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COKLU DIRENCLI PSEUDOMONAS AERUGINOSA KOKENLERINDE

: SIPROFLOKSASIN-AMIKASIN, SIPROFLOKSASIN-SEFEPIM,

SEFTAZIDIM-AMIKASIN, SEFEPIM-AMIKASIN

! KOMBINASYONLARININ IN-VITRO SINERJISTIK
ETKINLIKLERININ ARASTIRILMASI

Ash Gamze SENER!, Tuba ATAY?, Zeynep GULAY?, Metin TURKER!

OZET

Coklu direngli Pseudomonas aeruginosa infeksiyonlan ozellikle yogun bakim iinitelerinde sagaltim
giicliigiine neden olmaktadir. Bu ¢alisma ¢oklu direngli Paeruginosa kikenlerinde antibiyotik kombinasyon-
larinin in-vitro etkinliklerinin arastirilmasi amaciyla diizenlenmistir. Coklu direngli 14 Paeruginosa koke-
ninde siprofloksasin-amikasin (CIP-AK), siprofloksasin-sefepim (CIP-CEF), seftazidim-amikasin (CAZ-
AK) ve sefepim-amikasin (CEF-AK) kombinasyonlarinin in vitro sinerjistik etkinligi dama tahtasi (checker-
board) yontemi ile aragtirilmigtir. En yiiksek sinerji oranlant CEF-AK (4/14) ve CEF-CIP (2/14) kombinas-
yonlarinda saptanmugtir. Indiferan etkilesim CAZ-AK, CEF-CIP, CEF-AK ve CIP-AK kombinasyonlarinda
sirasiyla % 86, % 71, % 64 ve % 86 olarak bulunmusgtur. Sonug olarak ¢oklu direngli Paeruginosa infeksi-
yonlarinda kombinasyon sagaltimi yapilmasi ve sagaltim 6ncesi antibiyotik etkilegimlerinin belirlenmesi agi-
sindan in-vitro sinerji testlerinin yapilmas: dnerilmigtir.

Anahtar sozciikler: Paeruginosa, antibiyotik kombinasyonlari

SUMMARY

Investigation of in-vitro synergistic activities of ciprofloxacin-amikacin, ciprofloxacin-cefepime,
ceftazidime-amikacin and cepefime-amikacin combinations in multiple resistant Pseudomonas aerugi-
nosa strains.

of multipl antibiotic resistance. This study was performed to investigate the in-vitro effect of antibiotic com-
binations on 14 multiresistant Pseudomonas aeruginosa strains. The in vitro synergy of ceftazidime-amika-
cin (CAZ-AK), cefepime-amikacin (CEF-AK), cefepime-ciprofloxacin (CEF-CIP) and ciproflaxocin-amika-
= cin (CIP-AK) combinations were studied by the checkerboard technique in multiresistant strains. The hig-
| hest rates of synergy were detected with CEF-AK (4/14) and with CEF-CIP (2/14) combinations. Indifferen-
ce was found 86 %, 71 %, 64 %, 86 % of CAZ-AK, CEF-CIP, CEF-AK and CIP-AK combinations respec-
tively. In conclusion, combination therapy should be applied and in vitro synergy tests should be performed
before starting therapies in multiresistant P. aeruginosa infections.

] Pseudomonas aeruginosa infections cause treatment failures especially in intensive care units because

Key words: Paeruginosa, antibiotic combinations

GIRIS

Pseudomonas aeruginosa nozokomiyal infeksiyonlara
neden olan Gram negatif nonfermentatif comaklarin insan in-
feksiyonlarinda en sik saptanan tiyesidir (19). Ayrica 500 ya-
taktan biiyiik egitim hastanelerinde ozellikle solunum yolu
orneklerinden en sik soyutlanan nonfermentatif Gram nega-
tif bakteri oldugu bildirilmistir (11). Pseudomonas infeksi-

