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OZET

TOMBAK, O. Acinetobacter baumannii izolatlarnda Kurkuminin Farklh
Antibiyotiklerle Sinerjistik Etkisinin Arastirilmasi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, TEKIRDAG, 2017.

Acinetobacter baumannii, antibiyotik direncinin en fazla bulundugu ve
tedavisi en zor olan Gram negatif kok-kokobasil yapisindaki bakterilerdendir. A.
baumannii, ¢ok farkli ¢cevresel sartlarda uzun siire yagsamini1 devam ettirebilmektedir.
Organizma; bakteriyemi, pndmoni, menenjit, liriner sistem ve yara enfeksiyonlarini
da igeren yogun bakimla iliskili pek ¢ok enfeksiyonun etkenlerindendir. Bu
hastalarda ozellikle karbapenemaz grubu antibiyotiklere direng bulunmasi
durumunda tedavi segenekleri kisitlanmaktadir. Coklu ilaca direngli (CID)
Acinetobacter spp. enfeksiyonlari i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesi, yiiksek riskli
alanlardaki aletlerin dekontaminasyonu, izolasyon yontemleri ve antibiyotik

kullaniminin kontroliine stirekli olarak dikkat edilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada 100 A. baumannii izolatinin kurkuminin kolistin, imipenem ve
ciprofloksasin antibiyotikleri ile sinerjistik etkisinin ¢alisilmasi amaglanmustir.
Calismaya 25 Haziran 2014 - 25 Nisan 2017 tarihleri arasinda klinik ve poliklinik
orneklerinden izole edilerek saklanan 100 A. baumannii izolati dahil edildi.
Orneklerin % 42’si solunum sekresyonu, % 34°ii kan, % 9’u yara, % 8’i Katater ve %
7’si idrar 6rneklerinden izole edildi. ilk olarak izolatlarin antibiyotik ve kurkumin
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri broth mikrodiliisyon yontemi ile
belirlendi. Sinerji arastirmak igin broth mikrodiliisyon checkerboard yontemi
kullanildi.

Kolistin direngli 23 (% 23) izolat, imipenem direngli 10 (% 10) izolat ve
ciprofloksasin direngli 100 (% 100) izolat bulundu. Checkerboard yontemi igin

kolistin ve imipenem duyarli ve direngli suslardan 10’ar tane se¢ildi. Checkerboard
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yontemi sonuglarinda kolistin direngli 10 izolat, imipenem direngli 1 izolat ve

imipenem duyarl 1 izolatta sinerjistik etki bulundu.

Sonug olarak bu caligma literatiirde tarayabildigimiz kadariyla A. baumannii
izolatlarmin kurkumin ve antibiyotikler ile kombinasyonunun c¢alisildigr ilk
arastirmadir. Calismamizda invitro kosullarda Kkurkuminin kolistin direngli
izolatlarda kolistin ile sinerjistik etkisi oldugu goriilmiistiir. Ozellikle CID A.
baumannii izolatlart i¢in yeni tedavi segenekleri arasinda degerlendirilebilecegini

diistindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: A. baumannii, Kurkumin, Kolistin, Sinerji
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ABSTRACT

TOMBAK, O. INVESTIGATION OF CURCUMIN WITH VARIOUS
ANTIBIOTICS IN ACINETOBACTER BAUMANNII ISOLATES, MEDICAL
MICROBIOLOGY DEPARTMENT MASTER'S THESIS, TEKIRDAG, 2017.

A. baumannii is hardest to control and treat among antimicrobial-resistant
gram-negative coc-cocobacilli. A. baumannii survives for prolonged periods under a
wide range of environmental conditions. The organism causes intensive care unit
infections, including bacteremia, pneumonia, meningitis, urinary tract infection, and
wound infection. Treatment options are limited for these patients, especially when
the carbapenemase group is resistant to antibiotics. Continuous attention should be
paid to the development of new therapies for multidrug-resistant Acinetobacter spp.
infections, decontamination of instruments in high-risk areas, isolation methods and

control of antibiotic use.

In this study, it was aimed to search the synergistic effect of 100 A.
baumannii isolate with curcuminin colistin, imipenem and ciprofloxacin antibiotics.
100 A. baumannii isolates isolated from clinical and policlinic samples between June
25, 2014 and April 25, 2017 were included in the study. 42% of the samples were
isolated from respiratory secretion, 34% from blood, 9% from wound, 8% from
catheter and 7% from urine samples. First, the antibiotic and curcumin minimum
inhibitor concentration (MIC) of the isolates were determined by broth microdilution
method. Broth microdilution checkerboard method was used to investigate synergy.
There were 23 (23%) isolates with colistin resistance, 10 (10%) isolates with
imipenem resistance and 100 (100%) isolates resistant to ciprofloxacin. For
Checkerboard method, 10 pieces were selected from colistin and imipenem sensitive
and resistant strains. In the results of Checkerboard method, there was a synergistic
effect on 10 isolates resistant to colistin, 1 isolate resistant to imipenem and 1 isolate

sensitive to imipenem.



In conclusion, this study is the first investigation on examining the
combination of A. baumannii isolates with curcumin and antibiotics in the literature.
In our study, in-vitro conditions, curcuminin was found to have synergistic effects
with colistin in colistin-resistant isolates. It may be considered as a new treatment

option especially for the MDR A. baumannii isolates.

Key words: A. baumannii, Curcumin, Colistin, Synergy
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1. GIRIS VE AMAC

Acinetobacter baumannii (A. baumannii), toplum kokenli ve hastane kaynakli
enfeksiyonlara neden olabilen bir non-fermentatif bakteridir (Akalin 2006).
Acinetobacter cinsi bakteriler hastane enfeksiyonlar1 iginde Onemli bir yer
tutmaktadir (Berezin 1996). Sik olarak saptanmalarinin nedenleri, dis ortam
kosullarinda kolaylikla yasayabilmeleri ve antibiyotiklere karsi ¢oklu direng
kazanabilmeleridir. Hastanelerde gelisen salginlarda en sik saptanan etken A.

baumannii ‘dir (Tasova 1999).

A. baumannii dogada, toprak ve sularda yaygin olarak bulunabilen gram
negatif kokobasil seklinde, hareketsiz, pigmentsiz, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
fermantasyon yapmayan, aerob bir bakteridir. Yogun Bakim Uniteleri (YBU) basta
olmak tizere, hastanelerin gesitli birimlerinde hastane enfeksiyonlarina neden olabilir
(Mansur 2009). Hem nemli hem de kuru yiizeylerde uzun siire canli kalabilir, besin
maddeleri ve saglikli insan derisinde bulunabilir. Sindirim sisteminde kolonize
olabildigi gosterilmis olan Acinetobacter tiirleri genellikle saglikli kisilerde saprofit
halde bulunmakla birlikte immiin sistemi zayiflamis kisilerde enfeksiyon etkeni
olabilmektedir (Giilhan 2009). Bunun yani sira A. baumannii bir¢ok antimikrobiyal
ilaca ve kuruluga direncli olmasi, hastadan hastaya ¢ok kolay yayilabilmesi ve
cevrede gilinlerce canli kalabilme yetenegi ile salginlara da neden olabilmektedir
(Yavuz 2006). Biitiin bu 6zellikleri nedeniyle, bu bakteri son yillarda, basta mekanik
ventilasyona bagli pnomoniler olmak tizere hastane kaynakli enfeksiyonlarin en

onemli nedenlerinden biri haline gelmistir (Dizbay 2008).

Gram negatif bakterilerdeki coklu ila¢ direncindeki (CID) artisla, bu
bakterilere etkili olabilecek yeni antibakteriyel gelisimindeki artis ne yazik ki paralel
seyretmemektedir. Bunun sonucunda da bu bakterilerle olusan enfeksiyonlara uygun
tedavi segenekleri bulmak her gegen giin zorlagmaktadir (Souli 2008). Gerek
nozokomiyal salginlar olusturmalari, gerekse tedavi sirasinda kullanilan
antibiyotiklere direng gelistirebilmeleri nedeniyle klinisyenlere tedavi se¢imi ile ilgili

yasattiklar1 sikintilar nedeniyle, bir yandan kolistin gibi eski antibiyotikler yeniden



gindeme gelirken ote yandan kombine antibiyotik kullanim1 yayginlasmaya

baslamistir (Motaouakkil 2006).

Antibiyotiklerin kombine kullanilmasinin; polimikrobiyal enfeksiyonlarin
tedavisi, tek antibiyotikle tedavi edilemeyen iki ayri enfeksiyon varligi, etkeni
bilinmeyen enfeksiyonlarin tedavisi, antibiyotiklere direngli izolatlara karsi
sinerjistik etki saglanmasi, yiiksek mortaliteyle seyredebilecek ciddi enfeksiyonlarin
tedavisi, ilaglarin doza baglh yan etkilerinin azaltilmasi ile ilgili olumlu sonuglari

vardir (Oztiirk 2008).

Kurkumin, yemeklere sari renk veren bir baharat olarak kullanilan
zerdegaldan (Hind safrani, Curcuma longa (C. longa)) elde edilmektedir. Kurkumin
antiinflamatuar, antioksidan, antikanserojenik, antimutajenik, antikoagiilan,
antidiyabetik, antibakteriyal, antiviral olmak tizere ¢cok genis bir etki spektrumuna
sahiptir (Naik 2011).

Bu g¢alismanin amaci, daha Once bazi bakteri tiirlerinde degisik ilaglarla
sinerjistik etkisi gosterilmis olan kurkuminin A. baumannii izolatlarina karsi g¢esitli
antibiyotiklerle sinerjistik etkilerini arastirmak ve dolayisiyla smurli tedavi

secenceklerine eklenebilecek yeni alternatifleri arastirmak olarak belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Taksonomi ve Tarihce

Acinetobacter tiirleri ilk kez Beijerinck tarafindan 1911 yilinda kalsiyum
asetatli bir besiyeri kullanilarak topraktan izole edilmis ve Micrococcus
calcoaceticus olarak isimlendirilmistir (Peleg 2008). Daha sonra 1939 yilinda
DeBord bu gram negatif kokobasilleri tiretral 6rnekten izole etmistir (Munoz 2008).
Yunanca hareketsiz anlamina gelen ‘Akinetos’ sozciigiinden esinlenerek bu
bakterilere  ‘Acinetobacter’ adi  verilmistir. =~ Baumann 1968  yilinda
Acinetobacter’lerin biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerini ayrintili olarak ortaya
koymus, ardindan 1971°de bu bakteriler Moraxellaceae ailesi i¢inde Acinetobacter
cinsi olarak siniflandirmadaki yerlerini almistir (Dal 2012). Acinetobacter tiirleri
uzun siire Neisseriaceae ailesinin iiyesi olarak kabul edilmis, ancak DNA/DNA
hibridizasyon ¢aligmalari ile bu bakterilerin Moraxellaceae ailesinin iiyesi olarak
yeniden siniflandirilmalarina karar verilmistir (Baumann 1968).Tiirler arasinda
insanda en sik ve en onemli klinik tablolara yol acan etken A. baumannii’dir
(Y1ldirim 2006).

