
                                                        

                                                              T.C. 

DİCLE ÜNİVERSİTESİ 

TIP FAKÜLTESİ TIBBİ MİKROBİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

 

 

 

 

 

KLİNİK ÖRNEKLERDEN İZOLE EDİLEN                                      

ÇOKLU İLAÇ DİRENÇLİ ACINETOBACTER BAUMANNII 

SUŞLARINDA BAZI KARBAPENEMAZLARIN                      

GENOTİPİK YÖNTEMLERLE ARAŞTIRILMASI 

 

 

 

 

 

Dr. NİDA ÖZCAN 

TIPTA UZMANLIK TEZİ 

 

 

 

DİYARBAKIR 2014 

 



 

T.C. 

DİCLE ÜNİVERSİTESİ 

TIP FAKÜLTESİ TIBBİ MİKROBİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

 

 

KLİNİK ÖRNEKLERDEN İZOLE EDİLEN                                      

ÇOKLU İLAÇ DİRENÇLİ ACINETOBACTER BAUMANNII 

SUŞLARINDA BAZI KARBAPENEMAZLARIN                      

GENOTİPİK YÖNTEMLERLE ARAŞTIRILMASI 

 

 

 

Dr. NİDA ÖZCAN 

TIPTA UZMANLIK TEZİ 

 

 

 

TEZ DANIŞMANI 

Prof. Dr. KADRİ GÜL 

 

 

DİYARBAKIR-2014 

 



I 
 

ÖNSÖZ 

Bu tez, Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Komisyonu tarafından 12-TF-77 numaralı proje ile desteklenmiştir. 

 Uzmanlık eğitimim ve tez çalışmalarım süresince, hoşgörü ortamı içerisinde 

bilgi ve tecrübelerinden yararlandığım  Prof. Dr. Kadri GÜL’e, tez çalışmalarım 

sırasında desteklerini esirgemeyen Yrd. Doç. Dr. Tuba DAL’a,  Tıbbi Mikrobiyoloji 

Anabilim Dalı’nın diğer öğretim üyesi hocalarıma, beraber uyum içinde çalıştığım 

asistan arkadaşlarıma ve mikrobiyoloji laboratuvar çalışanlarına teşekkür ediyorum. 

 Küçük kalplerindeki kocaman anlayışları için kızım Hatice ve oğlum 

Yusuf’a, beni ve çocuklarımı hiçbir zaman yalnız bırakmayan, sevgi ve güvenlerine 

layık olmaya çalıştığım anne ve babama,  her konuda desteğini hissettiğim eşime ve  

ablaları olmaktan gurur duyduğum kardeşlerime teşekkür ediyorum. 

 

  



II 
 

ÖZET 

Son yıllarda karbapenemlerin de dahil olduğu çoklu ilaç direnci, 

Acinetobacter baumannii’ye bağlı enfeksiyonların tedavisini oldukça zorlaştırmıştır. 

Çalışmamızın amacı,  A. baumannii’nin antimikrobiyal duyarlılık paternini 

belirlemek ve karbapenem direncinin en önemli nedeni olan OXA tipi beta laktamaz 

genlerinin varlığını araştırmaktır. 

Ekim 2012- Şubat 2013 tarihleri arasında Dicle Üniversitesi Hastaneleri 

yoğun bakım ünitelerinde yatan hastalardan izole edilen 80 A. baumannii izolatı 

konvansiyonel metodlar ve otomatize sistemle -BD Phoenix (Becton Dickinson, 

A.B.D)- tanımlandı; izolatların antimikrobiyal duyarlılıkları otomatize sistem ve 

Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemiyle çalışıldı. Moleküler yöntem olarak hyplex® 

CarbOxa ID (Amplex, Almanya) test sistemi kullanıldı. Bu sistem ile blaOXA-51-like, 

blaOXA-23-like , blaOXA-58-like ve blaOXA-58-like gen kümelerinin polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyonu ve elde edilen PZR ürünlerinin  enzim bağımlı 

immünosorbent testi (ELISA) temelli bir sitemde spesifik oligonükleotid problarla 

hibridizasyonunu sağlandı. İzolatların tamamı kolistine duyarlıydı. Tigesiklin, 

netilmisin, amikasin, trimetoprim-sulfametoksazol, gentamisin ve sefaperazon 

sulbaktam duyarlılıkları sırasıyla %27.5, %22.5 %16.25, %12.5, %8.75 ve %5 olarak 

saptandı. İki izolatın levofloksasine orta duyarlı olduğu, izolatların tamamının ise test 

edilen diğer antibiyotiklere (ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam, seftazidim, 

sefepim, seftriakson, sefotaksim, imipenem, meropenem, siprofloksasin) dirençli 

oldukları belirlendi. 

A. baumannii’ye özgü olduğu kabul edilen blaOXA-51-like genleri 77 (%96)  

izolatta, bla-OXA-23-like, blaOXA-58-like ve blaOXA-40 like gen grupları sırasıyla 48 (%60), 

12 (%15) ve 8 (%10) izolatta gösterildi. Kırk yedi (%21.25) izolatın blaOXA-51-like ile 

blaOXA-23-like genlerini, 10 (%12.5) izolatın ise blaOXA-51-like ile blaOXA-58-like gen 

gruplarını bir arada taşıdığı saptandı. 

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem direnci, blaOXA-51-

like, blaOXA-23-like, blaOXA-58-like, blaOXA-40-like 



III 
 

SUMMARY 

In the last decades, mutiple drug resistance, including carbapenems, made it 

difficult to treat infections due to Acinetobacter baumannii. We aimed to determine 

the antimicrobial susceptibility of A. baumannii and investigate the presence of OXA 

type beta lactamase genes admitted as the most important reasons of carbapenem 

resistance in A. baumannii. 

Eighty A. baumannii strains isolated from intensive care units of Dicle 

University Hospitals between December 2012 and February 2013 were identified 

with conventional methods and automated microbiology system BD Phoenix (Becton 

Dickinson, USA). The antibiotics susceptibility tests of the isolates were performed 

with both automated system and disc diffusion method. The hyplex® CarbOxa ID 

test system was used for amplification of blaOXA-51-like, blaOXA-23-like ,blaOXA-58-like and 

blaOXA-40-like gene clusters  by multiplex PCR and hybridisation of the polimerase 

chain reaction (PCR) products to specific oligonucleotide probes in an enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA)-based system. All isolates (100%) were found 

to be susceptible to colistin while the susceptibility rates of tygecycline, netilmicin, 

amikacin, trimethoprim-sulfamethoxazole, gentamicin and cefoperazone-sulbactam 

were 27.5%, 22.5%, 16.25%, 12.5%, 8.75% and 5% respectively. Two strains 

showed intermediate susceptibility for levofloxacin while all of the isolates were 

resistant against any remaining tested antibiotics (ampicillin-sulbactam, piperacillin-

tazobactam, ceftazidime, cefepime, cefotaxime, ceftriaxone, imipenem, meropenem, 

ciprofloxacin). 

Among 80 isolates, 77 (%96.25) of them were positive for blaOXA-51-like genes 

which were consistantly found and unique to A. baumannii. BlaOXA-23-like, blaOXA-58-

like and blaOXA-40-like genes were demonstrated in 48 (%60), 12 (%15) and 8 (%10) 

isolates respectively. Fortyseven isolates (%58.75) were positive for both blaOXA-51-

like and blaOXA-23-like genes, while 10 (%12.5) isolates for both blaOXA-51-like and 

blaOXA-58-like genes. 

Key words: Acinetobacter baumannii, carbapenem resistance,  blaOXA-51-like, 

blaOXA-23-like, blaOXA-58-like, blaOXA-40-like  
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Hastane enfeksiyonları, morbidite ve mortalitesinin yüksek olması, hastanede 

kalış süresini uzatması ve yüksek tedavi maliyeti nedeniyle önemli bir sağlık 

sorunudur. Son yıllarda özellikle yoğun bakım üniteleri başta olmak üzere hastane 

enfeksiyonlarında en sık izole edilen etkenlerin başında Acinetobacter cinsi 

bakteriler gelmektedir. 

Moraxellaceae ailesinde yer alan Acinetobacter cinsi, hareketsiz, 

fermentasyon yapmayan gram olumsuz kokobasilleri içerir. Klinik olarak en sık 

karşılaşılan üç tür; A. baumannii, genomik tür 3 ve 13TU, genetik ve fenotipik olarak 

birbirine çok yakın olduklarından A.baumannii- calcoaceticus complex olarak 

adlandırılmışlardır. 

1970’li yıllarda nozokomiyal Acinetobacter enfeksiyonları gentamisin, 

minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin ve karbenisilin ile tek başına veya kombine 

kullanılarak kolayca tedavi edilmekteyken, yıllar içinde gittikçe artan oranlarda 

direnç görülmeye başlamıştır. Karbapenemler (imipenem, meropenem veya 

doripenem) çoklu antibiyotik dirençli A.baumannii’ye bağlı ciddi enfeksiyonların 

tedavisinde önemini korumaktadır. Amikasin, imipenem veya sefoperazonun 

florokinolonlarla kombinasyonları, kolistin, ampisilin, sefoperazon ve azitromisinin 

sulbaktamla kombinasyonları, polimiksin B ve kotrimoksazol, azitromisin ve 

rifampin diğer tedavi seçenekleridir. 

A.baumannii’nin kendiliğinden mevcut ve kazanılmış direnç mekanizmaları 

arasında beta-laktamaz üretimi, aminoglikozidlere karşı modifikasyon enzimi 

üretimi, kinolonların bağlanma yerindeki değişiklikler, aktif atım pompası (eflux 

pump) ve hücre duvar kanallarındaki (porinler) değişiklikler yer alır. Bu direnç 

mekanizmalarının bir veya daha fazlasının bir arada olması kimi zaman tüm ilaçlara 

karşı olmak üzere yüksek düzeyde ilaç direncine yol açar. 

Metallo-beta-laktamazlar ve oksasilinazları içeren karbapenem hidrolize eden 

beta-laktamazlar (karbapenemazlar) A.baumannii’de karbapenem direncinin ortaya 

çıkmasına önemli katkı sağlamaktadır. Acinetobacter baumannii izolatlarında en sık 
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bildirilen oksasilinazlar; blaOXA-51, blaOXA-58, blaOXA-23 ve blaOXA-24/40 olarak 

belirtilmiştir. 

Yoğun bakım ünitelerinde karbapenem kullanımının artması karbapeneme 

dirençli A.baumannii’nin hastane ortamında yayılımını kolaylaştırmaktadır. 

A.baumannii’nin karbapenem direncindeki artış kaygı vericidir. Hastanemizdeki 

direnç durumunu ve bunun genetik temelini saptamak yeni tedavi protokolleri 

geliştirmek açısından önemlidir. 

 Çalışmamızda, Ekim 2012 ile Mayıs 2013 tarihleri arasında Dicle 

Üniversitesi Hastaneleri’nin çeşitli klinik örneklerden izole edilen  80 A. baumannii  

izolatında fenotipik olarak çeşitli ilaç dirençlerini saptamayı ve multiplex Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (PZR) ile bu suşlarda oksasilinaz gen bölgelerini -blaOXA-51-like 

blaOXA-23-like blaOXA-58-like blaOXA-40-like- araştırmayı hedefledik. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.Tarihçe ve Sınıflandırma 

1800’lü yılların sonunda, morfolojik özelliklerine ilk dikkati çeken iki bilim 

adamının isimlerine ithafen ‘’Morax-Axenfeld basilleri’’ olarak adlandırılan 

Acinetobacterler günümüze kadar birçok farklı isimle adlandırılmış, tanımlanmaları 

ve sınıflandırmaları oldukça karmaşık süreçlerden geçmiştir(1,2). Brisou ve Pre’vot 

1954 yılında Yunanca hareketsiz anlamına gelen “Akinetos” sözcüğünden 

esinlenerek bu bakterilere ‘Acinetobacter’ adını vermişlerdir (3). 1968’de Baumann 

ve arkadaşları tarafından biyokimyasal ve morfolojik özellikleri ayrıntılı olarak 

ortaya konan Acinetobacterler, 1971’de Moraxellaceae ailesi içinde Acinetobacter 

cinsi olarak sınıflandırmadaki yerlerini almışlardır (1,4). 

 Amerikan Hastalık Kontrol ve Önleme Merkezinin (Centers for Disease 

Control and Prevention) (CDC) sınıflandırmasında Acinetobacter türleri 

nonfermentatif gram-negatif basiller içerisinde CDC Grup EO -5, CDC Grup NO -1 

ve Bordetella türleri ile birlikte oksidaz negatif grup içerisinde yer alır (2). 

Deoksiribonükleik asit (DNA) benzerlikleri temel alınarak yapılan 

çalışmalarda 33 genomik tür tanımlanmıştır, 18 türe özel isim verilirken diğer türler 

isimlendirilememiştir (5). Acinetobacter cinsine ait isimlendirilen türler Tablo 2.1’de 

gösterilmiştir . 

A. baumannii, A. calcoaceticus, Acinetobacter genomik tür 3 ve 

Acinetobacter genomik tür 13TU, sakkarolitik özellikte olup oksidasyon-

fermentasyon besiyerlerinde karbohidratların hepsinden asit oluşturmaktadır (3).     

A. baumannii, insan hastalıklarından sorumlu olan başlıca türdür. Acinetobacter 

genomik tür 3, ve Acinetobacter genomik tür 13TU da insanlar için patojen 

olabilmektedir. Genellikle su ve topraktan izole edilen A .calcoaceticus insanlarda 

ciddi bir klinik hastalığa yol açmamaktadır (7,8). Fenotipik özellikleri açısından 

birbirlerine benzerlik gösterdiklerinden bu dört tür “A. baumannii calcoaceticus 

kompleks” adı altında toplanmışlardır (3). 
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Tablo 2.1. Acinetobacter cinsine ait özel isim verilen türler 

A. baumannii 

A. calcoaceticus 

A. haemolyticus 

A. junii 

A. johnsonii 

A. iwoffii 

A. radioresistens 

A. ursingii 

A. schindleri 

A. parvus 

A. baylyi 

A. bouvetii 

A. towneri 

A. tandoii 

A. tjernbergiae 

A. gerneri 

A. beijerinckii 

A. gyllenbergii 

⃰  Tabloda belirtilen türlere ek olarak çoklu suş içeren 26 adet isimlendirilmemiş grup 

ve en az 21 adet gruplandırılmamış tekli suş içeren türler bulunmaktadır. 
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2.2. Acinetobacter Türlerinin Genel Özellikleri ve Tanımlanması 

Acinetobacter cinsi, fermentasyon yapmayan, gram negatif, hareketsiz, 

katalaz pozitif, oksidaz negatif basillerden oluşur. Mikroskobik olarak gram negatif 

kokobasil veya diplokok şeklinde görülen bu mikroorganizmalar, kan kültür 

şişelerinden ve taze kültürlerinden hazırlanan yaymalarda gram pozitif 

boyanabilirler. DNAz ve jelatinaz negatif, üç şekerli demirli besiyerinde asit 

oluşturmayan bakterilerdir. Oksidasyon fermentasyon besiyerinde glukoz 

oksidasyonu gösterir, triple sugar iron (TSI) besiyerinde fermentasyon yapmazlar(7). 

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında rutin olarak kullanılan koyun kanlı agar 

(KKA), eozin-metilen blue (EMB) agar, triptik soy agar ve MacConkey 

besiyerlerinde kolay ürer, koyun kanlı agarda 0,5-2 mm çapında, şeffaf veya opak, 

zeminden kabarık koloniler oluştururlar (3). 

Klinik ve çevre kültürlerinden bu bakterilerin izole edilmesinde 

kullanılabilen, diğer mikroorganizmaların üremelerini inhibe eden bromkrezol moru, 

safra tuzları, laktoz, maltoz şekerlerini içeren Herellea agar, vankomisin, sefsulodin, 

sefradin gibi antibiyotikleri içeren Leeds Acinetobacter Medium ve Holton’s agar 

kullanılmaktadır (7, 9) Dışkı gibi çeşitli mikroorganizmalarla kontamine örnekler ve 

az sayıda bakterinin bulunabileceği çevre ortamlarından alınan örnekler amonyum 

veya nitrat tuzları içeren çoğaltıcı sıvı mineral besiyerine ekilebilmekte, 24-48 saat 

sallanarak yapılan inkübasyon sonrası seçici besiyerine inoküle edilmektedir. (2, 7, 

9). 

“A. calcoaceticus-A. baumannii complex” üyeleri dışındaki türlerin çoğu 

(Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter genomik tür 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 ve 

17) koyun kanlı agarda hemoliz oluştururlar (3, 10). Acinetobacterler, rutin 

mikrobiyoloji laboratuvarlarında geleneksel yöntemlerle, ayrıca karbon 

kaynaklarının asimilasyonu temeline dayanan yarı otomatize ve otomatize 

sistemlerle tanımlanmaktadırlar. Geleneksel yöntemlerle Acinetobacter tür ayrımı 

yapılırken glikoza oksidatif etki, hemoliz ve 44°C’de üreyebilme yeteneği 

değerlendirilir. Glukozu oksitleyen ve hemoliz yapmayan izolatlar genellikle A. 

baumannii’dir. A. baumannii 44°C’de üreyebilme yeteneğiyle diğerlerinden ayırt 

edilebilir. Glukoz negatif kökenlerden hemoliz yapmayan A. iwoffii, hemoliz yapan 
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A. haemolyticus’dur. A. johnsonii diğer türlerden, 37°C’de üreyememesi nedeni ile 

ayırt edilebilir (11). Acinetobacter türleri ayrıca, bakteriyofajlarından, 

bakteriyosinlerinden, plazmid ve protein profillerinden yararlanılarak, multilokus 

enzim elektroforezi, ‘pulse-field’ jel elektroforezi (PFGE), polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR), rastgele amplifiye polimorfik DNA analizi (RAPD) gibi 

yöntemlerle tiplendirilmektedirler (12). 

