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OZET

Metallo Beta Laktamaz Ureten Acinetobacter Kokenlerinde Meropenem
Amikasin Kombinasyonunun Etkinliginin Arastirilmasi

Nozokomiyal infeksiyonlara sebep olan tiirler arasinda ilk siralarda yer alan
Acinetobacter tiirlerine karsi kullanilan antimikrobiyal ajanlarin tedavideki yetersizligi,
Klinisyenleri, sinerji gosteren antibiyotik kombinasyonu kullanimina yonlendirmektedir.
Bu ¢alismada, Mustafa Kemal Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina cesitli
boliimlerden gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen metallo beta laktamaz (MBL)
ireten Acinetobacter kokenlerinde meropenem ve amikasin kombinasyonunun etkinliginin
aragtirtlmas1 amaglanmistir. Kokenlerdeki MBL varlig1 E test yontemiyle arastirildi. MBL
pozitif ve negatif 50’ser koken caligmaya dahil edildi. Meropenem amikasin kombinasyon
aktivitesi MBL pozitif 50 kokende E test ve dama tahtasi yontemiyle, MBL negatif 50
kokende ise dama tahtasi yontemiyle arastirildi. Kokenlerin Vitek 2 otomatize sistemle
belirlenen antimikrobiyal duyarliliklarima gore 50 MBL pozitif kokenin %94’ {inlin
meropeneme, %88’inin imipeneme, %40’ min amikasine direngli oldugu tespit edildi. 50
MBL negatif kokenin ise diren¢ oranlari meropenem igin %60, imipenem igin %54,
amikasin i¢in %46 olarak saptandi. E test yontemiyle 50 MBL pozitif kokenin %76’sinda
aditif/indiferan, %14’iinde sinerjistik, %10’unda antagonist etkilesim saptandi. Dama
tahtas1 yontemiyle 50 MBL pozitif kokende %74 aditif/indiferan, %26 sinerjik ve 50 MBL
negatif kokende %72 sinerjik, %28 aditif/indiferan etkilesim tespit edilmis olup MBL
pozitif ve negatif hi¢bir kokende antagonist etkilesim saptanmadi. MBL pozitif kokenlerde
her iki yontem sonuglar arasinda fark bulunmayarak, test sonuglart uyumlu bulundu. MBL
tireten kokenlerde her iki yontemle tespit edilen ortalama %20 sinerjik etkilesim
degerlendirildiginde, bu kokenlerin olusturdugu infeksiyonlara karsi uygulanan tedavide
bu kombinasyonun bir tercih olmayacag diigiiniildi. MBL {iretmeyen Acinetobacter
tirlerine karst meropenem/amikasin kombinasyonuyla tespit edilen %72 oranindaki
sinerjik etkilesim dikkate alindiginda MBL negatif kokenlerde bu kombinasyonla tedavide
1yl sonuglar alinabilecegi ancak daha ileri klinik calismalara ihtiya¢ duyuldugu sonucuna
ulasildi.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter, amikasin, meropenem, E test, dama tahtasi.



ABSTRACT

Investigation the Effectiveness of Meropenem Amikacin Combination in
Metallo Beta Lactamase Producing Acinetobacter Strains.

The failure in the treatment of Acinetobacter strains which are among the bacteria that
cause nosocomial infections, directed clinicians to use of a combination of antibiotics
indicating synergy. In this study, it was aimed to investigate the effectiveness of the
combination of meropenem and amikacin against metallo beta lactamase producing
Acinetobacter strains isolated from clinical specimens which were sent to Mustafa Kemal
University Hospital Microbiology Laboratory from various departments. The presence of
metallo beta lactamase in strains was detected by E test method. 50 MBL positive and 50
MBL negative strains were included in the study. Activity of meropenem in combination
with amikacin against 50 MBL-positive isolates was investigated by E test and the
checkerboard methods, against MBL negative 50 isolates was investigated by the
checkerboard method. According to antimicrobial susceptibilities of strains which were
detected by Vitek 2 automated system; 94%, 88% and 40% of 50 MBL positive strains
were detected as resistant to meropenem, imipenem and amikacin respectively. And 60%,
54% and 46% of 50 MBL negative strains were detected as resistant to meropenem,
imipenem and amikacin respectively. Additive/indifferent, synergistic and antagonistic
interactions to 76%, 14% and 10% of 50 MBL-positive strains were detected by E-test
method respectively. Also additive/indifferent and synergistic interactions to 74% and 26%
of 50 MBL-positive strains and synergistic, additive/indifferent interactions to 72% and
28% were determined by checkerboard method. Antagonistic interaction against none of
MBL positive and negative strains were detected by checkerboard method. In MBL
positive strains no difference between the results of checkerboard and E test method was
found and they were found compatible for MBL positive strains. When about 20%
synergistic interaction against MBL-producing strains detected by both methods were
evaluated, it was thought this combination will not be a choice of therapy that use in
infections caused by these strains. According to the rate of 72% synergistic interaction, it
was concluded that good results can be obtained with meropenem and amikacin
combination therapy against MBL non producing Acinetobacter spp. but further clinical
studies are needed.

Key words: Acinetobacter, amikacin, meropenem, E test, checkerboard.
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1. GIRIS

Dogada yaygin olarak toprak, su, nemli ortamlar ve en 6nemlisi hastane ortami
florasinda bulunabilen firsatg1 patojen olan Acinetobacter tiirleri, immun sistemi
baskilanmis bireylerde ve ozellikle yogun bakim iinitesi (YBU) nde yatan hastalarda ciddi
infeksiyonlara ve yliksek mortaliteye neden olan en Onemli bakterilerdendir. Baglica
nozokomiyal bakteriyemi, sekonder menenjit, ventilatdr iliskili pnomoni (VIP), Kateter
infeksiyonlari, kan dolasim yolu infeksiyonlar1 ve iiriner sistem infeksiyonlarina neden
olmaktadirlar. Bu infeksiyon salginlarinda en sik izole edilen ve antibiyotiklere en direngli

tir Acinetobacter baumannii’dir (Giirler ve ark. 2008).

Acinetobacter tiirleri, kuru ortamlara dayanikli olmalari, farkli 1s1 ve pH degerlerine
tolerans goOstermeleri ve en Onemlisi yeni gelistirilen antimikrobiyaller de dahil olmak
tizere klinik kullanimda olan ¢ogu antibiyotiklere karsi c¢ogul direng gelistirmeleri
nedeniyle tedavide sorun cikarmaktadir. Ozellikle hasta sirkiilasyonunun ve genis
spektrumlu antibiyotik kullanimmin yiiksek oldugu YBU’lerde bu sorun daha fazla dnem
arz etmektedir (Topgu ve ark. 2002).

Beta laktam antibiyotikler Acinetobacter tiirlerinin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde sik kullanilmalarina karsin bu antibiyotiklere kars1 hizla direng gelistirme orani
diinya genelinde giderek artmaktadir (Lee ve ark. 2011, Eliopoulos ve ark. 2008).
Acinetobacter kokenlerine karsi en sik kullanilan beta laktam antibiyotiklerine bu
kokenlerin biiyiik oranda diren¢ kazanmasi beta laktamaz {iretimlerine baglidir (Murray ve
ark. 2003). Ozellikle metallo beta laktamaz (MBL) iireten kokenler aztreonam disindaki
tim beta laktam antibiyotikleri hidroliz edebilme yetenegindedir (Lee ve ark. 2011). Bu
kokenler karbapenemlere, sefalosporinlere ve sefamisinlere karsi direng gosterirler, bu
durum MBL iireten Acinetobacter kdkenlerinin tedavisinde karbapenem kullanimini

kisitlamaktadir (Giirler 2008, Akalin 2003).

Dolayisiyla ciddi Acinetobacter infeksiyonlarinin farkli mekanizmalarla etki eden
ve sinerjik etki gosteren iki antibiyotik ile tedavi edilmesi gerekliligi artik genel olarak
kabul edilmis olup, buna paralel bir sonug¢ olarak giiniimiizde kombine antibiyotik

kullanilmast bir zorunluluk halini almistir. Ciddi Acinetobacter infeksiyonlarinda bir beta



laktam ile beraber bir aminoglikozid veya bir florokinolon kombinasyonu bir segenek

olabilmektedir (Giirler 2008, Akalin 2003).

Bu calismada Mustafa Kemal Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen metallo
beta laktamaz {ireten Acinetobacter kokenlerinde meropenem ve amikasin
kombinasyonunun etkinliginin arastirilmast ve metallo beta laktamaz {iretmeyen
Acinetobacter kokenlerindeki meropenem ve amikasin kombinasyonunun etkinligi ile

karsilastirilmast amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter Cinsi Bakteriler

Cogunlukla nozokomiyal infeksiyonlara sebep olan ve buna bagli ciddi mortalite ve
morbidite  gosteren  Acinetobacter tiirleri, son yillarda klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarindan izole edilmeye baslanan en yaygin ikinci nonfermentatif Gram negatif

bakteri grubu patojenik mikroorganizmalardir (Topgu ve ark. 2002).
2.1.1. Taksonomi ve Tarihce

Acinetobacter ’ler ¢ogu arastirmaci tarafindan farkli isimlerde tanimlanmis ve uzun
stire degisik cinslerin igerisinde yer almistir. Bu cinsler; Achromobacter, Alcaligenes,
Diplococcus, Cytophaga, Bacterium, Herellea, Mima, Micrococcus, Moraxella ve

Neisseria’ dir (Winn ve ark. 2006, Berezin ve Towner 1996 ).

Brisou ve Pre’vot 1954’de genel besiyerlerinde kolayca iireyen, ¢omak ya da
kokoid formda gdzlenen bu mikroorganizmalar arasinda bazilarmin hareketsiz olduklarin
gostermigler ve Yunanca hareketsiz anlamina gelen “Akinetos” sozciigiinden esinlenerek
bu bakterilere “Acinetobacter” adin1 vermislerdir (Basustaoglu ve Ozyurt 1998, Berezin ve
Towner 1996).

Taksonomik c¢alismalar sonucu Acinetobacter cinsi giiniimiizde Moraxellaceae
ailesi icinde yer almaktadir. Yirmi iki farkli genomik tiirde Acinetobacter cinsi
tanimlanmakla birlikte klinik olarak en ¢ok izole edilen ve en sik infeksiyonlara yol agan

Acinetobacter baumannii tiiriidiir (Espinal ve ark. 2011).
2.1.2. Mikrobiyolojik ve Metabolik Ozellikler

Acinetobacter cinsi bakteriler; optimum 35-37°C’de iireyen nonfermentatif, oksidaz
negatif, katalaz pozitif, deoksiriboniikleaz, indol negatif, nitratlar1 rediikte etmeyen,

zorunlu aerop tlireyen Gram negatif mikroorganizmalardir (Bahar ve Esen 2008, Topgu ve



ark. 2002). Ug sekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif fermentatif besiyerinde asit

olusturmazlar. Flajellalar1 yok ama fimbrialar1 vardir ve hareketsizdirler.

Acinetobacter cinsi bakteriler antibiyotik igeren (O0rnegin penisilin) kati
besiyerlerinde ve sivi besiyerlerinde iiremenin logaritmik fazinda 1-1.5 x 1,5-2,5 um
boyutlarinda basil, iireme disinda ise kok seklinde, daha ¢ok kokobasil, ikiserli, kiime
halinde veya kisa zincir olarak goriildiigiinden Gram boyali preparatlarin incelenmesinde
Haemophilus ve Neisseria tiirleri ile karistirilabilir. Ayrica pozitif kan kiiltiir sisesinden
hazirlanan preparatlarda kristal violeyi tutmaya egilimli olduklarindan yanlishkla Gram

pozitif kok olarak taninirlar (Topgu ve ark. 2002, Bilgehan 1995).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla kullanilan koyun kanl agar, triptik
soy agar ve McConkey agar besiyerlerinde kolayca iirerler. MacConkey agarda ve Eozin
Metilen Blue agar (EMB)’da laktoz negatif koloniler olustururlar. Opak goriiniimiinde
bazen mukoid, pigmentsiz, S tipi koloniler meydana getirirler. Kanli agardaki kolonileri 24
saat sonunda 2-3 mm c¢apma ulasir ve bazi tiirler (A.haemolyticus) hemolitik 6zellik
gosterebilirler. Ayrica bu tilirlerde siklikla kapsiil olusumu da goézlenmektedir

(Schreckenberger ve ark. 2007, Topgu ve ark. 2002, Bilgehan 2000).
2.1.3. Klinik Onemi ve Epidemiyolojisi

Kisa siire igerisinde ¢ogu antibiyotik gruplarina direng kazanan Acinetobacter
tirleri ve siklikla A. baumannii, nozokomiyal infeksiyonlarin sorumlusu olarak
hastanelerde yaptigi kiiglik salginlar nedeniyle son 20 yilda diinya genelinde ortak bir
sorun haline gelmistir (Dal ve ark. 2012).

Diger mikroorganizmalarla kiyaslandiginda Acinetobacter tiirleri kuruluga
dayanikli olmalari, farkli 1s1 ve pH derecelerinde yasayabilme oOzellikleri ile cansiz
yiizeylerde giinlerce canliliklarini siirdiirebilmektedirler (Ayan ve ark. 2003). Dogada
yaygin olarak goriilen bu tiirler, viicudun nemli bolgeleri basta olmak {lizere normal deri
florasinda yasadiklarindan klinik o6rneklerden siklikla izole edilmektedirler. Normal
saglikli bireylerin yaklasik % 25’inin derisinde kolonize olan bu firsat¢i patojenler, hastane

personelinin  ciltlerinden en sik izole edilen Gram negatif organizmalardir



(Schreckenberger ve Graevenitz 1999). Faringeal kolonizasyon ise %7 oraninda
goriilmektedir. Ayrica saglikli insanlarin agiz florasinda, st solunum yollarinda,
genitoliriner sistem ve alt gastrointestinal sistemlerinde de bulundugu gosterilmistir.
Cogunlukla balgam, idrar ve diskidan alman o6rneklerde cogul ilaca direncli (CID)
Acinetobacter tiirlerinin varligi tespit edilir (Berezin ve ark. 1996, Allen ve Hartman
2000).

Saglik personeli, rezervuar insanlar ve cansiz materyaller, hastalar arasinda c¢apraz
kontaminasyon i¢in uygun bir ortam saglamaktadir. Uzun siire hastanede yatmak, cerrahiyi
takiben endotrakeal tiip takilmasi, intravaskiiler, ventrikiiler veya iiriner kateter
uygulamasi, invaziv alet varligi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, parenteral
beslenme ve mekanik ventilasyon gibi islemler Acinetobacter infeksiyonlari igin risk

faktorii olusturur (Schreckenberger ve ark. 2007, Allen ve Hartman 2000).

Oncelikli olarak pndmoni, sepsis, menenjit, bakteriyemi, iiriner sistem ve yumusak
doku infeksiyonlar1 ve periton diyalizi alan hastalarda peritonit etkeni olarak ciddi sorunlar
yaratirlar. Sporadik olarak konjunktivit, osteomiyelit ve sinovit olgularma da

rastlanmaktadir (Winn ve ark. 2006).

Tiirkiye’de A. baumannii, hastane kokenli pndmoni etkenleri arasinda %24 oran ile
ilk sirada yer alirken (Akalin ve ark. 1999), Acinetobacter’lere bagli nozokomiyal
infeksiyonlarda mortalite oran1 yiiksek olup degiskenlik gostermektedir (Metan ve ark.
2007).

2.1.4. Patogenez ve Viriilans

Son yillarda Acinetobacter baumannii daha direngli ve viriilan hale gelerek ciddi
nozokomiyal bir tehdit olusturdugundan sebep oldugu infeksiyonlarin onlenmesi ve
tedavisinde yasanan zorluklarin asilmasi adina sadece antimikrobiyal ajanlara direng
mekanizmalariin degil, ayn1 zamanda bakteri tarafindan eksprese edilen viriilans

mekanizmalariin yap1 ve iglevlerinin de anlasilmasi gerekmektedir (Towner 2009).

Epitel hiicrelerine tutunmada rol alan adezyon molekiilleri olan “fimbria” ve

“Acinetobacter baumannii Outer Membrane Protein A”(AbOmpA), K1 tipi kapsiil yapisi,



lipolitik ve sitotoksik aktivite gosteren ekstraseliiler enzimlerin varligi, N-agil homoserin
lakton yapisindaki sinyal molekiillerinin rol oynadigi “Quorum Sensing” (QS) sistemi ve
cansiz ylizeylerde uygun olmayan cevresel kosullarda (kuruluk, diisiik 1s1, sinirli besin
miktar1) uzun siire yasayabilmesine olanak saglayan hiicresel komponentlerinin varligi

viriilans faktorleri arasinda sayilabilir (Howard ve ark. 2012, Kimn ve ark. 2008).

Son yillarda ise epitelyum hiicreleri iizerinde apopitotik etki gosteren AbOmpA,
tip-I pililer ve AbOmpA proteininin katkida bulundugu biyofilm olusumu; siderofor aracili
(acinetobactin) ve hemin sistemlerinin etkili oldugu demir kazanim mekanizmalar1 da

halen calisilmakta olan viriilans faktorleridir (Howard ve ark. 2012, Choi ve ark. 2008).

Acinetobacter tiirlerinde bulunan lipopolisakkarid yapidaki O antijeni, yapisindaki
tekrarlayan deoksi-amino sekerler ve bu polimerlerin ¢ogunda var olan yapisal dallanmalar
nedeniyle hidrofobik 6zellik gostermektedir. Bu kapsamda Lee ve ark. (2006) tarafindan
Acinetobacter kokenlerinde yapilan galismalarda, bazi kokenlerin insan agiz igi epitel
hiicrelerine hidrofobik yiizey bilesenleri araciligiyla tutundugu gosterilmis, bu tutunmada
ince fimbria ve polisakkarid kapsiil benzeri yapilarin rol oynadigi bildirilmistir (Tomaras
ve ark. 2008, Lee ve ark. 2006).

Okaryotik hiicrelere direkt olarak baglanan AbOmpA; sitokrom ¢ ve apoptozu
indiikleyici faktor gibi proapoptotik molekiillerin salinim1 sonucu trettigi sinyallerle, epitel
hiicrelerinin apoptozuna neden olmaktadir. (Choi ve ark. 2008). Epitel hiicrelerinin
AbOmpA ile etkilesimi, A. baumannii infeksiyonunun erken donemi siiresince olusan
dogal immiin yanit tizerinde olduk¢a 6nemli etkiye sahiptir (Kim ve ark. 2008). Yapilan bir
calismada AbOmpA’nin, dendritik hiicre aktivasyonu ve olgunlagsmasinmi indiikleyerek A.
baumannii’ye kars1 olusan immiin yanitin dogasini belirleyen en énemli 6zellik olan CD4"

T hiicrelerinin Th1 yoniinde kutuplagmasina yol agtig1 saptanmistir (Lee ve ark. 2007).

Pilus ve Biyofilm-iliskili Protein; yiizey adezyon proteininin {iretimi, abiyotik
yiizeye ilk yapismayi takiben biyofilm olusumu ve olgunlagmasinda rol oynar (Gaddy ve
ark. 2009). Coklu ilag direnci gosteren izolatlarin belirgin bir sekilde fazla biyofilm
olusturdugu ve bunun diger membran proteinlerinin birikimi ile iligkili oldugu goriilmiistiir

(Gordon ve Wareham, 2010). PER-1 beta laktamaz geni tasiyan A. baumannii kokenlerinin



biyofilm olusturma ve epitel hiicrelere yapisma kapasitesinin bu geni icermeyen kokenlere

gore daha fazla oldugu belirtilmektedir (Lee ve ark. 2008).