yonlari sagaltim basarisizliklar nedeniyle de énem tagimak-
tadir. Sagaltim bagarisizlifimin birinci nedeninin, 6zellikle
yogun bakim iinitelerinde direngli kékenlerin ortaya ¢ikisi ile
hastanede kalig siiresinin uzamasi (ve sonugta mortalitede artig)
oldugu bildirilmigtir (20). Ikinci neden ise bakterinin yapisal
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Paeruginosa’mn dis
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membraninin antibiyotiklere ve diger molekiillere gecirgen-
liginin diger bakterilere oranla az olmasi bunun yani sira an-
tibiyotikleri disari atan efluks pompalarinin varligi, bakteri-
nin intrensek direng 6zelligine katkida bulunmaktadir (8). Bu
yiizden P.aeruginosa infeksiyonlarinin sagaltiminda kullani-
lan antibiyotik secenekleri kisithdir, Aragtirmalarda monote-
rapi ile bagar1 oranlarimn diigiik olmasi nedeniyle, 6zellikle
direngli kokenlerin ortaya c¢ikigiin &nlenmesi agisindan

kombine antibiyotik kullanimi 6nerilmistir (16).Yogun ba-
kim hastalarinda direngli mikroorganizmalarin daha sik in-
feksiyon etkeni olarak goriilmesi, bu hasta gruplarinda anti-
biyotik kombinasyonlarin kullaniminm ¢nemini arttirmustir.
Bu nedenle ¢aligmanuzda goklu direncli Paeruginosa ko-
kenlerinde gesitli antibiyotik kombinasyonlarinin etkinligi
dama tahtasi yontemiyle aragtirilmustir.

GEREC VE YONTEM

Izolatlar: Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fa-
kiiltesi ve Atatiirk Egitim ve Aragtirma Hastanesi Mikrobiyo-
loji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, yogun bakim
hastalarinin solunum yolu, kan ve idrar drneklerinden izole
edilen 14 Paeruginosa kokeni alinmustir. Bu izolatlarin tii-
miinde amikasin, siprofloksasin, seftazidim, tazobaktam-pi-
perasilin, sefepim ve imipeneme direng saptanmigtir. Kalite
kontrol kékeni olarak Paeruginosa ATCC 27853 ile calisil-
mustir,

Antimikrobiyal ajanlar: Siprofloksasin (CIP) (Bayer),
amikasin (AK) (Fako-Abfar), sefepim (CEF) (Bristol-Myers-
Squibb) ve seftazidim (CAZ) (Glaxo-Wellcome) antibiyotik-
lerinin toz sekilleri kullanilmigtir,

Mikrediliisyon testi: Antibiyotik duyarliliklari Nati-
onal Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
Gnerilerine gore katyon ekli Mueller-Hinton buyyonu
(KAMHB) kullanilarak mikrodiliisyon yontemi ile arastiril-
mugtir (17). Bu yontemle elde edilen minimum inhibitor kon-
santrasyon (MIK) degerleri sinerji testlerinde gerekli antibi-
yotik konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilmistr.

Sinerji testleri: Sinerji varhf CIP-AK, CIP-CEF,
CAZ-AK ve CEF-AK kombinasyonlar igin aragtirilmigtir.,
Her koken ve her antibiyotik kombinasyonu igin, 96 ¢ukurlu
ve U tabanli bir adet steril mikrodiliisyon plagi kullanilmisg-
tir. Antibiyotik kombinasyonlarinin izolatlarda olusturdugu
etki dama tahtasi (checkerboard) yéntemi ile incelenmistir
(15). Sinerji testlerinde her kiken ve antibiyotik igin mikro-
dilusyon yontemi ile belirlenen MIK degerinin 2-3 kat iis-
tiinden, 4-8 kat altina kadar hazirlanan diliisyonlar kullanil-
mugtir. Bu amagla, CAZ ve CEF icin 128 pg/ml’den
0.125 mg/ml’ye, CIP i¢in 16 pg/ml’den 0.25 pug/ml’ye, AK
igin 64 pg/ml’den 1 pg/ml’ye kadar olan ¢ift kath diliisyon-
lar hazirlanmugtir. Tablo 1'de drnek olarak CAZ ve AK igin
hazirlanan dama tahtas: paneli gosterilmistir.