Acinetobacter cinsinin siniflandirmasi (Berezin 1996):
Alem: Bacteria
Sube: Proteobacteria
Siif: Gamma Proteobacteria
Takim: Pseudomonadales
Familya: Moraxellaceae
Cins: Acinetobacter

2. 2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Acinetobacter cinsi bakteriler 35-37°C’de iireyen, zorunlu aerobik,
pleomorfik yapida, hareketsiz, laktozu fermente etmeyen, indol negatif, katalaz
pozitif, oksidaz negatif, nitratlar1 rediikte etmeyen gram negatif kokobasillerdir
(Kempf 2012). Mikroskoptaki sekilleri diplokok, kokobasil veya basil morfolojisinde
olabilir (Pmnar 2012). Acinetobacter cinsindeki bakteriler 1-1,5 ym x 1,5-2,5 pm



boyutlarinda, gram negatif, iremenin logaritmik fazinda basil formunda, {iremenin
duraklama fazinda kok veya kokobasil formunda goriilmektedir. Koloniler diizgiin,
opak, bazen mukoid ve Enterobacteriaceae ailesinin diger liyelerine gére daha
kiigiktir. MacConkey agarda renksiz veya hafif pembemsi koloniler
olusturmaktadir. Enterobakterlerden daha kiiciik, opak, pigmentsiz, S tipi koloniler
meydana getirirler. (Schreckenberger 2007).

Geleneksel yontemlerle Acinetobacter tiir ayrimi yapilirken glikoza oksidatif
etki, hemoliz ve 44°C’de iireyebilme yetenegi degerlendirilir. Glukozu oksitleyen ve
hemoliz yapmayan izolatlar genellikle A. baumannii’dir. A. baumannii 44°C’de
tireyebilme yetenegiyle de diger tirlerden ayirt edilebilir. Glukoz negatif
kokenlerden hemoliz yapmayan A. lwoffii, hemoliz yapan A. haemolyticus dur. A.
johnsonii diger tiirlerden, 37°C’de iireyememesi ile ayirt edilebilir (Yildirim 2006).

2. 3. Epidemiyolojik Ozellikleri

Acinetobacter tiirleri, canli kalabilmek i¢in oldukc¢a az gereksinimlerinin
olmas1 ve gesitli karbon kaynaklarini kullanabilmesi nedeniyle dogada toprak, su ve
yiyeceklerde saprofit olarak serbest yasayabilmektedir. Acinetobacter tiirleri
kuruluga dayanikli olmalari, farkli 1s1 ve pH derecelerinde yasayabilmeleri nedeniyle
cansiz yiizeylerde giinlerce canliliklarini siirdiirebilmektedirler. Dogada toprak, su ve
yiyeceklerde saprofit olarak serbest yasayabilmektedirler (Allen 2000).
Acinetobacter’ler saglikli erigkinlerin % 8-25’inde normal cilt florasinda bulunur.
Ozellikle koltuk alt1, kasik ve parmak arasi gibi nemli bolgelere yerlesirken nadiren
ag1z boslugu ve solunum yollarinda da bulunabilirler (Giindes 2003). A. baumannii,
tibbi cihazlar, yatak/silte ve yastiklar, eldivenler, elektrikli ekipmanlar ve tibbi
giysiler gibi cansiz yiizeylerde giinlerce hatta haftalarca yasama yetenegine sahiptir
(Towner 2009).

Hastanede yatmakta olan hastalarda enfeksiyonlarin yani sira kolonizasyon
nedeniyle de mikroorganizma klinik érneklerden izole edilmektedir. YBU yatmakta
olan hasta diskilarindan CID Acinetobacter spp. izole edilmis ve trakeostomili
hastalarin % 45’inde kolonizasyon saptanmistir. Deri tasiyiciligi oranlariin yiiksek

olmasi, hasta bakimi sirasinda saglik personelinin kontamine olmasina ve etkenin



stirekli yayilmasina neden olmaktadir (Bonomo 2006). A. baumannii nin ozellikle
YBU’de yatan hastalarin % 71’inde yatis1 takip eden birinci haftanin sonunda
kolonize oldugu ve bu hastalarda A. baumannii ile iliskili enfeksiyonlarin arttig
gosterilmistir. YBUdeki degisik risk faktorleri de bu duruma etkili olmaktadir (Dy
1999).

Son 30 yildir hastane ortaminda, yeni genis spektrumlu antibiyotiklerin
yaygin ve uygunsuz kullanimi, hem Acinetobacter tiirleri ile gelisen hastane
enfeksiyonlar1 oranini arttirmis hem de bu bakterilerde birgok antibiyotige karsi
direng gelismesine neden olmustur. Antibiyotik kullanma aliskanliklar1 ve ¢evresel
faktorlerin katkisi ile antibiyotik direnci diger bakterilerde oldugu gibi Acinetobacter
tirleri i¢in de hastaneler, sehirler ve tilkeler arasinda farklilik gostermektedir (Tasova
1999).

2. 4. Patogenez

A.baumannii nozokomiyal enfeksiyonlara yol acan énemli bir tiirdiir. Immiin
sistemi normal olan bireylerde konak savunma mekanizmalarinin etkisi nedeniyle
kolayca enfeksiyon olusturmazlar. Genelde hastane kaynakli firsat¢1 enfeksiyonlara
neden olur. Enfeksiyon gelisimini kolaylastiran faktorler konagin savunma sistemini
baskilayan durumlar, konagin yasi, malignite ve yamktir. Uzun siireli antibiyotik
kullanim, trakeostomi varligi, endotrakeal tiip, uzun siire YBU kalma, agir cerrahi
girisim, damar i¢i kateterizasyon, enteral beslenme, idrar sondasi ve uzun siire

mekanik ventilatore bagli kalma baslica risk faktorleridir (Asik 2011).

Siklikla hastane kaynakli enfeksiyonlardan izole edilmelerine ragmen, toplum

kokenli enfeksiyonlardan izole edilen izolatlar da bulunmaktadir (Allen 2011).
2. 5. Virulans Faktorleri
2.5. 1. Hiicre Yiizey Ozellikleri

Genel olarak bakterilerin yiizey Ozellikleri, enzim ve toksinleri konak
dokularinda hasara neden olarak enfeksiyonlarin patogenezinde 6nemli rol

oynamaktadir. Acinetobacter cinsindeki lipopolisakkarid O antijeni, yapisinda



bulunan tekrarlayan deoksiamino sekerler ve bunlarin ¢cogundaki yapisal dallanmalar
nedeniyle hidrofobik 6zellik gostermektedir. Hiicre yiizey hidrofobisitesi ile kollajen,
5 fibronektin, fibrinojen ve vitronektin gibi hiicresel matriks proteinlerine baglanma
arasinda iliski bulunmustur. Ancak bu faktorlerin enfeksiyon patogenezi ile iliskisi,
hayvan ¢aligmalar1 ile kombine molekiiler genetik yontemler kullanilarak heniiz

dogrulanmamistir (Asik 2011).
2.5. 2. Litik/Toksik Bilesik Uretimi

Pek ¢ok A.baumannii izolati, yapist ve antijenik 6zellikleri iyi bilinen ve
gerek klinik gerekse tanisal onemleri kesinlesmis olan cesitli lipopolisakkaridler
tiretmektedir. Bu yapilarin serum direnci, konagin endotoksine karsi immiin yaniti ve
Klinik semptomlar ile iligkili viriilans faktorleri olabilecegi diistiniilmektedir.
Acinetobacter tiirlerinin diger bir viriilans 6zelligi ise ¢ok sayida ekstraseliiler enzim
tiretebilme yetenekleridir. Bu enzimlerin lipid yikimina neden oldugu, farelerde letal
aktivite olusturdugu ve hem in-vitro hem de in-vivo ¢alismalarda nétrofiller lizerinde
olumsuz etki gosterdigi belirtilmektedir (Asik 2011).

2. 5. 3. Dokulara Yapisma ve Hasar Olusturma

Kolonizasyon ve enfeksiyon ile sonuglanan konak - patojen arasindaki
etkilesimin ilk basamagi, etkenin konak hiicrelerine tutunmasidir. Bu olay, bakteri
hiicre i¢inde lokalize olmus uzun, ince ve mannoza direngli polisakkarid fimbrialar

araciligiyla ger¢eklesmektedir (Asik 2011).
2. 5. 4. Biyofilm Olusumu

Bircok bakteri tiirlinde yaygin olan biyofilm iretimi, patojenlerin
antimikrobiyal ajanlardan ve konagin immiin yanitindan ka¢masina olanak
saglayarak enfeksiyonlarin patogenezine katkida bulunmaktadir. Bakterilerin
biyofilm olusturabilmesi i¢in gerekli ilk basamak, biyofilmin olusacagi bolgeye
flajella hareketi ile ulagabilme 6zelligidir. Ancak taksonomik olarak A. baumannii
flajella icermeyen hareketsiz bir bakteri olarak tanimlanmistir. A. baumannii

polistren ve cam gibi cansiz yiizeylerde oldugu gibi epitel hiicreler ve fungal



filamentler gibi canli yiizeylerde de biyofilm olusturmaktadir. Pilus ve Bap ylizey
adezyon proteininin iiretimi, cansiz ylizeye ilk yapigmay1 takiben biyofilm olusumu
ve olgunlasmasinda rol oynar (Gaddy 2009). Bazi klinik izolatlarin adezyon yetenegi
ve biyofilm fenotipinin, genis spektrumlu antibiyotik direnci ile iliskili oldugu
goriinmektedir. CID izolatlarin belirgin bir sekilde fazla biyofilm olusturdugu ve
bunun diger membran proteinlerinin birikimi ile korele oldugu goriilmiistiir (Gordon
2010). Ayrica, aminoglikozid kullaniminin biyofilm {ireten A. baumannii ile

kolonizasyonu ve enfeksiyon riskini artirdigi gosterilmistir (Rodriguez 2008).
2. 5. 5. Demir Kazanim Mekanizmalari

Bakterilerin ¢ogalmalar1 sirasinda gereksinim duyduklari demiri konak ile
yarisarak saglayabilmesi, enfeksiyonun devami agisindan énemlidir. Laktoferrin ve
transferrin gibi demir baglayan bilesiklerde de bulunabilen demir, ortamda bol
olmasina ragmen bakterinin gogalmasi sirasinda hazirda mevcut degildir. Bu nedenle
konakta varligimi siirdiirmek i¢in mikroorganizmalar, oncii demir molekiillerini
kullanma yeteneklerini ortaya koyar ve bunu da yiliksek afiniteli demir kazanim
sistemlerini eksprese ederek saglar. A. baumannii farkli demir kaynaklarini
kullanabilme yetenegine ve konaga kolonize olmayi saglayan bagimsiz demir

kazanim sistemine sahiptir (Dorsey 2003).
2. 5. 6. Cogunlugu Algilama ‘Quorum Sensing’

