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OZET

Giris ve Amac: Bu ¢alismada ventilatdrle iliskili pndmoni (VIP) tanis1 almis yogun bakim
iinitesi (YBU) hastalarinda, risk faktdrlerinin, klinik bulgularm ve prognozun
degerlendirilmesi; endotrakeal aspirat (ETA), bronkoalveoler lavaj (BAL) gibi alt solunum
yolu Orneklerinde iireyen bakterilerin dagiliminin, antibiyotik duyarliliklarinin ve biyofilm
olusturma yeteneklerinin belirlenmesi; ¢esitli antibiyotiklerin, VIP etkenlerinin olusturdugu
biyofilm tabakasina karsi tek basina ve kombinasyon halindeki etkinliginin arastirilmasi
amagclanmustir.

Gerec ve Yontemler: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel ve Travma
Acil YBU’lerinde 1 Nisan 2016-31 Mart 2017 tarihleri arasinda en az 48 saattir mekanik
ventilasyon altinda olan 18 yas ftzeri hastalar, Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) 6lgiitleri dogrultusunda VIP gelisip gelismedigine gore ikiye ayrildi. Bu
hastalarda ETA’da >10° cfu/ml veya BAL’da >10" cfu/ml olarak iireyen ve VIP etkeni olarak
degerlendirilen bakteriler, klasik biyokimyasal yontemler kullanilarak tanimlandi. Bu
bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklarinin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi, Etest® ve
sivi mikrodiliisyon yontemleri i¢in European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) tarafindan belirlenen zon ¢aplari ve minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleri kullanildi. Bakterilerin biyofilm olusturma yetenekleri mikroplak yontemiyle
gosterildi. Antibiyotiklerin biyofilm {izerine tek basina etkinligi, minimum biyofilm inhibe
edici konsantrasyon (MBIiK) ve minimum biyofilm eradike edici konsantrasyon (MBEK)
belirlenerek; kombinasyon halinde etkinligi ise dama tahtasi (“checkerboard”) ve zamana
bagh 6ldiirme (“time-kill”) yontemleriyle gosterildi.

Bulgular: Calismaya 177 hasta dahil edildi. Bunlarin 71 (%40.1)’inde VIP gelistigi tespit
edildi. VIP gelisen hastalarda YBU"de kalis siiresi, ortalama 29 (3-107) giin iken, bu siire VIP
gelismeyen hastalarda 12 (3-70) giin olarak bulundu (p<0.001). Ventilasyon siiresi, rektal
karbapeneme direngli K. pneumoniae (KDKp) kolonizasyonu ve sigara kullanimi, VIP
gelisimi igin risk faktorii olarak bulundu (sirasiyla “Odds ratio”, OR: 1.07, 4.93, 3.89; %95
Giiven aralhigi, GA: 1.02-1.12, 2.09-11.64, 1.68-8.93). Yas, SOFA skoru ve rektal KDKp
kolonizasyonunun, VIP gelisen hastalardaki mortalite igin risk faktorleri oldugu saptandi
(swrastyla OR: 1.15, 1.60, 15.21; %95 GA: 1.03-1.28, 1.05-2.43, 2.33-99.01). Etken olarak
saptanan K. pneumoniae, Pseudomonas ve Acinetobacter suslarinin sirasiyla %94, %63.6
ve %100’ tiniin biyofilm olusturdugu; meropenem, siprofloksasin ve kolistinin bu suslara
kars1 saptanan MBIK ve MBEK degerlerinin, MIK degerlerinden en az 100 kat daha yiiksek



oldugu goriildii. Sinerji testi sonucunda serbest formlarda meropenem ve siprofloksasin
kombinasyonunda “aldirmazlik” goriiliirken, biyofilm olusturan suslarda bu kombinasyonla
ayni yontemle “sinerjik etki” goriildii. Zamana bagl 6ldiirme yonteminde de sinerjik etki bu
kombinasyon i¢in Acinetobacter spp. ve K. pneumoniae suslarinda saptandi. P. aeruginosa,
Acinetobacter spp. ve K. pneumoniae suslarinda zamana bagli 6ldiirme yontemiyle
meropenem-kolistin ve meropenem-siprofloksasinin farkli konsantrasyonlarinda sinerjik etki
tespit edildi.

Sonu¢: VIP gibi mortalite ve morbiditesi olduk¢a yiiksek olan hastane infeksiyonlarmin
tedavisinde etken bakterilerin yliksek biyofilm yapma potansiyelleri géz ardi edilmemelidir.
Hayati tehdit eden ve bu bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin tedavi basarisi igin
biyofilm varliginin arastirilmasi, ayrica antibiyotik duyarliliklariin saptanmasi icin MBIK ve
MBEK degerlerinin arastirilmasi, daha dogru bir yaklasim olacaktir. Bunlari rutin laboratuvar
sartlarinda belirlemenin ve antibiyotik kombinasyonlarinin biyofilm {izerine etkinligini tayin
etmenin giigligi goz oOniinde bulunduruldugunda, bunlar test edilebilecek daha pratik
yaklagimlarin ve cihazlarin gerekliligi one ¢ikmaktadir. Rutinde kullanilabilecek pratik bir
yontem, hem rasyonel antibiyotik kullanimina 6nemli katki saglayacak, hem de antibiyotik

direnci gelisiminde olumlu sonuglara neden olarak tedavi basarisin1 dogrudan etkileyecektir.

Anahtar kelimeler: Ventilatorle iliskili pndmoni, biyofilm, sinerji.



ABSTRACT

Objectives:

In this study, we aimed to determinete the distribution of bacteria in the lower respiratory tract
(endotracheal aspirate (ETA), bronchoalveolar lavage (BAL)) of patients who have been
diagnosed with VAP in intensive care unit, the antibiotic susceptibility results, the biofilm
formation capacities, investigation of the effectiveness of various antibiotics alone or in
combination in the biofilm layer, evaluate the risk factors causing VAP, clinical findings and
prognosis in patients with VAP.

Materials and methods : According to the criteria of Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), patients with 18 years of age under mechanical ventilation for at least 48
hours between April 1, 2016 and March 31, 2017 in Istanbul University Faculty of Medicine
Hospital General and Trauma Emergency YBU divided into two categories with VAP or
without VAP. In these patients, bacterial strains of >105 cfu / ml in ETA or >104 cfu / ml in
BAL were identified using conventional biochemical methods. Zone diameters and minimum
inhibitor concentration (MIC) values determined by disk diffusion method, Etest® and broth
microdilution methods by the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) were used to determine susceptibility of these bacteria to antibiotics. The ability
of bacteria to form biofilms was demonstrated by microplate method. By determining the
efficacy of the antibiotics on biofilm alone, the minimum biofilm inhibitory concentration
(MBMC) and the minimum biofilm eradicating concentration (MBEC); in combination, the
event was shown using checkerboard and time-kill methods.

Results: 177 patients were included in the study. It was determined that 71 cases (40.1%)
developed VAP in the cases. When evaluated in terms of the duration of stay in ICU, the
duration of stay in ICU with VAP [29 (3-107) days] and in patients with no VAP [12 (3-70)
days] (p <0.001). Ventilation time, rectal carbapenem resistant K. pneumoniae (CRKP)
colonization and smoking was found to be risk factors that contribute to VAP (OR: 1.07, 4.93,
3.89, 95% confidence interval [1:02 to 1:12], [2.09-11.64] [1.68-8.93]. Age, Sofa Score and
CRKP colonization were identified as risk factors contributing to mortality in patients with
VAP (OR: 1.155, 1.606, 15.211; 95% Confidence interval: [1.036-1.288], [1.059-2.435],
[2.337-99.018]. It was observed that K. pneumoniae, Pseudononas and Acinetobacter strains
were found to be biofilm in 94%, 63.6% and 100% of the strains, respectively, and the MIC
values of meropenem, ciprofloxacin and colistin MBIC and MBEC in these strains were at
least 100 times higher. As a result of the synergy test, in the free form combination of

meropenem and ciprofloxacin, " Indifferent Effect " was seen in the biofilm forming strains, "



Synergistic Effect " was seen with this combination in the same way. In the time-dependent
killing method synergistic effect was also found in Acinetobacter and K. pneumoniae strains
for this combination. The synergistic effect of different concentrations of meropenem-colistin
and meropenem-ciprofloxacin on time-dependent killing in P. aeruginosa, Acinetobacter and
K. pneumoniae strains was determined.

Conclusions: High biofilm potential of active bacteria should not be overlooked in the
treatment of hospital infections with high mortality and morbidity such as VAP. Investigation
of the presence of biofilms in the treatment of life-threatening infections caused by these
bacteria and the investigation of MBIC and MBE values for detection of antibiotic
susceptibility will be a more correct approach for treatment success. ldentifying these in
laboratory conditions and determining the efficacy of antibiotic combinations on biofilm are
not routinely available in routine laboratories, so the practical approaches and devices that can
be tested for them are important. A practical method that can be used on a routine basis will
have a positive impact on the development of antibiotic resistance which will make a
significant contribution to the use of rational antibiotics and will directly affect the treatment

SUcCCess.

Key words: Ventilator-associated pneumonia, biofilm, synergy.



1. GIRIS

Hastane kokenli infeksiyonlar arasinda ikinci sirada yer alan nozokomiyal
pnémonilerin  %83’iinii ventilatdrle iliskili pndémoni (VIP) olusturmaktadir (1). VIP’li
hastalarda tiim nedenlere bagli tahmin edilen mortalite oran1 %20-50 arasinda degismektedir
(2). Intiibe hastalarin %8-28’inde VIP gelismektedir. Intiibasyon sirasinda kullanilan
endotrakeal tiip (ET), mikroorganizmalarla kolonize olabilmekte ve bu mikroorganizmalar
bir¢ok yabanci cisim infeksiyonunda oldugu gibi biyofilm gelisebilmektedir. Biyofilm
icindeki bakterilerin alt solunum yoluna ulagsmasiyla pndmoni olusabilmektedir. Biyofilm
infeksiyonlarinin antibiyotik tedavisindeki giiclikler tedavi siirelerini uzatmakta, tedavi
basarisini azaltmakta ve mortaliteyi artirmaktadir (3).

Bu calismada Fakiiltemiz genel ve travma acil yogun bakim iinitelerinde VIP tanis1 almig
olan hastalarin 1) alt solunum yolu 6rneklerinde (endotrakeal aspirat (ETA), bronkoalveoler
lavaj (BAL)) tireyen bakterilerin dagiliminin, 2) antibiyotik duyarlilik sonuglarmin 3) bu
etkenlerin biyofilm olusturma kapasitelerinin belirlenmesi; 4) antibiyotik kombinasyonlarinin
biyofilm tabakasina etkinliginin arastirilmasi; 5) VIP gelisimine neden olan risk faktdrlerinin
belirlenmesi; 6) VIP gelisen hastalarda klinik bulgularin ve prognozun degerlendirilmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ViP

VIP endotrakeal intiibasyondan 48-72 saat sonra sistemik infeksiyon bulgularimin (ates,
16kosit sayisinda degisiklik) yaninda akciger parenkiminde yeni veya ilerleyici infiltratlarin
gelismesi, balgam 6zelliklerinin degismesi ve bir etyolojik ajanin saptanmasiyla karakterize
pnémoni olarak tanimlanir (4). VIP, hastane kdkenli pndmonilerin bir alt grubu olarak klinik

seyir, tan1 ve prognoz agisindan farkli 6zelliklere ve 6neme sahiptir (5).

2.1.1. Epidemiyoloji

Pnomoniler hastane kokenli infeksiyonlar arasinda ikinci sirada olup 6nemli bir 6lim
nedenidir. Hastane kdkenli pnémonilerin %83’{inii VIP olusturur (1). VIP’li hastalarda tiim
nedenlere bagli tahmin edilen mortalite oranit %20-50 arasinda degismektedir (2). 2013
yilinda yayimlanmis olan bir meta-analizde VIP mortalitesinin % 13 oldugu gosterilmistir (6).

VIP hastalarin uzun siire hastanede yatmasina neden olmakta ve maliyeti artirmaktadir.
VIP, ventilasyon siiresini, bir ¢alismaya gore 7.6 giin bir bagkasina gére 11.5 giin
uzatmaktadir. Yine aymi calismalarda VIP’in hastanede yatis siiresini 11.5 giinle 13.1 giine
kadar uzattig1, hasta basina 40 000 Amerikan dolar1 ek maliyete neden oldugu bildirilmistir
(7,8).

Yapilan calismalarda VIP hiziin 1000 mekanik ventilasyon (MV) giiniinde 8 ile 46.3
arasinda degistigi bildirilmistir (9-11). Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Saglik
Bakimi Giivenlik Agi (National Healthcare Safety Network (NHSN)) 2012 yili verilerine
gore; ABD’de genel YBU’ de, ortalama mekanik ventilatér kullanim oran1 %26, VIP orani
1000 ventilator giiniinde 0.7 olarak bulunmustur (12). Ulusal Hastane Enfeksiyon Siirveyans
Ag (UHESA) 2015 yili raporuna gére, Tiirkiye genelinde solunumsal YBU’lerde mekanik
ventilatér kullanim orani % 62, VIP hiz1 1000 ventilatdr giinii icin 6.3 olarak saptanirken;
Tiirkiye genelinde {iiniversite hastanelerinin solunumsal YBU’lerinde mekanik ventilator

kullanim oram1 %61, VIP hiz1 1000 ventilator giinii igin 11.3 olarak saptanmistir (13).

2.1.2. Patofizyoloji
VIP’in patogenezi alt solunum yollarina giren mikroorganizmalarin sayisi, viriilansi ve
konagin cevabiyla iligkilidir. Mikroganizmalarin alt solunum yoluna girmesiyle kolonizasyon
olusur. Kolonizasyonu takiben konagin hiicresel (polimorfoniikleer 16kositler, makrofaj ve
lenfositler), hiimoral (antikorlar ve kompleman sistemi) ve mekanik (mukosiliyer aktivite)

savunmalarini etkisiz kilmasi sonucu akciger parenkiminde infeksiyon gelisir (4).



ViP’te akcigerlerin en &nemli infeksiyon kaynagi orofaringeal bolgeyi ve daha 6z dlgiide
gastrointestinal sistemi ya da siniisleri kolonize eden mikroorganizmalarin aspirasyonudur.
ET ile balonu arasinda biriken bakterilerin asagiya gecisi ve akcigerlere ulasmasiyla
infeksiyon meydana gelebilir. ET’deki infekte biyofilm tabakasindan distal hava yollarina
embolizasyon da VIP patogenezinde énemlidir. Sik olmamakla birlikte, patojenler kontamine
aerosollerin inhalasyonuyla ya da kan yoluyla akcigerlere ulasarak da infeksiyona neden

olabilir (4).

2.1.3. Etyoloji

ViP’e neden olan mikroorganizmalar genis bir yelpazede yer alir. Bu mikrorganizmalarin
tiirli  ventilasyon siiresine baglidir. Erken baslangich VIiP’e daha ¢ok duyarh
mikroorganizmalar neden olurken, ge¢ baslangicli VIP etkenleri genellikle ¢ogul antibiyotik
direncli (multi-drug resistant "MDR’’) bakterilerdir.

Erken  baslangich ~ ViP’e  neden  olan  etkenler iginde Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, metisiline duyarh Staphylococcus aureus (MSSA),
antibiyotiklere duyarli aerop Gram-negatif enterik ¢omaklar (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter tiirleri, Proteus tiirleri ve Serratia marcescens) sayilabilir. Geg
baslangicli VIP etkenleri ise genellikle metisiline direncli S. aureus (MRSA), Acinetobacter
tiirleri, Pseudomonas aeruginosa ve Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iireten K.
pneumoniae gibi MDR bakterilerdir. Orofarinkste yaygin olarak bulunan viridans
streptokoklar, Corynebacterium tiirleri, koagiilaz-negatif stafilokoklar (KNS) ve Neisseria
tiirleri de alt solunum yollarinda klinik olarak anlamli sayilara ulasabilirler. VIP siklikla
polimikrobiyal bir infeksiyondur. Immiinokompetan bireylerde fungal ve viral ajanlar nadir de

olsa VIP etkeni olabilirler (2,4).

2.1.4. Risk Faktorleri
VIP gelisimi igin risk faktorleri degistirilebilir ve degistirilemeyen risk faktorleri olarak
ikiye ayrilir. Bunlar da hastayla ve tedaviyle iligkili olarak alt gruplara ayrilir (14).
Degistirilemeyen ve degistirilebilir risk faktorleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.
a. Degistirilemeyen Risk Faktorleri
Hastayla Iligkili Risk Faktorleri: ileri yas (>60), erkek cinsiyet, kronik obstriiktif
akciger hastalign (KOAH), genis yaniklar, travma, toraks ve {ist karin cerrahisi gegcirilmesi,
acute respiratory distress syndrome (ARDS), altta yatan hastaligin siddeti Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation (APACHE) II skoru >16) ve bagvuru sirasinda Glasgow koma

skorunun <9 olmasi, VIP i¢in tanimlanmus hastayla ilgili risk faktdrleri arasindadir (14-16).



Tedaviyle iliskili Risk Faktorleri: Cerrahi oykiisii, intrakraniyal basing
monitorizasyonu, reintiibasyon, hasta transportu gibi faktorler tedaviyle iligkili degistirilemez
risk faktorleridir (14).

b. Degistirilebilir Risk Faktorleri

Degistirilebilir risk faktorleri, VIP ydnetimi ve 6nlenmesi konularinin ana hedefini
olusturur (4).

Tedaviyle Tliskili Risk Faktorleri: Aspirasyon, trakeostomi, aerosol kullanimi, viicut
pozisyonu, enteral beslenme, nazogastrik tiip kullanimi, antibiyotik kullanimi, stres iilser

profilaksisi, glukoz regiilasyonu ve transfiizyon, tedaviyle iligkili degistirilebilir risk
faktorleridir (4,14).

