 407 39 407

434 430 445 491

525 536 530 539

56 581 607 684

505 684 607 814

407 35 351 369

434 444 454 465

469 525 527 53

454 494 787 79

725 73 865 871

407 409 411 416

416 43 539 599

59 627 69 711

505 7.5 602 704

695 69 701 73

377 39 384 392

425 438 539 616

492 625 692 714

502 628 7 72

504 698 801 8

304 406 414 412

414 438 482 504

509 63 639 673

517 614 631 627

618 614 699 703

419 416 42 427

43 446 53 525

468 49 5 507

549 59 6 613

577 714 721 13

407 380 403 394

407 434 444 454 465

16 354 469 525 527 534
499 454 597 669 69

527 1725 13 765 8

0. 395 4 397 404 377 391 384 396
3. 565 425 53 539 643
17 6. 626 59 725 69 711
12. 743 6 727 692 714
24. 802 694 696 80l 8

X: ilacin MiK  degeri (kolistin: 2pug/ml, sulbaktam: 2ug/ml), X/2: MIK degerinin yaris1, 2X: MIK

degerinin 2 kat1, 4X: MIK degerinin 4 kati
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Checkerboard yontemi ile g¢alismaya dahil edilen suslarda antibiyotiklerin tek
baslarina ve kombinasyondaki belirlenen MiK degerleri Tablo 6’da sunulmustur.
Kolistin MIK degeri, 3 susta VITEK 2® otomatize sisteminde saptanan degerlerden
diisiik bulundu. Bu yontem ile tek basina sulbaktamin sadece 3 susta (%15) MIK
diizeyinde (8ug/ml) etkili oldugu goriildi. Checkerboard ydnteminde
kolistin+sulbaktam kombinasyonunun denenen 20 susun 17’sinde (%85) sinerjik
etkisi, 3’tinde ise %15'inde aditif etkisinin oldugu saptandi. Kombinasyondaki
kolistinin MIK degerlerinin ortalamas1 0.05+0.71, sulbaktam icin ise 4.6+3.11
bulundu. Checkerboard yénteminde ve VITEK 2® sistemi elde edilen MIK degerleri
ile sinerji bulgular1 Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 7. Checkerboard yonteminde suslarin Kolistin ile sulbaktam MIK (ug/ml)

ve FIK degerleri.
Sus Ko.listin Su.Ibaktam Kombinasy.on Kombinasyon‘ FiK
MIK MIK Kolistin MIK Sulbaktam MIK
1 0,25 16 0.062 4 0.5
2 0,5 16 0.125 4 0.5
3 0,5 8 0.062 2 0.37
4 0,5 32 0,015 4 0,56
5 0,5 16 0,125 2 0,33
6 0,25 16 0,031 2 0,13
7 0,5 32 0,031 4 0,18
8 0,5 8 0,015 4 0,5
9 0,25 16 0,031 4 0,37
10 0,5 32 0,031 4 0,18
11 0,5 32 0,031 4 0,18
12 0,5 16 0,062 4 0,37
13 0,5 32 0,015 8 0,28
14 0,5 16 0,031 4 0,31
15 0,5 16 0,062 2 0,25
16 0,5 8 0,31 4 0,56
17 0,5 32 0,031 8 0,31
18 0,5 32 0,015 16 0,53
19 0,5 16 0,031 4 0,31
20 0,5 16 0,031 4 0,31
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Tablo 8. Suslarin VITEK 2® ve Checkerboard ydnteminde saptanan MIK (ug/ml)