Bir bakterinin patogenezi i¢in gerekli olan sartlardan biri, yeni ¢evreye uyum
saglamak ve c¢evreden gelen uyaranlari algilayarak yanit gelistirmektir. Bakteri
bircok farkli mekanizma ile pH, ozmolarite, besin kaynagi ve popiilasyon yogunlugu
gibi ¢evresel sartlardaki degisiklikleri algiladiginda, metabolizmasinda birtakim
degisiklikler yaparak yeni sartlara kendini adapte etmeye calisir. ‘Minimum
poplilasyon birimini algilama’ olarak ifade edilen ‘Quorum Sensing’ mekanizmasi,
bakterinin etrafindaki popiilasyon yogunlugunu saptamasina yarayan bir sistem olup,
bakteri bu bilgiyi bircok genin regililasyonunu kontrol etmekte kullanir. Bu sistem
sayesinde bakteri davranislarini koordine ederek besin kaynaklarma adaptasyon

gelistirir, ayn1 besin igin yarisan diger bakterilere karsi savasabilir, enfeksiyon



sirasinda viriilans faktorlerinin regiilasyonu sonucu konagin immiin yanitindan

kagabilir (Altungekig 2009).
2. 5. 7. Hastane Ortaminda Sag Kalim

Bir bakteriyel patojenin sinirli besin kosullarinda ve kuru yiizeylerde
yasayabilme yetenegi dogal ve tibbi ¢evrelerde canli kalarak yayilmasina yardimci
olmaktadir. Bu bakterinin hastane ortaminda ve cihaz yiizeylerinde uzun siireli
kolonizasyonu salginlara neden olmaktadir. A. baumannii, tibbi cihazlar, yatak/silte
ve yastiklar, eldivenler, elektrikli ekipmanlar ve tibbi giysiler gibi cansiz yiizeylerde
giinlerce hatta haftalarca yasama yetenegine sahiptir (Towner 2009). Bakterinin ¢oklu
antibiyotik direncine sahip olabilmesinin yan1 sira dogal ve nozokomiyal ¢evrelerde
uzun siire canli kalabilme yetenegi enfeksiyonun kontroliinii ve tedavisini

gliclestirmektedir (Asik 2011).
2. 6. Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci; bir mikroorganizma tiirtiniin bazi izolatlarmin
antibiyotikten etkilenmemesi ya da antibiyotige duyarli bir susun gesitli

mekanizmalarindan biri ile direngli hale doniismesi olarak tanimlanir (Demirtiirk

2004).

Acinetobacter enfeksiyonlarinda yillar iginde giderek artan oranlarda goriilen
antibiyotik direnci nedeniyle tedavide zorluklarla karsilagilmaktadir. 1970’11 yillarda
nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonlari ampisilin, gentamisin, kloramfenikol ve
nalidiksik asit gibi sik kullanilan antimikrobial ajanlara duyarli bulunmus, ancak
zaman igerisinde A. baumannii kompleksine ait klinik izolatlarin direng oranlarinda

artig gézlenmistir (Cift¢i 2011).

Acinetobacter izolatlarinin antimikrobiyallere bilinen direng mekanizmalart;
enzim iretimi (sefalosporinaz ve karbapenemazlar gibi beta laktamazlar,
aminoglikozit modifiye eden enzimler), antibiyotik hedef bdlge degisiklikleri

(penisilin  baglayict proteinler, Topoizomerazlar, DNA giraz), hiicre duvar



kanallarindaki dig membran porinlerindeki degisiklikler ve eflikks pompasidir

(Gordon 2010).

2. 6. 1. Beta-Laktam Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter tiirlerinde karbapenemleri de i¢eren beta-laktam antibiyotiklere
kars1 direncin temel mekanizmasi ya kromozom ya da plazmid tarafindan kodlanan
beta-laktamaz iiretiminin sonucudur. Bunlara ilave olarak direng, beta-laktam
antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi, penisilin baglayan proteinlerde
(PBP) olusan degisiklikler ve efliikks pompasinin aktive olmasi sonucu da olusabilir
(Giamarellou 2008).

Beta-laktamazlar dogal ve kazanilmis olarak ikiye ayrilabilir. Dogal beta-
laktamazlar tiirtin temel 6zelligi olup, cins ya da tiirlin tiim izolatlarinda bulunup
dikey yolla aktarilabilirler. A. baumannii kompleksine ait dogal beta-laktamazlar
izolatlarin neredeyse tamaminda tanimlanmig olan OXA-51 benzeri beta-laktamazlar
ve ampC-tipi sefaloporinazlardir. Siif D oksasilinazlardan biri olan OXA-51 enzim
kiimesi tiyelerinin OXA-tipi enzimlerle kombine olarak bulundugu ve belirli sartlar
altinda karbapenem direncinde en azindan sinerjik rolii olabilecegi one stirtilmustiir
(Figueiredo 2009). AmpC B-laktamazlar, tim A. baumannii’lerde kromozom da
kodlanmig sefalosporinazlardir. Genelde bu tiir B-laktamazlar, klinik olarak fark
edilebilir dirence neden olmayan diisiik diizeyde bir salgilanmaya sahiptir. Bununla
birlikte, AmpC geninin yaninda bir promotor insersiyon dizisi olan ISAbal’in
eklenmesi, beta-laktamazlarin tiretimini artirarak, sefotaksim ve seftazidim gibi genis

spektrumlu bilesiklere yiiksek diizeyde dirence neden olur (Poirel 2006).

Yeni tanimlanan smif C enzimler glinimiizde Acinetobacter kokenli
sefalosporinazlar olarak adlandirilirlar (Acinetobacter-Derived Cephalosporinase
(ADCs) ) ve yeni yapilan ¢aligmalarda yedi adet ADC AmpC geni tanimlanmigtir
(Rodriguez 2010).

Acinetobacter tiirlerindeki plazmid aracili kazanilmis beta-laktamazlar ilk
once TEM, takiben de SHV enzimlerinin gosterilmesiyle giindeme gelmistir.

Ampisilin, karboksipenisilinler ve lireidopenisilinlere diren¢ bu enzimlerin varligina
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atfedilmis, ancak bunlarin genis spektrumlu sefalosporinler ve karbapenemlere karsi
aktif olmadigr vurgulanmistir. Bu enzimlerle ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda
Tirkiye’den PER-1, Fransa’dan VEB-1, Cin’den SHV-12 ve Japonya’dan CTX-M
tipi enzimler bildirilmistir (Nagano 2004).

Karbapenemler c¢ogu beta-laktamazlar tarafindan hidrolize edilmezler.
Acinetobacter tiirlerinde karbapenem ve yeni kusak sefalosporinleri hidrolize eden
metallo-beta-laktamazlar tanimlanmistir (IMP, VIM). Bu enzimler plazmidlerce
kodlanan smif B beta-laktamazlardir. Halen tanimlanmis alt1 grup kazanilmis MBL
vardir (IMP, VIM, SIM, SPM, GIM ve GSO). Bunlardan IMP, VIM, SIM ve GSO
Acinetobacter  tiirlerinin  klinik  izolatlarinda  gosterilmistir.  Gliniimiizde
A.baumannii’de ti¢ farkli filogruba ait alti IMP varyantt (IMP-1, IMP-2, IMP-4,
IMP-5, IMP-6, IMP-8 ve IMP-11) saptanmistir. Su ana kadar A.baumannii’de VIM
enzimleri olduk¢a nadir olarak saptanmistir. Sadece Giiney Kore’den VIM-2,
Yunanistan’dan da VIM-1 bildirimleri yapilmistir. SIM’de VIM gibi nadir olup
sadece Kore’deki A. baumannii klinik izolatlarinda bildirilmistir (Lee 2010).

Bununla birlikte oksasilinazlar1 igeren karbapenem hidrolize eden beta-
laktamazlar (karbapenemazlar) A. baumannii’de karbapenem direncinin ortaya
c¢itkmasma Onemli bir katkida bulunmaktadir. Bu enzimler Ambler smif D’de
yeralmakta ve karbapenemleri hidrolize etmektedir. OXA-23, A. baumannii’de bu
enzimlerin tanimlanan ilk temsilcisidir. Diger bir tanimlanan karbapenemaz ise ilk
olarak Fransa’da saptanan OXA-58’dir. Bu enzimler tim diinyada farkli cografi
bolgelerde de saptanmistir (Mugnier 2010).

Beta-laktam gibi kiigiik hidrofilik molekiiller, bakteri igine dis membran porin
proteinleri yoluyla girer. Porin proteinlerinde degisim ile hiicre gegirgenliginde
azalma, antibiyotiklere diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir. Imipenem ve
meropenem direnci CarO adi verilen 1s1yla degisebilen 25-29 kDa’luk OMP kayb ile
de iliskilendirilmistir (Siroy 2005). PBP sayisinda azalma, kromozomal mutasyonlar
sonucu PBP’lerin antibiyotiklere afinitelerinin azalmasi ve beta- laktam
antibiyotiklere diisilk afinite gosteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi ile

antibiyotiklere direng gelisebilir (Kazak 2010).
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Esas gorevi sitoplazmik zari bozabilecek kimyasallari disar1 atmak olan
efliks pompalar1 antimikrobiyal ajanlarin etkilerinin azaltilmasina ya da
etkisizlestirilmesine neden olarak diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir. A.
baumannii’de adeABC efliks pompalar1 tanimlanmis ve aminoglikozidlere
direngteki rolii ve kloramfenikol, florokinolonlar, trimetoprim ve sefotaksime
azalmis duyarlilikla iligkisi agik¢a ortaya konmustur Ayrica adeA, adeB ve adeC
genlerinin siklikla bulundugu; adeS ve adeR genleri ile de birliktelik gosterdikleri
ifade edilmistir (Giamarellou 2008).

2. 6. 2. Kinolonlara Kars1 Diren¢c Mekanizmalari

1990’a kadar kinolonlar Acinetobacter tiirlerine karsi oldukg¢a iyi aktivite
gostermisler, ancak daha sonra klinik izolatlar bu antibiyotiklere hizla direng
gelistirmiglerdir. DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerinin alt birimlerindeki
degisiklikler kinolon direncine yol agmaktadir. Degisikligin gyrA ve parC
genlerindeki mutasyonlara bagli oldugu diistiniilmektedir. GyrA mutasyonu tek
basina orta diizeyde bir direng saglarken, gyrA ile birlikte parC mutasyonu yliksek
diizey diren¢ saglamaktadir. D1 membran gegirgenliginin azalmasi ve/veya ilacin
aktif olarak disar1 atilmasi da kinolonlarin hiicre i¢inde azalmasina neden olarak

bakterinin bu antibiyotige duyarliligini azaltmaktadir (Peleg 2008).
2. 6. 3. Aminoglikozidlere Diren¢ Mekanizmasi

Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid direnci ¢ogunlukla aminoglikozid
modifiye edici enzimlerin (asetiltransferaz, adeniltransferaz ve fosfotransferaz)
tretiminden kaynaklanir. Aminoglikozid direncinin diger mekanizmalarinin, hedef
ribozomal protein degisiklikleri ve aminoglikozidlerin hiicre igine tasinmasi ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Gordon 2010).

