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OZET

Bu calismada, ¢cogul direncli ve duyarl Acinetobacter baumannii suglarinin neden oldugu yumusak
doku enfeksiyonu tedavisinde kullanilabilecek imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve sefepimin in vivo
ve in vitro etkinliklerinin arastiriimasi ve olusturulan deneysel apse modelinde tedavide kullanilan bu
antibiyotiklere karsi diren¢ gelisiminin olup olmadiginin saptanmasi amaclanmistir. Apse modeli icin
Wistar-Albino cinsi disi sicanlar kullaniimig ve biri imipenem, sefepim ve sefoperazon-sulbaktama di-
rencli, digeri duyarl iki Acinetobacter susu ile enfeksiyon olusturulmustur. Duyarllik testleri E-test yon-
temiyle yapilmistir. Hayvanlar randomize olarak sekizer adetlik dért gruba ayriimis ve apse modeli igin,
sican uyluguna 6 log10 CFU mikroorganizma iceren standart kurutma kagidi diskleri implante edilmis-
tir. ik grup kontrol grubu olarak kabul edilmis ve antibiyotik tedavisi verilmemistir. Diger ti¢ grubun
her birisine ise tedavi icin sirasiyla imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve sefepim monoterapisi uygu-
lanmustir. Tedavinin dordiincii giiniinde ve son antibiyotik dozunun verilmesinden yarim saat sonra kar-
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diyak bolgeden kan ornekleri alinmis ve serumlari ayrilarak “serum antibiyotik etkinlik” deneyinde kul-
lanilmistir. Cikarilan apse kapsdilleri iceriginden canli bakteri sayisi tespit edilmek tizere koloni sayimi ya-
pilmistir. Calismamizda, antibiyotiklerin her ti¢tiniin de serumda yeterli konsantrasyona ulastigi gortil-
mus; imipenem, sefepim ve sefoperazon-sulbaktam gruplari arasinda serum antibiyotik etkinlik deger-
leri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p= 0.778). Kontrol grubu ile karsilastirildi-
ginda, her li¢ antibiyotigin verildigi grupta da, duyarl ve direncli suslarla olusturulan apselerin agirlik-
larinin daha dustik, makroskobik goriiniimlerinin ise daha kiiclik oldugu gozlemlenmistir (p< 0.001).
Ayrica in vitro olarak da her lg antibiyotik, hem duyarli hem de direncli suslara karsi etkili bulunmus-
tur. Tedavi esnasinda, kullanilan antibiyotiklere karsi direng gelisimi izlenmemistir. Calismamizda, sefo-
perazon-sulbaktam ve sefepim, in vitro ve in vivo deneylerde ¢cogul direncli ve duyarli A.baumannii sus-
lari Gzerine imipenem kadar etkili bulunmustur. Sonug olarak, genis spektrumlu sefalosporinlerin uy-
gunsuz ve yaygin kullaniminin, karbapeneme direncli suslarin ortaya cikigi ile iliskili oldugu dikkate ali-
narak, A.baumannii'nin neden oldugu enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde mimkin oldugunca dar
spektrumlu antibiyotiklerin tercih edilmesi gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii; imipenem; sefaperazon-sulbaktam; sefepim, deneysel mo-
del; apse.

ABSTRACT

Imipenem, cefaperazon-sulbactam and cefepime are the antibiotics of choice for the treatment of
soft tissue infections due to Acinetobacter baumannii. In this study, it was aimed to determine the invi-
vo and invitro efficacy of, these antibiotics against drug susceptible and multidrug resistant A.bauman-
nii in an experimental abscess model. Abscess models were established in Wistar-Albino type female
rats. Susceptibility tests were performed by E-test. Rats were divided randomly into four groups with
eight rats in one group. Standard absorbent paper discs containing 6 log10 CFU microorganisms we-
re used to form an abscess model. The first group was regarded as the control group and the other
three groups were the study group each treated with one of the test antibiotics. Cardiac blood samp-
les for serum antibiotic efficacy test, were obtained on the fourth day of treatment and 30 minutes af-
ter the last dose. The number of live bacteria at the area of infection was determined by colony count
method. All of the three antibiotics reached sufficient concentration in sera of rats and there were no
statistically important difference between the efficacies of these antibiotics (p= 0.778). In all of the an-
tibiotic-treated groups, the weight of the abscess material were less, macroscopic views were smaller
and the colony counts per gram of abscess tissue were less than the control group (p< 0.001). All an-
tibiotics were effective against susceptible and resistant strains in vitro. No resistance was detected
against imipenem, cefaperazon-sulbactam and cefepime in the course of therapy. Cefaperazone-sul-
bactam and cefepime were as effective as imipenem against susceptible and multi-drug resistant A.ba-
umannii both in vivo and in vitro. Since irrational use of extended spectrum cephalosporins are frequ-
ently associated with the emergence of carbapenem resistant strains, the use of relatively narrow
spectrum antibiotics should better be considered in the empirical treatment of A.baumannii infections.