A. baumannii kokenleri; ortamda bol olmasina ragmen ¢ogalmasi sirasinda hazirda
bulunmayan demir bilesiklerini, demir kazanim kapasitelerindeki farkliliga gore siderofor
aracili ve/veya hemin kazanim fonksiyonlarin1 eksprese ederler (Tomaras ve ark. 2008)
Eksprese edilen sideroforlar, bakterinin demir kazanimimin yani sira, enfekte olmus
konakta hiicre hasarina neden olarak viriilans faktorii 6zelligi gosterir (Wandersman ve
Delepelaire, 2004). Sirasiyla bauA ve basD genleri asinetobaktin transportu ve
biyosentezinden, barA ve barB ise siderofor salinimindan sorumlu genlerdir (Zimbler ve
ark. 2009).

2.1.5. Antibiyotik Duyarhhklari

Cesitli antibiyotiklere direngli olma egilimi gosteren Acinetobacter tiirlerinin Klinik
izolatlart genel olarak penisilin, ampisilin, sefalotin, kloramfenikole direnglidirler. Ayrica
2. ve 3. kusak sefalosporinlere, ayni zamanda trimetoprim-sulfametoksazole degisen

oranlarda direng gosterirler.

Acinetobacter’e kars1 en etkili antibiyotiklerden olan karbapenemlerin etkinligi son
donemde azalmaya baglamistir (Ferrara 2006). Son yillarda, artan oranda aminoglikozid ve
karbapenem direnci de bulunduran CID Acinetobacter kdkenleri gosterilmektedir (Winn ve
ark. 2006).

Acinetobacter baumannii klinik kokenlerinde 1980 yili itibariyle antibiyotik direnci
giderek artmaktadir (Paterson 2006). Ama diren¢ oranlar1 bolgeden bolgeye hatta

hastaneden hastaneye gore degisiklik gdstermektedir.

2.1.6. Laboratuvar Tanisi

Acinetobacter 'ler nonfermentatif Gram negatif bakterilerdir ve bu bakterilerin ortak
biyokimyasal 6zelligi, enerji kaynag: olarak karbohidratlari kullanmamalar1 yani glikoz
fermentasyonu yapmamasidir. 24 saatte Krigler iron agar (KI1A) veya TSI agar yiizeyinde

tirediklerinden burada sar1 renkte goriiniirler fakat buna karsin dip ve egik kisimda



tireyemediklerinden ve asit olusturamadiklarindan bu bolgede de kirmizi renkte goriiniirler
(Winn 2006).

Diger nonfermantatif bakterilerden ayirmada kullanilacak ilk test oksidaz testidir.

Acinetobacter tiirleri oksidaz negatiftir.

Acinetobacter cinsi bakteriler laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan koyun kanli
agar, triptik soy agar ve McConkey agar besiyerlerinde kolay iirerler. Koyun kanli agarda
0,5-2 mm c¢apinda, seffaf veya opak, S tipi koloniler olustururken bazi tiirler (A.
haemolyticus) hemoliz yapar. Ayrica MacConkey agarda ve EMB agarda laktoz negatif

koloniler olustururlar (Schreckenberger ve ark. 2007).

Klinik 6rneklerin tanisinda cgesitli segici—ayirtedici besiyerleri kullanilir. Bunlar;
Bromkrezol moru, safra tuzlari, laktoz ve maltoz sekerleri igeren Herellea agar ve Leeds

Acinetobacter Besiyeri’dir (Jawad ve ark. 1994).

Acinetobacter tiir ayrimi ise rutin laboratuvar kosullarinda birtakim biyokimyasal
reaksiyonlara ve lireme Ozelliklerine gore yapilir (Cizelge 2.1). Glukozu oksitleyen ve
hemoliz yapmayan, 44°C’de iireyebilen kokenler A. baumannii’dir (Koneman ve ark.
2006).

Cizelge 2.1. Yaygin Acinetobacter tiirlerinin ayiriminda kullanilan testler.

Glukoz Laktoz 44°C' de Hemoliz
oksidasyonu oksidasyonu lireme
A. calcoaceticus + + - -
A. baumannii + - + -
A. Iwolfii - - - -
A.haemolyticus Degisken - - +

Epidemik  kokenlerin  tiplendirilmesinde;  antibiyotik  duyarlilik testleri,
serotiplendirme, faj tiplendirme, bakteriyofajlardan, bakteriyosinlerden, plazmid ve protein
profillerinden multilokus enzim elektroforezi, pulse-field jel elektroforezi (PFGE),
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), rastgele amplifiye polimorfik DNA analizi (RAPD)
gibi yontemlerden yararlanilmaktadir (Seifert ve ark. 1993).



2.1.7. Tedavi

Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde karbapenem grubu antibiyotikler, sulbaktam,
minosiklin, tigesiklin ve Kkolistin en etkin antibiyotikler olmakla birlikte ciddi
infeksiyonlarin tedavisinde bir beta laktam ile beraber bir aminoglikozid ya da bir

florokinolon kombinasyonu 6nerilmektedir (Giirler 2008, Akalin 2003).

Acinetobacter tiirlerinde ve oOzelikle 4. baumannii’de giinden giine artan ¢oklu
antibiyotik direnci ve hatta panrezistanlik durumu, olusturduklar1 infeksiyonlarin
tedavisinde giicliikler yaratmaktadir. Monoterapi ile basar1 oranlarmin diismesi artik CID
kokenlerin ortaya ¢ikisinin  Onlenmesi ve tedavisinde sinerjik etki gosteren

kombinasyonlarin kullanimini1 6nemli kilmaktadir.

Sulbaktam/amikasin, kolistin/karbapenem, rifampin/imipenem kombinasyonlarinin
yaninda, in vitro sinerji ve diisiik direng orani gostermesinden dolay1 imipenem/amino
glikozid, seftazidim/aminoglikozid, seftazidim/florokinolon, imipenem/siprofloksasin, se
foperozon/sulbaktam kombinasyonlari en sik tercih edilen kombinasyonlardir (Maragakis
ve ark. 2008, Schreckenberger ve ark. 2007).

In vitro ortamda yapilan ¢aligmalarda, karbapenemlere karsi orta diizeyde direng
gosteren A. baumannii kokenlerinde rifampisin/kolistin kombinasyonu sinerjik etkili
bulunmustur (Akalin 2003, Levin 2002, Hogg ve ark. 1998). Karbapenemlere karsi tam
direng gosteren Acinetobacter infeksiyonlari igin ise klinik tedavide imipenem/rifampinin

kombinasyonu basarili bulunmustur (Saballs ve ark. 2006 ).

Yukarida saydigimiz antimikrobiyal ajanlara ek olarak A. baumannii’de aktif
pompa sistemlerini inhibe eden bir¢ok bilesik tanimlanmistir. Bunlar arasinda fenilalanil
arginil B naftilamid ilk tanmimlanan bilesik olup A. baumannii’de RND tipi pompa
sistemlerini (AdeABC) inhibe ederek antibiyotik MIK degerlerini belirgin sekilde
diistirmektedir (Winfried ve ark. 2006).



2.1.8. Acinetobacter’ lerde Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter tiirlerinin 6zellikle nozokomiyal kokenlerinde sikga goriilen direng
mekanizmalari; bakterinin genetik Ozelligi nedeniyle dogal (intrinsik) olarak ya da
sonradan genetik yapisindaki birtakim degisimlere bagli olarak kazanilmaktadir. Sonradan
kazanilan direng mekanizmalar1 kromozom, plazmid veya transpozon DNA’sinda meydana
gelen mutasyonlarla ya da direng geni tasiyan DNA sekanslarinin baska Acinetobacter
kokenlerinden tranformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla alinmasi sonucu

ortaya ¢ikar (Bonomo ve Szabo 2006, Cunha 2000).

Acinetobacter’lerde bir¢cok antibiyotik diren¢ mekanizmasi mevcuttur. Basglica
olanlar1 beta laktamaz {retimi, hiicre membranindaki aktif pompa sistemleri,
lipopolisakkarit tabakasinda mutasyon, antibiyotik modifiye edici enzimlerin iiretimi,
ribozomal mutasyon-modifikasyon, dis membran porinlerinin kaybi ve hedefe yonelik

nokta mutasyonlaridir (Gordon ve Wareham 2010).

Diren¢ mekanizmalarinin bazilar1 antibiyotige 6zgii diren¢ kazanimidan sorumlu

iken bazilar1 (aktif pompa sistemleri) ise ¢oklu ilag direncinden sorumludur.

2.1.8.1. Beta laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

Acinetobacter cinsi bakterilerin beta laktam antibiyotiklere karsi direng
gelistirmesinde en yaygin mekanizma kromozom veya plazmid kontroliinde beta laktamaz
tretimidir. Bunun disinda penisilin baglayan protein (PBP)’ lerdeki degisiklikler ya da beta
laktamlara duyarli olmayan yeni PBP’lerin yapimi ve spesifik dig membran porinlerinin
kaybi sayilabilir (Maragakis ve Perl 2008).

Son yillarda yapilan caligmalara gére A. baumannii’nin g¢oklu ilag direncinden
sorumlu temel mekanizma aktif pompa sistemleridir. Ozellikle AdeABC pompa sistemi,
fazla miktarda sentezlendiginde beta laktamlar basta olmak {izere birgok antibiyotige karsi

direng gelisimine sebep olmaktadir (Lee ve ark. 2011, Wieczorek ve ark. 2008).
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2.1.8.1.1. Beta laktamaz iiretimiyle olusan direng

Froley ve Chain adli bilim adamlarmin E. coli’den penisilinaz enzimini izole
ettikleri 1940 yilindan bu yana beta laktam antibiyotiklerin ¢ok genis 6lgekte kullanimu,
direngli tiirlerle beraber yeni bir¢ok beta laktamazin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur
(Jacoby 2006).

Molekiiler yapi, inhibitorlere duyarlilik, hidroliz etkinligi, substrat profili gibi
Ozellikler bakimindan birbirinden farkli 530’u askin beta laktamaz tanmimlanmustir. Beta
laktamazlar penisilinler, sefalosporinler ve benzeri diger beta laktam antibiyotikleri
hidrolize ederek Acinetobacter tiirlerinde direng gelisimine neden olurlar. Bu enzimler beta
laktam halkasindaki karbonil grubu ile ester kopriisii kurup siklik amid bagini pargalarlar

ve antibiyotigi etkisiz hale getirirler (Borjesson 2009).

Giiniimiizde beta laktamazlarin smiflandirilmasinda en ¢ok Ambler ya da Bush-
Jacoby-Medeiros smiflandirilmasi  kullanilmaktadir  (Cizelge 2.2). Ambler (1980)
enzimlerin kodlandig: niikleotid dizilerine dayanan molekiiler siniflandirmasina gore beta
laktamazlar1 A, B, C ve D olmak iizere dort grupta toplamistir (Walther ve Hoiby, 2006).
Bush ve arkadaglar1 (1995) ise beta laktamazlar1 hidrolitik spektrumlari ve klavulanik aside
duyarhiliklarimin  temel alindig1 biyokimyasal o6zelliklerine gore 1°’den 4’e kadar

gruplandirmislardir.
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Cizelge 2.2. Beta laktamazlarin siniflandirilmasi (Sacha ve ark. 2008).

Fonksiyonel Bush i
] Ambler Ornekler Substratlar
Mekanizma__| Stmiflandirmas (Gruplar)
Benzilpenisilin (penisilin),
. aminopenisilinler (amoksisilin,
Genig Spekt_rumlu beta ampisilin), karboksipenisilinler
2a, 2b, 2c | laktamazlar: TEM-1, g R
(karboksipenisilin, tikarsilin), dar
TEM-2, SHV-1 ; :
spektrumlu sefalosporinler (sefzolin,
seforoksim ve digerleri)
t()}emsletllmlssp ektrumlu Genis spektrumlu beta laktamazlarin
2be etalaktamazlar substratlari, kloksasilin, metisilin ve
(ESBL): TEM ve SHV atiarl, g
oksasilinin substratlari
sinifi
Serin beta Diger: BES-1, GES/IBC
Sinif A penisilinaz ailesi, PER-1, PER-2, TEM ve SHV ailesinin substratlari
laktamazlar SFO-1, TLA-1, VEB- ile ayn1
1/2
obr TEM ailesi (TEM-30, TEM ve SHYV ailesi ile ayni
TEM-31) IRT
Genisletilmis spektrumlu beta
2e CTX ailesi laktamazlarin substratlari1, bazi
enzimler i¢in sefepim
Kambapenemazler: | e
2f (KPC-1, KPC-2 ve sefamisinler ve karbapenemler
KPC-3; GES-1, GES-2) penem’
(ertapenem, meropenem, imipenem)
Karbapenemazlar: IMP
Metallo beta Sinif B metallo beta 3a 3b. 3¢ ailesi, VIM ailesi, SPM- | Karbapenemaz simif A’nin
laktamazlar laktamazlar e 1, SPM-2, GIM-1, ve substratlari ile ayni
L1, CcrA
AmpC-tip: AAC-1,
. ACT-1, CFE-1, CMY T
Serin beta SinifC ailesi, DHA-1, DHA-2, Genisletilmis spektrumlu beta
. 1 o oo laktamazlarin substratlari,
laktamazlar sefalosporinazlar FOX ailesi, LAT ailesi, sefamisinler
MIR-1, MOX-1 ve
MOX-2
2d OXA ailesinin Dar spektrumlu grup substratlari,
Serin beta Sinif D-kloksasilin cogunlugu kloksasilin, metisilin ve oksasilin
aktamazlar | orolize eden Diger OXA: OXA-23, | IMP ailesi, VIM ailesi, SPM-1,
enzimler (OXA) OXA-27 ve OXA-40, | SPM-2 ve GIM-1 ‘in substratlari ile
OXA-48 ayni
Herhangi bir fonksiyona veya
Bilinmeyen 4 AVS-1 molekiiler gruba uymayan karisik

veya tanimlanmamis enzimler
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Acinetobacter kokenlerinde bulunan kromozomal kaynakli enzimlerin biiyiik
cogunlugu Ambler sinif C igerisinde yer alan sefalosporinazlardir. Bu enzimler 1., 2., 3.
kusak sefalosporinleri, penisilinleri ve monobaktamlar1 hidrolize ederler (Thomson ve

Bonomo 2005).

A. baumannii intrinsik smif D oksasilinaz ve indiiklenmeyen kromozomal AmpC
sefalosporinaza sahiptir. Bu sefalosporinazlar biitiin A. baumannii kokenlerinde mevcuttur
ve giliniimiizde Acinetobacter kaynakli sefalosporinazlar olarak da adlandirilirlar (Gordon
ve Wareham 2010). 4. baumannii’de bu enzimin asir1 derecede lretilmesinden “ISAbal”
ad1 verilen bir IS elementi sorumludur ve bu sayede genis spektrumlu sefalosporinlere
kars1 direng gelismektedir A. baumannii’de oksasilinazlara bagli karbapenem direnci basta
olmak {izere diger birgok antibiyotiklere kars1 direng gelisiminde IS elementleri 6nemli rol

oynar (Gordon ve Wareham 2010, Ruiz ve ark. 2007).

A. baumannii oksasilinazlar1 OXA-51 tipi enzim grubunda yer alirlar. A.
baumannii’de bulunan OXA-51 tipi genler, organizmayi tiir seviyesinde tanimlanmasinda
onemli bir genetik marker haline getirmistir. OXA-51 tipi enzimler, penisilinleri (benzil
penisilin, ampisilin, tikarsilin ve piperasilin) ve karbapenemleri (imipenem ve meropenem)
hidroliz edebilir ama genis spektrumlu sefalosporinlere kars: aktif degillerdir. OXA-51 tipi
enzimler, beta laktam direncine yol agabilmek i¢in ISAbal elementinin varligina ihtiyag
duyarlar (Gordon ve Wareham 2010).

A. baumannii’de karbapenem direncinin en yaygin enzimatik modeli blapxa-23, blaoxa-
40 Ve blapxa-sg benzeri genler tarafindan kodlanan oksasilinaz tiretimidir. Bunlar plazmid
veya kromozomal olarak kodlanir ve diinyada yaygin olarak bulunurlar. Ayrica klavulanik

asit ile inhibe olmazlar (Gordon ve Wareham 2010).

A. baumannii’ de genis spektrumlu sefalosporinlere karsi olusan direngten sorumlu
enzimler, Ambler sinif A grubunda yer alan genis spektrumlu beta laktamazlardan (ESBL)
TEM, SHV, CTX-M, GES, SCO, PER ve VEB enzim aileleri igerisinde yer alir (Gordon
ve Wareham 2010).
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Metallo beta laktamazlar A. baumannii’de OXA-tip karbapenemazlardan daha az
goriiliirler ama karbapenemlere karsi hidrolitik aktiviteleri daha ¢oktur. A. baumannii’de 3
tip MBL grubu (IMP, VIM ve SIM) gozlenir. Bunlar, aztreonam disinda diger beta
laktamlar ve karbapenemlere karsi yiiksek diizeyde direng gosterirler. (Gordon ve
Wareham 2010).

2.1.8.2. Aminoglikozidlere Karsi Diren¢c Mekanizmalari

Aminoglikozidlerin Acinetobacter infeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmast bu antibiyotiklere direng¢ gelisimini daha da arttirmaktadir. Bu direng, disa
atim pompa sistemleri ve cesitli aminoglikozid modifiye enzimleri (fosfotransferazlar,
asetiltransferazlar, niikleotidiltransferazlar) ile gelismektedir. Bu enzimler Acinetobacter
baumannii’de siklikla kombine halinde bulunmaktadir (Lee ve ark. 2011). Aminoglikozid
direng genleri plazmidler, transpozonlar veya sinif I integronlarla iliskili olarak taginmakta
ve ekspresyonlar1 farkli aminoglikozidlere degisken diizeyde duyarliliga sebep olmaktadir
(Gordon ve Wareham 2010). Ornegin sadece A. haemolyticus’a ait AAC(6')-1g geni
amikasin direncine yol agmaktadir (Bergogne ve Towner 1996) ve bu gen bu tiiriin

tanimlanmasinda kullanilabilir.

2.1.8.3. Florokinolonlara Karsi Diren¢ Mekanizmalari

A. baumanii’nin kinolonlara 6zgii direncinde temel mekanizma, gyrA ve parC
genlerinde olusan mutasyonlar nedeniyle ilacin hedefi olan DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimlerindeki yapisal degisikliklerdir (Lee ve ark. 2011, Gordon ve Wareham 2010).
Yalniz gyrA’ da meydana gelen mutasyon orta diizey dirence yol agarken, gyrA ve parC
nin her ikisinde olusan mutasyon yiiksek diizeyde bir dirence yol agmaktadir (Peleg ve
ark.2008). Diger bir diren¢ mekanizmasi ise, ¢oklu ilag direncine sebep olan RND tip
AdeABC pompasi ve MATE AdeM pompa sistemleridir (Gordon ve Wareham 2010).

2.1.8.4. Polimiksinlere Kars1 Diren¢ Mekanizmalari

Toksik potansiyellerinden dolayr 1947-1970 yillar1 aras1 yaygin kullanimina ara
verilen polimiksinlerin son yillarda ¢oklu ila¢ direnci gosteren Gram-negatif kokenlerde

direng oranmin diislik ¢ikmasi kullanimin1 yeniden giindeme getirmistir. Polipeptid yapili
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katyonik antibiyotikler olan polimiksinler sinifinda yalniz kolistin (polimiksin E) ve

polimiksin B klinikte kullanilmaktadir (Giamarellou ve Poulakou 2009).