2.1.5. Tam

Klinik 6zellikler tek basina yeterli olmadigindan VIP siiphesi olan her durumda tanisal
degerlendirme gereklidir. Hedef VIP'i dogrulamak ve olasi patojenleri belirlemektir. Boylece
uygun tedavi baglatilabilir. Degerlendirme 1yi bir fizik muayeneyle baglar, gogiis
radyografisiyle devam eder. Anormal gogiis radyografisinde infeksiyonla uyumlu yeni
degisiklikler gosteren hastalarda solunum yollarinin 6rneklenmesi ve klinik 6rneklerin
mikroskopik inceleme ve Kkiiltiirlerinin yapilmas: gerekir. Amerikan Infeksiyon Hastaliklari
Dernegi (Infectious Diseases Society of America, IDSA) ve Amerikan Toraks Dernegi' nin
(American Thoracic Society, ATS) 2016 kilavuzu VIP tanis1 i¢in invazif ornekleme
(bronkoskopik ve mini BAL) yerine yari kantitatif kiiltiirlerle non-invazif 6rneklemeyi
(endotrakeal aspirasyon) dnermektedir (2).

Antibiyotik tedavisi mikroskopik inceleme ve kiiltiir yontemlerinin hassasiyetini
azaltacagindan, mikrobiyolojik 6rnekleme antibiyotik tedavisi Oncesi ya da degistirilmeden
yapilir. Solunum yolu ornekleri elde edildiginde klinik siiphe yiiksek ve mikroskopik
incelemenin anlamli oldugu tiim vakalarda ampirik antibiyotik tedavisi baglanmalidir. Bazen
hastaligin ciddiyeti veya orneklemedeki gecikmeler nedeniyle tanisal drneklemeden once

ampirik antibiyotik tedavisinin baslatilmasi gerekebilir.



Tablo 1. VIP Gelisimine Neden Olan Risk Faktorleri (4, 14-16)

Degistirilemeyen Risk Faktorleri

Degistirilebilir Risk Faktorleri

Hastayla ilgili

fleri yas (>60)

Erkek cinsiyet
APACHE Il skoru >16
KOAH

Genis yaniklar

Kafa travmasi

ARDS

Sintizit

Tedaviyle ilgili
Reintiibasyon
Toraks cerrahisi
Ust karm cerrahisi
Hasta transportu

Kafa i¢i basing monitorizasyonu

Tedaviyle ilgili

Antibiyotik kullanim1

H, reseptor antagonistlerinin kullanimi
Antasid kullanim1

Sedasyon

Ventilator devrelerinin degistirilme siklig
Enteral niitrisyon

Nazogastrik tiip

Supin pozisyon

Aerosol kullanimi

Transflizyon

Yetersiz aspirasyon

Trakeostomi

APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1l, KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastaligt,
ARDS: Acute respiratory distress syndrome.

a. Tamsal Testler: Tani icin sirasiyla atilmasi gereken bir¢ok adim bulunmaktadir.

(1) Akciger Grafisi: VIP siiphesi olan tiim hastalara gdgiis radyografisi yapilmalidir (17).
Akciger grafisinin normal bulgular tasimasi ¢ogu zaman VIP tanisini diglamamiza yardim
etmektedir, akciger grafisinde anormal bulgularin olmasi alt solunum yolu sekresyonlarinin
mikrobiyolojik incelemesini gerekli kilmaktadir. VIP'teki yaygin radyografik anormallikler

icerisinde alveoler infiltratlar, hava bronkogramlart ve komsu solid organlarin siliiet

goriintiileri yer almaktadir.

VIP tanisi igin anormal bir akciger grafisi gerekiyorsa da yeterli degildir. Radyografik
anormalliklerin VIP tanisinda tek basma yetersiz olmasinin nedeni bunlarm spesifik
olmamasidir (14,18-20). Gogiis radyografisinin diger avantajlar1 hastaligin ciddiyetinin

belirlenmesine ve plevral eflizyonlar veya kavitasyon gibi komplikasyonlarin saptamasina

yardimci olabilmesidir.




(2) Solunum Sisteminin Orneklenmesi: Alt solunum yolu 6rneklemesi VIP siiphesi ve
akciger grafisi anormal olan tiim hastalar ig¢in indikedir (2). Solunum yollarindan ve
alveollerden bronkoskopik veya bronkoskopik olmayan tekniklerle drnek toplanmasi igin
cesitli yontemler vardir.

Trakeobrongiyal aspirasyon veya mini BAL bronkoskopik olmayan alt solunum yolu
orneklemesi yontemleridir.

e Trakeobronsiyal aspirasyon, bir kateterin ET boyunca diren¢ gelene kadar
ilerletilmesi ve daha sonra aspirasyon yapilmasiyla gerceklestirilir.

e Mini-BAL bir kateterin endotrakeal tiip boyunca diren¢ gelene kadar ilerletilmesi,
katetere steril serum fizyolojik verilmesi ve ardindan aspirasyon yapilmasiyla gergeklestirilir.

Bronkoskopik olmayan alt solunum yolu 6rneklemelerini herhangi bir saglik personeli
yapabilir. Klinisyen uygulamasi ve gozlemine gerek yoktur. Boylece drnekler hem hizli elde
edilir hem de maliyet diisiik olur.

Bronkoskopik Ornekleme BAL veya korumali firga (KF) yontemi kullanilarak
gerceklestirilir.

e BAL bronsiyal bir segmente yerlestirilmis esnek bir bronkoskop araciligiyla steril
serum fizyolojik infiizyonu ve aspirasyonunu igerir.

e KF yonteminde koruyucu kilif icinde bulunan bir fir¢a kullanilir. Bronkoskopi
esnasinda fircanin kontamine olma ihtimalini en aza indirgemek igin tasarlanmistir. Prosediir
bronkoskop ucunu bir brong segmentine yerlestirmeyi, kilifi bronkoskoptan gegirerek ve daha
sonra fircay1 kilifin disina ¢ikararak hava yoluna dogru ilerletmeyi gerektirir. Ornekler hava
yolu duvan fir¢alanarak, fircayr kilifin icine c¢ekerek ve bronkoskoptan kilif ¢ikarilarak
toplanir.

VIP siiphesi altinda bronkoskopik &rnekleme ve bronkoskopik olmayan 6rnekleme
yontemleri karsilastirilmistir. Bulgular bronkoskopik 6rnekler mortaliteyi, hastanede kalis
siiresini, MV siiresini veya YBU’de kalis siiresini iyilestirmedigini gdstermektedir (21-23).
Bununla birlikte bronkoskopik yontemler alveoler rneklerin hava yolu kontaminasyonunu en
aza indirir ve alveoler hiicre popiilasyonunun dogru sekilde degerlendirmesini saglar.
Bronkoskopik 6rnekleme antimikrobiyal tedavinin daha rasyonel sekilde diizenlenmesine ve
antibiyotik direncinin kontrol altina alinmasina olumlu katki saglayabilir (21,24,25).

(3) Mikroskopik Inceleme: En yaygin mikroskopik inceleme yontemi Gram
boyamasidir. Polimorfoniikleer I6kositleri ve diger hiicre tiplerini yari-kantitatif hale

getirmenin yani sira, bakterilerin morfolojisini karakterize etmek i¢in de kullanilir. Gram
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boyamada bol nétrofil goriilmesi VIP ile uyumludur ve saptanan bakteriler ¢ogu kez etken
olarak degerlendirilmektedir. Gram boyamasi da ampirik antibiyotik tedavisinin diizenlenmesi
ve antibiyotik direncinin kontrol altina alinmasina yardimci olur. Gram boyamasinda
saptanan bakterilerin kiiltiirde iretilmesi tani degerini arttirir ve rasyonel antibiyotik
tedavisine katki saglar (2).

(4) Kiiltiir: Niteliksel, kantitatif veya yar1 kantitatif kiiltiirler VIP tanis1 igin tercih
edilebilir. ATS VIP tanisinda non-invazif érnekleme yaparak semi-kantitatif kiiltiir ydntemini
onermektedir (2).

o Kantitatif Kiiltiir - Bronkoskopik veya bronkoskopik olmayan drneklerde kantitatif
kiiltiirler yapilabilir. Belirlenmis esik bakteri koloni sayis1 asildiginda VIP tanisi
desteklenmektedir. Sadece solunum yolu patojeni olan bakteriler degerlendirilmeye
alimmalidir.

Trakeobronsiyal aspirasyonla elde edilen 6rnekler i¢in 100.000 cfu/mL, BAL ile elde
edilen 6rneklerde 10.000 cfu/mL veya KF yontemiyle elde edilen 6rnekler i¢in 1000 cfu/mL
esik degerler olarak kabul edilmektedir (2).

e Semi-kantitatif Kiiltiir — Semi-kantitatif kiiltiirler bronkoskopik veya bronskoskopik

3

olmayan Orneklerde de yapilabilir. Genellikle ‘yogun’, ‘orta’, ‘hafif’ veya ‘lireme olmadr’
seklinde bildirilmektedir. VIP'in tanisinda semi-kantitatif kiiltiir ydntemine ait dlgiitler kesin
olarak belirlenmemistir. Ancak orta veya yogun bliylime gosteren semi-kantitatif kiiltiir
sonuclar1 VIP tamisin1 destekler. Semi-kantitatif kiiltiirler, solunum yollar1 kolonize olan
hastalarla VIP'li hastalar1 ayirma konusunda kantitatif kiiltiirlere herhangi bir {istiinliigii
saptanmamustir (2). Sonug olarak semi-kantitatif kiiltiirlerle yalanci pozitif sonuglara daha sik
rastlanir ve bu da gereksiz tedavilere yol agabilir.

(5) Diger Tam Testleri: Prokalsitonin gibi biyobelirtecler, KPIS ve akciger biyopsisi
sikca tartisilan ek tan1 testleridir. Bunlarin VIP tanisinin konulmasindaki rolleri kisithidur.

e Biyolojik Belirtecler: Biyolojik belirtegler bazen bakteriyel ve bakteri dis1 pndmoni

nedenlerini ayirt etmek i¢in kullanilir.

Prokalsitonin biyolojik bir belirtectir. VIP siiphesinde antibiyotik baslama karar1 igin
serum prokalsitonin diizeylerinin yararli bir belirte¢ olup olmadig: bilinmemektedir (26,27).
Bununla birlikte prokalsitoninin VIP tanis1 almig hastalarda yararli olabilecegi iki durum
vardir. Birincisi prokalsitonin antibiyotik tedavisinin kesilip kesilmeyecegine karar vermede
faydali olabilir (28). ikincisi prokalsiton diizeyinin artis1 septik sok ve mortaliteyle iliskili
olabileceginden bu test yararli bir prognostik belirte¢ sayilabilir (27-29).

C-reaktif protein (CRP) ve “’soluble triggering receptor expressed on myelocytes’’
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(STREM-1) gibi diger biyolojik belirtegler baslangicta VIP tanis1 igin umut verici belirtegler
olarak kabul edildi. Bununla birlikte daha yakin tarihli galismalar BAL sivisinda bu biyolojik
belirteglerin dlgiimiiniin VIP i¢in minimal tan1 degerine sahip oldugunu géstermistir (30-32).

o KPIS: KPiS klinik, radyografik, fizyolojik ve mikrobiyolojik verileri sayisal bir
sonugta birlestirir (Tablo 2). KPiS’in altidan biiyiik olmas1 VIP ile iliskili oldugu anlamina
gelmektedir (33). Prospektif bir kohort ¢alismast %60 duyarlilik ve %59 6zgiilliik oraniyla
KPiS’in VIP tanisinda yeterince giiclii olmadigin1 diisiindiirmektedir (34,35).

Tablo 2. Klinik Pulmoner Infeksiyon Skoru (36)

0 1 2
Puan
Viicut sicakhigi (°C) >36.1,<38.4 >38.5,<38.9 >39, <36
Lokosit sayisi (/ul) >4000-<1100 <4000, >1100
Sekresyon Yok Az, piiriilan degil Bol, piiriilan
PaO, /FiO; >240 ya da ARDS <240 ya da ARDS
degil
AKkciger grafisi Infiltrasyon yok Difiiz yamali Lokalize infiltrasyon
infiltrasyon
Mikrobiyoloji Ureme yok ya da | Orta ya da fazla iireme
hafif ireme var var

Gram boyamasi anlamliysa 1 puan daha eklenir.

e Akciger Biyopsisi: Akciger biyopsi materyalinin histolojik inceleme sonuglart kisitl
VIP tanis1 nedeniyle nadiren kullanilir. Invazif bir islem gerektirmesine ek olarak,
giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi belirsizdir. Bunun nedeni biiyiik olasilikla VIP'i tammlamak
iizere gelistirilmis standart histolojik 6l¢iitlerin bulunmamasidir.

e Laboratuvar Testleri: VIP tanis1 i¢in gelistirilmis spesifik laboratuvar testleri

bulunmamaktadir.
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b. Tam Kriterleri: VIP tanis1 >48 saat MV altinda olan bir hastada yeni veya ilerleyici
bir infiltrat gelistiginde ve solunum ornekleri pozitif oldugunda (mikroskopik incelemede
artmig notrofiller goriiliirse, kiiltiirde belirlenmis esik koloni sayisi tizerinde bakteri tiremesi
olursa) klinik bulgular esliginde konulur. VIP tanis1 i¢in prokalsitonin, CRP ve STREM-1

dahil diger biyolojik belirteglerin ve infeksiyon skorlarmin kullanilmasi 6nerilmez (2).

c. Aymica Tam: Akciger infiltrasyonlari, ates, solunum anormallikleri ve l6kositozun;
VIP disinda, aspirasyon pnomonisi, infarktiislii pulmoner emboli, ARDS, pulmoner hemoraji,
akciger kontlizyonu, infiltratif timor, radyasyon pnomonisi, ilag reaksiyonu ve Kriptojenik

organize pndmoni gibi bir¢ok nedeni vardir.

d. Ventilatorle Iliskili Olaylar: VIP igin tanimlanan klinik ve laboratuvar bulgularinin,
stirveyans i¢in 0zgiill ve duyarli olmadig1 diisiincesinden yola ¢ikarak olasi ve yiiksek olasi
VIP igin CDC Ulusal Saglik Giivenligi Ag, Ocak 2013'te yeni siirveyans olgiitleri
gelistirmistir (36). Bu yeni siirveyans stratejisinde Ventilatorle Iliskili Olay (VIO) ve bunun
iic basamag1 olan Ventilatorle Iliskili Durum (VID), Infeksiyona Bagl Ventilatorle Iliskili
Durum (IVID), Olast VIP terimleri tanimlanmis ve ayrica bir VIO Siirveyans Tanimlama
Algoritmast hazirlanmigtir.

VIO, bir stabilite doneminin ardindan ventilatdr ayarlarinin artisim1 gerektiren durum
olarak tanimlanir. VIO tanimi1 MV’ye bagli olarak ortaya ¢ikan komplikasyonlar: ve bununla
ilgili risk faktorlerini genis bir yelpaze igerisinde incelemektedir (37-39).

I-Ventilatorle Tliskili Durum (ViD): VID, MV yapilan bir hastada iki veya daha fazla
giin siiren bir stabilite doneminin ardindan giinliik minimum pozitif ekspirasyon sonu basing
(PEEP) ya da giinlik minimum FiO2’nin disiiriilmesini takiben asagidaki gereksinimlerden
birinin goriilmesi durumudur.

1. ki giin veya daha uzun siire devam eden giinliik minimum PEEP’te >3 ¢mH,0
artis
2. Iki giin veya daha uzun siire devam eden giinliik minimum FiO,’de >%20 artis

I1- infeksiyona Bagh Ventilatorle iliskili Durum (IVID): VID’i olan hastalarda

asagidaki dlgiitlerden ikisinin bulunmasi durumudur.

- Viicut sicaklign >38°C veya <36°C veya lkosit >12 000/mm? veya < 4000/mm?
-Yeni bir antimikrobiyal ajanin baslanmasi ve >4 giin devam edilmesi
I11- Olas1 Ventilatorle fliskili Pnémoni (OVIP): IVID’li hastalarin ayrica solunum

yolu infeksiyonuyla ilgili laboratuvar ve/veya mikrobiyolojik kanitlara sahip olmalarini
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gerektirir. OVIP ii¢ giin veya daha uzun siire MV yapilan hastada oksijenizasyonun

kotiilesmesinden bir giin 6nce veya iki glin sonrasi donemde asagidaki Olgiitlerden birinin

olmasi olarak tanimlanir.

1. Piiriilan sekresyondan bagimsiz asagidaki érneklerden birinde belirlenen esik koloni sayisi
iizerinde bakteri iiremesi. ETA >10° cfu/ml veya esdeger semikantitatif sonug; BAL >10*
cfu/ml veya esdeger semikantitatif sonug; akciger dokusu >10* cfu/ml veya esdeger
semikantitatif sonug; KF >10° cfu/ml veya esdeger semikantitatif sonug.

2. Piiriilan sekresyona (alt solunum yolundan alinan 6rneklerinde 100’liik bliyiitmede

her alanda 10’dan az epitel ve 25’ten fazla notrofil goriilmesi) ek olarak asagidaki
orneklerde kiiltiir pozitifligi: balgam, ETA, BAL, akciger dokusu, KF.

3. Asagidaki testlerden birinin pozitifligi:

e Mikroorganizmanin plevral sivida tanimlanmasi

e Akciger dokusunun histopatolojik incelemesinde asagidaki tanimlardan birinin
bulunmasi: [1] bronsiyoller ve alveollerde apse olusumu ve noétrofil birikimi
olan konsolidasyon odaklari, [2] akciger parenkiminde mantar invazyonu
bulgular1 (hif, psédohif veya maya formlarinin goriilmesi), [3] akciger
parenkiminde immiinokimyasal, sitolojik veya mikroskopik sonuglara
dayanarak akciger patojenlerinin gosterilmesi

e Legionella tan testleri

e Influenzavirus, respiratuar sinsisyum virusu, adenovirus, parainfluenzavirus,
rinovirus, human metapnémovirus, koronavirus i¢in tani testleri.

Bu ol¢iitlerin klinik sonuglar tizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Prospektif
yapilan bir arastirmada VIO olgiitleriyle VIP olgularmin iigte birinden daha azinin
tamimlandig1 ve ¢ogu VIP'in &nlenemeyen olay oldugu bildirilmistir (38). Buna ek olarak
VIiO'su olan hastalarin VIO'su olmayan hastalara oranla daha yiiksek morbidite ve mortaliteye

sahip olduklar1 goriilmektedir.