degerleri.
Sus No VITEK 2® Checkerboard Checkerboard Sinerji
Koli.stin Koli.stin Sulba.ktam T Kill Checkerboard
MIK MIK MIK
1 0,5 0,25 16 + +
2 0,5 0,5 16 + +
3 0,5 0,5 8 + +
4 0,5 0,5 32 + -
5 0,5 0,5 16 + +
6 0,5 0,25 16 + +
7 0,5 0,5 32 + +
8 0,5 0,5 8 ¥ ¥
9 0,5 0,25 16 + +
10 0,5 0,5 32 + +
11 0,5 0,5 32 + +
12 0,5 0,5 16 + +
13 0,5 0,5 32 + +
14 0,5 0,5 16 + +
15 0,5 0,5 16 + +
16 0,5 0,5 8 + -
17 0,5 0,5 32 + +
18 0,5 0,5 32 Calisilmadi -
19 0,5 0,5 16 Calisilmadi +
20 0,5 0,5 16 Calisilmadi +
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KOLiSTiN (p.g/ml) - :’

Komblnasyon Sulbaktam ve kolistin MiK

an : ‘\ 7 =T
S S/ =
KE}%{T)L 16 0.25 0.125 X 0.031 0.015

Sekil 8. Checkerboard (dama tahtas1) yontemi ile kolistin+sulbaktam kombinasyon/sinerji
calismasi (11 nolu sus; Kolistin MIK: 0.5ug/ml, Sulbaktam MIK: 32 pg/ml).

32



5. TARTISMA VE SONUC

Acinetobacter cinsi bakteriler, yasamlarini siirdiirebilmek igin ¢ok az miktarda
besleyici maddeye ihtiyag duymast ve gesitli karbon kaynaklarini kullanabilmesi
nedeniyle dogada toprak, su ve yiyeceklerde saprofit olarak serbest
yasayabilmektedir (Bergogne-Berezin and Towner 1996). insan derisinde canli
kalabilmeleri, cevresel sartlara dayanikli olmalari nedeniyle uzun siire canli
kalabilirler, kolayca yayilabilirler ve daha ¢ok hastane enfeksiyonlarina sebep olurlar
(Dijkshoorn, Nemec, Seifert 2007). Bunun yaninda; balgam, diski, idrar ve vajinal

sekresyonlar gibi numunelerden de izole edilebilirler (Rosenthal and Tager 1975).

Acinetobacter tiirleri immiinsopresif hastalarda ventilatére bagli pnomoni, kan
dolasimi enfeksiyonlari ve yara enfeksiyonlarina neden olan énemli patojenlerdir.
Son yillarda, Acinetobacter tiirlerinin sebep oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarin
giderek arttigi goriilmektedir. Acinetobacter tiirleri igerisinde Acb complex, bu tip
enfeksiyonlarda en sik karsilasilan etkendir. Bu enfeksiyonlarin tedavisindeki en
onemli problem; suslarin biiyiik bir kisminda karbapenem grubu antibiyotikler de
dahil olmak iizere bir ¢ok antibiyotige kars1 direng goriilmesi ve tedavide
kullanilacak antibiyotik segeneklerinin tiikkenmesidir (Yildirrm ve Tugrul 2011).
Enfeksiyona neden olan direngli bakterilerin ortaya ¢ikisi ve yayilmasi klinisyenler
icin bilyiik endise kaynagi haline gelmistir. Bu durum, klinisyenleri yeni tedavi
secenekleri arayisina ydnlendirmektedir. CID Acb complex enfeksiyonlarmin
tedavisinde hem basar1 elde etmek hem de direng gelisimini 6nlemek amaciyla
kombine antibiyotik kullanimi  &nerilmektedir (Yildiz 2007, Punpanich,
Munsrichoom and Srisarang 2011). Literatiirdeki in vivo ve in vitro caligmalarda
kolistin+ampisilin/sulbaktam  kolistin+rifampisin,  kolistin+tigesiklin,  kolistin-
trimetoprim/siilfametoksazol, kolistin+vankomisin, kolistin+meropenem,
kolistin+azitromisin, kolistin+doripenem ve kolistin+imipenem gibi ¢esitli