Key words: Acinetobacter baumannii; imipenem;, cefaperazone-sulbactam; cefepime; experimental mo-
del; abscess.

GIiRiS
Hastane enfeksiyonu salginlarinda en sik gozlenen etken Acinetobacter bauman-

nii'dir'-2. Beta-laktam antibiyotiklerle kombine edilmis sulbaktam (sefoperazon-sulbak-
tam, ampisilin-sulbaktam), karbapenemler (imipenem, meropenem) ve Ugiinci ve dor-
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diinci kusak sefalosporinler (sefoperazon-sulbaktam, sefepim) tedavide siklikla kullanila-
bilecek antibiyotiklerdir>. Aminoglikozidler, iireidopenisilinler, florokinolonlar ve {iclincii
kusak sefalosporinler gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimi, Acinetobac-
ter tiirlerini antibiyotiklere direncli hale getirmistir®>. Uciincii kusak sefalosporinlerin yay-
gin kullaniminin karbapeneme direncli suglarin ortaya ¢ikmasi ile anlamli olarak iliskili ol-
dugu gosterilmistir®.

Bu calismada cogul direncli ve duyarli A.baumannii'nin neden oldugu yumusak doku
enfeksiyonu tedavisinde kullanilabilecek imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve sefepimin
in vivo ve in vitro etkinlikleri arastirlmis; duyarli A.baumannii suslan ile olusturulan apse
modelinde tedavide kullanilan antibiyotiklere karsi diren¢ gelisiminin olup olmadig tes-
pit edilmeye calisilmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi (TUTF) Etik Kurulunun 05.05.2005/6 sayili
karari ile alinan etik onay cercevesinde, TUTF Tibbi Mikrobiyoloji AD Laboratuvari ve De-
ney Hayvanlar Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi. Calismada biri tim antibiyo-
tiklere direncli, digeri tim antibiyotiklere duyarli olmak tzere iki farkh A.baumannii susu
kullanildi. Her iki Acinetobacter susuna karsi imipenem, sefepim ve sefaperazon-sulbak-
tamlarin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri E-test (AB Biodisk, Isveg)
yontemi ile arastirildi.

