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Hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ©nemli bir yer tutan Acinetobacter baumannii tirleri,
antibiyotiklere coklu direng gelistirdigi icin tedavisi zor firsat¢i patojen mikroorganizmalardir. Tedavide
kullanilacak antibiyotik secenekleri sinirli oldugu icin cesitli antibiyotik kombinasyonlari kullanilmaktadir.
Bu calismanin amaci, A.baumanniiizolatlarinin kolistin ve sulbaktam icin minimal inhibitor konsantrasyon
(MIK) degerlerinin saptanmastile kolistin-sulbaktam kombinasyonunun in vitro aktivitesinin belirlenmesidir.
Calismaya, cesitli klinik 6rneklerden (32 trakeal aspirat, 10 kan, 6 idrar, 2 yara) izole edilen 50 adet ¢ok
ilaca direncli (CiD) A.baumannii susu dahil edilmistir. Bakteri tanimlamasi geleneksel yéntemler ve Vitek-2
(BioMerieux, Fransa) otomatize sistemi kullanilarak yapilmistir. Antibiyotik duyarliliklari, Mueller-Hinton
agarda disk diflizyon yontemi ve Vitek-2 otomatize sistemi kullanilarak degerlendirilmis ve sonuglar
CLSI standartlarina gére yorumlanmistir. A.baumannii suslarinda kolistin ve sulbaktam icin MiK degerleri
ve kolistin-sulbaktam kombinasyonlarinin in vitro etkilesimleri E-test (BioMerieux, Fransa) yontemiyle
saptanmistir. ilac kombinasyonlarinin etkinliginin belirlenmesinde fraksiyonel inhibitér konsantrasyon
(FIK) indeksi kullanilmustir. Karbapenem direncine neden olan oksasilinaz ve metallo-beta-laktamaz
(MBL) genlerinin varligi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirlmus; klonal iliskinin belirlenmesi icin
degisken alanli jel elektroforezi (PFGE) uygulanmistir. Calismamizda, suslarin hepsi (%7100) kolistine, 48'i
(%96) trimetoprim/sulfametoksazole ve 18'i (%36) tigesikline duyarli olarak bulunmus; buna karsin tim
suslarda sulbaktam ve karbapenem dahil, caligilan tiim antibiyotiklere karsi direng izlenmistir. Kolistin-
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sulbaktam kombinasyonu FiK indeksine gére degerlendirildiginde, suslarin tamaminda antagonist etki
saptanmistir. Karbapeneme direncli olan bu suslarin timd OXA-51 ve OXA-23 pozitif iken, 3 (%6)'0 OXA-
24 pozitif bulunmustur. MBL'lardan OXA-58, OXA-48, IPM, SPM, SIM, GIM, VIM ve NDM-1 genlerine
rastlanmamistir. Molekiiler tiplendirme sonuglari incelendiginde, PFGE ile suslarin klonal dagiliminda
bir sus haric hepsinin A pulsotipinde oldugu belirflenmistir. CID A.baumannii suslarinda yapilan kolistin-
sulbaktam kombinasyonunun in vitro etkinlik degerlendirmesinde, tim suslarda antagonistik etki
izlenmistir. Yapilan diren¢ analizi ve klonal degerlendirmede, suslarin ayni klona ait ve ayni direng
genlerine sahip oldugu ve bu nedenle in vitro etkinlik sonucunda tiim suslarda benzer etkinin izlendigi
distiniilmiistir. Ozellikle kritik hastalarin izlendigi ve tedavisinde giicliik cekilen direncli suslarin izole
edildigi Gnitelerde, kombinasyon tedavilerine karar verilirken sinerji calismalarinin yapilarak, tedavide
tercih edilecek kombinasyonun hastaneye hatta liniteye 6zel olarak belirlenmesinin faydal olacagi
kanaatine varilmistir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii; sinerji; kolistin; sulbaktam.

