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COKLU iLAG DIRENGLIi ACINETOBACTER BAUMANNII SUSLARINDA
CESITLI ANTIBIYOTIK KOMBINASYONLARININ IN-VITRO ETKINLIGI

OZET

Acinetobacter cinsi bakteriler son yillarda o6zellikle yogun bakim
uniteleri basta olmak Uzere hastane infeksiyonlarinda en sik izole edilen
etkenlerin bagsinda gelmektedir. Gunumuzde Acinetobacter baumannii
suslarina bagh olarak olusan infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ajanlara karsi giderek artan direng tum dinyada oldugu gibi
ulkemizde de Onemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Acinetobacter
baumannii'nin gittikge daha sik infeksiyon etkeni olmasi ve antimikrobiyal
diren¢g oranlarinin artmasi tedavide yeni segenek ilaglarin arastiriimasini
gerektirmigtir

Bu calisma Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvar’nda 2005-2009 yillari arasinda gesitli
klinik drneklerinden izole edilen 50 Acinetobacter baumannii (A. baumannii )
kokeni calismaya alindi. Bakterilerin tanimlanmasi BBL Crystal Enterik/
Nonfermenter ID Kit (Becton Dickinson, ABD) veya Phoneix 100 BD sistemi
(Becton Dickinson Microbiology Systems) kullanilarak tir dizeyinde yapildi.
A. baumannii kokenlerinin antibiyotik duyarliliklar disk difizyon yontemi ile
belirlendi. Antibiyotik duyarhlik sinirlari CLSI kriterlerine gore okundu. Cogul
ilac direncli 10 A. baumannii susunda kolistin/ rifampisin , kolistin/ imipenem ,
tigesiklin/rifampisin, tigesiklin/imipenem  kombinasyonlarinin  etkinligi
chekerboard ve E-test yontemleriyle arastirildi ve iki ydntemin birbiriyle
tutarlih@r karsilarstirildi. Degerlendirmeler chekerboard yontemini referans
alarak yapildi.

Arastirilan dért kombinasyon icin checkerboard ile elde edilen FiK
indeks degerlerine gore en iyi kombinasyonun Kkolistin/rifampisin (% 80
sinerji) ve kolistin/imipenem’de (% 80 sinerji) oldugu bulundu. Bunu
tigesiklin/rifampisin (%60 sinerji) ve tigesiklin/imipenem ( %210 sinerji)

kombinasyonu izlemekteydi. Ulkemizde kolistin heniiz kullanima girmedigi



icin MDR A.baumanii suslarinin neden oldugu infeksiyonlarinin tedavisinde
tigesiklin/rifampisin kombinasyonunun iyi bir se¢cenek olabilecedi dusunuldu.
Kombinasyonlarin  E-test yontemiyle saptanan etkinliklerinin
Chekerboard yontemiyle tutarhiliklari karsilastirildiginda; tutarhlik %52.5
(%10-70) olarak bulundu. E-test yonteminin antibiyotik kombinasyonlarin
etkinligini saptamada kullanilabilmesi igin checkerboard ve time-Kkill
yontemleriyle daha ¢ok karsilastiriimali ¢alisma sonuglarina ihtiya¢ oldugu
disunulda.
Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, sinerji, chekerboard, E-test,

kolistin, tigesiklin



IN-VITRO EFFECT OF VARIOUS ANTIMICROBIALS IN COMBINATION
AGAINST MULTIDRUG-RESISTANT ACINETOBACTER BAUMANNII

ABSTRACT

In recent years, Acinetobacter spp. have emerged as one of the most
important nosocomial pathogens, especially in patients admitted to an
intensive care unit (ICU). The progressively increasing resistance of
A. baumannii to widely used antibiotics is now a major problem in our country
like worldwide. Due to antibiotic resistance with Acinetobacter baumannii has
increased and leads clinicians to find alternative
antibiotics.

In this study, 50 Acinetobacter baumannii ( A. baumannii ) isolated
from various clinical specimens from June 2005 to September 2009 in Celal
Bayar Univesity, Faculty of Medicine, Departmant of Microbiolgy and Clinical
Microbiolgy, Bacteriology Laboratory were investigated. Isolation and
identification were performed by conventional biochemical tests as well as
by BBL Crystal GN; N/F ID ( Becton Dickinson,USA) or Phoneix 100 BD
systems (Becton Dickinson Microbiology Systems). The antibiotic
susceptibilities of the strains were investigated by the disk diffusion method
according to the recommendations of the CLSI.

The present study aimed at evaluating the interaction between
colistin/rifampicin, colistin/imipenem, tigecycline/rifampicin and
tigecycline/imipenem through microdilution checkerboard and E-test method
against ten MDR A. baumannii strains. The secondary objective was to
examine the degree of agreement of a possible new method utilizing the
E-test with the checkerboard method.

According to our in-vitro study results, the checkerboard method with
the combination regimens of colistin/rifampicin and colistin/imipenem each
showed 80% synergistic activity. Due to colistin is not currently in use in our

country, combinations of tigecycline/rifampicin could be promising



alternatives for the treatment of infections due to MDR strains of
A. baumannii.

The agreement between the checkerboard tests and Etest method
was 52.5% (range 10-70%). Further comparison studies of the E test
synergy technique with the checkerboard and time-kill methods are

warranted.

Keywords: Acinetobacter baumannii, synergy, chekerboard, E-test, colistin,

and tigecycline
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GiRiS VE AMAG

Hastane infeksiyonlarina yol acan etkenler arasinda Acinetobacter
cinsi bakteriler 6nemli bir yer tutmaktadirlar (1). Bu etkenlerin hastane
infeksiyonlarinda sik saptanmalarinin nedeni, c¢evre kosullarina dayanikli
olmalart ve antibiyotiklere karsi kolay diren¢ kazanabilmeleridir.
Acinetobacter baumannii hastalardan ve hastane gevresinden en sik izole
edilen Acinetobacter tirt olarak bildirilmektedir (2).

Son yillarda 0Ozellikle genis spektrumlu antibiyotiklerin kullaniminin
artigi ile birlikte Acinetobacter tirleri antibiyotiklere direncli hale gelmistir. Bu
direnc tedavide ciddi sorunlara yol acabilmektedir. Ozellikle girisimsel
uygulamalarin (entibasyon, Uriner ve damar igi katater vb) yogun
uygulandidi ve antibiyotik kullaniminin yiksek oldugu yogun bakim
Unitelerinde 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir ( 3).

Mikroorganizmalarda goérulen direng oraninin artmasi nedeniyle, farkh
tedavi protokolleri gelistiriimeye calisiimaktadir. Kombinasyon tedavileri ve
yeni antibiyotiklerin tretilmesi bu ¢alismalara 6rnek verilebilir. Antimikrobiyal
ilag kombinasyonlari genis spektrum elde etmek, direngli mutantlarin
gelismesini Onlemek, toksisiteyi minimale indirmek ve iki ilag arasinda sinerjik
etki elde etmek amaciyla kullanilirlar.

Antibiyotik kombinasyonlarinin etkilesimlerinin anlasilabilmesi igin
uygulanan tim in-vitro duyarlilik islemlerine sinerji testleri denilmektedir. Bu
amagla iki boyutlu sulandirm (Checkerboard yodntemi), zamana badgli
oldiurme kinetigi (time-kill) yontemi ve E-test difizyon yodntemleri
uygulanabilmektedir (4, 5).

Bu calismada, hastanemizin c¢esitli servislerinde yatmakta olan
hastalarda mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen cesitli klinik érneklerden
izole edilen, ¢ogul direncgli A. baumannii suslarina kargi; tdlkemizde yeni
kullanima giren tigesiklinin imipenem ve rifampisinle, yine kolistinin imipenem
ve rifampisinle kombinasyonlarinin in-vitro etkinliklerinin Checkerboard ve
E-test yoOntemleriyle arastiriip, yontemlerin birbiri ile tutarhliklarinin

karsilastiriimasi amaclanmaktadir.



GENEL BILGILER

Acinetobacter Turleri

Acinetobacter turleri 6zellikle vicudun nemli bolgeleri basta olmak
uzere normal deri florasinda yer alabilmektedirler. Normal bireylerin yaklagik
%25'inin derilerinde Acinetobacter turlerini tasidiklari dusunulmektedir (6).
Hastanede yatan hastalarda tasiyicilik orani daha yuksektir. Bunun nedeni
capraz kontaminasyon ve hastane ortaminin kaynak olusturmasidir.
Genellikle firsat¢i patojen olarak ifade edilirler ve son zamanlarda hastanede
yatan hastalarda septisemi, pndémoni, yaraya bagli sepsis, endokardit,
menenijit, Urogenital, cerrahi alan infeksiyonu gibi bircok nozokomiyal
infeksiyon  salginlarina neden olduklari  bildiriimektedir. Toplumdan
kazanilmis infeksiyonlara da neden olduklari bildirilmigtir (1).

Taksonomi ve Tarihge

ik kez Beijerinck tarafindan 1911‘de izole edilen Acinetobacter tiirleri,
Micrococcus calco-aceticus olarak adlandinimistir (6, 7). 1939 yilinda
DeBord’'un gram negatif kokobasilleri Uretral 6érnekten izole etmesiyle birkac
isim daha almig, 1950’de Acinetobacter olarak tanimlanmaya baslanmistir
(8). Gunumuize kadar Micrococcus calcoaceticus, Mima polymorpha,
Achromobacter, Bacterium anitratum, Herellea vaginicola, Alcaligenes,
Moraxella glucidolytica ve Moraxella Iwoffii gibi 15’'in Uzerinde farkli isimle
anilimistir. Taksonomik calismalar sonucu Acinetobacter cinsi ginimuzde
Moraxella, Psychrobacter ve ilgili diger cins bakterilerle birlikte Moraxellaceae
ailesi icinde yer almaktadir (1). DNA benzerlikleri temel alinarak yapilan
calismalarda Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter baumannii (A.
baumannii) , Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter junii, Acinetobacter
johnsonii, Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter radiorezistens, Acinetobacter
schindleri, Acinetobacter ursingii ile birlikte 19‘dan fazla tir belirlenmistir (6,
9). Tum bu turler arasinda en sik infeksiyonlara yol acan etken A. baumannir’
dir (2).



Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Acinetobacter tiurleri non-fermentatif, aerobik, oksidaz negatif,
hareketsiz, sporsuz, genellikle nitrat negatif, gram negatif basillerdir.1-1.5um
x 1.5-2.5 ym boyutlamda ve genellikle ¢ift olarak bulunmaktadirlar. Pozitif
kan kultirlerinden hazirlanan preparatlarda gram pozitif kok olarak da
gorulebilmektedir, DNase ve indol negatif, katalaz pozitiftir (6). Temel Uretim
besiyerlerinde 35- 37°C’ de kolayca Uretilebilirler. Kanli agardaki kolonileri 24
saat sonunda 2-3 mm capina ulagirlar ve bazi turler hemolitik 6zellik
gOsterebilirler. MacConkey agarda ve Eozin Metilen Blue agar’ da laktoz
negatif koloniler olustururlar. Enterobacterlerden daha kicguk, opak,
pigmentsiz, S tipi koloniler meydana getirirler ve baz tlrler pigment
olusturabilir (6). Zor ureyen bir mikroorganizma degildir ve besinsel olarak
fakir ortamlarda hatta antiseptiklerin varliginda bile yagsamaktadir.
Permeabilite bariyeri vardir ve bu gekilde bazi antibiyotiklere karsi intrensek
direnclidir. Cesitli plazmidler ve kromozomal enzimleri nedeniyle birden fazla
antibiyotige diren¢c kazanabilmektedir (3). Acinetobacter turlerini klinik
orneklerden izole etmek igin temel besiyerleri kullanilabildigi gibi diger
mikroorganizmalarin  Uremesini inhibe eden secici besiyerleri de
kullanilabilmektedir. Cevre taramalarindan elde edilen 6rnekler; 6zellikle de
az sayida mikroorganizma bulunanlar sivi zenginlestiriimis besiyerlerine
ekilebilmektedir (1). Biyokimyasal ve ureme Ozelliklerine gore tur ayrimi
yapilabilmektedir. Bu ayirimda glukoza oksidatif etki, 44°C’ de ureyebilme ve
hemoliz 6zelliklerinden yararlanilir. Klinik izolatlar arasinda en sik izole edilen

dort Acinetobacter turtintin 6zellikleri Tablo 1’ de gosterilmistir (10).



Tablo-1: Sik saptanan Acinetobacter turlerinin ayiriminda kullanilan temel

parametreler

Glukoz Laktoz 44°C' de ireme Hemoliz
A. calcoaceticus + + - -
A. baumannii + - + -
A. lwoffii - - - -
A. haemolyticus Degisken - - +

Klasik yontemler diginda otomotize sistemlerle tur ayrimini fenotipik
olarak yapilabilmektedir. Molekuler yontemler (PZR, ribotipleme, Pulsed Field

Gel Electrophoresis ) ise genotiplendirme amaci ile kullaniimaktadir (1).

Patogenez ve Virllans

Acinetobacter cinsi  bakteriler virtlansi dusUk kabul edilen
patojenlerdir. Normal konak savunma mekanizmasina sahip Kkisilerde
infeksiyon olusturmalari oldukga gugtir. Genellikle hastane kaynakh firsatgci
infeksiyonlara neden olurlar. Acinetobacter tdrlerinin kolonizasyonu igin
baslica risk faktorleri (6):

Uzun sure yogun bakim Unitesinde (YBU) kalma

Genis spektrumlu ve uzun sure antibiyotik kullanimi

Mekanik ventilatér uygulanmasi

Damar ici kateterizasyon

idrar kateteri

Endotrakeal tip uygulanmasi

Trakeostomi

Enteral beslenme

YBU'nde Acinetobacter suslari ventilatér ekipmani ve galisanlarin
elleri yoluyla yayillmaktadir. Yapilan bir salgin ¢calismasinda her G¢ hastane
personelinden birinde birden fazla A. baumannii susu ile gegici el

kolonizasyonu tespit edilmistir (11).



Acinetobacter dusuk virtlansli bir bakteri olarak tanimlanmasina ragmen bazi
Ozellikleri virtlansini arttirmaktadir:

1. Polisakkarit kapsul varligi: L-ramnoz, D-glukoz, D-glukronik asit ve D-
mannoz yapisindadir ve bakteriyi fagositozdan korur.