2.3. Patogenez ve Virulans 

Düşük ısı ve asidik pH‘da üreyebilmesi, kuru ortamda uzun süre 

yaşayabilmesi ve kapsül içermesi Acinetobacterlerin yaşam süresini uzatan 

özellikleridir (13,14). L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asitten oluşan 

kapsül bakteriyi fagositozdan korumasının yanı sıra hidrofilik özellik kazandırarak 

kateter, trakeal kanül gibi yüzeylere tutunmasını kolaylaştırır. Aerobaktin ve 

siderofor gibi demir tutucu dış membran reseptör proteinleri, bakteri üremesi için 

gerekli demiri sağlarken, hücre duvarı yapısındaki lipopolisakkarit yapı potansiyel 

toksik etkisiyle patojeniteyi arttırır. Ayrıca antibiyotik direnci sağlayan PER-1 

geninin virulansı arttırdığı ve daha ölümcül seyreden enfeksiyonlara yol açtığı 

bildirilmiştir (7, 13, 15,16). 

2.4. Epidemiyoloji 

Acinetobacter cinsine ait türlerin birçoğunun doğal ortamı çok iyi 

bilinmemektedir. Bu türler insanların klinik örneklerinden nadiren izole edilmekte 

ancak enfeksiyon kontrolü ve klinik öneminden dolayı A.baumannii kompleksine ait 

çoklu ilaç dirençli (ÇİD) izolatlarına dikkat edilmelidir (5).  

Toprakta, su ve yiyeceklerde saprofit olarak yaşayabilen Acinetobacterler, 

koltuk altı, kasık gibi nemli bölgeler başta olmak üzere derinin normal florasında, 

ağız boşluğunda, solunum yollarında, genitoüriner sistemde ve aşağı gastrointestinal 

sistemde bulunabilirler (7, 17 18). Sağlıklı insanların normal deri florasında kısa 

süreli düşük yoğunlukta bulunabilirken hastanede yatan hastalarda deri 

kolonizasyonunun %40’ın üzerinde olduğu bildirilmiştir(19). Normal populasyonda 

%7 oranında görülebilen farengeal kolonizasyon, hastanede yatan hastalarda, salgın 
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döneminde %7-18, yoğun bakımda yatan trakeostomili hastalarda ise %45’e varan 

oranlarda bildirilmektedir (2,7) 

Acinetobacter türleri hastane havası, buhar makinesi, musluklar, yatak 

kenarları, tansiyon aletleri, anjiyografi kateterleri ve mekanik ventilasyon 

cihazlarından izole edilmiş, günlerce canlı kalabildikleri gösterilmiştir (7, 14, 20) 

Nozokomiyal salgınlar sıklıkla solunum yolu ekipmanları ve hastane personelinin 

elleri ile olur. Mikroorganizma hastadan hastaya da geçebilir, kolonize ve enfekte 

hastalar A.baumannii icin önemli rezervuardır (7, 21, 22). 

Virülans potansiyelleri düşük olduğundan bağışıklık sistemi normal olanlarda 

enfeksiyon oluşturma olasılığı oldukça düşüktür (13). Uzun süre hastanede yatmak, 

cerrahiyi takiben endotrakeal tüp takılması, intravasküler, ventriküler veya üriner 

kateter uygulaması, invaziv alet varlığı, geniş spektrumlu antibiyotiklerin kullanımı, 

parenteral beslenme ve mekanik ventilasyon gibi işlemler Acinetobacter 

enfeksiyonları için risk faktörü oluşturmaktadır (7, 23). 

 

 2.5. Acinetobacter Kaynaklı Enfeksiyonlar 

2.5.1. Hastane enfeksiyonları 

A. baumanii genellikle hastane enfeksiyonlarına neden olur. Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC), hastane enfeksiyonunu (HE), hastanın 

hastaneye başvurduğu anda veya hastaneye yattığında henüz enkübasyon döneminde 

olmayan, hastaneden alınan mikroorganizmalara bağlı olarak daha sonra gelişen 

enfeksiyonlar olarak tanımlar. Hastane enfeksiyonları, hastanın yatışından en az 48-

72 saat sonra gelişir. Dahili hastalarda taburculuğundan sonraki 10 gün, operasyon 

geçirenlerde 1 ay, protez takılanlarda ise 1 yıla kadar gelişen ilgili enfeksiyonlar HE 

olarak kabul edilir (24). Mortalite ve morbiditelerinin yüksek, ekonomik yüklerinin 

fazla olması ve bazı uygulamalarla %20-30 önlenebilir olması hastane 

enfeksiyonlarını önemli kılar (25). 
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 2.5.2. Ventilatör ilişkili pnömoni (VİP) 

 Acinetobacter’ler, özellikle A. baumannii artık ülkemizde yoğun bakım 

servislerinde en sık izole edilen gram negatif enfeksiyon etkenleri arasındadır (26, 

27). 

A.baumannii mekanik ventilasyon gereken yoğun bakım ünitesi (YBÜ) 

hastalarında ventilatör ilişkili pnömoni (VİP)'ye neden olur. YBÜ’de uzun yatış 

süresi, kronik obstruktif akciğer hastalığı (KOAH), ileri yaş, immünsupresif tedavi, 

cerrahi, antibiyotik kullanımı, endotrakeal tüp ve gastrik tüp gibi invaziv alet varlığı, 

alt solunum yollarının kolonizasyon veya enfeksiyon riskini arttıran faktörlerdir (28, 

29) Mekanik ventilatör uygulanan hastaların % 28-85’inde ventilatör ilişkili pnömoni 

(VİP) gelişme riskinin olduğu bildirilmiştir. (30) Hastane enfeksiyonları arasında en 

yüksek mortalite oranının VİP’ye (% 24-71) ait olduğu, özellikle Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter spp. gibi dirençli etkenlerin neden olduğu VİP’lerde 

uygunsuz tedavi ile birlikte bu oranın % 91’e ulaşabileceği de bildirilmektedir (31). 

 2.5.3. Kan enfeksiyonları 

 Bakteriyemi sıklıkla hastaneye yatışın ikinci haftasında, pnömoni veya kateter 

enfeksiyonuna sekonder gelişir. Üriner sistem enfeksiyonları yaralar ve abdominal 

enfeksiyonlar daha az sıklıkta kaynak oluşturur (14). En sık rastlanan tür A. 

baumanii’dir, polimikrobiyal veya tek başına bakteriyemilere neden olabilir. 

Mortalite %17-46 arasında bildirilmekte, polimikrobiyal olgularda artarken A. 

baumannii dışındaki türlerle gelişen enfeksiyonlarda düşük seyretmektedir (14,32).  

Bakteriyemisi olan yetişkin hastaların büyük çoğunluğunu, immün düşkün 

yaşlı hastalar oluşturur. Hastanın prognozunu genellikle altta yatan hastalıklar 

belirler. İmmün sistemi baskılanmış yaşlı hastalarda, malignitelerde ve yanıkta kötü 

olan prognoz, travma hastalarında daha iyi seyreder (33)  

Acinetobacter bakteriyemisi için ikinci önemli hasta grubu yenidoğanlardır. 

Düşük doğum ağırlığı, mekanik ventilasyon, öncesinde antibiyotik kullanımı ve yeni 
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doğan konvülsiyonlarının varlığı septisemi için risk faktörleri olarak tanımlanmıştır 

(7). 

 2.5.4. Santral sinir sistemi enfeksiyonları 

 Primer menenjitli olgular bildirilmekle beraber sıklıkla, kafa travmasını 

takiben veya beyin cerrahisi uygulamalarından sonra Acinetobacter türlerine bağlı 

sekonder menenjit gelişebilir (7). Yoğun antibiyotik kullanımı, beş günden uzun 

süreli ventriküler kateter uygulamaları, ventrikülostomi, beyin omurilik sıvısı (BOS) 

kaçağı ve fistülleri, tanımlanan risk faktörleridir(32). Klinik olarak ense sertliğinin 

daha az görüldüğü menenjitte sıklıkla konvülsiyon ve mental durumda bozulma 

gözlenir (7). BOS bulguları pürülan menenjit lehinedir. Özellikle ÇİD A. baumanii 

menenjitlerinde mortalitenin %70lerin üzerine çıktığını bildiren yayınlar mevcuttur 

(34). 

 2.5.5 Üriner sistem enfeksiyonları 

 Yoğun bakımda yatan, sürekli üriner katateri olan yaşlı hastalarda 

Acinetobacter türleri ile oluşan nozokomiyal üriner sistem enfeksiyonları 

görülmektedir. İleri yaş erkek hastalarda prostat büyümesi nedeniyle kateter 

kullanımı sık olduğundan, bu grupta Acinetobacter’e bağlı üriner sistem enfeksiyonu 

daha sık görülür. Üriner kateteri olan hastalardan izole edilen her Acinetobacter 

türünün enfeksiyon etkeni olmayabileceği düşünülmeli; kolonizasyon göz ardı 

edilmemelidir (2, 7, 35). 

 2.5.6. Yumuşak doku enfeksiyonları 

 Deri bütünlüğünün bozulduğu yanık, travmatize yaralar, post operatif 

insizyon bölgeleri, damar içi kateterler, yoğun bakımda yatan ve immün sistemi 

bozuk hastalarda A. baumannii’ye bağlı yumuşak doku enfeksiyonlarına zemin 

hazırlar (7). Üriner kateterli hastalarda olduğu gibi, yara ve yanıktan izole edilen 

Acinetobacter türleri enfeksiyon etkeni veya kolonizan olabilir. Körfez Savaşı’nda 

yaralanan askerlerin post travmatik yaralarında Acinetobacter türleri enfeksiyon 

etkeni ve/veya kolonizan olarak izole edilmiştir (36). 
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 Gözde lens kontaminasyonu sonrası konjonctivit, endoltalmit, keratit, korneal 

ülserasyon ve perforasyon, sürekli periton dializi uygulanan hastalarda peritonit, 

perkütan safra drenajı sonrası kolanjit olguları bildirilmiştir (2, 7, 13). Ayrıca 

karaciğer ve pankreas apseleri, kemik iliği transplantasyonu sonrası osteomyelit ve 

septik artrit bildirilen nadir olgulardandır (2, 7). 

 2.6. Acinetobacter Enfeksiyonlarında Tedavi 

 Acinetobacter türlerine etkili antibiyotikler; ampisilin- sulbaktam, 

amoksisilin– klavulanat, tikarsilin- klavulanat, piperasilin- tazobaktam, seftazidim, 

sefepim, meropenem, imipenem, kinolonlar, kloramfenikol, rifampisin, 

aminoglikozidler, trimetoprim- sülfametoksazol, doksisiklin ve kolistin dir (7, 14). 

Ancak A. baumannii’nin, birçok antibiyotiğe direnç kazanmış olması, bu 

mikroorganizmaya bağlı enfeksiyonların tedavisini güçleştirir. ÇİD A.baumannii 

enfeksiyonlarında en etkili antibiyotikler karbapenemler, sulbaktam, kolistin ve 

tigesiklindir (7, 37-39). 

Giderek artan ilaç direnci çeşitli antibiyotik kombinasyonlarının kullanımını 

gündeme getirmiştir. Beta laktam grubu ilaçlarla aminoglikozid veya florokinolon 

kombinasyonlarının sinerjist etkisini gösteren çalışmalar mevcuttur (40). 

İmipenem+aminoglikozid, seftazidim+aminoglikozid veya florokinolon, 

imipenem+siprofloksasin, sefoperozon+sulbaktam sıklıkla tercih edilen 

kombinasyonlardır (2, 7, 14, 41, 42). Tigesiklin-piperasilin tazobaktam 

kombinasyonu antagonist etki gösterirken tigesiklinin kolistin, amikasin, 

levofloksasin ve imipenemle kombinasyonu sinerjist etki gösterir (43). Kombinasyon 

tedavilerinde in vitro sinerji testleri yol gösterici olabilir (44). Polimiksin dirençli 

suşlar bildirilmekle beraber çoklu ilaç dirençli A. baumannii izolatları sıklıkla 

polimiksinlere duyarlıdır (45- 48) 

 2.7. Antibiyotik Direnç Mekanizmaları 

 Geniş spektrumlu antibiyotiklerin yaygın kullanımı beraberinde 

antibiyotiklere dirençli bakteri izolatlarının artmasıyla sonuçlanır. Acinetobacter 

türlerine bağlı hastane enfeksiyonları 1970’lerin başlarına kadar gentamisin, 
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minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin ve karbenisilinle tedavi edilebiliyordu. İlk 

olarak 1971 ve 1974 yılları arasında artan direnç oranları fark edildi ve 1975’ten 

günümüze dek yapılan çalışmalar Acinetobacter türlerindeki ilaç direnç artışını 

bildirmeye devam etmektedir (7, 49, 50).  

Acinetobacter baumanni’de ilaç direnç mekanizmaları; çoklu ilaç direncinden 

sorumlu mekanizmalar ve antibiyotiklere özgü direnç mekanizmaları olmak üzere iki 

temel gruba ayrılabilir (50) A.baumannii’nin kendiliğinden mevcut ve kazanılmış 

direnç mekanizmaları sıklıkla beta-laktamaz üretimi, aminoglikozidlere karşı 

modifikasyon enzimi üretimi, kinolonların bağlanma yerindeki değişiklikler, aktif 

pompa ve hücre duvar kanallarındaki (porinler) değişikliklerdir. Bu direnç 

mekanizmalarının bir veya daha fazlasının bir arada olması kimi zaman tüm ilaçlara 

karşı olmak üzere yüksek düzeyde ilaç direncine yol açar. 

2.7.1. Çoklu ilaç direnç mekanizmaları 

Gram negatif (GN) bakterilerin membranları gram pozitiflere oranla daha 

komplex bir yapıya sahiptir. Çoğunluğu hidrofilik özellikte olan beta-laktam grubu 

antibiyotikler lipid yapıdaki hücre mebranından ancak ‘outer membrane protein’ 

(OMP) adı verilen porlar yoluyla geçerek hücre içine girebilirler Beta-laktam 

antibiyotikler porin C ve porin F adlı 2 kanal aracılığıyla, imipenem, bunlara ek 

olarak D₂ proteini adı verilen özel bir porin aracılığıyla hücre içine girebilir (51). 

Porin F ve porin C proteinlerindeki mutasyon imipenem dışındaki beta-laktamlara 

dirençli kılarken  özellikle Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter suşlarında dış 

membrandan D2 proteinin kaybı bakteriyi imipeneme dirençli hale getirebilir (51-

52). 

Acinetobacter baumannii’nin ilaç direncinde, gerek TetA, TetB ve ChI gibi 

ilaca özgü pompa sistemlerinin gerekse çoklu ilaç direncine yol açan aktif ilaç 

pompa sistemlerinin önemli yeri vardır (10). Escherichia coli’deki AcrAB-TolC ve 

P. aeruginosa’daki MexAB-OprM çoklu direnç pompa sistemlerinin de bağlı olduğu 

RND protein ailesinin üyesi olan AdeABC (Ade ACİNETOBACTER 

BAUMANNİİ- CALCOACETİCUS COMPLEX pompa sistemi), A. baumannii’nin 

çoklu ilaç direncinde etkilidir (53-55). AdeABC pompası geniş bir susbstrat profiline 
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sahip olup farklı sınıftan birçok antibiyotiği, boyaları ve toksik bileşikleri, aktif 

olarak hücre dışına pompalayabilmektedir. AdeABC pompa sisteminin membran 

yerleşimli AdeB komponentinin yapısal düzeyde ekspresyonu, bakterinin doğal 

direncine katkıda bulunurken; yüksek düzeyde ekspresyonu çoklu ilaç direncinin 

ortaya çıkmasına yol açar (56). 

2.7.2. İlaca özgü direnç mekanizmaları 

Aminoglikozidler 

Streptomisin ribozomun 30S alt ünitesine, diğer aminoglikozidler hem 30S 

hem de 50S alt ünitelerine bağlanarak, mRNA (mesajcı ribonükleik asit) daki genetik 

bilginin yanlış okunmasına yol açar, bakterinin protein sentezini durdurur veya yanlış 

protein sentezletir. Aerop gram-negatif basillere bakterisidal etki gösteren 

aminoglikozidlerin gram pozitif bakterilere etkisi kısıtlıdır. Antibiyotik 

konsantrasyonu arttıkça bakterisidal etki artar. Dirençli A. baumannii 

enfeksiyonlarında kombine tedavide kullanılmaktadır (57). 

Bakteriler, aminoglikozidlere karşı asetiltransferaz, fosfotransferaz ve 

nükleotidil transferaz gibi inaktive edici enzimlerle direnç geliştirebilirler. 

Acinetobacter baumannii’de genellikle kombinasyonlar halinde bulunan bu enzim 

grupları plazmidler, transpozonlar ya da sınıf-1 integronlarla bağlantılıdır (58). Bu 

genlerin ekspresyonu farklı aminoglikozidlere karşı değişken duyarlılıklara yol açar. 

Amikasin ve netilmisin sadece asetilazlar tarafından inaktive edildikleri, diğer 

enzimlere dirençli oldukları için aminoglikozidler içinde en geniş antibakteriyel etki 

spektrumuna sahiptirler (59).  

Tetrasiklinler 

 Yapılarında dört halka içeren karboksamid türevi bileşiklerdir. Bakteri 

hücresinde ribozomların 30S alt ünitesinde tRNA (taşıyıcı ribonükleik asit)nın 

bağlanacağı yere geri dönüşümlü bir şekilde bağlanarak protein sentezini 

durdururlar. Spiroketler, riketsiya, klamidya ve mikoplazma türleri dahil olmak üzere 
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gram-pozitif ve gram-negatif, aerop ve anaerop bakterilere etkili olan tetrasiklinler 

terapotik dozlarda bakteriyostatiktirler. 

Tetrasiklin direnç mekanizmalarının en önemlileri eflux pompası ve 

ribozomun sitozolik proteinlerle korunmasıdır. Enzimatik inaktivasyon ve rRNA’ 

(ribozomal ribonükleik asit) daki mutasyonlar da tetrasiklin direncinde rol oynar 

(60). 

