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BÖLÜM I 

1. GĠRĠġ 

Çoklu dirençli gram-negatif basillerin etken olduğu hastane kaynaklı 

enfeksiyonlar son yirmi yıldır önemli bir problem haline gelmiştir. Geniş spektrumlu 

antibiyotiklerin 1970‟li yıllardan itibaren yaygın kullanımı sonucunda, dirençli 

patojenler ile oluşan hastane enfeksiyonları artan oranlarda ve sıklıkla karşımıza 

çıkmaktadır. Bu patojenlerden nonfermentatif, gram-negatif, oksidaz negatif 

kokobasil yapısındaki Acinetobacter türleri, hastanede yatan hastalarda kolonize 

olarak, bakteriyemi, üriner sistem enfeksiyonları, sekonder menenjit ve özellikle 

yoğun bakım ünitelerinde ventilatöre bağlı pnömonilerde önemli rol oynamaktadırlar 

(12, 56, 83). 

Son yıllarda geniş spektrumlu antibiyotiklerin yaygın kullanımı sonucunda, 

Acinetobacter‟ler diğer nonfermentatif bakterilerle birlikte hastane enfeksiyonlarının 

en sık saptanan etkenlerinden biri haline gelmiştir. Günümüzde Acinetobacter‟lerin 

büyük kısmı sıklıkla kullanılan aminopenisilinler, üreidopenisilinler, dar ve geniş 

spektrumlu sefalosporinler, sefamisinler, aminoglikozitler, florokinolonlar, 

kloramfenikol ve tetrasiklin gibi antibiyotiklerin çoğuna yüksek oranda direnç 

göstermektedirler. Bu bakterilerin neden olduğu enfeksiyonların izlenmesi ve 

tedavisi açısından antibiyotik paternlerinin belirlenmesi ve moleküler olarak 

tiplendirilmeleri gerekmektedir (4, 12, 43, 99) 

Etkin antibiyotiklere karşı gelişen direnç bu patojenlerin neden olduğu 

enfeksiyonların tedavisinde klinisyenler için büyük sorun oluşturduğundan tedavide 

antibiyotiklerin kombine kullanımı söz konusu olmuştur. Acinetobacter türlerinin 

hastane ortamında uzun süre canlılığını koruması ve insandan insana geçişinin çok 

kolay olması, sorunu bir kat daha arttırmaktadır (4, 12, 56, 99). 
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Bu çalışmada İzmir Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi‟nde izole edilmiş 

84 nozokomiyal Acinetobacter izolatının antibiyotik direnç profilinin belirlenmesi, 

moleküler düzeyde tiplendirmelerinin yapılması ve çeşitli antibiyotik 

kombinasyonlarının etkinliğinin araştırılması amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Acinetobacter 

 2.1.1. Tarihçe 

Acinetobacter cinsinin üyeleri olarak sınıflandırılan bakteriler, uzun bir tarihsel 

taksonomik değişime uğramıştır (12). 1908‟de ilk kez Diplococcus mucosus olarak 

tanımlanan Acinetobacter, 1911‟de Beijerinck tarafından topraktan izole edilmiş ve 

Micrococcus calco-aceticus olarak isimlendirilmiştir (4). 1939 yılında DeBord 

tarafından üretral örnekten izole edildikten sonra ise günümüzdeki adını almıştır 

(74). 1984‟de Bergey‟s Manual of Systemic Bacteriology‟de, Acinetobacter yalnızca 

bir tür (Acinetobacter calcoaceticus) ve iki alt tür altında gruplandırılmıştır (4, 99). 

DNA-DNA homolojisine göre şimdiye kadar 19 genomik grup saptanmıştır. 

Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter baumannii arasında benzerlik 

olduğundan birçok araştırmacı tarafından A. calcoaceticus- A. baumannii kompleks 

olarak tanımlanmıştır. A. baumannii hastane enfeksiyonlarında en sık karşılaşılan 

genomik türdür. Acinetobacter iwoffii ve Acinetobacter johnsonii ise A. 

baumannii‟den sonra en sık karşılaşılan türlerdir (4, 12, 99). 