2. Fimbria ve/veya polisakkarit kapsul varliginda insan epitel hucrelerine
adezyon ozelligi

3. Doku lipit hasari yapabilen enzim Uretimi

4. Hicre duvarinin lipopolisakkarit icerigi ve lipit A varliginin toksik rolG

5. Aerobaktin gibi sideroforlar ve demir tutucu dis membran reseptor
proteinleri (1, 12)

Epidemiyoloji

Acinetobacter cinsi bakteriler dogada toprakta, su ve yiyeceklerde
bulunur. Diger mikroorganizmalarla kiyaslandiginda Acinetobacter tirleri
kuruluga dayanikli olmalar, farkh 1s1 ve pH derecelerinde yasayabilme
Ozellikleri ile cansiz yuzeylerde gunlerce canliliklarini strdirebilmektedirler
(1, 13). Hastanede yatan hastalarda deri kolonizasyonunun %40‘in Gzerinde
oldugu rapor edilmigtir (14). Salgin dénemlerinde ise %7-18 oraninda bogaz
tasiyicihigr saptanirken, trakeostomi suruntulerinde bu oran %45’ dir (1).
Saglikh insanlarin normal deri florasinda, duguk yogunlukta, kisa sureli olarak
bulunabildikleri belirlenmis, bunun disinda agiz florasinda, Ust solunum
yollarinda, genitolriner sistem ve alt gastrointestinal sistemlerinde de
bulundugu gosterilmistir (1, 13, 15). Acinetobacter turleri hastane havasi,
buhar makinesi, periton diyaliz banyolari, musluklar, yatak kenarlari,
tansiyon aletleri, anjiyografi kateterleri, mekanik ventilasyon cihazlarindan
izole edilmistir (1, 16). Saglik personeli, rezervuar insanlar ve cansiz

materyaller, hastalar arasinda gegis i¢in uygun bir ortam saglamaktadir (1).



Acinetobacter Kaynakli Hastane infeksiyonlari

Acinetobacter tirleri genellikle hastane kaynakli infeksiyonlara neden
olurlar. Tum organlarda supuratif infeksiyonlara neden olabilirler.
Acinetobacter turleri arasinda en sik ve en ciddi klinik tablolara neden olan
etken A. baumannii’ dir (13). A. baumannii’ nin neden oldugu infeksiyonlar
daha ¢ok yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarda gorulmektedir. Uzun
sureli bakim merkezlerinde, 6zellikle de ventilatore bagl hastalarin bakiminin
yapildigi merkezlerde bulunan hastalarda risk yiksektir.

Acinetobacter infeksiyonunun en sik lokalizasyonu ve en Onemli
kolonizasyon vyeri solunum yollaridir. Kolonizasyonunun burun delikleri,
nazofarenks ve trakeostomi yerinde oldugu bildirilmigtir (14). Ulkemizde
yapilan bir calismada A. baumannii hastane kokenli pnémoni etkenleri
arasinda (%24) ilk sirada yer almigtir, bu olgularin énemli bir kisminin
ventilatorle iligkili pndmoni oldugu dikkati cekmektedir (17).

Acinetobacter pndmonileri genellikle multiloberdir. Kavitasyon, plevral
effizyon ve bronkopulmoner fistil gelisebilir. U¢ giin icerisinde uygun
antibiyotik tedavisi baslanan hastalarda mortalite azalmakta, sekonder
bakteriyemi ve septik sok gelisenlerde mortalite artmaktadir. Prognoz altta
yatan hastalik ve risk faktorleriyle yakindan iligkilidir. Mortalite oranlarn
%20-60 arasinda degismektedir (17).

Acinetobacter 'e bagli bakteriyemi en sik pndmonilere sekonder gelisir.
Acinetobacter ‘in neden oldugu bakteriyemi tum bakteriyemilerin %8.4’Gnu
olusturmaktadir. Nozokomiyal Acinetobacter bakteriyemisi siklikla solunum
yolu infeksiyonu, intraven6z kateter kullanimi, daha az olarak uriner sistem,
yara, cilt ve abdominal infeksiyonlarla iligkilidir. Acinetobacter bakteriyemisine
bagli mortalite orani  %17-46 arasinda bildirilmigtir.  Acinetobacter
bakteriyemisi tek patojenli veya polimikrobiyal bakteriyemi seklinde gorulebilir
(13).

Acinetobacter primer menenijitli vakalarda gorilmesine ragmen
Ozellikle beyin cerrahisi uygulamalarindan sonra, travma, lomber ponksiyon,

ventriktlografi ve miyelografi sonrasi gelisen sekonder menenjit olgularinda



baskin form olarak saptanmaktadir (1). Mortalite %34-54 arasinda
degismektedir (17).

Acinetobacter’'e bagli uriner sistem infeksiyonlari genellikle immadn
sistemi baskilanmig, yasl, kalici Uriner kateteri olan ve yodun bakim
unitelerinde yatan hastalarda gorilmektedir. Uriner kateter tasiyan
hastalardan Acinetobacter izolasyonunda kolonizasyon olasiliginin da
unutulmamasi gerekir (1,18).

Acinetobacter’ e bagli yumusak doku infeksiyonlari gelisiminde baslica
risk olusturan faktorler; cerrahi insizyon ve damar ici kateter uygulamalari,
travmatik yaralar, yaniklar sayilabilir (1). Bu infeksiyonlarin ¢ogu
polimikrobiyal gelisim gdsterir.

Keratokonjuktivit, endoftalmit, protez kalp kapagdi endokarditi, periton
dializi ile iligikili peritonit, pankreas ve karaciger apseleri, otolog kemik iligi
transplatasyonundan sonra gelisen osteomyeliti ve septik artrit Acinetobacter

cinsi bakterilerin sebep oldugu diger infeksiyonlardir (1,13).

Acinetobacter infeksiyonlarinin Tedavisi

Gunumuizde Acinetobacter baumannii  susglarina bagli  olusan
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi giderek
artan direng¢ tim dinyada oldugu gibi Ulkemizde de 6énemli bir saghk sorunu
haline gelmistir (19, 20). Ciddi hastane infeksiyonu salginlarina neden
olmalar ve tedavi sirasinda bir¢ok antibiyotige karsi kisa surede direng
gelistirmeleri nedeniyle bu etkenlerle olusan infeksiyonlarin sagaltiminda

farkh antibiyotik kombinasyonlarin kullanimini gindeme getirmistir (21, 22).



Acinetobacter turlerine etkili ilaclar (1, 23);
Betalaktam- Bata Laktamaz inhibitérleri
Sefalosporinler ( 3 ve 4. kusak)
Karbapenemler

Kinolonlar

Aminoglikozidler

Trimetoprim- Sulfametoksazol,
Tetrasiklinler

Kolistin

SR N N N N N S NN

Kloramfenikol

Bakterinin tedavi esnasinda hizla direng gelistirebilme olasiligi ve
tedavide yeterince basari saglanamamasi nedeniyle tedavinin tek bir
antimikrobiyal ajan kullanilarak yapilmasi 6nerilmemektedir (1, 23). En sik
kullanilan kombinasyon, dusuk direng¢ oranlari ve in-vitro sinerji
gOstermesinden dolayr imipenem+amikasindir. Sefaperazon + sulbaktam,
seftazidim+aminoglikozid/florokinolon kombinasyonlari da etkin
seceneklerdendir. imipenem+siprofloksasin kombinasyonunun da in-vitro
etkinligi gosterilmistir (24). imipenem ve meropeneme orta diizeyde direngli
A. baumannii suslarinda kolistin+rifampisin kombinasyonunun in-vitro sinerjik

oldugu cesitli galismalarda gosterilmigtir (25).

Acinetobacter Cinsi Bakterilerde Direng Mekanizmalari

Acinetobacter cinsi bakterilerde antibiyotik direnci giderek artmakta ve
tedavide zorluklarla karsilagiimaktadir (26). Penisilin, ampisilin ve sefalotine
hemen hemen tum grup Uyelerinde direng gozlenmekte olup, suslarin ¢ogu
kloramfenikole de direnclidir (27). Aminoglikozidler, Ureidopenisilinler,
florokinolonlar ve UglUncl kusak sefalasporinler gibi genis spektrumiu
antibiyotiklerin yaygin kullanimi Acinetobacter turlerini antibiyotiklere direncli
hale getirmistir (28). Coklu direncli Acinetobacter’lere kargi aktif oldugu
gosterilen tek antibakteriyel ajan kolistindir (29).



Beta-Laktam Antibiyotiklere Kargi Direng Mekanizmalari

Beta-laktam ilaglar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkasi
tasiyan ve hucre duvar sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren
genis bir antibiyotik grubunu olusturmaktadir. Bu grupta penisilinler,
sefalosporinler, karbapenemler, bir monobaktam olan aztreonam vyer
almaktadir (30). Beta-laktam antibiyotiklere kargi olusan direng dort farkl
mekanizma ile gelismektedir; bunlar beta-laktamaz enzimleriyle antibiyotigin
parcalanmasi, beta-laktam antibiyotigin hucre icine girisinin engellenmesi,
penisilin baglayan proteinlerde (PBP) olusan degisiklikler ve efliks
pompasinin aktive olmasidir. Genellikle bu mekanizmalarin bir veya
birkaginin bir arada islemesi sonucu direng gelisimi gézlenmektedir (31).

Acinetobacter kokenlerinde beta-laktam direnci buyik o6lcide beta-
laktamaz enzimlerin varligina baglhdir. Bu bakterilerde 1980’lerin sonunda
%81'e varan oranlarda beta-laktamaza bagli antibiyotik direnci bildirilmistir.
Kromozomal beta-laktamazlar sefalosporinaz aktivitesi gosteren enzimler
olup yapilan galismalarda A. baumannii izolatlarinin %98'inde sefalosporinaz
aktivitesi gosterilmigtir. Acinetobacter turleri genellikle penisilinleri etkileyen
TEM-1,TEM-2, CARB-5 ve sefalosporinleri etkileyen ACE 1-4 gibi beta
laktmazlara sahiptirler (24). Acinetobacter kokenlerinde genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) olan PER-1 enzimi ise ilk kez tlkemizden
bildirilmigtir (26). PBP’lere afinite azalmasi da beta-laktam antibiyotiklere
direng gelisiminde 6nemli bir mekanizmadir (32).

Efluks pompalarn ise beta-laktam antibiyotikleri uzaklastirmanin yani
sira kinolonlari, tetrasiklinleri ve kloramfenikoll etkin bir bicimde disari atar
(7, 33).

Karbapenem direnci dis membran proteinlerinde veya penisilin
baglayan proteinlerdeki degisiklik ile gegirgenligin azalmasi, metallo-beta-
laktamazlar ve oksasilinazlari igeren karbapenem hidrolize eden beta-

laktamazlar (karbapenemazlar) nedeniyle olusabilmektedir (34, 35, 36).



A. baumannii suslarinda en sik bildirilen metallo beta-lakatamazlar;
IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5, IMP-9 ve oksasilinazlar; OXA-58 ve OXA-24'dur
(37).

Aminoglikozidlere Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisinde aminoglikozitlerin siklikla

kullanilmasi sonucunda bu antibiyotiklere diren¢ gelisimi hizla artmaktadir

(1). Aminoglikozidlere direng gelisiminde temel olarak enzimatik modifikasyon

sorumludur (24).

En oOnemli diren¢ mekanizmasi plazmid kaynakh enzimlerin
(astiltransferaz, fosfotransferaz, adeniltransferaz) olusmasiyla
aminoglikkozidlerin asetilasyon, fosforilasyon ya da adenilasyon gibi
islemlerle inaktive olmalaridir (38).

Kinolonlara Direng Mekanizmalari

Kinolonlara kargi direng gelisiminde en 6nemli mekanizma gyrA ve
parC genlerindeki mutasyonlardir (24). Direng genleri plazmidler tarafindan
tasinmaktadir (38).

Tetrasiklinlere Karsi Direng Mekanizmalari

A.baumanni’de yaygin olan tetrasiklin direncinin iki farkli
mekanizmasi tanimlanmigtir. TetA ve tetB spesifik transpozon aracili efliks
pompalaridir; tetB tetrasiklin ve minosiklinin her ikisinin de efluksinu
belirlerken, tetA sadece tetrasiklinin eflikstnd yuritmektedir.

ikinci mekanizma ribozomal koruyucu proteindir; ribozomlari
tetrasiklinin etkisinden korur. Tetrasiklin, minosiklin ve doksisiklinden

ribozomlari koruyan protein tetM olarak kodlanmistir (1, 39).

10



Polimiksinlere Kargi Direng Mekanizmalari

Polimiksinler (B ve E) MDR A. baumanniinin sebep oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde son yillarda kullanimi artan peptit antibiyotiklerdir.
A. baumannii’nin lipopolisakkaritindeki modifikasyon Kkolistin direncindeki
olasi mekanizmadir (39,40).

Diger gram-negatif bakterilerde de mutasyon ya da adaptasyon yolu

ile kolistine karsi direng gelisebilmektedir (41).

Tigesiklin Direnci

Tigesiklin tetrasiklinlerin ribozomlardaki baglanma noktasina baglanir.
Ancak tigesiklin bu baglanma bodlgesine tetrasiklinden bes kat daha kuvvetli
badlanir. Bu kuvvetli baglanma tetrasiklinlere karsi gelisen ribozomal
korunmadan tigesiklinlerin etkilenmemesini saglamaktadir. Gilisilsiklinlerin
efluks pompasi ile hucre disina atilimi yapilamadigindan tigesiklin bu direng
mekanizmasindan etkilenmemektedir. Tum antimikrobiyallerde oldugu gibi
tigesiklinin tedavide artan oranlarda yaygin olarak kullaniimaya baslamasiyla

bu antibiyotige direncli bakteri gelisimi s6z konusu olabilir (42, 43, 44).

Antibiyotik Duyarlilik Yontemleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir
bakteri turine kargl in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan
testlerdir. Klinikte antimikrobiyal tedavinin, duyarlilik testlerinin sonuglarina
gore belinlemesi esastir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde difuzyon ve dilisyon

olmak Uzere baslica iki yontem kullaniimaktadir (45).
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Difizyon Testleri

a. Disk Diflizyon Testi

Rutin laboratuvarlarda antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasinda en
sik olarak kullanilan yontemdir. Standardize, ucuz ve uygulanmasi basit olan
bu yontem Kirby-Bauer tarafindan gelistiriimis olup ve bu isimle anilmaktadir.
Bu test kagit disklere emdirilen antibiyotigin duyarliigi arastirilan bakterinin
inokule edildigi besiyerine difize olmasi temeline dayanmaktadir.

Bu amagla belli miktarlarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler test
edilecek olan mikroorganizmanin yogun bir sekilde inokule edildigi kati
besiyerine yerlestirilir. Disklerdeki antibiyotikler bir sire sonra ¢ézinlUp agara
dogru difize olurken, inokule edilen mikroorganizmada c¢ogalmaya baslar.
Belirli bir inklibasyon suresinden sonra ilacin inhibitor konsantrasyonlarinin
saglandigi noktada diskin gevresinde ureme olugsmaz. Mikroorganizma ilaca
ne kadar duyarli ise diskin etrafinda olusan inhibisyon zonu o kadar genis
olusur. Inhibisyon zonunun capi 6lgiilerek uluslararasi standart verilere
(CLSI'in standart zon tablolari) gobre degerlendirme vyapilir ve
mikroorganizmanin kullanilan antimikrobik ajana kargi duyarlihgi belirlenir.

Bu yontemde incelenecek olan mikroorganizma suspansiyonu 0.5 McFarland
=10® CFU/ml (McFarland; sivi besiyerinde bulunan bakteri sayisi) gére
ayarlanir. Bu suspansiyondan steril bir ekivyon yardimiyla alinan 6rnek
Mueller-Hinton agar yuzeyine inokule edilir. Takiben farkli antibiyotik diskleri
steril bir pens yardimiyla agar yuzeyine yerlestirilir. Olusacak zonlarin birbiri
Uzerine gelmemesi igin diskler arasi en az 22mm, petri kenarindan ise 14
mm uzaklik olmasina dikkat edilmelidir. Besiyerleri 18-24 saat 35°C de

inkiibe edilir ve olugan inhibisyon zonlari 6lgulerek degerlendirilir (45).
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b. E-test

Kati besiyerinde difizyon yoluyla MK (minimum inhibitdr
konsatrasyonu) degerlerinin saptanmasina olanak saglayan yontemlerden
biridir. MIK bir mikroorganizmanin Gremesini 6nleyen en disik ilag
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.