2. 6. 4. Polimiksinlere Kars1 Diren¢c Mekanizmasi

CID A. baumannii’nin sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde son segenek
olarak kullanimi artan polimiksin B ve polimiksin E (kolistin), ilk olarak 1947’de
izole edilen peptid antibiyotiktir. 1950-1980 aras1 kullanilmis ve 1980’lerde gelisen



12

nefrotoksisite, noromiiskiiler blokaj ve norotoksisite gibi yan etkiler nedeniyle
kullanimi oldukg¢a azalmis ve 2000°li yillara gelindiginde, kullanimlar1 sadece Kistik
fibroz hastalarinda c¢oklu direngli gram negatif basillerle olusan akciger
enfeksiyonlart ile sinirlanmistir. Son  yillarda ¢oklu direngli A. baumannii,
Pseudomonas aeruginosa veya Klebsiella pneumoniae bakterilerinin neden oldugu
enfeksiyonlarda ve ozellikle de kolistin digindaki tiim antibiyotiklere direncli P.
aeruginosa ve A. baumannii enfeksiyonlarinda kolistin tedavisi yeniden giindeme
gelmistir (Akalin 2007). Ancak, yakin donemde Kkolistine de direngli A.
baumannii’ler  rapor edilmistir. A.  baumannii’nin  lipopolisakkaritindeki
modifikasyon kolistin direncindeki en 6nemli mekanizmadir. Bununla birlikte hiicre
duvar kanallarindaki dis membran porinlerindeki degisiklikler ve efliikks pompasi
direng gelisimine neden olan diger mekanizmalardir. Dirence neden olabilecek
enzimatik mekanizmalar hentiz rapor edilmemis olmasina ragmen Bacillus polimyxa
tiirlerinin kolistinaz enzimi trettigi bilinmektedir (Falagas 2010). Bazi raporlarda
Acinetobacter tiirleri arasinda kolistin icin heteroresistans tanimlanmstir. in-vitro
verilere gore heteroresistans kolistin dozu ile iligkilidir. Heteroresistans gelisimi
kolistin tedavisi sirasinda tedavi basarisizhigina neden olabilir. Kolistin ile
monoterapi, kolistinin uygunsuz dozlarda ve uzun siireli kullanimi heterorezistans

igin risk faktorleri olarak tarif edilmistir (Yau 2009).

Kolistin duyarlilik testleri ile ilgili standart yontemler halen tartigilmaktadir.
Duyarlilik testleri i¢in en dogru sonug veren tek test diliisyon testidir. Disk difiizyon
testi kolistin igin uygun degildir; direngli ve duyarlilar1 ayirt etmemektedir. Mevcut
gradiyent testleri kolistin MIK degerlerinde diisiik sonu¢ vermektedir ve Kalite
kontrol suslari uygun aralikta olsa bile bu test kullanilmamalidir. Yar1 otomatize
testlere iliskin arastirmalarda ise sik olarak ‘cok biiyiik hata’ saptanmistir. Yari-
otomatize cihaz kullanicilart ¢ok siki kalite kontrol uygulamali ve ireticilerinden

cihazlarm kolistin duyarliligina ilisgkin dogru sonug verdigini onaylatmalidir (Eucast

2017).
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2. 6. 5. Tetrasiklin Ve Tigesiklin Direnci

Tetrasiklinlere kars1 direng gelisiminde iki 6nemli mekanizma; genetik olarak
aktarilabilen tetrasiklin diren¢ genlerinin (TetA ve TetB) antibiyotigi disar1 atan
efliiks pompasi proteinlerinin yapiminin saglanmasi ve ribozomal korunmadir.
Glisilsiklin grubu yeni bir ajan olan tigesiklin genis spektrumlu ve ribozomlar
izerine tetrasiklinlerle ayni baglanma bolgesine sahip olmasina ragmen tetrasiklinler
icin sozii edilen direng¢ mekanizmalarindan etkilenmemektedir. Tigesiklin de
tetrasiklinler gibi ribozomlardaki baglanma noktasina baglanir. Ancak tigesiklin bu
baglanma bolgesine tetrasiklinden bes kat daha kuvvetli baglanir. Bu kuvvetli
baglanma, bakteri ribozomlarinda tetrasiklin baglanmasini engelleyen Tet (M)
proteininin neden oldugu ribozomal korunmadan tigesiklinlerin etkilenmemesini
saglamaktadir. Diger bir diren¢ mekanizmasi olan efliikks pompasi i¢in de tigesiklin

zayif substrat 6zelligi gostermektedir (Calik 2007).

Tigesiklin, baslica CID suslar olmak iizere A.baumannii enfeksiyonlarmin
tedavisi igin yeni umut veren ve klinik kullanima en son giren antimikrobiyal
ajanlardan biridir. Klinik kullanimda ¢ok uzun siiredir bulunmadigi igin s6z konusu
direncin kaynagi hakkinda heniiz bir bilgi bulunmamaktadir. Mutasyonlarla olusacak
yeni eflilks pompalar1 ve ribozomal korunma genleri direng gelisimini saglayabilir.
Tim antimikrobiyallerde oldugu gibi tigesiklinin tedavide artan oranlarda yaygin
olarak kullanilmaya baslamasiyla bu antibiyotige direncli bakteri gelisimi s6z konusu

olabilir (Taneja 2011).
2. 7. Kurkumin

Curcuma longa (C. longa), Hindistan ve Cin'de yaygin olarak bulunan
Zingiberaceae ailesine ait bir bitkidir. Bu bitkinin koklerinden elde edilen turmerik

Hindistan'da yiizyillardir yaygin olarak kullanilmaktadir (Pandya 2000).

C. longa rizomlari, karbonhidratlar (% 60-70), proteinler (% 6-8), esansiyel
(% 3-7) ve sabit yaglar (% 5-10), lifler (% 2-7), mineraller (% 3-7) ve
curcuminoidlerden (% 2-6) olusmaktadir. Ayrica fitosteroller, tokoferoller ve yag

asitleri de tespit edilmistir (Balakrishnan 2007). Kurkumin, hidrofobik bir polifenol
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olup turmerigin ana aktif bilesenidir. Turmerik, kurkumine ek olarak kurkuminoid
adi verilen diger bilesenler de igermektedir. Kurkumin, demethoksikurkumin,
bisdemethoksikurkumin ve son zamanlarda tanimlanan siklokurkumin turmerikten
elde edilen baslica kurkuminoidlerdir (Kiuchi 1993). Kurkuminoidler turmerigin
sari-turuncu rengini vermektedir (Balakrishnan 2007). Cesitli ¢alismalar kurkuminin
demethoksikurkumin  ve  bisdemethoksikurkuminden daha aktif oldugunu

gostermistir (Aggarwal 2003).

Turmerige rengini veren ana kisim 1842 yilinda Vogel tarafindan izole
edilmistir ve kurkumin olarak adlandirilmistir. (Aratgjo 2001). Kimyasal yapisi
(C21H2006) Lompe ve Milobedeska tarafindan 1910 yilinda tanimlanmistir
(Milobedzka 1910). Kurkumin (1,7-bis  (4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-6-
heptadine-3,5-dione); suda ve eterde ¢oziinmez iken etanolde, dimetilsiilfoksitte
(DMSO), asetik asitte ve diger organik c¢oziiciilerde coziinebilen bir bilesiktir
(Aggarwal 2003).

Kurkumin, B pozisyonunda baglanmis 2 keton grubu igerir. Bu yap1
antioksidan olmasinda rol oynar (Pan 1999). Kurkuminin kimyasal yapis1 Sekil 2.

1’de gosterilmistir.

OCH;

OH

OCH;

Sekil 2. 1: Kurkuminin kimyasal yapisi

Kurkuminin bir¢ok farkli farmakolojik aktiviteleri ve biyolojik faydalari son
yillarda 6nemli Ol¢iide dikkat c¢ekmistir. Kurkuminin antioksidan, antitiimor,
antiinflamatuar, antikarsinojenik, antialerjik, antidemans etkileri ve serbest radikal

temizleyicisi oldugu yapilan bir¢ok calismayla gosterilmistir. Ayrica kurkuminin
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anoreksia, Oksliriik, diabet, karaciger hastaliklari, romatizma, alzheimer, safra ile
ilgili rahatsizliklar, siniizit gibi hastaliklara karsi giicli bir ajan olduguna

inanilmaktadir (Duvoix 2005).
2. 7. 1. Kurkuminin Etki Mekanizmalari

1. Antioksidan Etkisi: Kurkumin dogrudan reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen
tiirleri ile etkilesime girmesinden ve dolayli olarak hiicre koruyucu ve antioksidan
proteinleri arttirmasindan dolayr ¢ift yonlii bir antioksidandir (Fujisawa 2004).
Kurkumin etkili bir antioksidan olup siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, hidrojen
peroksit, nitrik oksit, peroksinitrit, peroksil radikali gibi serbest radikalleri ortamdan
uzaklastirma yetenegine sahiptir. Ayni zamanda siiperoksid dismutaz, katalaz,
glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, hem oksijenaz-1, glutatyon-S-transferaz ve
nikotin amid adenin diniikleotid fosfat gibi hiicre koruyucu proteinlerin

ekspresyonunu arttirmaktadir (Trujillo 2014).

2. Antimikrobial Etkinligi: Yiyeceklerde ve giyim iiriinlerinde renk verme
amaciyla kullanim1 diginda E.coli ve S.aureus’a kars1 bakterisidal etkinlik gostermesi
nedeniyle antimikrobiyal olarak onerilmis ve bu etkinligi mikrobiyolojik test
yontemleriyle ispatlanmistir. Antiviral (insan immun yetersizligi (HIV) tip 1 ve tip 2)
antimalaryal, antifungal, anti-protozoal (Leishmania major) etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Hindistan’da antimikrobiyal ajan olarak halen kullanilmaktadir
(Pandya 2000).

3. Anti-inflamatuar etki: Niiklear faktor kappa-B (NF- kB) ve aktivator protein-1
(AP-1) aktivasyonunu inhibe edip antiinflamatuar etki olustururken; Tiimor nekroz
faktor-o (TNF-a), Interlokin (IL-1,2,6,10), graniilosit koloni stimulan faktor (G-CSF)
miktarm1 arttirrr  (Choudhary 1999). Hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢alismalarda
lipopolisakkarit (LPS) ve interferon-y (IFN-y) ile aktive edilmis makrofajlarda
kurkuminin indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) olusumunu inhibe ettigi

gosterilmistir ([lbey 2009).



16

3. GEREC VE YONTEM

w

. 1. Gereg¢

3. 1. 1. Standart Kokenler

A. baumannii ATCC 19606

3. 1. 2. Besiyerleri

1. Mueller-Hinton Sivi Besiyeri (TM MEDIA)

N

. MacConkey Agar (TM MEDIA)

w

. % 15 gliserin igeren buyyon besiyeri (MERCK)

3. 1. 3. Antibiyotik Tozlar:

[EEN

. Ciflosin 400 mg/ml 1.V. Infiizyon Soliisyonu (Ciprofloksasin)
2. TIENAM 500 mg Enjektabl Flakon (Imipenem / Silastatin)

3. KOLISOD 150 mg I.M./ 1.V. Enjeksiyon ve Inhalasyon igin Liyofolize Toz Igeren
Flakon (Kolistin Baz)

w

. 1. 4. Kimyasal Maddeler

[EEN

. Kurkumin (SIGMA)

N

. CaCl2 (MERCK)

w

. MgCI2 (MERCK)

D

. Gliserin (MERCK)
5. DMSO (SIGMA-ALDRICH)

6. PBS (PHOSPHATE BUFFERED SALINE)



3.

