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OZET

Amag: Acinetobacter baumannii suglart normalde vanko-
misine direnclidir. Calismamizda, vankomisinin kolistine
direngli hale gelmis A. baumannii suslarina kargi in-vitro
etkinligini arastirmayr amagladik.

Gereg ve Yontem: Standart ATCC (American Type Culture
Collection) 19606 A. baumannii susu, aym hastaya ait bir
kolistin duyarlt ve bir kolistin direngli A. baumannii susu
calisildi. Once, kolistin duyarli kan izolati ve ATCC susu-
nun MIK (minimum inhibitor konsantrasyon) degerleri
E-test (Oxoid, Birlesik Krallik) kullanilarak saptand:.
Sonra, Li’nin yontemi kullamilarak suglar artan konsant-
rasyonlarda kolistine maruz birakilarak kolistin direngli
klonlara doniistiiriildii. Vankomisin ve kolistin icin yeni
MIK degerleri saptandi. Kolistin direngli BOS izolati icin
de vankomisin ve kolistin MIK degerleri saptandi.

Bulgular: Baslangicta MIK degerleri, ATCC susu ve kolis-
tin duyarli kan izolati icin 0.4 ug/ml iken, kolistin maruzi-
veti ile direngli forma déniisiim sonrasinda kolistin MIK
degerleri swrast ile 48 ve 32 ug/ml diizeyine yiikseldi.
Baslangicta her iki sus da vankomisine karsi tamamen
direngli iken (>256 ug/ml), doniisiim sonrasinda vankomi-
sin MIK degerleri azaldi ve sirast ile 0.5 ve 3 ug/ml diize-
vine indi. BOS izolati icin vankomisin ve kolistin MIK
degerleri sirasiyla 128 ve 12 ug/ml olarak saptandi.

Sonuclar: Doniisiim sonrasinda, kolistin icin MIK degerle-
ri yiiksek diizeylere ¢ikarken, vankomisin icin MIK degerle-
ri diismiistiir. Bu nedenle vankomisin ve kolistin MIK
degerleri arasinda ters orantt olabilecegi ongoriilebilir.
MIK degerleri 32 ug/ml iizerinde olan A.baumannii suslart
icin vankomisin inhibitor aktiviteye sahip olabilir. Bu ¢alis-
mada, kolistine direng gelistiren suslarin vankomisin MIK
degerinin diistiigii gosterilmistir. Vankomisin-kolistin kom-
bine kullamimumin, kolistin diren¢li suslarin segilimini
engelledigini gostermek icin in-vitro sinerjik etki calismast
yapumalidir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, kolistin,
vankomisin

SUMMARY

In-Vitro Activity of Vancomycin Against Colistin Resistant
Acinetobacter baumannii Strains

Aim: Acinetobacter baumannii strains are naturally resistant
to vancomycin. We aimed to investigate the in-vitro activity
of vancomycin against colistin resistant A. baumannii
strains.

Material and Methods: A. baumanii ATCC19606 which is
colistin susceptible and two A. baumannii isolates, one
colistin susceptible and one colistin resistant, from the
same patient were included in the study. Colistin MIC values
of the colistin susceptible blood isolate and ATCC strain
were determined by E-test (Oxoid, United Kingdom). Then,
these strains were transformed to colistin resistant forms
using Li’s method by colistin exposure at increasing
concentrations. New MIC values were determined for
vancomycin and colistin. MICs were also determined for
the colistin resistant strain isolated from the cerebrospinal
fluid (CSF) sample of the same patient.

Results: While MIC values for both ATCC strain and colistin
susceptible blood isolate were 0.4 u/ml, after transformation
to resistant forms, colistin MICs of the strains raised to 48 and
32 ug/ml, respectively. These two strains were initially resistant
to vancomycin (>256 ug/ml), however, following transformation,
MICs for vancomycin decreased to 0.5 and 3 ug/ml,
respectively. For the CSF isolate, vancomycin and colistin
MICs were determined as 128 and 12 ug/ml, respectively.

