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OZET

Son yillarda hastane enfeksiyonlarina neden olan bazi bakterilerin coklu ilag direnci gostermesi nede-
niyle klinisyenlerce kombinasyon tedavilerinin tercih edilmesi, arastirmacilarin ilgisini klinisyenlerin tercih
ettigi ilagc kombinasyonlarinin etkinligini in vitro olarak arastirmaya yonlendirmistir. Antibiyotik kombinas-
yonlarinin etkinliklerinin test edilmesinde kullanilan standart yontemlerden biri olan dama tahtasi (chec-
kerboard) yontemi, arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilen, mikrodiliisyon esasina dayanan sinerji
testlerinden biridir. Bu testin standardize edilmis bir uygulama yontemi olmasina ragmen, sonuglarin de-
gerlendirilmesinde arastirmacilar tarafindan kullanilan pek ¢ok farkli yorumlama yontemi vardir. Coklu
ilac direnci fenotipindeki bakterilerle dama tahtasi yontemi kullanilarak yapilmis bircok calismada cesitli
antibiyotik kombinasyonlari icin farkli sinerjistik etkilesim oranlari bildirilmektedir. Bu farkhliklarin suslara
ait ozelliklerden kaynaklaniyor olabilecegi ileri sirilebilir. Ancak hemen hemen ayni 6zellikleri tasiyan
bakterilerle ayni ilag kombinasyonlarinin dama tahtasi yontemiyle test edildigi farkli calismalarda da fark-
Il diizeyde sinerji oranlari bildirilmektedir. Sinerji oranlarindaki bu farkliliklarin calismalarin bircogunda
farkli yorumlama yontemlerinin kullanilmasina bagli olabilecegi distiniilmektedir. Son yillarda 6zellikle
yogun bakimdaki hastalarda gézlenen hastane enfeksiyonlarinda etken olarak karsimiza siklikla ¢coklu ilag
direncli Acinetobacter baumannii ¢ikmaktadir. Bu nedenle ¢oklu ilag direnci gosteren A.baumannii, kom-
binasyon calismalarina en ¢ok konu olan etkenler arasindadir. Bu calismada, A.baumannii enfeksiyonlari-
nin tedavisinde siklikla tercih edilen imipenem ve ampisilin/sulbaktam ile meropenem ve ampisilin/sul-
baktam kombinasyonlarinin ¢oklu ilag direnci gosteren 34 A.baumannii izolati Gzerindeki etkinligi in vit-

iletisim (Correspondence): Uzm. Dr. Ayse Giil Ozseven, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Isparta, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 246 211 2065, E-posta (E-mail): agozseven@gmail.com




Ozseven AG, Sesli Cetin E, Ozseven L.

ro olarak dama tahtasi sinerji yontemiyle test edilmistir. imipenem, meropenem ve ampisilin/sulbaktamin
minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir. Daha sonra
iki farkli ilac kombinasyonunun etkinligi 4 x MIK ve 0.03 x MiK diliisyon araliginda, 96 kuyucuklu plak
Gzerinde test edilmistir. Elde edilen sonuclar arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilen dort farkli yo-
rumlama yontemi kullanilarak ayri ayri belirlenmistir. Boylece farkli degerlendirme yontemleriyle sinerjis-
tik, tanimlanamayan ve antagonistik etkilesimlerin oranlarinin ne derecede etkilendigini belirlemek amac-
lanmistir. Calismada kullanilan her iki kombinasyon icin yorumlama yontemleri arasindaki farkhliklar ki-
kare analizi ile test edilmistir. Her iki kombinasyon icin de sinerjistik ve tanimlanamayan etkilesim oranla-
rinin tespiti agisindan dort yontem arasinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamh farkhlik tespit edil-
mistir (p< 0.0001). Her iki kombinasyonla da en yiiksek sinerji oranlari, kombinasyon plagindaki treme
olmayan tim kuyucuklar taranarak, en distk fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu indeksinin hesaplan-
dig1 kuyucugun degerlendirmeye alinmasi yontemiyle elde edilmistir. Antagonizmayi tespit etmede dort
yontem arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (p> 0.05). Sonug olarak standart bir
uygulama prosediiriine sahip olmasina ragmen, dama tahtasi testi, yorumlama yontemlerindeki farkhlik-
lar nedeniyle standart sonuclarin elde edilmesinde yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle testin yorumlama
yontemlerinin standardize edilmesinin gerekliligi kacinilmazdir. Bunun icin, en uygun yorumlama meto-
dunu belirlemek adina, “time-kill” yontemi gibi diger standart kombinasyon testlerinden elde edilen
uyumlu sonuglarin karsilastinldigi ve ayrica sinerjistik etkilesim gozlenen kombinasyonlardan elde edilen
klinik yararlarin arastirildigi ileri calismalara gereksinim vardir.