2.1.2. Morfolojik ve Mikrobiyolojik Özellikler 

Acinetobacter cinsi bakteriler; 35-37°C‟de üreyen, nonfermentatif, DNaz ve 

oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif, hareketsiz, nitratları redükte etmeyen, 

zorunlu aerop, gram-negatif mikroorganizmalardır. Flajellaları yoktur, fimbriaları 

vardır. Üremenin logaritmik fazında 1-1.5 x 1.5-2μm boyutlarında basil, üremenin 

duraklama fazında ise kok veya kokobasil şeklinde görünmektedirler (4, 99). Üç 

şekerli demirli besiyeri (TSI) ve oksidatif fermentatif besiyerinde asit oluşturmazlar 

(106). Rutin laboratuar koşullarında, biyokimyasal reaksiyonlara ve üreme 

özelliklerine göre Acinetobacter tür ayrımı yapılmaktadır. A. baumannii glikozu 



 

4 

oksitlememesi ve hemoliz yapmaması ve 44°C‟de üreyebilmesi ile diğer 

Acinetobacter türlerinden ayrılır (107). 

Acinetobacter türlerini diğer nonfermentatif bakterilerden ayırt etmek için ilk 

olarak kullanılacak test oksidaz testidir (12). Enterobakterilerden, anaerobik şartlarda 

ürememesi ve nitratları redükte etmemesi ile kolayca ayrılabilirler (4, 12, 99). 

Besiyerinin zenginliğine göre özellikleri değişim göstermektedir. 

Acinetobacter türleri sıvı besiyerinde normalde düzgün, bazen mukoid ya da düz 

formda, renksiz, soluk sarı ya da grimsi beyaz koloniler oluşturabilirler. Dağılabilir 

bir kahverengi pigment üreten bazı çevre kaynaklı türler de tanımlanmıştır (12). Hem 

klinik hem de çevreden bu bakterilerin izole edilmesinde kullanılabilen seçici ve 

ayırt edici çeşitli besiyerleri geliştirilmiştir (56). Az sayıda bakterinin bulunabileceği 

çevre ortamlarından alınan örneklerde, üremeyi kolaylaştırmak için amonyum veya 

nitrat tuzları içeren besiyerleri kullanılabilir (82).  

Acinetobacter cinsi bakteriler laboratuarlarda sıklıkla kullanılan Eozin Metilen 

Blue (EMB) ve Kanlı Agar gibi pek çok besiyerlerinde kolayca ürerler. Genellikle 

Mac Conkey Agar besiyerinde renksiz koloniler oluştururlar (82). Klinik örneklerden 

direkt izolasyon için diğer mikroorganizmaların büyümesini baskılayan, Leeds 

Acinetobacter Medium ve Herellea Agar Acinetobacter‟lerin izole edilmesinde 

kullanılabilen seçici ve ayırt edici besiyerleridir (12, 56).  

2.1.3. Epidemiyoloji 

Endemik veya epidemik salgınlar ilk olarak 1970‟li yıllarda tanımlanmıştır. 

Günümüzde Acinetobacter spp. diğer nonfermentatif bakterilerle birlikte hastane 

enfeksiyonlarında ve epidemik salgınlarda en sık saptanan etkenlerden biridir. Çeşitli 

çalışmalarda epidemiyolojik olarak ilişkili olmayan ama yüksek oranda benzer 

özellikler gösteren Acinetobacter türlerinin, farklı bölgelerden farklı zamanlarda 
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izole edildiği gösterilmiştir. Bu klonlar genellikle antibiyotiklere dirençli, genetik 

olarak stabil ve hastane ortamında kolaylıkla yayılabilen özelliktedirler (70, 113).  

Acinetobacter türleri hastane çevresinde bulunan diğer gram-negatif basillerle 

benzer karakteristik özellik göstermekte, kolonize veya enfekte kişilerden çevreye 

kolayca yayılabilmekte ve buralarda canlılıklarını günlerce sürdürebilmektedirler. 