Apse modeli icin, sican uyluguna implante edilmek lzere standart kurutma kagitlarin-
dan diskler hazirlandi. Stspansiyonlardan 10 pl alinarak 6zel hazirlanan disklere emdiril-
di; boylece her bir diskin 6 1og10 koloni olusturan tnite (CFU) mikroorganizma icerme-
si saglandi. Calismada ortalama agirliklari 200-250 g arasinda degisen, toplam 32 adet
Wistar-Albino cinsi disi sican kullanildi. Hayvanlar randomize olarak sekiz adetlik dort
gruba ayrildi. ilk grup kontrol grubu olarak kabul edildi ve herhangi bir antibiyotik veril-
medi. Diger Ug¢ grup ise apseyi tedavi etmek Uzere Uc farkl antibiyotik tedavisi aldi. Di-
rencli A.baumannii iceren disklerin her bir sicanda sag uyluga, duyarli A.baumannii ice-
ren disklerin ise her bir sicanda sol uyluga yerlestiriimesine dikkat edildi. Apse modeli
Uzerindeki etkinligini 6lcmek amaciyla ikinci gruba imipenem (Tienam; Merck Sharp &
Dohme, ABD) 120 mg/kg sekiz saatte bir, liclinci gruba sefepim (Maxipime; Bristol-
Myers Squibb, Ingiltere) 60 mg/kg 12 saatte bir ve dérdiinci gruba sefoperazon-sulbak-
tam (Pfizer, ABD) 400 mg/kg/giin tek doz olarak verildi. Antibiyotiklerin ilk dozlarinin ve-
rilmesine, mikroorganizma suspansiyonu emdirilmis disklerin sican uyluguna yerlestiril-
mesinden iki saat sonra baslandi ve belirtilen doz araliklariyla tedavi uygulandi. Antibi-
yotikler her ii¢ grupta da uygulama kolayligi nedeniyle intraperitoneal olarak verildi®. Te-
davinin doérdiincl guniinde ve son antibiyotik dozunun verilmesinden yarim saat sonra
sicanlar kesildi ve kardiyak bolgeden kanlari alinarak 6tenaziyle islem sonlandirildi. Kar-
diyak bolgeden alinan kanlar serum antibiyotik etkinlik (antibiotic bioassay) testlerinde
kullanilmak Gzere serumlari ayrilarak -80°C’ye kaldirildi.
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Her bir grupta olusturulan sag ve sol uyluktaki apselerin, kapsulleri ve purilan icerik-
leri aseptik kosullarda cerrahi olarak cikarildi. Cikarilan tim kapsil ve purilan icerik, ici-
ne T ml’lik Mueller-Hinton (MH) sivi besiyeri konularak agirliklari 6nceden ol¢iilmus ste-
ril U tiplere konularak tartildi. Tartim isleminden hemen sonra, c¢ikarilan apse kapstlleri
U tupler icinde cam baget yardimi ile iyice ezildi ve homojen siispansiyonlar elde edildi.
Her bir sispansiyon, icerdigi canli bakteri sayisi tespit edilmek tzere koloni sayim iglemi-
ne tabi tutuldu’. Seri sulandirimlari yapilan tiim apse siispansiyonlarindan ve seyreltiime-
mis apse suspansiyonundan otomatik pipet ile 10 pl (0.01 ml) alinarak EMB (Eosin
Methylene Blue) besiyerlerine ekim yapildi. Her bir besiyerine damlatilan apse siispansi-
yonu, steril yavru ttip yardimiyla besiyerinin tim yiizeyine dagitildi. Dilisyonlardan ekim
yapilan tim EMB besiyeri plaklari, 37°C’lik etiivde 18-24 saat inkibe edildi ve bu sire
sonunda plaklarda olusmus koloniler sayildi. Boylece apse kapsull icindeki bakteri sayisi
CFU/ml cinsinden tespit edildi. Daha sonra her bir grup icin gram bagina diisen mikro-
organizma sayisi yine CFU cinsinden hesaplandi. imipenem, sefaperazon-sulbaktam ve
sefepimle tedavi edilen gruplardaki duyarli sus ile olusturulan sol bacak apseleri homo-
jenize edildikten sonra, daha onceden hazirlanmis litresinde 4 mg imipenem, 16 mg se-
faperazon-sulbaktam ve 8 mg sefepim iceren MH agar besiyerlerine 100 pl ekildi. De-
gerlendirme oncesi petriler 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

Antibiyotik eklenmis besiyerinde uireyen koloniler, tedavi esnasinda direng gelisiminin
degerlendirilmesi amaciyla agar disk difiizyon yéntemiyle yeniden test edildi®.

Serum antibiyotik etkinlik deneyi, MH agar besiyerlerinde yapildi.

istatistiksel degerlendirmede; dortli kargilastirmada anlamli olan parametrelerin han-
gi gruplar arasinda anlamli oldugununun tespiti icin varyanslarin homojenligine gore Tu-
key HSD ve Tamhane coklu karsilastirma testleri uygulandi; p< 0.001 degeri anlaml ka-
bul edildi.