Conclusion: Following colistin exposure at increasing
concentrations, colistin MIC values increased while vancomycin
MIC values decreased. This indicated a possible negative
correlation between vancomycin and colistin MIC values.
For strains exhibiting colistin MIC values above 32 ug/ml,
vancomycin may have inhibitory activity. In this study, it was
shown that vancomycin MICs decreased for the strains that
had gained colistin resistance. In-vitro synergy testing must
be performed to show that vancomycin-colistin combinations
may prevent selection of colistin resistant strains.
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GIRIS

Kolistin, coklu ilag direncine sahip Acinetobacter
baumannii (CIDAB) enfeksiyonlarinda elde son
kalan antibiyotiklerden biridir ve son yillarda
kolistine kars1 da direng¢ bildirilmektedir®. Bu
yiizden kolistine direncli A. baumannii enfeksi-
yonlari ile miicadele i¢in yeni antibiyotikler ve
antibiyotik kombinasyonlari denenmektedir®.
Son caligmalar kolistin maruziyeti nedeniyle
olusan kolistin direncinin genetik mekanizmala-
rin1 aciklamaya c¢aligmaktadir. Bazi in-vitro
calismalara gore, kolistin direnci lipopolisakka-
rid ireten genlerde mutasyonlarin (IpxA, [pxC ve
IpxD veya pmrA ve pmrB genlerindeki mutas-
yonlar) aracilik ettigi lipopolisakkarid tiretim
eksikligi nedeni ile olugmaktadir®®. Yakin
zamanda, kolistin monoterapisi tarafindan
indiiklenmis kolistin direnci ve pmrB mutasyo-
nu birlikteligi klinik olarak gosterilmigtir®.
Kolistine kargt bu direnc gelisimi ayni zamanda
bakterinin normalde direncli oldugu bazi anti-
mikrobiyallere verdigi yanit da ilgin¢ degisiklik-
lere (duyarlilik gelismesi gibi) neden olabilir®®.

Acinetobacter baumannii suslart normalde van-
komisine karsi1 direnglidir. Literatiirde
A.baumannii suslari tizerine kolistin-vankomisin
sinerjisini gosteren bazi caligmalar bulunmak-
tadirt”®. Kolistin-vankomisin kombinasyonu
Sanford 2012 tedavi rehberinde A. baumannii
tedavisi icin alternatif kombinasyon olarak
onerilmektedir®. Bu sinerjinin nedeni hakkinda
kesin ve tatmin edici bir aciklama olmamakla
beraber, bu kombinasyonun gercekten etkili
oldugu tespit edilmigtir®.

Bu caligmada, tek bagina vankomisin antibiyotiginin,
kolistine direncli hale gelmis A. baumannii suslarina
karst in-vitro etkinligini aragtrmay1 amagladik.
GEREC ve YONTEM

Bir standart ATCC (American Type Culture

Collection) 19606 A. baumannii susu, bir kolis-
tin duyarli CIDAB ve bir kolistin direncli CIDAB
calismaya alindi. Klinik izolatlar, Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Hastanesi yogun
bakim iinitesinde yatan ayni hastadan izole edil-
migti. Kolistin duyarli sus kan Kkiiltiiriinden,
kolistin direng¢li sug ise beyin omurilik sivisi
(BOS) kiiltiiriinden izole edilmisti. Kolistin
direncli BOS susu, duyarli sustan 35 giin sonra
ve kolistin monoterapisi sonrasinda izole edildi.
Izolatlar ¢alismaya kadar -20°C’de derin dondu-
rucuda saklandi.