A. baumannii’'de polimiksinlere karsi giin gectikge artan direng gelisimi karsisinda
heniiz diren¢ mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak dis membran
lipopolisakkaritlerinde meydana gelen modifikasyonlar sonucu antibiyotigin hedef
bolgesine olan afinitesinin azalmasiyla ya da hiicrenin lipid igeriginde, spesifik dis
membran protein ekspresyonunda (OmpW benzeri), hiicresel Mg ve Ca*? miktarinda ve
lipopolisakkarit miktarinda azalma gibi nedenlerle direng gelistigi ileri siiriilmektedir
(Peleg ve ark. 2008).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda iki komponentli regiilatér sistemlerde (pmrA-
pmrB ve phoQ-phoP) olusan mutasyonlardan da direng gelistigi diistiniilmektedir (Gordon
ve Wareham 2010).

2.1.8.5. Tetrasiklin ve Glisilsiklinlere Karsi Diren¢ Mekanizmalari

A. baumannii’de spesifik tetrasiklin direnci iki mekanizma ile kazanilir. Birincisi
tetA ve tetB aktif pompa sistemleridir. TetA IS elementi ile iligkili olup sadece tetrasiklin
direncine neden olur ve minosikline kars etkili degildir. TetB ise hem tetrasiklin hem de
minosiklin direncine sebep olmaktadir. ikinci mekanizma ise tetrasiklinin ribozomal
hedefinde degisiklige yol acan mutasyonlardir. Bu ribozomal savunma tetO ve nadiren
tetM genleri tarafindan eksprese edilen proteinlerin minosiklin, tetrasiklin ve doksisiklinin
ribozomdaki hedef boélgelerine baglanmalarini engelleme seklinde gergeklesmektedir
(Gordon ve Wareham 2010, Peleg ve ark. 2008).

Ayrica AdeABC pompa sistemine sahip A. baumannii’de adeB gen
ekspresyonundaki artis ile glisilsiklinlere (tigesiklin) direng gelistigi gosterilmistir (Peleg
ve ark. 2007).
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2.1.8.6. Kloramfenikol ve Diger Antibiyotiklere Karsi Direng

Mekanizmalari

A. baumannii’de caf geni tarafindan ecksprese edilen enzimler ile ilacin
modifikasyonu ve CmlA aktif pompa sistemi ile ilacin disar1 atilimi seklinde
kloramfenikollere diren¢ gelismistir. Bu direng genleri integron yapilarinin iginde

kodlanmustir. (Gordon ve Wareham 2010, Peleg ve ark. 2008).

Acinetobacter’lerde varolan dogal tranformasyon kapasitesi, sahip olduklar1 direng
genlerinin tiirler aras1 kolayca yayilimina olanak saglamaktadir. A. baumannii’de gesitli
direng genlerini bir arada tasiyan direng adalarinin varlig: tespit edilmistir. (Peleg ve ark.
2007). Sonrasinda yapilan ¢alismalarda CID A. baumannii kokenlerinde 86kb uzunlugunda
45 direng geni barindiran “AbaR1” diren¢ adasi ve takiben “AbaR2, AbaR3, AbaR5”
direng adalar1 saptanmustir. (Gordon ve Wareham 2010, Fournier ve ark. 2006). Bu
genomik adalarin ATPaz genleriyle ayn1 pozisyonda olduklarinin bulunmasi transpozon
kaynakli olduklarini diistindiirmiistiir. Basta AmpC, OXA-10, VEB-1 beta laktamazlar ve
cesitli aminoglikozid modifiye edici enzimleriyle disa atim pompa sistemi proteinleri bu

direng genlerinde kodlanmistir (Fournier ve ark. 2006).

CID A. baumannii kokenlerinde yaygm goriilen integronlar siilfonamid ve
trimetoprim direncinden de sorumludur. Ayrica dihidrofolat rediiktaz enzimi ve aktif

pompa sistemleri de trimetoprim direncine katki saglar (Gordon ve Wareham 2010).

2.1.9. Coklu fla¢ Direncinden Sorumlu Mekanizmalar

Son yillarda yapilan ¢alismalar, A. baumannii’de ¢oklu ilag direncinden sorumlu
temel mekanizmanin disa atim pompa sistemleri oldugunu gostermistir. Disa atim
pompalari, beta laktam antibiyotiklerini uzaklagtirmanin yani sira kinolonlart,
tetrasiklinleri, kloramfenikolii, tigesiklini ve daha bir¢cok antimikrobiyali etkin bigimde

disar atar.

Disa atim pompa sistemleri 5 protein ailesinin {iyesi olup bunlar: “ATP Baglayan
Kaset” (ABC), “Major Kolaylastiric1 Siiper Aile” (MFS), “Coklu Ilag ve Toksik Bilesik
Atimr” (MATE), “Kii¢iik Coklu ila¢ Direnci” (SMR) ve A. baumannii kdkenlerinde ve
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diger Gram negatif bakterilerde en yaygin bulunan “Diren¢ Nodiil Hiicresi Ust Ailesi”
(RND) dir.

Coklu ilag direnci gosteren A. baumannii genomu ¢ok sayida disa atim pompasi
kodlamaktadir. MFS i¢inde yer alan dar spektrumlu pompalar, tetrasiklin (TetA, TetB) ve
minosiklin (TetB) direncinde rol alir ve ayn1 zamanda kloramfenikoliin disar1 atilimim
saglayan CmlA sistemini de igerir. Ama TetA ve TetB tigesikline kars1 etkisizdir (Gordon
ve Wareham 2010).

MATE ailesine ait AbeM pompasmin da asir1 ekspresyonu, kinolonlara,
gentamisine, kanamisine, eritromisine, kloramfenikole ve trimetoprime duyarliligin

azalmasina sebep olur (Gordon ve Wareham 2010).

RND tipi pompalar periplazmik i¢ ve dig membran boliimlerini igeren ii¢ bilesenli
pompalardir. A. baumannii’de AdeABC ve AdelJK olmak iizere iki sistem karakterize
edilmistir. AdelJK pompast AdeABC ile beraber sinerjik etkiyle tigesiklin direncine neden
olmakla birlikte bugiine kadar en iyi tanimlanan ve substrat profili en genis olan1 AdeABC

pompa sistemidir (Gordon ve Wareham 2010).

2.2. Metallo Beta Laktamazlar (MBL)

Metallo beta laktamazlar, Bush siniflamasinda fonksiyonel grup 3 (3a, 3b, 3c) veya
Ambler siniflamasinda sinif B’de yer alan ve diger beta laktamazlardan farkli olarak aktif
bolgelerinde Cinko (Zn+2) iyonu bulunan enzimlerdir. Klinik a¢idan en Onemli
karbapenemazlar olan bu enzimler, klavulanik asit, tazobaktam, sulbaktam gibi klasik beta
laktamaz  inhibitorlerinden  etkilenmezken diaminotetra asetik asit (EDTA),
merkaptopropionik asit (MPA) ya da Sodyum merkaptoasetik (SMA) asit gibi metal
selatorleriyle inaktive olurlar. Bu enzimlerin en énemli 6zelligi monobaktamlar hari¢ tiim
beta laktamlar1 ve 6zellikle karbapenemleri de hidroliz edebilmeleridir. (Nordmann ve
Poirel, 2002).
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2.2.1. Metallo beta laktamazlarin siniflandirilmasi

MBL'ler 1980'de ilk olarak serin beta laktamazlardan Ambler'in siniflandirmasina
gore smiflandirilmiglardir. O zamana kadar LI (Stenotrophomonas maltophilia) ve BCII
(Bacillus cereus) disinda ¢ok az MBL tanimlanmist1.1989°da MBL’ler, Bush tarafindan
fonksiyonel o6zelliklerine gore ayr1 bir grup (grup 3) olarak smiflandirilmis ve bu
simiflandirma genel olarak beta laktamazlar i¢in refarans sistem olarak Onerilmistir. Bu
smiflandirma substrat profilleri (6zellikle imipenem hidrolizi), EDTA'ya olan duyarliliklar
ve serin beta laktamaz inhibitorleri ile inhibe olmamalarma dayanilarak yapilmigtir.
1997 de giincellenen bu smiflandirma tablosuna goére, Bacteroides fragilis CcrA ve
P.aeruginosa’dan elde edilen IMP-1 olmak iizere yalniz 2 tip transfer edilebilen MBL
tespit edilmigtir (Walsh ve ark. 2005).

Bakterinin sahip oldugu direng diizeyine goére MBL'lerin etki giicleri degisken
olmakla birlikte, yine de tiim MBL'ler, imipenemi hidrolize edebilirler. Substrat ve
inhibitér profil iliskisi baz alinarak MBL’ler Bush-Jacoby-Medieros fonksiyonel
siiflandirma tablosunda ti¢ alt gruba ayrilmistir (Walsh ve ark. 2005).

Grup 3a: Bu gruptaki enzimler genelde penisilinleri imipenemden daha hizli
hidrolize ederler. Bu grup igerisinde B. cereus Il, B. fragilis'in Cer A, B. cepacia'nm
PCM-1, S. maltophilia'nin LI enzimlerinin yanisira, S. marcescens, P. aeruginosa,
A. baumannii, Shigella flexneri, K. pneumoniae gibi degisik tiirlerde saptanan IMP 1-8 ve

P. aeruginosa'da saptanan VIM 1-3 enzimleri yer alir (Walsh ve ark. 2005).

Grup 3b: Karbapenemler disindaki beta laktamlara etkileri ¢ok az olan ve

Aeromonas tiirlerinde saptanan bu enzimler esas karbapenemazlardir.

Grup 3c: Yiiksek sefalosporinaz aktivitesi ile diger alt gruplardan ayrilan bu
kategorideki enzimler, sadece Legionella gormanii de saptanmigtir. Bu enzim, genis
spektrumlu sefalosporinler ve sefamisinler de dahil sefalosporinleri ¢ok yiiksek oranda
hidrolize eder (Walsh ve ark. 2005).

Aminoasit benzerligini temel alan Ambler molekiiler siniflandirma tablosuna gore

MBL’ler sinif B de yer alip 3 alt grupta kategorize edilir (Walsh ve ark. 2005).
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Smif Bl enzimleri; ¢inko iyonuyla birlesecekleri aktif bolgelerinde 3 histidin ve 1
sistin aminoaside sahip olup transfer edilebilir IPM, VIM, GIM ve SPM-1 enzimlerini

igerir.

Smif B2 enzimleri; cinko ile baglanma bdlgesinde histidin yerine asparagine

(6rnek; SFH-1) sahip olan bir gruptur.

Smif B3 enzimleri ise tiim beta laktamazlar arasinda tetramer yapidaki tek enzim

olan LI’1 igerir.

2.2.1.1. Kromozomal Kodlanan MBL’ler

Genellikle c¢evresel habitatlardaki bazi bakteriler kromozomlarinda MBL genleri
tasimakta olup nedeni ise tartismalidir. Belirli bir siire beta laktam veya beta laktam tipi
bilesiklere maruz kalma sonucu ya da hiicresel bir fonksiyonu yerine getirme amaci

dogrultusunda bu enzimlerin var oldugu iddia edilmektedir (Walsh ve ark. 2005).

Kromozomlarca kodlanan MBL'ler B. cereus (BCII), B. anthracis, S. maltophilia
(LI), Aeromonas hydrophilia (CphA), Chryseobacterium meningosepticum (BlaB veya
GOB- 1), Chryseobacterium indologenes (IND- 1), Legionella gormanni (FEZ- 1),
Caulobacter crcscentus (Mb11B), Myroides spp. (TUS- 1, MUS-I) ve Janthinobactcrium
lividum (THIN B), Flavobacterium johnsoniae (JOHN-I) ve Serratia fonticola (SFH- 1) dir
(Walsh ve ark. 2005).

2.2.1.2. Transfer Edilebilen MBL’ler
2.2.1.2.1. IMP Tipi MBL’ler

Hareketli MBL'ler ilk olarak 1988'de Japonya'da GN 17203 P. aeruginosa
kokeninin plazmidinde bulunmustur. Akabinde 1991 yilinda Okazaki’deki (Japonya) bir
hastanede ayn1 gene S. marcescens Tn9106 kokeninde rastlanilmis ve takip eden yillarda
ayni gene sahip farkli bir¢ok koken bildirilmeye baslanmistir. Basta imipenem olmak {izere
diger beta laktam ajanlar1 hidroliz etme 6zelliginden 6tiirii IMP-1 adi (blajue-1 geni) verilen

bu enzim sinif 3 integron iizerinde kodlanmistir. Hali hazir blajp.; yoniinden pozitif
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bulunan kokenlerde dlgiilen imipenem minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri

2 ng/ ml- 128 pg/ ml arasinda olmustur (Walsh ve ark. 2005).

Yine Japonya'da S. flexneri, S. marcescens, P. aeruginosa ve Alcaligenes spp.
kokenlerinde IMP-1" in mindr varyantlar1 olan IMP-3, IMP-6 ve IMP-10 tespit edilmis ve
blajve-10 geni bir P. aeruginosa izolatinda plazmid aracili, bir tanesinde ise kromozomal
aracilt olarak bulunmustur. blap-10 Ve blawe-1 genleri 49. pozisyonda valin yerine
fenilalanin gelmesine neden olan tek baz degisikligi ile birbirinden ayrilirlar (Walsh ve ark.
2005).

1997'de blaywp.2, 1998'de blajvp.s genlerinin dnce italya sonra Portekiz'de, IMP-12
ve IMP-13 enzimlerinin ise 2000 yilinda Italya'da goriilmesi MBL genlerinin Japonya'ya
0zgii olmadigini gostermistir (Walsh ve ark. 2005).

Hong Kong’da 1994 yilinda Acinetobacter spp. kokenlerinde IMP-4, 1995 yilinda
Kanada'da P. aeruginosa’da IMP-7, 2000'de Cin'de yine P. aeruginosa’da IMP-4,
Brezilya'da IMP-1 ve IMP-6 ve akabinde New Mexico'da P. aeruginosa'da IMP-18
gosterilmistir (Walsh ve ark. 2005).

Ulkemizde MBL genlerinin saptandigi smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Turkiye’de IMP-1 enziminin ilk kez K. pneumoniae kokeninde bulundugu belirtilirken
(Bal, 2005), 2007 yilinda Ozgiimiis ve ark. tarafindan 100 P. aeruginosa kékeninin 9’unda
IMP-1 tipi MBL geni saptanmustir.

2.2.1.2.2. VIM Tipi MBL'ler

Kazanilmis MBL'lerin ikinci temel grubu olan VIM tipi enzimlerden VIM-1 ilk
defa 1997'de italya'min Verona sehrinde bir P. aeruginosa izolatinda tamimlanmis ve
piperasilin, seftazidim, imipenem ve aztreonami igeren gesitli beta laktamlara son derece
etkili oldugu gosterilmistir. blayp gibi blay geni de simf 1 integron iginde,
aminoglikozidlere direnci kodlayan aacA4 gen kasetiyle yan yana bulunmaktadir (Walsh
ve ark. 2005).
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VIM-1 Yunanistan'da K. pneumoniae ve E. coli kokenlerinde, Fransa'da ise
K. pneumoniae'de saptanmistir. blaVIM-2 ise 1996' da Fransa'da bir hastanin kan

kiiltiirtinde tireyen P. aeruginosa 'da bulunmustur (Walsh ve ark. 2005).

P. aeruginosa kdkenlerinde saptanan VIM-2 enzimi daha sonra Italya, Yunanistan,
Giiney Kore, Portekiz, Ispanya, Polonya, Hirvatistan, Sili, Venezuella, Arjantin, Belgika ve
yakin zamanda ABD'de goriilmiis, VIM-3 enzimi ise Taiwan'da saptanmistir (Walsh ve
ark. 2005).

VIM-4 énce Yunanistan'da sonra 2002 de italya'da K. pneumoniae izolatlarinda,
VIM-5 2004’te Tirkiye'de P. aeruginosa ve K. pneumoniae’ de, VIM-6 Singapur'da
P. putida, VIM-7 Houston’da (Texas) gosterilmistir (Walsh ve ark. 2005).

Son olarak 2004 yilindan bu yana yeni bulunan blayy genlerine; Kolombiya’da
P.aeruginosa’dan blavimv-s, 1ngi1tere’den blayimg Ve blaviv-io, Arjantin ve 1ta1ya’dan
blaym-11 dahil edilmistir (Walsh ve ark. 2005).

2.2.1.2.3. SPM-1 Tipi MBL'ler

Bu MBL enzimi ilk defa 1997 yilinda Brezilya’nin Sao Paulo kentinde, 4 yasindaki
16semi hastasi ¢ocugun kanindan izole edilen bir P.aeruginosa kékeninde tanimlanmig ve

kodlandig1 gen blagpm 1 (Sao Paulo MBL) olarak adlandirilmistir (Walsh ve ark. 2005).

Sefalosporinlere olan afinitesi penisilinlerden ve karbapenemlerden daha fazla olan
bu enzime sahip kokenin, tim Gram negatif bakterilerin tedavisinde kullanilan kolistin
disindaki diger antibiyotiklere direng gosterdigi goriilmiistiir. Genel olarak SPM-1 enzimi,
IMP-1 ve GIM-1 enzimlerine oranla daha etkili olmakla birlikte IMP-1 ve VIM-1 gibi

klavulanik asit ve aztreonami hidroliz edemez (Walsh ve ark. 2005).

2.2.1.2.4. GIM-1 Tipi MBL' ler

Almanya'da 2002 yilinda 5 farkli hastadan izole edilen ve sadece polimiksin B ye
duyarli oldugu gorilen P. aeuginosa kokenlerindeki bu enzim, GIM-1 (Alman

imipenemaz) olarak adlandirilmigtir (Walsh ve ark. 2005).
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blagim-1 geni, 45 kb lik kii¢iik bir plazmitteki Sinif 1 integron iizerinde aaaA4 ve

aadAl adi verilen 2 aminoglikozid direng gen kasedi ve blapxa » beta laktamaz gen

kasetleriyle birlikte lokalize olmustur (Walsh ve ark. 2005). Farklit MBL tiplerinin Diinya

capindaki dagilimi Sekil 2.1°de gosterilmistir.

@ IMP
@ VIM
QO sPm
@ Gim
[o1]
@AM
@ KHM
@ NDM
O DIM

Sekil 2.1. Farkli MBL tiplerinin Diinya ¢apindaki dagilimi (Cornaglia ve ark. 2011).

2.2.2. Metallo Beta Laktamazlarin Biyokimyasi
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Serin beta laktamazlar ve MBL'lerin her ikisi de beta laktam halkasindaki amid

bagin1 parcaladiklar1 halde beta laktamlar1 baglama ve hidrolize etme konusundaki etki

mekanizmalar1 degisken olabilmektedir. Bircogunun aktif bolgesinde iki ¢inko iyonu

bulunurken bazilarinda (sinif B2'de) tek ¢inko iyonu bulunur (Walsh ve ark. 2005).

MBL'ler serin inhibitorleri olarak bilinen klavulanik asit ve sulbaktamdan

etkilenmez ve de higbiri aztreonami1 tam olarak hidrolize edemez.

Aktif bolge yapist bakimindan ortak o6zellikler barindiran bu enzimlerin, farkli

kinetik degerler gostermesi (6rnek; VIM-1>VIM-2), beta laktamlara baglanma ve

hidrolize etme konusunda arastirmacilar1 katalitik mekanizmay1 arastirmaya yonlendir
mistir (Walsh ve ark. 2005).
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2.2.3. MBL varh@imin arastirilmasi

Acinetobacter cinsi bakterilerde ¢ogul ila¢ direncinin gostergesi olan MBL enzim
tiretiminin belirlenmesi, infekte hasta tedavisinin dogru ve hizli yapilabilmesi ve direng
genlerinin yayilimmin Onlenmesi noktasinda hayati 6nem tasimaktadir. MBL enzim
varligin1 fenotipik olarak tespit etmek i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI) tarafindan standardize edilmis bir yontem heniiz bildirilmemesine ragmen bu

hususta onerilen birtakim testler asagida belirtilmektedir.