Inokulum hazirlanmasi igin 24 saatlik kiiltiirden katyon

ekli Mueller-Hinton buyyona 3-5 koloni konarak 37°C’de
2-3 saat inkiibe edilmis ve 0.5 McFarland bulaniklifina geti-
rilmigtir.

Her antibiyotik icin ayr1 ayri tiiplerde ¢ift kat seri dilus-
yonlar NCCLS &nerilerine uyularak katyon ekli Mueller-
Hinton buyyonu ile yapilmigtir (17). A| cukuru iireme kont-
rolii, H, ¢ukuru ise besiyeri kontrolii olarak kullanildigindan
antibiyotik eklenmemigtir. Kombinasyonda denenecek iki
antibiyotikten ilki i¢in ilk yatay sira (A siras1), ikincisi icin
ise ilk dikey sira (1 nolu siitiin) kullanilarak antibiyotiklerin
MIK degerleri saptanmugtir. Tlk antibiyotigin iki katli diliis-
yonu mikrodiliisyon plaginn 2 no’lu siitiinundan baglayarak
(6r; CAZ) 12. siituna kadar dagitilmigtir. Ikinci antibiyotigin
cift kath diliisyonlar: (6r; AK) ise her bir diliisyon bir satirin
tlimiine konulmak tizere mikrodiliisyon plaginin B ve H sira-
larma aktarilmigtir. Daha sonra tiim kuyucuklara bakteri siis-
pansiyonundan 10 pl konulmustur. Plaklar 37°C’de 18 saat
tutulduktan sonra tiremeler gorsel olarak degerlendirilmis ve
her kombinasyona ait fraksiyonel inhibitér konsantrasyonla-
n1 agafida belirtildigi sekilde hesaplanmustir.

Fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK) ve FIK
indeksinin hesaplanmasi: CAZ, AK, CIP ve CEF i¢in MIK
degerleri okunduktan sonra iki antibiyotigin birlikte bulun-
dugu gukurlar tireme agisindan degerlendirilmistir. Her kom-
binasyon i¢in her bir ¢ukurdaki fraksiyonel inhibitér kon-
santrasyon (FIK) ve FIK indeksi (¥ FIK) asagidaki formiile
gore hesaplanmugtur: :

FIK = MIK, (kombinasyon) / MIK, (tek bagina)

FIKp= MIKjy (kombinasyon) / MIKj (tek bagina)
2, FIK = FIK, + FIKg
Sonuglar X, FIK < 0.5 ise sinerjistik etki, 0.5 < Y, FIK <
4 ise etkisiz, ), FIK > 4 ise antagonistik etki olarak degerlen-
dirilmistir,

BULGULAR

Galigmaya alinan 14 ¢oklu direncli Paeruginosa kikeni
i¢in 4 kombinasyon denenmis ve 1078 gukurun FIK degeri

hesaplanmuistir. Tablo 2’de sinerji testi sonuglart gériilmekte-
dir.