kombinasyonlar arastirma konusu olmustur (Kalin, Alp, Akin, Coskun ve Doganay
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2014, Dizbay, Altuncekic, Sezer ve Arman 2008, Cikman ve ark 2013, Timurkaynak,
Can, Kurt Azap, Demirbilek, Arslan ve Ozbalikci Karaman 2006). Literatiirde
karbapenem direngli Acb complex izolatlarinda kolistin+sulbaktam sinerjik etkisinin
arastirildigr az sayida in vitro ¢alismada genellikle Time Kill ve Checkerboard
yontemleri birlikte veya tek baslarina kullanilmiglardir (Lee, Tang, Su, Chien and
Liu 2008, Pongpech, Amornnopparattanakul, Panapakdee, Fungwithaya, Nannha,
Dhiraputra and Leelarasamee 2010, Thamlikitkul and Tiengrim 2014). Bu ¢alismada
da ayni suslardaki s6z konusu sinrejik etkinlik bu iki yOntemle arastirildi.
Calismalarin biliyiik bir kisminda E-test yontemi (gradientli antibiyotik stripleri)
kullanilmistir (Cetinkol, ve ark 2016, Temocin, Erdinc, Tulek, Demirelli, Ertem,
Kinikli ve Koksal 2015). E-test yonteminin daha c¢ok kullanilmasinin sebebi;
muhtemelen metodolojik kolayliktan kaynaklanmaktadir. Kolistin ile yapilan
calismalarda diffiizyon testleri Onerilmemekte olup, MIK bakilmas1 gerektigi
vurgulanmaktadir (CLSI 2016, EUCAST). E-test yontemi ile yapilan ¢aligmalarda
predifiizyon yontemi kullanilmistir. Bu yontem her ne kadar standardize edilmis olsa
da; ticari gradient testleri ve bu yontemden kaynaklanan sorunlar yasanabilmektedir.
Nitekim zaman zaman bazi ticari kolistin gradient testler ¢esitli uygunsuzluklardan
dolayr kullanimdan kaldirilmakta, sorunlar giderildikten sonra kullanicilara
bildirilmektedir. Bazi yayinlarda da gradient diffiizyon testlerinin Acinetobacter
tiirlerinin etken oldugu enfeksiyonlarda uygunsuz tedavilere sebep oldugu ve kolistin
duyarlilik testlerinin otomatize sistemler veya diliisyon metodlar1 ile yapilmasi
gerektigi vurgulanmaktadir (Dafopoulou, Zarkotou, Dimitroulia, Hadjichristodoulou,
Gennimata, Pournaras S and Tsakrisa 2015).

Kolistinin uzun siire stabil olmadig1 da akilda tutulmasi gereken bir diger konudur.
Bizim calismamizda da Time Kill yontemi ile kolistinin 12. saatten sonra etkinligini
yitirdigini saptadik. Zaten yarilanma 6mrii ve tedavide uygulanan dozlar da bunu
desteklemektedir. Burada iizerinde durulmasi gereken bir konu da in vitro
calismalarda kolistinin hangi formunun kullanilmasi gerektigidir. Giincel klavuzlarda
in vitro c¢alismalarda kolistin siilfat kullaniminin referans alinmasi gerektigi,
kolistimetat sodyum (diger isimleri; kolistin metilsiilfonat, pentasodyum
kolistimetansiilfat veya kolistin  siilfonilmetat) kullanilmamas1  gerektigi
vurgulanmaktadir (CLSI 2017, EUCAST). Kolsitimetat sodyum; in vivo sistemik
tedavide paranteral kullanilan, daha az teropatik etkinligi olan, yaklasik dort ya da
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sekiz kat daha az aktif, hidrolize olana kadar inaktif ve yan etkileri az olan formudur.
Kolistin siilfat ise topikal ve oral formlar seklinde bazi iilkelerde kullanilmakla
birlikte, ABD’de yalnizca kolistimetat sodyum ve polimiksin B kullanimi mevcuttur.
Tedavide durum bodyle iken in vitro testlerin kolistin siilfat ile yapilmasi ve bu
sonuglarin in vivo ile uyumu konusunda az da olsa siipheler vardir (Miilazimoglu
2012).