Anahtar sozciikler: Dama tahtasi sinerji testi; degerlendirme yéntemleri; Acinetobacter baumannii.

ABSTRACT

In recent years, owing to the presence of multi-drug resistant nosocomial bacteria, combination the-
rapies are more frequently applied. Thus there is more need to investigate the in vitro activity of drug
combinations against multi-drug resistant bacteria. Checkerboard synergy testing is among the most wi-
dely used standard technique to determine the activity of antibiotic combinations. It is based on micro-
dilution susceptibility testing of antibiotic combinations. Although this test has a standardised procedu-
re, there are many different methods for interpreting the results. In many previous studies carried out
with multi-drug resistant bacteria, different rates of synergy have been reported with various antibiotic
combinations using checkerboard technique. These differences might be attributed to the different fe-
atures of the strains. However, different synergy rates detected by checkerboard method have also be-
en reported in other studies using the same drug combinations and same types of bacteria. It was tho-
ught that these differences in synergy rates might be due to the different methods of interpretation of
synergy test results. In recent years, multi-drug resistant Acinetobacter baumannii has been the most
commonly encountered nosocomial pathogen especially in intensive-care units. For this reason, multi-
drug resistant A.baumannii has been the subject of a considerable amount of research about antimicro-
bial combinations. In the present study, the in vitro activities of frequently preferred combinations in
A.baumannii infections like imipenem plus ampicillin/sulbactam, and meropenem plus ampicillin/sulbac-
tam were tested by checkerboard synergy method against 34 multi-drug resistant A.baumannii isolates.
Minimum inhibitory concentration (MIC) values for imipenem, meropenem and ampicillin/sulbactam
were determined by the broth microdilution method. Subsequently the activity of two different combi-
nations were tested in the dilution range of 4 x MIC and 0.03 x MIC in 96-well checkerboard plates. The
results were obtained separately using the four different interpretation methods frequently preferred by
researchers. Thus, it was aimed to detect to what extent the rates of synergistic, indifferent and antago-
nistic interactions were affected by different interpretation methods. The differences between the interp-
retation methods were tested by chi-square analysis for each combination used. Statistically significant
differences were detected between the four different interpretation methods for the determination of
synergistic and indifferent interactions (p< 0.0001). Highest rates of synergy were observed with both
combinations by the method that used the lowest fractional inhibitory concentration index of all the
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non-turbid wells along the turbidity/non-turbidity interface. There was no statistically significant diffe-
rence between the four methods for the detection of antagonism (p> 0.05). In conclusion although the-
re is a standard procedure for checkerboard synergy testing it fails to exhibit standard results owing to
different methods of interpretation of the results. Thus, there is a need to standardise the interpretation
method for checkerboard synergy testing. To determine the most appropriate method of interpretation
further studies investigating the clinical benefits of synergic combinations and additionally comparing
the consistency of the results obtained from the other standard combination tests like time-kill studies,
are required.

Key words: Checkerboard synergy testing; interpretation methods; Acinetobacter baumannii.