ABSTRACT

Acinetobacter baumannii strains, are opportunistic pathogens that cause severe nosocomial infections
that are difficult to treat due to development of resistance to multiple antibiotics. As the antibiotic
choices to be used in treatment are limited, combinations of a variety of antibiotics are used. The aims of
this study were to identify the minimal inhibitory concentration (MIC) values of colistin and sulbactam
against A.baumannii isolates and to determine the in vitro activity of colistin-sulbactam combination. A
total of 50 A.baumannii strains isolated from different clinical specimens (32 tracheal aspirates, 10 blood,
6 urine and 2 wound samples) were included in the study. The identification of bacteria was performed
by traditional methods and Vitek-2 (BioMerieux, France) automated system. Antibiotic susceptibilities
were detected by Mueller-Hinton agar disk diffusion method and Vitek-2 automated system and the
results were interpreted according to the CLSI standards. MIC values of colistin and sulbactam against
A.baumannii strains and in vitro interactions of colistin-sulbactam combinations were determined with
the E-test (BioMerieux, France). Fractional inhibitory concentration (FIC) index was used for the detection
of efficacy of drug combinations. The presence of oxacillinase and metallo-beta-lactamase (MBL) genes
that lead carbapenem resistance was investigated by polymerase chain reaction (PCR), and pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) was performed for the determination of clonal relationship. In our study, all
strains (100%) were detected as susceptible to colistin, 48 (96%) to trimethoprim/sulphamethoxazole
and 18 to (36%) tigecyclin; however all of them were resistant to the other studied antibiotics, including
sulbactam and carbapenem. When the colistin-sulbactam combination was assessed according to FIC
index, all strains were found to have antagonistic effect. All of the carbapenem-resistant strains were
positive for OXA-51 and OXA-23, and 3 (6%) were positive for OXA-24. Among MBLs, OXA-58, OXA-
48, IPM, SPM, SIM, GIM, VIM and NDM-1 genes were not detected. In the evaluation of PFGE results it
was found that the clonal distribution of the strains, except one, were all pulsotype A. In the assessment
of in vitro efficacy of the colistin-sulbactam combination against A.baumannii strains with multidrug
resistance, antagonistic effect was observed in all strains. In the resistance and clonal analysis it was
determined that the strains belonged to the same clone, and they had the same resistance genes and
therefore the result of the in vitro activity was considered to have similar effect among all strains. It
was decided that especially in units where critical patients are monitored and where resistant strains
that are difficult to treat are isolated, performing synergy studies may be beneficial for the selection of
combination treatment and the determination of the treatment combination to be chosen specifically
for the hospital or even the unit.

Keywords: Acinetobacter baumannii; synergy; colistin; sulbactam.
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GIRIS

Hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ilk siralarda yer alan Acinetobacter baumannii,
bircok antibiyotige karsi dogal direncli olup, 6zellikle yogun bakim Unitelerinde izole
edilen suslarda karbapenemler dahil bircok antibiyotige karsi diren¢ saptanmaktadir.
A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilacak antibiyotik seceneklerinin sinirli
hale gelmesi, farkli tedavi seceneklerinin ve cesitli antimikrobiyal kombinasyonlarin
kullanimini zorunlu kilmaktadir. Kombine tedavide kullanilan antibiyotiklerin arasinda
sinerjik aktivitenin olmasi klinik acidan énemlidir ve in vitro sinerji testleri yol géstericidir'.