Bir kisim sinerji calismasinda da, sulbaktam tek basma arastrilmamis olup
ampisilin/sulbaktam kombinasyonu ayni amagla kullanilmistir (Cikman ve ark 2013,
Yavas, Yetkin, Kayaaslan, Bastug, Aslaner, But, Kanyilmaz, Sari1, Akinci, ve Bodur
2016). Sulbaktamin bu sekilde kullaniminin da kolistin+sulbaktam sinerji
calismalarinda uygun olmayacagi asikardir. Ciinkii, kolistin ile kombinasyon
durumunda ampisilin de kombine edildiginden, ancak iiclii bir kombinasyondan s6z
edilebilecektir.

Bu tez calismasi kapsaminda incelemeye aldigimiz karbapenem direngli suslarda
(denenen 17 susun timiinde) Time Kill yontemi ile, sulbaktamin c¢aligilan
konsantrasyonlarinda bakterisit etkisinin olmadigi, kolistinin X/2 konsantrasyonda
dahi bakterisit etkinliginin oldugu ve kolistin+sulbaktam kombinasyonunun sinerjik
etkisinin oldugu saptandi. Diger bir yontem olan Checkerboard ydnteminde;
kolistint+sulbaktam kombinasyonunun suslarin 17'sinde (%85) sinerjik, 3'tinde (%15)
aditif etkisi oldugu saptandi. Bu yontem ile tek basina sulbaktamin sadece 3 susta
(%15) MIK diizeyinde (8pg/ml) etkili oldugu saptand.

Time Kill yontemi

Sadece Time Kill yontemi kullanilan c¢aligmalara bakildiginda; Lee et al.
kolistin+sulbaktam kombinasyonu ig¢in sinerjizm bildirmislerdir (Lee, Tang, Su,
Chien and Liu 2008). Pongpech et al. ise yaptiklar1 ¢alismada
Meropenem+sulbaktam+ kolistinin ii¢lii kombinasyonun CID A. baumannii'nin %
96.7'sine kars1t sinerji saptamiglar, bununla birlikte meropenem+sulbaktam,
meropenem+Kkolistinin ve sulbaktam+kolistin sirastyla % 70,% 73.3 ve% 53.3'lik
sinerji ~ etki  saptamistir ~ (Pongpech, Amornnopparattanakul, Panapakdee,
Fungwithaya, Nannha, Dhiraputra and Leelarasamee 2010). Bu ¢alismada Time
Kill yontemi ile biitiin suglarda (%100) sinerjik etki saptandi. Benzer sonuglarin

literatlirde yer aldig1 goriildii (Laishram et al 2016).
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Checkerboard Yontemi

Thamlikitkul et al. Checkerboard yontemi ile yaptiklari bir ¢alismada
kolistin+sulbaktam  kombinasyonunda  kolistine  duyarli  suslarda  sinerji
saptamamiglardir. Ancak kolistine direngli suslarda sinerji  saptadiklarini
bildirmiglerdir (Thamlikitkul and Tiengrim 2014). Deveci ve ark. Checkerboard
yontemi ile yaptiklar1 bir ¢alismada klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter
baumannii suslarinda (karbapenem duyarliliklar1 ile ilgili bilgi vermemislerdir)
kolistin+sulbaktam kombinasyonunda %50 sinerji, %50 aditif etki saptamislardir
(Deveci, Coban, Acicbe, Tanyel, Yaman ve Durupinar 2012).

Percin ve ark. kolistin direngli Acinetobacter baumannii suslarinda yaptiklart bir
caligmada C,heckerboard yontemi ile kolistin+sulbaktam kombinasyonunda %50
sinerji, bildirmislerdir (Per¢in ve ark 2014).