2.1.6. Tedavi
Klinik olarak VIP siiphesi oldugunda vakit kaybetmeden antimikrobiyal tedavi

baslanmalidir (2). Tedavinin geciktirilmesi veya uygunsuzlugu VIP’li hastalarda yiiksek
mortaliteyle iligkilidir. Bununla birlikte genis spektrumlu ve uzun siireli antimikrobiyal
tedaviler Clostridium difficile infeksiyonlarini, ilag yan etkilerini ve antimikrobiyal direng
riskini artirir. Baglanan genis spektrumlu ampirik tedaviler kiiltiir sonuglarina gore tekrar

gbdzden gecirilmelidir. VIP’in klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik bulgulari pnémoniden
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baska birgok etyolojiye bagli olabileceginden tami koymak zor olabilir. Tan1 gigliikleri

antibiyotik tedavisinin uzun siire devam etmesine neden olur; bu da siiperinfeksiyon ve

antibiyotik toksisitesi riskini artirir.

a. Ampirik Tedavi: VIP’in ampirik tedavisi igin S. aureus, P. aeruginosa ve diger Gram-

negatif comaklara etkili ajanlar tercih edilmelidir. Ayrica ampirik tedavi se¢imi yerel

verilerdeki etkenlerin dagilimi ve antibiyotik duyarlilik sunuglarina goére planlanir. MDR

patojenler icin risk faktorii olan hastalara ampirik genis spektrumlu antimikrobiyal tedavi

baslanmasi dnerilir. Bu tiir direngli patojenlerden kaynaklanan VIP gelisimi i¢in risk faktorleri

Tablo 3’te gosterilmistir.

VIP gelisimine neden olan etkenlerin MDR oldugu diisiiniiliiyorsa, bu durumda ampirik
tedavinin iki anti-Pseudomonas ajan ve bir anti-MRSA ajani icermesi onerilmektedir. VIP
icin ampirik tedavi rejimleri Sekil 1°de 6zetlenmistir.

Etken olarak Legionella olasi ise anti-Pseudomonas ajanlardan birinin siprofloksasin veya
levofloksasin olarak se¢ilmesi Onerilir.

Glinliik tek doz aminoglikozid uygulamasit bobrek fonksiyonlart normal hastalarda tercih
edilir. Aminoglikozidlerin akciger penetrasyonunun kotii olmasi, nefrotoksik ve ototoksik
etkileri ve diger grup antibiyotiklere gore klinik yanitlarinin yetersiz olmasi nedeniyle tek
basina VIP tedavisininde kullanilmalari énerilmemektedir.

MDR Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae siiphesi varsa 1V
kolistin veya polimiksin B gibi alternatif ajanlarin eklenmesi uygundur. Kolistinin
sistemik kullaniminin beraberinde inhalasyon yoluyla kolistin kullanim1 da 6nerilmektedir.
Gram-negatif bakterilerin neden oldugu VIP tedavisinde alternatif diger ajan aztreonamdir.
Aztreonamin bir beta-laktam ajanla kombinasyonu sonucu, bakteri hiicre duvarinin farkl
bolgeleri hedef alinarak sinerjik etki saglanir.

Vankomisin, linezolid ve televansin VIP tedavisinde onerilen MRSA etkinligi olan
ajanlardir.

MDR riskinin olmadigi halde MRSA riskinin oldugu durumlarda bir anti-Pseudomonas

ajan ve anti-MRSA ajan tercih edilmelidir.
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Tablo 3. MDR Patojenlere Bagh VIiP Gelisimi I¢in Risk Faktorleri

MDR Patojenler i¢in Risk Faktorleri

Son ii¢ ay i¢inde IV antibiyotik kullanim dykiisii

VIP’e septik sokun eslik etmesi

VIP 6ncesinde ARDS tablosu

VIP 6ncesi >5 giin hastane yatist

VIP éncesinde akut renal replasman tedavisi almak

MDR Pseudomonas ve Diger Gram-Negatif Comaklar icin Risk Faktorleri

YBU’deki Gram-negatif izolatlarmn %10’ undan fazlasmin ampirik tedavide kullanilan

ajanlardan en az birine direngli olmasi

YBU’niin yerel antibiyogram verilerinin bilinmemesi

MRSA i¢in Risk Faktorleri

YBU’deki S. aureus izolatlarmin %10-20’sinden fazlasinin metisiline direngli olmas1

YBU’deki MRSA prevalansinin bilinmemesi

ARDS: Acute respiratory distress syndrome, MRSA: Metisiline direngli S. aureus.

b. De-eskalasyon: VIP siiphesi oldugunda hastaya vakit kaybetmeden direngli
bakterilere etkili genis spektrumlu bir antibiyotik veya antibiyotik kombinasyonuyla ampirik
tedaviye baslanip kiiltiir sonuglarina gore tedavinin daraltilmasi 6nerilir.

Etken izole edildikten sonra genis spektrumlu antibiyotik tedavisinden kagmilmasi
onemlidir. Septik sokta ve 6liim riski yiiksek olan P. aeruginosa infeksiyonlarinda monoterapi

yerine duyarli oldugu bilinen iki ajanla kombine tedavinin yapilmasi dnerilir (2).

c. Tedavi Siiresi: IDSA/ATS rehberi patojenden bagimsiz olarak antimikrobiyal
tedavi siiresini yedi giin olarak 6nermekle birlikte, hastanin klinik, radyolojik ve laboratuvar

parametrelerindeki iyilesmeye gore daha kisa ve uzun tedavi siireleri gerekebilmektedir (2).

2.1.7. Prognoz

Hastane kokenli pndmonisi olan hastalarda mutlak mortalite oranlarinin yiiksek
olmasina ragmen infeksiyona atfedilen mortaliteyi 6l¢cmek zordur. Kritik hastalardan bir¢ogu
pndmoniden degil altta yatan hastaligindan dlmektedir. VIP ile iliskili tim nedenlere baglh
mortalite farkli calismalarda %20-50 arasinda degismekle birlikte (2), yapilan bir meta-analiz
calismasinda atfedilebilir mortalite %13 olarak bildirilmistir (6).
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MDR patojenlerle VIP gelisimi icin risk faktorii var mi?

Yok

|

MRSA i¢in risk faktorii var m?

Var

!

Yok Var
Asagidakilerden biri: Asagidakilerden biri:

e Piperasilin-tazobaktam 4.5 gr IV
6 saatte bir

e Sefepim 2 gr IV 8 saatte bir

e Levofloksasin 750 mg IV 24
saatte bir

e imipenem 500 mg IV 6 saatte bir

e Meropenem 1 gr IV 8 saatte bir

e Piperasilin-tazobaktam 4.5 gr IV 6 saatte bir

e Sefepim 2 gr IV 8 saatte bir

o Levofloksasin 750 mg IV 24 saatte bir

o Siprofloksasin 400 mg IV 8 saatte bir

e imipenem 500 mg IV 6 saatte bir

o Meropenem 1 gr IV 8 satte bir

o Aztreonam 2 gr IV 8 saatte bir

+

Asagidakilerden biri:

o Vankomisin 15 mg/kg 1V 8-12 saatte bir
serum konsantrasyonu 15-20 mg/ml olacak
sekilde; ciddi infeksiyonlarda 25-30 mg/kg
yiikleme dozu diisiiniilebilir

e Linezolid 600 mg iV 12 saatte bir

Sekil 1. VIP tedavisinde ampirik tedavi rejimleri.

2.2. Biyofilm

Asagidakilerden biri:
o Piperasilin-tazobaktam 4.5 gr IV 6 saatte bir
o Sefepim 2 gr IV 8 saatte bir
e imipenem 500 mg IV 6 saatte bir
e Meropenem 1 gr IV 8 saatte bir
e Aztreonam 2 gr IV 8 saatte bir
+
Asagidakilerden biri:
o Levofloksasin 750 mg IV 24 saatte bir
o Siprofloksasin 400 mg 1V 8 saatte bir
e Amikasin 15-20 mg/kg/giin IV
e Gentamisin 5-7mg/kg/giin IV
o Tobramisin 5-7 mg/kg/giin IV
e Kolistin 5 mg/kg IV yiikleme ardindan mg/kg
(1.5xCrCI+30) 1V 12 saatte bir
o Polimiksin B 2.5-3 mg/kg/giin IV iige bliinmiis
dozlarda
e Aztreonam 2 gr IV 8 saatte bir
+
Asagidakilerden biri:
o Vankomisin 15 mg/kg IV 8-12 saatte bir
serum konsantrasyonu 15-20 mg/ml olacak sekilde; ciddi
infeksiyonlarda 25-30 mg/kg yiikleme dozu diisiiniilebilir
o Linezolid 600 mg IV 12 saatte bir

Biyofilm, canli veya cansiz ylizeye yapisarak kendi irettikleri organik bir matriks

icerisine gomiilii ve hareketsiz olarak birbirine, bir kat1 yiizeye veya bir ara yiizeye geri

doniligiimsiiz olarak tutunmus halde yasayan mikroorganizmalar toplulugudur (40). Bu

matriks, ekstraseliiler polimerik maddeler (“extracellular polymeric substances”, EPS)

olarak adlandirilan polisakaridler, proteinler ve niikleik asidlerden olusur. EPS matriks,

biyofilm hiicrelerinin birbirine yapigsmasini saglayarak karmasik, ti¢ boyutlu topluluklari
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gelistirir. Biyofilm igerisinde dagilmis olan, besin maddelerinin metabolitlerinin ve atik
irtinlerin  degisimini saglayan su kanallar1 bulunmaktadir. Biyofilm icinde yasamak,
bakterilere, besinsizlikten, susuzluktan, pH degisikliklerinden, dezenfektanlardan,
antibiyotikler ve toksik maddelerden korunma avantaji saglar. Biyofilm, mikroorganizmalar
icin koruyucu bir rol lstlenirken immiinosiiprese konaklarda ve viiciida kalic1 veya gegici
yabanci cisim yerlestirilmis hastalarda ciddi infeksiyonlara neden olabilmektedir (41).
Nozokomiyal infeksiyonlarin yaklasik %65’inden biyofilm infeksiyonlarmin sorumlu

oldugu ve bu durumunun tedavi giderlerini ¢ok yiiksekttigi bilinmektedir (42).

2.2.1. Biyofilm Yapisi ve Olusumu

Biyofilm olugumu i¢in gereken oncelikli komponentler arasinda mikroorganizma, yiizey
ve glikokaliks bulunur (43). Biyofilm yapisinin %97’sini su, %2-5’ini mikroorganizma, %1-
2’sini polisakarid, %1-2’sini protein, %1-2’sini DNA ve iyonlar olusturmaktadir. Olgun bir
biyofilmin gelismesi i¢in gecen siire mikroorganizmanin tiirtine ve g¢evresel faktorlere baglh
olarak birkag¢ saat ile birkac¢ haftadir (44). Biyofilm olusumu 1) mikroorganizmanin yiizeye
tutunmasi (geri doniisiimlii), 2) geri doniisiimsiiz tutunma, 3) mikrokoloni olusumu, 4) olgun
biyofilm olusumu ve 5) planktonik hiicrelerin biyofilmden kopmasi basamaklarinin

gerceklesmesiyledir (Sekil 2).

2.2.2. Biyofilm Olusumunda Bakteriler Aras1 Haberlesme
“’Quorum Sensing”’ (QS), ¢ogunlugu algilama anlamina gelen ve hiicreden hiicreye
aktarilan iletisim sinyalleriyle biyofilm olusumunu kontrol eden bir sinyal sistemidir. Bir
bakteri ¢evreden gelen uyarilarn algilayarak c¢evreye uyum saglar. QS kavrami minimum
popiilasyon birimini algilama olarak da ifade edilebilir. Mikroorganizmalar QS sinyalleri
sayesinde bir odakta toplanirlar. Bu da biyofilmin temelini olusturur (45).

QS bakterilere viriilans faktorlerin regiilasyonuyla immiin sistemden korunma ve besin
kaynaklarina adaptasyon gibi avantajlar saglar. Bu sistemde rol alan sinyal molekiillerine
“autoinducer” da denmektedir. Gram-negatif bakterilerdeki asil homoserin lakton (AHL),
siklik dipeptidler, Gram-pozitif bakterilerde kiigiik peptidler, hem Gram-negatif hem de

Gram-pozitif bakterilerdeki autoinducer-2, bilinen baslica sinyal molekiilleridir (46).
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Sekil 2. Biyofilm olusumunun basamaklari (image © Creative Commons Library).

1- mikroorganizmanin ylizeye tutunmasi (geri doniigiimlii), 2- geri doniisimsiiz tutunma, 3- mikrokoloni
olusumu, 4- olgun biyofilm olusumu, 5- planktonik hiicrelerin biyofilmden kopmasi.

2.2.3. Biyofilm Olusumunun Nedenleri
Serbest bakteri formlariyla biyofilm olusturan bakteri formlar1 arasinda ¢ok ciddi
farklar bulunmasina ragmen, bakteriler bazi durumlarda biyofilm olustururlar.

a. Savunma: Strese cevap olarak gelisir. Bakteri ¢evreden tehlike sinyali aldiginda
yapisal olan veya transfer ettigi genler aracilifiyla biyofilm olusturarak kendini
koruma altina alir (41).

b. Adezyon ve kolonizasyon: Bakteri yiizey proteinleri konagin ekstraseliiler matriks
proteinlerine yapisir. Bu yapisma sonrasi bakteriler belli bir popiilasyona ulasmak i¢in
cogalir ve biyofilm olusturmaya baglar.

Cc. Yasanabilir c¢evre gelistirmek: Ortamdaki glukozun bakteri tarafindan
kullanilabilmesi EPS salimimin1 ve biyofilm olusumunu artirmaktadir. Karbon
katabolitleri yiizeye yapigan bakterinin gen bolgesini diizenleyerek biyofilm
olusumunda kritik rol oynar. Bu da bakterinin konakta uygun bir ortam olusturarak
kalabilmesinde biyofilmin 6nemini ortaya koyar.

d. Topluluk olusturmak: Bakteriler biyofilm olusturarak ortam adaptasyonu gosterir.
Ortamdan aldiklar1 uyaranlar sonucu bakteriler hizla serbest forma gecebilmektedir.
Bu geg¢is, ortam sartlarina gore aktive olan genler araciligiyla olmaktadir. Tim
bakteriler, c¢evresel faktorlere benzer yanit verir ve toplu yasamin 6nemli bir

gostergesi olarak fenotipik degisiklikler sergiler.
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2.2.4. Biyofilm Direnci

Bakterilerin serbest bakteri formlarna oranla biyofilm olusturan formlar
antibiyotiklere 100-1000 kat daha direnglidir (47). Biyofilm ii¢ farkli mekanizmayla
antibiyotik direncine neden olmaktadir.

a. Biyofilm icine diisiik penetrasyon: Biyofilm fiziksel bir bariyer islevi gorerek
antibiyotik ve dezenfektanlarin bakteriye ulagmasini engeller. Porin yapisi ve
sayisinda degisiklik yaparak farkli grup antibiyotiklerin bakteri hiicresi igine girisi
engellenir. EPS tabakadan penetre olan antibiyotiklerin enzimatik yollarla miktarinin
azaltilmasi, antibiyotiklerin biyofilm igine penetrasyonunu dolayisiyla biyofilm
infeksiyonlarin tedavisini gii¢lestirmektedir (48).

b. Mikrocevre degisikligi: Biyofilm igindeki bakteri popiilasyonu besin maddeleri ve
oksijen konsantrasyonuna gore degisir. Biyofilm tabakasinin en disindaki bakteriler
besin ve oksijene daha derinde bulunan bakterilere kiyasla daha rahat ulasabilmektedir.
Biyofilm igerisindeki heterojen bakteri toplulugu aktif hiicreleri hedefleyen
antibiyotiklerin etkinliginde farkliliklara yol agar (49).

Cc. Cogalma Oranlarindaki Degisiklik: Biyofilm icindeki bakterilerin biiylime
hizlarinin serbest yasayan bakterilere gore daha yavas oldugu bilinmektedir.
Bakterilerin ¢ogalma hizlarindaki degisiklik antibiyotik cevaplarinda da degisiklige
neden olmaktadir. Duragan fazdaki Gram-negatif bakterilere kinolonlar etkili
olabilmesine karsin, ayni fazdaki S. aureus’a hicbir antibiyotigin yeteri kadar etkili

olmadig1 gosterilmistir (50).

2.2.5. VIP ve Biyofilm

VIP, YBU’deki MV altindaki hastalar1 etkileyen yaygin bir nozokomiyal
infeksiyondur (4). ET intiibasyondan hemen sonra polimikrobiyal biyofilm olusturan
mikroorganizmalar tarafindan kolonize edilir (51,52). Bu ET, biyofilmin akcigerlere
ulasmasini saglayan kalic1 bir patojen kaynagidir (53). ET lerdeki biyofilmlerde ve VIP’li
hastalarin alt solunum yolu Orneklerinde iireyen mikroorganizmalarin ¢ogunlukla ayni
popiilasyonu yansittig1 gériilmiistiir. Bu da ET’lerdeki biyofilmin VIP gelisiminde énemli bir

rol oynadigimi diistindiirmektedir (54,55).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Hasta Secimi ve Veri Toplanmasi
Bu calisma 1 Nisan 2016 ile 31 Mart 2017 tarihleri arasinda istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel ve Travma Acil YBU’lerinde yatmakta olan hastalarda
retrospektif olarak yapildi. YBU’lerde yatan ve ET takilarak ventilasyon cihazina baglanan
hastalar, VIP gelisenler ve VIP gelismeyenler olarak iki gruba ayrildi. VIP tanis1 CDC
olgiitleri dogrultusunda konuldu (56). Buna gore, en az 48 saattir MV destegi alan hastalarda,
radyolojik degisikliklerle birlikte ates (>38°C), l16kopeni (<4000/ mm3) veya lokositoz (>12
000/m m3), 70 yas ustii yetiskinlerde nedeni bilinmeyen mental degisiklik olmasi
durumlarindan en az birine ek olarak asagidakilerden en az ikisinin olmasi durumunda ViP
tanis1 konuldu.
e Piirilan balgam gelismesi veya balgam karakterinde degisiklik veya solunum
sekresyonlarinda artig veya aspirasyon gereksiniminin artmasi
e Yeni gelisen veya kotiilesen oksiiriik, dispne veya takipne
e Ral veya bronsiyal solunum seslerinin varligi
e Oksijenizasyonun bozulmasi (desatiirasyon, PaO,/FiO; <240), oksijen ihtiyacinin
veya ventilator desteginin artmasi.