ilk olarak 1952 yilinda kullaniimaya baslanan kolistin, ¢ok ilaca direncli (CiD)
A.baumannii suslarina karsi oldukca iyi etki gostermektedir. Kolistin diginda tim
antibiyotiklere direng gosteren A.baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde kolistinin tek
basina kullanilmasi, bu antibiyotige diren¢ gelismesine neden olabilecegi icin, baska
antibiyotiklerle kombine kullanimi tercih edilmelidir’. Kombinasyondan beklenen bir
diger etki de, mikroorganizmaya karsi etkinligin artirilabilmesidir. Yapilan bazi calismalar,
kolistinin gram-negatif bakterilere karsi karbapenemlerle sinerji olusturdugunu
gostermistir®. Kolistin karbapenemlerle birlikte kullanildiginda, mikroorganizma sadece
kolistine duyarli olmasina karsin, karbapenem kullanimi sonucunda bakteri hiicre
duvarinda ortaya cikan kismi harabiyet ile hiicre membrani (izerindeki kolistin etkinligi
zamana bagli olarak artig gostermektedir. Cesitli beta-laktamazlara karsi glicli inhibitor
etki gosteren sulbaktam da, A.baumannii’'ye karsi yiksek diizeyde inhibitor aktiviteye
sahiptir. Ancak sinir degerlerinin olmamasi, sulbaktamin tek basina ciddi A.baumannii
enfeksiyonlarinda kullanimini sinirlamaktadir. Bu nedenle sulbaktam, kombine olarak
kullaniimakta ve penisilin baglayan proteinlere baglanarak beta-laktamlarin bakterisidal
aktivitesini artirmaktadir®. Bu calismanin amaci, yojun bakimdan izole edilen A.baumannii
izolatlarinin kolistin ve sulbaktam icin MiK degerlerinin saptanmasi ile kolistin-sulbaktam
kombinasyonunun in vitro aktivitesinin belirlenmesidir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak 2013-Agustos 2014 tarihleri arasinda, laboratuvarimiza Anestezi ve
Reanimasyon Yogun Bakim Unitesinden génderilen cesitli klinik érneklerden (32 trakeal
aspirat, 10 kan, 6 idrar, 2 yara) izole edilen, 50 adet CiD A.baumannii susu dahil edildi.
Ayni hastadan izole edilen suslardan sadece biri calismaya alindi. Bakteri tanimlamasi
geleneksel yontemler ve Vitek-2 (BioMerieux, Fransa) otomatize sistemi kullanilarak
yapildi. Antibiyotik duyarliliklari, Mueller-Hinton agarda disk difiizyon yontemi ve
Vitek-2 otomatize sistemi kullanilarak degerlendirildi ve sonuglar CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) standartlarina gore yorumlandi®. Bakteriler calisma
gliniine kadar 80°C’de saklandi. Kontrol susu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 kullanildi. Karbapeneme direncli kokenlerde antibiyotiklerin MiK degerleri E-test
yontemi (BioMerieux, Fransa) ile uretici firma onerileri dogrultusunda belirlendi ve CLSI
kilavuzuna gére yorumlands®.

A.baumannii suslarinda kolistin ve sulbaktam icin MIK, ve MIK,, degerleri ve
kolistin-sulbaktam kombinasyonlarinin in vitro etkilesimleri E-test (BioMerieux, Fransa)
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yontemiyle saptandi. Bunun icin 0.5 McFarland ayarinda bakteri siispansiyonundan
iki adet Mueller-Hinton agara ekim yapildi ve her birine iki antibiyotigin E-test seritleri
konuldu. Bir saat sonra plaklardan birindeki seritler kaldirildi ve ayni hizaya gelecek sekilde
diger antibiyotigin seritleri yerlestirildi. Plaklar 35°C’de 24 saat bekletildikten sonra her
bir ilagc ve kombinasyon icin MiK degerleri okundu. ilac kombinasyonlarinin etkinliginin
belirlenmesinde fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FiK) indeksi kullanildi. “3 FiK indeksi
= FiK A (= B’nin varhiginda A'nin MiK sayisal degeri/Tek basina A'nin MiK sayisal degeri)
+ FIK B (= A'nin varliginda B’nin MiK sayisal degeri/Tek bagina B’'nin MiK sayisal degeri)”
formuli kullanildi. Toplam FiK indeksi < 0.5 ise sinerjik, 1 - > 0.5 ise aditif, <2 - > 1 ise
farksiz (indifferent) ve >2 ise antagonist etki olarak degerlendirildi®.