2.2.3.1. Fenotipik MBL Tespit Yontemleri
2.2.3.1.1. Modifiye Hodge Testi

E.coli ATCC 25922 kokeninin 0,5 McFarland’in  1/10  bulanikligindaki
slispansiyonu hazirlanarak Mueller Hinton Agar (MHA) plaginin yiizeyine disk diflizyon
yonteminde oldugu gibi ekilir. Plagin merkezine imipenem diski (10 mg) yerlestirilir. Test
kokenleri, bu diskin dort bir kenarindan perifere dogru ¢izgi ekimi seklinde 6ze ile ekilir.
35°C’de 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra disk etrafindaki inhibisyon zonundaki garpiklik
veya yonca goriinimii pozitif olarak kabul edilir (Lee ve ark. 2001).

2.2.3.1.2. Kombine Disk Difiizyon Testi

Test kokenlerinin 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan siispansiyonu MHA
plaginin yiizeyine yayildiktan sonra imipenem/imipenem-EDTA igeren diskler petri
kenarlar1 arasinda 1,5-2 cm mesafe olacak sekilde yerlestirilir. 35°C de 16-18 saatlik
inkiibasyon sonrasinda zon gaplar1 6lgiiliir. Imipenem-EDTA igin &lgiilen inhibisyon zon
cap1, imipenem i¢in Olciilen inhibisyon zon ¢apindan 7 mm ve Ustli daha genis ise test

sonucu MBL yoniinden pozitif olarak degerlendirilir (Yong ve ark.2002).

2.2.3.1.3. Cift Disk Sinerji Testi

Bu test i¢in imipenem veya seftazidim disklerinin EDTA, MPA veya SMA
emdirilmis diskleri kullanilir. Amag¢ antibiyotik zonunun inhibitdr varliginda genisleyip
genislemedigini tesbit ederek MBL pozitif bakteri izolatlarin1 tanimlamaktir. Test

kokenlerinin 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan siispansiyonu MHA besiyerine
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yayilir. Petriye 6nce imipenem diski ve 10 mm uzagina da bos disk yerlestirilir. Bos disk
tizerine daha once hazirlanan 0,5 M EDTA soliisyonundan 10 pl eklenir. 35°C de 16-18
saatlik inkiibasyondan sonra imipenem diski inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos
diske dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon zonu olarak yani MBL varlig1 agisindan

pozitif sonug olarak degerlendirilir (Yana ve ark.2004).
2.2.3.1.4. MBL E Test Yontemi

Test kokenlerinin 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan stispansiyonu MHA
plaginin yiizeyine yayilir. Plaklar kuruduktan sonra imipenem (IP)/imipenem-EDTA (IPI)
E test seridi plaga dikkatlice yerlestirilir. 35°C de 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra
IP/IPI orani yani imipenem MIK degerinin EDTA nin oldugu diger taraftaki MIK
degerinden 8 kat ve iizeri bir deger olmas1t MBL pozitifligi olarak degerlendirilir (YYana ve
ark.2004).

2.2.3.1.5. Mikrodiliisyon Yontemi

Test edilen kokenin imipenem MIK degeri mikrodiliisyon yontemi ile
belirlendikten sonra metal selatdrlerden EDTA ya da fenantrolin eklenerek tekrar MIK
degerlerine bakilir. MIK degerleri arasinda 8 kat azalma MBL acisindan pozitif olarak

yorumlanir (Migliavacca ve ark.2002).
2.2.3.2. Genotipik MBL Enzim Uretiminin Gosterilmesi

Fenotipik yontemler karbapenem direnci hakkinda bilgi verse de bu direncin MBL
aracili olup olmadigi noktasinda her zaman dogru sonucu vermeyebildiginden yalanci
pozitif sonuglar karsisinda genotipik dogrulama yapmak gerekmektedir. Ayrica genotipik

yontemler fenotipik yontemlere gore daha duyarlidir.

MBL enzim genlerinin tanisinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), DNA prob
yontemi, Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE), izoelektrik Fokuslama Yontemi (IEF),

molekiiler altin standart olarak klonlama ve sekans analizi kullanilabilir.
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2.3. Antibiyotik Kombinasyonlarinin In Vitro Etkinligini Olcen Testler

Antibiyotik kombinasyon etkinligini dlgmede esas olarak asagidaki ii¢ yOntem
kullanilmakta ve 6lgmede uygulanan tiim in vitro duyarlilik islemlerine sinerji testleri
denilmektedir. Bunlar; E test, zamana baglhh oldiirme (time-kill) ve dama tahtasi

yontemleridir.
2.3.1. Checkerboard (Dama Tahtas1) Yontemi

In vitro ortamda antimikrobiyal kombinasyonlari degerlendirmede zahmetli ve
zaman alici olmasina ragmen en sik kullanilan ve standart test olarak kabul edilen
yontemdir. Antibiyotiklerin farkli kombinasyonlarinin varliginda mikroorganizmalarin

tireme inhibisyon oranlarinin tespit edilmesini saglar (Koksal 2010).

Kombinasyon etkinlikleri arastirilmak istenen farkli antibiyotiklerin, degisik
konsantrasyonlari bir araya getirilerek iki antibiyotik i¢in de iiremenin inhibe edildigi en
diisiik konsantrasyonun oldugu MIK degerleri esas alinir. Her bir antimikrobiyalin MIK
degerinin 4-5 kat alti ve tlizerindeki iki katlik diliisyonlari kullanilir. Antibiyotiklerin
kombinasyondan elde edilen MIK degerleri ile tek baslarma olan MIK degerleri
oranlanarak, Fraksiyonel Inhibitér Konsantrasyonu (FIK) degerleri elde edilir. Daha sonra
kombinasyondaki tiim antibiyotiklerin FIK degerleri toplanarak XFIK hesaplanir. Sonuglar
sinerji (ZFIK < 0,5), aditif veya indiferan (farksiz) (0,5< FIC <4), ve antagonist etkilesim
(ZFIK >4) olarak degerlendirilir (Pillai ve ark. 2005).

Sinerji, antibiyotiklerin tek baslarina kullanildiklarinda elde edilen etkilerin

toplamindan daha fazla etki elde edilmesi durumu i¢in,

Aditif etkilesim, antibiyotiklerin tek baslarina kullanildiklarinda elde edilen

etkilerin toplamina esit bir etki elde edilmesi durumu igin,

Antagonist etkilesim ise, antibiyotiklerin tek baglarina kullanildiklarinda elde edilen

etkilerinin toplamindan daha diisiik etki elde edilmesi durumunda kullanilan tabirlerdir.
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2.3.2. Zamana bagh éldiirme (time-kill) Yontemi

Sadece inhibisyon sonuglari veren dama tahtasi yonteminin aksine test edilen
kombinasyonun bakterisidal aktivitesini ve belirli bir antibiyotik konsantrasyonundaki
Oldiirme hizin1 Olger. Bu nedenle bakterisidal tedavinin istendigi klinik durumlar igin
uygun bir yontemdir. Bir avantaji da, sadece bir kez degerlendirilen dama tahtasi
yontemine gore, antimikrobiyal etkilesimin zaman igindeki dinamik davranisini ortaya
koymasidir. Ancak bu yontemde tekrarlayan koloni sayimi i¢in gerekli islemler oldukga
yorucu ve zaman alicidir. Bu nedenle herhangi bir izolat ile test edilebilen ilag

kombinasyon ve diliisyon sayilari belirgin oranda sinirlanir (Mukherjee ve ark. 2005).

Bu yontemde standart hiicre silispansiyonu farkli zaman araliklart igin ilag
kombinasyonlarinin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilir. Belirli zaman araliklarinda
besiyerine pasaj yapilarak inkiibasyona birakilir. Her zaman araligi i¢in canli kalan
hiicreler hesaplanip test edilen her ilag konsantrasyonu igin 6ldiirme-zaman egrisi elde
edilir. Koloni sayimlar1 tespit edildiginde sonuglari gormek igin en kolay yol
semilogaritmik bir kagitta degerlerin isaretlenmesidir. Bu kagitta zaman i¢in apsis, ordinat

i¢in de logaritmik 6l¢ek kullanilir (Mukherjee ve ark. 2005).

Sonuglar tek basina en etkili tek ilagla karsilastirildiginda kombinasyonun etkilerine
bakilarak alinir. Sinerji, kombinasyon ile 24 saatteki 6ldiirmede en etkili ilacin tek basina
kullanilmasma gore 100 kat ya da daha fazla bir artig gostermesi olarak tanimlanir.
Antagonizma, en etkili tek ilagla karsilastirildiginda kombinasyonda 100 kat ya da daha
fazla bir azalma olarak tanmimlanir. Aditif (ya da indiferan), en etkili tek ilacla
karsilagtirildiginda kombinasyonda 24 saatteki 6ldiirmede 10 kattan daha az bir degisme
(artma ya da azalma) olarak tanimlanir (Mukherjee ve ark. 2005).

2.3.3. E test Yontemi

Ticari firmalardan hazir olarak temin edilen ve belli bir antibiyotik gradienti i¢eren
difiizyon striplerinin kullanilarak, antibiyotik kombinasyonlarinin potansiyel aktivitelerinin
kantitatif olarak degerlendirilmesine imkan veren, laboratuvarlarda kolay kullanimli, is

giicii ve zaman kaybi diisiik olan bir yontemdir.
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EMB agar besiyerinde tek koloni halinde diisen test kokenlerinin 3ml MHB iginde
0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan siispansiyonu, MHA plagmin yiizeyine steril
pamuklu ekiivyon ¢ubugu yardimiyla yayilir. Plaklar kuruduktan sonra besiyerine 6nce A
antibiyotik E test stribi yerlestirilir. Daha sonra 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra,
stribin petri arkasindan alt ve list kismi ile kenarlari igaretlenir. A antibiyotik E test stribi
dikkatli bir sekilde kaldirilarak daha 6nce isaretlenen cizgilerle cakisacak sekilde bu defa B
antibiyotik E test stribi yerlestirilir. Besiyerleri 35°C de 16-24 saat inkiibasyona birakilir.

Ayni1 islem 6nce B ve sonra A antibiyotigi olacak sekilde tekrarlanir.,

Inkiibasyon sonras1 ilk hazirlanan besiyeri plagindaki inhibisyon zon ¢apinin E test
strip kenarini kestigi noktadaki sayisal deger A varliginda B’nin MIK degeri olarak
kaydedilir. ikinci hazirlanan besiyeri plagindaki inhibisyon zon ¢apinin E test strip kenarini

kestigi noktadaki sayisal deger ise B varliginda A MIK sayisal degeri olarak kaydedilir.

Her bir antibiyotik icin fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK) indeksini
belirlemek igin gerekli olan B ve A ilaglarinin tek baslarina yani dzgiil MIK degerleri ise

tek basina antibiyotik E test stripleri kullanilarak Slgiiliir.

Kombinasyonun etkinligini tespit etmek igin her ilacin FIK degeri asagidaki

formiile gore hesaplanir.

B varliginda A MIK sayisal degeri
FIK Amikasin =

Tek basia A MIK sayisal degeri

A varliginda B MIK sayisal degeri

FIK Meropenem =
Tek bagma B MIK sayisal degeri

Daha sonra her iki ilacin FIK degerleri toplanarak TFIK bulunur ve sonuglar
asagidaki kriterlere gore sinerji, aditif, antagonist etkilesim olarak degerlendirilir.

TFIK =FIK A + FIK B

TFIK < 0,5 sinerji

0,5< XFIC <4 aditif veya indiferan (farksiz),

TFIK >4 ise antagonist etkilesim olarak degerlendirilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Komisyonu tarafindan 1202 Y 0103 numarali proje ile desteklenerek Mustafa Kemal
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvar1 Mikrobiyoloji
Boliimii’nde yapilmis olup &ncesinde Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik

Kurulu’ndan onay alinmigtir.

3.1. Bakteri izolatlar

Calismaya Mustafa Kemal Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina Mart 2009-Haziran 2012 tarihleri arasinda farkl
boliimlerden gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden (idrar, abse, yara, balgam, kan) izole
edilen Acinetobacter kokenleri arasindan 50 MBL pozitif kéken bulununcaya kadar
toplamda 114 koken E test ile MBL varlig1 yoniinden incelendi. MBL {irettigi saptanan 50
koken ¢aligmaya alindi. Bulunan negatif kokenler i¢cinden ise izole edildigi 6rnegin geldigi
tarithe gore ilk MBL negatif 50 koken calismaya dahil edildi. Boylelikle MBL firettigi
saptanan 50 koken ile iiretmedi8i tespit edilen 50 koken olmak iizere toplamda 100
Acinetobacter kokeni in vitro antibiyotik kombinasyon calismasina dahil edildi. MBL
negatif kontrol kokeni olarak Escherichia coli ATCC 25922, pozitif kontrol kokeni olarak
da Klebsiella pneumoniae ATCC 700 603 kokeni kullanildi.

Antibiyotik duyarliliklar1 Vitek 2 otomatize sistem (bioMérieux, Fransa) ile saptanmis
olan bu kokenlerden seftazidim, levofloksasin, gentamisin ve imipenemden en az ligline
direncli olanlar CID olarak tanimlandi. Izole edilen kokenler calisilincaya kadar %20
gliserin ekli Triptik Soy Broth (TSB) besiyeri igeren ependorf tiiplerine pasajlanarak
-70°C’de saklandi.

3.2. Cahsmada Kullamilan Bashca Malzemeler

e Eozin Metilen Blue Agar (EMB, bioMérieux, Fransa)
e Mueller Hinton Agar (MHA, bioM¢érieux, Fransa)

e Mueller Hinton Broth (MHB, Merck, Almanya)

e Koyun kanli agar (KKA, bioMérieux, Fransa)
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Katyonik Mueller Hinton Broth (KAMHB)

Dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich, ABD)

MBL E Test (IP/IP1) (bioM¢érieux, Fransa)

Amikasin E Test (bioMérieux, Fransa)

Meropenem E Test (bioM¢érieux, Fransa)

Meropenem Trihidrat Tozu (Sigma-Aldrich, ABD)

Amikasin Disiilfat Tozu (Sigma-Aldrich, ABD)

Kalsiyum Klorid Dihidrat (Merck, Almanya)

Magnezyum Klorid Hekzahidrat (Merck, Almanya)

McFarland cihaz1 (bioM¢rieux, Fransa)

Etiiv (WiseCube, Almanya)

Derin dondurucu (Indesit, Italya)

Steril ependorf tiipleri (2ml’lik) ve steril plastik deney tiipleri (100ml’lik)
Steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu (cultiplast, italya)

Otomatik pipetler (10-100 ul,100-1000 pul) (Axygen, ABD)

Steril pipet uglart (1-100ul, 100-1000ul) ve steril petriler (90x15mm)
Steril mikropleytler (96 kuyucuklu ve U tabanli)

3.3. Cahsmada Kullanilan Besiyeri ve Kimyasallarin Hazirlanmasi

3.3.1. EMB Agar

Ticari firmadan 500 gr’lik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki EMB

(bioMerieux, Fransa) agar, iizerindeki tarife gore 36 gr tartilarak 1000 ml distile suda
homojen bir sekilde ¢oziinmesi saglandi. Ardindan kaynatilip otoklavda 121°C’de 15 dk
tutularak sterilize edildi. 45°C’ye kadar sogutularak steril petrilere 20’ser ml dokiilen

besiyeri, +4°C lik buzdolabina kaldirilarak kullanima hazir hale getirildi.

3.3.2. Mueller Hinton Agar

Ticari firmadan 500 gr’lik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki MHA

(bioM¢rieux, Fransa), lizerindeki tarife gore 38 gr tartilarak 1000 ml distile suda homojen

bir sekilde ¢ozlinmesi saglandi. Ardindan kaynatilip otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak
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sterilize edildi. 45°C’ye kadar sogutularak steril petrilere 20’ser ml dokiilen besiyeri, +4°C

lik buzdolabina kaldirilarak kullanima hazir hale getirildi.

3.3.3. Mueller Hinton Broth

Ticari firmadan 500 gr’lik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki MHB
(Merck, Almanya), tizerindeki tarife gore 21 gr tartilarak 1000 ml distile suda homojen bir
sekilde ¢Oziinmesi saglandi. Ardindan kaynatilip otoklavda 121°C’de 15 dk tutularak
sterilize edildi. 45°C’ye kadar sogutulan broth besiyeri +4°C lik buzdolabina kaldirilarak

kullanima hazir hale getirildi.

3.3.4. Mg"" Stok Soliisyonu

Ticari firmadan 250 gr’lik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki Mg™*
(Magnezyum Kilorid Hekzahidrat, Merck-Almanya) tuzu, CLSI kriterlerine gore, 8,36 gr

tartilarak 100 ml’lik distile suda homojenize bir sekilde karistirilarak ¢oziinmesi saglandi.

3.3.5. Ca'"" Stok Soliisyonu

Ticari firmadan 250 gr’lik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki Ca™"
(Kalsiyum Klorid Dihidrat, Merck-Almanya) tuzu da, 3,68 gr tartilarak 100 ml’lik distile

suda homojenize bir sekilde karistirilarak ¢oziindiirtildii.

3.3.6. Katyonik Mueller Hinton Broth (KAMHB)

Ticari firmadan 500 gr’lik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki MHB
(Merck, Almanya), tizerindeki tarife gore 21 gr tartilarak 1000 ml distile suda homojen bir
sekilde ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra, yukarida hazirlanis1 anlatilan her bir Mg*™ ve
Ca™" stok soliisyonundan 0,1°ser ml’lik hacimler, hazirlanmis MHB igine ilave edildi.
Tekrar homojen bir sekilde karistirllan KAMHB, kaynatilip otoklavda 121°C’de 15 dk
tutularak sterilize edildi. 45°C’ye kadar sogutulan KAMHB, +4°C’lik buzdolabina

kaldirilarak kullanima hazir hale getirildi.
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3.3.7. Koyun Kanh Agar

Ticari firmadan 500 gr’lik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki koyun
kanli agar (bioM¢érieux, Fransa), tizerindeki tarife gore 40 gr tartilarak 1000 ml distile suda
homojen bir sekilde ¢ozlinmesi saglandi. Ardindan kaynatilip otoklavda 121°C’de 15 dk
tutularak sterilize edildi. 45°C’ye kadar sogutulan besiyeri igerisine %35 oraninda (50 ml)
defibrine koyun kani ilave edilip homojen bir sekilde karistirildi. Steril petrilere 20’ser ml
dokiilen besiyeri, +4°C lik buzdolabina kaldirilarak kullanima hazir hale getirildi.

3.3.8. Meropenem Stok Soliisyonu

Uretici firmanin onerilerine uygun olarak -20°C’de saklanan toz halindeki
meropenem trihidrat (100 mg, Sigma-Aldrich, ABD) antibiyotigi CLSI kriterleri ve iiriin
tizerindeki analiz sertifika verileri goz Oniinde bulundurularak potensleri hesaplanmis,
ml’de elde edilmek istenen konsantrasyonuna gore sulandirim yapilacak sivi hacimleri

asagidaki formiille hesaplanmustir.