Marie et al. yaptiklar1 bir ¢alismada CID Acinetobacter baumannii suslarinda
Checkerboard yontemi ile kolistin+sulbaktam kombinasyonu i¢in %29 sinerji, kismi
sinerji % 38.9 bildirmislerdir (Marie, Krishnappa, Alzahrani, Mubaraki and Alyousef
2015). Dong et al. CID Acinetobacter baumannii suslarinda Checkerboard yéntemi
ile kolistin+sulbaktam kombinasyonu sinerji bildirmemislerdir (Dong, Chen, Zhang,
Liu, Liu and Ma 2014).

Bu tez calismasinda Checkerboard yontemi ile elde edilen sonuglara bakildiginda
daha yiiksek oranda bir sinerji oran1 saptandig1 goriilmektedir. Bu konuda az sayida
yayin oldugundan daha fazla sayida izolatlarla, miimkiinse de ¢ok merkezli
caligmalara ihtiyag vardir.

Time Kill + Checkerboard Yontemi

Laishram ve ark. gesitli klinik orneklerden izole edilen karbapenem direngli
Acinetobacter baumannii suslarinda; Time Kill yontemi ile kolistin+sulbaktam
kombinasyonunda alt solunum yolu orneklerinde %100, kan Orneklerinde %96
bakterisid etki ve checkerboard yontemi ile kolistin+sulbaktam kombinasyonunda ve
%36 sinerji ile %64 aditif etki bildirmislerdir (Laishram et al 2016). Bizim
calismamizda tiim klinik 6rnek tiplerinde, Time Kill yontemi ile %100 bakterisid

etki, Checkerboard yonteminde ise %85 sinerjik etki ve %15 aditif etki saptandi.

Anandan et al. CID Acinetobacter baumannii suslarinda Time Kill ydntemi ile

kolistint+sulbaktam kombinasyonu icin %96 bakterisidal etki, %68 sinerji,
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Checkerboard yontemi ile kolistin+sulbaktam kombinasyonu icin %16 sinerji ve
%84 etkisiz oldugunu saptamislardir (Anandan, Jennifer, Anandan, Pragasam,

Shankar, Veeraraghavan, Peter and Rao 2016).

E-test Yontemi

Cetinkol ve ark. karbapenem direngli Acinetobacter baumannii suslarinda E-test ile
yaptiklar1 bir calismada suslarin tamaminda antagonist etki saptadiklarini
bildirmislerdir (Cetinkol, ve ark 2016).

Shields et al. CID Acinetobacter baumannii suslarinda E-test ile yaptiklari bir
caligmada kolistin+ampisilin/sulbaktam, kolistin+doripenem ve kolsitin+imipenem
kombinasyonlari icin sinerji saptamadiklarin1 bildirmislerdir. Yine ayni calismada
kolistin+ampisilin/sulbaktam kombinasyonu i¢in %12 antagonistik etki saptadiklarini
bildirmislerdir (Shields, Kwak, Potoski, Doi, Adams-Haduch, Silviera, Toyoda,
Pilewski, Crespo, Pasculle, Clancy and Nguyen 2011).

Marie et al. E-test ile kolistin+sulbaktam kombinasyonu i¢in %44.4 sinerji, kismi
sinerji %42.6 bildirmislerdir (Marie et al 2015).

Kempf ve ark. E-test yontemi ile yaptiklar1 bir ¢alismada kolistin+sulbaktam
kombinasyonu i¢in %2100 sinerjizm bildirmislerdir (Kempf et al 2012).

Temocin ve ark. CID Acinetobacter baumannii suslarinda E-test ile yaptiklari bir
calismada; Kolistin+sulbaktam kombinasyonunda %217 sinerji, %73 aditif etki
bildirmislerdir (Temocin ve ark. 2015).