Pastörize sütlerden, dondurulmuş gıdalardan, dökümhane ve hastane havasından, 

camdan, musluk sularından, peritoneal diyaliz sıvılarından, anjiografi kateterinden, 

ventilatörlerden, laringoskoplardan, kontamine eldivenlerden, pamuktan, kullanılmış 

enjektörlerden, hasta yastıklarından, kuru filtrelerden ve diğer klinik ya da cerrahi 

aletlerden izole edilmektedirler (4). 

Acinetobacter türleri sağlıklı insanların ağız florasında, üst solunum yollarında, 

genitoüriner ve alt gastrointestinal sistemlerinde bulunmakta ve bu bölgelerde 

enfeksiyonlara neden olmaktadırlar (12, 99). Özellikle aksilla, inguinal bölge ve ayak 

parmak araları gibi nemli bölgelerde, derinin bakteriyel florasının bir kısmını 

oluşturabilmektedirler (4, 17).  

Çapraz kontaminasyon ile hastadan hastaya geçiş en önemli yayılım 

yollarından biridir. Özellikle salgınlar sırasında hastanede yatan hastalarda %25‟e 

varan oranlarda taşıyıcılık saptanmaktadır. Salgınların çoğunlukla bu bakterileri 

derilerinde taşıyan hastane personeli kaynaklı olduğu bildirilmektedir (4, 12, 72, 99). 

A. baumannii‟nin çevre şartlarına kolayca adapte olabilmesi, günlerce hastane 

ortamında canlı kalabilmesi, hastanede geniş spektrumlu antibiyotiklerin yoğun 

olarak kullanılmasına bağlı olarak hızla çoklu ilaç direnci geliştirmesi, hastanedeki 

salgınların sürekliliğini ve yayılmasını sağlayan önemli faktörlerdendir (70). 
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2.1.4. Patogenez ve Virülans 

Genellikle düşük virülansa sahip oldukları için, hastane kaynaklı fırsatçı 

enfeksiyonlara neden olan Acinetobacter‟lerin immün sistemi normal olan bireylerde 

enfeksiyon oluşturma riski oldukça düşüktür. Acinetobacter türleri asidik pH, düşük 

sıcaklık ve kuru ortamlara dayanıklıdırlar. Cansız dokularda yaşayabilme yeteneğine 

sahiptirler. Acinetobacter‟lerde polisakkarit kapsül, fimbria ve/veya kapsül ile ilişkili 

adezyon yeteneği, doku lipitlerine zarar veren enzimlerin üretimi ve diğer gram-

negatiflerde olduğu gibi hücre duvarındaki lipopolisakarit yapısı ve lipit A‟nın 

potansiyel toksik etkisi virülansa katkıda bulunan önemli faktörlerdendir. Hücre 

duvarında bulunan lipopolisakkaritin insanlar üzerindeki endotoksijenik potansiyeli 

çok az bilinmektedir (4, 12, 70, 49, 99).  

A. baumannii ve çevreden izole edilen A. baylyi arasında yapılan karşılaştırmalı 

genomik çalışmalarda pilus biyogenezi, demir alımı ve metabolizması, çoğunluğu 

algılama (quorum sensing) ve tip 4 sekresyon sistemi gibi virülans faktörlerini 

kodlayan çeşitli genlerin varlığı belirlenmiştir (49). Ayrıca son zamanlarda yapılan 

çalışmalarda Acinetobacter‟lerde PER–1 enziminin virülansı arttırdığı ve klinik 

olarak daha ölümcül enfeksiyonlara neden olduğu gösterilmiştir (47). 

Lipopolisakkarit (LPS): LPS ve Lipit A varlığı potansiyel toksik etkisiyle 

patojeniteyi arttırmaktadır. Acinetobacter türlerinin %30‟u bakteriyi konak 

savunmalarına karşı koruyan ve fimbria ile beraber yüzeylere tutunmayı 

kolaylaştıran, L-ramnoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-glukronik asit yapısından oluşan 

ekzopolisakkarit (EPS) kapsül üretmektedir. LPS, kapsüldeki EPS ile sinerji 

meydana getirerek serum direncine neden olmaktadır (4, 12, 99).  