Karbapenem direncine neden olan oksasilinaz genlerinden OXA-58 grup, OXA-23
grup, OXA-51 grup, OXA-24 grup, OXA-48 ve metallo-beta-laktamaz (MBL) genleri IPM,
VIM, GIM, SPM, SIM, NDM-1 varli§i, bu enzimleri kodlayan gen bolgelerine ait 6zgiil
gen dizileri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirildi’. Karbapeneme
direncli suslardaki klonal iliskinin arastirilmasi icin PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis)
deneyi yapildi®,

BULGULAR

Calismaya alinan A.baumannii izolatlarinin hepsi kolistine duyarli bulunurken,
sulbaktama direngli olarak saptanmistir. izolatlann MIK araliklar, MiK,, ve MiK
degerleri, kolistin icin sirasiyla 8, 32 ve <= 0.5 pg/ml; sulbaktam icinse sirasiyla 4- > 128,
32 ve > = 32 pg/ml olarak saptanmistir.

Suslarin  antibiyotik duyarlliklari degerlendirildiginde, tim izolatlara karsi en
etkili antibiyotigin kolistin oldugu tespit edilmistir. Suslarin 48’i (%96) trimetoprim/
sifametoksazole ve 18’i (%36) tigesikline duyarli bulunmus olup, bunun diginda calisilan
tim antibiyotiklere karsi direnc izlenmistir.

Tumi kolistine duyarl olan A.baumannii suslari icin kolistin-sulbaktam kombinasyonu
FIK indeksine gore degerlendirildiginde, suslarin tamaminda antagonist etki saptanmustir.

Karbapeneme direncli olan bu suslarin timu OXA-51 ve OXA-23, 3'U (%6) ise OXA-
24 pozitif bulunmugstur. Suslarin hicbirinde MDL'lardan OXA-58, OXA-48, IPM, SPM,
SIM, GIM, VIM ve NDM-1 genlerine rastlanmamistir. Molekdler tiplendirme sonuglari
incelendiginde, PFGE ile suslarin klonal dagiliminda bir sus hari¢ hepsinin A pulsotipinde
oldugu belirlenmistir. Kalan tek susun C pulsotipinde oldugu gosterilmistir. Bu pulsotiplere
ait suslarin birbirleriyle olan benzerligi incelendiginde, suslarin biyik cogunlugunun
(%98) tek bir klona ait oldugu gosterilmis ve salgin izolati olarak degerlendirilmistir.

TARTISMA

A.baumannii suslarinda son yillarda giderek artan coklu ilag¢ direnci bu suslarla olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde kombine antibiyotiklerin kullanimini giindeme getirmistir®.
Karbapenemler, sulbaktam ve aminoglikozidler tedavide en ¢cok kullanilan kombinasyonlar
olmakla birlikte, giderek artan karbapenem direnci farkl kombinasyon arayislarina yol
acmistir. Kolistinin; rifampisin, imipenem, meropenem, sulbaktam ampisilin ve tigesiklin
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gibi cesitli ilaclarla kombinasyonunun sinerjik aktivite gosterdigi bildirilmistir®'%'1. CiD
A.baumannii suglarinda sulbaktam/kolistin kombinasyonun etkinliginin degerlendirildigi
cesitli calismalar, bu kombinasyonun yiiksek oranda sinerjik etkinlik gosterdigini ortaya
koymustur'?'3, Ancak kombinasyon etkisi suslara gore farklilik gosterebilmektedir.
Kombine tedavide uygulanan antibiyotikler arasinda, sinerjik aktivitenin oldugunun
gosterilebilmesi icin in vitro sinerji testleri yol gostericidir. Calismamizda da onerilen
tedaviler dogrultusunda, yogun bakim tnitemizde sik kullanilan kombinasyon secenekleri
arasinda bulunan sulbaktam-kolistin kombinasyonunun in vitro etkisi degerlendirilmistir.