GiRis

Hastane kaynakli enfeksiyonlardan giin gectikce artan diizeyde coklu ilag direnci gos-
teren etkenlerin izole ediliyor olmasi, kombine antibiyotik tedavilerini zorunlu kilmakta-
dir. Bu durum, arastiricilarin ilgisini, klinisyenlerin tercih ettigi ilagc kombinasyonlarinin et-
kinligini in vitro olarak arastirmaya yonlendirmis ve son yillarda konu ile ilgili bircok ¢a-
isma yapilmistir. Antibiyotik kombinasyonlarinin etkinliklerinin test edilmesinde kullani-
lan yontemlerden biri olan dama tahtasi (checkerboard) yontemi, arastiricilarin siklikla
tercih ettigi mikrodiliisyon esasina dayanan sinerji testlerinden biridir'*®. Uygulamasi
zahmetli ve zaman alici oldugundan, bu yontem rutin laboratuvarlardan ziyade in vitro
arastirmalarda tercih edilmektedir. Yontemde, arastiriimak istenen farkli ilaglarin, degisik
konsantrasyonlari 96 kuyucuklu plak tizerinde biraraya getirilerek kombinasyon etkinlik-
leri test edilmektedir’. llaclarin kombinasyondan elde edilen minimum inhibitér kon-
santrasyonu (MIK) degerleriyle tek baslarina olan MIK degerleri oranlanarak, fraksiyonel
inhibitor konsantrasyonu (FIK) elde edilir. Daha sonra kombinasyonda yer alan ilaglarin
FIK degerleri toplanarak FiK indeksi (FIKi) hesaplanir. Bu yontemde sinerji FIKI < 0.5, adi-
tif etkilesim FiKl = 1 ve antagonizma FIKI = 2 baz alinarak tanimlanir’?. Daha yeni kay-
naklar, 4'ten buyiik bulunan FIKi degerlerinin antagonizma olarak tanimlanmasi gerek-
tigini belirtmekte'?, kesin sinirlarla tanimlanan sinerji (FIKi < 0.5) ve antagonizma (FIKi >
4) digindaki durumlar icin (0.5 < FiKi < 4) tanimlanamayan (indiferansiye) teriminin kul-
lanilmasinin daha dogru olacagini bildirmektedir’-'%-12,

Dama tahtasi testinin uygulanmasinda tanimlanmis standart bir yontem olmasina
ragmen, elde edilen sonuglarin yorumlanmasi ve degerlendirilmesinde, arastirmacilar ta-
rafindan farkli ydntemler kullaniimaktadir’. Son yillarda 6zellikle yogun bakimda yatan
hastalarda gozlenen hastane enfeksiyonlarinda siklikla etken olarak karsimiza ¢ikan ve
cogunlukla da coklu ila¢ direnci gosteren Acinetobacter baumannii, kombinasyon calis-
malarina en ¢ok konu olan etkenler arasindadir. Bununla birlikte A.baumannii suslariyla
dama tahtasi yontemi kullanilarak yapilmis calismalarda cesitli antibiyotik kombinasyon-
lari icin farkl sinerjistik etkilesim oranlari bildirilmektedir. Bu farklilklarin suslara ait 6zel-
liklerden kaynaklaniyor olabilecegi ileri strilebilir. Ancak hemen hemen ayni 6zellikleri
tasiyan bakterilerle ayni ilagc kombinasyonlarinin dama tahtasi yontemiyle test edildigi
farkli calismalarda da farkl diizeyde sinerji oranlarinin bildiriliyor olmasi, sinerji oranlarin-
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daki farkhliklarin bu calismalarin bir cogunda farkli yorumlama yontemlerinin kullaniima-
sina bagh olabilir’2>13, Bu calismada, A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde klinis-
yenlerce siklikla tercih edilen imipenem-ampisilin/sulbaktam (IPM/SAM) ve meropenem-
ampisilin/sulbaktam (MEM/SAM) kombinasyonlarinin karbapenem direnci yaninda ¢ok-
lu ilag direnci gosteren A.baumannii izolatlari Gizerindeki etkinligi in vitro olarak dama
tahtasi sinerji yontemiyle test edilip, testlerin sonuclar arastirmacilar tarafindan siklkla
tercih edilen dort farkl yorumlama yontemi kullanilarak ayri ayri belirlenmistir. Boylece
degerlendirme yontemlerindeki farkhliklarin sinerjistik, tanimlanamayan ve antagonistik
etkilesim oranlarini ne derecede etkilediginin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Subat 2009-Subat 2011 tarihleri arasinda hastanemiz yogun bakim Unite-
lerinde tedavi goren farkli hastalarin cesitli klinik 6rneklerinden izole edilen, BD BBL
Crystal E/NF yari otomatize sistemiyle A.baumannii olarak tanimlanan ve CLSI kriterleri
dikkate alinarak antibiyotik duyarliliklari disk diflizyon yontemi ile test edilerek ¢oklu ilag
direnci gosterdikleri tespit edilen 34 A.baumannii susu alindi. Karbapenemlere ek olarak
sefalosporinler, aminoglikozidler, antipsodomonal penisilinler, kinolonlar, ampisilin/sul-
baktam ve/veya tetrasiklin grubu antibiyotik siniflarindan en az g tanesinin kabul gor-
mus tipik antibiyotiklerine direncli olan izolatlar coklu ila¢ direncli A.baumannii olarak ta-
nimlandi.