Veriler hastalarin dosyalarindan ve elektronik veri tabanindan elde edildi. Bu veriler
bilgisayar ortaminda olusturulan hasta takip formlarina diizenli olarak kaydedildi. Her VIP
atagl ayr1 bir olgu olarak degerlendirildi. Hastalarin demografik, klinik ve laboratuvar
bulgulart ayr1 ayr takip formlarina islendi. Siirveyans amaciyla rutin olarak yapilan rektal
karbapeneme direncli K. pneumoniae (KDKp) kolonizasyonu tarama sonuglari da kaydedildi.

Hastalarin Cahsmaya Dahil Edilme Olgiitleri: [1] 18 yasin iizerinde olmak, [2]
YBU’de yatmak, [3] 48 saatten daha uzun siire intiibasyon altinda olmak.

Hastalarin Calismadan Dislanma Olgiitleri: [1] YBU disinda yatiyor olmak, [2] 18
yasin altinda olmak, [3] intlibasyon siiresinin 48 saatten az olmasi, [4] toplum kokenli

pnomoni nedeniyle yatiyor olmak.

3.2. Hasta Takibi ve Klinik Orneklerin Toplanmasi
YBU’lerde yatan hastalar, infeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali konsiiltanlarinin  giinliik rutin vizitleriyle degerlendirilmistir. VIP siiphesi tasiyan

hastalarda klinik tanty1 koymak amaciyla solunum yolu 6rneklerinin kiiltiirle birlikte her tiirlii
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mikrobiyolojik incelemeleri ve kan kiiltiirleri yapilmistir. Bu hastalarda ayn1 zamanda

radyolojik ve gereginde bronkoskopik incelemeler yapilmistir.

3.3. Bakteri Suslarinin Tanimlanmasi ve Saklanmasi

1 Nisan 2016 ve 31 Mart 2017 arasinda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Hastanesi Genel ve Travma YBU’de ET takilarak ventilasyon cihazina baglanan 18 yas ve
{izeri hastalarin ETA’sinda >10° cfu/ml veya BAL inda >10* cfu/ml iireme gdsteren bakteriler
klasik biyokimyasal yontemle tanimlandi. Buna gore fermantatif, lircaz- ve sitrat-pozitif,
hareketsiz, indol-negatif olan bakteriler K. pneumoniae olarak adlandirildi. Non-fermantatif,
oksidaz-negatif ve hareketsiz bakteriler Acinetobacter spp., non-fermantatif, oksidaz-pozitif
bakteriler Pseudomonas spp. olarak tanimlandi. Pseudomonas suslarindan pyosyanin
pigmenti olusturanlar (Resim 1) ve 42 °C’de iireyebilme yetenegine sahip olanlar P.
aeruginosa olarak adlandirildi. Tanimlanmasinda sorun yasanan enterik bakteriler API® 20E
(bioMérieux, Marcy IEtoile, Fransa), non-fermantatif enterik bakteriler API® 20NE
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) kullanilarak tanimlandi. Her bakteri tiirii i¢in duyarli
oldugu antibiyotikler Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ve gerek duyuldugunda Etest®

(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) yontemiyle belirlendi.

.

Resim 1. P. aeruginosa suslarinda pyosyanin pigmentinin gosterilmesi.
3.4. Bakterilerin Antibiyotik Direnci Tanimlamasi

Gram-negatif enterik bakterilerde antibiyotik direnci tanimi i¢in asagidaki siniflama
kullanildi: [1] ¢ogul antibiyotik direngli (“multi-drug resistant”, MDR); [2] yaygin antibiyotik
direngli (“extremely drug resistant”, XDR); [3] tiim antibiyotiklere direngli (“pan-drug
resistant”, PDR).
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Ug veya daha fazla antimikrobiyal kategoride en az bir ajana direngli olan bakteriler
MDR olarak, tiim antimikrobiyal kategorilerden en fazla iki antimikrobiyal kategoriye duyarli
olup diger kategorilerden en az bir ajana direncli bakteriler XDR olarak ve tiim antimikrobiyal

kategorilerde tiim ajanlara direngli ajanlar PDR olarak tanimland1 (57).

3.4.1. Karbapeneme Direncli Suslarin Saptanmasi

Kirby-Bauer disk diflizyon yontemiyle European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) Oolgiitlerine gére K. pneumoniae igin imipenem ve
meropenem <16 mm, ertapenem <22 mm; Acinetobacter spp. i¢in imipenem <17 mm,
meropenem < 15 mm; Pseudomonas spp. i¢in imipenem <17 mm, meropenem <18 mm zon
cap1 gosteren suslarda karbapenem direnci diistiniildii. Karbapenem direncinin dogrulamasi,
Etest® veya sivi mikrodiliisyon yontemiyle K. pneumoniae, Acinetobacter spp. ve
Pseudomonas spp. i¢in imipenem ve meropenem minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)

degerinin <8 mg/It olarak dl¢iilmesiyle yapildi (58)

3.4.2. Kolistine Direngli Suslarin Saptanmasi
Etest” veya sivi mikrodiliisyon yontemiyle K. pneumoniae, Acinetobacter spp. ve
Pseudomonas spp. i¢cin EUCAST &lgiitlerine gore kolistin MiK degeri >2 mg/l bulunan suslar
kolistine direngli olarak kabul edildi (58).

Izole edilen suslar %10 gliserinli ’triptic soy broth’” (TSB) i¢inde -20°C’de saklandh.

3.5. Biyofilm Olusumunun Gosterilmesi

Bakterilerin biyofilm olusturup olusturmadiklarinin arastirilmasi i¢in mikroplakta
kristal viyoleyle boyama yontemi kullanildi (59). Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC
27853 ve negatif kontrol igin E. coli ATCC 25922 suslari kullanildi (60). Yonteme gore kanli
agarda tretilen 18-24 saatlik Pseudomonas spp., K. pneumoniae ve Acinetobacter spp. saf
kiiltiirleri alinarak 5 ml TSB igeren tiiplere ekim yapildi ve tiipler 37°C’de 18-24 saat inkiibe
edildi. Ertesi giin bakteri slispansiyonu 5 ml hacimde %1 glukoz iceren TSB ile 1:50 oraninda
diliie edildi ve 96 kuyucuklu diiz tabanl hiicre kiiltiirii mikroplaginin her kuyucuguna 200’er
ul dagitildi. Her bakteri i¢in ikiser kuyucuk kullanildi. Mikroplak 37°C’de 18-24 saat inkiibe
edildikten sonra kuyucuklarin igindeki sivi besiyeri bosaltilip pH’1 7.2 olan fosfat tamponlu
tuzlu su (“phosphate buffered saline”, PBS) ¢ozeltisiyle ti¢ kez yikandi. Daha sonra mikroplak,
kurumasi i¢in oda sicaklifinda bekletildi. Her kuyucuga 200 pl  %99’luk metanol
konulduktan sonra 15 dakika bekletilerek fiksasyon yapildi. Bu igslemin ardindan mikroplak
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bosaltilip tekrar oda sicakliginda kurutuldu. Ardindan kuyucuklara 200 pl %]1°lik kristal
viyole soliisyonu konuldu. 15 dakika sonra kuyucuklar ¢esme suyuyla yikanip kurumasi igin
bekletildi. Daha sonra yiizeye yapisan hiicrelere baglanan boya %95 etanolle ¢oziindiiriildii ve
kuyucuklardaki ¢6zeltilerin optik dansiteleri 595 nm dalga boyunda olgildi. Negatif
kontroliin tizerindeki degerler biyofilm-pozitif, negatif kontrole esit veya altindaki degerler ise

biyofilm-negatif olarak degerlendirildi (61) (Resim 2).

Resim 2. Mikroplakta kristal viyoleyle boyama yontemiyle biyofilm olusumunun

gosterilmesi.

3.6. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

YBU’de yatan ET takilmis hastalarin alt solunum yolu Orneklerinde iireyen
bakterilerin antibiyotik duyarliliklarint belirlemek icin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi,
Etest® veya sivi mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Pseudomonas suslarinda meropenem,
sefepim, piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin, amikasin, kolistin; Acinetobacter suslarinda
meropenem, piperasilin-tazobaktam, siprofloksasin, amikasin, kolistin; K. pneumoniae
suslarinda meropenem, imipenem, ertapenem, seftazidim, sefepim, seftriakson, piperasilin-
tazobaktam, siprofloksasin, amikasin ve kolistininin MIK ve minimum bakterisid
konsantrasyon (MBK) degerleri, sivi mikrodiliisyon yontemiyle belirlendi. Calismanin
standardizasyonu amaciyla kalite kontrol suslar1 olarak P. aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli
ATCC 25922 kullanild1 (58).
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3.6.1. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklarin her kuyucuguna 0.1 ml katyon ilaveli Mueller-
Hinton Broth (MHB, Merck, Darmstad, Almanya) konuldu. Ilk kuyucuga baslanmak istenen
antibiyotik konsantrasyonunun iki kat1 konsantrasyonda hazirlanmis antibiyotik ¢6zeltisinden
0.1 ml eklendi. Ilk kuyuda elde edilen 0.2 ml hacimdeki karisimdan (0.1 ml MHB + 0.1 ml
antibiyotik ¢ozeltisi) steril pipet uglariyla 0.1 ml alinarak diger kuyucuga aktarildi. Bu islem
son kuyucuga kadar tekrarlanarak 0.1 ml’lik seri diliisyonlar elde edildi. Son kuyucuktaki
karisim isleminden sonra pipet ucunda kalan 0.1 ml ¢6zelti disar1 atildi ve son kuyuda da 0.1
ml ¢ozelti olmasi saglandi. Ilk kuyudaki antibiyotik konsantrasyonu 512 pl olacak sekilde ilk
kuyuya 0.1 ml MHB ve 0.1 ml 1024 pl antibiyotik c¢ozeltisi konuldu. Antibiyotik
konsantrasyonlarinin 512 pl, 256 pl, 128 ul, 64 ul, 32 pl, 16 pl, 8 ul, 4 pl, 2 pl, 1 pl, 0.5 pl,
0.25 pl olacak sekilde seri diliisyonlar1 olusturuldu. Yaklasik 18-24 saatlik inkiibasyon
sonunda kanli agarda saf kiiltiir halinde iretilen Pseudomonas spp., K. pneumoniae ve
Acinetobacter spp. kolonileri alinarak 5 ml katyon ilaveli MHB igeren tiiplerde homojenize
edilerek 0.5 McFarland standardi (1x10% cfu/ml) bulamikliginda bakteri siispansiyonlari elde
edildi. Daha sonra bu bakteri siispansiyonlar1 1:10 oraninda diliie edildi ve her kuyucuga 10
ul bakteri siispansiyonu (1x10° cfu/ml) eklenerek mikroplak 37°C’de 16-20 saat inkiibe edildi.
Ciplak gozle kuyucuklardaki iiremenin tamamini inhibe ettigi goriilebilen en diisiik

antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi (62).

3.6.2. Minimum Biyofilm Eradike Edici Konsantrasyon

Antibiyotiklerin bakterilere ait biyofilm tabakasina karsi etkinliklerinin arastirilmasi
icin minimum biyofilm eradike edici konsantrasyonu (MBEK) belirlendi (23, 47). Bu amagla
boliim 3.4’te bildirildigi sekilde bakterilerin 24 saatlik biyofilmleri hazirlandi. Cift kat
dilisyonla 8192-16 pg/ml arasinda 10 ayr1 konsantrasyonda hazirlanan antibiyotik
cozeltilerinden 100’er pl alinarak kuyucuklarda bulunan biyofilmler iizerine ilave edildi.
Daha sonra mikroplak 37°C’de 18-24 saat bekletildi. Ertesi giin antibiyotikler plaktan
bosaltilarak kuyucuklar PBS ile li¢ kez yikandi. Yikanan kuyucuklarin her birine 100’er pl
PBS konuldu ve steril pipet ucu yardimiyla kuyucuklarin dibi kazinarak biyofilm tabakasinin
mikroplaktan ayrilmasina yardimeci olundu. Ardindan mikroplaklara 5-10 dakika banyo
sonikatorde sonifikasyon islemi yapilarak biyofilm tabakasindaki hiicrelerin ayrigmasi
saglandiktan sonra her bir kuyucuktan 1/10%, 1/10% 1/10" oranlarinda PBS ile sulandirim
yapilarak TSA’ya ekim yapildi. Besiyerleri 37°C’de 18-20 saat inkiibasyondan sonra her bir
besiyerinde koloni sayim1 gergeklestirildi. Pozitif kontrol olarak bir kuyuya antibiyotik
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Resim 3. Mikrodiliisyon yontemiyle MIK degerinin saptanmast.

¢ozeltisi yerine 100 pl steril distile su konuldu. Pozitif kontroldeki iiremenin en az %50’sini
azaltan antibiyotik konsantrasyonu minimum biyofilm inhibe edici konsantrasyon
(MBIK), %99.9 (3 logi)’unu azaltan antibiyotik konsantrasyonu ise MBEK olarak kabul
edildi.

3.7. Sinerji Testleri

3.7.1. Dama Tahtas1 (“Checkerboard”) Yontemi

Kombinasyon halindeki antibiyotiklerin bakterilerin serbest formlarina ve biyofilm
tabakasindaki  bakteriler iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla dama tahtasi
(“checkerboard”) yontemi kullanildi. P. aeruginosa, Acinetobacter spp. ve K. pneumoniae’'nin
serbest formlari igin belirlenen meropenem, siprofloksasin ve kolistin MIK degerlerinin iki
kat1 konsantrasyondan (2 MIK) baslanarak MIK degerinin dort diliisyon altma (MIK/32)
kadar seri diliisyonlar yapildi. Elde edilen ¢ozeltiler 96 kuyucuklu U tabanli mikroplakta bir
antibiyotik i¢in yukardan asagiya digeri i¢cin sagdan sola uygulanarak iki antibiyotigin

kombinasyon halinde farkli konsantrasyonlari elde edildi (Sekil 3).
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1 2 3 4 5 6 7 8

A 2MIK A 2MIK A 2MIK A 2MIK A 2MIK A 2MIK A 2MIK A 2MIK A
MIK B/32 MIK B/16 MIK B/8 MiK B/4 MiK B/2 MiIK B 2 MiK B

B MiIK A MiK A MiK A MIK A MIK A MiK A MiK A MIK A
MIK B/32 MIK B/16 MIiK B/8 MiK B/4 MiK B/2 MiIK B 2 MiK B

C MIK A/2 MIK A/2 MIK A/2 MIK A/2 MIK A/2 MIK A/2 MIK A/2 MIK A/2
MIK B/32 MIK B/16 MiK B/8 MiK B/4 MiK B/2 MiIK B 2 MiK B

D MiK A/4 MIK A/4 MiK A/4 MIK A/4 MiK A/4 MiK A/4 MiK A/4 MiK A/4
MiK B/32 MiK B/16 MiK B/8 MiK B/4 MIK B/2 MiK B 2 MiK B

E MIK A/8 MIK A/8 MIK A/8 MIK A/8 MIK A/8 MIK A/8 MIK A/8 MIK A/8
MiK B/32 MiK B/16 MiK B/8 MiK B/4 MIK B/2 MiK B 2 MiK B

F MiK A/16 MIK A/16 MiK A/16 MIK A/16 MIK A/16 MIK A/16 MIK A/16 MiK A/16
MiK B/32 MiK B/16 MiK B/8 MiK B/4 MiK B/2 MiK B 2 MiK B

G MiK A/32 MIK A/32 MIK A/32 MIK A/32 MIK A/32 MIK A/32 MIK A/32 MiK A/32
MiK B/32 MiK B/16 MiK B/8 MiK B/4 MiK B/2 MiK B 2 MiK B

Sterilite
H | kontrolii MiK B/32 MiK B/16 MiK B/8 MiK B/4 MiK B/2 MiK B 2 MiK B

Sekil 3. Mikrodiliisyon dama tahtasi yontemiyle iki antibiyotigin kombinasyon halinde elde edilen

kombinasyonlari.

Daha sonra 0.5 McFarland standard: (1x10° cfu/ml) bulanikliginda hazirlanmis bakteri
siispansiyonlar1 1:10 oraninda diliie edilerek her kuyucuga 10 pl olacak sekilde dagitildi.
Negatif kontrol i¢in calisilan her mikroplakta bir kuyuya yalmiz 0.1 ml MHB konuldu.
Mikroplak 37°C’de 18-20 saat inkiibe edildi. Ertesi giin tireme olmayan kuyulardaki
antibiyotik konsantrasyonlar1 belirlendi ve fraksiyonel inhibit6r konsantrasyon (FiK) degerleri
hesaplanarak kombinasyonlara ait etki sekilleri degerlendirildi.

Kombinasyonlarin P. aeruginosa, Acinetobacter spp. ve K. pneumoniae’nin
olusturdugu biyofilm tabakasi {izerindeki etkilerini arastirmak i¢in Boliim 3.4’te anlatildigi
gibi diiz tabanli mikroplaklarda bu bakterilere ait biyofilm tabakasi1 olusturulup mikroplaklar
ic kez PBS ile yikandi. Sonra meropenem, siprofloksasin ve kolistin i¢in daha Once
belirlenmis MBEK degerinin dort diliisyon altina kadar sulandirim elde edildi. Sekil 3’te
gosterildigi gibi antibiyotik kombinasyonlar1 kuyulara ilave edildi. Bir kuyuya pozitif kontrol
olmak {izere sadece steril distile su konuldu. Mikroplaklar 37°C’de 18-20 saat bekletildikten
sonra antibiyotikler kuyulardan uzaklastirilarak tekrar iic kez PBS ile yikandi. Tiim kuyulara
100 pl PBS konularak kuyu dipleri steril pipet ucuyla kazindi1 ve mikroplaklara 10 dakika
banyo sonikatérde sonifikasyon islemi yapildi. Daha sonra tiim kuyulardan diliisyonlar

yapilarak TSA’ya ekim yapildi. Besiyerleri 18-20 saat inkiibe edildikten sonra iireyen
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kolonilerin sayim islemi yapildi. Koloni sayisinda kontrol grubuna gore 2 logip azalma
goriillen en diisiik antibiyotik konsantrasyonlar1 belirlendi ve FIK indeksi hesaplanarak
kombinasyonlara ait etki sekilleri degerlendirildi.