E-test yonteminde test edilecek bakteri siispansiyonu 0.5 McFarland
yogunluguna getirilip Mueller-Hinton agar yuzeyine steril bir ektivyonla yayilir.
Takiben agar yluzeyine belli bir antibiyotigi gradient sekilde iceren E-test
seritleri yerlestirilir. Plaklar 18-24 saat 35°C de inkiibe edilip, serit etrafinda
olusan inhibisyon elipsinin serit lizerindeki dlcekle kesistigi nokta MiK degeri

olarak belirlenir (45).

DiltGisyon testleri

Dilusyon testleri sivi dillisyon ve agar dilisyon olmak Uzere iki sekilde
uygulanmaktadir. Antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizma Uzerindeki
bakterisidal (Uremenin inhibisyonu) ve/ veya bakterisid (6ldirmek) etkinligini

saptamak i¢in uygulanir (45).

a. Tup dilisyon

Tlp dilisyon makro ve mikro olmak tUzere iki sekilde uygulanabilir. Her
iki yontemin ilkesi aynidir. Makrodilisyonda test tupleri, mikrodiliisyonda ise
U tabanl mikropleytler kullanilir. Dilisyon testlerinde besiyeri olarak katyon
(kalsiyum ve magnezyum) eklenmis Mueller-Hinton buyyon kullantlir.

Test edilecek olan antibiyotikler c¢o6zucileri ve sulandiricilari icinde
cozdurulerek stok solusyonlarinin hazirlanmasini takiben sivi besiyerinde iki
kat azalan sulandirmalari yapilir. Mikroorganizmalarin standart bir inokulumu
hazirlanip antimikrobiyal ajanin gesitli dilisyonlarini iceren her bir kuyucuga

esit miktarlarda eklenir. Ayni solisyon antibiyotik icermeyen kontrol tlpine
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de eklenir. Bakteri inokule edilmemis, sadece besiyeri konmus bir gukur da
besiyeri kontrolii olarak hazirlanir. Besiyerleri 35C” de bir gecelik
inkilbasyondan sonra bakteri Uremesini gdsteren bulaniklik ydninden
incelenir. Bakterinin Uremesini dnleyen go6zle goérlinir bir bulanikhgin

olmadigi en disiik ilag konsantrasyonu MiK olarak degerlendirilir (45).

b. Agar dilisyon

Agar dilisyon yonteminin prensipleri tip dilisyon yoéntemiyle
benzerdir. Bu ydntemde antibiyotik sulandinmlari agar (Mueller-Hinton
besiyeri) icine konulup, antibiyotik iceren besiyeri petri plaklarina dokultr. Her
plakta antibiyotigin farkli konsantrasyonlari bulunur (45).

Sinerj Testleri ve Ozellikleri

infeksiyon sagaltimi sirasinda cesitli nedenlerle iki veya daha fazla
antibiyotigin bir arada kullanilmasi gerekebilir. Bu nedenler arasinda;
antibiyotik  duyarlihk  6zellikleri ~ birbirinden  farkli  birden  fazla
mikroorganizmanin  etken oldugu infeksiyonlarin sagaltimi, toksisite
potansiyel olan antibiyotiklerin tedavi dozlarinin azaltiimasi,
mikroorganizmanin intrinsik duyarllik o6zellikleri nedeniyle bir antibiyotik
kombinasyonun tedavi etkinliginin bir antibiyotigin tek basina kullanimindan
daha fazla oldugu infeksiyon hastaliklarinin sagaltimi olabilir. Bunlar diginda
antibiyotik kombinasyonlari direng gelisiminin 6nlenmesi veya geciktiriimesi
icinde kullanilabilir. Antibiyotik kombinasyonlari genellikle ciddi infeksiyonlarin
tedavisinde kullanildigi icin kombinasyonda yer alan ilaglarinin etkilesiminin
onceden degerlendirebilecedi in-vitro yontemlerin uygulanmasi 0Onem
tasimaktadir. Bu amagla gesitli ydontemler gelistirimesine ragmen ginimuzde
standart bir yaklagim bulunmamaktadir.

Antibiyotik kombinasyonlarinin etkilegimlerinin anlasilabilmesi igin
uygulanan tim in-vitro duyarlilik iglemlerine sinerji testleri denilmektedir.

European Committee for Antimicrobial Susceptibility Test (EUCAST) ve
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Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) tanimlarina gore antibiyotik
kombinasyonlarinin in-vitro etkinligi ayni ilaglar tek basina kullanildiginda
elde edilen etkinlikler toplamindan daha yuUksek ise buna sinerjistik etkilesim
(sinerjizm), esit ise aditif etkilesim adi verilmektedir. Kombinasyonla elde
edilen sonug tek basina en etkin ilac ile elde edilen sonuca esit ise etkisiz
durum (indiffirence); daha dusuk ise antagonistik etkilesimden

(antagonizm)’den s6z edilir (46).

Sinerji testleri

Antibiyotik kombinasyonlarinin in-vitro etkinliginin élgimunde Ug farkl
yontemler kullaniimaktadir (46).
1. Iki Boyutlu Sulandirm Yoéntemi(Dama Tahtasi “Checkerboard)
2. E-test

3.Time-Kill Yontemi

iki Boyutlu Sulandinm (Dama Tahtasi ““Checkerboard”) yontemleri

Sinerji degerlendiriimesinde kullanilan makro ve mikro diliisyon
yontemleri inhibitér ve bakterisidal konsantrasyonlarin saptanmasinda ve
antibiyotik duyarliiginin dlgiminde CLSI'In buyyon dilisyon ydntemlerine
benzer calisiimaktadir. Ancak burada antibiyotikler hem tek baglarina hem
de diger ajanlar ile birlikte etkinlikleri degerlendirlmektedir. In-vitro etkilesimler
fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FiK) indeksi ile degerlendirilir.
Kombinasyon ile elde edilen antibakteriyel etkinlik, her antibiyotik tek basina
iken saptanan MIK degerleri ile kiyaslanir ve elde edilen deger FiK olarak
ifade edilir. FIK degeri sineriistik, etkisiz veya antagonistik seklinde
yorumlanir. Bunun yani sira in-vitro etkilesimler izobologramlar ¢izilererek

grafik Gzerinde gosterilebilir (46).
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Mikrodilisyon Yontemi

Antibiyotik kombinasyonlarinin etkilerinin incelenmesinde en sik
mikrodilisyon yontemi kullaniimaktadir. Bu yontemde, kombinasyonda yer
alan iki antibiyotigin bir mikrotitrasyon plaginda farkh duzlemlerde sulandirimi
ve bunun sonucunda plaktaki her kuyucukta degisen konsantrasyonlarda
olmak Uzere bir araya gelmeleri s6z konusudur. Bu sulandirim nedeniyle
mikrodilisyon teknigine dama tahtasi (checkerboard) yontemi de
denmektedir (46).

Yontem Basamaklari

Kanli agarda Uretilmis ve ayni morfolojide olan kolonilerden 3-5 adet
secilir. Donmus veya stok kosullarinda saklanan izolatlarin galisilabilmesi igin

ard arda iki pasaj yapilmasi 6nerilmektedir (46).

Gerekli materyal

1. Besiyeri: cabuk Ureyen fakiltatif anaerob bakteriler icin katyon eklenmis
(12.5 mg/L Mg, 25 mg/L Ca ) Mueller-Hinton buyyonu kullaniimaktadir.

2. Antimikrobik ajanlarin stok soltsyonlari

3. Bakteri sulandirmi igin %0.85 NaCl sollisyonu

4. Steril distile su

5. Mikrodilusyon plaklari ekim ve sulandirim icin gerekli diger gerecler

6. McFarland 0.5 bulaniklik eseli (1-5 x 108 CFU/mI es degeridir)
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Kalite kontrol yontemleri

Antibiyotik kombinasyonlari icin kesin kalite kontrol parametreleri
belirlenmemistir. Bu nedenle kalite kontrolu her antibiyotik igin ayri ayri

uygulanmaktadir.

1. Kalite kontrol suslari

Denenecek antibiyotiklere gore kalite kontrol suslari belirlenir. Her kalite
kontrol susu hasta izolatlarinin test edildigi standart protokol ile deneye alinir.
Kalite kontrol suslarinin MiK degerleri saptanir ve beklenen degerler ile
kargilastirilir. Boylelikle deney sartlarinin uygunlugu ve ila¢ sulandirimlarinin

dogrulugu denetlenmektedir (46).

2. Ureme kontroli

Her deneye bakteri inokulumunun canlihginin  kontroli igin
mikroorganizma ureme kontrolii eklenir. Ureme kontroliinde yodun treme
olmalidir (46).

3. Sterilite kontrolU

Tim mikrodilisyon panellerinde icinde antibiyotik ve bakteri
bulunmayan, sadece katyon eklenmis Mueller-Hinton buyyonu iceren bir
sterilite kontrol kuyucugu bulunmahdir. Deney suresince sterilite kontroliinde

ureme saptanmamasi gereklidir (46).
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4. Saf inokulum kontrolU

Saf Uremenin belirlenmesi i¢in yapilan ekimlerde tek tip bakteri olmali

kontaminant bakteri bulunmamalidir (46).

5. inokulum kontroli

inokulumdaki bakteri sayisinin belirlenmesi amaciyla kontrol ekimi

yapilan plaklarda 75-100 koloni bulunmahdir. Bu uygulamalar sonucunda,

eger kalite kontrol suglarinin MiK degerleri kabul edilebilebilir sinirlarda ve

ureme ile inokulum kontrollerinde uygun Uremeler saptanirsa

sartlarinin gecerli oldugu dusunalir (46).

Yoéntemin uygulanmasi

Mikrodilusyon panelleri hazirlanir

1-Panel i¢in kullanilacak antibiyotik son konsantrasyonlari hesaplanir:

Bu amagla

a. Terapotik konsantrasyonlar

b. Test edilen mikroorganizmanin MiK degerleri
c. Panel sayisi

d. Hazirlama yontemi g6z énine alinmalidir.

Antibiyotiklerin  denenecedi standart bir konsantrasyon

deney

dagilimi

bulunmamaktadir. Bazi arastirmacilar antibiyotiklerin serum duzeyine
bazilari da subinhibitér konsantrasyonlarina gére denenecek
sulandinmlar saptanmaktadir. Genellikle terapétik sinirlar iginde kalan
degerler segilir. Sinerji ve antagonizmanin varliginin ve derecesinin

gorulebilmesi icin 1/8 MIK — 4xMIK degerlerinin bulunmasi gereklidir.

2- Antibiyotik sollsyonlari hazirlanir

Oncelikle kuyucukta bulunmasi istenen son konsantrasyonun dort kati

yogunlukta olan ara sulandirimlar hazirlanir.
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3- Antimikrobik ajanlar 50 pl/kuyucuk olacak sekilde plaklara dagitilir.
Her kuyucuktaki son hacim 0.1 ml olacaktir (A ilaci 50ul+B ilaci 50 pl)
a. A antibiyotiginin dagitilmasi (Tablo-2)
1. A soliisyonundan (6r: azlosilin 1pg/ ml) 0.05 ml ikinci kolondaki tim
kuyucuklara aktarilir.
2. Uclincli kolondaki tim kuyucuklara A’ nin bir Ust yogunlugundaki
(azlosilin 2ug/ ml) solisyonundan 0.05 ml aktarilir.
3. Son kolona kadar A antibiyotiginin bir yuksek konsantrasyondaki
sulandirnrmindan olacak sekilde dagilimina devam edilir.
4. H12 kuyucuguna ilag konulmaz (sterilite kontroll)
b. B antibiyotiginin dagitiimasi (Tablo-2)
1.B sirasindaki tim kuyucuklara 0.05 ml B antibiyotigi dagitihr (6r:
amikasin 2pg/ ml).
2 C sirasindaki tim kuyucuklara B’ nin ikinci dilisyonudan 0.05 ml
aktarilir.
3. H sirasina dahil olmak Gzere ( H12 hari¢) tim siralara B

antibiyotiginin birbirini izleyen dilisyonlarindan 0.05 ml dagitilir.

Tablo-2. Mikrodilisyon “ dama tahtasi ” panel 6rnegi

Al A2 A3 Al12
B1 | B2 B3
C1 Cc2 C3
H1l H2 H12
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c. Antibiyotikler mikropleytlerdeki kuyucuklara eklendikten sonra 0.5 Mc
Farland yogunlugunda bakteri suspansiyonu hazirlanip 100 pl/kuyucuk
olacak sekilde tim kuyucuklara dagitilir. Plaklar 35 C de 16-20 saat
inkiibe edilir (46).

Degerlendirme

1. Kontrol kuyulari degerlendirilir.

Al (Greme kontrolu):Yogun bulaniklik olmalidir

H12 ( besiyeri kontrolii):Ureme olmamalidir.

2. A ve B antibiyotikleri igin MiK degeri saptanir.

3. A ve B antibiyotiklerinin bir arada bulundugu kuyucuklar Greme agisindan
degerlendirilir.

4. Her bir kombinasyon igin FiK degeri bulunur ve sonuglar FiK indeksine
gore degerlendirilir (46).

Time-Kill (Zamana Bagh Oldiirme Kinetigi) yontemi

Antibiyotik kombinasyonlarinin zamana ve konsantrasyona bagimli
bakterisidal aktivitelerinin incelenmesinde kullanilir. Yeni antimikrobik
ajanlarin veya ilag kombinasyonlarinin etkinliginin arastirilmasinda diger in-
vitro testlerde gorulen paradoksal etki, persistan ve tolerans fenomenlerinin
dogrulanmasinda, tedavide bakterisidal etkinligin onemli oldugu Ozel
durumlarda tedavi basarisizligini agiklamada yardimci bir yontemdir.