Tetrasiklin ailesinin yeni üyesi, bir glisilsiklin türevi olan tigesiklin gram 

pozitif ve negatif bakterilere, ayrıca karbapenemaz üreten Acinetobacter suşlarına 

karşı etkili bulunmuştur. Komplike deri, yumuşak doku enfeksiyonları, 

intraabdominal enfeksiyonlarda etkili olan tigesiklinin idrarla atılımı düşük olduğu 

için üriner sistem enfeksiyonlarında kullanımı önerilmemektedir (61,62). 

Kinolonlar 

 Bakterilerde DNA (deoksi-ribonükleik asit) replikasyonu için gerekli 

topoizomeraz II (DNA giraz) ve topoizomeraz IV ile etkileşime girerek DNA 

sentezini durdururlar. Konsantrasyona bağlı bakterisidal etkili kinolon grubu 

antibiyotiklerin gram  pozitif ve gram negatif bakterilerdeki birincil hedefi farklıdır. 

Gram pozitiflerde birincil hedef topoizomeraz IV, gram-negatif bakterilerde ise DNA 

girazdır (63). 

 Dirençli A.baumannii enfeksiyonlarının kombine tedavisinde siprofloksasin 

ve levofloksasin kullanılmaktadır. Bakteriler, geçirgenlikte azalma, efluks ponpa 

sistemleri, DNA-giraz ve topoizomeraz IV enzim mutasyonlarıyla kinolonlara karşı 

direnç geliştirebilir (64). 

Beta-laktamlar 

A. baumanni'ye karşı en etkili beta-laktam antibiyotikler seftazidim, 

piperasilin ve karbapenemlerdir (64). Beta-laktam antibiyotiklere karşı dört farklı 

mekanizma ile direnç gelişmektedir; antibiyotiğin hücre içine girişinin engellenmesi, 

penisilin bağlayan proteinlerde (PBP) değişiklikler, efluks pompasının aktive olması 

ve beta-laktamaz enzimleriyle antibiyotiğin parçalanması. Beta-laktam 
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antibiyotiklerin β-laktam halkasındaki amid bağlarını parçalayarak antibakteriyel 

etkisini ortadan kaldıran enzimler beta-laktamaz olarak adlandırılır (65). Günümüze 

kadar tanımlanan 350 ye yakın beta-laktamaz enzimi biyokimyasal özellikleri 

substrat profilleri moleküler yapılarına göre farklı şekillerde sınıflandırılmıştır. 

Bunlar arasında en çok Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler sınıflandırılmaları 

kullanılmaktadır. Ambler beta-laktamazları moleküler yapılarına göre ayırırken, 

Bush, Jacoby ve Mederios biyokimyasal özellikler ve substrat profillerine göre 

sınıflandırır. Ambler sınıflandırması göre: 

Sınıf A: penisilinleri hidrolize eder, aktif bölgelerinde serin aminoasiti taşırlar.  

Sınıf B: metallobetalaktamazlardır, aktivite gösterebilmeleri için çinkoya bağlı tiyol 

grupları gerektirir. 

Sınıf C: sefalosporinazlardan oluşur, kromozomal AmpC geni tarafından 

kodlanmaları nedeniyle AmpC enzimler olarak da adlandırılırlar. 

Sınıf D: Oksasilini hidroliz eden serin beta-laktamazlardan oluşur. 

Bush, Jacoby ve Medeiros 1995 yılında biyokimyasal özellikleri ve substrat 

profillerine göre beta-laktamazları 4 gruba ayırmışlardır (66).  

Grup 1: İndüklenebilir enzimlerdir. Birçoğu kromozomal enzimlerdir ancak 

plazmidlerce de kodlanan ve Enterobacteriaceae arasında transmisyon yoluyla 

aktarılabilmektedir Kromozomal AmpC enzimleri, plazmid kontrolündeki FOX-1, 

LAT-1, MIR-1, BIL-1 beta-laktamazları bu grupta yer alır. Salmonella dışında 

hemen tüm gram-negatif bakterilerde grup 1 beta-laktamazlar’lar bulunur. Moleküler 

olarak sınıf C’ de yer alırlar. Sefaloridin ve sefalotini penisilinden daha hızlı hidroliz 

ederler. Sulbaktam ve klavulanik asitten etkilenmezken aztreonam ve kloksasilin 

tarafından inhibe edilirler. Karbapeneme duyarlıdırlar. Bu enzimler bakteri 

tarafından düşük düzeyde sentezlenirken ortama bir penisilin ya da sefalosporin 

eklenmesiyle enzim sentezi indüklenir, birkaç yüz kat artış gösterebilir (67). 

İndükleyici beta-laktamın ortamdan uzaklaşmasıyla sentez tekrar bazal düzeylere 

iner. Ancak doğada bu enzimleri sürekli yüksek düzeyde sentezleyen mutant suşlar 
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bulunur.  Bu suşların enfeksiyonları sırasında indükleyici bir antibiyotik kullanılması 

duyarlı bakterilerin ortadan kalkması ve dirençli mutant suşların çoğalmasıyla 

sonuçlanır. Bu suşların hastane mikroflorasına yerleşmesi hastane enfeksiyonu 

epidemilerine yol açabilir (67,68). 

Grup 2: Moleküler sınıf olarak A  ve D’de yer alan bu grup; penisilinleri, 

sefalosporinleri, kloksasilini, karbenisilini, karbapenemleri ve monobaktamları 

hidroliz etmelerine göre 6 alt gruba ayrılır(69). 

2a. Penisilini hidrolize eden, klavunat ile inhibe olan enzimler. S. aureus, B. cereus, 

Eikenella corrodens ve Fusobacterium nucleatum’da tanımlanan enzimler bu 

gruptadır (66).  

2b: Penisilin ve sefalosporinleri hidrolize eden, klavulanik asit, sulbaktam ve 

tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitörlerine duyarlı beta-laktamazlardır (67). 

Enterobacteriaceae ailesinde yaygın olarak bulunan plazmid kontrolündeki “geniş 

spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri bu gruptadır. Özellikle E.coli 

suşlarında ampisilin ve amoksisilin direncine neden olan TEM-1 beta-laktamaz, 

Enterobacteriaceae üyelerinin yanı sıra Haemophilus, Vibrio ve Neisseria gibi diğer 

cinslerde de bulunur. SHV-1 beta-laktamaz, K.pneumoniae suşlarında bulunur(70,71) 

 TEM-1, TEM-2, CARB-5, ve SHV-like enzimleri penisilinaz aktivitesi 

göstermektedirler. ACE-1, ACE-2, ACE-3 ve ACE-4 enzimleri ise sefalosporinaz ve 

bir miktar penisilinaz aktivitesine sahiptirler. Fakat aztreonam, seftazidim ve 

sefotaksimi hidrolize edici aktiviteleri yoktur. En güçlü aktiviteleri sefaloridin ve 

ACE-4 hariç sefradine karşı görülmektedir. ACE-1 en geniş etkili sefalosporinazdır. 

2be: Genişlemiş spektrumlu beta laktamazlar olarak adlandırılan bu enzimler, TEM-

1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana enzimlere 1-4 aminoasit değişikliği ile geliştirilen yeni 

TEM- ve SHV- enzimleridir (70). Klebsiella ve E.coli suşlarında yaygın görülür. 

Seftazidim, seftriakson, sefotaksim ve aztreonam gibi geniş spektrumlu beta 

laktamlara etkili olup klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitörlerine duyarlıdırlar. 

Bu grupta yer alan enzimlerden biri olan PER-1 enzimi ilk kez Türkiye’den bildirilen 

bakteriyel suşlarda saptanmıştır (72,73). 
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2br: TEM-30 dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ile TRC-1 enzimini kapsar. 

Klavulanik asitten etkilenmeyen geniş spektrumlu beta-laktamazlardır. 

2c: Karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarlı enzimleri içerir. Moraxella 

catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, Aeromonas hydrophilia’nın ER-1enzimi, 

V.cholerae’nın SAR-1 enzimi ile PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta-laktamazları bu 

gruptadır. 

2d: Oksasilini klasik penisilinlerden daha hızlı hidrolize etmelerinden dolayı 

oksasilinazlar olarak adlandırılan bu grup amoksisilin, metisilin, cefaloridin ve 

cefalotini hidrolize ederler. OXA23, OXA24, OXA58, OXA51 olarak 4 temel gruba 

ayrılırlar. 

İlk olarak 1985’de Edinburgh’da bir kan kültüründen izole edilen imipenem 

dirençli bir A.baumannii izolatında gösterilen ARI-1 enziminin imipenem ve 

azlosilini hidrolize edebilirken sefuroksim, seftazidim ve sefotaksime etkisiz olduğu 

tespit edildi (74). Plazmid kaynaklı olduğu düşünülen ARI-1 enzimi daha sonra 

OXA-23 olarak isimlendirildi. OXA 23 ana grubunda OXA-27 ve OXA 49 

subgrupları da bulunmaktedır. Acinetobacter baumannii’nin karbepenem direncinden 

sorumlu en sık mekanizma OXA-23 varlığıdır (75). 

OXA24 grubu; OXA25, OXA 26, OXA 40 subgruplarını içermektedir. 

OXA24 ve OXA25 varyantları İspanya’da karbapenem dirençli A. baumannii’de 

bildirilmiştir. İlk olarak Fransa’daki bir salgın sırasında identifiye edilen OXA 58, 

İspanya, Romanya, İngiltere, İtalya, Arjantin, Avusturya, Türkiye ve Kuveyt gibi 

ülkelerden de bildirilmiştir. OXA-24 kromozomal kaynaklıyken, OXA23 ve 0XA58 

genlerinin bir kısmının plazmidden izole edildiğini bildiren çalışmalar mevcuttur 

(76). OXA-58’in A. baumannii’de eksprese olduğunda karbapenemlere duyarlılığı 

azaltıp, aşırı ekspresyon durumunda da yüksek karbapenem direncine yol açtığı 

bildirilmiştir (77). 

A. baumannii türleri zayıf karbapenemaz aktivitesi gösteren kromozomal 

OXA-51 benzeri enzim kümesine ait doğal sınıf D oksasilinaz üretir. Bu enzim 
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kümesi üyeleri A. baumannii’nin hemen hemen tüm izolatlarında doğal yapı 

olmasına rağmen diğer Acinetobacter türlerinde bulunmaz (78,79) 

2e: Klavulanik asitle inhibe olan sefalosporinazlardır (66). 

2f: Karbapenemleri hidrolize eder, klavulanik asitle inhibe olurlar (66). 

Grup 3c: Güçlü sefalosporinaz etkiye sahip olup karbapenemlere zayıf 

etkilidirler. Geniş spektrumlu sefalosporinler ve sefamisinler dahil sefalosporinleri 

yüksek oranda hidrolize ederler. Legionella gormanni’nin metallo-beta-laktamaz 

enzimi bu gruptadır (80-81) 

Grup 4: Klavulanik asitle inhibe olmayan penisilinazlardır. Yapıları ve 

molekül sınıfı henüz belirlenmemiştir. E.coli’nin plazmid kontrolündeki SAR–2 

beta-laktamazı dışında hepsi kromozomaldir. Alcaligenes faecalis, B.fragilis, 

C.jejuni’den izole edilen enzimler, Clostridium butyricum’un indüklenebilen enzimi 

ve Pseudomonas cepacia’daki beta-laktamazlar bu gruptadır. 

 Hastane enfeksiyonlarında sorun olarak en sık karşılaşılanlar; Grup 1 

kromozomal beta-laktamazlar, Grup 2 geniş spektrumlu beta laktamazlar ve Grup 3 

beta-laktamazlarıdır. Bir bakteride birden çok direnç mekanizması, birden çok beta 

laktamaz enzimi olabilir. Kromozomal ve plazmid kökenli beta laktamazlar bazen bir 

arada bulunabilir. 
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Tablo 2.2. Beta laktamazların sınıflandırılması (82 numaralı kaynaktan 

uyarlanmıştır) 

Bush-Jacoby-

Medeiros 

sınıflaması 

Alt grup Ambler 

sınıflaması 

Temel özellikler 

Grup 1 

Sefalosporinazlar 

 C Klavulanik asitle inhibe olmaz. 

Gram (-) bakterilerdeki 

kromozomal enzimler (AmpC) 

Karbapenem hariç tüm beta 

laktamlara dirençli 

 1e C Seftazidime yüksek afinite 

Grup 2 

Penisilinazlar 

2a A Gram (+) bakterilerdeki 

penisilinazlar 

 2b A Gr (-) bakterilerdeki geniş 

spektrumlu beta-laktamazlar 

(TEM-1, TEM-2, SHV-1) 

Ampisilin, tikarsilin, 

karbenisilin, sefalotine direnç 

 2be A Genişlemiş spektrumlu beta-

laktamazlar (TEM,SHV 

türevleri, PER-1, CTX-M..)2b’ye 

ek olarak seftazidim, seftriakson, 

sefotaksim, aztreonam direnci 
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Tablo 2.2. (devamı): Beta laktamazların sınıflandırılması 

Bush-Jacoby-

Medeiros 

sınıflaması 

Alt grup Ambler 

sınıflaması 

Özellikler 

 2ber A TEM-50 

2br’ye ek olarak seftazidim, 

sefotaksim, seftriakson, 

aztreonam direnci 

 2c A PSE-1, CARB-3 

Karbenisilini hidrolize eder 

 2ce A RTG-4, CARB-10 

2c’ye ek olarak sefepim, 

sefpiromu hidrolize eder 

 2d D OXA-1,OXA-10 

Oksasilin ve kloksasilini 

hidrolize eder 

 2de D OXA-11, 0XA-15 

2d’ye ek olarak seftazidim, 

seftriakson, sefotaksim, 

aztreonam direnci 

 2df D OXA-23, OXA-48 

2d’ye ek olarak karbapenem 

hidrolizi 

 2e A CEP-A 

Klavulanik asit ile inhibe olan 

sefalosporinazlar 
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Tablo 2.2. (devamı): Beta laktamazların sınıflandırılması 

Bush-Jacoby-

Medeiros 

sınıflaması 

Alt-grup Ambler 

sınıflaması 

Özellikler 

 2f A KPC 

Karbapenem, seftazidim, 

seftriakson, sefotaksim, 

aztreonam, sefamisin direnci 

Grup 3 Metallo 

betalaktamazlar 

3a B IMP, VIM 

Çinko bağımlı karbapenemazlar 

Metal iyonu şelatörleri ile inhibe 

olurlar 

Karbapenem hidrolizi yüksek 

Monobaktam hidrolizi zayıf 

Klavulanik asit ve tazobaktamla 

inhibe olmaz 

Grup 4  - Diğer gruplara girmeyen 

enzimler 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

Bu çalışmanın yapılabilmesi için Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel 

Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun 01.02.2012/378 no’lu kararı uyarınca 

etik kurul onayı alınmıştır. Çalışmamız, Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Bilimsel 

Araştırma Projeleri Komisyonu tarafından 12-TF-77 numaralı proje ile destek 

sağlanarak Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

Laboratuvarı’nda, Ekim 2012 – Şubat 2013 tarihleri arasında izole edilen çoklu ilaç 

direnci gösteren A. baumannii izolatları ile gerçekleştirildi. 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Besiyerleri 

 %5 Koyun kanlı agar (RTA, Türkiye),  

 Eozin Metilen Blue agar (EMB) (Oxoid, İngiltere),   

Toz EMB’den 37 gr alınarak distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlandı. 

Otoklavda 1 atmosfer (atm) basınçta 121˚C’de 15 dk tutularak sterilizasyon sağlandı. 

50˚C’ye soğutulup steril petrilere dökülerek kullanıma hazır hale getirildi. 

 Triptik soy broth (Oxoid, İngiltere),  

İzolatların saklanması için %16 gliserol içeren triptik soy broth besiyeri 

kullanıldı. 30 g triptik soy broth, 160 ml gliserol ve 840 ml distile suda eritildi. 1 atm 

basınç ve 121°C'de 15 dakika otoklavlandı. 55°C'ye kadar soğutulduktan sonra 1.5 

ml’lik ependorflara 1’er ml’lik hacimlerde bırakıldı. 

 Mueller Hinton Agar (Oxoid, İngiltere),  

Toz halindeki Mueller-Hinton Agar (MHA)’dan 38 gr alınarak distile su ile 

hacim 1000 ml’ye tamamlandı. Otoklavda 121ºC’de 15 dk tutularak sterilizasyon 

sağlandı, 50˚C'ye soğutulduktan sonra kalınlığı 4 mm olacak şekilde steril petrilere 

döküldü. 
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 Triple Sugar Iron Agar (Üç Şekerli Demirli Besiyeri) (Oxoid, İngiltere) 

Toz halindeki Triple Sugar Iron Agar (Oxoid, İngiltere) 65 gr tartıldı ve 1000 ml 

distile su içerisinde çözüldü. pH 7,4’e ayarlandı. 121°C'de 15 dakika steril edildikten 

sonra steril cam tüplere dağıtıldı, yatık olarak katılaştırıldı. 

 Kan kültürü vasatları (BD Bactec Plus Aerobic/F ve BD Bactec Peds Plus/F) 

(Becton Dickinson company, ABD),  

 Bakteri identifikasyon (ID) ve Antimikrobial duyarlılık test (ADT) buyyon 

(Becton Dickinson company, ABD).  

3.1.2. Kimyasallar ve ayıraçlar 

Katalaz ayıracı: 1 ml %30’luk hidrojen peroksit (H2O2) (Sigma ABD) solusyonu 

9 ml distile su ile karıştırılarak %3’lük H2O2 reaktifi hazırlandı. Reaktif 2-8˚C’de 

bekletildi. 