Calismada; imipenem monohydrate powder (Sigma-Aldrich), meropenem trihydrate pow-
der (Sigma-Aldrich), ampicillin sodium salt powder (Sigma-Aldrich) ve sulbactam sodium
powder (Zhejiang Xinhua Pharmaceutical Co) antibiyotiklerinin toz sekilleri CLSI'nin dne-
rilerine gére stok soliisyonlari ve sulandinmlari hazirlanarak kullanildi’13. Oncelikle imi-
penem (IPM), meropenem (MEM) ve ampisilin/sulbaktam (SAM) icin MIK degerleri, kat-
yon ayarli Mueller Hinton sivi besiyeri (BD BBL Mueller Hinton Il Broth) kullanilarak sivi
mikrodilisyon yontemi ile belirlendi. Bu MiK degerlerinin iki kat Gstu diltsyon (4 x MIK)
ve bes kat alti diliisyon (0.03 x MIK) kullanilarak iki farkli ilag¢ kombinasyonunun etkinligi,
her bir izolat i¢in 96 kuyucuklu plak Gizerinde test edildi. Plak tizerinde her iki ilacin MIK
degerleri dama tahtasi testi ile es zamanl olarak tekrar caligildi; elde edilen sonuclar, ilk
calisilan MIK degerleri ile kargilagtirildi ve sinerji testleri yorumlanirken es zamanli olarak
caligilan MiK degerleri kullanildi. Calismada kullanilan bir kombinasyonun dama tahtasi
plaginin temsili gorinimu Sekil 1’de sunuldu. Plak tizerinde antibiyotik icermeyen pozi-
tif kontrol kuyucugu ve bakteri icermeyen negatif kontrol kuyucugu hazirlandi; kalite
kontrol susu olarak Escherichia coli ATCC 25922 kullanildi. Test edilen iki ilacin farkl kon-
santrasyonlari ve son bakteri inokiilum konsantrasyonu 5 x 10° CFU/ml olacak sekilde
bakteri stispansiyonu kuyucuklara pipetlendi; 35 + 2°C’de 20 saatlik inkiibasyondan son-
ra plaklar gézle degerlendirildi. Kullanilan bakteri inokilumunun son konsantrasyonunun
5 x 10° CFU/ml oldugundan emin olmak icin, inokiilum siispansiyonlarinin koloni sayimi-
ni yapmak amaciyla, pipetaj bitiminde CLSI 6nerilerine gére'#, ireme kontrol kuyucugun-
dan 0.01 ml alinarak, 10 ml steril fizyolojik tuzlu suda sulandirildi (1/1000 diliisyon). Ka-
nistirilip homojenize edildikten sonra, bu sulandirnmdan 0.1 ml’lik hacim koyun kanli agar
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IPM  SAM
MiK*  MIK**

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM

A 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 PM | sam | -
SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM 128 | 128 | UK
1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM [ IPM | IPM

B 64 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 IPM | SAM
SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM 64 | 64
1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM

c 32 32 | 32 | 32| 32| 32| 32|32 IPM | SAM
SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM 32 32
1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM

D 16 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 IPM | SAM
SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM 16 | 16
1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM

£ 8 8 8 8 8 8 8 8 IPM | SAM
SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM 8 8
1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM

F 4 4 4 4 4 4 4 4 IPM | SAM
SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM 4 4
1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
PM [ IPM [ IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM

G 2 2 2 2 2 2 2 2 IPM | SAM
SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM 2 2
1 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128
PM [ IPM [ IPM | IPM | IPM | IPM | IPM | IPM

H 1 1 1 1 1 1 1 1 IPM | SAM | ooy
SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM | SAM 1 1
1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128

* Es zamanli calisilan IPM MIK.
** Es zamanli calisilan SAM MIK.
UK: Ureme kontrolii; BYK: Besiyeri kontroli.

Sekil 1. Imipenem (IPM) ve ampisilin/sulbaktam (SAM) icin MIK degerlerinin 32 pg/ml tespit edildigi IPM/SAM
kombinasyonunun dama tahtasi plagindaki calisma formati (sayilar, ug/ml olarak antibiyotik konsantrasyon-
larini gostermektediir).

besiyerine ekilerek, besiyerinin tim alanina homojen bir sekilde yayildi. 35 + 2°C’de 24
saat inkiibasyonun sonunda ortalama 50 koloninin varligi hedeflendi (50 koloni= 5 x 10°
CFU/ml). Dama tahtasi testleri iki kez tekrarlanarak caligildi; uyumsuz cikan sonuglar iki
kez daha calisilarak, treme olmayan kuyucuklardan %5 koyun kanli besiyerine ekimler ya-
pilarak inklibe edildi; Greme olmadigi netlestirilerek kontrolleri yapildi. Sonuglarin deger-
lendirilmesi, asagida tanimlanan dért farkli yéntemle yapildi'®:
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Yéntem 1: Bu yontem, kombinasyondaki en distk FiKi’nin kullaniimasi esasina daya-
nir'’. Bu yéntemde kombinasyon plagindaki tireme olmayan tiim kuyucuklar taranarak,
en duslk FIKi’nin hesaplandigi kuyucuk degerlendirmeye alinir ve o kuyucuktaki en di-
suk FiKI degeri kullanilir.

Yontem 2: Ortalama FIKi’nin esas alindigi yéntemdir'®'®. Bu yéntemde, tiim satir ve
sttunlardaki Greme olmayan en dustk ila¢ konsantrasyonunun oldugu kuyucuklar de-
Jerlendirmeye alinir. Bu kuyucuklarin her biri icin A ve B ilacinin FIK'leri hesaplanir ve her
kuyucuk icin ayri ayri FiKi hesaplanarak, elde edilen degerler toplanir ve kuyucuk sayisi-
na bolunerek FiKi'nin ortalamasi alinir.

Yontem 3: Bu yontemde tum satir ve siitunlar taranarak, tim satir boyunca ve tim
stitun boyunca ireme olmayan satir ve siitun degerlendirmeye alinir. Buralardaki kuyu-
cuklarin FiKileri toplanarak ortalamalari hesaplanir?®.

Yéntem 4: FiKi hesaplamasi yoktur. Kombinasyon plagindaki iki kuyucuk degerlendir-
meye alinir. Kuyucuklardan bir tanesi her iki ilac icin de FiK’in 0.25 oldugu ortak kuyu-
cuk, digeri her iki ilag i¢in de FiK’in 2 oldugu ortak kuyucuktur. FiK 0.25 olan kesisim ku-
yucugunda reme yoksa sinerjistik etkilesim, FIK 2 olan kesisim kuyucugunda tireme var-
sa antagonistik etkilesim olarak degerlendirilir. Diger tim durumlar tanimlanamayan et-
kilesim olarak siniflandirilir?!.

Bahsedilen bu yontemler ile ilgili olarak; caligilan bakterinin her bir antibakteriyel ilag
icin elde edilen MiK degerleri baz alinarak, bu degerin iki kat st dilisyon (FIK degeri
4 cikan) ve bes kat alti diliisyon (FIK degeri 0.03 ¢ikan) degerlerini gosteren agiklama Se-
kil 2’de gosterildi. Bu sekilde her bir yontem icin degerlendirmeye alinan kuyucuklar o
yéntemin numarasi ile belirtildi. Calismamizda, FiKi < 0.5 sinerjistik etkilesim, FiKi > 4 an-
tagonistik etkilesim ve 0.5 < FIKI < 4 tanimlanamayan etkilesim olarak degerlendirildi.