9.

1. 5. Laboratuvar Malzemeleri ve Cihazlar

. Buzdolab: (UGUR)

. Derin dondurucu (PANASONIC)

. Hassas terazi (SHIMADZU)

. Otoklav (ALP)

. Etiiv (WISECUBE)

. Pastér firmi (MEMMERT)

. Vorteks karistiric1 (IKA VOTEKS GENIUS 3)

. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) plak okuyucu (BIOTEK)

Distile su cihaz1 (ELGA)

10. Istticili manyetik karigtirict (WISESTIR)

11. Otomatik Pipetler (10 pl, 200 pl, 1000 pul) (Pipetdu, SPINREACT)

12. Pipet ucu (10 pl, 200 pl, 1000 pl) (ISOLAB)

13. Cam deney tiipleri (13x100 mm) (CITOGLAS)

14. Polistiren 96 kuyucuklu plak (CITOTEST)

15. Petri kutusu (90 mm) (ISOLAB)

16. McFarland Tiirbidite Standardi (BD)

17. Calkalayic1 (IKA)

17
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3. 2. Yontem

Calismamizda, Namik Kemal Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilmis olan Klinik ve poliklinik
orneklerinden elde edilen A. baumannii izolatlarina (n:100) kolistin, imipenem,
ciprofloksasin antibiyotikleri ile kurkumin kombinasyonlariin sinerjistik etkilerinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.
3. 2. 1. Orneklerin Toplanmasi

Namik Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gesitli klinik ve poliklinik 6rneklerinden 25 Haziran
2014 - 25 Nisan 2017 tarihlerinde arasinda izole edilen 100 A. baumannii izolati

calismaya alindu.

MacConkey agarda iireyen laktoz negatif kolonilere oksidaz testi yapildi.
Non-fermentatif, oksidaz negatif koloniler VITEK-MS (bioMérieux) kullanilarak
tanimlandi. Bakteriler ¢alisma zamanina kadar -30°C’de % 15°1ik gliserin igeren
buyyon besiyerinde stoklandi. Calisma Namik Kemal Universitesi Etik Kurulu’ndan

onay alinarak gergeklestirildi.

Ilk olarak izolatlarm kurkumin, kolistin, imipenem, ve ciprofloksasin
minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri broth mikrodiliisyon yontemi ile
belirlendi. Belirlenen MIK degerlerine gore duyarlh ve direngli suslar
gruplandirilarak Broth mikrodiliisyon checkerboard yontemi ile sinerjistik etki

calisildi.

3. 2. 2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

1. Magnezyum Stok Cozeltisi Hazirlanmasi

9,52 g MgCl,.6H,O 100 ml deiyonize suda ¢6ziildii ve membran filtre ile

steril edildi.
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2. Kalsiyum Stok Cozeltisi Hazirlanmasi

11,09 g CaCl,.2H,0 100 ml deiyonize suda ¢oziildii ve membran filtre ile
steril edildi. Her iki ¢ozelti de 2-8°C’de sakland.

3. Katyon Ayarh Miieller-Hinton Broth (KAMHB) Besiyerinin Hazirlanmasi

Uretici firmanin 6nerilerine gore 1 litre besiyeri hazirlamak icin 21 gram
tartilan Miieller-Hinton besiyerine distile su eklenerek 1siticili manyetik karistiricida
karistirildi ve otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi. Katyon
eklenmeden once bir gece 2-8°C’de bekletildi. Kullanilacagi zaman su banyosunda
sogutuldu. Mueller hinton broth igerisinde her litrede 1 mg’lik artis saglamak igin
kalsiyum ve magnezyum stok ¢ozeltisinden litre basina 0,1 ml eklendi. KAMHB
inokuliim hazirlamak, broth mikrodiliisyon ve broth mikrodiliisyon checkerboard

yontemlerini ¢alismak i¢in kulllanildu.

4. MacConkey Agarm Hazirlanmasi

Uretici firmanm 6nerilerine gore 1 litre besiyeri hazirlamak igin 51,5 gram
tartilan MacConkey besiyerine distile su eklenerek 1siticili manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak sterilizasyon saglandi.
Otoklavdan ¢iktiginda sogutulup steril petrilere dokiilerek kullanima hazir hale
getirildi.

3. 2. 3. Kurkumin ve Antibiyotik Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Antibiyotikler asagidaki Tablo 3. 1’de belirtilen ¢oziicii ve sulandiricilar

kullanilarak stok soliisyonlari hazirlandi.

Soliisyonlar hazirlanirken, tartilacak antibiyotik miktar1 veya sulandirma
hacmi, antimikrobiyal maddenin potensi dikkate alinarak Agirlik (mg) = Hacim (ml)
x Konsantrasyon (pug/ml) / Potens (ug/mg) formiiliiyle hesaplandi (Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) 2006).
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Tablo 3. 1: Coziicii ve Sulandiricilar

Antimikrobik ila¢ Coziicii Sulandirici
Kolistin Su Su
Imipenem Fosfat tamponu Ph 7,2; | Fosfat tamponu Ph 7,2;
0,01mol/l 0,1mol/l
Ciprofloksasin Su
Kurkumin DMSO Fosfat tamponu Ph 7,2;
0,1mol/l

1. Kolistin Stok Soliisyonu

10 mg liyofilize antibiyotik 10 ml enjeksiyonluk suda ¢6ziilerek 1000 pg /ml
konsantrasyonda stok soliisyon hazirlandi. 32 pg/ml konsantrasyonda baslangig
soliisyonunu hazirlamak icin stok soliisyonundan 3,2 ml alindi ve 100 ml’ye

tamamlanacak sekilde sulandiricisindan eklendi.

2. Imipenem Stok Soliisyonu

20 mg liyofilize antibiyotik 20 ml enjeksiyonluk suda ¢oziilerek 1000 pg /ml
konsantrasyonda stok soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyondan 128 pg/ml
konsantrasyonda baslangi¢ soliisyonunu hazirlamak i¢in 12,8 ml alind1 ve 100 ml’ye

tamamlanacak sekilde sulandiricisindan eklendi.

3. Ciprofloksasin Stok Soliisyonu

Antibiyotik sivi (¢oziilmiis halde) olarak temin edildiginden 1000 pg /ml
konsantrasyondaki antibiyotik soliisyonundan 32 pg/ml konsatrasyonda soliisyon

hazirlamak i¢in 1,6 ml alindi ve 100 ml’ye tamamlanacak sekilde ¢oziiciisiinden

eklendi.

4. Kurkuminin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kurkumin stok c¢ozeltileri hazirlanirken ¢6ziicii olarak DMSO, sulandirict
olarak PBS kullanildi (Tyagi 2015). Firma tarafindan bildirilen %76 safliktaki
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kurkuminin 269,4 mg’1 dnce 5 ml DMSO igerisinde ¢oziildiikten sonra 5120 pg/ml

konsantrasyonda ¢ozeltisi elde edildi.

3. 2. 4. inokulum Hazirlanmasi

Bakteriler -30°C’den ¢ikarilarak pasajlari yapildi. Ureyen kolonilerin ikinci
kez tek koloni ekim yontemi ile MacConkey agara pasajlarak 18-24 saat sonra taze
kiiltiirlerinden 6ze yardimi ile 5 ml katyon ayarli mueller hinton broth (KAMHB)
besiyerine 3-5 koloni alinarak 35°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra Mc Farland 0,5
(1,5X108 CFU/mL) standardina gore slispansiyonlar1 hazirlandi. Log-faz yontemi
kullanild1. (Flejzor 1985).

Daha sonra hazirlanan siispansiyon 9 ml’lik KAMHB besiyerine 1 ml bakteri
siispansiyonundan eklendi ve 1x10” CFU/mI konsantrasyon elde edildi. Bu islem bir
kez daha yapilarak 1x10° CFU/ml seklinde bakteri konsantrasyonu olusturuldu (CLSI
2017).

3. 2. 5. Broth Mikrodiliisyon Yéntemi ile MiK Degerlerinin Belirlenmesi

A. baumannii kokenlerinin kolistin, imipenem ve ciprofloksasine karsi
duyarliliklariin belirlenmesinde CLSI 2015 kriterleri kullanildi (Tablo 3. 2).

Tablo 3. 2: Antibiyotiklerin MIK araliklari

Antibiyotik S (susceptible, duyarh) R (resistant, direngli)
Kolistin <2 >4
Imipenem <2 >8
Ciprofloksasin <1 >4

Test edilecek mikroorganizmalar igin antibiyotiklerin konsantrasyon
(dilisyon) araligi kolistin i¢in 0,015-8 pg/ml, imipenem igin 0,06-32ug/ml,
ciprofloksasin igin 0,015-8 pg/ml olarak belirlendi. Kurkumin igin konsantrasyon
aralig1 0,125-1280 pg/ml olarak belirlendi.
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Ozet olarak, doksanalt: (8 x 12) kuyucuklu ve kuyucuk hacmi 0,2 ml olan
plaklara 100 ul KAMHB besiyeri dagitildi. Dikey siranin ilk kuyucuklara 100 pl
hazirlanan antibiyotik konsantrasyonu eklendi ve diliisyona 11 numarali siituna kadar
devam edildi. Pipet ucunda kalan miktar pipet ucu ile birlikte atildi. Bu sekilde
antibiyotik konsantrasyonu 11 numarali (negatif kontrol) kuyucuga kadar diliisyon
yapildi. 1-10 ve 12 (pozitif kontrol) numarali siitunlara 100 pl bakteri siispansiyonu
eklendi. Mikropleytin her bir yatay sirasi bir sus igin ¢alisildi. Bir mikropleyt ile ayni
anda sekiz sus caligildi. Inokulum final konsantrasyonu 5 x 10° CFU/mI olacak
sekilde bakteri siispansiyonundan 100 pl dagitildi. Hazirlanan plaklar 16-18 saat
354+2° C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda iireme olan kuyucuklarda bulaniklik
gozlendi. Ureme gozlenmeyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu igeren

kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu bakterinin MIK degeri olarak belirlendi.

Stok antibiyotik soliisyonlarini hazirlarken kullanima hazir antibiyotiklerin
potensleri 1000 olarak kabul edilmistir. Potenslerin kontrolii i¢in ATCC 25922
Escherichia coli (E. coli) standart susu kullanilmistir. Standart susun belirlenmis
MIK araliklarini saglayan konsantrasyona gére stok soliisyon konsantrasyonlari ve

diliisyonlar hazirlanmistir.
3. 2. 6. Broth Mikrodiliisyon Checkerboard Yontemi

Broth mikrodilisyon checkerboard yontemi American Society for
Microbiology standartlarina gore ¢alisildi.  Test edilen izolatlarin  tiimii
ciprofloksasine direncli oldugundan bu antibiyotik sinerji calismasindan ¢ikarildi.
Imipeneme ve kolistine duyarli olan on izolat ve direngli olan on izolat ile galismaya

devam edildi.