Kovacs ayıracı: N, N, N, N-Tetrametil-p-fenilenediamin hidroklorürün (Sigma 

ABD) distile sudaki %1’lik eriyiği hazırlandı. Eriyik 2-8˚C’de bekletildi 

Bakteri identifikasyon (ID) ve antimikrobiyal duyarlılık test (ADT) indikatörleri 

(Becton Dickinson Company, ABD) 

Kullanılan antibiyotik diskleri 

Ampisilin-sulbaktam (SAM, 10/10μg) (Oxoid,İngiltere) 

Piperasilin-tazobaktam (TZP, 100/10μg) (Oxoid,İngiltere) 

Tikarsilin-klavulanik asit (TIM, 75/10μg) (Oxoid,İngiltere) 

Sefaperazon-sulbaktam (SCP, 105 μg) (Oxoid,İngiltere) 

Seftazidim (CAZ, 30μg) (Oxoid,İngiltere) 

Seftriakson (CRO, 30μg) (Oxoid,İngiltere) 
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Sefepim (FEP, 30μg) (Oxoid,İngiltere) 

Gentamisin (CN, 10μg) (Oxoid,İngiltere) 

Amikasin (AK, 30μg) (Oxoid,İngiltere) 

Netilmisin (NET, 30μg) (Oxoid,İngiltere) 

Siprofloksasin (CIP, 5μg) (Oxoid,İngiltere) 

Levofloksasin (LEV, 5μg) (Oxoid,İngiltere) 

Tigesiklin (TGC, 15μg) (Oxoid,İngiltere) 

Trimetoprim-sülfametoksazol (SXT, 1.25/23.75μg) (Oxoid,İngiltere) 

İmipenem (IPM, 10 μg) (Oxoid,İngiltere) 

Meropenem (MEM, 10 μg) (Oxoid,İngiltere) 

Kalite kontrol kökenleri 

P. aeruginosa ATCC (American Type Culture Collection) 27853 

E. coli ATCC 25922  

E. Coli ATCC 35218 

Polimerase Zincir Reaksiyonu (PZR) modülü için gerekli reagen seti (Amplex, 

Almanya) 

Lizis buffer 60 ml (katalog no: 3950) 

İşaretli oligonükleotid primer 240 µl 

Nükleotid mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP içeren)120 µl 

Pozitif kontrol 125 µl 

Negatif kontrol 100 µl 
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Steril, iki kez distile edilmiş su (enjeksiyonluk distile su kullanıldı) 

Hibridizasyon modülü (Amplex, Almanya) 

Her bir kuyucuğunda, farklı OXA gen kümelerini ve A. baumannii’ ye spesifik 

genleri saptamak için immobilize oligonükleotid probları içerir. Her  gen grubu için 

farklı renklerde (kırmızı, mor, mavi, yeşil) 96’şar kuyucuktan oluşur. 

MTS-BR-AB: A. baumannii (blaOXA-51-like)-kırmızı-96 kuyucuk 

MTS-BR-O23: blaOXA-23-like - mor-96 kuyucuk 

MTS-BR-O40: blaOXA-40-like - koyu yeşil-96 kuyucuk 

MTS-BR-O58: blaOXA-58-like - mavi-96 kuyucuk 

MTS-BR-BLANK: reagen kontrol, renksiz-16 kuyucuk 

HYBBUF (Hibridizasyon tamponu): Salin citrate buffer (SSC), sodyum dodesil 

sülfat (SDS) ve N-lauroylsarcosine içerir. 10ml 

STRGWASH (Zorlu yıkama solusyonu): SSC ve SDS içerir. 100ml 

WASHBUF (Yıkama tamponu): Fosfat tamponu, NaCl ve deterjan , koruyucu olarak 

da metilizotiazolon ve oxipiron içerir. 20 kat konsantre edilmiştir. 

CONJ (Konjugat): 100 kat konsantre edilmiştir. Koruyucu olarak metilizotiazolon, 

dimetiaminoantipirin ve klorasetamid içerir.120µl 

SUBS-TMB (Subtrat): Kullanılmaya hazır tetrametilbenzidin (TMB) substrat 

solusyonunu içerir.12 ml 

STOP-H3PO4-%25 (Durdurma solusyonu): Kullanılmaya hazır, %25lik fosforik asit 

içerir. 12 ml 

 Çalışmada kullanılan, Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji 

Anabilim Dalı'na ait cihazlar ise şunlardır: 

Otoklav (Nüve, Türkiye) 
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Hassas Terazi ( Vibra, Japonya) 

Multi-Blok Isıtıcı (Lab-Line, Japonya) 

Veriti Termal Cycler (Applied Biosystems, İngiltere) 

Biogüvenlik Kabini (JSR ,Japonya) 

Etüv (Heraeus, Almanya) 

Mikrotitre plate fotometre (450-620 nm arası) (Sunrise-Tecan, İsviçre) 

Buzdolabı (-80˚C) (Sanyo, Japonya) 

Buzdolabı (-20˚C) (Beko, Türkiye) 

Buzdolabı (+2-+8˚C) (Beko, Türkiye) 

10, 100, 1000µl’lik pipetler (Eppendorf Research, ABD) 

Metal özeler 

3.1.3. Sarf Malzemeleri 

10,100 1000µl’lik tek kullanımlık pipet uçları 

PZR reaksiyon kapları (0.2ml’lik) 

Tek kullanımlık plastik özeler 

Tek kullanımlık 15 cm çaplı boş petri kutuları 

Tek kullanımlık 9 cm çaplı petri kutuları 

3.2. Bakteri İzolatları 

Dicle Üniversitesi Hastaneleri’nin yoğun bakım ünitelerinde yatan hastaların 

(0-94 yaş aralığında) Ekim 2012- Şubat 2013 tarihleri arasında gönderilen klinik 

örneklerinden izole edilen, BD PhoenixTM 100 (Becton Dickinson, MD, USA) 
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otomatize sistem ile A. baumannii olarak tanımlanan ve konvansiyonel yöntemlerle 

A. baumannii olduğu doğrulanan çoklu ilaç dirençli 80 izolat çalışmaya dahil edildi. 

Aynı hastaya ait mükerrer izolatlar çalışma dışı bırakıldı. Çalışmaya alınan 

izolatların özellikleri Tablo 3.1'de gösterildi. 

Tablo 3.1. Tüm A. baumannii izolatlarının soyutlandığı hastaların yaş, cinsiyet, 

yattığı klinik ve örnek özellikleri 

No Yaş Cins Hastanın yattığı klinik Örnek 

1 84 E Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü Katater 

2 78 K Dahiliye Y.B.Ü. Kan 

3 62 K Nöroloji.Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

4 39 E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

5 20 K Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

6 67 E Dahiliye Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

7 0 K Çocuk Hastalıkları Y.B.Ü. Yara 

8 57 E Kardiyoloji Y.B.Ü. Kan 

9 86 E Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

10 76 K Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

11 50 E Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü Trakeal aspirat 

12 0 E Çocuk Hastalıkları Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

13 26 E Ortopedi ve Travmatoloji Y.B.Ü. Yara 
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Tablo 3.1.(devamı) Tüm A. baumannii izolatlarının soyutlandığı hastaların yaş, 

cinsiyet, yattığı klinik ve örnek özellikleri 

No Yaş Cins Hastanın yattığı klinik Örnek 

14 40 E Enfeksiyon Hastalıkları Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

15 1 K Çocuk Cerrahisi Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

16 22 E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.Ü. Katater 

17 20 E Plastik Cerrahi Y.B.Ü. Yara 

18 48 K Dahiliye Y.B.Ü. Kan 

19 43 E Dahiliye Y.B.Ü. Kan 

20 36 K Kadın Hastalıkları ve Doğum Y.B.Ü. Yara 

21 47 E Plastik Cerrahi Y.B.Ü. Yara 

22 64 E Kardiyovasküler Cerrahi Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

23 38 K Dahiliye Y.B.Ü Kan 

24 88 E Nöroloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

25 0 E Çocuk Hastalıkları Y.B.Ü. Kan 

26 31 E Nöroşirürji Y.B.Ü. Katater 

27 75 K Kardiyoloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

28 12 E Çocuk Cerrahisi Y.B.Ü. İdrar 

29 19 K Genel Cerrahi Y.B.Ü. Kan 

30 62 K Nefroloji Y.B.Ü. İdrar 
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Tablo 3.1.(devamı) Tüm A. baumannii izolatlarının soyutlandığı hastaların yaş, 

cinsiyet, yattığı klinik ve örnek özellikleri 

No Yaş Cins Hastanın yattığı klinik Örnek 

31 75 E Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü Trakeal aspirat 

32 46 K Kardiyoloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

33 65 E Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü Trakeal aspirat 

34 3 E Çocuk Hastalıkları Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

35 25 E Yanık Ünitesi Y.B.Ü. Yara 

36 94 K Dahiliye Y.B.Ü.. Trakeal aspirat 

37 26 K Nefroloji Y.B.Ü. Katater 

38 52 K Göğüs Hastalıkları ve Y.B.Ü Kan 

39 38 E Genel Cerrahi Y.B.Ü. Kan 

40 54 E Göğüs Hastalıkları ve Y.B.Ü Kan 

41 17 E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

42 15 K Nöroşirürji Y.B.Ü. Yara 

43 58 K Üroloji Y.B.Ü. İdrar 

44 80 E Nöroloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

45 58 K Nöroloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

46 29 E Yanık Ünitesi.Y.B.Ü. Yara 

47 20 K Nefroloji Y.B.Ü. Katater 
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Tablo 3.1. (devamı) Tüm A. baumannii izolatlarının soyutlandığı hastaların yaş, 

cinsiyet, yattığı klinik ve örnek özellikleri 

No Yaş Cins Hastanın yattığı klinik Örnek 

48 44 K Dahiliye Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

49 83 K Dahiliye Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

50 61 E Nöroloji Y.B.Ü. İdrar 

51 24 K Ortopedi ve Travmatoloji Y.B.Ü. Yara 

52 84 E Nöroloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

53 87 K Dahiliye Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

54 10 K Yanık Ünitesi.Y.B.Ü. Kan 

55 78 E Dahiliye Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

56 51 E Genel Cerrahi Y.B.Ü. Kan 

57 2 E Yanık Ünitesi.Y.B.Ü. Yara 

58 58 E Nöroşirürji Y.B.Ü. Katater 

59 34 E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.Ü. İdrar 

60 84 K Nöroloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

61 69 E Kardiyoloji Y.B.Ü. Kan 

62 64 E Dahiliye Y.B.Ü. Kan 

63 80 E Nöroloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

64 53 K Nöroloji Y.B.Ü. Kan 
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Tablo 3.1. (devamı). Tüm A. baumannii izolatlarının soyutlandığı hastaların yaş, 

cinsiyet, yattığı klinik ve örnek özellikleri 

No Yaş Cins Hastanın yattığı klinik Örnek 

65 42 E Nöroloji Y.B.Ü. Kan 

66 76 E Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü Kan 

67 4 E Anestezi ve Reanimasyon Y.B.Ü. Yara 

68 0 K Yenidoğan Y.B.Ü. Katater 

69 83 E Genel Cerrahi Y.B.Ü. Kan 

70 0 K Yenidoğan Y.B.Ü. Katater 

71 88 E Dahiliye Y.B.Ü. Kan 

72 0 K Yenidoğan Y.B.Ü. Kan 

73 0 E Çocuk Hastalıkları Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

74 13 K Çocuk Hastalıkları Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

75 39 E Dahiliye Y.B.Ü. Katater 

76 82 K Nöroloji Y.B.Ü. Trakeal aspirat 

77 91 K Genel Cerrahi Y.B.Ü. Kan 

78 56 K Genel Cerrahi Y.B.Ü. Dren sıvısı 

79 59 E Nöroloji Y.B.Ü. Katater 

80 70 E Göğüs Hastalıkları Y.B.Ü Trakeal aspirat 

Y.B.Ü: Yoğun bakım ünitesi 
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3.2.1. İzolatların tanımlanması ve antibiyotik duyarlılık testleri 

Laboratuvarımıza gelen idrar örnekleri %5 KKA ve EMB agara inoküle 

edilirken diğer örnekler ise %5 KKA, EMB agar ve çukolata agara inoküle edildi ve 

uygun koşullarda inkübe edildi. Kan kültür vasatına inoküle edilmiş olarak 

gönderilen kan örnekleri ise otomatize kültür sisteminde (BACTEC™ 9120 Blood 

Culture System) inkübe edildi. Üreme sinyali izlenildiğinde kan kültür vasatından 

alınan bir miktar örnek %5 KKA, EMB agar ve Sabouraud Dextroz agara (SDA) 

inoküle edildi ve 35±2˚C’de 16-24 saat inkübe edildi (83-85). Besiyerinde saf koloni 

şeklinde üreyen aerob, Gram negatif diplokok veya kokobasil morfolojisindeki 

bakterilere ait kolonilerin identifikasyonu yapıldı ve otomatize sistemle antibiyotik 

duyarlılık testleri çalışıldı. 

 Antibiyotik duyarlılık testleri için, CrystalSpecTM nefelometre kullanılarak 

ID buyyonu içerisinde yoğunluğu 0.5 McFarland standartına ayarlanmış bakteri 

süspansiyonları hazırlandı. Böylece konsantrasyonu yaklaşık 1x10
8
 CFU/ml olan 

bakteri süspansiyonundan, antimikrobiyal duyarlılık test buyyon tüpüne 25 μL ilave 

edildi. ADT buyyon içerisine bir damla Phoenix ™ AST indikatörü damlatıldı. Bu 

paneller 35°C inkübasyon sıcaklığı sağlayan ve 20 dakikada bir analiz yapan 

Phoenix™ cihazına yerleştirildi. İzolatların antibiyotik duyarlılıkları NMIC/ID-55 

panellerinin kullanıldığı BD Phoenix™ sistemi ile test edildi (86,87). Duyarlılık 

testlerinin sonuçları Klinik ve Laboratuar Standartları Enstitüsü (Clinical and 

Laboratory Standards Institute, CLSI) kriterlerine göre duyarlı, orta duyarlı ve 

dirençli olarak kategorize edildi. Acinetobacter izolatları için CLSI’nin önerdiği 

minimal inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri tablo 3.2.’de gösterilmiştir (88). 

 A. baumanni olarak tiplendirilen çoklu ilaç dirençli izolatlar, çalışma 

yapılıncaya kadar %16 gliserol içeren triptik soy buyyon besiyerinde –80ºC’de 

saklandı (89-90). En az üç antibiyotik sınıfının tipik antibiyotiklerine dirençli olan A. 

baumannii izolatları çoklu ilaç direnci gösteren A. baumannii olarak tanımlandı. Bu 

amaçla kullanılan antibiyotik sınıfları; aminoglikozidler (gentamisin, amikasin, 

netilmisin), antipseudomonal penisilinler (piperasilin, tikarsilin), karbapenemler 

(imipenem, meropenem), sefalosporinler (sefepim, seftazidim, seftriakson, 
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sefotaksim), kinolonlar (siprofloksasin, levofloksasin) ve bunlara ek olarak kolistin, 

ampisilin/sulbaktam, sefaperazon-sulbaktam ve tetrasiklinler (tigesiklin) idi.  

Tablo 3.2. Acinetobacter izolatları için CLSI’nin önerdiği minimal inhibitör 

konsantrasyon (MİK) değerleri (89) 

Antimikrobiyal Duyarlı 

(µg/ml) 

Orta duyarlı 

(µg/ml) 

Dirençli 

(µg/ml) 

Ampisilin-Sulbaktam ≤8/4 16/8 ≥32/16 

Piperasilin-Tazobaktam ≤16/4 32/4-64/4 ≥128/4 

Seftazidim  ≤8 15-19 ≥32 

Sefotaksim ≤8 15-19 ≥32 

Sefepim ≤8 15-19 ≥32 

Seftriakson ≤8 14-20 ≥64 

İmipenem ≤4 8 ≥16 

Meropenem ≤4 8 ≥16 

Gentamisin ≤4 8 ≥16 

Amikasin ≤16 32 ≥64 

Siprofloksasin ≤1 2 ≥4 

Levofloksasin ≤2 4 ≥8 

Trimetoprim-sulfametoksazol ≤2/38 - ≥4/76 
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3.2.2. İzolatların konvansiyonel yöntemlerle tiplendirilmesi 

Stoklanmış bakteriler çalışılmadan önce iki kez pasajlandı. EMB agardaki ilk 

pasaj 35±2˚C’de 20-24 saat inkübe edildi. Ardından, hemoliz ve 44˚C’de üreyebilme 

özelliklerini değerlendirmek amacıyla %5 KKA’a pasajlanarak 44±2˚C’de 20-24 saat 

inkübe edildi. 44˚C’de üreyemeyen ve kanlı agarda hemoliz yapan izolatlar 

çalışmaya alınmadı. İzolatlarda katalaz ve oksidaz varlığı araştırıldı. TSİ agar ve 

hareket besiyerlerine ekim yapıldı.  

Katalaz testi 

Bu test, katalaz enzimi bulunduran bakterilerin hidrojen peroksiti katalize 

ederek, oksijen ve suya ayrılmasını sağlama esasına dayanır. Temiz bir lam üzerine 

bir damla katalaz reaktifi -%3 H2O2- damlatıldı. Steril öze ile alınan koloni lamın 

üzerinde ezilerek katalaz reaktifi ile karıştırıldı. Gaz kabarcıklarının görülmesi 

pozitif, görülmemesi ise negatif olarak değerlendirildi (91). Çalışmaya alınan 

izolatların tamamının katalaz pozitif olduğu gözlendi. 

Oksidaz testi 

Hazırlanan dimetil-p-fenilendiamin hidrokloridin saf sudaki %0.5-1’lik 

eriyiği ile ıslatılmış süzgeç kağıdının üzerine, besiyerindeki kolonilerden steril platin 

öze yardımıyla bir miktar sürüldü. 5-10 saniye içinde kolonilerin mor renge 

dönüşmesi pozitif, renk oluşmaması negatif sonuç olarak değerlendirildi (91). 

Çalışılan izolatlar renk değişimi göstermedikleri için oksidaz negatif olarak saptandı. 