BULGULAR

Cogul direngli A.baumannii susunun MIK degerleri imipenem icin 32 ug/ml, sefopera-
zon-sulbaktam icin 128 ug/ml, sefepim icin 96 ug/ml olarak saptanirken; duyarl A.ba-
umannii susunun MIK degerleri bu antibiyotikler icin sirasiyla 0.125 ug/ml, 1 ug/ml ve 0.38
pg/ml olarak belirlenmistir. Calismamizda, imipenem, sefepim ve sefoperazon-sulbaktam
gruplari arasinda serum antibiyotik etkinlik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark saptanmamistir (p= 0.778). Bu durum, her ig¢ antibiyotigin de uygulandigi gruplarda
sag ve sol uyluk apse serumda yeterli miktarlarda dagildigini gostermektedir.

Antibiyotik verilmeyen kontrol grubu ile imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve sefe-
pim ile tedavi edilen gruplarda saptanan apse agirliklari ve her bir gram apse basina du-
sen koloni sayilari Tablo I'de verilmistir. Kontrol grubundaki sag ve sol uyluk apsesi agir-
liklari, imipenem grubunun apse agirliklarindan yiiksek bulunmustur. istatistiksel deger-
lendirmede, kontrol ve imipenem gruplari arasinda, duyarli sus ile olusturulan sol uyluk
apsesi agirliklari (p< 0.001) ve direncli sus ile olusturulan sag uyluk apsesi agirliklar (p<
0.001) icin anlamli fark tespit edilmistir.
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Tablo I. Gruplara Gére Apselerin Adirliklari, Her Bir Gram Apse Basina Diisen Koloni Sayilari ve Gram Basi-
na Diisen Koloni Sayilarinin log10 Dederleri

L- R- L-LOG  R-LOG  Serum Ab.
Grup L-GR R-GR CFU/GR CFU/GR  CFU/GR CFU/GR  Etkinligi*
Kontrol 0.17 0.17 2191764.7  2260235.2 6.34 6.35
Kontrol 0.18 0.18 2333333.3  2390777.7 6.36 6.37
Kontrol 0.20 0.17 2324550 2353647 6.36 6.37
Kontrol 0.18 0.20 2424000 2327640 6.38 6.36
Kontrol 0.19 0.19 2404347.3  2425368.4 6.38 6.38
Kontrol 0.17 0.17 2294705.3  2330964.7 6.36 6.36
Kontrol 0.18 0.19 2362466.4  2315789.4 6.37 6.36
Kontrol 0.19 0.19 2296315.7 2343842 6.36 6.36
imipenem 0.07 0.10 465714.2 484000 5.66 5.68 17
imipenem 0.08 0.11 413750 466545.4 5.61 5.66 17.2
imipenem 0.09 0.12 437377.7 455000 5.64 5.65 17.6
imipenem 0.08 0.11 454750 448909 5.65 5.65 18
imipenem 0.10 0.13 434270 460169.2 5.63 5.66 18.6
imipenem 0.11 0.12 410790 468183.3 5.61 5.67 19
imipenem 0.08 0.13 471662.5 4725153 5.67 5.67 19.2
imipenem 0.10 0.11 425260 476363.3 5.62 5.67 20
Sef/Sul 0.08 0.11 408000 478181.8 5.61 5.67 17
Sef/Sul 0.10 0.13 423230 460384.6 5.62 5.66 17.6
Sef/Sul 0.09 0.11 431400 493800 5.63 5.69 18
Sef/Sul 0.08 0.12 431750 484400.6 5.63 5.68 18.2
Sef/Sul 0.09 0.13 463477 479323 5.66 5.68 19
Sef/Sul 0.10 0.12 445000 473050 5.64 5.67 19.2
Sef/Sul 0.11 0.13 421090 496815.3 5.62 5.69 19.6
Sef/Sul 0.09 0.14 453555.5 475100 5.65 5.67 20.2
Sefepim 0.08 0.11 415500 482936.3 5.61 5.68 17.2
Sefepim 0.10 0.13 438160 471669.2 5.64 5.67 17.6
Sefepim 0.09 0.12 472400 488050 5.67 5.68 18.2
Sefepim 0.08 0.11 426250 493090.9 5.62 5.69 18.6
Sefepim 0.09 0.12 464611 492733.3 5.66 5.69 19
Sefepim 0.11 0.13 431609 473669.2 5.63 5.67 19.2
Sefepim 0.08 0.12 428537.5 479766.6 5.63 5.68 19.6
Sefepim 0.11 0.14 441500 470392.8 5.64 5.67 20

* Serum Ab. Etkinligi: Seruma gegen antibiyotigin mm cinsinden zonu.