Tablo 1. Seftazidim-amikasin mikrodilusyon panelinin gematik goriiniimii.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A UK CAZ0.125 CAZ025 CAZ0S5 CAZ1 CAZ2 CAZ4 CAZ8 CAZI16 CAZ32 CAZ64 CAZ128
B AK1 CAZO0.125 CAZ025 CAZ0S5 CAZ1 CAZ2 CAZ4 CAZ8 CAZI6 CAZ32 CAZ64 CAZI128
AK 1 AK 1 AK | AK1 AK|I AK 1 AK 1 AK | AK | AK 1 AK 1 AK 1
C AK?2 CAZO0.125 CAZ025 CAZ0S5 CAZ1 CAZ2 CAZ4 CAZ8 CAZI16 CAZ32 CAZ64 CAZI128
AK 2 AK 2 AK?2 AK2 AK?2 AK 2 AK 2 AK 2 AK?2 AK?2 AK 2 AK?2
D AK4 CAZ0.125 CAZ025 CAZO05 AZ1 CAZ2 CAZ4 CAZ8 CAZI16 CAZ32 CAZ64 CAZI128
AK 4 AK 4 AK4 AK4 AK 4 AK 4 AK 4 AK 4 AK 4 AK 4 AK 4
E AKS8 CAZO0.125 CAZ025 CAZO0S5 CAZI CAZ2 CAZ4 CAZ8 CAZI6 CAZ32 CAZ64 CAZI128
AK 8 AK 8 AKE8 AKS AK 8 AK 8 AK 8 AK 8 AK 8 AK 8 AK 8
F AK CAZO.125 CAZ025 CAZ05 CAZ1 CAZ?2 CAZ4 CAZ8 CAZI6 CAZ32 CAZ64 CAZI2B
16 AK 16 AK 16 AK 16 AK16 AKI16 AK16 AKI16 AK 16  AK 16 AK 16 AK 16
G AK CAZO0.125 CAZ0.25 CAZ0S5 CAZ1 CAZ2 CAZ4 CAZ8 CAZ16 CAZ32 CAZ64 CAZI128
32 AK 32 AK 32 AK 32 AK32 AK32 AK32 AK32 AK 32 AK32 AK 32  AK32
H AK CAZO0.125 CAZ025 CAZ05 CAZ1 CAZ2 CAZ4 CAZ8 CAZI6 CAZ32 CAZ64 SK
64 AK 64 AK 64 AK 64 AKG64 AKG4 AKG4 AKO64 AK 64  AK 64 AK 64

UK: Ureme kontrolii, SK: Sterilite kontrolii, AK: Amikasin, CAZ: Seftazidim, sayilar pg/ml olarak antibiyotik konsantrasyonu.

Tablo 3. Antibiyotik kombinasyonlarmin FIK degerleri ve etkilesimleri.

Kokenlerin FIK degerleri ve etkilegim sonuglart tablo 3’de verilmistir.

Tablo 2. Antibiyotik kombinasyonlarinm olusturdugu etki [n (%)].

Kombinasyon Antagonizma Etkisiz kategori Sinerji
CAZ-AK 1 (%7 12 (% 86) 1(%7)
CEF-CIP 2 (% 14) 10 (% 71) 2 (% 14)
CEF-AK 1(%7) 9 (% 64) 4 (% 29)
CIP-AK 2 (% 14) 12 (% 86) 0

Kéken CAZ-AK CEF-CIP CEF-AK CIP-AK
FIK  Sonug FIK  Sonug FIK  Sonug FIK Sonug
1 0.6 E d< A 4< A 2 E
2 1.5 E 1 E 1 E k5 E
3 2 E 0.3> 5 03> S 2 E
4 4< A 0.6 E 2.5 E 2 E
) 1.5 E 0.7 E 2 B 4< A
6 1 E 0.6 E 0.7 B 3 B
7 1.5 E 0.6 E 1.5 E 4< A
8 3 E 4< A 1 E 2.5 E
9 3 E 0.7 E 0.5 S 2.5 E
10 0.7 E 0.8 E 0.7 E 2.5 E
11 3.5 E 0.3> 5 03> S 135 E
12 2 E =3 E 1 E 1.5 E
13 0.8 E 2 E I E 1.5 E
14 0.3 8 0.6 E 0.5 S 3 E

E:Etkisiz, A:Antagonistik etki, S:Sinerjistik etki
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TARTISMA