Üç şekerli demirli besiyerinin (TSİ) ekim yöntemi ve değerlendirilmesi 

EMB besiyerinde tek düşen koloniye dokundurulan iğne öze ile alınan 

bakteriler TSİ besiyerinin önce dik kısmına batırılarak sonra yatık kısmının 

yüzeyinde zik zak çizilerek ekim yapıldı. Ekimler 35±2°C’de 24 saat inkübe edildi, 

fermantatif veya nonfermantatif olması incelendi (92). İzolatların hiçbirinde 

besiyerinde asit ortam oluşumu gözlenmedi, izolatlar non-fermenter olarak 

değerlendirildi. 
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Hareket testi 

Sığır eti özütü (3 gr), pepton (10 gr), NaCL (5 gr) ve agar (4 gr), hacim 

1000ml’ye tamamlanacak şekilde distile su içinde karıştırılarak eritildi. Hazırlanan 

besiyerinin pH’sı 7.0'ye ayarlandı, cam tüplere dağıtımı yapılıp 1 atm. basınçta 

121ºC’de 15 dakika steril edildi. Bakteri kolonisinden steril iğne öze ile alınarak 

tüpteki besiyerine batırma ekimi yapıldı. 35±2˚C’de 18-24 saat inkübasyon sonrası 

besiyerinde inokülasyon çizgisinden yanlara doğru bulanıklık görülmesi bakterinin 

hareketli olduğunu, yanlara doğru bulanıklık görülmemesi hareketsiz olduğunu 

düşündürdü. Çalışılan izolatların tamamı hareketsizdi.  

Otomatize sistemle A. baumannii olarak tanımlanan, ardından konvansiyonel 

yöntemlerle; Gram negatif kok/kokobasil görünümde, 44˚C’de üreyebilen, %5 koyun 

kanlı agarda hemoliz yapmayan, katalaz (+), oksidaz (-), hareketsiz ve TSİ 

besiyerinde fermentasyon yapmadığı saptanan izolatlar A. baumannii olarak 

değerlendirilerek çalışmamızın sonraki aşaması olan disk difüzyon testine geçildi. 

3.2.3. Disk difüzyon testi ile antibiyotik duyarlılık tesbiti 

Bakterilerin antibiyotiklere karşı duyarlılığı Kirby–Bauer disk difüzyon 

tekniği ile CLSI önerileri dikkate alınarak MHA’da yapıldı (88). Otomatize sistem 

panelinde olmayan tigesiklin, netilmisin ve sefoperazon-sulbaktam diskleri ile de 

çalışılarak izolatların bu antibiyotiklere direnç durumu belirlendi. 

Kalite kontrol kökeni olarak P. aeruginosa ATCC (American Type Culture 

Collection) 27853, E. coli ATCC 25922 kullanıldı (94). Beta-laktam/beta-laktamaz 

inhibitör kombinasyonları için ayrıca E. Coli ATCC 35218 standart suşu kullanıldı 

(88). 

Steril, tek kullanımlık, 15 ve 9 cm çaplı petri plaklarına 4 mm yükseklikte 

olacak şekilde Mueller-Hinton agar (Oxoid, İngiltere) döküldü ve kullanılıncaya 

kadar +4°C’de bekletildi. Pasajlanan plaklarda saf koloni halinde üremiş olan bakteri 

kolonilerinden steril öze ile bir miktar alınarak steril serum fizyolojik içerisinde 0.5 

Mc Farland bulanıklık sağlanacak şekilde süspanse edildi. Steril eküvyon ile bu 
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süspansiyondan MHA besiyeri üzerine yaygın ekim yapıldı. Plakların kuruması 

beklenerek üretici firmalardan sağlanan antibiyotik diskleri plaklara aplike edildi.  

Çalışmada kullanılan antibiyotik diskleri; ampisilin-sulbaktam (SAM, 

10μg/10μg), piperasilin-tazobaktam (TZP, 100/10μg),  sefaperazon-sulbaktam (SCP, 

105µg), seftazidim (CAZ, 30μg), seftriakson (CRO, 30µg), sefepim (FEP, 30µg), 

gentamisin (GN, 10μg), amikasin (AN, 30μg), netilmisin (NET, 30µg), 

siprofloksasin (CIP, 5μg), levofloksasin (LEV, 5μg), tigesiklin (TGC, 15μg), 

imipenem (IPM, 10μg), meropenem (MEM, 10μg) ve trimetoprim/sulfametaksazol 

(SXT, 1.25/23.75μg) (Oxoid, İngiltere) idi. 

Her Acinetobacter kökeni için çapı 15 ve 9cm olan iki petri kutusu kullanıldı. 

15cm’lik petri kutularının her birine 10 antibiyotik diski kenardan 15 mm, 

birbirinden 25–30 mm uzaklıkta olacak şekilde yerleştirildi. 9cm’lik petri kutularının 

her birine 5 antibiyotik diski, kenardan 15 mm, birbirinden 25-30 mm uzaklıkta 

olacak şekilde yerleştirildi. Petri kutuları 35–37ºC’ de, 18–24 saat inkübe edildikten 

sonra inhibisyon zon çapları ölçüldü. Elde edilen sonuçlar CLSI kriterlerine göre 

Tablo 3.3’de belirtildiği şekilde duyarlı (S), orta duyarlı (I) veya dirençli (R) olarak 

yorumlandı.  

Netilmisin için CLSI kriterlerinde Acinetobacter baumannii izolatlarına 

yönelik disk difüzyon zon çapları belirlenmediğinden, EUCAST’da Acinetobacter 

türleri için belirlenen zon çapları esas alındı (93). Sefoperazon- sulbaktam disk 

difüzyon zon çapını değerlendirirken, CLSI’ın P. aeruginosa izolatlarında 75 µg 

Sefoperazon için belirlenen disk difüzyon zon çapları baz alındı (94). Acinetobacter 

baumannii izolatları için CLSI’ın önerdiği disk difüzyon zon çapları Tablo 3.2’de 

gösterildi (95). Acinetobacter türlerinde kolistinin antimikrobiyal duyarlılığını 

saptamak için CLSI ve FDA, MİK değerlerinin esas alınmasını önermektedir. Biz de 

çalışmamızda, kolistin duyarlılığını otomatize sistemle saptanan MİK değerlerine 

göre belirledik. 
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Tablo 3.3. Acinetobacter izolatları için CLSI’nin önerdiği disk difüzyon 

inhibisyon zon çapları (95) 

Antimikrobiyal Duyarlı 

(mm) 

Orta duyarlı 

(mm) 

Dirençli 

(mm) 

Ampisilin-Sulbaktam  10/10 µg ≥15 12-14 ≤11 

Piperasilin-Tazobaktam 100/10 µg ≥21 18-20 ≤17 

Seftazidim 30 µg ≥18 15-19 ≤14 

Sefepim 30  µg ≥18 15-19 ≤14 

Seftriakson 30 µg ≥21 14-20 ≤13 

İmipenem 10 µg ≥16 14-15 ≤13 

Meropenem 10 µg ≥16 14-15 ≤13 

Gentamisin 10 µg ≥15 13-14 ≤12 

Amikasin 30 µg ≥17 15-16 ≤14 

Siprofloksasin 5 µg ≥21 16-20 ≤15 

Levofloksasin 5 µg ≥17 14-16 ≤13 

Trimetoprim-sulfametoksazol 1.25/23.75µg ≥16 11-15 ≤10 

Netilmisin 
(93)

 30 µg ≥16  <16 

Sefoperazon 
(94)

 75µg ≥21 16-20 ≤15 

(93) 
: EUCAST’ın Acinetobacter türleri için önerdiği inhibisyon zon çapları  

(94) : 
CLSI’nin P. aeruginosa için belirlediği inhibisyon zon çapları 
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Tigesiklin için iki ayrı değerlendirme yapıldı. İlkinde FDA’nın Acinetobacter 

türleri için önerdiği tigesiklin duyarlılık zon çapları olmadığından, 

Enterobacteriaceae türleri için önerilen zon çapları (19 mm ve üstü duyarlı, 15-18 

mm orta duyarlı, 14 mm ve altı dirençli) esas alınarak değerlendirildi (96). İkinci 

olarak; Jones’un Acinetobacter türlerinde disk difüzyon çaplarının yorumlanması 

için önerdiği kriterlere göre (16 mm ve üstü duyarlı, 13-15mm orta duyarlı, 12 

mm’nin altı dirençli) yorumlandı (97). FDA ve Jones kriterlerine göre tigesiklin disk 

difüzyon zon çapları Tablo 3.4’de gösterildi.  

Tablo 3.4. Tigesiklin disk difüzyon inhibisyon zon çaplarının iki ayrı kritere 

göre değerlendirilmesi 

Kriter S (mm) I (mm) R (mm) 

FDA 
(96) 

≥19 15-18 ≤14 

Jones 
(97) 

≥16 13-15 ≤12 

S: Duyarlı, I: Orta duyarlı, R: Dirençli 

(96)
: FDA’in Enterobacteriaceae türleri için önerdiği zon çapları  

(97)
: Jones’un 2005 yılında Acinetobacter türlerinin disk difüzyon sonuçlarının 

yorumlanmasında önerdiği değerler  
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3.3. Multiplex PZR ile Karbapenemaz Genlerinin Saptanması 

 3.3.1. Test sisteminin yapısı ve prensibi 

Hyplex CarbOxa ID test sistemi, OXA tipi karbapenemaz üreten bakterileri 

kalitatif yöntemle saptamaya yarayan in vitro tanı aracıdır. Bu sistem; blaOXA-51, 

blaOXA-23, blaOXA-40 ve blaOXA-58 ailelerinin tüm tanımlanmış üyelerini saptar. 

Hyplex CarbOxa ID PCR Modülü ile sağlanan amplifikasyon ürünleri, 

Hyplex CarbOxa ID Hibridizasyon Modülü ile spesifik oligonükleotid problarıyla 

ters hibridizasyon yoluyla görünür hale gelirler. 

 PCR Modülü, örnek materyalden her PCR reaksiyonunda maximum on 

hibridizasyona yetecek kadar amplifikasyon ürünü sağlar. 

 Hibridizasyon Modülü, A. baumannii’ye spesifik genleri ve 3 farklı OXA 

ailesini kodlayan genleri saptamaya yönelik, her bir kuyucuğunda immobilize 

oligonükleotid problarının olduğu 96’şar kuyucuğu ve reagenleri içerir. Örnek 

materyal, hyplex CarbOxa ID PCR modülü ile elde edilen amplifikasyon ürünleridir. 

Hibridizasyon modülündeki spesifik probların listesi tablo 3.5.’de gösterilmiştir. 

 Hyplex CarbOxa PCR Modülü, tek bir PCR reaksiyonu ile farklı DNA 

bölgelerinin eş zamanlı spesifik amplifikasyonunu sağlayan işaretli oligonükleotid 

primerlerini içerir. Uygun DNA varlığında , blaOXA-23, blaOXA-40 ve blaOXA-58 benzeri 

ve A. baumannii spesifik  genlerin(blaOXA-51) amplifikasyon ürünleri sentezlenir, 

ardından Hyplex CarbOxa hibridizasyon modülü ile görünür hale gelir. 

Bunun için, Hyplex CarbOxa PCR Modülü ile elde edilen amplifikasyon 

ürünleri, ısıyla denatüre edilip tek zincirli hale getirilir ve polisitren yüzeylerine 

spesifik problar yapıştırılmış mikrotitrasyon plaklarına eklenir. Hibridizasyon 

tamponu kullanılarak tamamlayıcı dizilerin hibridizasyonu sağlanır ve ELISA 

prensibiyle saptanabilir. Birkaç zorlu yıkama basamağından sonra bir peroksidaz 

konjugatı eklenir. Konjugat, yüksek spesifiteyle, oligonükleotid proba bağlanmış 

olan tek zincirli işaretli PCR ürününe bağlanır. İleri yıkama basamaklarından sonra, 

peroksidazla karşılaşınca mavi renk oluşturan TMB substrat solusyonu eklenir. Bu 
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reaksiyon, stop solusyonuyla durdurulur ve rengin sarıya dönüştüğü gözlenir. 

Kuyucukların renk değişimi, fotometrede, 450 nm’lik dalga boyunda ölçülür. 

Pozitif sinyaller, belirli DNA dizilerinin spesifik amplifikasyonlarına, 

dolayısıyla incelenen örnekte ilgili genlerin olduğuna işaret eder. 

Tablo 3.5. Hyplex CarbOxa ID test sisteminin hibridizasyon modülleri 

Semboller Spesifite Kuyucuk rengi Katalog 

numarası 

MTS BR AB Acinetobacter 

baumannii 

Kırmızı 3881 

MTS BR O23 OXA-23 ailesi Mor 3882 

MTS BR O40 OXA-40 ailesi Koyu yeşil 3883 

MTS BR O58 OXA-58 ailesi Mavi 3884 

 

3.3.2. Testin ön hazırlıkları 

Pozitif kontrol probları (+2- +8˚C) dışında hyplex CarbOxa PCR modülü 

bileşenleri -20˚C’de tutuldu. Reagenlerin çokca dondurulup çözülmeleri önlendi. İlk 

kullanımdan sonra çözüp dondurmadan sakınmak için 2-8˚C’de bekletildiler ve 

üreticinin önerileri doğrultusunda 3 ay içinde kullanıldılar. 

Hyplex CarbOxa ID Hibridizasyon modülleri 2-8˚C’de, buzdolabında 

saklandı. Teste başlamadan önce yıkama tamponu, TMB substrat solusyonu, stop 

solusyonu ve içinde mikrotitre kuyucuklarının olduğu kapalı durumdaki hava 

sızdırmaz paket en az 30 dakika oda sıcaklığında (18-25˚C) bırakıldı. Zorlu yıkama 

solusyonu 50˚C’ye ayarlanmış etüvde bekletilerek ısıtıldı. Hibridizasyon tamponu ve 

konjugat, çalışma sırasında da soğuk tutulması gerektiğinden buzdolabında 

bekletildi. 
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Non-spesifik ürün oluşumunu minimuma indirmek için amplifikasyon 

reaksiyonlarının pipetajı temiz bir kabinde buz kalıbının üzerinde yapıldı ve 

reagenler içinde en son DNA polimeraz eklendi. Kontaminasyonu önlemek için 

uygun tek kullanımlık pudrasız eldivenler giyildi ve filtreli pipet uçları kullanıldı. 

3.3.3. Örnek materyalin hazırlanması 

Örnek materyal; izole edilmiş DNA, saf bakteri hücreleri veya olası enfekte 

klinik örnekler olabilir. 

Bizim çalışmamızda, örnek materyal olarak bakteri hücreleri kullanıldı. 

Bunun için -80˚C’de stoklanmış bakteriler 2 kez pasajladıktan sonra her örnek için 

tek bir bakteri kolonisi 300µl hyplex Lysis Buffer (katalog no:3950) içinde suspanse 

edildi. Bu suspansiyon 99˚C’ye ayarlı ısı bloğunda 10 dakika bekletildikten sonra 

10.000 devirde 2 dakika santrifüjlendi ve 5µl süpernatant, amplifikasyon 

reaksiyonunda kullanılmak üzere 200µl’lik ependorflara aktarıldı. 

3.3.4. Amplifikasyon reaksiyonu için karışım hazırlanması 

Non-spesifik ürün oluşumu ihtimalini minimuma indirmek için temiz ve 

kapalı bir kabinde, tek kullanımlık pudrasız eldivenlerle çalışıldı, amplifikasyon 

reaksiyonu için hazırlanan karışıma en son DNA polimeraz eklendi ve işlem buz 

aküsü üzerinde gerçekleştirildi. 

Amplifikasyon reaksiyonu için hazırlanan karışım için kullanılan kimyasallar: 

x µl         Örnek materyal (Örn: 5 µl örnek lizatı veya 5 µl negatif /pozitif kontrol) 

1 µl         Nükleotid mix (sarı kapaklı) 

2 µl         Primer mix (yeşil kapaklı) 

5 µl         10×PCR buffer 

1 µl         DNA polimeraz (1 U) 
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50 µl’ye tamamlayacak kadar iki kez distile edilmiş su (Bunun için 36 µl steril 

enjeksiyonluk su kullanıldı.) 

Karışımda kullanılacak kimyasal miktarı [örnek sayısı+1] ile çarparak 

belirlendi.  

Şöyle ki: 

11 örnek çalışıldığında 12×36 µl enjeksiyonluk su (432 µl) 

                                      12×5 µl PCR buffer (60 µl) 

                                      12×2 µl primer mix (24 µl) 

                                      12×1 µl nükleotid mix (12 µl) 

                                      12×1 µl DNA polimeraz (12µl) (12 U) 

                                      540 µl toplam karışım 

Ependorflara aktarılmış olan her 5 µl’lik örnek materyal üzerine, hazırlanan 

amplifikasyon karışımından 45 µl eklendi. Toplam 50 µl’lik karışım içeren 

ependorflar PCR thermocycler cihazına yerleştirildi. Üreticinin önerileri 

doğrultusunda PCR thermocycler cihazı tablo 3.6’da gösterilen şekilde programlandı. 

Amplifikasyon işlemi bittikten sonra ters hibridizasyon aşamasına geçilinceye 

kadar amplifikasyon ürünleri -20˚C’de bekletildi. 
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Tablo 3.6. Amplifikasyon reaksiyonu için PZR thermocycler programı 

Döngü sayısı Isı 

[˚C] 

Zaman Reaksiyon 

1 kez 94 5 dakika DNA’nın ilk denaturasyonu 

 

 

35 kez 

94 25 saniye DNA denaturasyonu 

52 25 saniye Primerlerin bağlanması 

72 20 saniye +1 sn/döngü 

veya 

45 saniye 

3'-OH ucundan primerlerin 

uzantısı 

1 kez 72 3 dakika Son uzantı 

 

3.3.5. Ters hibridizasyon 

Ön hazırlık ve test plaklarının yerleştirilmesi 

Teste başlanmadan önce yıkama tamponu (washing buffer), TMB substrat solusyonu, 

stop solusyonu ve mikrotitrasyon kuyucukları buzdolabından çıkarıldı, 30 dakika 

bekletilerek oda sıcaklığına gelmeleri sağlandı. Zorlu yıkama solusyonu, sıcaklığı 

50˚C olan etüvde bekletilerek 50˚C’ye ısıtıldı. 