Test susu antibiyotik icermeyen ve ¢esitli yogunluklarda bir antibiyotik
veya antibiyotiklerin kombinasyonlarini igeren sivi besiyerine aktarilir.
inokilasyon baslangicinda ve bunu takip eden zaman araliklarinda érnek
alinir. Canli organizma sayisi kati besiyerine pasaj yapilarak belirlenir. Alinan
sonuglar koloni sayisinin zaman igindeki degdisimini gosterecek sekilde bir
grafige kaydedilir. Besiyeri olarak katyon eklenmis Mueller-Hinton buyyonu
kullanilir. Son inokulum konsantrasyonu bakterilerde 6 + 10°> CFU/ml
olmalidir. inokulum hazirlanirken kullanilan mikroorganizmalar logaritmik

ireme fazinda olmahdir. MiK'in %, 1/4, 1, 2, 4 kati gibi konsantrasyondaki
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antimikrobik  dilisyonlari  ile  calistirihr.  MIK  saptama  yontemi
makrodillisyondur. Inkiibasyon isisi 35°C ‘dir. Makrodiliisyon tiiplerinden
alinan orneklerden 0, 4, 8, 24 saatlerde dilisyonlar hazirlanip kati besiyerine
ekim yapilir. Degerlendirme kati besiyerinde Ureyen koloni sayisina gore
yapilir (46).
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GEREC VE YONTEM

Bakteri Kékenleri

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bakteriyoloji Laboratuvar’'nda 2005-2009 yillari arasinda gesitli klinik
orneklerden izole edilen 50 A. baumannii kdékeni calismaya dahil edildi.
Calismaya alinan kokenlerin farkh kliniklerden ve farkh tarihlerde yatan
hastalara ait olmasina dikkat edildi. Her hastadan bir klinik izolat calismaya
dahil edildi. Calismaya alinan bu kokenlerden en az Ug¢ antibiyotik sinifina
direng gosteren ve farkl hastalardan izole edilmis ve duyarhlik profilleri
farkhlik gosteren 10 A. baumannii kdkeni kombinasyon testlerinin
degerlendiriimesi icin secildi.

Calisma, Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi Dekanligi Fakulte Etik

Kurulu'nun 18.06.2009 tarihli oturumun 390 sayih karari ile onaylanmistir.

Kokenleri tanimlanmasi

Besiyerinde saf koloni seklinde ureyen, gram negatif, aerob,
hareketsiz, diplokok veya kokobasil morfolojisinde, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, glukoz ve laktoz fermentasyonu gézlenmeyen butin suslar olasi
gram negatif non-fermentatif izolat olarak degerlendirilerek ileri
identifikasyon testlerine alindi. Bu izolatlar BBL Crystal Enterik/ Nonfermenter
ID Kit (Becton Dickinson, ABD) veya Phoneix 100 BD sistemi (Becton
Dickinson Microbiology Systems) kullanilarak tir dizeyinde tanimlandi.

Bakteriler galisma zamanina kadar -80°C de mikrotiiplerde saklandi.
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Kokenlerin Antibiyotik Direncinin Saptanmasi

a. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Testi

Klinik érneklerden izole edilen 50 A.baumannii sugsunun antibiyotiklere
duyarhliklari, CLSI standartlari dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle yapildi (47). Duyarhliklari aragtirilan antibiyotikler Acinetobacter
spp. suslan icin CLSI tarafindan rutin test ve bildirimlerde Onerilen ve
antimikrobik ila¢ gruplamalarinda grup A ve grup B’de yer alanlardan secildi.
Netilmisin bildirimi grup O olarak belirtimekte olup, grup O (“diger”),
mikroorganizma grubu icin klinik endikasyonu olup Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'nde test ve bildirime aday olmayan ilaclari icermektedir (47).
Ulkemizde kullaniimakta olan sefoperazon-sulbaktam CLSI bildirim grubunda
yer almamakta olup bu antibiyotik duyarhlik zonu i¢in Enterobacteriaceae igin
belirlenmis sefoperazonun degerleri (15 = direncli, 16-20 orta duyarl, 21<
duyarl) baz alindi (47).

.Kullanilan antibiyotik diskleri:

imipenem (IPM, 10ug),

Meropenem (MEM,10ug),

Seftazidim (CAZ, 30ug),

Seftriakson (CRO, 30ug),

Amikasin (AK, 30uQ),

Netilmisin (NET, 30ug),

Tobramisin (TOB, 10ug),

Siprofloksasin (CIP, 5ug),

Tetrasiklin (TE, 30ug),
Trimetoprim-Sulfometoksazol (SXT, 1.25/23.75uQ).
Piperasilin-Tazobaktam (TZP, 100/10ug),
Sefoperazon-Sulbaktam (SCF)

Mikrotiiplerde -80°C de saklanan suslar hazir dokiilmiis Eosin Metilen Blue

(EMB) ve koyun kanli agar besiyerlerine aktarilarak bir gece 35°C'de inkiibe

23



edildi. inkiibasyon sonrasi taze kiiltiirdeki kolonilerden % 0.9 serum fizyolojik
icerisinde Mc Farland 0.5 (10° cfu/mL) olacak sekilde siispansiyon hazirlandi.
Hazirlanan suspansiyondan steril eklvyon yardimiyla 4 mm kalinhgindaki
Mueller-Hinton agar besiyerine ekim yapildi.  Antibiyotik diskleri 22 mm

araliklarla yerlestirildi. 35°C’de 18-24 saat etlvde bekletilen plaklar
degerlendirildi. CLSI tarafindan 6nerilen disk diftizyon duyarllik zon ¢aplarina
gore duyarh (D), orta duyarli (OD) ve direncli (R) olarak degerlendirildi
(Tablo-3).

Tablo-3. A. baumannii suslarinin CLSI tarafindan onerilen disk diflizyon duyarlilik
zon g¢aplari

Antibiyotik Duyarl (S)mm Orta duyarh (1) Direncli (R)mm
mm
> 20 15-19 <14
Piperasilin 221 18-20 <17
Ampisilin/sulbaktam =215 12-14 <11
Piperasilin/tazobaktam =221 18-20 <17
Tikarsilin/klavulanik asit =220 15-19 <14
Seftazidim 218 15-17 <14
=18 15-17 <14
Sefotaksim =223 15-22 <14
Seftriakson 221 14-20 <13
=16 14-15 <13
Meropenem =16 14-15 <13
Gentamisin 215 13-14 <12
17 15-16 <14
Tobramisin =215 13-14 <12
Tetrasiklin 215 12-14 <11
Doksisiklin 213 10-12 <9
Siprofloksasin >21 16-20 <15
Levofloksasin =217 14-16 <13
Trimetoprim/siulfametoksazol 216 11-15 <10

Calismaya alinan suslardan en az ¢ antibiyotik sinifina direng

gosteren ve duyarhlik profili farkli olan 10 A. baumannii kokeni kombinasyon
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testleri icin secilerek calisma giiniine kadar -80°C’de saklandi. Kalite kontrol
icin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve E.coli ATCC 25922 suslari

kullanildi.

Sinerji Testleri

Broth dilisyon, E-test ve kombinasyon yontemleri ¢alisma oncesinde
10 A. baumannii kékeni -80°C’den cikarilarak EMB ve koyun kanl agar
besiyerlerine aktarildi. Aerobik ortamda, 35°C’de 18-20 saat inkiibasyon
sonras! taze kiltur pasajlarindan elde edilen bakteri kolonileri testler icin

kullanildr.

Broth Mikrodiliisyon Yéntemi ile MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Acinetobacter baumannii kdkenlerinin kolistin, tigesiklin, imipenem ve
rifampisine karsi MIK degerlerinin saptanmasinda broth mikrodiliisyon
yontemi CLSI/2006 kriterleri dogrultusunda uygulandi. Kolistin stlfat,
imipenem monohidrat ve rifampisin aktif maddeleri Sigma Aldrich (ABD)’den
ve tigesiklin aktif maddesi Wyeth Research Laboratories (ABD) firmasindan
temin edildi. Antibiyotik aktif maddeleri Tablo-4'te belirtilen ¢6zicu ve

sulandiricilar kulanilarak stok solusyonlari hazirlandi (47).

Tablo-4 Cozucil ve Sulandiricilar

Antmikrobik ilag Cozucl Sulandirici

Kolistin Su Su

imipenem Fosfat tamponu Ph 7.2, | Fosfat tamponu ph 7.2,
0.01mol/l 0.01mol/Il

Tigesiklin Su Su

Rifampisin Metanol Su (karistirarak)
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Antibiyotik stok soliisyon hazirlanmasi:
v" Test edilecek mikroroganizma igin antibiyotigin konsantrasyon
(dilisyon) arahgi belirlendi.
imipenem diliisyon arahi@i: 0.125- 64 pg/ml
Kolistin dilusyon arahgi: 0.03- 32 pg/mi
Tigesiklin dilusyon arahigi: 0.125- 64 pg/ml
Rifampisin dilisyon araligi: 0.125- 64 ug/ml olarak c¢alisildi.

Stok solusyon hazirlama ( Formul-1)

1000 xVxC=W

P
P= Potens (ug/mg)
V= Volim

C= Final konsantrasyon (mg/L)

W= DilUe edilecek antibiyotik agirhgi

AQirlik (mg) = hacim (ml) X konsantrasyon (ug/ml) (48)

Potens (ug/mgq)
Ornegin:
Stok slisyonu= 10,000 mg/L olmasi istenen antibiyotigin potensi = 980
Mg/mg ise 20mL lik ¢dzeltisi igin tartiimasi gereken agirlik:
1000 x 20 x 10 = 204.08 mg antibiyotik tozundan tartiimalidir.
980

Kolistin stok soltisyonu:
15.000U0/mg olan potens degeri ug/mg’a cevrildi.
Potens = 15.0000/mg x 0.0333 = 499.95 pg/mg bulundu. Antibiyotik

konsantrasyonu 6400 ug/ml olacak sekilde 10 mL distile suya 0. 499 potensi
olan 128 mg antibiyotik tozu eklendi (Formul-1).

26



Tigesiklin stok solisyonu:

Potensi %100 olan antibiyotik tozundan 12.800 pg/ml olacak sekilde 10 mL
distile suya 128mg eklendi (Formul-1).

imipenem stok soliisyonu:

Potensi %98 olan antibiyotik tozundan 2560 pg/ml olacak sekilde 9.5mL
fosfat tampona (pH= 7,2, 0,01 mol/l) 25mg eklendi (Formiil-1).

Rifampisin stok sollisyonu:

Potensi %97 olan antibiyotik tozundan 12.800 ug/ml olacak sekilde 10mL
metanole 132 mg eklendi (Formdil-1)

Mikrobiyal kontaminasyonu engellemek icin antibiyotik stok
solusyonlari 0.2 um pore ¢apindaki selluloz asetat filtrelerden (Sartorius AG,
Goettingen, Germany ) gecirildi. Daha sonra bu stok soltisyonlar Tablo-4'te
belirtilen sulandiricilar ile 1/10 oraninda dilue edildi. Katyon ayarli Mueller
Hinton Broth (CAMHB, Oxoid, UK) hazirlamak igin CLSI onerileri

dogrultusunda 20-25 mg/L Ca++ ve 10-12.5 mg/L Mg++ eklenerek, katyon
ayari yapildi (47). ilk olarak tigesiklin, imipenem, rifampisinin 0.25 -128
pg/mL (final konsantrasyon 0.125 - 64 pug/mL) ve kolistinin 0.06- 32 pg/mL
(final konsantrasyon 0.03 - 16 ug/mL) olacak sekilde CAMHB ile 10 farkli
konsantrasyonu hazirlandi. Daha sonra mikro plate’in 1-11. kuyucuklarina
(12./son  kuyucuk haric=ureme kontrol) hazirladigimiz  antibiyotik
suspansiyonlarindan 50 pl kondu.
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inokulum hazirlanmasi:

Koyun kanli agarda pasajlanmis mikroorganizmalarin 18-24 saatlik
taze kulturlerinden 6ze yardimi ile koloniler alinarak 2 ml tuzlu suda Mc
Farland 0.5 (1-2x10° cfu/mL) standardina gére siispansiyonlari hazirland.
Daha sonra hazirlanan suspansiyon 1/10 x 2 kez CAMHB ile dilue edildi ve 1
X 10° CFU/mI seklinde bakteri konsantrasyonu olusturuldu. Doksanalti (8 X
12) kuyucuklu ve kuyucuk hacmi 0,2 ml olan mikroplate plaklarinin 11.sira
hari¢ her bir kuyucuguna 50 pl bakteri siispansiyonu eklendi. inokiile edilen
bakteri final konsantrasyonu 5 X 10°> CFU/ml oldu.

Mikroplate’lerin

1-10 kuyucuklar = antibiyotik dilisyonlari + bakteri inokulumu
11. kuyucuk = antibiyotik dilusyonlari ( steril/negatif kontrol)
12. kuyucuk = bakteri inokulumu ( ireme kontrol )

Hazirlanan plaklarin Ustlu folyo ile kaplanarak 16- 18 saat 35+2 °C’de
aerob ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda treme olan kuyucuklarda
dipte cokelti seklinde bakteriler izlendi (Sekil-1, 2, 3). Ureme godzlenmeyen en
disiik antibiyotik konsantrasyonu iceren kuyucuk bakterinin MIK degeri

olarak belirlendi.
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Sekil -1 Tigesiklin/rifampisin kombinasyonu

Sekil -2 Kolistin/imipenem kombinasyonu
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Sekil -3 Tigesiklin/imipenem kombinasyonu

E-Test Yontemiyle MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Calismaya alinan 10 A.baumanii susunun bir gecelik taze kulturdeki
kolonilerinden 1-2 tane alinarak Mc Farland 0.5 (10° cfu/mL) standardina
goOre tuzlu suda suspansiyonlari hazirlandi. Bu suspansiyonlardan Mueller
Hinton agar (MHA) besiyerine eklvyonla yuzeyel ekim yapildi ve bir sure
kurumasi beklendikten sonra kolistin, tigesiklin, imipenem ve rifampisin E-test
stripleri (BIODISK, AB BioMérieux, France) besiyerine yerlestirildi. Plaklar 16-
18 saat 35+2 °C’ de aerob ortamda inkiibe edildi. inkilbasyon sonunda
inhibisyon zonunun E-test seridini kestigi noktadaki konsantrasyon MiK
degeri olarak belirlendi. MiK degerlerinin duyarliik durumlari CLSI
standartlarina gore yorumlandi. Tigesiklin i¢cin Food and Drug Administration
(FDA) standartlari kriter alindi. Tigesiklin igin E-test MIK degeri FDA
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kriterlerine gore;28 pg/ml : direncli, 4-6 pg/ml: orta derecede duyarl ves2
pg/ml: duyarli olarak degerlendirildi.

Sinerji Testleri

Calismaya alinan 10 A. baumannii susunda kolistin ile imipenem ve
rifampisinin, tigesiklin ile imipenem ve rifampisin antibiyotiklerinin sinerjistik

etkinlikleri Checkerboard ve E- test yontemiyle degerlendirildi.

Checkerboard Yéntemiyle Kolistin ve Tigesiklinin, imipenem ve

Rifampisin ile Kombinasyonlarinin Degerlendirilmesi

Broth mikrodiliisyon yéntemiyle MiK degerleri belirlenen her bir kbken
ve denenecek her antibiyotik igin; 96 cukurlu ve U tabanh bir adet steril
mikropleyt kullanilarak asagida belirtilen antibiyotik kombinasyonlarinin
etkilesimi dama tahtasi (checkerboard) yontemi ile arastirildi.