Çoğunluğu algılama (Quorum-Sensing): Çoğunluğu algılama gram-negatif 

bakterilerin enzim biyosentezi, biyofilm oluşumu gibi önemli fizyolojik aktivitelerini 
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düzenleyen bir mekanizmadır (68). Çoğunluğu algılama, bir bakteriye kendi hücre 

populasyon yoğunluğunu izlemesine olanak veren otoindükleyici veya feromon 

olarak adlandırılan sinyal moleküllerinin üretimine bağlıdır. Acinetobacter türlerinde 

gram-negatif bakterilerde yaygın olarak bulunan sinyal molekülleri N-açil-homoserin 

lakton (AHSLs) türevlerinin varlığı gösterilmiştir (42, 48, 70).  

Biyofilm oluĢumu: Ekstrasellüler polimerik bir madde tarafından çevrelenen 

mikrobiyal hücreler bir araya gelerek biyofilm yapısını oluşturmaktadır. Biyofilm 

oluşturma özelliği, bakterinin hastane ortamında, medikal cihazlar üzerinde uzun 

süre canlı kalmasını ve bazı antimikrobiyal ajanlara karşı korunmasını sağlamaktadır. 

A. baumannii plastik ve cam yüzeylerde pilus aracılı biyofilm oluşturabilmektedir 

(70).  

DıĢ membran proteinleri (DMPs): Dış membran protein A (OmpA) sitotoksisite 

indüksiyonu ile ilişkilidir. Bu protein ökaryotik hücrelere bağlanarak ve nükleusa 

transloke olarak in vitro hücre ölümünün indüklenmesine neden olmaktadır (16, 70). 

Ayrıca bakterinin üremesi için gerekli olan demir, konak canlıdan, aerobaktin ve 

siderofor gibi demir tutucu şelatörlerin salgılanması ve Demir Düzenleyici Dış 

Membran Proteinleri (DDDMP) olarak adlandırılan dış membran reseptör 

proteinlerinin üretimi ile temin edilmektedir (12, 47). 

Stres cevap mekanizması: A. baumannii’nin farklı koşullara adaptasyon yeteneği, 

etkili stres cevap mekanizmalarına sahip olduğunu göstermektedir (70). 

2.1.5. Acinetobacter Kaynaklı Enfeksiyonlar 

Acinetobacter türleri genellikle hastane kaynaklı enfeksiyonlara, nadiren de 

toplum kaynaklı enfeksiyonlara neden olmaktadırlar (12, 99, 106). Hastanede 

özellikle yoğun bakım üniteleri (YBÜ)‟nde tedavisi güç olan pnömoni, ventilatörle 
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ilişkili pnömoni (VİP), üriner sistem enfeksiyonu, kateter enfeksiyonları, 

bakteriyemi, septisemi ve menenjitlere yol açabilir (4, 12, 72, 99, 106). 

Sigara kullanımı ve alkol bağımlılığı, ilerlemiş yaş, kronik akciğer hastalığı, 

immünsupresyon, cerrahi girişimler, antimikrobiyal kullanımı ve invaziv araç varlığı 

hastalar için Acinetobacter enfeksiyonları açısından risk faktörlerindendir (7, 12). 

Günümüzde, özellikle mekanik ventilatör uygulamasından beri Acinetobacter türleri 

nozokomiyal pnömoninin en önemli nedenlerindendir. Çoklu dirençli (ÇDR) A. 

baumannii kaynaklı nozokomiyal enfeksiyon salgınları çok yakın zamanda birçok 

ülkede önemli bir sağlık sorunu haline gelmiştir (44).  

A. baumannii polimikrobiyal olarak veya tek başına bakteriyemi nedeni 

olabilmektedir. Polimikrobiyal enfeksiyonlarda mortalite oranı artmaktadır. 