4cc yıkama tamponu, 76cc steril distile su ile karıştırılarak 1/20 oranında 

seyreltildi.  

Çalışılacak örnek sayısı ve yapılacak testlere uygun olarak kuyucuklar 

birbirinden ayrıldı ve çerçeveye sıkıca yerleştirildi. 11 örnek materyalinin çalışıldığı 

testte; kuyucuklardan biri negatif kontrol kuyucuğu olmak üzere, her bir gen bölgesi 

için farklı renkte (kırmızı, mor, koyu yeşil ve mavi) 12’şer kuyucuk yerleştirildi. 
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Pozitif kontrol için koyu mavi renkte bir kuyucuk, reagen kontrol için renksiz bir 

kuyucuk yerleştirildi (resim1). 

Kullanılmayan kuyucuklar, içinde kurutucu madde olan hava sızdırmaz 

paketlere konularak tekrar 2-8˚C’de bekletildi. 

Arka plan sinyal ölçümü için, her test grubuyla birlikte bir reagen kontrol 

kuyucuğu kullanıldı. 50 µl hibridizasyon tamponunun eklenmesinden sonraki tüm 

basamaklar reagen kuyucuğu için de uygulandı. 

Bir sporun üzerine, her örnek için bir adet, pozitif ve negatif kontroller için de 

birer adet 1000µl’lik steril ependorf yerleştirildi ve numaralandırıldı. Bu ependorflar, 

hibridizasyon solusyonuyla PZR ürünlerinin karıştırılması için kullanıldı. 

 

 

 

Resim 3.1. Hibridizasyon modülünde kullanılan kuyucuklar. 

 11 örnek + negatif kontrol için her gen grubundan birer kuyucuk (kırmızı: blaOXA-51-

like, mor: blaOXA-23-like, mavi: blaOXA-40-like, yeşil: blaOXA-58-like), pozitif kontrol için bir 

kuyucuk (koyu mavi), reagen kontrol için renksiz kuyucuk yerleştirildi. 
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PZR örneğinin hazırlanması ve hibridizasyon işlemi 

Amplifikasyon işlemiyle elde edilen 50 µl’lik reaksiyon karışımları, ısıtılmış 

kapaklı bir thermal cycler’da 95˚C’de 10 dakika bekletilerek denatüre edildi. 

Spor üzerine yerleştirilmiş ependorflara, her örneğin PZR yığınından kuyucuk 

başına 5 µl, soğuk (2-8˚C) hibridizasyon solusyonundan da 50’şer µl eklendi, iyice 

karıştırıldı ve hızlıca ilgili kuyucuklara 50 µl dağıtıldı.  

Şöyle ki: 

1 numaralı örnek için: 5×4=20 µl PZR yığını, 50×4=200 µl hibridizasyon 

solusyonu ile karıştırıldı. Bu karışımdan, 1 numaralı örneğe ait 4 kuyucuğun, 

(kırmızı, mor, koyu yeşil ve mavi) her birine 50’şer µl eklendi. 

Pozitif kontrol PZR yığınından 5µl, 50 µl hibridizasyon solusyonuyla 

karıştırıldı. Pozitif kontrol kuyucuğuna (koyu mavi) bu karışımdan 50 µl eklendi. 

Negatif kontroller için, 5×4=20 µl negatif kontrol PZR yığını, hibridizasyon 

solusyonundan 50×4=200 µl ile ependorf içinde karıştırıldı. Bu karışımdan 4 

kuyucuğa (kırmızı, mor, koyu yeşil ve mavi) 50’şer µl eklendi. 

Hibridizasyon karışımları eklenen mikrotitrasyon plakları, solusyonun 

buharlaşmaması için üzeri kapatılarak 50˚C’de, 30 dakika inkübe edildi. 

Zorlu yıkama için kuyucuklar tamamen boşaltıldı ve 200 µl zorlu yıkama 

solusyonuyla 3 kez yıkandı. 

Her yıkama basamağından sonra zorlu yıkama solusyonun tamamen 

giderilmesi sağlandı. 

Son yıkama basamağından sonra plak bir kağıt havlu üzerine ters bırakılarak 

kuyucuklarda sıvı artığı kalmaması sağlandı. 

Konsantre yıkama tamponu 1/20 oranında deiyonize su ile dilüe edildi. Dilüe 

edilen yıkama tamponu oda sıcaklığında 1 haftaya kadar bekletilebilir. Biz de 

seyreltirken 4 cc konsantre yıkama tamponunu 76 cc deiyonize su ile karıştırdık. 

Kuyucuklar 1 kez oda sıcaklığındaki 200 µl yıkama tamponuyla yıkandı. 

Peroksidaz konjugatı ile inkübasyon için konjugat solusyonu üretici firmanın 

önerisi doğrultusunda her çalışmada taze olarak hazırlandı. Temiz bir kapta, kuyucuk 

başına 1 µl konsantre konjugat solusyonu ile 100 µl dilüe edilmiş yıkama tamponu 

karıştırılarak 1+100 lük bir dilüsyon sağlandı. Her kuyucuğa bu dilüsyondan 100 µl 

eklendi ve 30 dakika süreyle oda sıcaklığında inkübe edildi. 
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Kuyucuklar boşaltıldı. Her kuyucuk, oda sıcaklığında 3 kez 200 µl yıkama 

tamponu ile yıkandı. Her yıkama sonrası yıkama tamponunun tamamen 

giderilmesine dikkat edildi. 

TMB substrat solusyonu kullanıma hazır şekilde üretilmiştir. Her kuyucuğa 

bu solusyondan 100 µl eklendi ve ışık almayacak bir şekilde oda sıcaklığında 15 

dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi ilk kuyucuğun pipetajı ile başlatıldı. 

Reaksiyonu durdurmak için her kuyucuğa 100 µl stop solusyonu eklendi. 

Pipetaj işleminde TMB substratın pipetleme sırasına uyuldu. 

Kuyucuklardaki sönme olayı, mikrotitrasyon plak fotometre ile 450 nm’de, 

620-650 nm referans aralıklarıyla ölçüldü. Sıfır karşılaştırma havaya karşı yapıldı. 

Ölçüm, reaksiyon durdurulduktan sonraki ilk 60 dakika içinde gerçekleştirildi. 

 Ters hibridizasyon işlem basamakları tablo 3.7.’de özetlendi. 

 

3.3.6. Testin değerlendirilmesi 

Üretici firmanın önerileri doğrultusunda, testin değerlendirilebilmesi için; 

Reagen kontrol sönme değeri ≤ 0.200 

Negatif kontrol sönme değeri ≤ 0.200 

Pozitif kontrol sönme değeri ≥ 1.500 olarak ölçüldü. 

Çalışmamızda, örnek materyal olarak saf kültürden elde edilen bakteri 

hücreleri kullanıldı. Bu durumda, üreticinin önerileri doğrultusunda analitik kriter 

olarak:  

≥ 0.400 değerleri pozitif, 

≤ 0.200 değerleri negatif kabul edilirken, 

0.200- 0.400 arasındaki değerler sınır değer sayılarak tekrar çalışıldı. 
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Tablo 3.7. Ters Hibridizasyon işlem basamakları 

Dilüsyonlar 

Yıkama tamponu solusyonu       1+19 deiyonize su ile Kuyucuk başına0.05 

ml+0.95 ml 

Konjugat dilüsyonu 1+100 dilüe yıkama 

solusyonu ile  

Kuyucuk başına 1µl 

+ 100 µl 

Test basamakları  

Denaturasyon PCR reaksiyon ürünü 95˚C’de 10 dakika 

Örneklerin dilüsyonu 50 µl hibridizasyon solusyonuna 5 µl PCR 

reaksiyon ürünü eklenir 

Hibridizasyon Kuyucuk başına 50 µl  50˚C ±1˚C’de 30 

dakika 

Zorlu yıkama  Kuyucuk başına 200 µl 3 kez 

Yıkama Kuyucuk başına 200 µl 1 kez 

Konjugat inkübasyonu Kuyucuk başına 100 µl Oda sıcaklığında 30 

dakika 

Yıkama Kuyucuk başına 200 µl 3 kez 

Substrat inkübasyonu Kuyucuk başına 100 µl Oda sıcaklığında 15 

dakika 

Durdurma Kuyucuk başına 100 µl stop solusyonu ile 

Fotometrik ölçüm 450/620nm 
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4. BULGULAR 

Çalışmaya dahil edilen 80 izolatın, 46 (%57.5)’sı erkek, 34 (%42.5)’ü kadın 

hastalara aitti. Hastaların ortalama yaşı 46.44 ± 28.79, yaş aralığı 0-94 olarak 

hesaplandı. İzolatların 32 (%40)’si trakeal aspirat, 21 (%26.25)’i kan, 11 (%13.75)’i 

yara sürüntüsü, 10 (%12.5)’u kateter sürüntüsü, 5 (%6.25)’i idrar ve 1 (%1.25)’i dren 

sıvısından izole edildi. İzolatların klinik materyallere göre dağılımı Tablo 4.1.’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.1. A. baumannii izolatlarının klinik materyallere göre dağılımı 

Klinik 

materyal 

Trakeal 

aspirat 

Kan Yara Katater İdrar Dren Toplam 

Sayı (n) 32 21 11 10 5 1 80 

Oran (%) 40 26.25 13.75 12.5 6.25 1.25 100 

 

İzolatların elde edildiği hastaların tamamı yoğun bakımda yatan hastalardı. 

Dahiliye, nöroloji, göğüs hastalıkları, genel cerrahi ve kardiyoloji yoğun bakım 

ünitelerinden sırasıyla 13, 12, 11, 6 ve 4; çocuk hastalıkları, yenidoğan ve çocuk 

cerrahisi yoğun bakım ünitelerinden ise sırasıyla 6, 3 ve 2 hastadan elde edilen A. 

baumannii izolatı çalışmamızda kullanıldı. Yanık ünitesi, nöroşirürji, plastik cerrahi, 

ortopedi yoğun bakımlarından sırasıyla 4, 3, 2, 2; üroloji, enfeksiyon hastalıkları, 

kardiyovasküler cerrahi, ve kadın doğum kliniklerinin yoğun bakımlarından ise 1’er 

hastanın izolatı çalışıldı. İzolatların elde edildiği hastaların kliniklere göre dağılımı 

Tablo 4.2’de özetlenmiştir 
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Tablo 4.2. A. baumannii izolatlarının kliniklere göre dağılımı 

Klinik Sayı (n) Oran (%) 

Dahiliye YBÜ  13 16.25 

Nöroloji YBÜ 12 15.00 

Göğüs Hastalıkları YBÜ 11 13.75 

Genel Cerrahi YBÜ  6 7.50 

Çocuk Hastalıkları YBÜ 6 7.50 

Anestezi YBÜ 5 6.25 

Kardiyoloji YBÜ     4 5.00 

Yanık Ünitesi YBÜ 4 5.00 

Nöroşirürji YBÜ 3 3.75 

Yenidoğan  YBÜ 3 3.75 

Nefroloji YBÜ 3 3.75 

Ortopedi YBÜ 2 2.50 

Plastik Cerrahi YBÜ 2 2.50 

Çocuk Cerrahisi YBÜ 2 2.50 

Enfeksiyon Hastalıkları YBÜ 1 1.25 

Kardiyovasküler Cerrahi YBÜ 1 1.25 

Kadın Hastalıkları YBÜ 1 1.25 

Üroloji YBÜ 1 1.25 

Toplam 80 100 

 

Y.B.Ü: Yoğun bakım ünitesi 

 

Hastane enfeksiyonunu (HE), hastanın hastaneye başvurduğu anda veya 

hastaneye yattığında henüz enkübasyon döneminde olmayan, hastaneden alınan 

mikroorganizmalara bağlı olarak daha sonra gelişen enfeksiyonlar olarak tanımlanır 
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ve hastanın yatışından en az 48-72 saat sonra gelişir. Sağlıklı insanda deri 

kolonizasyonu kısa süreli ve geçiciyken hastanede yatan hastalarda kolonizasyon 

%40’ı geçebilir. Sağlıklı insanda farengeal kolonizasyon %7 olarak saptanmışken  

trakeostomili hastalarda %45’lere çıkabilir. Çalışmaya dahil edilen hastaların 

hastaneye yatışları ile örnek alınma zamanları, hastaneye yattıktan ne kadar sonra 

Acinetobacter baumannii’ye bağlı enfeksiyon geliştiği tabloda 4.3’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.3. İzolatların elde edildiği tüm hastaların hastaneye yatış ve örnek 

alınma tarihleri ile yatış tarihinden örnek alınmasına kadar geçen süreler 

No Hastaneye yatış 

tarihi 

Örnek alınma 

tarihi 

Yatış tarihinden örnek alınmasına 

kadar geçen süre (gün) 

1 02.10.2012 16.10.2012 12  

2 30.09.2012 11.10.2012 11 

3 29.08.2012 16.10.2012 49 

4 02.10.2012 10.10.2012 8 

5 20.10.2012 28.10.2012 8 

6 21.10.2012 01.11.2012 11 

7 13.09.2012 11.02.2012 161 

8 29.09.2012 22.10.2012 23 

9 16.10.2012 20.10.2012 4 

10 02.11.2012 06.11.2012 4 

11 02.11.2012 09.11.2012 7 

12 31.10.2012 05.11.2012 5 

13 30.10.2012 12.11.2012 13 

14 31.10.2012 05.11.2012 5 

15 15.11.2012 19.11.2012 4 

16 22.10.2012 19.11.2012 28 

17 17.11.2012 23.11.2012 6 
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Tablo 4.3. (devamı) İzolatların elde edildiği tüm hastaların hastaneye yatış ve 

örnek alınma tarihleri ile yatış tarihinden örnek alınmasına kadar geçen süreler 

No Hastaneye yatış 

tarihi 

Örnek alınma 

tarihi 

Yatış tarihinden örnek alınmasına 

kadar geçen süre (gün) 

18 08.11.2012 21.11.2012 13 

19 17.11.2012 22.11.2012 5 

20 18.11.2012 25.11.2012 7 

21 19.10.2012 26.11.2012 38 

22 21.11.2012 26.11.2012 5 

23 15.11.2012 24.11.2012 9 

24 19.11.2012 27.11.2012 8 

25 01.10.2012 03.12.2012 63 

26 15.11.2012 06.12.2012 21 

27 13.11.2012 06.12.2012 23 

28 22.11.2012 27.11.2012 5 

29 18.11.2012 05.12.2012 27 

30 24.11.2012 11.12.2012 17 

31 04.12.2012 03.01.2013 33 

32 07.12.2012 24.12.2012 17 

33 07.02.2012 01.03.2013 20 

34 22.10.2012 20.12.2012 59 

35 21.12.2012 25.12.2012 4 

36 23.12.2012 13.01.2013 21 

37 27.12.2012 13.01.2013 25 

38 05.01.2013 18.02.2013 44 

39 10.12.2012 09.01.2013 30 

40 04.01.2013 09.01.2013 36 

41 05.01.2013 17.01.2013 12 

42 31.12.2012 15.01.2013 15 

43 04.01.2013 18.01.2013 14 

44 14.01.2013 18.01.2013 4 
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Tablo 4.3. (devamı) İzolatların elde edildiği tüm hastaların hastaneye yatış ve 

örnek alınma tarihleri ile yatış tarihinden örnek alınmasına kadar geçen süreler 

No Hastaneye yatış 

tarihi 

Örnek alınma 

tarihi 

Yatış tarihinden örnek alınmasına 

kadar geçen süre (gün) 

45 16.01.2013 14.02.2013 29 

46 21.01.2013 26.01.2013 5 

47 15.01.2013 25.01.2013 10 

48 03.01.2013 24.01.2013 21 

49 11.01.2013 24.01.2013 13 

50 21.01.2013 27.01.2013 6 

51 21.01.2013 26.01.2013 5 

52 17.01.2013 27.01.2013 10 

53 04.01.2013 30.01.2013 26 

54 29.01.2013 14.02.2013 16 

55 29.01.2013 04.02.2013 6 

56 01.02.2013 10.02.2013 8 

57 30.01.2013 07.02.2013 8 

58 21.02.2013 25.02.2013 4 

59 01.03.2013 06.03.2013 5 

60 02.03.2013 06.03.2013 4 

61 15.02.2013 14.03.2013 27 

62 01.03.2013 13.03.2013 10 

63 10.02.2013 20.03.2013 38 

64 08.03.2013 20.03.2013 40 

65 07.03.2013 19.03.2013 12 

66 16.03.2013 25.03.2013 9 

67 12.03.2013 25.03.2013 13 

68 14.03.2013 26.03.2013 12 

69 11.03.2013 28.03.2013 48 

70 16.03.2013 20.03.2013 4 
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Tablo 4.3. (devamı) İzolatların elde edildiği tüm hastaların hastaneye yatış ve 

örnek alınma tarihleri ile yatış tarihinden örnek alınmasına kadar geçen süreler 

No Hastaneye yatış 

tarihi 

Örnek alınma 

tarihi 

Yatış tarihinden örnek alınmasına 

kadar geçen süre (gün) 

71 24.03.2013 30.03.2013 7 

72 13.03.2013 19.03.2013 6 

73 10.04.2013 18.04.2013 8 

74 10.04.2013 15.04.2013 5 

75 11.04.2013 17.05.2013 37 

76 03.05.2013 15.05.2013 12 

77 10.05.2013 16.05.2013 6 

78 05.06.2013 25.06.2013 26 

79 15.05.2013 21.05.2013 37 

80 16.05.2013 27.05.2013 42 

 

Hastaların tümü enfeksiyon etkeni için örnek alındığı sırada hastanede 3 gün 

(72 saat) ve daha fazla süreyle yatmaktaydı. Hastaneye yatış ile enfeksiyon etkeni 

için örnek alınma zaman aralığı 4- 161 gün arasında olup, ortalama süre 18.76 

±21.36 gün olarak hesaplandı. 45 hastada, hastaneye yatış ile etken için örnek 

alınmasına kadar geçen süre 10 günden uzun olarak saptandı.   