Calismada kullanilan kombinasyonlar;
Kolistin-imipenem

Kolistin-rifampin

Tigesiklin-imipenem

Tigesiklin-rifampin

Antibiyotik dilisyonu

Stok solusyonlar belirtilen sulandiricilar ile 1/10 oraninda sulandirildi. Her
susun her antibiyotige broth mikrodiliisyonla belirlenen MiK degerinin MiK/32
— 4xMIK arasindaki sekiz dilisyon degeri belirlendi. Bu cift kat antibiyotik
dilisyonlari CAMHB ile hazirlandi. Her bir kdken igin hazirlanan antibiyotik
dilisyonlari yukarida belirtilen kombinasyonlar seklinde 96 (8X12) kuyucuklu
mikroplate’lere  her  antibiyotik  dilisyonundan 50 pl  konuldu.
Kombinasyonlardaki iki antibiyotikten ilki i¢in ilk yatay sira (A sirasi), ikincisi
icin ise ilk dikey sira (1 no’lu siitun) kullanilarak antibiyotiklerin MiK degeri

saptanmistir. ilk antibiyotigin dort kat diliisyonu mikrodiliisyon plaginin 1 nolu
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sutundan baglayarak (6r; KOL) 8. siituna kadar dagitiimistir. ikinci
antibiyotigin caligilacak araliktaki dort katli dilusyonlar (6r; IMP) ise her bir
dilisyon bir satirin timdne konulmak Uzere mikrodilusyon plaginin A-H
siralarina eklenmistir. A9 cukuru besiyeri kontrolu A10 ise c¢ukuru Ureme

kontrolu olarak kullanildigindan antibiyotik eklenmemigtir. ( Sekil-4).

Sekil-4: Checkerboard Kombinasyon Uygulamasi
1 2 3

A | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 NK | PK
025 | 025 | 025 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 0.25

B | 025 | 05 1 2 4 8 16 32
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

C| 025 | 05 1 2
1 1 1 1

D| 025 | 05 1 2
2 2 2

E | 025 | 05

F | 025 | 05

G| 025 | 05
16 16

H| 025 | 05
32 32

inokulum hazirlanmasi:

Koyun kanli agarda pasajlanmis mikroorganizmalarin 18—-24 saatlik
taze kulturlerinden 6ze yardimi ile koloniler alinarak 2 ml tuzlu suda Mc
Farland 0.5 (1-2x10% cfu/mL) standardina gére siispansiyonlari hazirlandi.
Daha sonra hazirlanan suspansiyon 1/10 x 2 kez CAMHB ile dilue edildi ve 1

X 10° CFU/mI seklinde bakteri konsantrasyonu olusturuldu. Doksanalti (8 X
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12) kuyucuklu ve kuyucuk hacmi 0,2 ml olan mikroplate plaklarinin A-H'ye 1-
8,.siralardaki her bir kuyucuga 100ul bakteri dispansiyonu eklendi. inokiile
edilen bakteri final konsantrasyonu 5 X 10° CFU/ml oldu. 35°C de 18-24 saat
inkiibasyondan sonra her iki antibiyotigin kombinasyondaki MIK degeri

belirlendi. Kombinasyonlarin etkinligini belirlemek icin FiK indeksi kullanildi.

E-TEST Yéntemiyle Kolistin ve Tigesiklinin, imipenem ve Rifampisin ile

Kombinasyonlarinin Degerlendirilmesi

Oncelikle Etest ydntemiyle MIK degerleri belirlenen A.baumanii
suslarinin  Kkolistin-imipenem,  kolistin-rifampin, tigesiklin-imipenem ve
tigesiklin-rifampin  kombinasyonlarinin  etkilesimi E-test ydntemiyle de
arastinidi.

Suslarin taze kiiltirdeki kolonilerinden Mc Farland 0.5 (10® cfu/mL)
standardina gére tuzlu suda suUspansiyonlari  hazirlandi. Bu
suspansiyonlardan Mueller Hinton agar (MHA) besiyerine ekiivyonla yuzeyel
ekim yapildi ve bir stire kurumasi beklendikten sonra etkilesimi incelenecek
antibiyotik stripleri birbirini MiK degerlerinden 90 derecelik bir aglyla kesecek
sekilde besiyeri Uzerine yerlestirildi (sekil-5, 6, 7). 35°C de 18-24 saat
inkilbasyondan sonra her iki E-test stiripinde zon c¢aplarinin stirip kenarini
kestigi nokta MiK degeri olarak kaydedildi (49).
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Sekil-5: E-test kombinasyon yontemi

High concentration

A

High concentration = /

IB_I_I_

/|

MIC of A alone

MIC of A and B
in combination

Low concentration
FIG. 1. Diagram of strip placement for E test synergy method.

Sekil-6 E-testile Tigesiklin/imipenem kombinasyonu
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Sekil-7 E-test ile kolistin/imipenem kombinasyonu

FiK indeksi - Kombinasyon etkinlik degerlendirilmesi

Her iki yontemde kombinasyonlarin etkinligini belirlemek icin FiK indeksi
asagidaki formile gére uygulandi (46).

FiK indeksinin hesaplanmasi

B’ ninvarhginda A’ nin MiK sayisal degeri
FIK A=

Tek basina A’ nin MiK sayisal degeri

A’ ninvarhginda B’ nin MiK sayisal degeri
FIK B=

Tek basina B’ nin MIK sayisal degeri

s FIK indeksi = FIK A+ FIK B

Y FIC indeks < 0.5 sinerji ( 4 kat azalma)
2 FICindeks= 1ve4< indiferens
Y FIC indeks > 4 antagonizma
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Bu calismaya alinan 10 c¢oklu direncli A.baumannii klinik izolatinda denenen
dort antibiyotik kombinasyonu icin FIK degerleri hesaplanip etkilesimler

sinerji, indiferens ve antagonizma olarak kaydedildi.

istatiksel analizler

Kombinasyonlarin etkinlik verileri SPSS 11.5 (SPSS Incorporated,
Chicago) programinda Fisher’in ki-kare testi kullanilarak degerlendirildi. P
degerinin 0,05’ den kig¢uk olmasi anlamli kabul edildi

Yontemler arasindaki tutarliigin karsilastirilmasinda Kappa degerinin
istatistiksel olarak anlamliligi test edilmis, ayrica kappa degerinin buyuklugu
ve isaretine gore de yorum yapildi. Buna gére kapppa degeri (-0.3)- (+0.3)
arasinda ise tutarlihik yok, (+0.3)- (+0.5) arasinda ise pozitif yonde zayif
tutarhlik, (+0.5- +0.7 arasinda ise pozitif yonde orta duzeyde tutarliik ve

+0.7den fazla ise pozitif yonde guglu tutarlilik bulundugu kabul edildi..
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BULGULAR

Bu calisma 2005-2009 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’'nda
2005-2009 yillar1 arasinda farkh Kkliniklerden, farkli tarinlerde yatan hastalara
ait klinik 6érneklerden izole edilen 50 A. baumannii kékeninin disk diftizyonla
duyarhliklari arastirildi. Calismaya alinan bu kdkenlerden en az (¢ antibiyotik
sinifina diren¢ gosteren ve duyarlilik profilleri farkh olan 10 A. baumannii
kokeni kombinasyon testleri igin segildi.

Calismamizda, hastanemizde izole edilen Acinetobacter kokenlerinin
(n:50) 27’si (%54) anestezi yogun bakim Unitesi (AYBU), 8'i (%16) gogus
hastaliklari, 7’si (%14) noroloji, 4’0 (%8) genel cerrahi, 4G (%8) beyin
cerrahisinde yatan hastalardan izole edilmigtir.

Caligmaya alinan Acinetobacter’lerin 39'u (%78) kandan, 6’s1 (%12)
solunum orneklerinden, 5i (%10) cesitli klinik Orneklerden izole edildi.
Calismada incelenen A. baumannii kdkenlerinin disk difizyon yodntemiyle
yapilan antibiyogram sonuglarina gore en yuksek direng %88 ile seftriaksona,
en dusuk direng %38 ile netilmisine karsi izlendi.

Duyarh, orta duyarl, direngli olarak belirlenen A. baumannii

izolatlarinin antibiyogram sonuglari Tablo 5’de gosterildi.

Tablo 5. A.baumannii’'nin (n=50) izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari

Antibiyotik Duyarh Orta duyarh Direncli

n % n % n %
imipenem 14 28 1 2 |35 70
Meropenem 12 24 2 4 |36 72
Amikasin 11 22 2 4 |37 74
Tobramisin 11 22 2 4 |37 74
Netilmisin 31 62 - - 19 38
Seftazidim 6 12 1 2 |43 86
Seftriakson 2 4 4 8 |44 88
Sefaperazon/Sulbaktam | 13 26 16 32 21 42
Piperasilin/Tazobaktam 5 10 4 8 41 82
Siprofloksasin 8 16 4 8 |38 76
TMP/SMX* 7 14 - - 43 86
Tetrasiklin 8 16 4 8 |38 76

* TMP/SMX: Trimetoprim/Sulfametoksazol
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Secilen ¢oklu ilag direncli 10 A. baumannii susunda kolistin-imipenem,

kolistin-rifampin, tigesiklin-imipenem ve tigesiklin-rifampin

broth

mikrodiliisyonla MiK degerleri incelendiginde tim suslar kolistin ve tigesikline

kombinasyonlarinin  etkinligi  arastirildi.  Oncelikle  suslarin
duyarli olup MiKsy degerleri sirasiyla 0.07 pg/mL ve 0.7 pg/mL olarak
bulundu. Calismaya alinan 10 kokenin 8 ‘i imipeneme direngli bulundu

(Tablo-6)

Tablo-6: Suslarin broth diliisyon MiK degerleri ( ug/mL) ve duyarhlik degerlendiriimesi

Sus KOL TG IMP RF*
NO | mik MiK MiK MiK
D1 0.06 S |1 S 1 S |16 R
D2 0.03 S |05 S 64 R | 4 R
D3 0.03 S | 025 S 64 R | 16 R
D4 0.06 S |05 S 16 R |2 S
D5 0.125 S |1 S 16 R |32 R
D6 0.06 S |05 S 16 R |2 S
D7 0.125 S | 0125 S 1 S |8 R
D8 0.06 s |1 s 32 R |2 s
D9 0.125 S | 025 S 64 R |2 S
D10 0.06 S |05 S 32 R |2 S
S: duyarli, R:direngli, *RF duyarli S < 2, direngli R =2 4 (50)

A. baumannii izolatlarinin kolistin, tigesiklin, imipenem ve rifampisinin
E-test ve broth mikrodilisyon yéntemleriyle elde edilen MiK sonuglari Tablo-

7'de gosterilmistir.

Tablo-7:Suslarin broth dilisyon MiK degerleri (ug/mL) ve duyarlilik degerlendirilmesi

Sus KOL TG IMP RF

No Broth  Etest Broth Etest Broth  Etest Broth  Etest
D1 0.06 0.125 1 0.25 1 0.125 16 32
D2 0.03 0.125 0.5 0.75 64 >32 4 4
D3 0.03 0.125 0.25 0.25 64 >32 16 32
D4 0.06 0.09 0.5 0.5 16 >32 2 3
D5 0.125 0.19 1 0.5 16 >32 32 32
D6 0.06  0.09 0.5 0.5 16 >32 2
D7 0.125 0.125 0.125 0.125 1 0.5
D8 0.06 0.125 1 1.5 32 >32
D9 0.125 0.38 0.25 0.19 64 >32 16 32
D10 0.06 0.125 0.5 0.5 32 >32 2 3
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Degerlendirmeye alinan kombinasyonlarin checkerboard yontemiyle
etkinlikleri incelendiginde en yuksek sinerji kolistinin imipenem ve ripampisin
(%80) ile kombinasyonunda saptanirken, bunu %60’la tigesiklin/rifampisin
kombinasyonu izlemektedir. Tigesiklin/ imipenem en dusuk sinerjik (%10)

etkinlik ve ayni zamanda en yuksek antagonisitik etkinin (%30) goéruldagu
kombinasyondu (Tablo-8, Tablo-9).

Tablo-8: Checkerboard yontemiyle suslarin ilag kombinasyon etkinlikleri

MDR Acinetobacter baumanni suslari (n=10)
ilag kombinasyonu Sinerji indifferens Antagonist
n % n % n %
Kolistin/ imipenem 8 80 2 20 - -
Kolistin/ rifampisin 8 80 2 20 - -
Tigesiklin/imipenem 1 10 6 60 3 30
Tigesiklin/rifampisin 6 60 4 40 - -
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Kombinasyonlarin checkerboard ve E-test yontemiyle suslara
gbsterdigi etkinlik ve FiK degerleri Tablo-9’ da verildi.

Tablo-9: Checkerboard ve E-test yontemiyle MDR Acinetobacter baumanni suslari

(n=10)'nin ilag kombinasyon etkinlikleri

No ilag kombinasyonu Broth Etest
llag A/ llag B , 5 . , 3 _
FIK Degerlendirme FIK Degerlendirme
D1 Kolistin/ imipenem 0.75 indiferens 0.43 Sinefji
Kolistin/ rifampisin 0.43 Sinerji 0.36 Sinerji
Tigesiklin/ imipenem 1.03 Indiferens 2.50 Indiferens
Tigesiklin/ rifampisin 0.09 Sinerji 0.27 Sinerji
D2 Kolistin/ imipenem 0.15 Sinerji 2.0 !ndiferens
Kolistin/ rifampisin 0.43 Sinerji 0.53 Indiferens
Tigesiklin/ imipenem 212 Indiferens 2.0 Indiferens
Tigesiklin/ rifampisin 0.28 Sinerji 0.41 Sinerji
D3 Kolistin/ imipenem 0.28 Sinerji 15 !ndiferens
Kolistin/ rifampisin 0.43 Sinerji 2.0 Indiferens
Tigesiklin/ imipenem 4.03 Antagonist 2.0 Indiferens
Tigesiklin/ rifampisin 0.28 Sinerji 2.0 indiferens
D4 Kolistin/ imipenem 0.15 Sinerji 2.0 indiferens
Kolistin/ rifampisin 0.43 Sinerji 0.4 Sinerji
Tigesiklin/ imipenem 4.03 Antagonist 1.75 Indiferens
Tigesiklin/ rifampisin 0.28 Sinerji 0.3 Sinerji
D5 Kolistin/ imipenem 0.28 Sinerji 1.6 indiferens
Kolistin/ rifampisin 2.0 Indiferens 2.0 Indiferens
Tigesiklin/ imipenem 0.28 Sinerji 2.0 !ndiferens
Tigesiklin/ rifampisin 0.12 Sinerji 2.0 Indiferens
D6 Kolistin/ imipenem 0.28 Sinerji 2.0 !ndiferens
Kolistin/ rifampisin 0.43 Sinerji 0.7 Indiferens
Tigesiklin/ imipenem 2.0 Indiferens 2.0 Indiferens
Tigesiklin/ rifampisin 3.0 indiferens 0.5 Sinerji
D7 Kolistin/ imipenem 0.56 indiferens 0.75 indiferens
Kolistin/ rifampisin 0.43 Sinerji 0.43 Sinerji
Tigesiklin/ imipenem 4.03 Antagonist 4.25 Antagonist
Tigesiklin/ rifampisin 0.6 Indiferens 1.0 Indiferens
DS Kolistin/ imipenem 0.50 Sinerji 1.75 indiferens
Kolistin/ rifampisin 0.43 Sinerji 0.39 Sinerji
Tigesiklin/ imipenem 1.03 indiferens 2.0 indiferens
Tigesiklin/ rifampisin 0.15 Sinerji 0.28 Sinerji
D9 Kolistin/ imipenem 0.28 Sinerji 2.0 indiferens
Kolistin/ rifampisin 0.43 Sinerji 0.34 Sinerji
Tigesiklin/ imipenem 1.25 Indiferens 2.0 Indiferens
Tigesiklin/ rifampisin 1.25 Indiferens 1.2 Indiferens
D10 Kolistin/ imipenem 0.28 Sinerji 2.0 indiferens
Kolistin/ rifampisin 2.0 Indiferens 4.12 Antagonist
Tigesiklin/ imipenem 1.03 Indiferens 2.0 Indiferens
Tigesiklin/ rifampisin 2.06 Indiferens 2.0 Indiferens
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Yontemlerin  kombinasyonlar bazinda tutarliklari incelendiginde;
kolistin/imipenem kombinasyonunda checkerboard yontemiyle sinerjik
saptanan 8 sus E-test yonteminde indiferens bulundu. iki ydéntem arasindaki
g6zlenen en dusuk tutarlilik olup %10 bulunmustur ( K= -0.21 p=0.03 )
( Tablo-9 ve Tablo-10) .