Agirlik (mg) X Potens (pug/mg)
Hacim (ml) =

Konsantrasyon (ug/ml)

Ornegin; Dama Tahtasi yontemi ile 1 giinde calisacagimiz toplam bes
Acinetobacter spp. kokeni i¢in 8 ml meropenem stok soliisyonu hazirlandi. Baslangic
(dilisyon oncesi) stok soliisyonunun 128 pg/ml olmasi planlandi. Buna gore tartilacak

meropenem miktarini bulmak i¢in kullanilan yukaridaki formiile gore toz miktarr;

8 ml (Hacim) X 128 pg/ml (Konsantrasyon)
Agirlik (mg) = =2,05mg
500 pg/mg (Potens)

Tartilmas1 gereken miktar 2,05 mg olarak bulunan meropenem tozu hassas terazide
ayni miktarda tartildiktan sonra steril bir tiipte 1 ml DMSO ile ¢6ziinmesi saglandi.
Coziindiikten sonra tizerine 7 ml KAMHB eklendi ve boylelikle baslangi¢ stok soliisyonu

128 pg/ml olan meropenem stok soliisyonu kullanima hazir hale getirildi (Oztiirk 2001).
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3.3.9. Amikasin Stok Soliisyonu

Uretici firmanin 6nerilerine uygun olarak +4°C’de buzdolabinda saklanan toz
halindeki amikasin disiilfat (1gr, Sigma-Aldrich, ABD) antibiyotigi, iriin {izerindeki
potensi dikkate alinarak giinlilk gerekli olan 6 ml stok soliisyonu yukaridaki formiille
hesaplanarak hazirlandi. Baglangi¢ (dillisyon dncesi) stok soliisyonunun 1024 pg/ml olmasi

planlandigindan tartilacak amikasin toz miktari;

6 ml (Hacim) X 1024 pg/ml (Konsantrasyon)
Agirlik (mg) = =8,4mg
730 pg/mg (Potens)

Tartilmas1 gereken miktar 8,4 mg olarak bulunan amikasin tozu hassas terazide ayni
miktarda tartildiktan sonra steril bir tiipte 1 ml DMSO i¢inde ¢odziinmesi saglandi.
Coziindiikten sonra iizerine 5 ml KAMHB eklendi ve bdylelikle baslangi¢ stok soliisyonu

1024 pg/ml olan amikasin stok soliisyonu kullanima hazir hale getirildi.

3.3.10. Bakteri Inokiiliimiiniin Hazirlanmasi

MBL varligini tespit etmek icin yapilan E test yontemi icin; -70°C’de saklanan
Acinetobacter spp. kokenleri, EMB agar besiyerine azaltma yontemiyle pasajlandi ve
35°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibe edilip iiretilen kolonilerden 3ml MHB iginde
McFarland cihazi (bioMérieux, Fransa) ile 0,5 McFarland bulanikliga esit olacak sekilde

bakteri siispansiyonu hazirlandu.

Dama Tahtas1 yontemi i¢in; yine ¢alismanin 24 saat 6ncesinde -70°C’de saklanan
Acinetobacter spp. kokenleri, oda 1sisina gelmesini bekledikten sonra EMB agar besiyerine
tek koloni diisiirme yontemine uygun sekilde pasajlandi ve 35°C’de 18-24 saat inkiibe
edildi. Inkiibe edilip iiretilen kolonilerden 4-5 tanesi steril 6ze ile alinarak 3cc KAMHB
icinde karistirtlip 2 saat siireyle tekrar etiive kaldirildi. Etlivden ¢ikarilan bakteri
siispansiyonu yeni bir 3ml KAMHB i¢inde 0,5 McFarland bulanikliga esit olacak sekilde
tekrar slispanse edildi. Son hazirlanan bu bakteri siispansiyonundan, son konsantrasyon
5x10° cfu/ml olacak sekilde 0,8 ml alinip 25 ml KAMHB i¢inde diliie edildi. Elde edilen
bakteri inokuliimii bdylece mikropleyt kuyucuklarina pipetlenmek iizere hazir hale getirildi

(Oztiirk 2001).
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3.4. MBL Varhgimin E test Yontemiyle Arastirilmasi

Kokenlerdeki MBL varligi E test yontemiyle iireticinin talimatlarina uygun olarak
arastirildi. EMB agar besiyerinde tek koloni halinde diisen test kokenlerinin 3ml MHB
icinde 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan siispansiyonu MHA plaginin yiizeyine
steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu yardimiyla yayildi. Plaklar kuruduktan sonra imipenem
(IP)/imipenem-EDTA (IPI) E test stribi (bioMérieux, Fransa) plaga dikkatlice yerlestirildi.
35°C de 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra IP/IPI orani yani imipenem MIK degerinin
EDTA’nm oldugu diger taraftaki MIK degerinden 8 kat ve iizeri bir degerde olmasi 0
koken i¢cin MBL pozitif olarak degerlendirildi.

MBL pozitif bulunan bir kdken ile negatif bulunan bir koken sirasiyla Sekil 3.1 ve

Sekil 3.2’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. E test yontemiyle MBL pozitif bulunan bir kdken.
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Sekil 3.2. E test yontemiyle MBL negatif bulunan bir kdken.

3.5. Meropenem ve Amikasin Kombinasyonunun In Vitro Etkinliginin Olciilmesi
3.5.1. E test Yontemi

MBL pozitif olan 50 kokende E test ydntemiyle meropenem ve amikasin
kombinasyonunun etkinligi arastirildi. EMB agar besiyerinde tek koloni halinde diisen
kokenlerin 3ml MHB i¢inde 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanan siispansiyonu, MHA
plagmin yiizeyine steril pamuklu ekiivyon ¢ubugu yardimiyla yayildi. Plaklar kuruduktan
sonra besiyerine dnce amikasin E test stribi yerlestirildi. Daha sonra 37°C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra, stribin petri arkasindan alt ve iist kismu ile kenarlari isaretlendi. Boylece
tam olarak yeri tespit edilen amikasin E test stribi dikkatli bir sekilde kaldirilarak daha
Once isaretlenen ¢izgilerle ¢akisacak sekilde bu defa meropenem E test stribi yerlestirildi.
Ardindan besiyerleri 35°C de 16-24 saat inkiibasyona birakildi. Aymi islem Once

meropenem ve sonra amikasin antibiyotigi olacak sekilde tekrarlandi.

Inkiibasyon sonrasi ilk hazirladigimiz MHA plagindaki inhibisyon zonunun E test
strip kenarini kestigi noktadaki sayisal deger amikasin varliginda meropenemin MIK

degeri olarak kaydedildi. Ikinci hazirladigimiz MHA plagindaki inhibisyon zonunun E test

34



strip kenarin1 kestigi noktadaki sayisal deger ise meropenem varliginda amikasin MIK

sayisal degeri olarak kaydedildi.

Her bir antibiyotik icin FIK degerini belirlemek icin gerekli olan meropenem ve
amikasin ilaglarmin tek baslarina yani 6zgiill MIK degerleri ise mikropleyt kullanilarak

broth mikrodiliisyon yontemiyle 6l¢iiliip kaydedildi.

Kombinasyonun etkinligini tespit etmek icin her ilacin FIK degeri asagidaki

formiile gore hesaplandi.

Meropenem varliginda Amikasin MIK sayisal degeri

FiK Amikasin =
Tek basina Amikasin MIK sayisal degeri

Amikasin varhiginda Meropenem MIK sayisal degeri

FiK Meropenem =
Tek basina Meropenem MIK sayisal degeri

Daha sonra her iki ilacin FiK degerleri toplanarak XFIK bulundu ve sonugclar

asagidaki kriterlere gore sinerji, aditif, antagonist etkilesim olarak degerlendirildi.

TFIK = FiK Amikasin + FIK Meropenem

TFIK < 0,5 sinerji

0.5< XFIC <4 aditif veya indiferan (farksiz),

TFIK >4 ise antagonist etkilesim olarak degerlendirildi.

Ornegin; Bir izolat icin E test yontemiyle amikasin MIiK degeri 48, meropenem
MIK degeri ise 16 olarak saptandi. Daha sonra her iki ilacin mikropleyt kullanilarak broth
mikrodiliisyon yontemiyle dlgiilen MIK degerleri amikasin igin 128, meropenem igin ise

32 olarak kaydedildi. Her ilacin FIK degeri ve TFIK degeri asagidaki sekilde hesaplandi.
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48

FIK Amikasin = = 0,375 pg/ml
128
16
FiK Meropenem = = 0,5 pg/ml
32

T FIK = 0,375 + 0,5 = 0,875 pg/ml yani aditif/indiferan etkilesim olarak bulundu.

3.5.2. Dama Tahtas1 Yontemi

Calismada kullanilan her bir bakteri i¢cin meropenem ve amikasin kombinasyon
etkinligi dama tahtas1 yontemiyle olgiildii (Oztiirk 2001). Bu ydntemde her bir
antibiyotigin tek basina 6zgiil MIK degerleri de 6lciiliip kaydedildi.

Her bir antibiyotigin Acinetobacter’ler igin CLSI tarafindan belirlenmis olan MiK
degerleri esas almarak, bu MIK degerlerinin 2-3 kat diliisyon iistiinden, 4-8 kat diliisyon
altina kadar olan degerlerini igeren antibiyotik diliisyonlar1 kullanildi. Her bir antibiyotik
icin hazirlanan baslangi¢ stok soliisyonlar1 ayr1 ayri steril tiiplerde KAMHB ile

sulandirilarak cift kat seri diliisyonlar1 yapildi ve kullanima hazir hale getirildi.

Her antibiyotigin baslangi¢ konsantrasyonu (1. tiip), kombinasyon 6l¢lim yontemini
uygularken elde edilmek istenen baslangi¢ (en yiiksek) konsantrasyonunun 2 kati1 fazla
konsantrasyonda antibiyotik igerecek sekilde hazirlandi. Ciinkii mikropleyt tizerindeki
kuyucuga aymi miktarda diger antibiyotik de eklendiginden dolay1 her bir antibiyotik

konsantrasyonu 1 kat daha diliie edilmis oldu.

Ornegin; CLSI verileri dogrultusunda Amikasin igin MIK degeri 64 pg/ml,
Meropenem igin MiK degeri 16 ug/ml degerleri géz 6niinde bulundurularak steril diliisyon

tiipleri hazirlandi. Amikasin i¢in 11 tiip, meropenem i¢in 7 tiip hazirlandi.

Amikasin i¢in, kuyucuktaki en yiiksek baslangi¢c konsantrasyonun 64’{in 3 diliisyon
tistii olan 512 pg/ml olmasi istenildigi i¢in ayn1 miktarda diger antibiyotik de eklendiginde
konsantrasyonun 1024 pg/ml’den 512 pg/ml’ye diisecegi hesaplanarak baslangi¢ tiipi
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1024 pg/ml olarak hazirlandi. Daha sonra ilk tiipten baslayip 11. tiipe kadar ¢ift kat seri
diliisyon yapildi.

Meropenem igin ise, kuyucuktaki en yiiksek baslangi¢ konsantrasyonun 16’nin 2
diliisyon istii olan 64 pg/ml olmasi istenildigi i¢in ayn1 miktarda diger antibiyotik de
eklendiginde konsantrasyonun 128 ug/ml den 64 ug/ml ye diisecegi hesaplanarak baslangig
tiipii 128 pg/ml olarak hazirlandi. Daha sonra ilk tiipten baslayip 7. tlipe kadar ¢ift kat seri
diliisyon yapildi.

Kombinasyonda kullanilacak her iki antibiyotigin diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra,
96 kuyucuklu steril U tabanli mikropleyt almarak, plagin Al ¢ukuru iireme kontrolii (UK),
H12 gukuru ise sterilite kontrolii (SK) olarak isaretlenip ve bu kuyucuklara antibiyotik

eklenmedi.

Mikropleyt ¢ukurlarma antibiyotik, besiyeri (KAMHB) ve bakteri siispansiyonu
pipetleme islemi asagida belirtilen 4 asamada gerceklestirildi (Oztiirk 2001).

1. Asama;

1. satirdaki gukurlara (Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, Al10, All, Al12), 1. siitundaki
cukurlara (B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1) ve Sterilite kontrol ¢ukuru olan H12 ¢ukuruna
50 ul KAMHB eklendi.

2. Asama;

. stitundaki tiim ¢ukurlara 1 pg/ml

. stitundaki tiim ¢ukurlara 2 pg/ml
. stitundaki tiim ¢ukurlara 4 pg/ml

. stitundaki tiim ¢ukurlara 8 pg/ml

. stitundaki tiim ¢ukurlara 16 pg/ml
. siitundaki tiim ¢ukurlara 32 pg/ml

. stitundaki tiim ¢ukurlara 64 pg/ml

O 0 9 N O A W N

. siitundaki tiim ¢ukurlara 128 pg/ml
10. siitundaki tiim ¢ukurlara 256 pg/ml
11. stitundaki tiim ¢ukurlara 512 pg/ml
12. siitundaki tiim ¢ukurlara 1024 pg/ml
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konsantrasyonluk amikasin soliisyonundan 50 ul eklendi.

3. Asama;

B satirindaki tiim ¢ukurlara 2 pg/ml
C satirindaki tiim ¢ukurlara 4 pg/ml
D satirindaki tiim ¢ukurlara 8 pg/ml
E satirindaki tiim ¢ukurlara 16 pg/ml
F satirindaki tiim ¢ukurlara 32 pg/ml
G satirindaki tiim ¢ukurlara 64 pg/ml

H satirindaki tiim ¢ukurlara 128 pg/ml

konsantrasyonluk meropenem soliisyonundan 50 pl eklendi.

4.Asama;

Dama tahtast yontemi i¢in hazirlanma sekli daha Once anlatilan taze bakteri

slispansiyonundan, Sterilite kontrol ¢gukuru olan H12 harig tiim ¢ukurlara 10 pl olmak {izere

eklendi.

G

H

Sekil 3.3: Amikasin ve meropenem eklendikten sonra mikropleyt ¢ukurlarindaki son konsantrasyonlar.

Mikropleytlere bakteri eklendikten sonra fistleri kapakla kapatilarak, 35°C’de

etlivde inkiibasyona birakildi. 18-24 saatlik inkiibasyonun sonunda iireme ve sterilite

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
UK | 05| 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
05| 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
05| 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
05| 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
05| 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
05| 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
16 | 16 |16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 16 16
05| 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
32 | 32 |32 |32 32|33 |32 |32 32 32 32
05| 1 2 4 8 |16 | 32 | 64 | 128 | 256 | SK
64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64|64 |64 |64 64 64
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kontrol kuyucuklar1 basta olmak iizere diger kuyucuklar tiremenin olup olmadigimi

gosteren bulaniklik durumlari gozle degerlendirilip kaydedildi.

A1l satirinda (A1 hari¢) iremenin olmadig1 en diisiikk konsantrasyon amikasin igin
tek basina 6zgiil MIK degeri, A1 siitununda ise iiremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon

meropenem igin tek basma 6zgiil MIK degeri olarak kaydedildi.

Kombine antibiyotik iceren kuyucuklar degerlendirilirken her antibiyotigin FIK
degerlerinin ve kombinasyonun TFIK degerinin tespit edilmesi esas alindi. Bu amagla

asagidaki formiiller kullanildz.

Amikasinin kombinasyondaki MiK degeri

FiK Amikasin =
Tek basina Amikasin MIK degeri

Meropenemin kombinasyondaki MIK degeri

FiK Meropenem =
Tek basina Meropenem MIK degeri

Daha sonra her iki antibiyotigin FIK degerleri toplanarak XFIK bulundu.
YFIK = FIK Amikasin + FIK Meropenem

Uremenin olmadif1 en diisiik konsantrasyonlu kuyucuklar igin ayri ayri FIK
degerleri ve sonrasinda XFIK degerleri hesaplandi. Elde edilen en diisiik FIK degeri
minimum FIK degeri ZFiKin, en yiiksek TFIK degeri ZFiK ax Olarak kaydedildi.

Tim veriler hesaplandiktan sonra bir koken igin kombinasyon sonug etkilesimi
belirlenirken asagida gosterilen ve mikropleytte tireme olan kuyucuk goériinimiine dayal

grafiksel yorumlama yontemi kullanildi (Koksal 2010).
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Sekil 3.4. Sinerjik etkilesim gosteren bir kokenin mikropleyt ve grafiksel goriiniimii.
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Sekil 3.5. Aditif etkilesim gosteren bir kokenin mikropleyt ve grafiksel goriniimii.
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Sekil 3.6. Antagonist etkilesim gosteren bir kokenin mikropleyt ve grafiksel goriiniimii.
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Bir bakteri kokeni igin renkli taranan kuyucuklarda tlireme olan mikropleyt

goriinimi Sekil 3.7’ de gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A|UK|O05| 1 | 2 | 4 | 8 | 16| 32| 64 | 128 | 256 | 512
51 1 05| 1 | 2 | 4 | 8 |16 | 32| 64 | 128 | 256 | 512

1 1111|1111 1]1 1 1 1
cl 2 05| 1 | 2 | 4 | 8 |16 | 32| 64 | 128 | 256 | 512
2 2 | 22|22 ] 2] 2 2 2 2
ol a 05| 1 | 2 | 4 | 8 |16 | 32| 64 | 128 | 256 | 512
4 | 4 | 4| 4| 4| 4| 4|4 4 4 4
£l g 05| 1 | 2 | 4 | 8 |16 | 32| 64 | 128 | 256 | 512
8 81 8| 8| 8| 81| 8] 8 8 8 8
c | 16 05| 1 | 2 | 4 | 8 |16 | 32| 64 | 128 | 256 | 512
16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16
s | 3 05| 1| 2 | 4| 8 | 16| 32| 64 | 128 | 256 | 512
32 (32132323232 (32(32] 32| 32| 3
Hlea |05 1| 2] 4|8 |16|32)64]128 | 256 | SK
64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64

Sekil 3.7. Bir bakteri kokeninin dama tahtasi yontemiyle hazirlanan mikropleyt goriintimii.

Yukaridaki mikropleyt gériiniimiine gore; amikasin MIK degeri 128 pg/ml,
meropenem igin MIK degeri ise 32 pg/ml’dir.

128 1
B i¢in FIK Amikasin = ——=1 FIK Meropenem =——=0,03 XFIK =1,03 pg/ml,
128 32
64 2
C i¢in FIK Amikasin = ——=0,5 FiK Meropenem = ——=0,06 XFIK =0,56 pg/ml
128 32
64 4
D i¢in FIK Amikasin = ——=10,5 FIK Meropenem = ——= 0,125 XFIK = 0,625 pg/ml
128 32
32 8
E icin FIK Amikasin = —— = 0,25 FiK Meropenem = ——=10,25 XFIK=0,5 pg/ml
128 32
4 16
F igin FIK Amikasin = —— = 0,03 FiK Meropenem =——=0,5 XFIK =0,53 pg/ml
128 32
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olarak hesaplandi. Bu dogrultuda XFiKmin= 0,5 ve LFiKm.x =1,03 olarak belirlendi ve bu
koken igin her iki antibiyotik kombinasyon etkinliginin sonucu yukaridaki plak goriintiisii

ile grafiksel yorumlama sonucuna goére aditif olarak kaydedildi.

MBL pozitif bir kdkende dama tahtasi yontemiyle amikasin ve meropenem
kombinasyonunun aditif etkili bulundugu mikropleyt goriintiisii Sekil 3.8’da, sinerjik etkili
bulundugu mikropleyt goriintiisii ise Sekil 3.9’da gosterilmistir.

\‘#MW
\J\\JW@P)%J)\’
&8 99890,

Sekil 3.8. Dama tahtasi yontemiyle aditif bulunan MBL pozitif bir kokenin mikropleyt goriiniimii.
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Sekil 3.9. Dama tahtas1 yontemiyle sinerjik bulunan MBL pozitif bir kokenin mikropleyt gériiniimii.