Kolistinin sulbaktam ile kombinasyonundan beklenilen sonug sinerjik etki olmakla
birlikte; Principe ve arkadaslari'* A.baumannii suslarindaki antibiyotik direncinin, birden
cok mekanizma ile karmasik etkilesimler sonucunda gelistigini gostermistir. Bu nedenle
direncin 6ntine gecmek ve antagonist etkilesimi azaltmak icin kolistin ile yapilan
kombinasyon terapisinin iyi belirlenmesi gerekmektedir. Rodriguez ve arkadaslar'
da, karbapeneme direncli bazi A.baumannii suslarinda, antimikrobiyal ilaglarin kolistin
ile kombine edilmesinin aktivitede azalmaya ve antibiyotik direncine neden oldugunu
gostermistir. Cikman ve arkadaslan'®, imipeneme direncli A.baumannii suslarinda
kolistin-ampisilin/sulbaktam kombinasyonunun sinerjik aktivitesini degerlendirmis, bu
kombinasyonun imipeneme direncli A.baumanniisuslarinin %45'i Gizerinde sinerjik etkinlik
gosterirken, %27'sinde antagonist etkilesim olusturdugunu saptamiglardir. Ayrica kolistine
direncli suslarda, kolistinin, ampisilin/sulbaktam ile yiiksek oranda sinerjik etki gosterdigi,
buna karsin kolistine duyarli suslarda bu kombinasyonun daha ziyade antagonist etki
olusturdugunu belirlemislerdir'®. Thamlikitkul ve arkadaslarinin'’ yaygin ilaca direncli
(extensive drug resistant) A.baumannii suslarinda kolistin ve sulbaktam kombinasyonunu
degerlendirdikleri calismada, kolistine direncli suglarda bazi konsantrasyonlarda sinerjik
etki izlenmekle birlikte, kolistine duyarli suslarda bu etki farksiz olarak saptanmistir. Bizim
calismamizda, yogun bakim Unitemizden izole edilen A.baumannii suslarinda kolistin-
sulbaktam kombinasyonu in vitro antagonistik etkili olarak bulunmustur. Bu sonucta,
suslarin timanun kolistine duyarli olmasinin 6nemli etkisi oldugu duslindlebilir. Yapilan
diren¢ geni degerlendirmesinde, llkemizde diger merkezlerden bildirildigi gibi, OXA-
23 ve OXA-51 direnc genleri hakim olarak saptanmis, suslarin %98’inin ayni klona ait
oldugu gorilmistir. Suslarin timinde izlenen antagonistik etki, tim suslarin kolistine
duyarli olmasi, tek bir yogun bakim unitesinden elde edilmis olmasi ve ayni klona ait
olmalari ile agiklanabilir.

Sonug olarak, hastanemizin Anestezi ve Reanimasyon Yogun Bakim Unitesinden
gelen cesitli klinik rneklerden izole edilen, CiD A.baumannii suslarinda yapilan kolistin-
sulbaktam kombinasyonunun in vitro etkinlik degerlendirmesinde, tim suslarda
antagonistik etki izlenmistir. Yapilan diren¢ analizi ve klonal dederlendirmede, suslarin
ayni klona ait ve ayni diren¢ genlerine sahip oldugu ve bu nedenle in vitro etkinlik
sonucunda tiim suslarda benzer etkinin izlendigi diistintilmistiir. Ozellikle kritik hastalarin
takip edildigi ve tedavisinde glicliik cekilen direncli suslarin izole edildigi Unitelerde,
kombinasyon tedavilerine karar verilirken sinerji calismalarinin yapilarak tedavide tercih
edilecek kombinasyonun hastaneye hatta tniteye 6zel olarak belirlenmesinin faydali
olacagi kanisina varilmistir.
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