FiK degeri bir antibiyotigin kombinasyondaki MIK degerinin ayn1 antibiyotigin tek
basina MIK degerine orani1 olarak hesaplandi. Her iki antibiyotige ait FIK degerlerinin
toplami, FIK indeksi (3FIK) olarak hesaplandi. FIK indeksi 0.5 ve altinda olan
kombinasyonlar, sinerjist etkili; 0.5-4 arasinda olanlar, aldirmazlik (indiferan etkili); 4 ve

tizerinde olanlar antagonist etkili olarak kabul edildi (62).

3.7.2. Zamana Bagh Oldiirme Yontemi (“Time-Kill Assay”)

Antibiyotiklerin tek basina ve kombinasyon halinde biyofilmdeki bakteriler tizerine
etkilerini gostermek i¢in zamana bagli 6ldiirme yontemi kullanildi. Bunun i¢in Bolim 3.4’te
anlatildig: gibi diiz tabanli mikroplaklarda P. aeruginosa 18 numarali susa, Acinetobacter spp.
10 numarali susa ve K. pneumoniae 7 numarali susa ait biyofilm tabakasi olusturulup ii¢ kez
PBS ile yikandi. Daha sonra meropenem, siprofloksasin ve kolistin tek baslarina ve
meropenem + kolistin, meropenem + siprofloksasin kombinasyonlarina ait antibiyotik
¢ozeltileri ayr1 ayr1 kuyucuklara ilave edildi. Tek basina ve kombinasyon halinde kullanilan
antibiyotiklerin konsantrasyonlari, biyofilm tabakasi iizerine uygulanan dama tahtasi
yontemiyle daha once sinerjist etkinin gosterildigi kuyulardaki antibiyotik konsantrasyonlari
olarak belirlendi.

Buna gore P. aeruginosa 18 numarali sus i¢in meropenem 256 mg/It ile kolistin 16 mg/It,
meropenem 512 mg/lt ile kolistin 64 mg/It, meropenem 512 mg/lt ile siprofloksasin 16 mg/It,
meropenem 256 mg/It ile siprofloksasin 32 mg/It; Acinetobacter spp. 10 numarali sus i¢in
meropenem 512 mg/It ile kolistin 512 mg/It, meropenem 256 mg/It ile kolistin 1024 mg/It,
meropenem 512 mg/It ile siprofloksasin 512 mg/lt, meropenem 256 mg/It ile siprofloksasin
1024 mg/It; K. pneumoniae 7 numarali sus i¢in meropenem 512 mg/It ile kolistin 4096 mg/It,
meropenem 256 mg/It ile kolistin 4096 mg/It, meropenem 1024 mg/It ile siprofloksasin 128
mg/It, meropenem 512 mg/It ile siprofloksasin 256 mg/It kombinasyonlarinin zamana bagl
oldiirme yontemiyle biyofilmdeki bakteriler tizerine etkileri arastirildi.

Degerlendirmeler 0, 1, 2, 4, 6, 8 ve 24. saatlerde yapildi. Her saat i¢in ayri mikroplak
hazirland1 ve mikroplaklar 37°C’de degerlendirme saatine kadar inkiibe edildi. Belirtilen
saatlerde kuyulardaki antibiyotikler bosaltilip kuyular ti¢ kez PBS ile yikandi. Sonrasinda
kuyulara 100 pul PBS konuldu. Kuyularin dibi steril pipet uglariyla kazindiktan sonra
mikroplaklara 10 dakika banyo sanikatérde sonifikasyon islemi uygulandi. Sonifikasyon
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sonrasi kuyulardan diliisyonlar yapilarak TSA’ya ekim yapildi. Petri kutular1 37°C’de 16-20
saat inkiibe edildikten sonra iireyen kolonilerin sayim igslemi gerceklestirildi. Sifirinci saatteki
koloni sayist kontrol grubu olarak degerlendirildi. Sifirinci saatteki baslangi¢ inokiilumuna
gore >3 logyp cfu/ml azalma olmasi, bakterisid etki; kombinasyondaki en aktif antibiyotigin
tek basina etkisiyle karsilastirildiginda kombinasyondaki >2 logio cfu/ml azalma, sinerjik etki;
>1 logyo cfu/ml azalma ya da artma olmasi, aldirmazlik (indiferan etki); >2 log;o cfu/ml artma

olmasi ise antagonist etki olarak degerlendirildi (63).

3.8 Istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics for Windows. Version
21.0 (Statistical Package for the Social Sciences, IBM Corp., Armonk, NY, ABD) programi
kullanildi. Stirekli degiskenlerin analizinde, dagilimin normal olmasi halinde Student’in
t-testi, dagilimin normal olmamasi halinde ise Mann-Whitney U testi; kategorik
degiskenlerin analizinde xz testi ya da Fisher’in kesin testi kullanildi. Bagimsiz parametreleri
saptamak amaciyla lojistik regresyon analizi yapildi. Risk, goreceli olasiliklar orani (“odds

ratio, OR”) olarak gosterildi. p<0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma siiresince toplam 247 hasta degerlendirildi. Bunlardan ¢alismaya dahil edilme
oOlgiitlerini tagtyan 177 hasta degerlendirilmeye alindi. Hastalarin ortalama yas1 61.5 (yas
araligi 19-89) olup, 102 (%57.6)’si erkek, 75 (%42.5)’1 kadindi. Olgularin 71 (%40.1)’inde
VIP gelistigi tespit edildi. VIP gelisen hastalarda ortalama yas 62 (yas araligi 19-89), 46
(%64.8)’s1 erkek, 25 (%35.2)’i kadind1. Buna karsilik VIP gelismeyen hastalarda ortalama yas
61 (yas aralign 27-88), 56 (%52.8)’s1 erkek ve 50 (%47.2)’si kadindi. VIP gelisen ve
gelismeyen olgularda yas ve cinsiyet agisindan anlamli bir fark saptanmadi (sirasiyla p=0.17,
0.11). VIP gelisen olgularda ortalama SOFA skoru 5.8+2.9, Charlson komorbidite indeksi
4.03 +3.1, viicut kitle indeksi (VKI) 28.3+10.1 iken VIP gelismeyen olgularda sirasiyla
5.6£2.9, 4.1£2.9, 25.6+4.8 idi. Her iki grup karsilastirildiginda VIP gelisen ve gelismeyen
grupta SOFA skoru, Charlson komorbidite indeksi, VKI acisindan anlamli fark saptanmadi
(swrasiyla p=0.49, 0.71, 0.10).

YBU’de kalis siiresi agisindan degerlendirildiginde VIP gelisen hastalarda ortalama
kalis siiresi [29 (3-107) giin] VIP gelismeyen hastalarin ortalama kalis siiresiden [12 (3-70)
giin] daha uzun bulundu (p<0.001). Benzer sekilde ortalama ventilasyon siiresi de VIP
gelisen hastalarda [22 (3-90) giin] gelismeyen hastalarin ventilasyon siiresinden [10 (3-45)
giin] daha uzundu (p<0.001). VIP gelisen hastalar arasinda son alt1 ay i¢inde hastanede yatis
Oykiisiine sahip olanlarin ve son ii¢ ay i¢inde antibiyotik kullananlarin orani daha diisiiktii
(sirastyla %62 ve %76.4, p= 0.03; %64.8 ve %77.4, p=0.06). VIP gelisen hastalar i¢inde VIP
gelismeyen hastalarla karsilastirildiginda sigara kullananlarin oram1 (%49.3 ve %27.4,
p=0.003), kan iirinii kullananlarin oram (%70.4 ve %54.7, p=0.03), dekiibitus iilseri
gelisenlerin orani (%36.6 ve %21.7, p= 0.03), trakeostomi agilanlarin orani (%46.5 ve %16,
p<0.001), reintiibasyon uygulananlarin oranit (%18.3 ve %4.7, p=0.003) arasindaki farkla
anlamli bulundu (Tablo 4). Ventilasyon siiresi, rektal KDKp kolonizasyonu ve sigara
kullanimi VIP gelisimine katki saglayan bagimsiz risk faktorleri olarak saptandi [sirastyla

OR: 1.07, 4.93, 3.89; %95 Giiven araligi (GA): 1.02-1.12, 2.09-11.64, 1.68-8.93] (Tablo 5).
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Tablo 4. VIP Gelisen ve Gelismeyen Hastalarin Demografik Ozelliklerinin

Karsilastirilmasi
VIP Gelisen VIP Gelismeyen
(n=71) (n=106)
Say1 (%) Say1 (%) P

Yas (yil) 62 (19-89) 61 (27-88) 0.172

Kadin 25 (35.2) 50 (47.2)
Cinsiyet 0.115

Erkek 46 (64.8) 56 (52.8)
YBU’de kalis siiresi (giin) 29 (3-107) 12 (3-70) <0.001
Ventilasyon siiresi (giin) 22 (3-90) 10 (3-45) <0.001
VKI (£SS) 283+ 10.1 25.6+4.8 0.101
SOFA Skoru (+SS) 58429 56+2.9 0.499
Charlson komorbidite indeksi (£SS) 4.03+3.1 41+29 0.711
KRKp kolonizasyonu 41 (57.7) 25 (23.6) <0.001
Son 6 ayda hastane yatisi 44 (62) 81 (76.4) 0.039
Son 3 ayda antibiyotik kullanimi 46 (64.8) 82 (77.4) 0.067
Sigara kullanim 35 (49.3) 29 (27.4) 0.003
Kan iiriinii kullanimi 50 (70.4) 58 (54.7) 0.036
Dekiibitus iilseri 26 (36.6) 23 (21.7) 0.03
Steroid kullanimi 25 (35.2) 42 (39.6) 0.553
Inhalasyon tedavisi 51 (71.8) 66 (62.3) 0.118
Trakeostomi acilmasi 33 (46.5) 17 (16) <0.001
Reintiibasyon 13 (18.3) 5(4.7) 0.003
Parenteral beslenme 7(9.9) 13 (12.3) 0.620
Transplantasyon 1(1.4) 2(1.9) 1
Travma dykiisii 10 (14.1) 11 (10.4) 0.455

VIP: Ventilatorle iliskili pnomoni, YBU: Yogun bakim iinitesi, VKI: Viicut kitle indeksi, SOFA: Sequential

organ failure assessment, KDKp: karbapeneme direncgli K. pneumoniae, SS: Standard sapma.
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Tablo 5. VIP Gelismine Katki Saglayan Risk Faktorleri

%95 GA
p OR En Diisiik | En Yiiksek

YBU’de kalis siiresi (giin) 0.81 1 0.97 1.03
Ventilasyon siiresi (giin) 0.003 1.07 1.02 1.12
Rektal KDKp kolonizasyonu <0.001 4.93 2.09 11.64
Son 6 ayda hastane yatisi 0.05 0.22 0.05 0.88
Son 3 ayda antibiyotik kullanimi 0.79 1.19 0.31 4.53
Sigara kullanimi 0.001 3.89 1.68 8.9

Kan tiriinti kullanimi 0.17 1.76 0.78 4.00
Dekiibitus iilseri 0.40 1.47 0.59 3.67
Inhalasyon tedavisi 0.83 1.09 0.46 2.58
Trakeostomi dykiisii 0.19 1.83 0.73 4.59
Reintiibasyon 0.94 1.05 0.24 4.46

VIP: Ventilatorle iliskili pndmoni, YBU: Yogun bakim iinitesi, KDKp: Karbapeneme direncli K. pneumoniae, OR: Odds
ratio, GA: Giiven aralig1.

Hastalarin 118 (%66.7)’i Genel YBU’de, 59 (%33.3)’u Travma YBU’de yatmaktaydh.
VIP gelisen hastalarmm 21 (%29.6)’i Travma YBU’de, 50 (%70.4)’si Genel YBU’de
yatmaktaydi. Iki YBU’de VIP gelisimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p=0.386).

Hastalarimiz en sik sepsis ve solunum yetmezligi nedeniyle YBU’lere kabul edilmisti.
YBU’ye vyatis tanilar1 acisindan VIP gelisen ve gelismeyen gruplar karsilastirildiginda
myokard infarktiisti disinda (p=0.01) anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 6).

YBU’lere yatirilan olgular eslik eden hastaliklar yoniinden degerlendirildiginde en
fazla solid tiimorler ve diabetes mellitus’la karsilasildi. VIP gelisen hastalarm 16
(%22.5)’sinda solid tiimér, 16 (%22.5)’sinda diabetes mellitus, 10 (%14)’unda koroner arter
hastaligi, 11 (%15)’inde konjestif kalp yetmezligi, 8 (%11.3)’inde KOAH vardi. VIP gelisen
ve gelismeyen gruplar karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0.47,
0.78, 0.23, 0.80, 0.69) (Tablo 7).
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Tablo 6.VIP Gelisen Hastalarin YBU’ye Yatis Tamilar

VIP Gelisen VIP Gelismeyen

(n=71) (n=106) P
Yatis Tanmis1 Say1 (%) Say1 (%)
Sepsis 16 (22.5) 32 (30.2) 0.26
Solunum yetmezligi 17 (23.9) 26 (24.5) 0.92
Postoperatif bakim 7(9.9) 9 (8.5) 0.75
Pnémoni 4 (5.6) 10 (9.4) 0.47
Myokard infarktiisii 6 (8.5) 1(0.9) 0.01
Noroleptik malign sendrom 1(1.4) 0 (0) 0.40
MSS infeksiyonu 1(1.4) 4 (3.8) 0.64
Inme 7(9.9) 3(2.8) 0.15
“Crush” sendromu 9 (12.7) 6 (4.7) 0.10
Anafilaksi 1(1.4) 1(0.9) 1.1
ABY 1(1.4) 2(1.9) 1
Biling bulaniklig: 1(1.4) 1(0.9) 1

VIP: Ventilatorle iligkili pndmoni, YBU: Yogun bakim iinitesi, MSS: Merkezi sinir sistemi, ABY: Akut bobrek
yetmezligi.

Kolonizasyon ve Etken Degerlendirilmesi

VIP gelisen hastalarin 41 (%58)’inde, VIP gelismeyen hastalarin ise 25 (%23.6)’inde
rektal KDKp kolonizasyonu saptandi (p<0.001) (Tablo 4).

VIP gelisen 71 olgunun &rneklerinden 81 etken patojen izole edildi. 10 (%14) olguda
birden fazla VIP etkeni mevcuttu. VIP etkenlerinin dagilimi incelendiginde en sik saptanan
etkenler arasinda K. pneumoniae 35 (%43.2), Pseudomonas spp. 22 (%27.2) ve Acinetobacter
spp. 15 (%18.6) susla yer almaktaydi (Tablo 8). Pseudomonas suslarinin 20 (%90.9)’si P.

aeruginosa olarak tanimlandi.

VIP Gelisen Hastalarda Prognozun Degerlendirilmesi

VIP gelisen olgularda YBU’de ortalama kalis siireleri, VIP gelismeyen olgulara gore
daha uzun bulundu (29 giine karsilik 12 giin, p=0.001). Benzer sekilde ventilasyon siiresi de
VIP gelisen olgularda uzundu (22 giine karsihk 10 giin, p=0.001) (Tablo 4). VIP gelisen
hastalarin 28 (%31.8)’inde, VIP gelismeyen hastalarmn ise 61 (%57.5)’inde sagkalim elde

33




edildi. VIP gelisen hastalarin 43 (%48.9)’li, VIP gelismeyenlerin 45 (%42.5)’i kaybedildi
(p=0.01) (Tablo 9).

Tablo 7.VIP Gelisen Hastalarin Ek Sistemik Hastaliklar ve Sistemik Hastaliklarin ViP

Gelisimine Katkilari

VIP Gelisen VIP Gelismeyen

(n=71) (n=106) 0
Ek Sistemik Hastalik Say1 (%) Say1 (%)
Solid timor 16 (22.5) 29 (27.3) 0.47
Diabetes mellitus 16 (22.5) 27 (25.5) 0.78
Konjestif kalp yetmezligi 11 (15.5) 15 (14.2) 0.80
Koroner arter hastaligi 10 (14.1) 9 (8.5) 0.23
KOAH 8 (11.3) 10 (9.4) 0.69
Norolojik hastalik 6 (8.5) 6 (5.7) 0.67
Bag doku hastalig1 4 (5.6) 8 (7.5) 0.84
Serebrovaskiiler olay 5(7) 7 (6.6) 1
Renal hastalik 11 (15.5) 15 (14.2) 0.80

VIP: Ventilatérle iliskili pndmoni, KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastaligi.

Tablo 8. VIP Etkenleri ve Etkenlerin Dagilimi

Say1 (%)
Etken Mikroorganizma (n=81)
K.pneumoniae 35 (43.2)
Pseudomonas spp. 22 (27.2)
Acinetobacter spp. 15 (18.6)
Diger Gram-negatif enterik comaklar 5(6.2)
Corynebacterium spp. 3(3.7)
MRSA 1(1.2)

VIP: Ventilatorle iliskili pndmoni, MRSA: Metisiline direngli S. aureus.

VIP gelisen hastalarda ortalama mortalite gelisme siiresi, VIP gelismeyen gruba oranla
daha uzundu (33.58 ve 16.6 giin). VIP gelisen hastalar arasinda 6len hastalarla sagkalan
hastalar, yas, VKI, rektal KDKp kolonizasyonu, Charlson komorbidite indeksi, SOFA skoru,

son alti ay i¢inde hastane yatis1 ve son li¢ ay antibiyotik kullanimi Oykiisii yoniinden
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karsilagtirildiginda, aradaki fark anlamli bulundu (sirasiyla p<0.001, 0.03, <0.001, <0.001,
0.01, 0.001, 0.01) (Tablo 10). Yas, SOFA skoru ve rektal KDKp kolonizasyonu, VIP gelisen
hastalarda mortaliteye katki saglayan bagimsiz risk faktorleri olarak saptandi (sirasiyla OR:

gelisen hastalarda mortaliteye katki saglayan bagimsiz risk faktorleri olarak saptandi (sirasiyla
OR: 1.15, 1.60, 15.21; %95 GA: 1.03-1.28, 1.05-2.43, 2.33-99.01) (Tablo 11).