MBL negatif bir kokende dama tahtasi yontemiyle amikasin ve meropenem
kombinasyonunun sinerjik etkili bulundugu mikropleyt goriintiisii Sekil 3.10°de, aditif
etkili bulundugu mikropleyt goriintiisii ise Sekil 3.11°de gdsterilmistir.

Sekil 3.10. Dama tahtasi yontemiyle sinerjik bulunan MBL negatif bir kokenin mikropleyt gériiniimii.
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Sekil 3.11. Dama tahtasi yontemiyle aditif bulunan MBL negatif bir kdkenin mikropleyt gériiniimii.

3.5.2.1. Minimal Bakterisidal Konsantrasyonun (MBK) Saptanmasi

Mikropleytin A satin ve 1 siitununda her iki antibiyotigin MIK degerleri
belirlendikten sonra yine A satir1 ve 1 siitununda gozle goriiliir iremenin olmadigi
kuyucuklardan pipetle 25 pl alinip koyun kanli agara aktarilarak yayma seklinde ekim
yapildi. 35°C’de 18-24 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyerinde %99 ve daha fazla
oraninda iremenin sonlandigi en diisik antibiyotik konsantrasyonu test edilen

Acinetobacter kokeni i¢in MBK degeri olarak kaydedildi.

3.5.2.2. istatistik

Veriler SPSS 13,0 paket programinda analiz edildi. Siirekli degiskenler normal
dagilim ve varyanslarin esitligi yoniinden incelendi. Gruplar arasi karsilastirmalarda
stirekli degiskenler i¢cin Mann-Whitney U testi, isimsel degiskenler igin ki-kare testi
kullanildi. Anlamlilik sinir1 olarak 0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan 100 Acinetobacter koékeninin ¢ogunlukla Dahiliye yogun
bakim (%32), Cerrahi yogun bakim (%22), Ortopedi ve Travmatoloji (%12) servislerinden
gonderilen klinik orneklerden izole edildigi tespit edildi. Calismaya dahil edilen tim

kokenlerin izole edildigi 6rnekler ve gonderildigi klinikler Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Acinetobacter kokenlerinin izole edildigi klinik 6rneklere ve servislere gore dagilimi.

Idrar | Yara Trakeal Balgam Plevra Kan | BOS
™ | () Aspirat () Sivisi ™ | ()
(n) (n)

Dahiliye Yogun Bakim 2 - 9 13 - 8 -
Cerrahi Yogun Bakim 5 1 3 10 - 3 -
Ortopedi ve

. - 12 - - - - -
Travmatoloji
Dermatoloji - 7 - - - -
Goglis Hastaliklar - - - 5 1 1
Beyin Cerrahi 2 1 - 2 - - 1
Dahiliye 1 1 - 1 - 1 -
Cocuk Cerrahisi 1 1 - - - - -
Plastik Cerrahi - 2 - - - - -
Genel Cerrahi - 1 - 1 - - -
Enfeksiyon Hastaliklar1 - 1 - - - - -
Fiziksel Tip ve 1 i i i i i i
Rehabilitasyon
Cocuk Sag. Ve Hast. 1 - - - - - -
Uroloji 1 - - - - - -
Toplam 14 | 27 12 32 1 13 1

4.1. MBL E test Yontemi Sonuclari

Calismaya dahil edilen 50 MBL pozitif koken tespit edilinceye kadar 114
Acinetobacter kokeni MBL varligi yoniinden incelendi. MBL negatif bulunan 64 kdken
icinden izolasyon tarihine gore ilk 50 koken ¢alismaya dahil edildi. MBL negatif ve pozitif
her iki grubun %47°si A. baumannii, %3t A. Iwoffii idi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Calismaya dahil edilen Acinetobacter kokenlerinin tiir dagilima.

A. baumannii A. lwoffii Toplam P
n (%) n (%) n (%)
MBL negatif 47 (94) 3 (6) 50 (100)
MBL pozitif 47 (94) 3 (6) 50 (100) >0,05
Toplam 94 (94) 6 (6) 100 (100)

Bu kokenlerin

%54’ iniin  yogun bakim

servislerinden gonderilen hasta

orneklerinden izole edildigi tespit edildi. MBL pozitif olan kdkenlerin 36’simnin (%72) ve

MBL negatif olan kokenlerin 18’inin (%36) yogun bakim {initelerinde yatan hastalardan

izole edildigi saptand1 (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. MBL pozitif ve negatif kokenlerin izole edildikleri hasta 6rneklerinin gonderildigi klinikler.

. MBL negatif MBL pozitif | Toplam
KLINIKLER : (090 ) rﬁ’(% ) -
Cerrahi Yogun Bakim 10 (20) 12 (24) 22
Dabhiliye Yogun Bakim 8 (16) 24 (48) 32
Beyin Cerrahisi 4 (8) 2 (4) 6
Cocuk Cerrahisi 1(2) 1(2) 2
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari 1(2) 0 (0) 1
Dahiliye 4 (8) 0 (0) 4
Dermatoloji 6 (12) 1(2) 7
Enfeksiyon Hastaliklari 1(2) 0 (0) 1
Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon 1(2) 0 (0) 1
Genel Cerrahi 2 (4) 0 (0) 2
Gogiis Hastaliklar 5 (10) 2(4) 7
Ortopedi ve Travmatoloji 6 (12) 6 (12) 12
Plastik Cerrahi 1(2) 1(2) 2
Uroloji 0 (0) 1(2) 1
Toplam 50 (100) 50 (100) 100

MBL pozitif kokenlerin

siklikla  (%48) alt

solunum yolu orneklerinden

(balgam, trakeal aspirat ve plevra sivisi) ve kandan (%20) izole edildigi tespit edilirken

MBL negatif kokenlerin ise %42’sinin alt solunum yolu orneklerinden, %38’inin yara

orneklerinden izole edildigi saptandi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. MBL pozitif ve negatif kokenlerin izole edildikleri klinik 6rneklerin dagilimlari.

s MBL negatif | MBL pozitif Toplam
Klinik Ornek n (%% n F(J% ) nrz% )
Balgam 12 (37,5) 20 (62,5) 32 (100)
Yara 19 (67,9) 9 (32,1) 28 (100)
Trakeal aspirat 8 (72,7) 3(27,3) 11 (100)
Idrar 7 (53,8) 6 (46,2) 13 (100)
Kan 3(23,1) 10 (76,9) 13 (100)
Plevra sivisi 1 (50) 1 (50) 2 (100)
Beyin Omurilik Sivisi 0 (0) 1 (100) 1 (100)
Toplam 50 (50) 50 (50) 100 (100)

MBL pozitif bulunan 50 kokenin 47 tanesi (%94) meropeneme, 44 tanesi (%88)
imipeneme direngli bulundu. Cizelge 4.5’te gosterildigi gibi MBL pozitif olan kokenlerde

imipenem ve meropeneme direng oranlar1 daha fazla bulundu (p<0,05).

Cizelge 4.5. MBL pozitif ve negatif kkenlerde imipenem, meropenem ve amikasine direng durumlari.

Antibiyotik | Duyarhilik MB'—;“E%““ MB'—np?;Oi)tif Tr?r()(!/a;;n 5
Direngli 27 (54) 44 (88) 71 (71)

Imipenem Orta duyarh 2(4) 1(2) 3(3) 0,001
Duyarli 21 (42) 5(10) 26 (26)
Direngli 30 (60) 47 (94) 77 (77)

Meropenem | Orta duyarl: 1(2) 0(0) 1M | <oo01
Duyarli 19 (38) 3(6) 22 (22)
Direngli 23 (46) 24 (48) 47 (47)

Amikasin Orta duyarh 4(8) 11 (22) 15 (15) 0,083
Duyarli 23 (46) 15 (20) 38 (38)

Ké&kenlerin Vitek 2 otomatize sistem (bioMeérieux, Fransa) ile belirlenmis MIK
degerlerine gore hesaplanan meropenem, imipenem ve amikasin antibiyotiklerinin MiK 50
ile MIK 90 degerleri Cizelge 4.6°da gosterildi.

47



Cizelge 4.6. MBL pozitif ve negatif kokenlerin amikasini meropenem ve imipenem i¢in MiK 50 ve MiK 90
degerleri.

Antibiyotik MBL pozitif | MBL negatif
Amikasin | MIK 50 (ug/ml) 64 16
MIK 90 (pg/ml) 128 64
Meropenem | MiK 50 (ug/ml) 16 8
MIK 90 (pg/ml) 32 16
Imipenem | MIK 50 (ug/ml) 16 16
MIK 90 (ug/ml) 16 16

Calismaya dahil edilen tiim kdkenlerin 58 tanesinin (%58) CID oldugu tespit edildi.
MBL negatif olan kokenlerin 36’sinin (%72), MBL pozitif olan kdkenlerin ise 22’sinin
(%44) CID oldugu saptandi. MBL negatif olan kokenlerde CID durumu daha fazla
(p=0.005) bulundu (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. MBL pozitif ve negatif kokenlerde CID durumu.

CID degil CiD Toplam P
n (%) n (%) n (%)
MBL negatif 14 (28) 36 (72) 50 (100)
MBL pozitif 28 (56) 22 (44) 50 (100) 0.005
Toplam 42 (42) 58 (58) 100 (100)

4.2. Meropenem ve Amikasin Kombinasyonunun In Vitroe Etkinliginin Olciilmesi

4.2.1. E test Yontemi Sonuclari

Calismaya alinan toplamda 50 MBL pozitif kokenin meropenem-amikasin
antibiyotiklerinin kombine kullanim1 sonucu hesaplanan FIK degerlerine gore; kokenlerin
%76’sinda (38/50) aditif veya indiferan (farksiz), %14’inde (7/50) sinerjik, %10’unda
(5/50) antagonist etkilesim tespit edildi.

Calismada E test yontemiyle meropenem amikasin kombinasyonlarindan elde
edilen 4 farkli etkilesime ait meropenem ve amikasin MIK degerleri Sekil 4.1, 4.2, 4.3°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. A;Sinerjik etkilesim saptanan bir kokenin meropenem varligindaki amikasin MiK degeri.
B;Sinerjik etkilesim saptanan bir kékenin amikasin varligindaki meropenem MIK degeri.

Sekil 4.2. A; Aditif etkilesim saptanan bir kdkenin meropenem varligindaki amikasin MiK degeri.
B; Aditif etkilesim saptanan bir kokenin amikasin varhigindaki meropenem MiK degeri.
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Sekil 4.3. A; Antagonist etkilesim saptanan bir kokenin meropenem varligindaki amikasin MIiK degeri.
B; Antagonist etkilesim saptanan bir kokenin amikasin varligindaki meropenem MIK degeri.

4.2.2. Dama Tahtas1 Yontemi Sonuglari

Calismaya alinan 50 MBL pozitif kdkende E test yontemiyle belirlenen antibiyotik
kombinasyon etkilesim sonuclarina goére %10 (5/50) antagonist, %76 (38/50) aditif, %14
(7/50) sinerjik etkilesim tespit edildi. MBL pozitif ve negatif tiim kokenlerde dama tahtas1
yontemiyle %51 aditif, %49 sinerjik etkilesim saptanmis olup antagonist etkilesim

saptanan koken olmadi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. E test ve dama tahtas1 yontemiyle kdkenlerdeki meropenem ve amikasin etkilesimleri.

Yént Antagonist Aditif Sinerji Toplam
ontem n (%) n (%) n (%) n (%)
E test 5 (10) 38 (76) 7 (14) 50 (100)
Dama Tahtas1 0(0) 51 (51) 49 (49) 100 (100)

Dama tahtas1 yontemiyle meropenem amikasin kombinasyonuna kars1 37 kokende
(%74) aditif etki gozlenirken 13 kokende (%26) sinerjik etki gozlendi. Her iki yontem ile
tespit edilen sonuglar kiyaslandiginda koékenlerin 28’inde (%56) her iki test ile aditif
etkilesim saptanirken tigiinde (%6) sinerjik etkilesim saptandi. Boylece 31 (%62) kokende
ayni etkilesim (sinerji veya aditif) sonucu bulundu. Bu iki yontemin sonuglari

kiyaslandiginda her iki yontem arasinda fark olmadigi goriildii (p>0,05) (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. MBL pozitif kdkenlerde antibiyotik kombinasyon sonuglari.

E test Toplam
Yontem Antagonist Aditif Sinerji n (%) P
n (%) n (%) n (%)
Aditif 5 (10) 28 (56) 4 (8) 37 (74)
Dama tahtast o305 () 10 (20) 3(6) 13 (26) 50,05
Toplam 5 (10) 38 (76) 7(14) | 50 (100)

MBL negatif kokenlerde dama tahtasi yOntemiyle meropenem amikasin
kombinasyonuna karsi 14 kokende (%28) aditif, 36 kokende (%72) sinerjik etki gézlendi.
(Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. MBL pozitif ve negatif kdkenlerde dama tahtas1 yontemiyle meropenem-amikasin

kombinasyonunun etkinligi.

Metallo beta Dame.l _Tahtas1 Yér%tem.i. lle Toplam
laktamaz Aditif Sinerji n (%) P
n (%) n (%)
MBL negatif 14 (28) 36 (72) 50 (100)
MBL pozitif 37 (74) 13 (26) 50 (100) | <0,001
Toplam 51 (51) 49 (49) 100 (100)

Aditif/indiferan ve sinerjik bulunan kokenlerde mikrodiliisyon ve Vitek 2 otomatize

sistemle (bioMérieux, Fransa) belirlenen meropenem/amikasin MIiK degerlerinin ortanca

degerleri Cizelge 4.11°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Aditif/indiferan ve sinerjik bulunan kokenlerde mikrodiliisyon ve otomatize sistemle belirlenen
meropenem-amikasin MK degerlerinin ortanca degerleri.

Aditif Sinerji P
_ Ortanca (min.-max.) | Ortanca (min.-max.)

MEM-MIK 16 (0,25-16) 16 (0,25-16) 0,035
(vitek 2)

IPM-MIK 16 (1-16) 16 (1-16) 0,016
(vitek 2)

AK-MIK 64 (8-256) 32 (4-128) 0,002
(mikrodilﬁsyon)

MEM-MIK 16 (4-32) 8 (2-32) <0,001
(mikrodiliisyon)

MBL pozitif ve negatif kokenlerdeki mikrodiliisyonla belirlenen meropenem-
amikasin FIK degerleri, MBK degerleri ve otomatize sistemle belirlenen amikasin,
meropenem, imipenem MIK lerinin ortanca degerlerinin karsilastirilmas: Cizelge 4.12°de

gosterildi.

Cizelge 4.12. MBL pozitif ve negatif kokenlerde mikrodiliisyon ve otomatize sistem ile saptanan FIK, MBK
ve MIK degerleri.

MBL negatif MBL pozitif P
Ortanca (min-max) | Ortanca (min-max)

MIK - amikasin 16 (4-256) 64 (4-128) 0.001
(mikrodiliisyon) ’
MIK - meropenem 8 (2-16) 16 (2-32) <0.001
(mikrodiliisyon) ’
FIK-min. 0,38 (0,16-0,75) 037(018- 15) | ;e
(mikrodiliisyon) ’
FIK-max. 0,63 (0,52-1,13) 102(052-15) | 5001
(mikrodiliisyon) ’
MBK- amikasin 64 (16-512) 128 (32-512) 0.004
(mikrodiliisyon) ’
MBK meropenem 32 (8-64) 32 (16-64) <0.001
(mikrodiliisyon) ’
MIK amikasin 32 (2-64) 32 (2-128) 50,05
(Vitek 2) '
MIK meropenem 16 (0,25-16 16 (0,25-16
Vitek2) ( ) ( ) <0,001
MIK imipenem 16 (1-16 16 (1-16
(Vitek 2) (10 (10 <0,001

FIK: Fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu. MBK: Minimal bakterisidal konsantrasyonu.

MIiK: Minimal inhibisyon konsantrasyonu.
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MBL pozitif olan kokenlerde mikrodiliisyon yéntemiyle saptanan amikasin MIiK
(p=0,001), meropenem MIK (p<0,001), FIK max (p<0,001), amikasin MBK (p=0,04),
meropenem MBK (p<0,001) degerleri daha yiiksek olarak bulundu (Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7,
4.8).
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Sekil 4.4. MBL pozitif ve negatif kokenlerde mikrodiliisyon yontemiyle saptanan amikasin MiK degerleri.
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Sekil 4.5. MBL pozitif ve negatif kokenlerde mikrodiliisyon ydntemiyle saptanan meropenem MIK degerleri.
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Sekil 4.6. MBL pozitif ve negatif kokenlerde mikrodiliisyon yontemiyle saptanan FIK max degerleri.
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Sekil 4.7. MBL pozitif ve negatif kokenlerde mikrodiliisyon yontemiyle saptanan amikasin MBK degerleri.
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Sekil 4.8. MBL pozitif ve negatif kokenlerde mikrodiliisyon yontemiyle saptanan meropenem MBK
degerleri.

MBL pozitif kokenlerde otomatize sistem ile saptanan meropenem MIK (p<0,001)
ve imipenem MIK (p<0,001) degerleri daha yiiksek olarak bulundu (Sekil 4.9, 4.10).

Otomatize sistem ile MEM MiK

I I
negatif pozitif

MBL

Sekil 4.9. MBL pozitif ve negatif kokenlerde otomatize sistem ile saptanan meropenem MIK degerleri.
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Otomatize Sistem ile IPM MIK
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Sekil 4.10. MBL pozitif ve negatif kokenlerde otomatize sistem ile saptanan imipenem MIK degerleri.

Mikrodiliisyon yontemiyle saptanan FiKpyi, ve otomatize sistem ile saptanan
amikasin MIK degerleri arasinda MBL pozitif ve negatif kokenlerde farklilik bulunmadi
(p>0.05) (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).

Mikrodiliisyon Y&ntemiyle FiKmin
=] i=]
T T

=]
=
=1
|

0,35 T T
negatif pozitif

MBL

Sekil 4.11. MBL pozitif ve negatif kokenlerde mikrodiliisyon yontemi ile saptanan FIKmin degerleri.

56



wn
@
|

40—

Otomatize Sistem ile Amikasin MiK

30+

I I
negatif pozitit

MBL

Sekil 4.12. MBL pozitif ve negatif kokenlerde otomatize sistem ile saptanan amikasin MIK degerleri.

MBL pozitif kokenlerde sinerjik etkilesim saptanan meropenem amikasin

konsantrasyonlari Cizelge 4.13’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. MBL pozitif kokenlerde sinerjistik etkilesim saptanan amikasin meropenem

konsantrasyonlari.
KONSANTRASYONLAR KONSANTRASYONLAR
KOKEN (ug/ml) KOKEN (ug/ml)

NO AMIKASIN/MEROPENEM NO AMIKASIN/MEROPENEM
1 - 30 8/2 414 2/8
2 31 32/1 8/2 414
3 16/4 32 8/4 - -
4 8/8 33 8/4 - -
5 8/1 34 16/2 8/4 -
6 16/2 35 32/1 16/2 8/4
7 16/4 8/8 - 36 8/2 414 -
8 8/2 37 2/2 2/4 -
9 8/2 38 2/2 2/4 -
10 8/1 412 39 16/2 8/4 -
11 40 16/2 414 -
12 41 16/2 8/4 -
13 42 16/2 8/4 -
14 43 8/2 — -
15 8/8 44 2/4 - -
16 8/4 45 8/1 412 2/4
17 8/4 46 4/1 2/2 -
18 32/8 47 8/1 412 2/4
19 8/4 48 2/4 — -
20 3211 3212 16/4 49 8/2 414 -
21 16/2 50 8/1 8/2 2/4
22
23 16/4 16/8
24 8/4
25 8/8
26
27 8/4 8/8
28 2/8 412 2/4
29 16/2 16/4 8/8

MBL negatif kokenlerde sinerjik etkilesim saptanan meropenem-amikasin

konsantrasyonlar1 Cizelge 4.14’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.14. MBL negatif kokenlerde sinerjistik etkilesim saptanan amikasin meropenem konsantrasyonlari.