A.baumannii dışındaki türlerle meydana gelen enfeksiyonlarda ise, klinik tablo daha 

hafif seyretmektedir (4, 12). 

Acinetobacter türlerine bağlı menenjitler, çoğunlukla hastane kaynaklı ve beyin 

ameliyatı sonrası gelişen nadir görülen enfeksiyonlar olup, gelişen nozokomiyal 

menenjit olgularında beyin omurilik sıvısı (BOS) bulguları pürülan menenjit 

özelliğindedir (4, 12, 99, 106).  

Üriner sistem enfeksiyonları, genellikle immün sistemi baskılanmış, yaşlı, 

sürekli üriner kateteri olan ve yoğun bakım ünitelerinde yatan hastalarda 

görülmektedir (12, 82). Travma yaraları, yanık, cerrahi girişim bölgeleri, damar içi 

kateter uygulamaları ve bağışıklık sisteminin baskılanması yumuşak doku 

enfeksiyonları için başlıca risk faktörlerini oluşturmaktadır (12). 

2.1.6. Tedavide Kullanılan Antibiyotikler ve Direnç GeliĢimi 

Karbapenemler, sulbaktam, kolistin ve tigesiklin Acinetobacter 

enfeksiyonlarında kullanılan en etkili antibiyotiklerdir. 1970‟li yıllarda Acinetobacter 
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enfeksiyonları gentamisin, minosiklin, nalidiksik asit, ampisilin veya karbenisilin ile 

kolayca tedavi ediliyorken, bugün Acinetobacter‟lerin büyük bir kısmı 

aminopenisilinler, üreidopenisilinler, dar ve geniş spektrumlu sefalosporinler, 

sefamisinler, aminoglikozitler, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi antibiyotiklerin 

çoğuna yüksek oranda direnç göstermektedir. Acinetobacter’lerde antimikrobiyal 

direncin hızla gelişmesi özellikle hasta sirkülasyonu ve antimikrobiyal kullanımı 

yüksek olan YBÜ‟de ciddi sorunlara yol açmaktadır. Karbapenemlere karşı da artan 

bir direnç söz konusu olduğundan dirençli Acinetobacter izolatlarının neden olduğu 

enfeksiyonların tedavisinde yeni alternatiflerin geliştirilmesine ihtiyaç duyulmuştur. 

Bu alternatiflerden biri olan tigesiklinin klinik olarak önemli bir antimikrobiyal ajan 

olduğu bildirilmektedir (4, 12, 17, 18, 38, 39, 82). 

Kliniklerde nefrotoksik ve nörotoksik ajanlar olan polimiksin grubu 

antibiyotiklerin kullanımı 1960 ve 1970 yılları arasında durdurulmuştur, fakat ÇDR 

gram-negatif basillerin artması ile son yıllarda polimiksin antibiyotiği tekrar 

kullanılmaya başlanılmıştır, daha düşük doz ve farklı ilaç formülasyonlarının 

uygulanması ve YBÜ‟nün dikkatli izlenmesiyle kolistine bağlı toksisitenin 

azaltılabileceği bildirilmiştir (39). 

Tedavide tam başarı elde edilmesi için tek bir antimikrobiyal ajanın 

kullanılması yerine çeşitli antibiyotiklerin kombinasyonlarının kullanılması 

önerilmektedir. Kombine antibiyotik kullanımı; özellikle mortalitesi yüksek 

enfeksiyonların tedavisinde tercih edilmektedir. Dirençli suşlara karşı sinerjik etkili 

kombinasyonların oluşturlmasında, ilaçların doza bağlı toksisitesinin azaltılmasında 

ve polimikrobiyal enfeksiyonların tedavisinde prognozu etkileyen olumlu bir faktör 

olarak değerlendirilmektedir (17, 18, 63).  
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Beta-laktam Antibiyotikler 

Beta-laktam antibiyotikler penisilin bağlayan proteinler (PBP) adı verilen 

enzimler üzerinde etki göstererek bakterilerin hücre duvar sentezini inhibe ederler 