P.aeruginosa infeksiyonlarinin sagalttminda kullamlan
antibiyotik segenekleri bu tiiriin intrensek direng 6zellikleri
nedeniyle kisithdir. Antipsddomonal penisilinler, sefalospo-
rinler, karbapenemler, kinolonlar giivenilir antibakteriyel et-
kinlikleri nedeniyle Pseudomonas infeksiyonlarinda sik kul-
lanilan antimikrobiyal ajanlardir. Bu grup antibiyotikler sik-
Iikla aminoglikozitler ile kombine edilerek tedavide kullanil-
maktadir. Aminoglikozitler arasinda amikasin, daha az sayi-
da aminoglikozit modifiye edici enzimden etkilenmesi nede-
niyle Pseudomonas ve diger Gram negatif bakteri infeksi-
yonlarinda grubun diger tiyelerine kiyasla daha etkindir (5).
Pseudomonas infeksiyonlarinin tedavisinde kinolonlar da tek
baslarina ya da diger antibiyotiklerle (érnegin beta-laktam-
lar) kombine edilerek kullanilabilmektedir. P. acruginosa da-
hil, hastane kokenli Gram negatif bakterilere en etkili kino-
lon siprofloksasindir (22). Hastane kdkenli Gram negatif
comaklarla gelisen infeksiyonlarin sagaltimida yeglenen bir
diger antibiyotik olan sefepimin ise Amp C tipi kromozomal
beta-laktamazlara kars1 tigtincti kusak sefalosporinlere kiyas-
la daha stabil olmas1 nedeniyle P.aeruginosa’ya karg: da yiik-
sek aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (12),

Tedavi secencklerinin ¢ok gibi goriilmesine kargin
Paeruginosa infeksiyonlarinda sagaltim sirasinda pompa
sistemleri ve beta-laktamazlar gibi indiiklenebilir mekaniz-
malara bagli olarak uygulanan antibiyotie diren¢ ortaya
¢ikmasi diger bakterilere oranla daha fazla oldugundan, mo-
noterapi ile siklikla tedavi sorunlari olugmaktadir (9). Bu ne-
denle bu mikroorganizmalarla gelisen infeksiyonlarin teda-
visinde giiclii antibakteriyel etkinlik saglamak amaciyla sik-
Iikla kombine antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir. Paerugi-
nosa bakteriyemisi olan 200 olgunun degerlendirildigi bir
calismada mortalite beta-laktam aminoglikozit kombinasyo-
nu alanlarda, monoterapi alanlara gore daha diisiik bulun-
mug ve bu farkin istatistiksel olarak da anlamli oldugu bildi-
rilmigtir (10). Kombine antibiyotik kullanimi direngli ko-
kenlerin ortaya ¢ikiginin énlenmesi agisindan da Gnerilmek-
tedir (3,16).

Kombine sagaltimda uygulanan antibiyotik kombinas-
yonlarinin antagonistik etkilesimlerinin olmamasi klinik aci-
dan ¢ok onemlidir. Sinerji ¢aligmalari bu nedenle ozellikle
arastirma laboratuvarlarinda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Klinik uygulamada kombinasyon sagaltiminin yaygin olarak
kullanilmasina ve literatiirde, antimikrobiyaller arasinda
in-vitro antagonizma bildiren ¢aligmalar bulunmasina karsin
in-vivo antagonizmadan s6z eden az sayida arastirma bulun-
maktadir (14). Sagaltim uygulanan hastanin savunma meka-
nizmalar1 normal oldugu siirece beklenmedik etki gériilme
olasihinin az oldugu bildirilmistir (14).