KONSANTRASYONLAR KONSANTRASYONLAR
KOKEN (ug/ml) KOKEN (ug/ml)

NO AMIKASIN/ MEROPENEM NO AMIKASIN/MEROPENEM
51 8/1 4/2 2/4 81 412 -- --
52 4/2 -- -- 82 2/1 -- --
53 -- -- -- 83 2/1 -- --
54 4/2 -- -- 84 1/1 -- --
55 16/1 16/2 -- 85 1/1 -- --
56 8/2 -- -- 86 16/1 8/2 4/4
57 8/1 8/2 -- 87 2/1 -- --
58 16/1 8/2 -- 88 16/2 -- --
59 16/4 -- -- 89 2/1 -- --
60 - - -- 90 8/2 -- --
61 8/1 4/2 -- 91 2/1 -- --
62 8/2 -- -- 92 1/1 -- --
63 4/1 212 -- 93 1/1 -- --
64 64/4 - -- 94 1/1 -- --
65 32/2 - -- 95 -- -- --
66 8/2 -- -- 96 16/1 8/2 8/4
67 -- -- -- 97 8/2 1/4 --
68 2/1 -- -- 98 1/1 -- --
69 4/1 212 -- 99 16/1 412 4/4
70 4/1 412 -- 100 16/1 412 2/4
71 16/1 8/2 4/4
72 4/2 --

73 212 - --
74 16/1 212 2/4
75 2/1 - --
76 8/1 8/2 44
77 11 1/2 --
78 2/1 1/2 --
79 4/2 - --
80 32/1 8/2 --

Calismaya dahil edilen tiim kokenlerin izole edildigi ornekler, geldigi klinikler,
E test yontemi ile saptanan XFIK ve mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen amikasin ve
meropenem igin MIK, FiKpmax, FiKmin Ve MBK degerleri Cizelge 4.15 ve 4.16’da

gosterilmistir.
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Cizelge 4.15. MBL pozitif kokenlerde E test ve Mikrodillisyon yontemlerinin sonuglari.

. E TEST MIKRODILUSYON ""
K?\I%EN ORNEK* KLINIK** __ _ . . .
YFIK MIK-AK | MIK-MEM 2FIK ax. 2FIK min, MBK AK MBK MEM
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (1g/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 Yara Ortopedi 2,5 16 8 1,125 0,75 32 16
2 Yara Ortopedi 3 128 32 1,125 0,625 512 64
3 Yara Dermatoloji 2,25 64 16 1,06 0,5 256 64
4 T.asp CYB 2,25 64 32 1,25 0,375 128 64
5 Balgam Gogiis 2,5 32 4 0,75 0,5 128 16
6 Yara Ortopedi 3 128 16 1 0,25 256 32
7 Idrar Cocuk Cerrahi 0,625 64 32 0,56 0,375 256 64
8 Idrar DYB 3 32 8 0,625 0,5 128 32
9 Balgam DYB 2,5 64 16 1,06 0,375 256 64
10 Kan DYB 3 32 8 0,75 0,375 256 16
11 Balgam DYB 2 64 8 1,5 1,25 128 32
12 Balgam Gogiis 0,3 16 8 15 1,125 64 16
13 T.asp DYB 5 16 4 1,5 1,25 128 16
14 Yara Ortopedi 0,24 4 2 1,5 1,5 32 16
15 BOS Beyin Cerrahi 1,125 32 32 1,125 0,5 128 64
16 Balgam DYB 2,75 32 16 1,06 0,5 128 32
17 Kan DYB 1,75 32 16 1,25 0,5 64 32
18 Balgam CYB 0,5 128 32 1,03 0,5 256 64
19 Yara Ortopedi 2 64 16 1,06 0,375 256 32
20 Kan DYB 11 128 32 0,515 0,25 512 64
21 Balgam DYB 2,25 64 8 1,125 0,5 256 32
22 Kan CYB 2,5 64 8 1,125 0,75 128 32
23 Yara Ortopedi 1 64 32 0,625 0,375 128 64
24 Balgam CYB 2 64 16 1,125 0,375 256 32
25 Balgam DYB 0,8 128 32 0,53 0,375 512 64
26 Kan DYB 3 128 32 1,125 0,53 256 64
27 Kan DYB 11 32 32 1,03 0,375 128 64
28 Kan CYB 2,125 16 32 0,56 0,25 64 64
29 T.asp DYB 4 64 32 1,03 0,375 256 64
30 Kan DYB 0,59 64 32 1,03 0,185 128 64
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Cizelge 4.15. MBL pozitif kokenlerde E test ve Mikrodiliisyon yontemlerinin sonuglar1 (devam).

. E TEST MIKRODILUSYON "*
K?\I%EN ORNEK™ KLINIK** . _ i _ _
TFIK MIK-AK | MIK-MEM | XFiK . SFiKpin | MBK AK MBK MEM
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (1g/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
31 Balgam CYB 15 128 16 0,515 0,185 512 32
32 Balgam DYB 2,5 32 16 0,625 0,5 128 64
33 Balgam CYB 3,5 64 16 0,625 0,375 256 32
34 Balgam DYB 1 64 16 0,56 0,185 256 64
35 Idrar CYB 3 128 32 0,515 0,185 512 32
36 Balgam CYB 1,1 32 16 1,06 0,375 64 16
37 Balgam DYB 0,1 16 16 0,625 0,25 64 32
38 Balgam DYB 0,26 8 16 1,06 0,375 32 16
39 Balgam DYB 1,5 128 16 0,56 0,25 256 32
40 Yara Plastik Cerrahi 4,5 64 16 0,56 0,31 128 32
41 Balgam CYB 2,75 64 16 0,56 0,375 256 64
42 Kan DYB 0,55 128 16 0,56 0,25 512 32
43 Idrar Beyin Cerrahi 15 32 8 1,125 0,5 128 16
44 Yara Uroloji 1,125 16 16 0,625 0,375 64 32
45 Idrar CYB 4 32 16 0,53 0,25 128 64
46 Balgam DYB 0,28 16 8 0,625 0,375 32 32
47 T.asp DYB 0,9 32 16 0,56 0,25 64 32
48 Balgam DYB 0,2 16 16 1,06 0,375 64 32
49 Kan DYB 1,25 64 16 0,56 0,25 256 64
50 Idrar CYB 6,5 32 16 0,56 0,31 128 64

* T.asp: Trakeal aspirat. BOS: Beyin omurilik sivisi.
** CYB: Cerrahi yogun bakim. DYB: Dahiliye yogun bakim. FTR: Fizik tedavi ve rehabilitasyon.

t ZFIK: Toplam fraksiyonel inhibitér konsantrasyon indeksi.

T ¥ MIK-AK: Amikasin i¢cin minimal inhibisyon konsantrasyonu. YFIK nay : Maksimum fraksiyonel inhibitdr konsantrasyonu.
MIK-MEM: Meropenem igin minimal inhibisyon konsantrasyonu. MBK-MEM: Meropenem i¢in minimal bakterisidal konsantrasyonu.
EFIK in.: Minimum fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu. MBK-AK: Amikasin i¢in minimal bakterisidal konsantrasyonu.
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Cizelge 4.16. MBL negatif kokenlerde E test ve Mikrodiliisyon yontemlerinin sonuglart.

KOKEN ) o _ _ MIKRODILUSYON !
NO ORNEK* KLINIK** | MIK-AK MIK-MEM SFIK ax. SFIK i, MBK AK MBK MEM
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml)
51 Yara Ortopedi 32 16 0,56 0,25 64 32
52 T.asp DYB 16 8 0,625 0,5 64 16
53 Yara Ortopedi 16 4 0,75 0,625 32 16
54 T.asp CYB 16 8 0,625 0,5 64 32
55 Yara Dermatoloji 64 8 0,625 0,375 256 32
56 Balgam Gogiis 64 8 0,625 0,375 128 16
57 T.asp DYB 32 8 0,625 0,375 128 16
58 T.asp DYB 64 8 0,53 0,375 256 32
59 Balgam CYB 64 16 1,125 0,5 256 64
60 Yara Dahiliye 32 8 0,75 0,625 128 32
61 Yara Enfeksiyon 32 8 0,56 0,375 256 32
62 Balgam CYB 32 8 1,125 0,5 128 32
63 Yara Dermatoloji 16 8 0,56 0,375 64 16
64 Balgam CYB 256 16 0,625 0,5 512 32
65 Balgam DYB 128 8 0,75 0,5 512 32
66 Kan CYB 32 8 0,75 0,5 128 32
67 Idrar Dahiliye 8 4 0,75 0,75 64 16
68 Idrar CcYB 8 4 0,625 0,5 64 8
69 T.asp DYB 32 8 0,53 0,25 64 16
70 Yara Dermatoloji 16 8 0,625 0,375 32 16
71 Kan Dahiliye 64 16 0,53 0,25 256 32
72 Balgam B.Cerrahi 16 8 0,625 0,5 64 16
73 Yara Dermatoloji 16 8 0,625 0,375 64 32
74 Balgam Dahiliye 64 16 0,53 0,155 128 64
75 Viicut Sivisi Gogiis 8 4 0,75 0,5 32 16
76 T.asp DYB 32 16 0,53 0,31 128 32
77 Yara B.Cerrahi 8 8 0,56 0,25 32 16
78 Yara Ortopedi 8 8 0,56 0,375 64 32
79 Yara Ortopedi 16 8 0,625 0,5 64 32
80 Idrar FTR 128 8 0,515 0,31 512 64
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Cizelge 4.16. MBL negatif kokenlerde E test ve Mikrodiliisyon yontemlerinin sonuglar1 (devam).

MIiKRODILUSYON
KOKENNO | ORNEK* KLINIK** MIK-AK MIK-MEM SFIK e, SFiKmn | MBKAK |  MBK MEM
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
81 Yara Cocuk Cerrahi 16 8 0,625 0,5 64 32
82 Yara Plastik Cerrahi 8 4 0,625 0,5 32 16
83 Idrar CYB 8 4 0,75 0,5 32 8
84 Balgam Gogiis 4 4 0,75 0,5 16 8
85 Yara Ortopedi 8 4 0,56 0,375 64 16
86 Yara Ortopedi 64 16 0,53 0,25 256 32
87 Idrar Cocuk 8 4 0,625 0,5 32 16
88 Yara CYB 64 8 0,625 0,5 128 32
89 Yara Dermatoloji 8 4 0,625 0,5 64 16
90 Balgam CYB 64 8 0,625 0,375 256 32
91 Balgam Beyin Cerrahi 8 4 0,56 0,5 64 16
92 Idrar Beyin Cerrahi 8 4 0,56 0,375 32 16
93 T.asp CcYB 8 4 0,56 0,375 64 32
94 T.asp DYB 16 4 0,56 0,31 64 16
95 Idrar DYB 16 2 0,56 0,56 64 8
96 Balgam Gogiis 64 16 0,53 0,25 256 64
97 Kan Gogiis 64 16 0,56 0,25 128 32
98 Yara Dermatoloji 8 4 0,56 0,375 64 16
99 Balgam Genel Cerrahi 64 16 0,53 0,185 512 64
100 Yara Genel Cerrahi 64 16 0,515 0,185 128 32

*T.asp: Trakeal aspirat. BOS: Beyin omurilik sivist.

**CYB: Cerrahi yogun bakim. DYB: Dahiliye yogun bakim. FTR: Fizik tedavi ve rehabilitasyon.

T MBK-AK: Amikasin i¢in minimal bakterisidal konsantrasyonu.

MBK-MEM: Meropenem i¢in minimal bakterisidal konsantrasyonu.

MIK-AK: Amikasin i¢in minimal inhibisyon konsantrasyonu.
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MIiK-MEM: Meropenem igin minimal inhibisyon konsantrasyonu.

YFIK nay : Maksimum fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu.

SFIK pin.: Minimum fraksiyonel inhibitér konsantrasyonu.




5. TARTISMA

Son yillarda 6zellikle YBU nde nozokomiyal infeksiyonlara sebep olan tiirler
arasinda Acinetobacter tiirleri ilk siralarda yer almaktadir. Acinetobacter tiirleri CID
olabilmeleri otesinde, kullanimda olan tiim antibiyotiklere karsi direng gelistirme
potansiyeline sahip olmalar1 ve sonucta sebep olduklari mortaliye varan tedavi

¢ikmazinda asilmasi zor bir problem haline gelmistir.

Hastane ortaminda hastalarda kolayca kolonize olabilen Acinetobacter tiirleri,
kuru ortamlara dayanikli olmalari, farkli 1s1 ve pH degerlerine tolerans gostermeleri
ve klinik kullanimdaki ¢ogu antibiyotiklere karsi ¢ogul direng gelistirmeleri
nedeniyle tedavide sorun cikarirken 06zellikle hasta sirkiilasyonunun ve genis
spektrumlu antibiyotik kullaniminin yiiksek oldugu YBU’lerde bu sorun daha fazla
onem arz etmektedir (Topgu ve ark. 2002).

Neden olduklart infeksiyonlarin tedavisinde oncelikli ve en sik kullanilan
beta laktam antibiyotiklerine kars1 Acinetobacter tiirlerinin biiyiikk oranda direng
kazanmasi ¢ogunlukla irettikleri beta laktamaz enzimlerine baglidir (Murray ve ark.
2003). Bu enzimlerden 6zellikle MBL enzimi iireten kokenler aztreonam disindaki
tim beta laktam antibiyotikleri hidroliz edebilme yetenegini kazanarak
karbapenemlere, sefalosporinlere ve sefamisinlere kars1 diren¢ kazanirlar ve buna
bagli olarak da MBL iireten bakterilerle olusan infeksiyonlarin tedavisinde beta
laktam antibiyotikler kullanim dig1 kalirlar. Ayrica MBL iiretici genler ile birlikte
aminoglikozid diren¢ genlerinin ayni lokasyonda bir arada bulunmasi tedavide

aminoglikozid kullanimini da kisitlamaktadir (Murray ve ark. 2003).

Acinetobacter baumannii klinik kokenlerinde; 1980 yili itibariyle antibiyotik
direnci giderek artmaktadir (Paterson 2006). ABD “Ulusal Nozokomiyal
Infeksiyonlar Siirveyansi’nm (NNIS) 1986-2003 yillar1 arasim1  kapsayan bir
calismasinda A. baumannii kokenlerinde, amikasin direncinin %3’den %20’ye,
seftazidim direncinin %?24’den %67’ye imipenem direncinin de %20’lere ¢iktig1

ortaya konmustur (Gaynes ve Edwards 2005).
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Ingiltere’de yapilan baska bir calismada ise 399 Acinetobacter kdkeninde
karbapenem direnci 1998°de tespit edilmezken, 2006’da %55 olarak tespit edilmistir
(Wareham ve ark. 2008).

Ulkemizde dokuz hastanenin dahil oldugu ve 2000-2003 yillarini i¢ine alan
bir ¢aligmaya gore, izole edilen Acinetobacter tiirlerinin %42’sinin meropeneme,
%48’inin imipeneme, %84 liniin seftazidime, %91’inin sefotaksime, %82’sinin
piperasilin-tazobaktama, direngli oldugu goriilmistiir (Korten ve ark. 2007). Yine
Goziitok ve ark. yaptiklart c¢alismada 161 A. baumannii kokeninin %59’unun
amikasine, %91’inin imipenem ve meropeneme, %97°sinin ise piperasilin-
tazobaktama direncli oldugunu tespit etmislerdir (Goziitok ve ark. 2013).
Calismamizda ise kokenlerin Vitek 2 otomatize sistemle belirlenmis duyarlilik
sonuglarina goére; %94’ meropeneme, %88’ imipeneme, %40’1 da amikasine

direncli bulunmustur.

MBL iireten kokenlerin basini ¢ektigi ciddi Acinetobacter infeksiyonlarinin
tek bir antibiyotik c¢esidiyle uygulanan tedavisindeki artan basarisizlik artik,
tedavinin, farkli mekanizmalarla etki eden ve sinerjik etki gdsteren en az iki
antibiyotik kombinasyonu ile uygulanmasini gerekli hatta zorunlu kilmistir. Kombine
antibiyotik kullanimi, direngli kokenlere karsi ampirik tedavide klinisyenlere
alternatif bir segenek sunarak sinerjik bir etki saglanmasi, dozaja bagl toksisitesinin
azaltilmast ve infeksiyon hastaliginin ilerlemesinin durdurulmasi noktasinda onem

arz etmektedir (Giirler ve ark. 2008).

Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde karbapenem grubu antibiyotikler,
sulbaktam, minosiklin, tigesiklin ve kolistin en etkin antibiyotikler olmakla birlikte
ciddi infeksiyonlarin tedavisinde bir beta laktam ile beraber bir aminoglikozid ya da
bir fluorokinolon kombinasyonu basarili tedavide iyi bir secenek olabilmektedir

(Giirler 2008, Akalin 2003).

Antimikrobiyallerin birbirleriyle kombinasyonlarinin yarattigi sinerjik, aditif
ya da antagonist etkilerin klinisyenlerce bu kombinasyonlarin tercihi Oncesi

bilinmesi, Acinetobacter tiirlerinin tedavisinde faydali olmaktadir. Bu noktada in
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Vitro sinerji testleri kombinasyonlarin meydana getirdigi etkilesimlerin tespitinde yol

gosterici olmaktadir (Falagas ve ark 2007).

Ulkemizde (Asik ve Torun 2006) yapilan bir calismada 45 Acinetobacter
kokeninde metallo beta laktamaz varhigi arastirilmis, E test ile %44.,4, modifiye
hodge testi ile %26,7, kombine disk metodu ile %28,8, imipenem-EDTA ¢ift disk

sinerji testi ile %20 oraninda pozitiflik tespit edilmistir.

Kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen 100 Acinetobacter kokeninde yapilan
bagka bir calismada ise E test ile %51, imipenem/imipenem-EDTA ile %54,
meropenem/meropenem-EDTA ile %59 ve modifiye hodge testi ile %54 oraninda
MBL pozitif koken saptanmistir (Sarigiizel ve ark 2008). Yapilan baska bir
calismada (Tetik 2008), tamami imipenem ve meropenem direngli 61 A. baumannii
kokeninde E test ile %80, modifiye hodge testi ile %74 ve kombine disk metodu ile
%75 oraninda MBL pozitif koken tespit edilmesi direngli (6zellikle imipenem)
kokenlerde MBL enzim sikliginin daha fazla oranda bulunmasi goriisiinii

desteklemektedir.

Diger iilkelerde yapilan caligmalar incelendiginde, Pakistan’da tamami
karbapenem direngli 50 A. baumannii kokeninde yapilan MBL E testinde %78
(39/50) oraninda pozitiflik bulunmustur (Kaleem ve ark 2010). Yine Hindistan’da
Gupta ve ark.(2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada %54,1°1 imipenem direncli 85
Acinetobacter’de E test ve imipenem-EDTA kombine disk testi ile %41,3 oraninda

MBL pozitifligi saptanmaistir.

In vitro kombinasyon etkinliginin dl¢iilmesinde en ¢ok kullanilan yontemler
E test, dama tahtas1 ve zamana bagli 6ldiirme yontemleri olmakla birlikte E test
yontemi ticari olarak kolay tedarik edilmesi, zahmetinin digerlerine nazaran daha az
olusu, basit¢ce uygulanmasi ve dama tahtasi yontemiyle yiiksek oranda korelasyon

gostermesi acisindan ¢okea tercih edilmektedir.