Kolistin direngli suslar i¢in 0,03-8 pg/ml, kolistin duyarli suslar igin
0,001875-0,25 pg/ml, imipenem direngli suslar i¢in 0,125-16 pg/ml, imipenem
duyarli suslar i¢in 0,015-2 pg/ml dilisyon araligi belirlendi. Kurkumin
konsantrasyon araligi 5-640 pug/ml olarak ¢alisildi.

Doksanalt1 (8 x 12) kuyucuklu ve kuyucuk hacmi 0,2 ml olan mikropleytlere
100 ul KAMHB besiyeri dagitildi. Yatay siradaki (A1-A8) ilk kuyucuklara 100 pl
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kurkumin eklendi. Yukaridan asagiya dogru diliisyon yapildi ve son kuyucuktaki
kalan miktar pipet ucu ile birlikte disar1 atildi. Dikey siraya (A1-H1) hazirlanan
antibiyotik konsantrasyonundan 100 ul eklendi. Soldan saga dogru diliisyon yapildi
ve son kuyucuktaki kalan miktar pipet ucu ile birlikte disar1 atildi. Diliisyon
isleminden sonra Al ve H8 kuyucuklar1 da dahil olmak iizere tiim kuyucuklara 100
ul bakteri siispansiyonu eklendi. 9 numarali (pozitif kontrol) siituna bakteri
siispansiyonu eklendi. 10 numarali (negatif kontrol) siitunda ise sadece besiyeri
eklendi. Inokiile edilen bakteri final konsantrasyonu 5 x 10° CFU/ml oldu.
Hazirlanan plaklar 16-18 saat 35+2° C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
kurkuminin yogun renginden dolay1 kuyucuklarin okumalarinda zorluklar yasandi.
Ureme goézlenmeyen en diisiik antibiyotik ve kurkumin konsantrasyonu igeren
kuyucuktaki konsantrasyonun MIK degerlerini belirleyebilmek icin A1-H8
arasindaki tiim kuyucuklardan MacConkey agar besiyerine ekim yapildi. Inkiibasyon
sonunda iireme olan ve iireme olmayan kuyucuklar not edildi. Dogrulugunu
belirlemek igin bir de ELISA okuyucuda 450 nm de okutuldu. Bir sonraki ¢aligmaya
eklenen her basamak igin elisa okuyucuda okuma yapilds. 11k olarak sadece besiyeri,
ikinci olarak kurkumin ve besiyeri, tigiincli olarak besiyeri-kurkumin-antibiyotik
eklenmis hali ve son olarak da besiyeri-kurkumin-antibiyotik-bakteri siispansiyonu
iceren plak okutulmustur. Tiim bu okumalardaki degerler karsilastirilarak okumalar
arasinda farklar hesaplanmistir. Son okumada plaklarda 0,500°den fazla artis
saptanan kuyucuklar treme pozitif olarak degerlendirildi. Bundan sonraki
caligmalarimizda hazirlanan plaklar inkiibasyondan 6nce ELISA okuyucu da 450

nm’de okutuldu (Sekil 3. 1).

Daha sonra 16-18 saat 35+2 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra tekrar
ELISA okuyucu da okutuldu. Inkiibasyondan énce ve inkiibasyondan sonra okutulan
degerler arasinda 0,500’liikten fazla artislarda iireme oldugu saptandi (Sekil 3. 2).
0,500’iin altindaki farklar da ise iireme olmadig belirlendi. Ureme gozlenmeyen en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu i¢eren kuyucuk bakterinin antibiyotik ve kurkumin

kombinasyonu MIK degeri olarak belirlendi.
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1 2 3 4 5 6 7 8 PK | NK
Al 4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | 0281 | 0169
B[ >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | 0283 | 0173
C| 2931 | 3804 | >4000 | >4,000 | 3,987 >4000 | >4000 | >4,000 | 0287 | 0,171
Dl 1881 | 2654 | 3020 | 3365 3435 3435 3443 3,57 0,288 | 0,171
E[ 12:8 | 1702 | 19 2073 2,142 2,208 2127 2013 | 0284 | 0,169
F| 0988 | 1231 | 1252 | 1446 1,487 1,504 1,499 1449 | 028 | 0,177
G 0798 | 0938 | 1002 | 1,108 1,135 1,151 1,137 1,128 | 0275 | 0,169
H 063 | 0776 | 0845 | 0878 0,922 0,946 0,916 0922 | 0282 | 0173

Sekil 3. 1: Inkiibasyon &ncesi ELISA okuyucu sonuglari

1 2 3 4 5 6 7 8 PK | NK
A >4000 | >4,000 | >4,000 | >4000 | >4000 | >4,000 | >4,000 | >4,000 1013 | 0178
B[ >4000 | >4000 | >4,000 3,724 >4000 | >4000 | >4,000 | >4,000 0915 | 0178
C| 3781 | 3889 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4,000 0897 | 0176
Dl 2175 | 3854 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 | >4000 0877 | 018
E| 1462 2 2,245 2,285 2,601 2,966 2,93 2724 | 0843 | 0,176
F| 1088 | 1437 | 1594 1,802 1,841 2,442 2,559 2474 | 0853 | 0177
G 0828 | 1046 | 1156 1,286 131 1,927 1,995 1,902 | 0,79 | 0,169
H 0641 | 0769 | 0881 0,949 0917 1,69 1,676 1,656 | 1097 | 0,168

Sekil 3. 2 : Inkiibasyon sonrast ELISA okuyucu sonuglari
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3. 2. 7. Franksiyonel Inhibitor Konsantrasyonu Indeksi (FIKI)

Degerlendirilmesi

Kombinasyonlarm etkinligini belirlemek igin FiKi asagidaki formiile goére

hesapland: (Verbist 1984).

A: Kombinasyonda kullanilan antibiyotik

B: Kombinasyonda kullanilan kurkumin
FiKI hesaplanmasi:

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

Tek basma A’nin MIK sayisal degeri

A’nin varhginda B’nin MIK sayisal degeri

FIK B=
Tek basina B’nin MIK sayisal degeri

¥ FiKi=FiK A + FIK B

T FIKI < 0,5: sinerji
¥ FIKI > 0,5 ve 4 < : etkisiz (indiferens)
T FIKI > 4: antagonist

3. 2. 8. Istatistik Degerlendirme

Kolistin ve imipenem direngli ve duyarli gruplar arasinda kurkumin ile
etkilesimleri agisindan (sinerjistik, indifferens, antagonist) anlamli bir fark olup
olmadigin1 gérmek igin, ki-kare testi yapilmasi planlanmustir. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi % 95°lik giiven araliginda p<0,05 olarak kabul edilmistir.



4. BULGULAR

Calismamizda 25 Haziran 2014 - 25 Nisan 2017 tarihleri arasinda Namik
Kemal Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na yogun bakim, servisler ve polikliniklerinden farkli tarihlerde kiiltiir
icin gonderilen klinik orneklerden izole edilen 100 adet A. baumannii izolati

secilmistir. Calismaya alman 100 A. baumannii izolatinin kliniklere gore dagilimi

Tablo 4. 1°de gosterilmistir.

Tablo 4. 1: izolatlarin kliniklere gore dagilimi

Klinik

n (izolat sayisi)

Gogiis Hastaliklar1 Poliklinigi

1

Nefroloji Poliklinigi

Uroloji Poliklinigi

Tibbi Onkoloji Poliklinigi

Enfeksiyon Hastaliklart Servisi

FTR Servisi

Gogiis Hastaliklar1 Servisi

Hematoloji Servisi

Kadin Hastaliklar1 Servisi

Kalp Damar Cerrahisi Servisi

Ortopedi Servisi

Plastik Cerrahi Servisi

Tibbi Onkoloji Klinigi

Tiroid Endokrinoloji Servisi

Cerrahi Yogun Bakim Unitesi

Cocuk Yogun Bakim Unitesi

Dahili Yogun Bakim Unitesi

oo N B~ O N | B | N WO P P DN P

Genel Yogun Bakim Unitesi

al
(op]

KVC Yogun Bakim Unitesi

[EEN

Koroner Yogun Bakim Unitesi

~
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A. baumannii izolatlarmin poliklinik, servis ve yogun bakim nitelerine

(YBU) gore yiizde olarak dagilimi Sekil 4. 1°de gosterilmistir.

m Poliklinikler mServisler Yogun Bakimlar

78%

Sekil 4. 1: A. baumannii tireyen hastalarin kliniklere gore yiizdeleri

Caligmaya alinan A. baumannii iremesinin yiizde olarak dagilimina
baktigimizda % 78 ile YBU, % 18 ile servisler ve % 4 ile poliklinikler yer

almaktadir.

Izolatlarin klinik 6rneklere gore dagilimi incelendiginde siklik sirasina gore
solunum sekresyonu, kan, yara, katater ve idrar Orneklerinden izole edildikleri
goriilmiistiir. Izolatlarmn klinik 6rneklere ve yillara gore dagilimi Tablo 4. 2°de

gosterilmektedir.

Tablo 4. 2: A. baumannii suslarinin izole edilen 6rneklerin yillara gore dagilimi

ORNEK TiPI 2014 2015 2016 2017 | Toplam
Solunum Sekresyonu 3 6 18 15 42
Idrar 1 1 4 1 7
Kan 0 3 19 12 34
Katater 0 0 5 3 8
Yara 2 0 5 2 9
Toplam 6 10 51 33 100
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Calismaya alinan A. baumannii izolatlarinda 6rnek tiplerinin yillara gore
dagilimima baktigimizda 2014 yilinda 6, 2015 yilinda 10, 2016 yilinda 51 ve 2017
yilinda 33 izolat yer almaktadir.

A. baumannii izolatlarinin 6rnek tiplerinin yiizde olarak dagilimi Sekil 4. 2’

de gosterilmistir.

H Solunum Sekresyonu
m idrar

W Kan

M Katater

mYara

Sekil 4. 2: A.baumannii izolatlarinin 6rnek tipine gore ylizde oranlari

Izolatlarin tiimiiniin &rnek tipine dagilimi incelendiginde ilk sirada % 42 ile
solunum sekresyonu, % 34 ile kan, % 9 ile yara, % 8 ile katater ve % 7 ile idrar

ornekleri olusturmustur.

Calismaya alinan 100 izolatin tamamu ciprofloksasine direngliydi. Kolistin 23
(% 23), imipenem ise 10 (% 10) izolatta direngli bulundu. izolatlarin antibiyotik

duyarlilik sonuglar1 Tablo 4. 3’de verilmistir.