Sef/Sul: Sefoperazon-sulbaktam, L-GR: Sol uyluk apse agirhgi (g), R-GR: Sag uyluk apse agirhgi (g), L-CFU/GR: Sol
uyluk apsesi gram basina diisen koloni sayisi (CFU), R-CFU/GR: Sag uyluk apsesi gram basina diisen koloni sayisi
(CFU), L-LOG-CFU/GR: Sol uyluk apsesi gram basina diisen koloni sayisinin logaritma 10 degeri, R-LOG-CFU/GR: Sag
uyluk apsesi gram basina diisen koloni sayisinin logaritma 10 degeri.
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Kontrol grubu ile karsilastinldiginda, imipenem, sefepim ve sefoperazon-sulbakta-
min, duyarh ve direncli suslarla olusturulan uyluk apselerinde etkili oldugu saptanmius;
apselerin agirlik ve makroskobik gérunidmlerinin kontrol grubuna gore daha az ve ki-
¢lik olduklari gézlenmistir (Resim 1). Benzer olarak, kontrol grubu ile karsilastinldigin-
da her Ug antibiyotigin de, in vitro olarak hem duyarli hem de direncli susa karsi etki-
li oldugu, gram basina disen koloni sayilarini azalttigi tespit edilmistir (Tablo ). imi-
penem grubunda direncli sus ile olusturulan uyluk apselerinin makroskobik gorinim-
lerinin daha kiguk, apse agirlik ve gram apse bagina diisen koloni sayilarinin daha az
oldugunun saptanmasina karsin, bu farkin diger antibiyotik gruplari arasinda istatistik-
sel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir. Bu sonug, sefoperazon-sulbaktam ve sefepim
tedavilerinin de her iki A.baumannii susu lzerine, imipenem tedavisi kadar etkili oldu-
gunu gostermektedir.

Calismada, tedavi sirasinda kullanilan antibiyotiklere karsi direng gelisimi saptanma-
mistir.

TARTISMA

Hastane enfeksiyonlari (HE) yuksek morbidite, mortalite oranlar ve ek tedavi mali-
yeti nedeniyle ginimuziin en 6nemli halk saghgi sorunlarindan biridir. Gelismis tlke-
lerde HE sikligr %5-10 arasinda gorilirken, gelismekte olan ulkelerde bu oran %25’e
kadar yiikselmektedir®. Son yillarda, 6zellikle yogun bakim dniteleri basta olmak ize-
re HE'de en sik izole edilen etkenlerin basinda Acinetobacter cinsi bakteriler gelmekte;
bunlar icerisinde de A.baumannii ilk sirada yer almaktadir'-3. Acinetobacter enfeksiyon-
larinin tedavisinde en 6nemli problem cogul direncli suslarin sayisinda artma ve bu-
nun sonucunda tedavide kullanilacak antibiyotik seceneklerinde azalmadir’. 1971-
1974 yillari arasinda giderek artan oranda direnc gelisimi gortilmeye baslanmis; bu-
glin ise Acinetobacter izolatlari siklikla kullanilan aminopenisilinler, lreidopenisilinler,
dar ve genis spektrumlu sefalosporinler, sefamisinler ve aminoglikozidler gibi bircok
antibiyotige yiiksek oranda direncli hale gelmislerdir. Sefepim, sefoperazon-sulbaktam
gibi genis spektrumlu sefalosporinler, imipenem, tobramisin, amikasin ve florokino-

Resim 1. A. Kontrol grubuna ait biiyiik boyutlu apse drnegi; B. Sefoperazon-sulbaktam grubuna ait kiiciik bo-
yutlu apse érnegi.
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lonlara karsi duyarlilik halen degisik oranlarda devam etmekle birlikte, son 10 yilda bu
antibiyotiklerin Acinetobacter turleri icin saptanan MIK degerlerinde artig saptanmak-
tadir’?. Tatman-Otkun ve arkadaslari® Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde
Ekim 1994-Haziran 2000 doneminde HE etkeni olarak izole edilen 150 A.baumannii
susunun yilhk antibiyotik diren¢ degisimini incelemisler ve sefepim, seftazidim, ampi-
silin/sulbaktam, amikasin ve siprofloksasinde 1996 yilindan itibaren artan bir direng ol-
dugunu bildirmislerdir.