Acinetobacter’lerde sinerjik aktivitelerinden dolay: klinikte ampirik tedavide

halen en ¢ok tercih edilen ve in vitro calismalarda en ¢ok denemesi devam eden,
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bizim de calistigimiz kombinasyon bilesenleri olan bir beta laktam ile bir

aminoglikozid se¢ciminden olugmaktadir.

Calismamizda meropenem ve amikasin kombinasyonunun in vitro
etkinliginin olgiilmesinde kullandigimiz ilk yontem olan E testte, 50 MBL pozitif
kokenin %76’sinda (38/50) aditif veya indiferan (farksiz), %14’tinde (7/50)
sinerjistik, %10’unda (5/50) antagonist etkilesim tespit edilmistir. %94 (47/50)
meropeneme, %388 (44/50)’1 imipeneme ve %48 (24/50)’1 amikasine direncli
oldugunu Vitek 2 otomatize sistemle belirledigimiz kdkenlerin biiyiik kisminin aditif
veya indiferan (farksiz) olmasi, iirettikleri MBL sayesinde kazandiklari yiiksek

antibiyotik direncinden ileri geldigi diisiiniilmektedir.

Sanigiizel ve ark. (2010) tarafindan kombinasyonda meropenemin
sefoperazon/sulbaktam ile kombine kullanildigi ve E test ile yapilan bir ¢alismada,
toplamda 100 A. baumannii kokeninde %49 sinerji, %51 aditif veya indiferan
etkilesimleri tespit edilmis olup antagonist etkilesim tespit edilmemistir. Sinerji
oraninin c¢alismamizdan biraz yiikksek ¢ikmasi, meropenemin amikasin yerine
sefoperazon/sulbaktam ile kombine calisilmasindan kaynaklanabilecegi ve/veya CID
kokenlerin segilmesine ragmen MBL enzimi ireten kokenlerin azligindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda ve yapilan diger birgok
calismada karbapenem direnci gosteren kokenlerde MBL enzim varlig1 yiiksek ¢iksa

da direngli MBL negatif kdkenlerin da s6z konusu oldugu goriilmektedir.

Benzer baska bir E test calismasinda Kiratisin ve ark. (2010) CID ve genis
ilag direnci (XDR) gosteren kokenlerin da oldugu toplamda 40 A. baumannii
kokeninde meropenem/sefoperazon igin %44 sinerjistik aktivite tespit etmislerdir.
Antagonist etkilesimin saptanmadigi ¢alismada diger kokenler aditif ya da indiferan

aktivite gostermislerdir.

Calismamizda kullandigimiz diger kombinasyon ol¢lim yontemi olan ve
mikrodilisyon esasina dayanan dama tahtasi metodu zaman alict ve de yorucu
olmasina ragmen en sik kullanilan ve standart test olarak kabul edilen bir yontemdir
(Koksal 2010). Bu yontemle yaptigimiz c¢aligmada, %94’ meropeneme, %388’
imipeneme ve %48’i amikasine direngli toplamda 50 MBL pozitif kokende %74
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aditif/indiferan, %26 sinerjik etkilesim tespit edilmis ve antagonist bir aktivite
saptanmamustir. %54’ imipeneme, %60°’1 meropeneme, %46’s1 amikasine direngli
diger 50 MBL negatif kokenin ayn1 yontemle belirlenen kombinasyon etkilesim
sonuclarina gore kokenlerin %72’si sinerjik ve %28’1 aditif/indiferan bulunurken

antagonist etkilesim yine saptanmamustir.

Sopirala ve ark. (2010) E test ve dama tahtasi yontemleriyle yaptiklari
amikasin/tigesiklin kombinasyon g¢alismasinda, 32 A. baumannii kokeninde her iki
yontemde de tiim kokenler i¢in aditif/indiferan etkilesim tespit etmisler %100 uyum
oranmi bildirmislerdir. Yine Oz ve ark.(2008) 30 izolatta yaptiklar1 kombinasyon
etkilesim sonuglarinda, metodlar arasinda %87 uyum hesaplamislardir. Calismami
zdaki MBL pozitif kokenlerin E test ve dama tahtast yontemleriyle tespit edilen
sonuclart kiyaslandiginda kokenlerin %56’sinda her iki test ile aditif etkilesim
saptanirken %6’sinda sinerjik etkilesim saptanmistir. Boylece her iki yontemle ayni
etkilesim (sinerji ve aditif) sonucunu veren kokenlerdeki uyum ise %62 olarak

bulunmustur.

Fakat Martin ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada 30 A. baumannii kokeninde
kolistin/tobramisin kombinasyonunun ve 25 A. baumannii kokeninde ise rifampisin
ve tobramisin kombinasyonunun etkinligini her iki yontemle olgmiisler ve dama
tahtas1 yontemiyle tamamiyle sinerjik bulunurken, E test ile tamami bu sefer
aditif/indiferan olarak tespit edilmistir. Boylece her iki kombinasyon yontemleri

arasinda tam bir uyumsuzluk bildirmislerdir.

MBL pozitif olan 50 kokende dama tahtasi yontemi ile buldugumuz %26
sinerjik, %74 aditif/indiferan (farksiz) etkilesim orani ayrica E testle tespit edilen
%14 sinerjik, %76 aditif/indiferan, %10 antagonist etkilesim orani; CID gdsteren
ve/veya MBL iireten Acinetobacter kaynakli infeksiyonlara kars1 basarili bir tedavi

i¢cin, meropenem/amikasin kombinasyonunun kullanimini kisitlamaktadar.

Ote yandan 50 MBL negatif kokende meropenem/amikasin i¢in buldugumuz
%72 sinerjik ve %28 aditif/indiferan (farksiz) etkilesim oranlarina ve hicbir kokende

antagonist etkilesim saptanmamis olmasma bakarak; MBL enzimi iiretmedigi
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saptanan Acinetobacter kokenlerin olusturdugu infeksiyonlarin karst uygulanan
tedavide meropenem/amikasin kombinasyonu bir secenek olarak

degerlendirilebilmekle birlikte ileri klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

MBL enzimine sahip kokenlerin biiyiik ¢ogunlugu karbapenemlere karsi
direng gostermektedirler. Farkli antibiyotik kombinasyonlariyla g¢alisilip direngli

kokenler tizerinde sinerjik etkilesim saptanan birgok ¢aligma mevcuttur.

Sener ve ark. (2005) CID 12 Acinetobacter kokeni ile dama tahtasi
yontemiyle  yaptiklart  ¢alismada  amikasin/sulbaktam-ampisilin (SAM)
kombinasyonu i¢in %25 sinerji ve %75 etkisiz, amikasin/imipenem kombinasyonu
icin %17 sinerji ve %83 etkisiz, SAM/siproflaksasin kombinasyonu igin ise %9
sinerji ve %92 etkisiz etkilesim tespit etmislerdir. Yine ayn1 metodla Marques ve ark.
(1997) 14 Acinetobacter kokeninde SAM/amikasin kombinasyonu igin %21 oraninda
sinerjik etkilesim saptarken Altoparlak ve ark. (2003) 15 CID A. baumannii’yi dahil
ettikleri caligmalarinda disk diflizyon yontemiyle amikasin/imipenem kombinasyo
nunda %33,3 sinerji ve amikasin/piperasilin-tazobakt kombinasyonunda ise % 20

sinerji orani tespit etmislerdir.

Ozseven ve ark. (2011) tarafindan dama tahtasi yontemiyle yapilan bir
calismada CID 34 A. baumannii kdkeninde meropenem/SAM kombinasyonunda
%94,1 oraninda sinerji, imipenem/SAM kombinasyonunda ise %88,2 oraninda

sinerji saptanmustir.

Diger yapilan c¢alismalar incelendiginde, g¢alismamizda amikasin yerine
meropenemle birlikte SAM ya da meropenem yerine amikasin ile birlikte SAM

kullanildiginda daha sinerjik bir aktivite elde edilecegi diisliniilmektedir.

Bu diisiinceyi destekleyen bir calismaya gore; Ko ve ark. (2003) in vivo
olarak yaptiklart bir aragtirmada farelere oOncelikle 2,1-2,6 X 10" cfu/ml CID
A. baumannii inokule etmislerdir. Daha sonra farelerde meropenemi tek basina

(monoterapi) ve sonrasinda sulbaktamla kombine olarak doz seklinde vermisler.
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Monoterapi ile saglanan %35’lik iyilesme durumunun, meropenem/sulbaktam

seklinde kombine kullanimi sonucu %87’ye yiikseldigini gdzlemlemislerdir.

A. baumannii kaynakli infeksiyonlara karsi bazi arastirmacilar (Gordon ve
ark. 2010) i¢in “son care” olarak goriilen polimiksinler ile yapilan mikrodiliisyon
temelli bir ¢alismada (Ozseven ve ark. 2011) 34 CID A. baumannii kokeni igin
polimiksin B (PB)/imipenem kombinasyonunda %38,2 oraninda sinerji ve
meropenem/PB kombinasyonunda ise %2,9 sinerji orani saptanmistir. Yine ayni
yontemle Martin ve ark. (2010) tarafindan CID 30 A. baumannii izolatinda yapilan
polimiksin E (kolistin)/tobramisin kombinasyonunda, 30 izolatta sinerjik etkilesim

saptanirken E test yontemiyle 30 izolat bu defa aditif/indiferan bulunmustur.

Kolistin, bakterisidal etkili olmasina ragmen 1980’lerde nefrotoksisite,
norotoksisite gostermesi sebebiyle kullaniminda ciddi bir azalma olmustur. Yine de
Petrosillo ve ark. (2005) tarafindan bildirilen bir ¢alismada, VIP tanis1 konulan 14
hastada kolistin/rifampisin kombinasyon tedavisiyle hastalarin yarisinda (7/14)

tyilesme goriildiigii gézlemlenmistir.

CID 121 A. baumannii’'de tigesiklin duyarlilik oraminin arastirildigi bir
calismada (Kuscu ve ark. 2009) tiim kokenlerin %5°1 direngli bulunurken, baska bir
calismada (Cikman ve ark. 2011) yaris1 imipeneme direngli 130 A. baumannii

kokeninde tigesikline direng oran1 %14 olarak saptanmistir.

Tigesiklin, tek basma kullanimda yiliksek derecede etkin goziikmektedir.
Bununla birlikte, bir ¢alismada (Madhuri ve ark. 2010) 32 panrezistan A. baumannii
kokenindeki tigesiklin/imipenem kombinasyonunda E test ve zamana bagl dldiirme
yontemi ile %13 sinerjistik ve amikasin/tigesiklin kombinasyonunda ise E test ve

dama tahtas1 yontemi ile %100 etkisiz bir etkilesim gosterilmistir.

Tan ve ark. (2010) tarafindan 16’s1 XDR olmak {iizere toplamda 48 A.
baumannii kokeninde yapilan PB/tigesiklin/rifampin 3’lii kombinasyonunda zamana
bagl 6ldiirme yontemi ile %40, dama tahtasi yontemi ile de %17 sinerjik aktivite

kaydedilmistir.
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Rifampisin/meropenem ve rifampisin/imipenem kombinasyonu ile yapilan
baska bir calismada (Ozseven ve ark. 2011) 34 CID A. baumannii kokeninde

strastyla %17,6 ve %73,5 sinerjik etkilesim saptanmustir.

Guinimiizde genis spektrumlu antibiyotiklerin fazlaca ve bazen gereksiz yere
kullanilmasindan 6tiirii  kazandirilan bakteri direnci, ayrica coklu ilag direnci
gosteren kokenlerle diger kokenler arasinda gerceklesen horizontal gen transferi,
arastirmacilart antibiyotik dis1 birtakim alternatif tedavi arayislarina yoneltmistir.
Cesitli polipeptid calismasi bunlardan biridir. Ornegin; Malone ve Kwon (2013)
tarafindan zamana bagli Oldirme ve dama tahtast1 yontemi kullanilarak
aztreonam/poliamin kombinasyonu ¢alisilmistir. Calismada karbapenem grubunu da
iceren CID standart kokenler (A. baumannii ATCC 19606 ve A118) kullanilmustir.
Calisma sonucunda aztreonam MIK degerinin (>128) poliaminle kombinasyonu

sonucu 0.25-8 araligina diistligli saptanmustir.

Kombinasyon c¢alismamiz i¢in inceledigimiz literatiirlerin genelinde bir
sonuca varmamiz  gerekirse karbapenem/sulbaktam, karbapenem/tigesiklin,
karbapenem/kolistin, karbapenem/rifampisin kombinasyonlar1 ¢alistigimiz ilag
grubuna ek olarak direngli Acinetobacter’lerde sinerjik aktivite gosteren
kombinasyon cesitleridir. Karbapenemli kombinasyonlarin test edildigi ¢ogu
calismada CID Acinetobacter kdkenlerinde imipenem meropenemden daha sinerjik
aktivite gostermistir. Ozellikle CID kokenlerin infeksiyon tedavisinde tercih
asamasinda 1ilk secenek olarak meropenemden once imipenem kullanilmasi gerektigi

sonucuna ulagilmistir.

Bu ¢alismada E test ve dama tahtas1 yontemiyle toplam 450 FIK hesaplandh.
TFIK hesaplanirken; ZFIK < 0,5 igin sinerji, 0,5< ZFIC <4 icin aditif veya indiferan
(farksiz) ve TFIK >4 igin ise antagonist etkilesim degerlendirmesinde bulunuldu.
Dama tahtasi yoOntemindeki etkilesim sonuglarinda ise iireme olan kuyucuk
goriiniimiine dayali grafiksel yorumlama yontemi baz alindi. Bu c¢aligmadaki
hesaplama ve degerlendirme yontemiyle ayni bir¢ok ¢aligma mevcut olmakla birlikte
bazi ¢aligmalarda sinerji i¢in <1 degerlendirmesi yapan (Yoon ve ark. 2004) ya da 1<

TFIK <4 araliginm1 genisletip aditif ve indiferan olarak ayr1 ayr1 degerlendirmelerde

71



bulunan (Sopirala ve ark. 2010) calismalar da vardir. Ama tiim c¢aligmalarda
antagonist etkilesim i¢in FIK >4 araliginin alinmasi bu etkilesimin tespitinde hatali
sonuglar kaydedilmesini en aza indirmektedir. Boylelikle in vitro kombinasyon
sonuglarma dayandirilarak yapilan ampirik tedavide olasi kontrendikasyonlarin bir

adim daha engellenecegi diisliniilmektedir.

MBL pozitif 50 kokende; dama tahtast yontemi ile buldugumuz %74
aditif/indiferan (farksiz), %26 sinerji orani ve E test yontemi ile buldugumuz %76
aditif/indiferan (farksiz), %14 sinerji, %10 antagonist oram, CID ve/veya MBL
tireten Acinetobacter kaynakli infeksiyonlara karsi tatmin edici, basarili bir tedavi
icin, meropenem/amikasin kombinasyonunun kullanimini rasyonel kilmamaktadir.
Her ne kadar iki yontemle ortalama %20 sinerjik etkilesim saptanmasina dayanarak
“alternatifsiz” durumlarda kullanilabilir olsa da, in vitro ileri caligmalarin veya farkl

kombinasyon testlerinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ote yandan 50 MBL negatif koken icin buldugumuz %72 sinerjik ve %28
aditif/indiferan (farksiz) etkilesim oranlarina bakarak; MBL enzimi iiretmedigi
saptanan ve/veya CID olmayan Acinetobacter kokenlerinin  olusturdugu
infeksiyonlara karsi uygulanan tedavi secenekleri arasinda, meropenem/amikasin
kombinasyonunun rahatlikla yer edinecegi disiiniilmektedir. In vitro kombine
kullaniminda antagonist etkilesimin hicbir kokende saptanmadigi bu antibiyotik
grubunun, MBL negatif kokenlerde daha ileri ¢alismalarla desteklenmesi kosuluyla

tedavi secenegi olarak segilebilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Bu ¢aligmada Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina ¢esitli boliimlerden gonderilen klinik
orneklerden (idrar, abse, yara, balgam, kan) izole edilen Acinetobacter kokenleri
igerisinde metallo beta laktamaz lireten Acinetobacter kokenlerinde meropenem ve

amikasin kombinasyonunun etkinliginin arastirilmasi amaglandi.

MBL varlig1 E test yontemiyle arastirildi. Calismaya MBL pozitif 50, MBL
negatif 50 koken olmak iizere 100 koken dahil edildi. Meropenem ve amikasin
kombinasyonunun etkinligi MBL pozitif 50 kdkende E test yontemiyle, MBL pozitif

ve negatif 100 kokende dama tahtasi yontemiyle arastirildi.

MBL pozitif kokenlerde mikrodiliisyon ve dama tahtas1 yontemiyle amikasin
icin MIK, meropenem i¢in MIK, FiKpax, amikasin icin MBK, meropenem icin

MBK, degerleri daha yiiksek olarak bulundu (p<0,05).

MBL pozitif kokenlerde otomatize sistem ile saptanan meropenem igin MIK,

imipenem igin MIK degerleri daha yiiksek olarak bulundu (p<0,05).

Mikrodiliisyon yéntemiyle saptanan FIK i, ve otomatize sistem ile saptanan
amikasin i¢in MIK degerleri arasinda MBL pozitif ve negatif kokenlerde farklilik
bulunmadi (p>0,05).

E test yontemiyle 50 MBL pozitif kokenin %76’sinda (38/50) aditif veya
indiferan (farksi1z), %14’iinde (7/50) sinerjik, %10’unda (5/50) antagonist etkilesim
tespit edildi. Ayn1 kokenlerde dama tahtasi yontemiyle kdkenlerin %74’ tinde (37/50)
aditif, %26’sinda (13/50) sinerjik etkilesim tespit edildi. Antagonist etkilesim
saptanan koken olmadi. 50 MBL negatif kokenin ayni yontemle belirlenen
kombinasyon etkilesim sonuglaria gore %72 (36/50)’si sinerjik ve %28 (14/50)’i
aditif bulunurken antagonist etkilesim saptanmadi. Boylece MBL negatif kokenlerde
sinerjik etkilesim daha fazla oranda bulundu. E test ve dama tahtasi yontemlerinin

sonuglart kiyaslandiginda yontemler arasinda fark olmadiginin (p>0,05) tespit
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edilmesi kombinasyon caligmalarinda her iki yontemin kullanabilecegini
gostermektedir. E test yontemi kolay uygulanabilir olmasina kars1 diger yonteme
gore daha pahalidir. Dama tahtas1 yontemi ise daha ucuz olmasina ragmen fazla

emek gerektiren ve zaman alic1 ancak en sik kullanilan bir yontemdir.

Bu calismada MBL negatif kokenlerde meropenem/amikasine karsi sinerji
orani, MBL pozitif kokenlerden daha yiiksek bulunmus olmasi MBL negatif
Acinetobacter kokenlerinde bu kombinasyonun segilebilecegini géstermekle birlikte,
MBL pozitif kdkenlerde bu kombinasyonun etkinligi ¢ok diisiik olarak bulunmustur.
Yapilan diger ¢alismalarda meropenem/sefaperazon-sulbaktam, kolistin/tobramisin,
meropenem/sulbaktam-ampisilin, rifampisin/tobramisin kombinasyonlar ile sinerjik
etkilesim oram1 daha yiliksek bulunmustur. Rifampisin, tigesiklin, kolistinin i¢inde
bulundugu kombinasyonlarin daha etkin oldugu diisiintilmekte olup bu yodnde

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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