Tablo 4. 3: izolatlarin antibiyotik duyarlliklart

Antibiyotik Duyarh (S) | Direngli (R)
Kolistin 77 23
Imipenem 90 10
Ciprofloksasin 0 100

Izolatlarm kurkumin MIK araliklar1 Tablo 4. 4°de gosterilmektedir.
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Tablo 4. 4: Kurkumin MIK araliklarmin izolat sayisi ve yiizde olarak dagilimi

Konsantrasyon | n (izolat sayisi) Yiizde
320 < 16 % 16
640 - 1280 79 % 79
1280 > 5 % 5

Kurkumin MIK konsantrasyon aralig1, izolatlarm ¢ogu igin 640-1280 pg/ml
(%79) olmustur. Broth mikrodiliisyon checkerboard yontemi g¢alisilirken izolatlarin
antibiyotik duyarlilik sonuglar1 esas alinarak c¢alisma gruplart olusturulmustur.
Ciprofloksasin tiim izolatlarda direngli bulundugu i¢in Kkarsilagtirma gruplar
olusturulamadigindan broth mikrodiliisyon checkerborad yontemi ¢alisilamamustir.
Kolistin ve imipenem antibiyotikleri i¢in 10 duyarl ve 10 direngli izolat segilerek

sinerjistik etki arastirilmigtr.

Kurkumin i¢in broth mikrodiliisyon checkerboard sonuglarinda kolistin
direngli izolatlarin hepsi (n:10) sinerjistik bulunmustur. Tablo 4. 5’de kolistin

direngli izolatlarin MIK ve Y FIKI degerleri gosterilmistir.

Kolistin duyarli izolatlarda FIKI degeri ise pleytlerdeki kuyucuklarda
Kurkumin ve kolistin kombinasyonunun MIK degeri kuyucuklarda iireme oldugu
i¢in kombinasyonun MIK degeri hesaplanamamis ve tabloda x ile ifade edilmistir.

Tablo 4. 6°da kolistin duyarl izolatlarin MIK ve Y FIKI degerleri gosterilmistir.

Imipenem direngli 10 izolattan bir tanesinde kurkumin sinerjistik
bulunmustur. Tablo 4. 7°de imipenem direngli izolatlarin MIK ve YFIKI degerleri

gosterilmistir.
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Imipenem duyarli 10 izolattan da bir tanesi ig¢in kurkumin sinerjistik

bulunmustur. Tablo 4. 8’de imipenem duyarl izolatlarm MIK ve YFIKI degerleri

gosterilmistir.

Tablo 4. 5: Kolistin direngli izolatlarin MIK ve Y FIKi degerler

izolat numarasi Co MIK Kurkumin MIK Y FIKi
22 4 320 0,08
31 4 640 0,07
79 4 640 0,07
80 4 640 0,07
98 4 640 0,13
20 8 640 0,26
26 8 640 0,13
30 8 640 0,04
32 8 640 0,07
89 8 640 0,04
Tablo 4. 6: Kolistin duyarl: izolatlarm MIK ve Y FiKI degerleri
izolat numarasi Co MIK Kurkumin MIK S FiKi
11 0,06 128 X
12 0,06 128 X
21 0,06 320 X
24 0,06 320 X
61 0,06 1280 X
69 0,06 640 X
72 0,06 1280 X
74 0,06 1280 X
77 0,06 640 X
83 0,06 1280 X




Tablo 4. 7: imipenem direncli izolatlarin MiK ve Y FIKI degerleri
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Izolat numarasi IPM MIK | Kurkumin MIK YFiKi
15 16 128 X
16 16 128 X
21 16 320 X
22 16 320 X
24 16 320 X
36 16 1280 X
41 16 1280 X
44 16 1280 X
47 16 1280 X
98 16 640 0,13
Tablo 4. 8: Imipenem duyarl izolatlarin MiK ve Y FIKi degerleri
izolat numarasi IPM MiK | Kurkumin MiK YFIiKI
8 <0,06 128 8
12 0,5 128 2
13 0,5 128 X
17 2 80 0,31
18 <0,06 320 2
26 2 640 8
34 0,125 160 8
35 0,125 1280 2
42 0,125 1280 4
80 0,25 640 1

Imipenem duyarli izolatlardan 1 tanesinde de FIKI degeri hesaplanamamustir.

Imipenem direngli izolatlardan ise dokuz tanesinde FIKI hesaplanamamustir.
Imipenem duyarli izolatlardan 3 tanesinde antagonism, 5 tanesinde indiferens
bulunmustur. Tablo da hesaplanamayan izolatlar i¢in Y FIKI degerleri yerine x

yazilmistir.

SFIKi  degerleri kolistin  duyarlh ve imipenem gruplart icin

hesaplanamadigindan ki-kare testi uygulanamamistir. Elde edilen verilerin 6nemi

tartisma kisminda degerlendirilecektir.
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Calismamiz literatiirde bulabildigimiz kadariyla A. baumannii izolatlarinin
antibiyotikler ile kurkuminin kombinasyonlarinin sinerjistik etkisinin arastirildig ilk

calismadir.
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5. TARTISMA

Son yillarda ¢oklu ilaca direngli (CID) A. baumannii izolatlar hastanelerde ve
ozellikle yogun bakim iinitelerinde (YBU) yatan hastalarda gelisen enfeksiyonlarda
etken olarak saptanmaktadir. Antimikrobiyallerin yogun ve kontrolsiiz kullanimi
direngli suslarin artisina neden olmaktadir. Bu bakterilerle gelisen enfeksiyonlarda

CID 6nemli bir sorun olusturarak tedaviyi giiclestirmektedir (Nayman 2010).

A. baumannii, yatan hastalarin hemen yakinlarinda cesitli yiizeylerde uzun
siire canli kaldigindan bu yiizeylerden hastalara dogrudan veya hastane ¢alisanlarinin
elleriyle dolayli olarak bulasabilir (Cisneros 2002). Acinetobacter tiirlerinin neden
oldugu enfeksiyonlara kontamine nemlendiriciler ve ventilator aksaminin siklikla
neden oldugu diisiiniilmektedir (Smith 1977). YBU bu tip ekipmanlarm yaygin
olarak kullanildigi 6zellesmis tedavi merkezleridir. Reanimasyon yogun bakim
tinitesinde Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar1 daha sik gérmemiz,
kritik hastalarin bu {nitede takip edilmesi ve bu hastalara mekanik ventilasyon,
trakeostomi/entiibasyon, santral Kkateterizasyon ve iriner kateter gibi invaziv
girisimlerin daha sik uygulanmasi ile agiklanabilir. Acinetobacter enfeksiyonlari en
stk yogun bakim {initelerinde goriilmektedir (Berezin 1996). Erben ve ark. (2006)
Acinetobacter tiirlerinin en sik gorildigi servisin % 38 ile Anesteziyoloji ve
reanimasyon yogun bakim {initesi oldugunu bildirmislerdir. (Erben 2006). YBU
hastane enfeksiyonlarmin en sik goriildiigii birimlerdir. Calismamizda YBU’nde %

78 ile A. baummannii’ nin en sik izole edildigi birimdir.

Klinik 6rneklere gore dagilimina baktigimizda Villers ve ark. (Villers 1998)
Acinetobacter izolatlarinin siklikla solunum sistemi, iiriner sistem, yara yeri, santral
sinir sistemi ve kan dolasim yolu enfeksiyonuna neden olduklarini ortaya koymustur.
Iraz ve ark. (Iraz 2012) calismasinda suslarin % 39’unu balgam, % 20’sini kan, %
13’inii solunum sekresyonu, % 13’inii yara, % 5’ini kateter ve % 5’ini diger
orneklerden, Ozseven ve ark. (Ozseven 2012) ise suslarin % 41,4’iinii trakeal aspirat,
% 21,1’ini kan, % 14,8’ini yara, % 6,8’ini balgam, % 5,9’unu diger 6rneklerden izole
etmigtir. Giilhan ve ark. (Giilhan 2007) calismalarinda suslarin % 54,9’unu yara,%

19,7’sini kan, % 5,6’sin1 solunum yolu salgisi, % 9,8’ini diger oneklerden tespit
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etmiglerdir. Calismamizda ise 100 A.baumannii izolatinin % 42’sini solunum
sekresyonu, % 34’inii kan, % 9’unu yara, % &’ini katater ve % 7’sini idrar

kiiltiirlerinden izole edilmistir.

Falagas ve ark. (Falagas 2006), giiniimiize kadar yayinlanmis g¢alismalari
inceleyerek, mortalitesi yiiksek, kritik durumdaki hastalarda, Acinetobacter
enfeksiyonlarinin  6liim  oranlarim1  artirict  etkisinin  bulunup bulunmadiginm
arastirmiglardir. Yaptiklart ¢alismanin  sonucunda Acinetobacter enfeksiyonlu
hastalarda mortalite oranlarinin % 7,8 - % 23 ile % 10 - % 43 arasinda degistigini ve
Acinetobacter enfeksiyonlarinin mortalite artisinda onemli bir faktér oldugunu

bildirmislerdir.

Hastane enfeksiyonlari, hastanede kalis siiresini uzatarak, mortalite ve
morbidite oranlarin arttiran ve tedavi maliyetlerini yiikselterek ekonomik kayiplara
yol agan Onemli bir saglik problemidir (Bayat 2003). Khan ve arkadaslart (1995)
hastane enfeksiyonlarinin Tiirkiye’ye maliyetinin 48 milyon dolar oldugu rapor
edilmistir. Kayiplarin en O6nemli nedenlerinden biri hastane enfeksiyonlarinin
hastanede kalis stiresini 4 - 33 gilin kadar uzatmalaridir. Kayiplar yiikselten diger
onemli bir neden antibiyotik kullanimindaki artistir ve tedaviye yiikledigi giinliik ek
maliyet 48,5 - 111,7 dolardir. Neden olduklar1 mortalite artis1 ise % 4 - 33 kadardir
ve en yiiksek mortalite orani hastane kaynakli pnomonide goriilmektedir (Yalgin
2003).

Gram negatif bakterilerdeki artan CID ile neden olduklar1 enfeksiyonlarda
goriilen yliksek morbidite ve mortalite oranlari, hastane kaynakli enfeksiyonlar
acisindan daha biiyiik endise yaratmaktadir. YBU’de hastalarm immiin sistemlerinin
baskilanmis olmasi ve genis spektrumlu antibiyotiklerin fazla kullanimi direng

sorununu arttirmaktadir (Kiime 2012).

A.  baumannii’nin  antimikrobiyal = duyarlilik  oranlart  farkliliklar
gostermektedir. En stk beta-laktam antibiyotiklere, aminoglikozidlere ve
florokinolonlara direng goriilmektedir (Weinbren 1998). A.B.D.’de yapilan bir
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calismada duyarlilik oranlar1 imipenem i¢in % 24, seftazidim igin % 8, amikasin igin
% 13, ciprofloksasin i¢in % 7, tobramisin i¢in % 15, gentamisin i¢in % 32,

sulbaktam ampisilin i¢in % 28 bulunmustur (Bernards 2004).