Beta-laktam antibiyotiklere dirençte en önemli mekanizma plazmit, kromozom veya 

transpozon kontrolünde sentezlenen beta-laktamazlar ile beta-laktam antibiyotiklerin 

hidrolize edilerek etkisiz hale getirilmesidir (14, 66, 86, 99). Acinetobacter 

kökenlerinde beta-laktam direnci, penisilin bağlayan proteinlerde (PBP) değişme, dış 

membran permeabilitesinde azalma ve kromozomal veya plazmit kaynaklı beta-

laktamaz üretimi ile gerçekleşmektedir (12). Acinetobacter izolatları ortamda 

indükleyici antibiyotik yoksa düşük düzeyde sentezlenen, varsa sentezleri geçici 

olarak arttırılan indüklenebilir beta-laktamazlar üreterek penisilin, sefolosporin ve 

karbapenemleri hidrolize ederler (104).  

Aminoglikozitler  

Aminoglikozitler, hücre içine hücre duvarındaki porin kanallarından girerek 

30S ribozomlarına bağlanmakta ve protein sentezini inhibe etmektedirler (12). 

Acinetobacter‟lerde aminoglikozit direnci oldukça yaygın olarak gözlenmektedir ve 

direnç gelişimi spesifik modifikasyon enzimleri aracılığıyla gelişmektedir (69).  

Kinolonlar  

Kinolonlar, DNA giraz (topoizomeraz II) ve Topoizomeraz IV‟e etki ederek, 

DNA sentezini hızlı bir şekilde inhibe ederek etki ederler (99). Kinolonlara karşı 

direnç gelişimi kromozomal mutasyonla gelişebilmektedir ve iki farklı temel 

mekanizma ile ortaya çıkabilmektedir. Bunlar hedef enzimde değişiklik oluşması ve 

ilacın hücre içine geçişinin azaltılması şeklindedir (52, 89). Acinetobacter‟lerdeki 

kinolon direnci ile ilgili en iyi tanımlanmış mekanizma DNA giraz A (gyrA) ve 
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topoizomeraz IV‟ün A alt birimini kodlayan genlerdeki mutasyonlar olduğu 

gösterilmiştir (53).  

Tetrasiklinler  

Ribozomların 30S alt ünitesine bağlanarak mRNA-ribozom kompleksinin 

akseptör bölgesine tRNA‟nın bağlanmasını engeller (99). Acinetobacter’lerde yaygın 

olan tetrasiklin direncinin iki farklı mekanizması tanımlanmıştır. İlk mekanizma, 

TetA ve TetB spesifik transpozon aracılı eflüks pompalarıdır. TetB tetrasiklin ve 

minosiklin, TetA ise sadece tetrasiklin direncine neden olan eflüks pompalarıyla 

ilişkilidir. İkinci mekanizma ribozomları tetrasiklinin etkisinden koruyan ribozomal 

koruyucu proteindir. Tetrasiklin, minosiklin ve doksisiklinden ribozomları koruyan 

bu protein, TetM olarak kodlanmıştır (12, 85). 

Yapısal olarak tetrasiklinlere benzeyen ve glisilsiklin sınıfı bir antibiyotik olan 

tigesiklin tetrasiklinlerin ribozomlardaki bağlanma noktasına bağlanır. Bir minosiklin 

derivesi olmasına rağmen tigesiklinin, minosiklin ve tetrasikline oranla ribozomlara 

beş kat daha güçlü bağlanması tetrasiklinlere karşı gelişen ribozomal korunmadan 

tigesiklinlerin etkilenmemesini sağlamaktadır. Glisilsiklinlerin tetrasiklinler gibi 

eflüks pompası ile hücre dışına atılımı yapılamadığından tigesiklin bu direnç 

mekanizmasından da etkilenmemektedir. Tigesiklin direnç mekanizması tam olarak 

bilinememekle beraber, diğer tüm antimikrobiyallerde olduğu gibi tigesiklinin de 

tedavide yaygın olarak kullanılmasıyla direnç gelişiminin söz konusu olabileceği 

belirtilmektedir (58, 84). 