Tablo 9. VIP Gelisen ve Gelismeyen Hastalarda Prognozun Degerlendirilmesi

VIP Gelisen VIP Gelismeyen
(n =71) (n =106) p
Say1 (%) Say1 (%)
Sagkalim 28 (31.8) 6 (57.5) 0.01
Oliim 43 (48.9) 45 (42.5)

VIP: Ventilatérle iliskili pndmoni.
Antibiyotik Duyarhlik Testleri ve Biyofilm Olusumunun Gosterilmesi

Denenen suslarin MiK degerleri Tablo 12-14’te, biyofilm olusturma &zelliklerine gore
direng oranlar1 Tablo 15-17’de gosterilmistir.

Pseudomonas spp.: Pseudomonas suslarinin en duyarli oldugu iki antibiyotik kolistin
22 (%100) ve sefepim 13 (%59) idi. Buna karsilik en direngli oldugu antibiyotikler olarak
siprofloksasin 15 (%68) ve amikasin 13 (%59) bulundu (Tablo 12).

K. pneumoniae: Etken olarak izole edilen 35 K. pneumoniae susunun 31 (%89)’i
laboratuvar ¢alismalarina dahil edildi. K. pneumoniae suslarinin antibiyogram sonuglarina
gore en duyarli oldugu ilk iki antibiyotik kolistin 26 (%84) ve imipenem 14 (%45.1) iken, en
direngli oldugu antibiyotikler piperasilin-tazobaktam 28 (%90), seftriakson 28 (%90) idi
(Tablo 13).

Acinetobacter spp.: Etken olarak izole edilen 15 Acinetobacter susunun 12 (%80)’si
laboratuvar ¢alismalarina dahil edildi. Acinetobacter suslarinin antibiyogram sonuglarina gére
en duyarli oldugu antibiyotikler kolistin 11 (%92) ile meropenem ve amikasin 1 (%8) idi. Bu
suslarin en direngli oldugu antibiyotikler piperasilin-tazobaktam ve siprofloksasin 12 (%100)
olarak bulundu (Tablo 14).
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Biyofilm Olusumunun Diren¢ Gelisimine Etkisi

Biyofilm olusumu yoniinden tim K. pneumoniae, Pseudomonas ve Acinetobacter

suglart degerlendirildiginde biyofilm yapanlarin orani sirasiyla %94, %63.6, %100 olarak

saptandi.

Tablo 10. VIP Tams1 Almis Olen ve Sag Kalan Hastalarda Demografik ve Klinik

Ozelliklerin Karsilastiriimasi

Oliim Sagkalim
(n=43) (n=28)
Demografik ve Klinik Ozellikler Say1 (%) Say1 (%) P
Yas (y1l) 69.49 +£12.24 | 50.21 +14.46 <0.001
o Kadin 17 (28.6) 8 (39.5)

CInsiyet ¢ e 26 (71.4) 20 (60.5) 0.34
YBU’de kalis siiresi (giin +SS) 33.98 +£19.57 | 36.16 +27.25 0.88
Ventilasyon siiresi (giin £SS) 29.7+19 28.2+ 20 0.60
SOFA skoru 5(1-12) 4 (1-14) 0.01
Charlson komorbidite indeksi 5 (0-13) 2 (0-9) <0.001
VKIi (£SS) 29.7+12.4 26.2 +3.8 0.03
Rektal KDKp kolonizasyonu (n=42) 34 (81) 8 (19) <0.001
Son 6 ayda hastane yatis1 (n=44) 33 (25) 11 (75) 0.001
Son 3 ayda antibiyotik kullanim (n=46) 33 (71.7) 13 (28.3) 0.01
Saglik bakimi 6ykiisii (n=27) 17 (63) 10 (37) 0.74
Sigara kullanim1 (n=35) 20 (57.1) 15 (42.9) 0.56
Birden fazla VIP etkeni olmas1 (n=10) 7 (70) 3 (30) 0.73
VIP etkeninin MDR olmasi (n=50) 33 (66) 17 (34) 0.14
Eslik eden bakteriyemi (n=18) 9 (50) 9 (50) 0.28
Prokalsitonin (ug/It+SS) 26+5.8 1.3£1.2 0.14
CRP (mg/It£SS) 150 +£98.5 158 + 86.2 0.52

VIP: Ventilatorle iliskili pndmoni, YBU: Yogun bakim iinitesi, SOFA: Sequential organ failure assessment,
VKI: Viicut kitle indeksi, KDKp: Karbapeneme direngli K. pneumoniae, MDR: “Multi-drug resistant”, CRP: C-

reaktif protein, SS: Standard sapma.
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Tablo 11. VIP’li Hastalarda Mortaliteye Katki Saglayan Bagimsiz Risk Faktorleri

%95 GA
p OR En Diisiik [ En Yiiksek
Yas 0.01 1.15 1.03 1.28
SOFA skoru 0.02 1.60 1.05 2.43
Charlson komorbidite indeksi 0.95 1.01 0.64 1.58
Rektal KDKp kolonizasyonu 0.004 15.21 2.33 99.01
Hastane yatis1 (son 6 ay) 0.51 2.72 0.13 54.80
Antibiyotik kullanim1 (son 3 ay) 0.98 0.97 0.05 18.23
VKI 0.40 1.04 0.94 1.15

VIP: Ventilatorle iligkili pndmoni , SOFA: Sequential organ failure assessment, KDKp: Karbapeneme direngli K.

pneumoniae, VKI: Viiciit kitle indeksi, OR: Odds ratio, GA: Giiven aralig1

Biyofilm olusumuna gore bakterilerin antibiyotik diren¢ oranlarinda anlamli farklilik

saptanmadi. Biyofilm olusturan suslarda antibiyotiklerin diren¢ oranlari, tiim suslara oranla

genellikle daha disiik saptandi. Yalniz biyofilm olusturan K. pneumoniae suslarinda

meropenem, imipenem ve kolistin diren¢ oranlart digerlerine gére daha yiiksekti. Biyofilm

olusturan Pseudomonas suslarinda antibiyotik diren¢ oranlari biyofilm olusturmayan

Pseudomonas suslarindan daha diisiik bulundu. Pseudomonas suslarimin timii (%100)

kolistine duyarliydi. Biyofilm olusturan Acinetobacter suslar1 arasinda antibiyotik direng

oranlar1 yalnizca kolistinde diisiik bulundu. Bu oranlar meropenem, siprofloksasin ve

amikasinde ayn1 iken piperasilin-tazobaktamda artmist1 (Tablo 15-17).

Tablo 12. Pseudomonas (n=22) Suslarimin MiK Tablosu

Duyarh Orta Direncli
Antibiyotik Say1 (%) | Say1 (%) | Say1 (%) | MiKsy | MiKg | MIK Arahg
Meropenem 8(36.4) | 4(18.2) | 10 (45.4) 8 128 0.12-256
Sefepim 13 (59) 0 (0) 9 (41) 8 32 1.0-64
Aminoglikozid 9 (41) 0 (0) 13 (59) 16 128 2->512
Piperasilin-
tazobaktam 12 (55) 0(0) 10 (45) 16 128 4->512
Siprofloksasin 7 (32) 0(0) 15 (68) 1 32 0.12->512
Kolistin 22 (100) 0 (0) 0 (0) 1 2 0.25-2
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Tablo 13. K. pneumoniae (n=31) Suslarimmin MIK Tablosu

Duyarh Orta Direncli . . )

Antibiyotik Say1 (%) | Say1 (%) | Say1(%) | MIKsg | MIKg | MIK Arahg
Meropenem 10 (31.2) | 11(35.4)| 10(31.2) 4 16 0.25-128
Imipenem 14 (45.1) | 11(35.4) | 6(19.3) 4 16 0.25-128
Ertapenem 7(23) 0 (0) 24 (77.4) 16 64 0.25-256
Seftriakson, 3(9.6) 0 (0) 28 (90.3) 512 512 0.25->512
Sefepim 5(16.1) 1(3.2) 25 (81) 256 512 0.25->512
Seftazidim 4 (13) 2 (9.6) 25 (81) 64 512 0.25->512
Piperasilin-
tazobaktam 2 (6.4) 1(3.2) | 28(90.3) 512 512 4->512
Aminoglikozid | 13 (42) 4 (13) 14 (45) 16 512 0.25->512
Siprofloksasin 5(16.1) 1(3.2) 25 (81) 128 256 0.25->512
Kolistin 26 (84) 0 (0) 5(16.1) 0.25 4 0.25-64
Tablo 14. Acinetobacter (n=12) Suslarinin MiK Tablosu

Duyarh Orta Direngli

Antibiyotik | Say1 (%) |Say1 (%) | Say1(%) | MiKs, | MiKg | MIK Arahg
Meropenem 1(8) 2 (17) 9 (75) 32 64 0.25-64
Piperasilin-
tazobaktam 0 (0) 0 (0) 12 (100) 512 512 64->512
Aminoglikozid 1(8) 0 (0) 11 (92) 256 512 2->512
Siprofloksasin 0 (0) 0 (0) 12 (100) 64 128 16->512
Kolistin 11 (92) 0 (0) 1(8) 0.25 1 0.25-8

Tablo 15. Pseudomonas (n=22) Suslariin Biyofilm Olusturma Ozelliklerine Gére

Diren¢ Oranlar

Biyofilm Biyofilm Toplam
Olusturan (n=14) | Olusturmayan (n=8) (n=22) 0
Antibiyotik Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Meropenem 6 (42.8) 8 (100) 14 (64) | 0.18
Sefepim 5 (35.7) 4 (50) 9 (41) 0.66
Aminoglikozid 7 (50) 6 (75) 13 (59) 0.20
Piperasilin-tazobaktam 5 (35.7) 5 (63) 10 (45) | 0.18
Kolistin 0 (0) 0 (0) 0 (0) -
Siprofloksasin 9 (64.2) 6 (75) 15 (68) 1
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Tablo 16. K. pneumoniae (n=31) Suslarinin Biyofilm Olusturma Ozelliklerine Gore

Diren¢ Oranlan

Biyofilm Biyofilm Toplam

Olusturan (n=29) Olusturmayan (n=2) (n=31) 0
Antibiyotik Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Meropenem 10 (34.4) 0 (0) 10 (32.2) 1
Impenem 6 (21) 0 (0) 6 (19.3) 1
Ertapenem 22 (76) 2 (100) 24 (77.4) 1
Seftazidim 23 (79.3) 2 (100) 25 (81) 1
Sefepim 23 (79.3) 2 (100) 25 (81) 1
Seftriakson 26 (90) 2 (100) 28 (90.3) 1
Piperasilin- 26 (90) 2 (100) 28 (90.3) 1
tazobaktam
Siprofloksasin 23 (79.3) 2 (100) 25 (81) 1
Aminoglikozid 13 (45) 2 (100) 15 (48.3) 0.22
Kolistin 5(17.2) 0 (0) 5(16.1) 1

Tablo 17. Acinetobacter (n=12) Suslariin Biyofilm Olusturma Ozelliklerine Gére

Diren¢ Oranlar:

Biyofilm Biyofilm Toplam
Antibiyotik Olusturan (n = 12) Olusturmayan (n= 0) (n=12)

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Meropenem 9 (75) 0 (0) 9
Aminoglokozid 11 (91.7) 0 (0) 11 (91.7)
Piperasilin- 11 (91.7) 0 (0) 11 (91.7)
tazobaktam
Siprofloksasin 12 (100) 0 (0) 12 (100)
Kolistin 1(8.3) 0 (0) 1(8.3)
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MBIK ve MBEK Arastiriimasi

MBIK ve MBEK etkileri P. aeruginosa, K. pneumoniae ve Acinetobacter suslarinda
biyofilm olusturdugu tespit edilen iki karbapeneme direngli MDR, bir karbapeneme duyarl
MDR, iki kolistine diren¢li ve bir antibiyotiklerin tiimiine duyarli toplam alt1 adet susla
calisildi. MBIK ve MBEK etkileri meropenem, kolistin ve siprofloksasin antibiyotiklerinde
aragtirildu.

Calisilan alt1 susun tiimiinde MBEK degerleri MBIK degerlerinden daha yiiksek
bulundu. P. aeruginosa suslarinda MBIK ve MBEK degerleri siprofloksasin MiK degerlerine
yakin diizeyde ve daha yiiksek bulundu. Bunun disinda test edilen diger biitiin bakterilerde
MBIK ve MBEK diizeyleri antibiyotik MIK degerlerinden en az dort kat olmak iizere ¢ogu
kez 1000 katin tizerindeydi (Tablo 18).

Tablo 18. ikiser P. aeruginosa, K. pneumoniae ve Acinetobacter Susunun Meropenem,
Siprofloksasin ve Kolistin i¢cin MIK, MBiK ve MBEK Degerleri

Sus No. Antibiyotik MIiK MBIK MBEK

Meropenem 16 8192 >8192

P11 Siprofloksasin 2 256 512
Kolistin 1 8912 >8192
Meropenem 4 >8192 >8192

P18 : :

Siprofloksasin 4 8 16

Kolistin 2 16 64
Meropenem 16 4096 >4096
A10 Siprofloksasin 128 >4096 >4096
Kolistin 1 >4096 >4096
Meropenem 32 >8192 >8192
A13 Siprofloksasin 128 >8192 >8192
Kolistin 8 >4096 >4096
Meropenem <0.25 >2048 >2048
KT Siprofloksasin 0.5 4096 >4096
Kolistin 1 512 1024
Meropenem 16 >8192 >8192
K11 Siprofloksasin 64 >8192 >8192
Kolistin 8 >8192 >8192

P11, P18: 11 ve 18 numaral P. aeruginosa susu; A10, A13: 10 ve 13 numarali Acinetobacter susu; K7, K11: 7
ve 11 numaral K. pneumoniae susu.. MiK: Minimum inhibitér konsantrasyon, MBIK: Minimum biyofilm inhibe
edici konsantrasyon, MBEK: Minimum biyofilm eradike edici konsantrasyon.
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Sinerji Testleri

MBEK degerini bildigimiz P. aeruginosa, K. pneumoniae ve Acinetobacter
tirlerinden secilen Dbirer susta meropenem-kolistin ve meropenem-siprofiloksasin
kombinasyonlarinin biyofilm i¢indeki etkilerinin goriilmesi amaciyla dama tahtas1 ve zamana
bagli 6ldiirme yontemleri ¢aligildi (Tablo 19 ve 20). Sinerji testi sonucunda biyofilm disindaki
serbest formlarda meropenem ve siprofloksasin kombinasyonunda “aldirmazlik” goriiliirken
biyofilm formunda “sinerjik etki” goriildii. Zamana bagl 6ldiirme yonteminde de sinerjik etki
bu kombinasyon i¢in K. pneumoniae ve Acinetobacter suslarinda saptandi (Tablo 19). P.
aeruginosa, K. pneumoniae ve Acinetobacter suslarinda zamana bagli 6ldiirme yontemiyle
meropenem-kolistin ve meropenem-siprofloksasinin farkli konsantrasyonlarinda sinerjik etki
tespit edildi. K. pneumoniae, P. aeruginosa ve Acinetobacter suslarinda meropenem-kolistin
ve meropenem-siprofloksasinin farkli konsantrasyonlarindaki etkinlikleri degerlendirildiginde
K. pneumonaie suslarinda meropenem-kolistin igin test edilen her konsantrasyondaki etkileri
ayni iken, meropenem-siprofloksasin kombinasyonunda 1024/128 mg/It ile sinerji, 512/126

mg/It konsantrasyonunda aldirmazlik etkisi saglandi (Tablo 20).

Tablo 19. Denenen Birer P. aeruginosa, Acinetobacter ve K. pneumoniae Susu I¢in
Meropenem-Kolistin ve Meropenem-Siprofiloksasin Kombinasyonlarinin Serbest Form
Uzerine ve Biyofilm Tabakas1 Uzerine Dama Tahtas1 ve Zamana Bagh Oldiirme
Yontemlerine Gore Etkileri*

Serbest Form Uzerine Etki Biyofilm Tabakasi Uzerine Etki

Zamana Bagh Oldiirme
Yontemi

Dama Tahtas1 Yontemi Dama Tahtas1 Yontemi

P18 | Sinerji Aldirmazlik Sinerji Sinerji Bakterisid Aldirmazlik
A10 | Sinerji Aldirmazhik Sinerji Sinerji Aldirmazlhik | Sinerji
K7 | Aldirmazlik | Aldirmazlik Aldirmazlhik | Sinerji Aldirmazlik | Sinerji

*Etki sekilleri FIK indeksine gore belirlenmistir. FIK indeksi dama tahtasi yontemi sonuglarma gore
hesaplanmistir. Zamana bagl 6ldiirme yontemi i¢in kombinasyon iginde kullanilan antibiyotik dozlar1 dama
tahtas1 yonteminde sinerji gosteren iki farkli kombinasyona gore belirlenmistir.

P18: 18 numarali P.aeruginosa susu, A10: 10 numarali Acinetobacter susu, K7: 7 numarali K. pneumoniae susu.
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Tablo 20. Denenen Birer P. aeruginosa, Acinetobacter ve K. pneumoniae Susu i¢in

Meropenem-Kolistin ve Meropenem-Siprofiloksasin Kombinasyonlariin Biyofilm

Tabakasina Dama Tahtasi ve Zamana Bagh Oldiirme Yontemlerine Gore Etkileri*

Sus Dama Tahtas1 Yontemi Zamana Bagh Oldiirme Yontemi
N2 Meropenem- | Meropenem- | Meropenem- it Meropenem- it
Kolistin Siprofloksasin Kolistin Siprofloksasin
R Bakterisid | 256/16 | Aldirmazlik | 512/16

P18 | Sinerji Sinerji Bakterisid 512/64 | Aldirmazhik | 256/32
Aldirmazhik | 512/512 | Sinerji 512/512

Al0 | Sinerji Sinerji Aldirmazlik | 256/1024 | Sinerji 256/1024
Aldirmazlik | 512/4096 | Sinerji 1024/128

K7 | Aldirmazlik | Sinerji Aldirmazlik | 256/4096 | Aldirmazlik 512/256

*Etki sekilleri FIK indeksine gore belirlenmistir. FIK indeksi dama tahtasi ydntemi sonuglarina gore
hesaplanmistir. Zamana bagli 6ldiirme yontemi i¢in kombinasyon i¢inde kullanilan antibiyotik dozlar1 dama
tahtas1 yonteminde sinerji gosteren iki farkli kombinasyona gore belirlenmistir.