Calismada kullanilan her iki kombinasyon icin dort yorumlama yontemi ile sinerjistik,
antagonistik ve tanimlanamayan etkilesimler arasindaki farkliliklar ki-kare analizi ile test
edildi; p< 0.05 degeri anlamh kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan izolatlarin tamaminin IPM, MEM ve SAM icin tek basina MIK deger-
leri direncli aralikta test edilmistir (Tablo I). Her (g ilac icin de MiK50 ve MiK90 degerleri
sirasiyla 32 ug/ml ve 64 pg/ml olarak bulunmustur.

Tablo 1I'de her iki kombinasyon icin dort farkli degerlendirme yontemiyle elde edilen
sinerji testi sonuclar gorilmektedir. Yontemler arasinda her iki ilag kombinasyonu icin
de sinerjistik ve tanimlanamayan etkilesimi tespit etme oranlari acisindan istatistiksel ola-
rak anlamli farklilik bulunmustur (p< 0.0001). Her iki kombinasyon icin de sinerjiyi en
yuiksek oranda tespit eden yontem, Yontem 1 (%94-88) olup, bunu sirasiyla Yontem 4
(%91-88) ve Yontem 2 (%50-47) izlemistir. Sinerjiyi en diislik oranda tespit eden ise
Yontem 3 (%9-3)'tur. IPM/SAM kombinasyonunda Yontem 3 ile sadece bir izolatta an-
tagonizma gozlenmistir. Test edilen yontemlerle antagonizmanin tespit edilmesi arasin-
da istatistiksel olarak anlamh farkliik bulunmamustir (p> 0.05).
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Allaci 1 2 3 4 5 6 7 8
xMIiK

v
acaoo | VL LT P L]
5200 [ [ V[ ][ Vs J[e] [ |
c roo fas[ |3 [ [s] [s][3][s][3][3]
o oso M [2][ J[ J[s]0 JL[ J[]
oo NN (2] [ ][]
oo NN WM [ O]
c oo NI NN N 2 1 1]
noooc I N B (2:) [ | [ | [ ]
B ilaci

— 0.03 0.06 0.13 0.25 0.50 1.00 2.00 4.00
xMIK

Sekil 2. Dért farkl yorumlama yénteminin temsili plak tizerinde gésterilmesi (lll Ureme olan kuyucuklar;
] Ureme olmayan kuyucuklar).

TARTISMA

Calismamizda, dama tahtasi yontemiyle elde edilen sinerji oraninin, testin degerlen-
dirilme yontemine bagl olarak biyik oranda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Cok-
lu ilag direnci (CID) gosteren A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ajan-
larin etkinligini artirmak amaciyla kombine antibiyotik kullanimi &nerilmektedir?2. Ampi-
silin/sulbaktam veya tek basina sulbaktamin karbapenemlerle kombinasyonunun, CID
A.baumannii turlerine karsi beta-laktamlarin aktivitesini gelistirdigini ortaya koyan cesitli
calismalarda bildirilen sinerjistik etkilesim oranlari genis bir aralikta yer almaktadir®23-25,
Dama tahtasi sinerji testini kullanarak yapilan bir calismada Kiffer ve arkadaslari? 48 CID
A.baumannii izolatinin, meropenem ve sulbaktam kombinasyonu icin %29.2'sinde siner-
jistik etkilesim saptamuslardir. Pongpech ve arkadaslari® tamami imipenem ve meropene-
me direngli, 30 CiD A.baumannii izolatinda, ayni yéntemle meropenem ve sulbaktam
kombinasyonunda %70 sinerjizm tespit etmisler, Sheng ve arkadaslari®® ise yine karba-
peneme direncli A.baumannii izolatlarinda dama tahtasi yontemi ile imipenem ve ampi-
silin/sulbaktam kombinasyonunda %16 oraninda sinerji bildirmislerdir. Bu ve benzeri
bircok calismadan bildirilen farkli sinerji oranlarina ragmen makalelerin detayli incelen-
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Tablo I. Test Edilen Antimikrobiyallerin Orneklere Gére MIK Degerleri