Oncelikle, kolistin duyarli kan izolati ve ATCC
susunun MIK (minimum inhibitér konsantras-
yon) degerleri E-test (Oxoid, Birlesik Krallik)
kullanilarak saptandi. Daha sonra, Li ve ark.1?
tarafindan bildirilen yontem kullanilarak her iki
sugs 5 giin boyunca artan konsantrasyonlarda
kolistine maruz birakilarak kolistin direngli
klonlara doniistiiriildii. Bu islemde 0.5xMIK (1.
ve 2. giin), 2xMIK (3. giin), 8xMIK (4. giin) ve
son olarak 64xMIK (5. giin) diizeyinde kolistin
iceren katyon ayarli Mueller Hinton buyyon
tiiplerinde ardigik giinlerde pasajlanarak 37°C’de
enkiibe edildi.

Bu islem sonrasinda, kolistine maruz kalmig bu iki
sus icin vankomisin ve kolistin igin yeni MIK
degerleri E-test kullanilarak saptandi. Dogal kolis-
tin direnci gelismis olan, BOS’dan izole edilen
kolistin direngli A. baumannii susu i¢in de vanko-
misin ve kolistin MiK degerleri ayrica saptandi.

BULGULAR

Baslangigta MIK degerleri, hem ATCC susu
hem de kolistin duyarli kan izolati i¢in 0.4 pug/ml
iken (Sekil 1, 2), kolistin maruziyeti ile direngli
forma doniisiim sonrasinda kolistin MIK deger-
leri sirast ile 48 ve 32 pcg/ml diizeyine ¢ikti
(Sekil 3, 4). Baslangicta (Sekil 1 ve Sekil 2) her
iki sus da vankomisine kargi tamamen direncli
iken (>256 pg/ml), kolistin direngli klonlara
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Sekil 1. Kolistin maruziyeti oncesi ATCC 19606 Acinetobacter

baumannii susu.

Sekil 3. Kolistin maruziyeti sonras1t ATCC 19606 Acinetobacter
baumannii susu.

Sekil 2. Kolistin maruziyeti 6ncesi coklu ila¢ direncine sahip

Acinetobacter baumannii kan izolati.

Sekil 4. Kolistin maruziyeti sonrasi ¢oklu ila¢ direncine sahip
Acinetobacter baumannii kan izolati.

Sekil 5. Beyin omurilik sivisi Kiiltiiriinden elde edilen kolistin direncli
Acinetobacter baumannii klinik izolati.

doniisiim sonrasinda bu suslar i¢cin vankomisin
MIK degerleri anlamli derece azaldi ve sirast ile
0.5 ve 3 pg/ml diizeyine indi (Sekil 3, 4).

Kolistin direncli BOS susu icin de MiK degerle-
ri E-test ile saptandi. Kolistin i¢in MIK degeri
12 pg/ml bulunmus iken, vankomisin icin MIK
degeri 128 pg/ml olarak saptandi (Sekil 5).
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TARTISMA

Vankomisin ve teikoplaninin etkisi Gram pozitif
bakterilerde hiicre duvar yapisini olusturan pep-
tidlerin terminal D-ala-D-ala dizisine baglanmak
suretiyle transglikolizasyon reaksiyonunu ve
peptidoglikan olusumunu inhibe etmektir!%!b,
Bakterisidal olmalart onlarin ilk kullanima
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girmelerinden bugiine metisiline direngli stafilo-
koklarin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin
tedavisinde basariyla kullanimlarina neden
olmusgtur. Gram negatif bakterilerin hedef yapi-
larma lipid tabakalarindan gecememeleri nede-
niyle etkili olamazlar'?.