 İzolatların antimikrobiyal duyarlılıkları NMIC/ID-55 panellerinin 

kullanıldığı BD Phoenix™ sistemi ve Kirby Bauer disk difüzyon yöntemi ile test 

edildi (86,87). A. baumannii izolatlarının otomatize sistemle yapılan antimikrobiyal 

duyarlılık testinde izolatların tamamının kolistine duyarlı olduğu görüldü. 

Kolistinden sonra en duyarlı antibiyotik olarak saptanan amikasine duyarlı izolat 

sayısı 13 (%16.25), dirençli izolat sayısı ise 67 (% 83.75) olarak belirlendi.  

İzolatların 10 (%12.50)’u trimetoprim-sulfametoksazole duyarlı, 70 (%87.5)’i 

dirençliydi. Gentamisine 7 (%8.75) izolat duyarlı, 5 (%6.25) izolat orta duyarlı, 68 

(%85) izolat ise dirençli olarak saptandı. İzolatların sadece 2 (%2.5)’si 

levofloksasine orta duyarlıyken geri kalan 78 (%97.5) izolat dirençliydi. İzolatların 
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tamamı test edilen diğer antibiyotiklere (ampisilin-sulbaktam, piperasilin-

tazobaktam, seftazidim, sefepim, sefotaksim, seftriakson imipenem, meropenem, 

siprofloksasin) dirençliydi. İzolatların otomatize sistemle saptanan duyarlılık paterni 

Tablo 4.4.’de gösterildi. 

Tablo 4.4. A. baumannii izolatlarının otomatize sistem ile saptanan 

antimikrobiyal duyarlılık paterni [n (%)] 

Antibiyotik Duyarlı  

[n (%)] 

Orta duyarlı 

[n (%)] 

Dirençli 

[n (%)] 

Kolistin 80 (100) - - 

Amikasin 13 (16.25) - 67 (83.75) 

Trimetoprim-sulfametoksazol 10 (12.50) - 70 (87.50) 

Gentamisin 7 (8.75) 5 (6.25) 68 (85) 

Levofloksasin - 2 (2.50) 78 (97.50) 

Ampisilin-sulbaktam - - 80 (100) 

Piperasilin-tazobaktam - - 80 (100) 

Seftazidim - - 80 (100) 

Sefepim - - 80 (100) 

Sefotaksim - - 80 (100) 

Seftriakson - - 80 (100) 

İmipenem - - 80 (100) 

Meropenem - - 80 (100) 

Siprofloksazin - - 80 (100) 
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Otomatize sistemde çalışılan antibiyotiklere ek olarak netilmisin, 

sefaperazon-sulbaktam ve tigesiklin antibiyotik diskleriyle Kirby-Bauer Disk 

Difüzyon testiyle antimikrobiyal duyarlılık çalışıldı. Kolistin için disk difüzyon 

çalışılmadı. Duyarlılık testlerinin sonuçları Klinik ve Laboratuar Standartları 

Enstitüsü (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) kriterlerine göre 

duyarlı, orta duyarlı ve dirençli olarak kategorize edildi (95). Tigesiklinin disk 

difüzyon duyarlılık zon çapları CLSI’da bulunmadığından, FDA’in 

Enterobacteriaceae türleri için önerdiği değerler  ile, Jones ve arkadaşlarının 2005 

yılında Acinetobacter türlerinin disk difüzyon sonuçlarının yorumlanmasında 

önerdiği değerler esas alınarak iki ayrı değerlendirme yapıldı (96, 97). Jones 

kriterleri esas alındığında 22 izolat (%27.5) duyarlı, 49 izolat (%61.25) orta duyarlı, 

9 izolat (%11.25) da dirençli olarak saptandı. FDA kriterlerine göre yorumlandığında 

izolatların hiçbiri duyarlı olarak değerlendirilmedi, 42’si (%52.5) orta duyarlı, 38’i 

(%47.5) dirençli olarak belirtildi. Tigesiklin diski ile A. baumannii izolatlarında 

saptanan zon çaplarının iki ayrı kritere göre değerlendirilmesi Tablo 4.5.’de 

özetlendi. 

Tablo 4.5. Tigesiklin diski ile A. baumannii izolatlarında saptanan zon 

çaplarının iki kritere göre değerlendirilmesi [n (%)] 

Kriter Duyarlı [n (%)] Orta duyarlı [n (%)] Dirençli [n (%)] 

FDA 
(96) 

- 42 (52.50) 38 (47.50) 

Jones 
(97) 

22 (27.50) 49 (61.25) 9 (11.25) 

 

Netilmisin için EUCAST’ın Acinetobacter türleri için belirlediği zon çapları 

esas alınarak değerlendirme yapıldı (93). Acinetobacter türlerinde sefoperazon-

sulbaktam disk difüzyon zon çapları belirtilmediğinden CLSI’da sefoperazonun P. 

aeruginosa için belirtilen zon çapları baz alındı (94).  
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İzolatların 18 (%22.5)’i netilmisine duyarlı, 62 (%77.5) ‘si dirençliydi. 

Trimetoprim-sülfametoksazole disk difüzyonla 9 (%11.5) izolat duyarlı, 2 (%2.5) 

izolat orta duyarlı olarak saptandı. Amikasine, disk difüzyon yöntemiyle 14 (%17.5) 

izolat duyarlı, 1 izolat orta duyarlı olarak saptandı. Gentamisine duyarlı ve orta 

duyarlı izolat sayısı sırasıyla 8 (%10) ve 4 (%5) olarak bulundu. Disk difüzyon ile 4 

izolat  levofloksasin için orta duyarlılık gösteriyordu. Sefaperazon-sulbaktama 

duyarlı izolat sayısı 4 (%5) iken, dirençli izolat sayısı 76 (%95) idi. Otomatize 

sistemde ampisilin-sulbaktam kombinasyonuna tüm izolatlar dirençliyken disk 

difüzyon yöntemi ile 79 izolat dirençli, 1 izolat duyarlı saptandı. Disk difüzyon 

uygulanan izolatların tamamı, test edilen diğer antibiyotiklere (piperasilin-

tazobaktam, seftazidim, sefepim, sefotaksim, seftriakson imipenem, meropenem, 

siprofloksasin) dirençliydi. İzolatların disk difüzyon metoduyla saptanan 

antimikrobiyal duyarlılıkları Tablo 4.6.’da gösterildi. 

 Çalışmamıza dahil edilen A. baumannii izolatlarının antimikrobiyal duyarlılık 

tespitinde tüm izolatların kolistine duyarlı, kolistin dışındaki antimikrobiyallere ise 

yüksek oranda dirençli oldukları saptandı. Tigesiklin ve netilmisin %27.5 ve 

%22.5’lik duyarlılık oranlarıyla A. baumannii izolatlarının kolistinden sonra en 

duyarlı olduğu antimikrobiyaller olarak belirlendi. Trimetoprim-sulfametoksazole 

duyarlı izolat sayısı otomatize sistemde 10 (12.5) olarak tespit edilirken disk 

difüzyon yöntemiyle 9 (%11.5) izolat duyarlı, 2 (%2.5) izolat orta duyarlı olarak 

saptandı. Otomatize sistemle 13 (%16.5) izolat amikasine duyarlıyken, disk difüzyon 

yöntemiyle 14 (%17.5) izolat duyarlı, 1 (%1.25) izolat orta duyarlı olarak belirlendi. 

Gentamisine duyarlı ve orta duyarlı izolat sayısı otomatize sistemde 7 (%8.75) ve 5 

(%6.25), disk difüzyon yönteminde ise sırasıyla 8 (%10) ve 4 (%5) olarak saptandı. 

Otomatize sistemde 2 (%2.5), disk difüzyon ile 4 (%5) izolat levofloksasine orta 

duyarlılık gösterdi. Ampisilin sulbaktama otomatize sistemde tüm izolatlar 

dirençliyken disk difüzyon ile 1 (%1.25) izolat orta duyarlı olarak saptandı. ‘Orta 

duyarlı’ izolatlar ‘dirençli’ kabul edildiğinde; trimetoprim-sulfametoksazol, 

amikasin, gentamisin, levofloksazin ve amipisilin-sulbaktam duyarlılığı açısından 

otomatize sistem ve disk difüzyon yöntemi arasında istatistiki olarak anlamlı fark 

saptanmadı (p>0.05).  Her iki sistemle çalışılan antimikrobiyal duyarlılık paterni 

Tablo 4.7.’de gösterildi. 
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Tablo 4.6. A. baumannii izolatlarının Kirby-Bauer Disk Difüzyon yöntemiyle 

saptanan antimikrobiyal duyarlılık paterni [n (%)] 

Antibiyotik Duyarlı Orta duyarlı 

 

Dirençli 

 

Netilmisin  18 (22.50) - 62 (77.5) 

Amikasin 14 (17.5) 1  (1.25) 65   (81.25) 

Trimetoprim-sulfametoksazol 7 (8.75) 2  (2.50) 71 (88.75) 

Gentamisin 8 (10) 4 (5) 68 (85) 

Sefaperazon-sulbaktam     4 (5)     -   76 (95) 

Levofloksasin - 4 (5) 76 (95) 

Ampisilin-sulbaktam - 1 (1.25) 79 (98.75) 

Piperasilin-tazobaktam - - 80 (100) 

Seftazidim - - 80 (100) 

Sefepim - - 80 (100) 

Sefotaksim - - 80 (100) 

Seftriakson - - 80 (100) 

İmipenem - - 80 (100) 

Meropenem - - 80 (100) 

Siprofloksazin - - 80 (100) 
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Tablo 4.7. A.baumannii izolatlarının iki ayrı yöntemle çalışılan antimikrobiyal 

duyarlılık paterni [n (%) ] 

 Otomatize sistem ile Disk difüzyon ile 

AB S I R S I R 

CL  80 (100)     - - Çalışılmadı 

AN 13 (16.25) - 67 (83.75) 14 (17.5) 1 (1.25) 65 (81.25) 

SXT 10 (12.50) - 70 (87.50) 7 (8.75) 2 (2.50) 71 (88.75) 

GN 7 (8.75) 5 (6.25) 68 (85) 8 (10) 4 (5) 68 (85) 

LVX - 2 (2.50) 78 (97.50) - 4 (5) 76 (95) 

SAM - - 80 (100) - 1 (1.25) 79 (98.75) 

TZP - - 80 (100) - - 80 (100) 

CAZ - - 80 (100) - - 80 (100) 

FEP - - 80 (100) - - 80 (100) 

CTX - - 80 (100) - - 80 (100) 

CRO - - 80 (100) - - 80 (100) 

IMP - - 80 (100) - - 80 (100) 

MEM - - 80 (100) - - 80 (100) 

CIP - - 80 (100) - - 80 (100) 

AB:Antibiyotik, S:Duyarlı, I:Orta duyarlı, R: Dirençli, CL:Colistin, AN:Amikasin, 

GN:Gentamisin SXT:Trimetoprim-sulfametoksazol, LVX:Levofloksazin, 

SAM:Ampisilin-sulbaktam, TZP:Piperasilin-tazobaktam, CAZ:Seftazidim, 

FEP:Sefepim, CTX:Sefotaksim, CRO:Seftriakson, IMP:İmipenem, 

MEM:Meropenem, CIP:Siprofloksazin 
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Otomatize sistem ve disk difüzyon yöntemiyle karbapenem direnci saptanan 

A. baumannii izolatlarında multiplex PZR ile A. baumannii’ye spesifik yapısal bir 

gen grubu olan blaOXA-51-like ile literatürde karbapenem direncinden sorumlu olduğu 

belirtilen blaOXA-23-like, blaOXA-58-like ve blaOXA-40-like gen gruplarının varlığı araştırıldı. 

Örnek materyal olarak bakteri kolonileri çalışıldı. 

  A. baumannii’ye özgü yapısal bir gen grubu olan blaOXA-51-like gen grubu 

izolatların 77(% 96.25)’sinde saptandı. İzolatların 48 (%60)’inde saptanan blaOXA-23-

like  gen grubu, blaOXA-51-like gen grubundan sonra en sık rastlanan gen grubuydu. 

İzolatların 12 (%15)’sinde blaOXA-58-like , 8 (%10)’inde blaOXA-40-like  gen grubu 

pozitifliği saptandı. İki izolatta (%2.5) hiçbir gen grubu saptanamazken, 11 (%13.75) 

izolatta sadece blaOXA-51-like pozitifliği mevcuttu. Bir (%1.25) izolatın dört gen 

grubunu bir arada taşıdığı saptandı. İzolatların 65 (%81.25)’inde blaOXA-23-like, 

blaOXA-58-like veya blaOXA-40-like genlerinden en az birisi pozitif bulundu. 

Kırk yedi (%58.75) izolatın blaOXA-51-like  ve blaOXA-23-like  genlerini, 10 

(%12.5) izolatın blaOXA-51-like ve blaOXA-58-like genlerini, 7 (%8.75) izolatın da blaOXA-

51-like ve blaOXA-40-like genlerini bir arada taşıdığı saptandı. İzolatların multiplex PZR 

ile saptanan blaOXA-51-like, blaOXA-23-like, blaOXA-58-like ve blaOXA-40-like genlerinin 

dağılımı tablo 4.8’de gösterildi. 

Tablo 4.8. Tüm izolatların multiplex PZR ile saptanan blaOXA gen dağılımı 

No blaOXA-51-like blaOXA-23-like blaOXA-58-like blaOXA-40-like 

1 + + - - 

2 + + - - 

3 + + - - 

4 + - - + 

5 + + - - 

6 + + - - 

7 + + - - 

8 + + - - 

9 + + - - 
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Tablo 4.8.(devamı) Tüm izolatların multiplex PZR ile saptanan blaOXA gen 

dağılımı 

No blaOXA-51-like blaOXA-23-like blaOXA-58-like blaOXA-40-like 

10 + - - - 

11 + + - - 

12 + + - - 

13 + + - - 

14 + + - - 

15 + + - - 

16 + - - + 

17 + - + - 

18 + - - - 

19 + - - + 

20 + + - - 

21 + - + - 

22 + - + - 

23 + - - - 

24 + + - - 

25 + + - - 

26 + + - - 

27 + + - - 

28 + - - - 

29 + + - - 

30 + - - - 

31 + + - - 

32 + - - - 

33 + - - - 

34 + + - - 

35 - - - - 

36 + + - - 

37 + + - - 
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Tablo 4.8. (devamı) Tüm izolatların multiplex PZR ile saptanan blaOXA gen 

dağılımı 

No blaOXA-51-like blaOXA-23-like blaOXA-58-like blaOXA-40-like 

38 + - - - 

39 - - - - 

40 + + - - 

41 + + - - 

42 + + - - 

43 + + - - 

44 + + - - 

45 + + - - 

46 + + - - 

47 + + - - 

48 + + - - 

49 + + - - 

50 + + - - 

51 + + - - 

52 + + - - 

53 + + - - 

54 + - + - 

55 + + - - 

56 + - - - 

57 + - + - 

58 + - + - 

59 + - - - 

60 - - - - 

61 + + - - 

62 + + - - 

63 + - + - 

64 + + - - 

65 + - + - 
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Tablo 4.8.(devamı) Tüm izolatların multiplex PZR ile saptanan blaOXA gen 

dağılımı 

No blaOXA-51-like blaOXA-23-like blaOXA-58-like blaOXA-40-like 

66 + - - - 

67 + + - - 

68 + - + - 

69 + + - - 

70 + - - + 

71 + + + + 

72 + + - - 

73 + - - + 

74 + - - + 

75 + + - - 

76 + - + - 

77 + + - - 

78 + - + - 

79 + + - - 

80 + - - + 

 

Dört gen grubunu bir arada taşıdığı saptanan izolat Dahiliye YBÜ’de 

yatmakta olan 88 yaşında septisemi tanılı bir hastanın kan kültüründen izole edildi. 

Dahiliye YBÜ’nden izole edilen diğer izolatların 9’unda blaOXA51-like ve blaOXA23-like, 

1’inde  blaOXA51-like  ve blaOXA40-like,  2 izolatta ise sadece blaOXA51-like saptandı.  

Nöroloji YBÜ’nde yatan hastalardan izole edilen 12 örnekten 1’inde hiçbir 

gen grubuna rastlanmazken, 8 izolatta blaOXA51-like ve  blaOXA23-like, 3 izolatta da 

blaOXA51-like  ve blaOXA58-like saptandı. Göğüs Hastalıkları YBÜ’nden gelen 11 izolatın 

4’ünde tek başına blaOXA51-like, 7’sinde ise blaOXA51-like ve  blaOXA23-like genleri 
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mevcuttu. Anestezi YBÜ’ndeki hastalardan izole edilen 5 izolatın 1’inde sadece 

blaOXA51-like , 3’ünde blaOXA51-like ve  blaOXA40-like, 1’inde ise blaOXA51-like ve blaOXA23-like 

genleri saptandı. OXA  beta-laktamaz genlerinin kliniklere göre dağılımı Tablo 

4.9’da gösterilmiştir.  