B B imipenem Meropenem Ampisilin-sulbaktam
Ornek no Ornek tipi (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
1 Kan 16 64 64
2 Kan 16 64 64
3 Trakeal aspirat 32 32 64
4 Kan 16 16 32
5 Trakeal aspirat 16 16 64
6 Trakeal aspirat 16 16 64
7 Kan 32 16 64
8 Kan 16 16 32
9 Trakeal aspirat 32 16 32
10 Trakeal aspirat 16 16 32
1 Trakeal aspirat 64 16 64
12 Kan 32 32 32
13 Kan 16 16 32
14 Kan 32 32 128
15 Kan 32 16 32
16 Kan 32 16 64
17 Trakeal aspirat 16 32 32
18 Kan 16 64 32
19 Kan 32 64 64
20 Kan 32 32 32
21 Trakeal aspirat 16 16 32
22 Trakeal aspirat 32 64 64
23 Kan 32 64 32
24 Trakeal aspirat 64 64 128
25 Trakeal aspirat 64 128 32
26 Trakeal aspirat 16 32 32
27 Kan 32 64 64
28 Trakeal aspirat 32 64 64
29 Yara 32 64 64
30 Trakeal aspirat 32 64 32
31 Kan 32 64 32
32 Trakeal aspirat 32 64 64
33 Trakeal aspirat 16 16 32
34 Trakeal aspirat 64 128 64

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.
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Dama Tahtas! Sinerji Testi Sonuglarinin Farkli Yontemlerle Yorumlanmasi
Sonuglarimizi Etkiliyor mu?

Tablo Il. Dama Tahtasi Testinden Dért Farkli Yorumlama Yéntemiyle Elde Edilen Sonuglar

Yontem 1 Yontem 2 Yontem 3 Yontem 4
Sayi1 (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)

IPM/SAM (n= 34)

Sinerji 30 (88) 17 (50) 309 30 (88)

Tanimlanamayan 4 (12) 17 (50) 30 (88) 4(12)

Antagonizma - - 103 -
MEM/SAM (n= 34)

Sinerji 32 (94) 16 (47) 103) 31 (91)

Tanimlanamayan 2 (6) 18 (53) 33 (97) 309

Antagonizma - - - -

IPM: Imipenem; SAM: Ampisilin/sulbaktam; MEM: Meropenem.

mesi gostermektedir ki, bu calismalarda dama tahtasi testi standart bir uygulama yonte-
mi ile yapiliyor olsa da, FIK degerleri belirlenirken secilen kuyucuk ve FiKi hesaplandik-
tan sonra etkilesim turlini belirlemek icin kullanilan sinir degerler genelde calismalar ara-
sinda farkhhk vardir. Bir kisim caligmada ise arastirmacilar testi hangi yontemle yorumla-
digini net olarak aciklamamaktadir. Ornegin Kiffer ve arkadaslarinin? calismasi incelendi-
ginde; arastirmacilarin FIK degerlerini belirlerken Yontem 2'yi kullandiklari ve kombinas-
yonda yer alan ilaglar icin FiKi < 0.5 ise sinerji; 0.5 > FIKI < 1 ise parsiyel sinerji; FIKI = 1
ise aditif; 1 > FIKI < 4 ise tanimlanamayan ve > 4 ise antagonizma olarak degerlendirdik-
leri goriilmektedir. Diger taraftan Pongpech ve arkadaslari® ile Sheng ve arkadaslar?®,
FIK degerlerini belirlerken benzer sekilde Yontem 3’U kullandiklar halde, etkilesim tlri-
nii belirlerken ilk arastirici grubu® FIKi < 1 ise sinerji; FIKI = 1 ise aditif; FIKI > 1 ise anta-
gonistik; ikinci arastirici grubu?® ise FiKI < 0.5 ise sinerji; 0.5 > FIKi < 4 ise tanimlanama-
yan, FIKi > 4 ise antagonistik etkilesim seklinde yorumlamiglardir. Yorumlamada esas ali-
nan sinir degerlerindeki farklilik dikkate alindiginda Pongpech ve arkadaslarinin® daha
yuksek olarak bildirdikleri sinerji oraninin 0.5 > FiKi < 1 arahgindaki degerlerin tespit edil-
digi izolatlar icin de sinerji yorumu yapilmis olmasindan kaynaklandigi gortlmektedir. Si-
nerji tanimlamasi yapilirken FIKI < 0.5 tanimlamasi kullanilsa bile, FIKI hesaplanirken kul-
lanilan Greme olmayan kuyucugun secimi test sonuclarini blyiik oranda degistirmekte-
dir. Nitekim, bu calismalarda bildirilen genis araliktaki oranlar gibi, bizim calismamizda
da, MEM/SAM ve IPM/SAM kombinasyonlarinda, test edilen tim yorumlama yontemle-
ri icin FiKi < 0.5 ise sinerji ve FiKi > 4 ise antagonizma tanimlamalari kullanilmasina rag-
men, kuyucuk seciminde kullanilan dort farkl yorumlama yontemiyle oldukga farkh si-
nerji oranlari elde edilmistir.