P18: 18 numarali P. aeruginosa susu, A10: 10 numaral1 Acinetobacter susu, K7: 7 numarali K. pneumoniae

susu.
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P. aeruginosa (No. 18)
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Saat

Sekil 4. 18 numarali P. aeruginosa susunun meropenem 256 mg/It, kolistin 16 mg/It ve
meropenem-kolistin birlikte uygulandiginda zamana bagli 61diirme grafigi.

X ekseni: oldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.

P. aeruginosa (No. 18)
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Saat

Sekil 5. 18 numarali P. aeruginosa susunun meropenem 512 mg/It, kolistin 64 mg/It ve
meropenem-kolistin birlikte uygulandiginda zamana bagh 6ldiirme grafigi.

X ekseni: dldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.
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P. aeruginosa (No. 18)
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Sekil 6. 18 numarali P. aeruginosa susunun meropenem 512 mg/It, siprofloksasin 16 mg/It ve
meropenem-siprofloksasin birlikte uygulandiginda zamana bagh 6ldiirme grafigi.

X ekseni: 6ldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.

P. aeruginosa (No. 18)
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S 34 - Meropenem 256 (mg/lt)
2 -&- Siprofloksasin 32 (mg/lt)
1A Meropenem + Siprofloksasin
0 T T T I: : T

0 2 4 6 8 9 24
Saat

Sekil 7. 18 numarali P. aeruginosa susun meropenem 256 mg/lt, siprofloksasin 32 mg/It ve
meropenem-siprofloksasin birlikte uygulandiginda zamana bagh 6ldiirme grafigi.

X ekseni: 6ldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.
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Acinetobacter sp. (No0.10)
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Meropenem + Kolistin
3_
2 T T T | T
0 2 4 6 89 24

Sekil 8. 10 numarali Acinetobacter susunun meropenem 512 mg/1t, kolistin 512 mg/It ve
meropenem-kolistin birlikte uygulandiginda zamana bagh 6ldiirme grafigi.

X ekseni: oldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.

Acinetobacter sp. (No0.10)
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Sekil 9. 10 numarali Acinetobacter susunun meropenem 256 mg/lt, kolistin 1024 mg/It ve
meropenem-kolistin birlikte uygulandiginda zamana bagli 6ldiirme grafigi.

X ekseni: dldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.
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Acinetobactersp. (No0.10)
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Meropenem + siprofloksasin

Sekil 10. 10 numarali Acinetobacter susunun meropenem 512 mg/It, siprofloksasin 512 mg/It
ve meropenem-siprofloksasin birlikte uygulandiginda zamana bagh 6ldiirme grafigi.

X ekseni: 6ldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.

Acinetobactersp. (N0.10)
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Kontrol

* Meropenem (256 mg/lt)

Siprofloksasin (1024 mg/lt)

Meropenem + Siprofloksasin

Sekil 11. 10 numarali Acinetobacter susunun meropenem 256 mg/lt, siprofloksasin 1024
mg/It ve meropenem-siprofloksasin birlikte uygulandiginda zamana bagl 6ldiirme grafigi.

X ekseni: 6ldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.
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K. pneumoniae (No. 7)
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Sekil 12. 7 numarali K. pneumonaie susunun meropenem 512 mg/It, siprofloksasin 256 mg/It
ve meropenem-siprofloksasin birlikte uygulandiginda zamana bagl 6ldiirme grafigi.

X ekseni: 6ldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.

K. pneumoniae (No. 7)
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Sekil 13. 7 numarali K. pneumonaie susunun meropenem 1024 mg/It, siprofloksasin 128
mg/It ve meropenem-siprofloksasin birlikte uygulandiginda zamana baglh 6ldiirme grafigi.

X ekseni: 6ldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.
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K. pneumoniae (No. 7)
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Sekil 14. 7 numarali K. pneumonaie susunun meropenem 512 mg/It, kolistin 4096 mg/It ve
meropenem-kolistin birlikte uygulandiginda zamana bagl 6ldiirme grafigi.

X ekseni: 6ldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri.

K. pneumoniae (No. 7)
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Sekil 15. 7 numarali K. pneumonaie susunun meropenem 256 mg/It, kolistin 4096 mg/It ve
meropenem-kolistin birlikte uygulandiginda zamana bagl 6ldiirme grafigi.

X ekseni: 6ldiirme zamani, Y ekseni: koloni sayisinin logaritmik degerleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada iigiincii basamak bir YBU’de yatan ve VIP gelisen hastalarda etyolojik,
klinik ve tedavi yanitlar1 incelenmis, etken bakterilerin biyofilm yapma o6zellikleri
arastirilarak bunlarin tedavi yanitlarin1 6nemli dl¢ilide etkiledikleri ortaya konulmustur.

YBU’lerde gelisen infeksiyonlar morbidite ve mortalitenin yan1 sira tedavi maliyetini
de 6nemli oranda artiran en yaygin sorunlardan biridir. VIP’ler YBU’lerde mortaliteye en
fazla katkida bulunan infeksiyonlar arasindadir (64,65). YBU’lere gore degismekle birlikte
ABD’de genel YBU’de ortalama VIP hiz1 NHSN verilerine gore 1000 ventilator giiniinde 0.7
dir (12). 25 farkli Avrupa tlkesinde yapilan ¢ok merkezli bir calismada major kalp cerrahisi
uygulanan hastenelerdeki VIP insidanst 19.3 olarak bildirilmistir (66). Uluslararasi
Nozokomiyal Infeksiyon Kontrol Konsorsiyumu’nun verilerine gore gelismekte olan Avrupa
iilkelerde binde 1.1 ile 16.8 arasinda ve Ulusal Hastane Infeksiyonlar1 Siirveyans (UHESA)
Ag1 2015 yili siirveyans verilerine gore de iilkemizde 1000 ventilator giiniinde 6.3 olarak
bildirilmistir (13,64). Hastanemizin 2015 siirveyans verilerine gore genel YBU’de VIP hiz1
8.8 olarak tanimlanmistir. Calismamizin yapildigi doéneme ait VIP hizi da 8.6 olarak
saptanmustir. Sonuglarimiz bir énceki ¢alismayla karsilastirildiginda VIP gériilme oran1 daha
diistik (8.6), ABD verilerine oranla daha yiiksek (0.7) bulunmustur. Bu farkliligin, hastalarin
komorbidite faktorlerine hastane kosullarina, etken dagilimina ve bu etkenlerin antibiyotik
duyarlilik paternlerindeki degisiklige bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Lokal epidemiyolojik 6zelliklerin degisimi VIP gériilme sikligini etkilemekle birlikte,
hangi etkenle olursa olsun, VIP gelisen hastalar YBU sartlarinin daha fazla riskine maruz
kalmaktadir. Bu riskler daha fazla girisim ve ventilasyon siiresi, daha fazla antibiyotik
kullanimi1 ve daha uzun siireli hastane yatisidir.

CDC verilerine gore VIP gelisen hastalarda ortalama ventilasyon siiresi, YBU’de yatis
siiresi VIP gelismeyen hastalara oranla daha yiiksek bulunmustur. Benzer sonuglar
Avrupa’dan, Cin’den ve iilkemizden de bildirilmistir (6,8,67-71). Karatas ve arkadaslari
(71)’nin yapmis oldugu bir calismada ortalama ventilasyon siiresi 23.5 + 10.3 giin, YBU’de
yatig siiresi 26.7 + 16.3 giin, calismamizda ise bu degerler sirasiyla 22 (3-90) giin, 29 (3-107)
giin olarak bulunmustur. Calisma sonuglarimizla ortiisen bu durum, ventilator siiresinin
uzamastyla VIP gelisminin arttigini gosteren calismalarla uyumlu bulunmustur. Bunun
disinda ¢alismamiz sigara aligkanligi, antibiyotik kullanimi ve trakeostomi agilmasi gibi

faktorlerin VIP li hastalarda daha yaygin oldugunu géstermektedir.
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Hastalarn YBU’ye vyatirilma nedenleri VIP gelisimi iizerine dogrudan etkili
olabilmektedir. But ve Junior tarafindan yapilan calismalarda, benzer sekilde VIP gelisen
hastalarin solunum yetmezligiyle YBU’ye yatirilma orani daha yiiksek saptanmistir (69,72).
Bu durum hastalarin daha fazla solunum deste§ine gereksinim duymalari ve ventilator
kullanmak zorunda kalmalariyla aciklanabilir. Ancak ¢alismada VIP gelismeyen hastalara
oranla diger yatig gerektiren nedenlerde bir farklilik saptanmamustir.

VIP gelisen hastalarda uzun siireli ventilator kullanimimin neden oldugu mukozal hasar
ve barotravmalar lokal kolonizasyonu, mikroaspirasyonu ve infeksiyon gelisimini
artirmaktadir (4,73,74). Benzer sekilde yapilan calismalar ventilatér uygulanmayan YBU
hastalarinda da antibiyotiklere direngli bakteri kolonizasyonunun arttigin1 gostermektedir (75).
Karbapeneme direngli enterik bakteri (KDEB) kolonizasyonu VIP gelisen hastalarda tedavi
yanitlari1 daha olumsuz etkilemekte, tedavi seceneklerini 6nemli oranda sinirlamaktadir
(76,77).

VIP gelisen hastalarda KDEB kolonizasyonunun yaygin oldugu ve bu hastalarda
mortalitenin daha fazla gorildigi bildirilmistir (78,79). Ling ve arkadaslar1 (80) tarafindan
yapilan bir calismada KDEB kolonizasyonu bulunan hastalarin kontrol grubuna oranla 3.5 kat
daha mortal seyrettigi bildirilmistir. Calismanmizda VIP gelisen hastalarda rektal KDKp
kolonizasyonu VIP gelismeyen grupla karsilastirildiginda anlamli (p<0.001) bulunmakla
birlikte, VIP gelisimine (p=0.001) ve VIP gelisen hastalarda mortaliteye katki saglayan
(p=0.004) bagimsiz risk faktorii olarak da tanimlandi.

VIP gelisen hastalarda Gram-negatif bakteriler tiim etkenler arasinda %95 oraninda
yer almaktadir. Lokal epidemiyolojik faktorlerin antibiyotik kullanma politikalarinin
etkiledigi bu dagilim Gram-negatif bakteriler arasinda antibiyotik diren¢ sorununu 6n plana
¢ikartmaktadir. Bu da 6zellikle YBU’lerde son donemlerde daha ciddi sorunlara neden olan
KDEB’lerin neden oldugu VIP tedavisini dnemli oranda kisitlamaktadir.

VIP gelisen hastalarda prognozun degerlendirildigi ¢alismalarda YBU’lerde kalis
sliresi ve ventilasyon siiresinin daha uzun oldugu bildirilmistir (6,67,71). Her iki siirenin
uzamasi antibiyotiklere direngli bakteri kolonizasyonu agisindan hastalar1 daha duyarli hale
getirmekte, daha fazla invazif islem nedeniyle hem kolonizasyon hem de infeksiyon olasiligi
artmaktadir. Calismamizda VIP gelisen hastalarda YBU’de kalis siiresi ve ventilasyon
stiresinin daha uzun olarak saptanmasi diger ¢calismalarla uyum gostermektedir.

YBU’de bulunan ve VIP gelisen hastalarda, VIP gelismeyenlere oranla mortalite
siklig1 daha fazladir. YBU’de gelisen diger infeksiyonlarin mortalite gelisme siklig1 iiriner
sistem infeksiyonlarinda %35, bakteriyemi-sepsiste %37 ve VIP’te %45 olarak bildirilmistir
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(65). Benzer sekilde baska ¢alismalarda da VIP kaynakli mortalitenin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir (81,82). Bunun olas1 nedenleri arasinda hastalara ait komorbid faktorler,
ventilasyona bagli barotravmalar sonucu mukozal hasarlanma, solunum yolunda koruyucu
epitel biitiinliigiiniin bozulmas1 ve mukosiliyer aktivite kaybi, VIP’e neden olan bakteri florasi
ve antibiyotik direng paterni sayilabilir (83-86).

Bununla birlikte VIP gelisen hastalarda asil sorun izole edilen bakterilere y&nelik
uygun antibiyotiklerin kullanilmasina ragmen yeterli tedavi yanitinin alimmmamasidir
(52,87,88). Bunun 6nde gelen nedeni etken bakterilerinin ¢ogunun biyofilm olusturmasi ve in-
vitro sartlarda etkili oldugu gosterilen antibiyotiklerin in-vivo ortamlarda biyofilm iizerine
yeterli etkinligi gosterememesidir (89,90).

Biyofilm, bakteriler tarafindan bulundugu ortamda varligini siirdiirebilmek ve
adaptasyonu kolaylastirmak igin gelistirilen dogal bir mekanizmadir. Bu yapinin antibiyotik
gecigini engelleyici 6zelligi tedavi sansini ¢ogu kez ortadan kaldirmaktadir. Yapilan
caligmalarda biyofilm gelisimi Ozellikle protez cihazlari, vaskiiler kateter uygulamalari
sonucunda yabanci cisim etrafinda daha fazla gelismektedir. VIP, intiibe olan hastalarda
kolonize olan bakterilerin biyofilm yapma potansiyelini artirmakta, bu da bakterinin daha
fazla korunma mekanizmasina sahip olmasina neden olmaktadir. Biyofilm tabakasina erisen
ve burada konsantrasyonu azalan antibiyotiklere karsi, bakteri genetik mekanizmalarini
harekete gegirerek adaptif siireci baglatmaktadir. Bu durum bakterinin ortamda bulunan
antibiyotiklere kars1 direng gelistirme mekanizmasina katki saglamaktadir. Sonug itibariyle
biyofilm yalnizca bakterinin bulundugu ortamda yasamsal adaptasyonu saglamak ve varligini
devam ettirecek bir korunma mekanizmasi degil ayn1 zamanda infeksiyon acisindan onu daha
viriilan kilan ve antibiyotik direng¢ gelisimine de katki saglayan olduk¢a onemli bir yapidir
(41,42,47,48).

Biyofim infeksiyona neden olan bircok bakteri tarafindan salgilanmaktadir. Yapilan
bir ¢alismada YBU’de yatan infekte ve kolonize hastalarin solunum yolu drneklerinden elde
edilen A. baumannii suslarmin %48’inin biyofilm olusturdugu saptanmistir (91). iki merkezin
katilimiyla gerceklesen bir ¢alismada farkli infeksiyon bolgelerinden alinan 6rneklerden elde
edilen K. pneumoniae suslarinin biyofilm yapma kapasitesi %93.6 iken solunum yollarindan
izole edilen suslarda %100 olarak bulunmustur (91). Yanik dokularindan elde edilen
orneklerde ise biyofilm salgilama potansiyeli P. aeruginosa’da %73.8, K.
pneumoniae’de %71 ve A. baumannii’de %40 olarak saptanmistir (92). Calismamizda
Pseudomonas spp., K. pneumoniae, Acinetobacter spp.’de  biyofilm yapma orani

sirastyla %63.6, %94, %100 olarak saptanmis olup diger calismalarla kismen uyumlu
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bulunmustur. Farkliligin lokal epidemiyolojik faktorler ve antibiyotik kullanimlariyla iliskili
olabilecegi diistintilmektedir.

Bakterilerin biyofilm nedeniyle antibiyotik duyarlilik paternlerini belirlemede farkli
bir yontem gerekmektedir. Bu islem MBEK degerinin belirlenmesi olup, biyofilmin
antibiyotik duyarliligina etkisi daha rasyonel degerlerle ortaya konmaktadir. Calismamizda
Pseudomonas suslarinin antibiyotik duyarliligi biyofilm olusturmayan grupta daha yiiksek
saptanmis olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonuglar biyofilm
tabakasinin antibiyotik direnci {izerine olumsuz etkileriyle celismektedir. Bu durumun
Pseudomonas suslarmin yapisal Ozelliklerinden kaynaklanabilecegi, bakterinin serbest
formlariin daha mukoid yap1 gostermesiyle ve viriilans faktorlerini daha fazla kullanmasiyla
iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (93). Direngli K. pneumoniae suslarinin arasinda
meropenem, imipenem ve kolistine direngli olarak bulunan suslarin tamami biyofilm
olusturmaktaydi. Buna karsin diger antibiyotiklerde diren¢ oranlari biyofilm olusturan
suslarda daha diigsiik bulunmustur. Ancak K. pneumoniae suslari i¢in bu degerlerin higbiri
anlamli diizeyde degildir. Bu durum K. pneumoniae suslarinin antibiyotik direncine biyofilm
olusumunun katkis1 olmadig1 seklinde yorumlanabilir.

Acinetobacter suslarinda izole edilen tiim suslarin biyofilm olusturdugu goriilmiistiir.
Bu suslar ayni zamanda antibiyotiklere de yiiksek oranda direng gelistiren suslardir.
Acinetobacter suslar1 iginde biyofilm olusturmayan herhangi bir susun yer almamasi
antibiyotik direncine biyofilm tabakasinin dogrudan katki sagladigi seklinde yorumlanabilir.
Ancak bu konuda daha gercek¢i yorum yapabilmek i¢in daha fazla susla calismak ve bu
mekanizmay1 daha 1yi tantmlamak gerekecektir.

Calismamizda Acinetobacter spp. disinda biyofilmin antibiyotik direnciyle herhangi
bir iligkisi saptanmamistir. Acinetobacter  suslarinda biyofilm olusturmayan direngli
popiilasyonun bulunmamasi biyofilmin antibiyotik direnci tizerindeki iliskisini objektif olarak
ortaya koymamizi engelleyen bir durum teskil etmektedir. Bununla birlikte sonuglarimiz
biyofilmin tek basina antibiyotik diren¢ gelisimine neden olmayacagini diisiindiirmektedir.
Yine de biyofilm dogrudan antibiyotik direncine neden olmasa da, antibiyotiklerin
etkinligini ve biyoyararlanimini sinirlamaktadir (94).