Tablo- 10. Kolistin/imipenem kombinasyonu igin elde edilen sonuclar

Broth E test

Siner;ji indiferens Antagonist
Sinerji 0.0 80.0 0.0
indiferens 10.0 10.0 0.0
Antagonist 0.0 0.0 0.0

K=-0.21 p=0.03, Gozlenen tutarlilik= %10

Kolistin-rifampisin kombinasyonunda checkerboard yéntemiyle sinerjik
saptanan sekiz susun E-test yOntemiyle besi sinerjik, tcu indiferrens
bulunurken gdzlenen tutarlilik %60 bulunmustur (Tablo-9, Tablo-11).

Tablo- 11. Kolistin/rifampisin kombinasyonu i¢in elde edilen sonuclar

Broth E test

Sinerji indiferens Antagonist
Siner;ji 50.0 30.0 0.0
indiferens 0.0 10.0 10.0
Antagonist 0.0 0.0 0.0

K*, GoOzlenen tutarlilik= %60

Tigesiklin-rifampisin kombinasyonunda sinerjik olan alti susun E-test
ile dordi sinerjik, ikisi indiferens saptandi Goézlenen tutarliik %70, zayif
pozitif olarak degerlendirildi ( K=0.40 p=0.19) ( Tablo-9 ve Tablo-12).

Tablo- 12. Tigesiklin/rifampisin kombinasyonu icin elde edilen sonuglar

Broth E test

Siner;ji indiferens Antagonist
Sinerji 40.0 20.0 0.0
indiferens 10.0 30.0 0.0
Antagonist 0.0 0.0 0.0

K=0.40 p=0.19 Gozlenen tutarlilik= %70
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Checkerboard

tigesiklin/imipenem kombinasyonunda indiferens bulunan alti susun tamami

yontemiyle calismaya alinan suslarda
E-test yontemi ile indiferens saptanirken, antagonizma saptanan U¢ susun
sadece birinde E-test ile antagonizma gdzlenmistir (Tablo-9 ve Tablo-13). iki

yontem arasindaki gozlenen tutarhlik %70 bulundu.

Tablo- 13. Tigesiklin/imipenem kombinasyonu igin elde edilen sonuclar

Broth E test

Siner;ji indiferens Antagonist
Siner;ji 0.0 10.0 0.0
indiferens 0.0 60.0 0.0
Antagonist 0.0 20.0 10.0

K* , Gozlenen tutarlilik= %70.0

K*: Tan1 testlerinin alt etkinlik kategorileri birebir eslesmediginden kappa degeri
hesaplanamamustir.

K degerlerinin yorumu:
(-0.3) (+0.3) tutarsiz
+0.3) (+0.5) zayif pozitif yonde
+0.5 (+0.7) orta pozitif
0.7 Gstu guglu pozitif

Ki kare testinin gozlerde (kombinasyonlarin etkinlikleri) beklenen
degerlerle ilgili varsayimi yerine getirilemediginden kombinasyonlara gore
broth degerlerinin yUzdesi karsilastirlamamistir. Bu nedenle kolistin ve
tigesiklin kombinasyonlari birlestirilerek analiz yapilmigtir. Kolistinin ve
tigesiklinin kombinasyonlarinin (imipenem ve rifampisinle) birlesik etkinlikleri
kargilastirildiginda kolistinin kombinasyon etkinligi tigesikline gore iki kati

sinerjik bulunmustur (p< 0.05) (Tablo-14).

Tablo-14. Kolistinin ve tigesiklinin kombinasyon etkinligi

Kombinasyon Checkerboard
Sinerji ind Antagonist Total
N % N % N % N %
Kol+kombi 16 80 4 20 0 O 20 100
Tig+kombi 7 35 10 50 3 15 20 100
Total 23 575 14 35 3 75 40 100
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TARTISMA

A. baumannii son 15 yildir 6nemli nozokomiyal patojenler olarak
siklikla izole edilmektedir. Acinetobacter turleri saghkh erigkinlerin %20’sinde
deride kolonize olan firsat¢li patojenler olup hastane personellerinin de
derilerinden en sik izole edilen gram-negatif mikro-organizmalardir. Bakteri
hastadan hastaya gecebilmektedir (51). Yogun bakim Unitelerinde personelin
derisine kolonize olmalarinin yani sira mekanik aletlerin ylzeylerinden de
izole edilmekte ve 6zellikle bu birimlerde yatan hastalarin uzun sureli genis
spektrumlu antibiyotik tedavisi almalari bu birimlerden siklikla direngli
suslarin izole edilmelerine neden olmaktadir (52). Mortalitesi yuksek
infeksiyonlara neden olan A. baumannii’nin kullanilan bir¢ok antibiyotige
direncli olmasi oldukga ciddi bir sorundur (53).

Acinetobacter suslarinin izole edildigi 6rneklerin dagihmi gesitli
caligmalarda farkhliklar gostermektedir. Colpan ve ark. (54)'nin Ankara’da
yaptiklari ¢alismada orneklerin % 36.1'i aspirat, % 25’i kan, % 22.2’si idrar,
% 8.3'U dekubitis yara yeri, % 8.3'U ise cerrahi yara; istanbul’da Aygin ve
ark.(55)’'nin g¢alismasinda 50 6rnekten 38’i solunum sistemi materyali, 10'u
kan, ikisi yara materyali; Duzce'de Yavuz ve ark.(56)'nin calismasinda
orneklerin % 27’si trakeal aspirat, % 21'i idrar, % 16’s1 balgam, % 13’0 yara
yeri materyali, % 8’i kan olarak bildiriimigtir. Bizim ¢alismamizda ise 50
ornegin 39'u (%78) kandan, altisi (%12) solunum &érneklerinden, besi (%10)
ise cesitli klinik drneklerden izole edilmistir.

Gaziantep Tip Fakultesinde yapilan bir galismada ise izole edilen 200
ornegin, 110’u (%55) yogun bakim Unitelerinden, yedisi (%3.5) genel cerrahi
servisinden, 10'u (%5) kalp ve damar cerrahisi, 12'si (%6) anestezi ve
reanimasyon, altisi (%3) ortopedi ve travmatoloji, sekizi (%4) gogus cerrahisi,
ucl (%1.5) gogus hastaliklari, besi (%2.5) infeksiyon hastaliklari, 15°i (%7.5)
pediatri, 14’0 (%7) beyin cerrahisi ve 10'u (%5) diger servislerde yatmakta
olan hastalardan izole edilmiglerdir (57).

Acinetobacter kokenlerinin, yogun bakim, anestezi ve reanimasyon ile

diger cerrahi kliniklerde daha sik hastane infeksiyonu etkeni olarak karsimiza
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cikmasinin nedeni, bu kliniklerde kritik hastalarin olmasi ve bu hastalara
uygulanan mekanik ventilasyon, trakeostomi, entibasyon, damar ici
kateterizasyon ve Uriner kateter gibi invaziv girisimlerin daha sik olmasi ile
iliskilendirilmistir. Tim dinyada oldugu gibi Ulkemizde de ¢odul ilag direngli
suslarin izole edilmeye baglamasi ve direncin giderek artmasi, A. baumannii
infeksiyonu suUphesi ile yatan hastalarda Klinisyenlerin ampirik tedavi
secgeneklerini giderek azaltmaktadir (56, 58).

Yuksek direnc¢ oranlarina ragmen, halen genis spektrumlu penisilinler,
3. kusak sefalosporinler, karbapenemler veya bu grup antimikrobiyallerin bir
aminoglikozid veya kinolon grubu antibiyotik ile kombinasyonu A. baumannii
infeksiyonlarinda en sik kullanilan tedavi rejimleridir (59, 60, 61).
Karbapenemler tim beta-laktam antibiyotikler icinde antibakteriyel etkisi en
genis spektrumlu olan antibiyotiklerdir (62). Karbapenemler bugin icin A.
baumannii’'nin sebep oldugu ciddi infeksiyonlarin tedavisinde altin standart
gibi gozukmekle birlikte, Acinetobacter tirlerinde dinyada giderek artan
karbapenem direnci bildiriimektedir. Karbapenem direncli A. baumannii ilk
olarak 1991 yilinda rapor edilmistir (63). Ulkemizdeki imipenem direnci
cografik bolgelere gore farklihk gostermekte ve %8 ile %70 arasinda
degismektedir (64).

Ulkemizin de iginde bulundugu 11 Avrupa Ulkesinde, 30 merkezde
yapilan 1997-2000 Meropenem Yearly Susceptibility Test Information
Collection (MYSTIC) programinda imipenem ve meropenem en etkili
antibiyotik olarak bildirilmig, ancak sulbaktam/ampisilin ve kolistin bu
programda test edilmemigtir. Cesitli Ulkelerde farkl direng varyasyonlari rapor
edilmistir. Calismaya katilan 11 Ulke (Belgika, Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti,
Almanya, italya, Polonya, Rusya, isveg, isvigre, Tirkiye ve Bilyiik Britanya)
arasinda Turkiye, hemen hemen test edilen tum antibiyotiklere en ylksek
direnci gbstermistir, Tlrkiye'yi italya ve Blyiik Britanya izlemistir (65). Daha
yakin zamanda, 2006 yilinda, 12 Ulke ve 40 merkezde yapilan MYSTIC
programinda ise imipenem (%42.5) ve meropenem (%43.4) direncinde hatiri
sayilir bir artig oldugunu aciklamiglardir (65).
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Eraksoy ve arkadaslari (66) tarafindan 2007 yilinda yayimlanan

MYSTIC surveyans calismasinin Turkiye sonuclarina goére, Acinetobacter
spp. Uzerine en yuksek etkinlige sahip antibiyotiklerin, karbapenemler oldugu
gozlenmistir. Avrupa genelinde yapilan 2007 MYSTIC calismasinda ise
Acinetobacter spp. turlerindeki direng oranlarinda, 2006 yilinin verilerine gére
azalma oldugu bildirilmigtir. Bunun sebebi olarak, 2007 yilindaki bu
calismaya, Turkiye ve Yunanistan’ n katilmamasi gosterilmektedir (67).
Alti farkli merkezde yuaratilen Hitit galismasinda ise kan, steril vicut sivilari,
idrar, solunum yollarindan izole edilen P. aeruginosa, A. baumannii, E. coli ve
K. pneumoniae izolatlarinin genis spektrumlu beta-laktamlara duyarlilik
oranlari incelenmigtir Bu c¢alismalarin sonuglarina goére karbapenemler
Enterobacteriaceae uyelerinde etkinliklerini korurken, suslarin izole edildigi
hastane birimine gdére degismekle birlikte P. aeruginosa ve A. baumanii
izolatlarinda direng oranlarinin % 40’a ulastigi gorulmektedir (64).

Bizim c¢alismamizda ise 50 A.baumannii'ni susunun 35% (%70)
imipeneme, 36'st (%72) meropeneme direncli bulundu. Daha 6nce
hastanemizde yapiimis bir c¢alismada ise Gazi ve ark’lari imipenem ve
meropeneme sirasiyla %62.2 ve %55.9 duyarlilik bildirmislerdir. Bizim
sonucumuzla kargilastirdigimizda hastanemizde A.baumannii’'nin
karbapenemlere karsi direng oraninin arttigini sdyleyebiliriz (68).

Calismamizda incelenen A. baumannii kokenlerinin disk difizyon
yontemiyle yapilan antibiyogram sonuglarina gore seftriaksona %88,
seftazidime ve trimetoprim/sulfametaksazol'e %86, piperasilin/tazobaktam’a
%82, tetrasiklin’e %76, siprofloksasin‘e %76, amikasin ve tobramisine %74
direng saptandi. En dusuk direng %42 ile sefaperazon/sulbaktam ve %38 ile
netilmisinde izlendi.

Cetin ve arkadaglarinin (69) 2005-2006 verilerini yansittigi 129 A.
baumannii izolati Uzerinde vyaptiklari c¢alismada, tobramisine %94,6,
netilmisine %386,8, imipeneme %66,7, amikasine %51,2, meropeneme
%50,4 ve seftazidime %14,7 oraninda duyarlihk saptamislardir.

izmirde Arda ve arkadaslari (70) tarafindan yapilan bir calismada ise,
A.baumannii suglarinda antibiyotik direng oranlarini 1995 ve 1999 yillarinda
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imipenem icin %6 ve %63, seftazidim icin %61 ve %93,
piperasilin/tazobaktam icin % 78 ve % 100, siprofloksasin igcin % 44 ve % 97,
gentamisin icin %33 ve %87, amikasin icin %22 ve %83 olarak
bildirmislerdir.

Cogul direncli A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde hem basariyi
saglamak hem de direng gelisimini onlemek amaciyla kombine antibiyotik
kullanimi 6nerilmektedir (71).

Biz de bu galismamizda hastanemiz izolatlarinda ¢esitli antibiyotiklerin
in-vitro kombinasyon etkinligini arastirmayi planladik. Bu amagla 50
A. baumannii susundan diren¢ profilleri farkli olan 10 susta, kolistin/
rifampisin,  kolistin/imipenem, tigesiklin/rifampisin,  tigesiklin/imipenem
kombinasyonlarinin etkinligini chekerboard ve E-test yontemleriyle arastirildi
ve yontemlerin birbiriyle tutarliliklari kargilastirildi. Suslarin dncelikle broth
mikrodiliisyon ve E-test yontemiyle MIK degerleri saptandi. MiK degerleri
incelendiginde tim suslar kolistin ve tigesikline duyarli iken sekiz sus (%80)
imipeneme direngli saptandi. Degerlendirmeler chekerboard yontemini
referans alarak yapildi.

Kolistin/ rifampisin kombinasyonu 10 susun 8 (%80) 'i sinerji, ikisi
(%20) indiferens bulundu. Checkerboard yontemiyle G. M. Hogg ve ark’lari
(24) 13 izolatla yaptiklari galismada 11’inde sinerji, ikisinde indiferens
saptarken, Ulkemizden Timurkaynak F ve arkK’larinin (72) 25 izolatla
yaptiklari galismada ise tum suglarda (%100) sinerji saptamiglardir.