P.aeruginosa infeksiyonlarimn sagaltiminda antipsédo-
monal penisilinler ile aminoglikozit kombinasyonun, antibi-
yotiklerin tek baglarina kullanilmasina gire daha iyi etkinlik
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safladifi hayvan deneylerinde gosterilmistir (13,14). Siner-
jistik etkinin mekanizmast antipsédomonal penisilinlerin
varlifinda aminoglikozitin hiicre igine giriginin artmas: bigi-
mindedir. Ayrica aminoglikozitler sitoplazmik zari tahrip
ederek beta-laktamlarin bakterisidal etkisinin artisina katkida
bulunurlar, Mikroorganizinada aminoglikozitleri inaktive
cden enzimlerin varlig: veya ribozomal diizeyde direng bu-
lundugu durumlarda, ek olarak beta-laktamazlar da varsa be-
ta-laktam-aminoglikozit kombinasyonunun “etkisiz” oldugu
bildirilmigtir (1,14). Calismamizda CAZ-AK kombinasyonu-
nun, denenen 14 sugun 12’sine “etkisiz” oldugu, bir sugun
antagonistik, bir susun da sinerjistik etkilesim gosterdigi
belirlenmigtir. Benzer sekilde Cappelletty ve Rybak (2),
P.aeruginosa ATCC 27853 ve dort klinik kékene in-vitro se-
ri pasajlar ile direng kazandirdik(an sonra, dama tahtas: yén-
temi ile gesitli kombinasyonlarin etkisini aragtirmglar ve tiim
kombinasyonlarin “etkisiz” oldugunu saptamiglardir. Coklu
direncli Acinetobacter baumannii suglarinda cesitli kombi-
nasyonlarin etkinliginin aragtirnldign bir bagka calismada
CAZ-AK kombinasyonunda dért kékende (4/8) ve CAZ-
TOB (tobramisin) kombinasyonunda bir kiskende (1/6) siner-
Jji saptanmig; CAZ-NET (netilmisin) kombinasyonunda ise
sinerji goriilmemistir (4). Bu sonuglarn isiginda CAZ-ami-
noglikozit kombinasyonlar1 arasinda en etkilinin CAZ-AK
oldugu bildirilmistir (21). Aym ¢aligmada beta-laktam-kino-
lon kombinasyonlar1 denenmis ve CAZ-CIP kombinasyonu
ile denenen bes kékenin birinde sinerji bulundugu gozlen-
misgtir.

Calismamizda da denenen tiim kombinasyonlarda “etki-
siz” kategorisine giren sonuglarin orant yiiksek bulunmus,
ayrica CAZ-AK ve CEF-AK kombinasyonlari ile birer, CEF-
CIP ve CIP-AK kombinasyonlar! ile ikiger kékende antago-
nizma saptannustir. Ila¢ konsantrasyonlari ve mikroorganiz-
ma biélgesindeki bakteri yogunlugu kadar konafin savunma
mekanizmalar da in-vivo sonuglan etkiledigi icin, dzellikle
immun yetmezligi olan hastalarda gelisen coklu direngli
Paeruginosa infeksiyonlarinda bu kombinasyonlarin dikkat-
le kullamlmas: gerektigi diigiiniilmelidir (18).

Sonug olarak, Paeruginosa infeksiyonlarinin sagalti-
minda monoterapi ile basari oranlarmin diisiik olmasi nede-
niyle 6zellikle direncli kokenlerin ortaya ¢ikisinin énlenmesi
agisindan kombine antibiyotik kullanimi pek ¢ok aragtirmaci
tarafindan onerilmistir (3,6,16). Ozellikle kemoterapi ve
transplantasyon gibi uygulamalar nedeniyle bagigikhik yet-
mezligi olan hastalarin sayisinin son yillarda artmas: ve bu
hasta gruplarinda direngli mikroorganizmalarin daha sik in-
feksiyon etkeni olarak gériilmesi antibiyotik kombinasyonla-
ruun kullanmunin Snemini arttirmstir. Clinkii goklu direncli
kokenlerde bile sinerjistik etkinin goriilebilecegi bildirilmek-
tedir (2). Bu calismada kullamlan dama tahtast yonteminin
tam olarak in-vivo ortami yansitmadigi bilinmekle birlikte;



kombinasyonlarin in-vitro olarak test edilmesinin antibiyotik
kombinasyonunun se¢ilmesinde yardimet olacag: diigliniil-
mektedir (7). Calismanuz sonucunda in-vitro antagonizma-

nin
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1

(91
1

10-

11-

diisiik ve sinerjik sonuglarin daha yliksek oranda bulun-

mast nedeniyle sefepim-amikasin kombinasyonunun c¢oklu
direncli Paeruginosa infeksiyonlarinin sagaltminda yegle-
nebilecedi diigtiniilmiigtiir.
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