Ulkemizde yapilan gesitli ¢alismalarda A. baumannii icin direng oranlari
imipenem i¢in % 0-63, siprofloksasin i¢in % 32-87, amikasin i¢in % 41-70,
gentamisin i¢in % 62-87, trimetoprim-sulfametoksazol i¢in % 63-75, seftriakson igin
% 77-85 olarak bildirilmistir (Genger 2001). Ozdem ve arkadaslar1 (Ozdem 2011.)
2007 yilinda imipeneme ait direng oranini1 % 32 olarak bildirirken bu oran 2010

yilinda % 74’e yiikselmistir.

Giliniimiizde kolistin ile ilgili klinik deneyim oldukg¢a sinirli olup ciddi yan
etkilerinden dolay1 klinik kullanimi1 ¢ok yaygin degildir (Rattanaumpawan 2010.).
Villalon ve ark. (Villalon 2010) ispanyada gesitli hastanelerden almis olduklar1 729
A. baumanii susunda ve Kofteridis ve ark. (Kofteridis 2010) da Yunanistan’da 66 A.
baumanii susunda kolistin direncine rastlamadiklarini bildirmislerdir. Bogiel ve ark.
(Bogiel 2010) ise Polonya’da yaptiklar1 ¢alismada A. baumanii suslarinda kolistin

direncini % 1,5 olarak bildirmislerdir.

Acinetobacter’ler ¢esitli direng mekanizmalar1 sayesinde bir¢ok antibiyotige
¢oklu direng gelistirebilmektedir. Beta laktam grubu antibiyotiklere direnci saglayan
kromozomal ve plazmid kdkenli beta laktamazlar (TEM1, TEM2, ACE1, ACE2 vb.)
ile genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) aktivitesinin 6nemli rolii
bulunmaktadir. Ayrica diger antibiyotik gruplarina direnglilikte de modifiye edici
enzimler, bakteriyal hedef yapilarin degisimi gibi, bircok diren¢ mekanizmasinin
oldugu belirtilmektedir (Maragakis 2008). Acinetobacter’lerin gelismis direng
yetenekleri, hastane enfeksiyonlarmin tedavisinde ciddi sorunlara yol agmaktadir
(Dal 2012). Hastane kaynakli Acinetobacter enfeksiyonlarin tedavisinde ozellikle
karbapenem grubu antibiyotikler siklikla kullanilmaktadir. Ancak son yillarda,
diinyada ve tilkemizde karbapenem diren¢ oranlarinin arttigi goriillmektedir (Iraz
2012). Karbapenemlere yiiksek direnci gosteren, Goziitok ve ark. (Goziitok 2013) %
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91, Iraz ve ark. (Iraz 2012) % 92, Kuseu ve ark. (Kuscu 2009) % 80 gibi yiiksek

direng oranina sahip oldugu saptanmuistir.

Polimiksinler A. baumannii izolatlarinda giivenilir birer ajan olarak
kullanilmaya baslanmig ancak, uygunsuz kullanimi sonrasit kolistin direng
oranlarinda artis tespit edilmistir. ilk olarak 1999 yilinda Cek Cumhuriyeti’nde
Acinetobacter spp. infeksiyonlarinda kolistin direnci gosterilmis (Hejnar 1999), daha
sonraki yillarda artan sayilarda kolistin direngli vakalar bildirilmistir. Kolistin
direncinin A.B.D.’nde % 2,1’in {stiine ¢ikmadigi gosterilirken (Doi 2009),
Avrupa’da % 7 (Mezzatesta 2008), Asya’da ise % 12’ye ulasan oranlar rapor
edilmistir  (Al-sweih 2011). Farkli merkezlerde yapilan ¢alismalarda ise,
Bulgaristan’da % 16,7 (Dobrewski 2006), ispanya’da % 19,1 ve % 40,7 (Arroyo
2009), Kore’de % 30,6 (Ko 2007) olarak bildirmistir.

Coklu ilaca direngli bakterilerin klinige yansimasi hastanede kalig siiresinin
uzamasi, nozokomiyal salginlar, tedavi basarisizligi ve mortalitede artis seklinde
olmaktadir (Urban 2003). CID gram negatif bakteriler gelistirdikleri direng
mekanizmalar1 ile bir tek antibiyotik grubuna degil, genel olarak tim
antimikrobiyallere karsi direng kazanirlar. Bu tiir mikroorganizmalarda saptanan
degisik diren¢ mekanizmalari, tedavide kullanilacak antibiyotik seceneklerini ¢ok
azaltmistir. Ozellikle hastane kokenli suslarin birden fazla diren¢ mekanizmalarina
sahip olmalar tedavi segeneklerini biliyiik oranda kisitlamaktadir. Dolayisiyla bu
bakterilerle gelisen enfeksiyonlarinin tedavisi ciddi anlamda giiclesmektedir. Bu
enfeksiyonlarin antimikrobiyal tedavisi ile ilgili ¢aligmalar ise sinirli sayida hasta
vakalarma dayanmaktadir, bu nedenle uygun tedavi belirlenememistir. Bu durum da

farkli tedavi segeneklerinin arastirilmasini gerektirmistir (Hirsch 2010).

Coklu ilaca direngli gram negatif bakterilerin ylikselen tehdidine ragmen bu
bakterilerle olusacak enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek yakin tarihte hig
bir yeni smif ila¢ piyasaya ¢ikmamistir (Zavascki 2010). Mevcut kosullarda
klinisyenlerin yasadig: sikintilar ise hem kolistin gibi eski antibiyotiklerin yeniden

kullantrmim1 hem de antibiyotiklerin kombine kullanimini giindeme getirmistir
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(Falagas 2005). Kombinasyon tedavisi esas olarak antibiyotiklere direng gelisimini
onlemek icin kullanilmakla beraber &zellikle multibakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde, direngli izolatlara karsi sinerjistik etki saglanmasinda, yiiksek
mortaliteyle seyredebilecek ciddi infeksiyonlarin tedavisinde ve ilaglarin doza bagh

yan etkilerinin azaltilmasinda olumlu sonuglar ¢ikabilmektedir (Oztiirk 2008).

Farkli mekanizmalarla etki gosteren antimikrobiyal ajanlarin kombinasyonu
daha iyl bir farmakodinamik etki ya da sinerji ortaya ¢ikarabilecegi gibi
antagonizmaya da neden olabilir. Antibiyotikler arasinda antagonistik etkilesimlerin
olmamasi klinik agidan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle ¢oklu ilaca direngli
mikroorganizmalarin tedavilerinde kullanilabilecek antibiyotik kombinasyonlarinin
in-vitro olarak ortaya ¢ikaracaklari etkilerin Ozellikle de sinerjistik etkilerin
belirlenmesinin yol gosterici olabilecegi yapilan ¢alismalarda vurgulanmistir (Gazi

2007).

Kolistin 6nemli yan etkileri ve daha az toksik antibiyotiklerin kesfi nedeniyle
1970’11 yillardan sonra kullanim dis1 kalmistir. Ancak coklu ilaca direngli gram
negatif suslarin ortaya ¢ikmasi ve bu suslarin kolistin duyarli olduklarinin
bildirilmesiyle kullanim: yeniden giindeme gelmistir. Son yillarda polimiksinlerin
farmakodinamigi ve farmakokinetigi ile ilgili elde edilen bilgiler ve klinik
deneyimler polimiksinlerin 6nceden sanildig1 kadar toksik olmadigin1 géstermektedir

(Zavascki 2007).

Calismamizda kolistin kurkumin kombinasyonu kolistin direngli A.baumannii
grubunda 10 izolatin tamaminda sinerji bulunurken, kolistin duyarli A.baumannii
grubunda ise FIKi hesaplanamamistur. Imipenem direngli ve imipenem duyarli 10
izolattan her gruptan 1 izolatta sinerjistik etki bulunmustur. A. baumannii’nin
lipopolisakkaritindeki modifikasyon kolistin direncindeki en 6nemli mekanizmadir.
Bununla birlikte hiicre duvar kanallarindaki dig membran porinlerindeki degisiklikler
ile eflilks pompasi1 direng gelisimine neden olan diger mekanizmalardir. Kolistin
duyarl izolatlarda zamanla cesitli mekanizmalar ile direng gelismektedir. Kolistin
kurkumin kombinasyonunda kolistin direngli gruplarda sinerji  bulunmasi

lipopolisakkarit yapisinin bozulmasindan kaynaklandigini diisiindiirmiistiir. Duyarl
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grupta bulunmamasi ise lipopolisakkarit bozulmadigi i¢in kurkuminin antibiyotik

MIK ’lerine etkisi olmamustr.

Literatiirde A. baumannii izolatlarinda farkli antibiyotiklerin sinerjistik
etkisini arastiran ¢alismalar mevcuttur. Jonathan W Betts ve David W Warecham’in
(Jonathan 2014) calismasinda kurkumin ile epigallocatechin gallate’in sinerjistik
etkisi oldugu gosterilmistir. Wen-juan Wei ve Hai-fei Yang’in (Wen 2017)
calismasinda kolistinin kloramfenikol ile kombinasyonunda ¢alisilan 50 izolatin

16’s1n1n sinerjistik oldugu bulunmustur.

Kolistinin  kurkumin ile kombinasyonu antibiyotigin toksik etkilerini ve
direng gelisme riskini azaltma gibi avantajlara sahip oldugundan CID A.baumannii

ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisi i¢in alternatif olma potansiyeline sahiptir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, 2014-2017 yillar1 arasinda Namik Kemal Universitesi Saglhk
Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilmis
olan klinik ve poliklinik 6rneklerinden elde edilen A. baumannii izolatlar1 (n:100)
kullanilmistir. izolatlarin kolistin, imipenem ve ciprofloksasin MIK degerleri broth
mikrodiliisyon yontemiyle calisilmistir. Izolatlarin curcumin ile antibiyotik
kombinasyonlarinin sinerjistik etkisi broth mikrodiliisyon checkerboard yontemi ile

belirlenmistir.
Calismada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

1. Izolatlarm kolistine % 23’iiniin, imipeneme % 10 unun Ve ciprofloksasine %

100’tiniin direncli oldugu saptanda.

2. Izolatlarin curcumin MIK degerinin % 16’sinm 320 < pg/ml, % 79 unun 640-
1280 pg/ml ve % 5’inin > 1280 pg/ml dagilim gosterdigi saptandi.

3. Kolistin direngli 10 izolatin tamaminda, imipenem direngli 1 izolat ve

imipenem duyarl 1 izolatta curcuminin sinerjistik etki gosterdigi belirlendi.

A. baumannii izolatlarindaki coklu ila¢ direncindeki (CID) artis, bu
bakterilerle gelisen nozokomiyal salginlar nedeniyle, kolistin gibi toksik etkili olmasi
nedeniyle tedavi protokollerinden ¢ikarilan eski antibiyotiklere yeniden doniilmesine
neden olmustur. Ancak ¢aligmamizda da saptandig1 gibi, kolistin direngli izolatlarda
giderek artan oranlarda bildirilmeye baslamigtir. Kurkumin, yiiksek dozlarda toksik
olmayan bir maddedir. Kolistin direngli izolatlarda sinerjistik etkisinin olmasi bu

izolatlarla gelisen enfeksiyonlarda tedavi secenegi olabilecegini diisiindiirmektedir.
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