Tablo 4.9. OXA beta-laktamaz genlerinin kliniklere göre dağılımı 

Klinik blaOXA51-like blaOXA23-like blaOXA58-like blaOXA40-like 

Dahiliye YBÜ  13   10     1     2 

Nöroloji YBÜ 11 8 3 - 

Göğüs Hastalıkları YBÜ 11 7 - - 

Genel Cerrahi YBÜ  5 3 1 - 

Çocuk Hastalıkları YBÜ 6 4 - 2 

Anestezi YBÜ 5 1 - 3 

Kardiyoloji YBÜ     4     3      -     - 

Yanık Ünitesi YBÜ 3 1 2 - 

Nöroşirürji YBÜ 3 2 1 - 

Yenidoğan  YBÜ 3 1 1 1 

Nefroloji YBÜ 3 2 - - 

Ortopedi YBÜ 2 2 - - 

Plastik Cerrahi YBÜ 2 - 2 - 

Çocuk Cerrahisi YBÜ 2 1 - - 

Enfeksiyon Hst.YBÜ 1 1 - - 

KVC. YBÜ 1 - 1 - 

Kadın Hastalıkları YBÜ 1 1 - - 

Üroloji YBÜ 1 1 - - 

Toplam 77 48 12 8 
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5. TARTIŞMA 

A.baumannii türüne etkili antibiyotikler; ampisilin-sulbaktam, amoksisilin–

klavulanat, tikarsilin-klavulanat, piperasilin-tazobaktam, seftazidim, sefepim, 

meropenem, imipenem, kinolonlar, kloramfenikol, rifampisin, aminoglikozidler, 

trimetoprim-sülfametoksazol, doksisiklin ve kolistindir (2,7). Ancak özellikle 

hastane enfeksiyonlarından izole edilen ve çoklu ilaç direnci gösteren A. baumannii 

enfeksiyonlarının tedavisi giderek zorlaşmıştır. Çoklu ilaç direnci gösteren A. 

baumanni enfeksiyonlarının tedavisinde karbapenemler, sulbaktam-sefaperazon, 

kolistin ve tigesiklinler kullanılmakla birlikte  günümüzde birçok A. baumannii 

izolatı bu antibiyotiklere dirençli hale gelmiştir (7, 39).  

Dicle Üniversitesi’nde 2006 yılında sırasıyla %24 ve %25 direnç oranlarıyla 

imipenem ve meropenem A. baumannii suşlarına en etkili antibiyotikler olarak 

saptanmıştır (98). 2007 yılında direnç oranları artmış, imipenem için %56, 

meropenem için ise %39’a çıkmıştır (99). Karbapenem direncindeki artış 2008 ve 

2009 yıllarında %70’lerin, 2010 yılında ise %80’lerin üzerine çıkmıştır (100). Dicle 

Üniversitesi Hastanesi’nde A. baumannii izolatlarının karbapenem direncinin yıllara 

göre dağılımı tablo 5.1’de özetlenmiştir. 

 

Tablo 5.1. Dicle Üniversitesi Hastaneleri’nde yıllara göre karbapenem direnci 

(%) 

 2004 
(98) 

2006 
(98) 

2007 
(99) 

2008 
(100) 

2009 
(100) 

2010 
(100) 

İmipenem çalışılmamış 24 56 77 78 80 

Meropenem 7 25 39 71 75 88 

 

Çok merkezli bir çalışmada 2008-2011 yılları arasında Türkiye’nin farklı 

bölgelerinden izole edilen  A. baumannii izolatlarında saptanan ilaç direnç oranları 

amoksisilin-klavulanat için %96.8, siprofloksasin için %86.8, gentamisin için 

%74.7, amikasin için %71.7, sefaperazon-sulbaktam için %73.5, imipenem için 

%72.1 ve meropenem için %73 olarak belirtilmiştir (101). 
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Iraz ve arkadaşlarının Ekim 2011- Mart 2012 tarihleri arasında bir üniversite 

hastanesinde izole ettikleri 143 Acinetobacter izolatında imipenem ve meropenem 

direnci %92 olarak belirtilmiş (102). 

Bizim çalışmamızdaki izolatların tamamı karbepenemlere dirençliyken, 

tigesiklin, netilmisin ve sefaperazon-sulbaktam duyarlılıkları sırasıyla %27.5, %22.5 

ve %5 olarak saptandı.  Çalışmamız verileri dikkate alındığında hastanemizde çoklu 

antibiyotik direnci gösteren A.baumanni enfeksiyonlarının tedavisinin önemli bir 

sorun olduğu ortaya çıkmaktadır. Literatürde yapılan diğer çalışmalarla uyumlu 

olarak (101- 104), kolistinin karbapenem dirençli A.baumannii izolatları için halen 

etkili bir antibiyotik olduğu gözlenmektedir.  

A. baumannii izolatlarının antibiyotik direncinde Ambler B ve D sınıfı 

karbapenemazların rolünü araştıran çalışmalar 1990ların sonu ile 2000li yılların 

başında yapılmaya başlanmıştır (77, 78, 79). Bu çalışmalarda, B sınıfı metallo 

enzimler göreceli olarak daha nadir, karbapenemleri hidrolize eden D sınıfı enzimler 

birden çok kıtada yaygın olarak saptanmıştır (105, 111, 112).  Ambler D sınıfı 

oksasilinazlar, amoxicilin, methicilin, cephaloridine ve cephalotini hidrolize eden 

beta-laktamazlar olup, bu enzimler blaOXA23, blaOXA24, blaOXA58 ve blaOXA51 olarak 4 

temel gruba ayrılır (75). A. baumannii izolatlarındaki oksasilinaz tiplerinin dağılımı 

ülkeden ülkeye değişiklik göstermektedir. 

İngiltere’de 2006 yılında yapılan bir çalışmada, Turton ve arkadaşları A. 

baumannii olarak tanımlanan 141 izolatın tümünde blaOXA-51-like genini saptarken, 

diğer Acinetobacter türleri olarak tanımlanan 22 izolatın hiçbirinde blaOXA-51-like 

genini saptayamadıklarını belirtmişlerdir (78). 

Hırvatistan’da 2009-2010 yılları arasında izole edilen 185 çoklu ilaç direnci 

gösteren Acinetobacter baumannii izolatının dahil edildiği bir çalışmada, 

karbapenem dirençli izolatların hepsinde ISAba1’in düzenleyici olduğu intrinsic 

blaOXA-51-like geninin over ekspresyonu gözlenmiş ve bu izolatların %69’unun 

kazanılmış OXA-tip beta laktamaz ürettiği gösterilmiştir. Bu çalışmada karbapenem 

dirençli izolatlarda sırasıyla blaOXA-58-like, blaOXA-24/40-like, ve blaOXA-23-like genlerinin 

oranı %33, %27 ve %9 olarak bildirilmiş (105). 

Hasan B. ve arkadaşlarının Pakistan’da yaptığı bir çalışmada ise 90 

A.baumannii izolatından 59’u karbapeneme dirençli olarak tespit edilmiş. İzolatların 
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tamamında blaOXA-51-like mevcutmuş ve 14 izolatta blaOXA-23-like ile birlikte 

bulunmaktaymış. Bu çalışmada blaOXA-24-like and blaOXA-58-like genlerine ise 

rastlanmamış (106). 

Çin’de yapılan bir çalışmada da 57 karbapenem dirençli A.baumannii 

izolatının tümünde ISAba1-blaOXA-51-like geni saptanmış (107). 

Çin’de yapılan bir başka çalışmada 2009 yılında toplanan 174 A.baumannii 

izolatından, tümünün blaOXA-51-like  genini taşıdığı, 74 izolatın karbapenemaz ürettiği 

ve bunlardan 71 izolatın blaOXA-23-like geni bulundurduğu bildirilmiş (108). Ayrıca 

2012 yılında Taiwan’da yapılan bir çalışma ile 142 imipenem dirençli A.baumannii 

izolatının tümünde blaOXA-51-like ve 30’unda blaOXA-23-like genleri saptanmış (109). 

Nowak ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada ise Polonya’da bir hastanenin 

yoğun bakım ve yanık ünitelerinden izole edilen 104 karbapenem dirençli 

A.baumannii  izolatından 46’sının blaOXA-51-like ve blaOXA-23-like genlerini; 48’inin 

blaOXA-51-like ve blaOXA-40-like genlerini taşıdığı bildirilmiş.  Aynı çalışmada bütün 

izolatlarda blaOXA-51-like ve beraberinde ISAba1 bulunduğu saptanmış. Üç izolatta 

blaOXA-51-like, blaOXA-23-like  ve blaOXA-40-like birlikte bulunurken 7 izolatta blaOXA-51-like 

haricindeki oksasilinazlara rastlanmamış (110). 

 

Hindistan’da da blaOXA-51 ‘in A.baumannii izolatlarının karbapenem 

direncinden sorumlu olduğu saptanmış (111). 

 

İran’da yapılan bir çalışmada  çoklu ilaç direnci gösteren ve hastanede yatan 

hastalardan izole edilen 100 A.baumannii kökeninden hepsinin blaOXA-51-like geninin 

bulundurduğu, 62 imipenem sirençli izolatın %88.7’sinin blaOXA-23-like, %1.6’ının 

blaOXA-40-like, ve %3.2’sinin blaOXA-58-like genlerini taşıdığı belirtilmiş. İzolatların 

%90’ı ISAba1 elementi içerdiği ve bunun % 74.2’ü imipenem dirençli izolatlar 

olduğu bildirilmiş (112). 

İran’da 2009 Mart-2010 Kasım ayı arasında yürütülen bir çalışmada, 

Karmostaj ve arkadaşları, yoğun bakım ünitelerinden izole edilen 91 Acinetobacter 

baumannii izolatının 84’ünde (%92.30) blaOXA-51-like  geni saptamış (113). 
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Ülkemizde 2006 yılında, 6 farklı merkezden gönderilen seftazidim dirençli 

klinik izolatların dahil edildiği çalışmada Vahapoğlu ve arkadaşları 72 izolatın 

56’sında (%77.8) blaOXA-51-like geni saptayarak bunların kromozomal yerleşimli 

olduğunu belirtmişler. BlaOXA-58-like geninin ise plazmid kaynaklı olduğu ve 10 

(%13.8) izolatta saptandığı, bu izolatların blaOXA-51-like genini de taşıdığı bildirilmiş. 

BlaOXA-51-like ve blaOXA-58-like gen birlikteliğinin tüm ilaçlara dirençli suşlarla ilişkili 

olabileceği belirtilmiş (114). 

 Türk SENTRY antimikrobiyal sürveyans programı kapsamında 2006 yılında 

İstanbul ve Ankara’daki mezkezlerden toplanan 76 A. baumannii izolatının 

imipenem, meropenem ve seftazidime dirençli olan 44 (58.6)’ünde karbapenemaz 

varlığı araştırılmış. Karbapeneme dirençli izolatların tümünde oksasilinazları 

kodlayan gen gruplarına (blaOXA 23,-24 veya -58) rastlanmış. 44 izolatın 26 (%60)’sı 

blaOXA-23 like genini taşıyormuş ve bu izolatların 25’i İstanbul’dan gönderilen 

örneklermiş. BlaOXA-58-like genini taşıyan 18 (%40.9)izolatın ise 17’si Ankara’dan 

gönderilmiş (115). 

İzmir’de 2013 yılında yapılan bir çalışmada; bir hastanede 20 hastada blaOXA-

24/40  üreten A.baumannii’ye bağlı bir salgın bildirilmiş. Bu çalışmada bildirilen 

spesifik enzim blaOXA-72 olarak belirlenmiş (116).  

Türkiye’nin Karadeniz Bölgesi’nde yapılan başka bir çalışmada 101 

A.baumannii kökeninden hepsinde blaOXA -51 , 79’unda blaOXA -23 ve 1’inde blaOXA -40 

bulunmuş. Bu çalışmada 79 köken blaOXA-51 ve  blaOXA -23’ü birlikte ihtiva ediyormuş 

(117). 

Ankara’da yapılan bir çalışmada 2004-2010 yıllarında kan kültürlerinden 

izole edilen A.baumannii izolatlarının  %31’inde blaOXA-23-like ve %23’ünde  blaOXA-

58-like genler tespit edilmiş. BlaOXA-58-like genlerini taşıyan izolatların 2004 ve 2009 

yılları arasında arttığı, 2010’da düştüğü bildirilmiş. Buna karşın blaOXA-23-like taşıyan 

izolat sayılarının 2008-2010 yılları arasında artış gösterdiği saptanmış (104). 

 

Çiftçi ve arkadaşlarının yürüttüğü çok merkezli çalışmada izolatların 

tamamının blaOXA-51-like genini; karbapenem dirençli izolatların %74.4’ünün blaOXA-
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23-like, %17.3’ünün de blaOXA-58-like genini taşıdığı saptanmış. Çalışma süresince 

blaOXA-58-like geninin azaldığı, blaOXA-23-like geni ile birlikte karbapenem direncinin 

arttığı gözlenmiş. 2008 yılı izolatlarıyla karşılaştırıldığında 2011 yılı izolatlarında 

blaOXA-23-like geni 3 kat yüksek oranda gözlenmiş (101). 

N. Sarıca, 2010 yılında,‘’Hastane kaynaklı Acinetobacter suşlarında 

karbapenem direncinin moleküler analizi ve suşlar arası klonal ilişkinin 

gösterilmesi‘’  konulu tez çalışmasında, Acinetobacter baumannii’ye özgü olan 

blaOXA-51-like genini şuşların % 99’unda saptamış, karbapenem dirençli suşlarda 

blaOXA-23-like oranını % 75, blaOXA-58 oranını ise % 23 olarak tespit etmiştir. 

Çalışmada ayrıca, suşların %90’ında blaOXA-23-like ya da blaOXA-58 genlerinin en az bir 

tanesinin bulunduğu, 1 suş hariç blaOXA-23-like ,blaOXA-58-like genleri taşıyan suşların 

hepsinde karbapenemlerin en az birine karşı azalmış duyarlılık veya direnç olduğu 

belirtilmiştir (118). 

‘’Karbapenemlere dirençli Acinetobacter baumannii izolatlarında moleküler 

tiplendirme ve karbapenemazların araştırılması’’ konulu tez çalışmasında N. Özbey; 

multipleks PZR ile oksasilinaz enzim genlerinden  blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, ve 

blaOXA-58 gen bölgeleri ile metallobetalaktamaz enzimlerinden IMP, VIM, SIM ve 

SPM enzim genlerini araştırmış. Tüm izolatlarda blaOXA-23 ve blaOXA-51 pozitifliği 

saptanan çalışmada blaOXA-24, blaOXA-58, IMP, VIM, SIM ve SPM enzimleri negatif 

olarak bulunduğu için karbapenemaz direncinin; blaOXA-51  tip doğal oksasilinazın 

aşırı üretimi sonucu ve blaOXA-23 enzim geninden kaynaklanabileceği belirtilmiştir 

(119). 

Bizim çalışmamızda izolatların %96.25’inde blaOXA-51-like geni 

bulunmaktaydı. İzolatlarımızın %60’ında blaOXA-23-like , %15’inde blaOXA-58-like , 

%10’unda ise blaOXA-40-like  gen pozitifliği saptandı. On bir izolatta (%13.75) sadece 

blaOXA-51-like bulunurken, 65 (%81.25) izolatta blaOXA-23-like, blaOXA-58-like veya blaOXA-

40-like  genlerinden en az birisinin pozitifliği saptandı.   

Yurt dışında ve ülkemizde yapılan A. baumannii’de karbapenem direnciyle 

ilgili çalışmalara paralel olarak biz de çalışmamızda blaOXA-23, blaOXA-51 ve blaOXA-58 

enzimlerinin varlığının ya da bu enzimlerin beraber bulunmasının karbapenem 
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direncine veya ilaç duyarlılığının azalmasına neden olduğu sonucuna vardık. Bunlara 

ek olarak karbapenemlere karşı azalan duyarlılığın penisilin bağlayıcı protein ve 

porinlerin modifikasyonuyla veya AdeABC efluks sisteminin artması gibi sekonder 

direnç mekanizmalarıyla bağlantılı olabileceği ve değişik mekanizmaların karşılıklı 

etkileşimlerinin A.baumanii’de yüksek seviyede karbapenem direncine sebep 

olabileceği dikkate alınmalıdır. A. baumannii’de karbapenem direnci mekanizmaları 

Tablo 5.2.’de özetlenmiştir.  

Tablo 5.2. A. baumannii’de karbapenem direnç mekanizmaları 

Direnç 

mekanizması 

 

Özellik 

 

Referanslar 

blaOXA-51-like A. baumannii’de yapısal olarak bulunur. 

Kromozomal kaynaklıdır. ISAba-1 elementi 

varlığında karbapenem direnci sağlar 

8, 17, 76, 78, 

105-114 

blaOXA-23-like IS elementleri ile çevrili kromozomal veya 

plazmid kaynaklı genler 

8, 17, 78-80, 

104-112 

blaOXA-24/40-like Kromozomal veya plazmid kaynaklı genler 8,116 

blaOXA-58-like IS elementleri ile çevrili plazmid veya 

kromozomal kaynaklı genler 

17, 101-

105,114, 115, 

118-120 

IMP-1,-2,-4,-5,-6,-

11, VIM-2, SIM-1 

B sınıfı metallo beta-laktamazlar 8, 17,122, 123 

Diğer PBP veya porin modifikasyonu, AdeABC eflux 

pompa regulasyonu 

8, 17, 122, 123 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Çalışmamız, hastanemizde karbapenem dirençli A.baumannii izolatlarında 

blaOXA-51-like gen grubundan sonra blaOXA-23-like gen grubunun en yaygın bulunan 

oksasilinaz geni olduğunu ortaya çıkarmıştır. Çalışmamızda ayrıca blaOXA-58-like ve 

blaOXA-40-like grubu oksasilinaz genleri de saptanmıştır. 

Acinetobacter türleri içinde klinik açıdan en önemli tür A. baumannii’dir. 

Dolayısıyla bu türü diğer Acinetobacter türlerinden ayırarak tanımlayabilmek önem 

arzeder. Gerek literatürdeki çalışmalarda, gerekse bizim çalışmamızda yüksek oranda 

saptadığımız blaOXA-51-like geninin A. baumannii’de yapısal olarak bulunduğu kabul 

edilmektedir. A. baumannii’nin hastane enfeksiyon etkeni olarak önemi 

düşünüldüğünde, diğer Acinetobacter türleriyle ayrımında, biyokimyasal 

parametrelere dayanan tanımlama yöntemleri yerine daha hızlı ve güvenilir olan 

blaOXA-51-like geninin saptanmasının pratik kullanımda yer alması göz ardı 

edilmemelidir 
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