Ulkemizden bildirilen sinerji calismalari incelendiginde, arastirmacilarin bilyiik cogun-
lugunun uygulamasi kolay ve zahmetsiz bir yontem olmasi nedeniyle, sinerji calismalarin-
da E-test yontemini tercih ettikleri gortilmektedir. Dama tahtasi yontemi kullanilarak ya-
pilan sinirli sayidaki calismada ise, arastirmacilar sinerji tanimlamasi icin kullandiklari sinir
degerlerini bildirseler de, dama tahtasi plagini yorumlarken hangi yontemi kullandiklarini
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net olarak aciklamamaktadirlar?’28, Oysa kullanilan yéntemler disinda, test edilen izolat-
lara bagl olarak da sinerjistik aktivite oranlarinin degisiklik gosterebilecegi unutulmamali-
dir. izolatin, test edilen antimikrobiyal ajana ylksek direnc veya duyarlilik gostermesi, si-
nerjistik aktiviteyi degistirebilmektedir. Bu nedenle, kombinasyon tedavisi uygulanacaksa,
daha onceden yapilmig in vitro calismalar 1siginda etkili olabilecek kombinasyonlar ampi-
rik olarak tercih edilebilirse de, hastada etken olan izolatin kullanilan kombinasyona du-
yarlih@inin sinerji testleri ile belirlenmesinin, tedavinin dogru yonlendirilmesinde gerekli
oldugu g6z ardi edilmemelidir. Dama tahtasi yontemi ile yapilmis arastirmalari okurken
ve yorumlarken, okuyucu tarafindan bu farkliliklarin bilinmesi ve g6z 6niinde bulundurul-
mas! onemlidir. Testin standart bir uygulama yonteminin olmasina ragmen, yorumlama
yontemlerindeki farkliliklar nedeniyle, bu test standart sonuclarin elde edilmesinde yeter-
siz kalmaktadir. Bu nedenle testin yorumlama yonteminin, tipki uygulama yonteminde ol-
dudu gibi standardize edilmesi gerekmektedir. Bunun icin, en uygun yorumlama meto-
dunu belirlemek adina, “time-kill” yontemi gibi diger standart kombinasyon testlerinden
elde edilen uyumlu sonuglarin karsilastirildigi ve ayrica sinerjistik etkilesim gozlenen kom-
binasyonlardan elde edilen klinik yararlarin arastinildid ileri calismalara gereksinim vardir.
Bununla birlikte, CID gésteren A.baumannii kaynakli enfeksiyonu bulunan hastalarin ayni
anda bircok antimikrobiyal ajan kullandigi distnilirse, bu hastalarin tedavi rejimlerini
olustururken elimizdeki bulgularin dikkate alinmasi, hastalarin en azindan potansiyel ola-
rak antagonizma olusturacak kombinasyonlari kullanmasini 6nleyecektir®®.
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