Normalde A. baumanni suslari vankomisin anti-
biyotigine kargi tamamen direnglidir, ancak biz
calismamizda kolistine yliksek direncli suslarda
vankomisine karst duyarlilik gelistigini gézlem-
ledik. Yiiksek direngli forma doniisiim sonrasin-
da, kolistin MIK degerleri yiikselir iken (48 ve
32 ug/ml), vankomisin icin MIK degerleri olduk-
ca diisiik diizeylere geriledi (3 ve 0.5 pg/ml).
Vankomisinin klinik olarak hedeflenen en diisiik
dozu 15-20 pg/ml oldugundan, bu diismiis MIK
diizeylerinin klinik kullanimda etkili olabilece-
gini diislindiirmektedir®'?,

Kolistin direncinin vankomisin duyarliliina yol
acabilecegi diislincemizi desteklemek icin kolis-
tin direnc¢li BOS izolatin1 da kontrol olarak calig-
mis idik. Bu susta kolistin direnci digerlerine
gore ¢ok yiiksek olmadigindan (12 pg/ml), van-
komisin MIK degeri de ¢ok diisiik ¢cikmamus
(128 pg/ml) olabilir. Bu MIiK degeri vankomisi-
nin terapotik olarak uygulanabilecegi dozdan
yiiksek oldugu i¢in, vankomisinin bu susa kli-
nikte etkisi olmayacaktir, ancak bu olay bize
kolistin direnci ile vankomisin duyarlilig1 ara-
sinda dogrusal iligki olabilecegini diistindiir-
mektedir. Bunun dogrulanmasi icin daha fazla
bakteri sayisi ile yapilacak caligmalara gereksi-
nim vardir.

Kolistin direngli A. baumanni suslarinda lipid
sentezi eksikligi meydana geldiginden, vanko-
misinin olas1 etki mekanizmasi su sekilde olabi-
lir: Normalde lipid tabakasindan gecemeyen
vankomisin, bakteri kolistine direncli hale gelir-
ken ayn1 anda lipid tabakasini da kaybedecegin-
den, artik hiicre duvarindan iceri kolayca gec-
meye baslar ve etkili olabilir.

Kolistin monoterapisi nedeniyle geligebilecek
kolistin direncini engellemek i¢in vankomisin
bir kombinasyon alternatifi olabilir. O’Hara ve
ark.” 2013 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada,
daha ©nce kolistin tedavisi almig hastalardan
izole edilmis kolistin diren¢li A. baumanni sus-
larin1  caligmiglardir. Calismalart  sonucunda,
vankomisin-kolistin iceren kombinasyonlarin
in-vitro olarak sinerjik oldugunu saptamiglar ve
in-vivo larva deneylerinde ise kolistin-
vankomisin-doripenem iceren kombinasyon
rejiminin monoterapiye gore sag kalimi arttirdi-
g1 raporlamiglardir. Gordon ve ark.® daha
once yaptiklari bir ¢calismada, kullandiklart tiim
AB izolatlari iizerinde kolistin-vankomisin kom-
binasyonun sinerjik etkili oldugunu gostermis-
lerdir. Ayni caligmada, kolistin maruziyeti ile
izolatlarin vankomisin MIK degerlerinin diistii-
giinli de saptamiglardir.

Calismamiz sonucunda, kolistine in-vitro maru-
ziyet sonrasinda, kolistin icin MIK degerleri
yiiksek diizeylere cikarken, vankomisin igin
MIK degerleri diismiistiir. Bu degerler vankomi-
sinin klinik olarak onerilen taban dozunun altin-
da oldugundan, bu suslarin vankomisine duyarl
olabilecegi degerlendirilebilir.

Calismamiz sonuglari vankomisin ve kolistin
MIK degerleri arasinda ters orant1 olabilecegini
diisiindiirmektedir. MIK degerleri 32 pg/ml iize-
rinde olan A. baumannii suglar icin tek basina
vankomisin inhibitor aktiviteye sahip olabilir.
Bunun yani sira daha diisiik kolistin MIK deger-
lerine sahip A. baumannii enfeksiyonlarinda,
kolistin ve vankomisin ajanlarinin kombine kul-
laniminin, tedavi sirasinda kolistin direngli sug-
larin secilimini engelleme potansiyelinin, daha
fazla bakteri ve ek testler ile dogrulanmasi
gerektigini diislinmekteyiz.
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