Her ne kadar biyofilm dogrudan antibiyotik direncine neden olmasa da direng
diizeyinin artisina katki saglayabilir. Bunu belirlemek iizere yapilan MBIK ve MBEK
testlerinde her ii¢ grup bakteriden degisik Ozelliklere sahip ikiser tanesi test edilmistir. Bu
suslarin timi biyofilm olusturan, iki karbapeneme direncli MDR, bir karbapeneme duyarli

MDR, iki kolistine direngli ve bir tiim antibiyotiklere duyarli olmak iizere toplam alt1 sustur.
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MBIK ve MBEK yoniinden test edilen meropenem, kolistin ve siprofloksasin agisindan her
iki deger siprofloksasin igin serbest formdaki susun MIK degerlerinden en az 4 kat, buna
karsilik diger antibiyotiklerin MiK degerinden en az 100 kat daha yiiksek bulunmustur. Bu
durum tek basina biyofilm olusturan bakterilerde 6zellikle meropenem ve kolistine karsi
direng diizeyinin 6nemli oranda artisina katkida bulundugu seklinde yorumlanabilir.

MBIK ve MBEK degerlerinin serbest formdaki bakterilerin MIK degerlerinden en az
100 kat yiiksek olmasi tedavi sonuglarmnin olumsuzlugunu dogrudan etkilemektedir. Bu
durum bir anlamda MIK sonuglarina gére o bakteri igin etkin oldugu saptanan antibiyotiklerin
tedavi yetersizligi ve klinik durumun diizelmemesini de aciklayabilir. Ozellikle YBU gibi
infeksiyonlar agisindan son derece riskli alanlarda bulunan hastalarin infeksiyon tedavilerinde
izole edilen bakterilerin MBIK ve MBEK degerlerinin saptanmasinin, MIK sonuglarina oranla
daha rasyonel sonuclar ve tedavi basarisi i¢in daha biiyiik katkis1 olmaktadir.

Calismamizda MBIK ve MBEK sonuglar1 tedavi agisindan bir antibiyotigin tek basina
yetkinligini ortaya koyamayacagini gdstermektedir. Bu durum tedavide birden fazla
antibiyotik kullanimin1 zorunlu kilmaktadir. Dama tahtast ve zamana bagli O6ldiirme
yontemiyle yapilan sinerji testleri birden fazla antibiyotik kullanimimin in vitro sonuglarini en
iyi gosteren yontemlerdir (95-97). Calismamizda biyofilm olusturan suslarda yapilan sinerji
testlerinde, serbest formdaki suslarda yapilan test sonuglarina gore genellikle daha yiiksek
etkinlik elde edildi. Meropenem ve kolistin kombinasyonuyla P. aeruginosa suslarinin
biyofilm ve serbest formlarinda sinerji ve bakterisid etki saglandi. Bu acidan
degerlendirildiginde serbest formlarda elde edilen sinerji test sonuglart biyofilm formundaki
suslarda kullanilan her iki yontem sonuglariyla uyumlu bulundu. Ayni kombinasyonun dama
tahtas1 yontemiyle Acinetobacter suslari iizerinde saptanan etkinligi her iki formda sinerjik
etkili bulundu. Bununla birlikte zamana baglh 6ldiirme yonteminde farkli konsantrasyonlarda
aldirmazlik etkisi saptandi. Dama tahtas1 ve zamana bagli 6ldiirme yontemi arasinda ortaya
cikan farkli sonuclar benzer ¢alismalarda da gosterilmistir. Bu durum dama tahtasi
yonteminin uygulayict hatalarima daha agik olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bununla
birlikte test sonuglar1 degerlendirilirken sonuglarin tutarliligini saglamak amaciyla testlerin
tekrar edilmesi gerekebilir (95).

Meropenem ve kolistin kombinasyonunun K. pneumoniae suslarinin serbest ve
biyofilm formlarinda tiim yontemlerle aldirmazlik etkisi gosterdigi saptandi. Bu durum
meropenem ve kolistinin K. pneumoniae kaynakli VIP olgulariin tedavisinde uygun bir
secenek olmadigini ve biyofilm iizerine herhangi bir etksinin bulunmadigini1 gostermektedir

(96). Meropenem-kolistin kombinasyonunun etkinligi konusunda Laishram ve arkadaslar
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tarafindan yapilan bir ¢alismada ¢alismamizdan farkli olarak K. pneumoniae suslarinin serbest
formlarinda sinerjik etki saptanmistir.

Antibiyotik kombinasyonlarinin bakteriler iizerine olan etkinlik farkliligi cesitli
calismalarda vurgulanmaktadir (98). Benzer sckilde meropenem ve siprofloksasin
kombinasyonlarinin P. aeruginosa suslarina karsi sinerjik etkinligini one siiren ¢alismalarin
(99) yani sira, ayn1 kombinasyonun ayni P. aeruginosa suslarinda aldirmazlik etkisini
gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir (100,101). Bu durum ¢alisma yonteminden
kaynaklanabilecegi gibi bakterinin sahip oldugu diren¢ mekanizmalarinin tiirii, sayis1 ve
antibiyotiklere karst MiK degerleriyle de iliskili olabilir.

Meropenem ve siprofloksasin kombinasyonu serbest formlarda aldirmazlik etkili iken
biyofilm tabakasi iizerine suslarin tamaminda sinerjik etkili bulunmustur. Buna karsilik
zamana bagli Oldiirme yontemine gore farkli kombinasyonlarda yapilan c¢aligmalarda
aldirmazlik  etkisiyle karsilasilmistir. Bu  sonuglar meromenem ve siprofloksasin
kombinasyonunun biyofilm ve serbest formlardaki suslarda farkli etki olusturdugunu
gostermektedir. Farklt sonu¢ ayni zamanda biyofilm formundaki susta dama tahtasi ve
zamana bagli 6ldiirme yontemleri arasinda da ortaya ¢ikmistir. Yapilan calismalarda her iki
yontemden kaynaklanan farkli sonuglar olabilecegi, bu durumun dama tahtas1 yonteminin
uygulayict hatalarina daha agik bir test olmasiyla gerceklesebilecegi bildirilmistir (95).
Bununla birlikte K. pneumoniae suslarinda ayni kombinasyonun etkileri doza bagh
degiskenlik gostermistir. Meropenem dozunun artirildigi konsantrasyonlarda sinerjik etki elde
edilmigtir. Buna karsililk meropenem konsantrasyonunun azaltilip  siprofloksasin
konsatrasyonunun arttirildigi durumda aldirmazlik etkisi saptanmistir. Bu durum meropenem
ve siprofloksasin kombinasyonunun antibiyotik konsantrasyonlarina gore K. pneumoniae
suslarindaki etkilerinin degisebilecegini, meropenem konsantrasyonunun burada daha
belirleyici olacagmi diislindiirmiistiir. Yapilan bir ¢aligmada meropenem ve siprofloksasin
kombinasyonunun P. aeruginosa suslarinda sinerjik, A. baumannii suslarinda aldirmazlik
etkili (99) bir diger ¢alismada ise her iki bakteride de bu kombinasyonun sinerjik etkili oldugu
bildirilmistir (91).

Meropenem ve siprofloksasin kombinasyonunun her {i¢ susun serbest formlarinda
aldirmazlik etkisine karsilik biyofilm formlarinda daha etkili olmast dikkat cekicidir. Bu
durum daha Once yapilan calismalarda One sirildiigii gibi siprofloksasinin biyofilm
tabakasina olan etkinligiyle iligkilendirilebilir (102,103).

Sonu¢ olarak hastane infeksiyonlarinin yaygin nedenleri arasinda yer alan P.

aeruginosa, Acinetobacter spp., K. pneumoniae gibi bakterilerin biyofilm olusturma
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potansiyelleri ve bunlara bagl antibiyotik etkilerinin degisebilecegi goz Oniinde
bulundurulmalidir. Bu bakterilerin neden oldugu ciddi infeksiyonlarin tedavisinde biyofilm
varhgmin arastirilmasi, antibiyotik duyarliliklarmin saptanmasi icin MBIK ve MBEK
degerlerinin belirlenmesi tedavi basaris1 agisindan daha dogru bir yaklasim olacaktir.

Calismamiz VIP gelisen hastalarda yalmzca klinik bulgular degil ayn1 zamanda etken
bakterilerin biyofilm 6zellikleri ve bunlarin tedavi yanitina etkisini de ortaya koymasi
acisindan farkli katkilar sunmaktadir. Bakterilerin biyofilm yapma 6zellikleri ¢alismamizda
ortaya konulmus, bunlarin tedavi yanitin1 carpici sekilde etkiledigi laboratuvar ortaminda
gosterilmistir. Bununla birlikte ¢calismay1 kisitlayan bazi durumlar s6z konusudur. Bunlardan
ilki ¢calismamizin bir yillik siire i¢inde kisithi hasta sayisiyla yapilmis olmasidir. Calismanin
daha fazla say1 ve Dbakteri tiriiyle gerceklestirilmis olmasi sonuglarimizi daha rasyonel
kilabilirdi. Bunun disinda biyofilm olusumu ve bunlar iizerinde antibiyotik kombinasyon
etkinligini gosteren testler smirhi sayidaki bakterilerle gerceklestirilmistir. Test edilen
bakterilerin antibiyotik diren¢ profillerinin farkli suslardan tercih edilmesi her ne kadar
homojen bir dagilim saglamasi ve genel bir fikir olusmasma katkida bulunsa da, tim
bakterilerin daha fazla antibiyotik kombinasyonlariyla arastirilmasi bu g¢alismanin veri
icerigini daha zengin hale getirebilirdi. Ancak gerek biyofilm olusumunun gosterilmesi gerek
bakterilere antibiyotik kombinasyonlarinin etkinligini gosteren testlerin uzun zaman ve ugrasi
gerektirmesi bu ¢aligmanin sinirlanmasina neden olmustur.

Bununla birlikte VIP gibi mortalite ve morbiditesi oldukca yiiksek olan hastane
infeksiyonlarinin tedavisinde etken bakterilerin yiiksek biyofilm yapma potansiyelleri goz ardi
edilmemelidir. Bunlar1 laboratuvar sartlarinda belirlemek ve antibiyotik kombinasyonlarinin
biyofilm iizerine etkinligini tayin etmek rutin laboratuvarlarda kullanilabilecek bir yontem
olmadigindan, bunlar test edilebilecek pratik yaklasimlar ve cihazlarin 6nemi ve gerekliligi
bu calismayla One c¢ikmaktadir. Rutinde kullanilabilecek pratik bir yontem rasyonel
antibiyotik kullanimima o6nemli katki saglayacak, antibiyotik direnci gelisiminde olumlu
sonuglara neden olarak tedavi basarisin1 dogrudan etkileyebilecektir.

Sonug olarak YBU’de yatan ve VIP gelisen hastalarm degerlendirildigi bu c¢alismada
klinik ve laboratuvar verileri iizerinden 6nemli ¢ikarimlar saglanmistir. Bunlar:
1. VIP gelisen hastalarda YBU’de yats siiresi ve ventilasyon siiresi VIP gelismeyen
hastalara oranla daha uzundur.
2. VIP gelisimi agisindan ventilasyon siiresi, rektal KDKp kolonizasyonu ve sigara

kullanimi bagimsiz risk faktorleri olarak saptanmistir.
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10.

11.

VIP gelisimi hastalarin YBU’ye yatis tanilar1 ve ek sistemik hastaliklarindan bagimsiz
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

VIP gelisen hastalarda rektal KDKp kolonizasyonu, VIP gelismeyen hastalarla
kiyaslandiginda daha fazladir.

VIP gelisen hastalarin yaklasik %88’inde etken K. pneumoniae, Pseudomonas spp. ve
Acinetobacter spp. idi. Ustelik bu suslarm sirasiyla %94, %63.6, %100’niin biyofilm
olusturdugu gozlenmistir.

VIP gelisen ve gelismeyen hastalarda sagkalim ve mortalite sonuglar
karsilastirildiginda mortalitenin VIP gelisenlerde anlamli diizeyde yiiksek oldugu
saptanmistir.

Izole edilen her ii¢ grup bakterinin kolistin disinda MiKgo degerleri tiim antibiyotikler
icin direng araliginda bulunmustur.

Biyofilm olugumu suslarimizin hi¢birinde dogrudan bir diren¢ mekanizmasi olarak rol
oynamamistir.

Biyofilm formundaki suslara antibiyotik kombinasyonlarinin etkinligini gostermek
amaciyla yapilan sinerji testlerinde her ii¢ sus i¢in MBIK ve MBEK sonuglarinin ayni
bakterinin serbest formuna ait MIK sonuglarindan en az 100 kat daha fazla oldugu
saptandi. Bu sonuglar biyofilm tabakasinin MBEK degerlerinin artisiyla tedavi sorunu
olusturdugunu ortaya koymustur.

Calismamiz VIP gelisen hastalarimizda meropenem-kolistin kombinasyonunun P.
aeruginosa ve Acinetobacter suslarinda meropenem-siprofloksasin kombinasyonunun
da her {i¢ bakterinin biyofilm formlarindaki suslarinda sinerjik etki olusturdugunu
gostermistir.

Biyofilm gelisimi hastane infeksiyonlarina neden olan bakterilerin tedavisinde 6nemli
bir sorundur. Bunun belirlenmesi ve antibiyotik kombinasyonlarmin etkilerini test

edecek ve rutinde kullanilabilecek pratik yontemlere gereksinim vardir.
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EK 2: HASTA TAKIP FORMU

VIiP’E NEDEN OLAN ETKENLERDE BiYOFILM OLUSUMUNUN VE BiYOFILM
TABAKALARINA ETKIiLI ANTIBIYOTIKLERIN ARASTIRILMASI

CALISMA FORMU
KDKp
Ad-soyad: Yas: VRE
MRSA
protokol:
Yatis tanisi Geldigi servis
MV tarihi SOFA skoru
Beslenme oNG oTPN oPEG
oDiger APACHE-II skoru
Vazopresor kont. DVT profilaksi
aoboy okilo
Ulser profilaksisi VKi
oyok osolid organ
Transplantasyon | o kemik iligi Travma ovar 0O yok
inhalasyon oevet 0 hayrr Kortikosteroid ovar o yok
tedavisi
Immiinosiipresif ovar 0 yok gvar 0 yok
ila¢ kullaninm? Dekiibitus iilseri
+1 +2 +3 +6

oKoroner arter hastaligi
oKonjestif kalp yetmezligi
oKronik pulmoner hastalik
oPeptik iilser hastalig
oPeriferik damar hastaligi
oSerebrovaskiiler hastalik
oDiabetes mellitus
oKaraciger hastaligi (hafif
derecede)

oBag doku hastalig
oNorolojik hastaliklar

oDiabetes mellitus (u¢ organ

hasarinin eslik ettigi)

oORenal hastalik (orta veya agir

derecede)

oHemipleji

oNonmetastatik solid timor
oLosemi

oLenfoma

oMultipl myelom

oKaraciger hastaligi
(orta veya agir derecede)

oMetastatik solid tm
oAIDS

YAS

<50:0

50-59
60-69
70-79

T+
142
T +3

Charlson komorbidite indeksi
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Bagimhlik yapict madde kullanimi var m?
O sigara oalkol owv drug

Ventilasyon indikasyonu:

O acil otrakeostomi Oreintiibasyon oelektif

Son alt1 ayda hastane yatis1 var m1? ovar o yok

Son alti ayda antibiyotik kullanim var mi?

0 Beta-laktam/betalaktamaz inhibitorii o Sefalosporin o Karbapenem

o Florokinolon o Aminoglikozid o Florokiniolon o Tigesiklin o Glikopeptid

o Kolistin® 0 Diger ........oooviviiiiiiiiiiiiie

Cerrahi gecirmis mi?o evet 0 hayir

Cerrahi islem yapilan bolge:

okraniyal bolge Obas-boyun O toraks o karin

O tirolojik girisimler gretroperitoneal bolge opelvik bolge oekstremiteler

Yabanci cisimler:

o Sag CVP oSol CVP O sag femoral osol femoral
osag radiyal osol radial o VP sant
odren kateter bolgesi ve adedi: Karmn igi:......................

Toraks: .......c.cooiiiiiiiii.

Retroperitoneum: .................

Diger: ...oooviiiiiiiia,
Son bir ayda kan iiriinii kullanimi var mi?
OEritrosit slispansiyonu oTDP oLokosit o Random Trombosit
oAferez trombosit oTam kan oAlbumin
PROGNOZ
oSagkalim
oOliim: o7 gln ol5 giin 030 giin
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Bu sayfa VIP gelistiyse doldurulacak

VIP etkeni mikroorganizma(lar):

Mikroorganizmanin direng¢ paterni:

o MDR o XDR

Etken nerede iiredi:
o ETA o BAL

Koloni sayisi ..........

o PDR o Diger

o Plevral sivist

Etken iireme tarihi:

Etken biyofilm olusturuyor mu?.......
KPiS:....ccvvvvnnne.
0 1 2
Viicut sicakhgi (°C) | >36.1, 38.4< >38.5, 38.9< >39, <36
Lokosit sayis1 (7l) > 4000, <1100 <4000, >1100
Sekresyon yok piirtilan degil piiriilan
PaO,/FiO; >240 ya da ARDS <240 ya da ARDS
degil

Akciger grafisi (infiltrasyon yok) difiiz-yamali (lokalize)
Mikrobiyoloji ireme yok ya da|orta ya da fazla|Gram boyamasi

hafif iireme var ureme var anlamhysa +1 puan

daha eklenir
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TEDAVI

Tedavide hangi antibiyotik(ler), ka¢ giin kullanild1?

WBC: LDH

HGB: GGT:

NEU: ALBUMIN: APACHE-II1 skoru
PLT: URE: SOFA skoru

AST KRE:

ALT: PROKALSITONIN:

ALP: CRP:

Eslik eden infeksiyon ve etkenleri
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