Calismamizda bir karbapenem olan imipenem, Uclincu kusak sefalosporinlerden sefo-
perazon-sulbaktam ve dordiincu kusak sefalosporinlerden sefepim kullanilarak hem ¢o-
gul direncli, hem duyarl Acinetobacter suslari ile olusturulan deneysel apse modelinde
tedavi basarilari degerlendirilmistir. Boylece her li¢ antibiyotigin in vitro ve in vivo etkin-
likleri karsilastinimis; tedavi sirasinda direng gelisip gelismedigi arastiriimustir. Literatiirde
ulasilabildigi kadariyla, imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve sefepimin A.baumannii'ye
kargi etkinliginin birebir arastirildigi ve karsilastirildigi deneysel apse calismasi bulunma-
maktadir. Ancak bu antibiyotiklerin ve cesitli kombinasyonlarinin A.baumannii suslari
Uzerindeki etkinliklerinin degerlendirildigi in vitro ve/veya in vivo calismalar mevcuttur.
Kolayli ve arkadaslarinin® HE etkeni olan duyarli A.baumannii susu ile olusturduklari de-
neysel uyluk apse modelinde; imipenem, meropenem ve sefoperazon-sulbaktamin et-
kinlikleri karsilastirimis ve tedavi sirasinda direng gelisiminin olup olmadigi degerlendi-
rilmistir. Bu arastiricilar, her G¢ antibiyotigin kontrol grubuna gore apse agirliklarini ve
gram apse basina diusen koloni sayilarini anlamli diizeyde azalttigini saptamislar; ancak
antibiyotik gruplarn arasinda gerek apse agirliklari ve gram apse basina diisen koloni sa-
yilari yoniinden, gerekse serum antibiyotik etkinlik degerleri yoniinden anlamli fark sap-
tamamislardir. Vahaboglu ve arkadaslarinin'®, sefepim ve bes farkli antibiyotigin PER-1
ve OXA-10 beta-laktamaz Ureten P.aeruginosa ve A.baumannii suglari tizerindeki etkinli-
gini arastirdiklari calismalarinda, PER-1 Ureten Acinetobacter izolatlarinda sefoperazon-
sulbaktamin yiksek etkinlige sahip oldugu rapor edilmistir. Bu calismalarda farkli kombi-
nasyonlarin sinerjistik etkileri saptanmis olmakla birlikte, genellikle klinikte erisilebilen an-
tibiyotik konsantrasyonlarinda sinerji olusmamaktadir. Bizim calismamizda, deneysel ap-
se modelinde imipenem, sefoperazon-sulbaktam ve sefepim ile monoterapi uygulanmis;
sefepim ve sefoperazon-sulbaktamin direncli ve duyarl A.baumannii suslar izerinde imi-
penem kadar etkili oldugu izlenmis ve tedavi esnasinda antibiyotiklere karsi direng geli-
simi gozlenmemistir.

Sonug olarak A.baumannii'ye bagli HE ile micadelede asil sorunun, direncli suslarin
gelisiminin ve yayiiminin énlenmesi oldugu aciktir. Ozellikle genis spektrumlu sefalospo-
rinlerin uygunsuz ve yaygin kullaniminin, karbapeneme direncli Acinetobacter suglarinin
ortaya cikisi ile iliskili oldugu saptanmistir®. Bu nedenle karbapenemler ve genis spekt-
rumlu sefalosporinler basta olmak lzere antibiyotiklerin uygunsuz ve gereksiz kullanim-
lari engellenmeli, ampirik antibiyotik secimlerinde mimkiin oldugunca dar spektrumlu
antibiyotikler tercih edilmelidir.
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