Giamarellos EJ ve ark’larinin (73) 2001 yiinda 39 susta time-kill
yontemiyle yaptiklari ¢alismada kolistin/ rifampisin kombinasyonu 24. saatte
1x MIC olarak %51.3, 4x MIC olarak %66.7 sinerji bulmusglardir. Tripodi ve
ark’lart (74) ise 2007 yihnda dokuz izolatta time-kill yontemiyle yaptiklari
calismada kolistin/ rifampisin kombinasyonunda %100 sinerji saptamiglardir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada ise 25 farkli hastadan izole edilen
A.baumannii izolatinda E- test yontemiyle kolistin/rifampisin kombinasyonunu

% 60 oraninda sinerji saptanmistir (75).
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Tdm bu caligmalar dikkate alindiginda calismamizdaki sonuglarin
bildirilen sonuglarla uyumlu bulundugu ve kolistin/rifampisin
kombinasyonunun etkin bir kombinasyon oldugu disunuldd.

Chekerboard yontemiyle uyguladigimiz kolistin/imipenem
kombinasyonunu sekiz susta (% 80) sinerjik, iki susta (%20) indiferens
saptandi. Tayland ’da 2010 yilinda Pongpech ve ark’ lar tarafindan 30
izolatta checkerboard yodntemiyle yaptiklari galismada kolistin/imipenem
kombinasyonunu % 100 sinerjik saptamiglardir (76).

Haddad ve arkadaglari ise 1999 ile 2003 yillar arasinda New York
metropolitan bolgesindeki 10 farkli hastadan izole edilen ve rutin tim
antibiyotiklere direncli 10 A.baumannii izolatiyla yaptiklari ¢calismada, E- test
yontemiyle uyguladiklar kolistin/imipenem kombinasyonunu % 50 oraninda
sinerji saptamislardir (77).

Tdm bu calismalarda ve Ozellikle bizim c¢aligmamizda imipenem
direncgli suslarda dahil olmak Uzere saptanan yuksek sinerji oranlari
kolistin/imipenem kombinasyonunda etkin bir kombinasyon oldugu
dasinalda.

Checkerboard yontemiyle uyguladigimiz  tigesiklin/rifampisin
kombinasyonu alti susta (%60) sinerjik, dort susta (%40) indiferens saptandi.
Petersen ve ark ‘lan tarafindan 2005 yilinda dokuz susta checkerboard
yontemiyle yaptiklari calismada tigesiklin/rifampisin  kombinasyonunu bir
susta sinerjik saptamiglardir (78). Dizbay ve ark'lari (75) ise E- test
yontemiyle tigesiklin/rifampisin kombinasyonunda % 12 oraninda sinerji
saptamiglardir. Bizim izolatlarimizda bu kombinasyonda diger calismalara
goOre daha yuksek sinerjik etkinlik oldugu goérulda.

Tigesiklin/imipenem kombinasyonunda ise bir sugta (% 10) siner;ji ,
alti susta (%60) indiferens ve U¢ susta (%30) antagonist etkinlik saptandi.
Principe ve ark ‘lari (79) tarafindan 2009 yilinda 22 izolatta chekerboard
yontemiyle yaptiklari ¢galismada tigesiklin/imipenem kombinasyonu icin %8.3

sinerji saptamislardir.
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Bu sonuglar dikkate alindiginda tigesiklin/imipenem kombinasyonunun
tedavide etkin bir secenek olmayacagi dusunuldi. Buna karsin
kolistin/imipenem kombinasyonu 6zellikle karbapenem direngli suslarda
yuksek sinerji oranlari ile etkin bir kombinasyon olarak gorilmektedir.

Kolistin/rifampisin, kolistin/ imipenem, tigesiklin/ rifampisin, tigesiklin/
imipenem kombinasyonlarinin E-test yontemiyle etkinlikleri aragstirilip, iki
yontemin her bir kombinasyonda birbiriyle tutarlihigi arastiriidi.

Kolistin/rifampisin kombinasyonunu E-test ile ¢alistigimizda bes susta
( %50) sinerji, dort susta (%40) indiferens, bir susta (%10) antagonist etki
saptandi. E-test ile saptanan bes sinerjik etkilesim checkerboard ile saptanan
sinerjik suslarla ayni suglardi. Checkerboard’ da indiferens cikan bir sus ise
E-test ile antagonist bulundu. Checkerboard’ da saptanan 3 sinerjik etkilesim
E-test’ de indiferens bulundu. Bu kombinasyon da go6zlenen tutarlilik %60
bulundu.

Kolistin/ imipenem kombinasyonunu E-test ile ¢alistigimizda bir susta
sinerji (%10), dokuz susta (%90) indeferens etki saptandi. E-test ile saptanan
bir sinerjik etkilesim checkerboard’da indeferens saptandi. Checkerboard’da
saptanan sekiz sinerjik etkilesimin timi E-test’ de indiferens bulundu. iki
yontem arasindaki en dusuk tutarliik %210’ ile bu kombinasyonda bulundu.
(K=-0.21 p=0.03).

Tigesiklin/rifampisin  kombinasyonunu E-test ile calistigimizda bes
susta sinerji (%50), bes susta (%50) indeferens etki saptandi. E- test ile
saptanan bes sinerjik etkilesimden dordiu checkerboard da saptanan sinerjik
suslarla ayniydi. Sadece bir sus E-test de sinerji saptanmasina ragmen
checkerboardda indeferens bulundu. E-test ile saptanan bes indeferens
etkilesimden tcl checkerboard da saptanan indeferens suslarla ayniydi. Bu
kombinasyon da go6zlenen tutarliik %70 olup, zayif pozitif olarak
degerlendirildi (K= 0.4 p=0.19).

Tigesiklin/imipenem kombinasyonu E-test ile calistigimizda, dokuz
susta (%90) indeferens, bir susta (%10) antagonist etki saptandi.
Checkerboard ile saptanan ¢ antagonist etkilesimden E-test'de biri

antagonist diger ikisi indeferens bulundu. Checkerboard ile saptanan bir
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sinerjik etkilesim E- test ‘de indeferens saptandi ve gb6zlenen tutarliik %70

bulundu

Kombinasyonlarin  E-test yodntemiyle saptanan etkinliklerinin
Chekerboard yontemiyle tutarhliklari karsilastinildiginda; tutarhlik %52.5
(%10-70) olarak bulundu. Arastirdigimiz kombinasyonlarda E-test ve
checkerboard yontemlerinin birbiriyle tutarliliklarinin karsilastirildigr benzer
calismalar litaratirde bulunamadi. Bonapace CR ve ark’lari (60) time—Kkill, E-
test ve checkerboard yontemlerinin birbiriyle tutarlihklarini 10 A. baumanii
izolatinda trovafloksasin veya tobramisinin, sefepim veya piperasilin
kombinasyonlarinda kargilagtirmiglardir. Time kill ve E-test arasindaki uyum
%72, time-kill ve checkerboard arasindaki uyumu %51 bulmusglardir.

Grzybowska W, ve ark’larinin (80) 2005 yilinda c¢esitli antibiyotik
kombinasyonlariyla yaptiklari ¢galismada E-test ve checkerboard sonuglarini
% 55 uyumlu bulmusglardir.

Sonu¢ olarak MDR A.baumanii suglari hastanelerde onemli bir
sorundur ve tedavi secgenekleri sinirlidir. Calismamizda izolatlarin kolistin/
imipenem ve Kolitsin/rifampisin kombinasyonlari igin elde edilen yiksek
sinerji oranlari nedeniyle bu kombinasyonlarin karbapenem direncli MDR
A. baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde iyi bir seg¢im olabilecegini
disunildi. Ulkemizde kolistin heniiz kullanima girmedigi icin tigesiklin/
rifampisin  kombinasyonun coklu ilag direncli A.baumanii suslarinin
infeksiyonlarinin tedavisinde alternatif bir secenek olabilecegi géz Oninde
bulundurulmalidir.

Kolistin ve tigesiklin i¢in in-vitro deneyimlerin kisitl olmasi nedeniyle
daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. A. baumannii izolatlarinin birgok
antibiyotige yuksek oranda direngli olmasi nedeniyle, kritik durumdaki
hastalara baslanacak ampirik antibiyotik secgimlerinde slrveyans sonugclari

dikkate alinmalidir.

49



KAYNAKLAR

1. Bergogne-Berezin E, Towner KJ. Acinetobacter spp. as nosocomial
pathogens: Microbiological, clinical and epidemiological features. Clin
Microbiol Rev 1996; 9: 148-165.

2. Roberts S.A,, Findlay R., Lang S.D.R. Investigation of an outbreak of multi-
drugresistant Acinetobacter baumannii in an intensive care burns unit.
Journal of Hospital Infection 2001; 48: 228-232

3. Chastre J. Infections due to Acinetobacter baumannii in the ICU. Seminars
in Respiratory and Critical Care Medicine. 2003; 24:number 1.  69-77

4. Moody J. Susceptibility tests to evaluate synergism. In: Isenberg HD,
editor. Clinical microbiology procedures handbook. Washington, DC: ASM
Press; 2004. pp. 5.12.1- 23.

5. Haddad FA, Van Horn K, Carbonaro C, Aguero- Rosenfeld M, Wormser
GP.Evaluation antibiotic combinations against multidrug- resistant
Acinetobacter baumannii using E-test. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2005;
24: 577- 9.

6. Schreckenberger PC, Graevenitz A. Acinetobacter, Achromobacter,
Alcaligenes, Moraxella, Methylobacterium and other nonfermantative gram-
negative rods. In: Murray PR, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC, Yolken RH
(Eds). Manuel of Clinical Microbiology. 7 th ed. Washington DC: ASM press,
1999: 539-560.

7. Munoz-Price L, Weinstein R. Acinetobacter Infection. N Engl J Med.
2008;358:1271-81

50



8. Bilgin Y. Escherichiae coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve Staphylococcus aureus Suslarinda
Cesitli  Aminoglikozidlerin Duyarlihklarinin  Arastiriimasi. Uzmanlk Tezi.

Haseki Arastirma Hastanesi. istanbul. 2006. s.22.

9. Bahar iH, Esen N. Acinetobacter tirleri ve diger gram negatif
nonfermentatif basiller. iginde: Topcu AW, Séyletir G, Doganay M (Editorler).
Enfeksiyon Hastaliklari ve Mikrobiyolojisi. istanbul: Nobel Tip Kitabevi 2008;
2195-2201

10. Holt JG, Krieg NR, Sneath PHA, Staley JT, Williams ST. Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology. 9th (International) Ed. Baltimore: Williams and
Wilkins 1994: 129.

11. Buxton A.E., Anderson R.L., Werdegar D., Atlas E. Nosocomial
respiratory tract infection and colonization with  Acinetobacter

calcoaceticus:epidemiologic characteristics. Am J Med 1978; 65:507-513

12. Goel KV, Kapil A. Monoclonal antibodies against the iron regulated outer
membrane Proteins of Acinetobacter baumannii are bactericidal. BMC
Microbiol 2001; 1: 16- 23.

13. Allen DM, Hartman BJ. Acinetobacter species. In: Mandel GL, Bennet
JE, Dolin R, ed(s). Mandell, Douglas and Bennett’'s Principles and Practice of
Infectious Diseases. 2000; 5th ed. 2339- 2344

14. Hartzel DJ, Kim SA, Kortepeter MG, Moran KA. Acinetobacter
Pneumonia: A Review. Med Gen Med. 2007;9(3):4-11.

15. Ayan M, Durmaz R, Aktas E, Durmaz B. Bacteriological, clinical, and

epidemiological characteristics of hospital acquired Acinetobacter baumannii

infection in a teaching hospital. J Hosp Infect 2003; 54: 39-45.

51



16. D’'Agata E.M.C., Thayer V., Schaffner W. An outbreak of Acinetobacter
baumannii: The importance of cross-transmission. Infection Control and
Hospital Epidemiology 2000; 21: 588-591

17. Akalin H, Ozakin C, Kahveci F, Sitcu S, Helvaci S, Gedikoglu S ve ark.
Hastane kdkenli pnémoniler. Flora 1999;4(4): 253-7

18. Tasova Y, AkgunY, Saltoglu N, Yimaz G, Kara O, Dundar
iH.Nozokomiyal Acinetobacter infeksiyonlari Flora 1999;4:170-6

19. Basustaoglu A, Ozyurt M. Nozokomiyal Patojen Olarak
Acinetobacterlerin  Mikrobiyolojik, Klinik ve Epidemiyolojik Ozellikleri.
Hastane infeks Derg 1998;2:2:88-93

20. Ferrara M. Potentially multidrug-resistant non-fermentative Gram-
negative pathogens causing nosocomial pneumonia. Int J Antimicrob Agents
2006; 27: 183-95

21 Yaman A, Tasova Y, Kibar F, Inal AS, Saltoglu N, Buyukcelik O et al.
Investigation of the antibiotic susceptibility patterns of pathogens causing
nosocomial infections. Saudi Med J 2004; 25: 1403-9

22. Saballs M, Pujol M, Tubau F, Pena C, Montero A, Dominguez MA et al.
Rifampicin/imipenem combination in the treatment of carbapenem-resistant
Acinetobacter baumannii infections J Antimicrob Chemother 2006; 58: 697-
700.

23. Sader HS, Rhomberg PR, Jones RN. In vitro activity of betalactam
antimicrobial agents in combination with aztreonam tested against metallo-
beta-lactamase-producing Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter
baumannii. J Chemother 2005; 17: 622-7

52



24. Akalin H. Cogul Direncli Gram Negatif Bakteriler. in. Doganay M, Unal
S.Hastane infeksiyonlari. Ankara: Bilim TipYayinevi 2003:269-289)

25. Hogg GM, Barr JG, Webb CH. In-vitro activity of the combination of
colistin and rifampicin against multidrug-resistant strains of Acinetobacter
baumannii. J Antimicrob Chemother 1998;41:494-495

26. Erben N, Kiremitci A, Ozgiines i. Klinik Orneklerden izole Edilen
Acinetobacter Turlerinde Genigletiimis Spektrumlu Beta-laktamaz ve
indiiklenebilir Beta-laktamaz Sikliginin  ve Antimikrobiyal Duyarlihgin
Degerlendirmesi. Osmangazi Tip Dergisi. 2006;28(3):135-146

27. Seifert H, Baginski R, Schulze A, et al. Antimicrobial susceptibility of
Acinetobacter species. Antimicrob Agents Chemother 1993;37:750-753

28. Manikal VM, Landman D, Saurina G, Oydna E, Lal H, Quale J: Endemic
carbapenem-resistant Acinetobacter species in Brooklyn, New York: Citywide
84 prevalence, inter-institutional spread and relation to antibiotic usage. Clin
Infect Dis 2000;31:101-6.

29. Jiemenez-Mejias ME, Pichardo-Guerrero C, Marquez-Rivas FJ, et al.
Cerebrospinal fuid penetration and pharmacokinetic/pharmacodynamic
paameters of intravenously administered colistin in a case of multidrug-
resistant Acinetobacter baumannii meningitis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis
2002;21:212-214

30. Meri¢ M., Wilke A., Caglayan C., Toker K. intensive care unit-acquired

infections: incidence, risk factors and associated mortality in a Turkish
University Hospital. Jpn. J. Infect. Dis. 2005; 58: 297-302

53



31. Giamarellou H, Antoniadou A, Kanellakopoulou K. Acinetobacter
baumannii: a universal threat to public health Int J Antimicrob Agents.
2008;32:106-119

32. Chambers HF, Neu HC. Other b-lactam antibiotics, p:264-272. In Mandell
GL,Bennet JE, Dolin R (ed), Principles and Practice of Infections
Diseases. 2000, 5th ed. Churchill Livingstone,.