Yavas ve ark. karbapenem direngli Acinetobacter baumanni suslarinda E-test
yontemi ile yaptiklar1 bir calismada kolistintsulbaktam kombinasyonunda %39.9
aditif etki, kolistin+meropenem kombinasyonunda %100 sinerji,
meropenem+sulbaktam kombinasyonunda %16.7 sinerji ve tigesiklin+sulbaktam
kombinasyonunda %5.6 sinerji bildirmistir (Yavas ve ark. 2016).

Cikman ve ark. imipenem direngli Acinetobacter baumannii suslarinda E-test ile
yaptiklart bir in vitro ¢alismada kolistin-ampisilin/sulbaktam igin sinerjik aktiviteyi
%45.5, antagonistik etkiyi %27 olarak bildirmislerdir (Cikman ve ark 2013).

Alada ve ark. E-test yontemi ile yaptiklari bir ¢alismada CID Acinetobacter
baumannii suslarinda kolistin+sulbaktam kombinasyonunda %S5 sinerji, %12.5 kismi1
sinerji, imipenem-sulbaktam %15 sinerji, %47.5 kismi sinerji bildirmislerdir (Alada,
Altoprak ve Coskun 2017).
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In vivo sinerjik etki cahsmalar

Literatiirde karbapenem direngli Acb complex izolatlarinin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kolistin+sulbaktam veya kolistin+ampisilin/sulbaktam
kullanilarak sinerjik etkisinin arastirildigi in vivo yayinlar da bulunmaktadir. Kalin ve
ark. yaptiklar1 bir in vivo ¢alismada CID Acinetobacter baumannii suslarinda
kolistin+sulbaktam kombinasyonunda %85.7 sinerjik etki saptamiglardir (Kalin ve
ark 2014). Fan et al. CID Acinetobacter baumannii suslarinda Kemirgen Uyluk
Enfeksiyonu Modeli ile si¢anlar {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada kolistin+sulbaktam
kombinasyonunda %87.5 sinerji, %12.5 aditif etki bildirmistir (Fan, Guan, Wang and
Cong 2016).

Ding ve ark. karbapenem direngli Acinetobacter baumannii suslarinin etken oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde, kolistin+sulbaktam kombinasyonunun anlamli bir
sinerjik etkiye sahip olmadigini saptamiglardir (Dinc ve ark 2013).

Kengkla et al. bir derleme yazisinda; kolistin+sulbaktam kombinasyon tedavisinin
kolistin monoterapisinden daha {istiin ve yan etkileri yoniinden de benzer oldugunu,
belirtmislerdir. Ayrica bu kombinasyonun CID ve XDR-B enfeksiyonlarmin
tedavisinde kullalinabilecegini ifade etmislerdir (Kengkla, Kongpakwattana,
Saokaew, Apisarnthanarak and Chaiyakunapruk 2017).

Karbapenem direngli Acinetobacter suslarmmin etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde alternatif segenek olarak en sik kolistin kullanilmaktadir. Ancak kolistine
kars1 da diren¢ goriilmeye baslandigindan, diren¢ gelisimine karsi kolistinin baska
antibiyotiklerle kombine kullanimi  Onerilmektedir. Denenen ¢ok sayida
kombinasyondan birisi de kolistint+sulbaktam kombinasyonudur. Bu ¢alismada;
karbapenem direngli Acinetobacter suslarinda Time Kill ve Checkerboard yontemi
olmak iizere iki farkli yontemle in vitro olarak kolistin+sulbaktam kombinasyonunun

sinerjik etkinligi arastirilmistir.

Sonucta; sulbaktamin tek basina diisiik oranda (%15) MIK diizeyinde etkili oldugu
ve bakterisit etkisinin olmadigi, kolistinin ise tiim suslarda etkili oldugu saptandi.
Denenen suslarin biiylik bir kisminda her iki yontem ile de kolistint+sulbaktam

kombinasyonunun sinerjik etkisinin oldugu goriildii. Literatiirdeki ¢alismalarda farkli
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sonuclar bulundugundan daha yiliksek sayida izolatlarla ve miimkiinse in vivo ile

uyumun da ortaya konuldugu yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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