33. Peleg AY, Adams J, Peterson DL. Tigecycline efflux as a mechanism for
nonsusceptibility in Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents Chemother
2007;51:2065-2069

34. Bou G, Cervero G, Dominguez MA, Quereda C, Martinez-Beltran J.
Characterization of a nosocomial outbreak caused by a multiresistant
Acinetobacter baumannii strain with a carbapenem hydrolyzing enzyme:
high level carbapenem resistance in A. baumannii is not due solely to the
presence of beta-lactamases. J Clin Microbiol. 2000;38:3299-3305

35. Fernandez-Cuenca F, Martinez-Martinez L, Conejo MC, Ayala JA, Perea
EJ, Pascual A. Relationship between beta-lactamase production, outer
membrane protein and penicillin-binding protein profiles on the activity of
carbapenems against clinical isolates of Acinetobacter baumannii. J
Antimicrob Chemother. 2003;51:565-574

36. Lolans K, Rice TW, Munoz-Price SL, Quinn JP. Multicity outbreak of
carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii isolates producing the
carbapenemase OXA-40. Antimicrob Agents Chemother. 2006;50:2941-
2945,

37. Rasmussen BA, Bush K. Carbapenem-hydrolyzing beta-lactamases.
Antimicrob Agents Chemother. 1997;41:223-232

54



38. Dékmeci i. Kenoterapétik ilaglar. Farmakoloji ilag uygulamalarinda temel
kavramlar istanbul. Nobel Tip Kitapevleri;1992 s.705-786

39. Perez F, Hujer AM, Hujer MK, Decker KB, Rather NP, Bonomo AR.
Global Challenge of Multidrug-Resistant Acinetobacter baumannii.
Antimicrob Agents Chemother. 2007;51(10):3471-3484

40. Looveren VM, Goossens H, the ARPAC Steering Group. Antimicrobial
resistance of Acinetobacter spp. in Europe. Clin Microbiol Infect.
2004;10:684-704

41. Falagas ME, Kasiakou SK. Colistin: The Revival of Polymyxins for the
Management of Multidrug-Resistant Gram Negative Bacterial Infections.
Clin Infec Dis. 2005;40:1333-41

42. Pullukgu H, Ulusoy S. Tigesiklin. Flora infeksiyon Hastaliklar ve Kilinik
Mikrobiyoloji Dergisi. 2008;13;ek 3.

43. Calik N, Akova M. Tigesiklin. Ankem Dergisi. 2007;21(Ek 2):29-33.

44. Ulusoy S. Tigesiklin. Ankem Dergisi. 2006;20(Ek 2):117-119.

45.Sener B. Tibbi mikrobiyoloji laboratuar egitim kitabi Hacettepe Universitesi
yayinlari 2003 s 212-217

46. Giilay Z. Antibiyotik kombinasyonlarinin in-Vitro Etkinligini Olgen Testler
Antibiyotik duyarhlik testlerinin standardizasyon toplantisi kongre kitabi
1997 s: 85-100

47. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2008. Antimikrobik Disk
Duyarlilik Testleri icin Uygulama Standartlari; Onaylanmis Standart M2-
A9 ve M7-A7

55



48. NCCLS Aerop Ureyen bakteriler icin dilisyon yontemi ile antimikrobik
duyarllik testleri; onaylanmis standart - altinci baski 2003 s 1-17

49. Roger L.White, Comparison of Three Different In Vitro Methods of
Detecting Synergy: Time-Kill, Checkerboard, and E test Antimicrobial Agents
and Chemoterapy , Aug. 1996, p. 1914-1918,

50. C.J. Henwood, T. Gatward, M. Warner, D. James, M.W. Stockdale, R.P.
Spence, K.J. Towner, D.M. Livermore and N. Woodford, Antibiotic resistance

among clinical isolates of Acinetobacter in the UK, and in vitro evaluation of
tigecycline (GAR-936), J. Antimicrob. Chemother. 49 (2002), pp. 479-487.

51. Saltoglu N. Acinetobacter baumannii infeksiyonlari ve tedavisi. XIII. Tark
Klinik Mikrobiyoloji ve infeksiyon Hastaliklari Kongresi 14-18 Mart 2007,
Antalya kitabinda. istanbul: KLIMiK Dernegi, 2007: 204-7.

52. Mulin B, Talon D, Viel JF, et al. Risk factors for nosocomial colonization
with multiresistant Acinetobacter baumannii. Eur J Clin Microbiol Infect Dis
1995; 14: 569-76

53. Pachon Ibanez ME, Jimenez Mejias ME, Pichardo C, Llanos AC, Pachon
J. Activity of tigecyline (GAR-936) against Acinetobacter baumannii strains,
including those resistant to imipenem. Antimicrob Agent Chemother 2004;
48: 4479-81

54. Colpan A, Gungdér $, Baykam N, Dokuzoguz B: Yogun bakim

unitelerinden izole edilen Acinetobacter suslarinin antibiyotik direng

durumlarinin kargilastiriimasi infeksiyon Dergisi 2002;16(1):55-8.

56



55. Aygun G, Dikmen Y, Mete B ve ark: Yogun bakim Unitesinde hastane
infeksiyonu etkeni olarak belirlenen Acinetobacter baumannii kdkenlerinin
antibiyotik duyarliliklari, ANKEM Derg 2002;16(1):85-8

56. Yavuz MT, Sahin i, Behget M, Oztirk E, Kaya D: Cesitli Kklinik
orneklerden izole edilen Acinetobacter baumannii suglarinin antibiyotik
duyarlihiklari, ANKEM Dergisi 2006;20(2):107-10.

57. . Cogul Direngli Acinetobacter baumanii izolatlarinda Tigesiklin, Kolistin
ve Polimiksin Direncinin Saptanmasinda Disk Difuzyon, E Test ve Broth
Mikrodilisyon Ydntemlerinin Karsilastirmasi Uzmanlik Tezi Dr. Fatma Ebru
OZGUR AKIN

58. Cetin ES, Kaya S, Tetik T, Aridogan BC. Klinik drneklerden izole edilen
Acinetobacter baumannii suslarinin 6rneklere gore dagilimi ve antibiyotik
duyarliliklari. ANKEM Derg 2006; 20: 202-5

59. Drago L, De Vecchi E, Nicola L, Tocalli L, Gismondo MR. In vitro
selection of resistance in Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter spp.
by levofloxacin and ciprofloxacin alone and in combination with beta-lactams
and amikacin. J Antimicrob Chemother 2005; 56: 353-9.

60. Bonapece CR, White RL, Friedrich LV, Bosso JA. Evaluationof antibiotic
sinerji against Acinetobacter baumannii: a comparison wit Etest, time-kill and
checkerboard methods. Diagn Microbiol Infect Dis 2000; 38: 43-50.

61. Rahal JJ. Novel antibiotic combinations against infections with almost

completely resistant Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter species.
Clin Infect Dis 2006; 43: 95-99

57



62. Yu Y, Yang Q, Xu XW, Kong HS, Xu GY, Zhong BY. Typing and
characterization of carbapenem resistant Acinetobacter calcoaceticus—
baumannii complex in a Chinese hospital. J Med Microbiol 2004;53:653—-656.

63. Akinci E, Mumcuoglu i, Ongérii P, Bayazit FN, Ersoy S, Erbay A, et al. In
Vitro Activity of Tigecycline Against Acinetobacter baumannii Strains Isolated
From Nosocomial Infections. Turk J Med Sci. 2008;38(6):583-586.

64. Gulay Z. Gram Negatif Comaklarda Antibiyotik Direnci: 2003-2004
Tarkiye Haritasi. Ankem Dergisi. 2005;19(Ek 2):66-77

65. . Souli M, Galani I, Giamarellou H . Emergence of extensively drug -
resistant and pan drug - resistant Gram - negative bacilli in Europe.
Eurosurveillance. 2008;13:47

66. Eraksoy H, Basustaoglu A, Korten V, et al. Susceptibility ofbacterial
isolates from Turkey-a report from the Meropenem Yearly Susceptibility Test
Information Collection (MYSTIC). Program. J Chemother. 2007;19(6):650-7

67. Turner PJ. MYSTIC Europe 2007: activity of meropenem and other
broad-spectrum agents against nosocomial isolates. Diagn Microbiol Infect
Dis. 2009;63(2):217-22

68. Gazi H, Siriiciioglu S, Kurutepe S, inmez E, Ding G, Ozbakkaloglu B.
Yogun Bakim Unitesi ve Diger Unitelerde Yatan Hastalardan izole Edilen
Acinetobacter baumannii Suslarinda in-Vitro Antibiyotik Direnci Ankem
Dergisi. 2005;19(3):115-118

69. Cetin Sesli E, Kaya S, Tetik T, Arnidogan Cicioglu B. Klinik Orneklerden

izoleEdilen Acinetobacter baumannii Suslarinin Orneklere Goére Dagilimi ve
Antibiyotik Duyarliliklari. Ankem Derg 2006;20:202-205

58



70. Arda B,Yamazhan T, Ulusoy S, Ozinel MA. Yogun bakim Unitelerinden
izoleedilen P. aeruginosa ve Acinetobacter tirlerinin  antibiyotik
duyarhihgindaki dort yillik degisim (1995 ve 1999).Hastane infeksiyon
Derg.2001;5(1):49-53

71. Marques MB, Brookings ES, Moser SA, Sonke PM, Waites KB.
Comparative in vitro antimicrobial susceptibilities of nosocomial isolates of
Acinetobacter baumannii and synergistic activities of nine antimicrobial
combinations. Antimicrob Agents Chemother 1997; 41: 881- 5

72. Timurkaynak F, Can F, Azap OK, Demirbilek M, Arslan H, Karaman SO
In vitro activities of non-traditional antimicrobials alone or in combination
against multidrug-resistant strains of Pseudomonas aeruginosa and
Acinetobacter baumannii isolated from intensive care units Int J Antimicrob
Agents. 2006 Mar;27(3):224-8

73. Giamarellos-Bourboulis EJ, Xirouchaki E, Giamarellou H Interactions of
colistin and rifampin on multidrug-resistant Acinetobacter baumannii Diagn
Microbiol Infect Dis. 2001 Jul;40(3):117-20

74. Tripodi MF, Emanuele Durante-Mangoni, Fortunato R, Utili R, Zarrilli
R, Comparative activities of colistin, rifampicin, imipenem and
sulbactam/ampicillin alone or in combination against epidemic multidrug-
resistant  Acinetobacter = baumannii  isolates  producing  OXA-58
carbapenemases Int J Antimicrob Agents. 2007 Dec;30(6):537-40

75. Dizbay M, Tozlu DK, Ozdemir K, Arman D, Acinetobacter Baumanii
izolatlarinda Tigesiklin ve Kolistin Kombinasyonun in-Vitro Sinerjik Aktivitesi
ANKEM Derg 2009;23(Ek 1)

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Timurkaynak%20F%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Can%20F%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Azap%20OK%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Demirbilek%20M%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arslan%20H%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Karaman%20SO%22%5BAuthor%5D�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Antimicrob%20Agents.');�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Antimicrob%20Agents.');�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giamarellos-Bourboulis%20EJ%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xirouchaki%20E%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Giamarellou%20H%22%5BAuthor%5D�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Diagn%20Microbiol%20Infect%20Dis.');�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Diagn%20Microbiol%20Infect%20Dis.');�
http://www.ijaaonline.com/article/S0924-8579(07)00321-4/abstract##�
http://www.ijaaonline.com/article/S0924-8579(07)00321-4/abstract##�
http://www.ijaaonline.com/article/S0924-8579(07)00321-4/abstract##�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Antimicrob%20Agents.');�

76.Pongpech PPhD, Amornnopparattanakul S MSc, Panapakdee S MSc,
Fungwithaya S MSc, Nannha P MSc, Dhiraputra C MD, Leelarasamee A MD
Antibacterial Activity of Carbapenem-Based Combinations Againts Multidrug-
Resistant Acinetobacter baumannii J Med Assoc Thai 2010; 93 (2): 161-71

77. Haddad FA, Horn KV, Carbonaro C, Rosenfeld MA, Wormser GP.
Evaluation of antibiotic combinations against multidrug - resistant
Acinetobacterbaumannii using the E-test. Eur J Clin Microbiol Infect Dis
2005;24: 577-579

78. Peter J. Petersen, Ponpen Labthavikul, C. Hal Jones and Patricia A In
vitro antibacterial activities of tigecycline in combination with other
antimicrobial agents determined by chequerboard and time-kill kinetic
analysis Bradford Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2006) 57, 573-576

79. Principe L, D'Arezzo S, Capone A, Nicola Petrosillo and Paolo Visca In
vitro activity of tigecycline in combination with various antimicrobials against
multidrug resistant Acinetobacter baumannii Annals of Clinical Microbiology
and Antimicrobials 2009, 8:18

80. Grzybowska W, Banaszczyk-Rus M, Tyski S. [Comparison of the

checkerboard and E-test methods used for the analysis of two antibiotics
combination] Med Dosw Mikrobiol. 2005;57(1):65-75.

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grzybowska%20W%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Banaszczyk-Ru%C5%9B%20M%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tyski%20S%22%5BAuthor%5D�
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Med%20Dosw%20Mikrobiol.');�

	T. C.
	CELAL BAYAR ÜNİVERSİTESİ TIP FAKÜLTESİ
	Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı
	Çoklu İlaç Dirençli AcInetobacter baumannII Suşlarında Çeşitli Antibiyotik  Kombinasyonlarının  In-VItro Etkinliği
	UZMANLIK TEZİ
	DR.RIDVAN GÜÇKAN
	İÇİNDEKİLER
	GİRİŞ VE AMAÇ
	Acinetobacter Türleri
	Acinetobacter türleri özellikle vücudun nemli bölgeleri başta olmak üzere normal deri florasında yer alabilmektedirler. Normal bireylerin yaklaşık %25’inin derilerinde Acinetobacter türlerini taşıdıkları düşünülmektedir (6). Hastanede yatan hastalarda...
	74. Tripodi MF, Emanuele Durante-Mangoni,  Fortunato R,  Utili R,   Zarrilli  R, Comparative activities of colistin, rifampicin, imipenem and sulbactam/ampicillin alone or in combination against epidemic multidrug-resistant Acinetobacter baumannii iso...
	75. Dizbay M, Tozlu DK, Özdemir K, Arman D, Acinetobacter  Baumanii İzolatlarında Tigesiklin ve Kolistin Kombinasyonun İn-Vitro Sinerjik Aktivitesi ANKEM Derg 2009;23(Ek 1)
	76.Pongpech PPhD, Amornnopparattanakul S MSc, Panapakdee S MSc,  Fungwithaya S MSc, Nannha P MSc, Dhiraputra C MD,  Leelarasamee A MD Antibacterial Activity of Carbapenem-Based Combinations Againts Multidrug-Resistant Acinetobacter baumannii J Med Ass...