Polimiksinler 

Polimiksinler polipeptid katyonik antibiyotikler olduğundan deterjanlara 

benzer biçimde bakteri hücresindeki anyonik fosfolipitlerle birleşerek membran 

bütünlüğünü bozarlar. Bu sınıfta kolistin (polimiksin E) ve polimiksin B 
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tanımlanmıştır. Kolistin dahil tüm ilaçlara dirençli izolatlar pan-dirençli (PDR) 

olarak adlandırılmaktadır (37, 46). Kolistin direnci dünyanın çeşitli ülkelerinde artan 

oranlarda bildirilmektedir. Acinetobacter izolatlarında rutin antimikrobiyal testler 

sırasında belirlenemeyen, ancak E-test ile saptanabilen heterodirenç, A.baumannii‟de 

gelişen kolistin ve karbapenem direncinden sorumlu tutulmaktadır. Özellikle ÇDR 

A.baumannii‟ye bağlı enfeksiyonlarda kolistinin tek tedavi seçeneği olarak 

kullanılması bu tehlikeyi arttırmaktadır (36, 64, 85). Acinetobacter‟lerin 

lipopolisakkaritindeki modifikasyon kolistin direncine neden olduğu düşünülen olası 

mekanizmadır (67, 85).  

 

2.2. Bakterilerde Epidemiyolojik Tiplendirme Yöntemleri 

Tiplendirme yöntemleri başlıca; hastalardaki epidemiyolojik ilişkilerin ortaya 

konulması, re-aktivasyonun re-enfeksiyondan ayırt edilmesi ve salgın 

araştırmalarında epidemik suşların kaynağının ve yayılım yolunun belirlenmesi, 

hastane ve toplumsal kaynaklı enfeksiyonların belirlenmesi, dirençli izolatların 

tanımlanması ve yayılımın belirlenmesi için kullanılmaktadır. Bu amaçla kullanılan 

birçok fenotipik ve genotipik tiplendirme yöntemi bulunmaktadır. Son yıllarda uzun 

zaman alan ve çoğunlukla değişken sonuçlar veren fenotipik yöntemler yerine ayrım 

gücü daha yüksek olan genotipleme yöntemleri tercih edilmektedir (Tablo 1) (12, 

28). 

2.2.1. Fenotipik Yöntemler 

Antibiyotiplendirme 

Genetik ve epidemiyolojik ilişkisi olmayan birçok tür aynı plazmiti alarak 

benzer antibiyotik duyarlılık paternine sahip olabilmektedir fakat enfeksiyon 

sırasında duyarlılık oranlarında değişiklik meydana gelebilmektedir. Bu nedenle 



 

13 

antibiyotiplendirmenin izolatlar arasındaki ayrım gücü ve epidemiyolojik 

çalışmalardaki değeri sınırlıdır (6, 102). 

Biyotiplendirme 

Bakterilerin farklı besiyerlerindeki üreme kabiliyetleri ve biyokimyasal 

özellikleri kullanılarak yapılan tiplendirmedir (102). 

Serotiplendirme 

Bakterilerin yüzeyindeki antijenlere spesifik antikorların kullanılması esasına 

dayanmaktadır (6, 102). 

 

Tablo 1. Bakterileri epidemiyolojik olarak tiplendirmede kullanılan fenotipik ve 

genotipik yöntemler (6, 32, 102) 

FENOTĠPĠK YÖNTEMLER GENOTĠPĠK YÖTEMLER 

 Antibiyotiplendirme 

 Serotiplendirme 

 Bakteriyofaj tiplendirme 

 Bakteriyosin tiplendirme 

 Biyotiplendirme 

 Multilokus enzim 

elektroforezi 

 Hücresel proteinlerin 

poliakrimid jel elektroforezi 

 Immunoblot fingerprint 

1- PZR temelli yöntemler 

 Amplified fragment lenght polymorphism 

(AFLP) 

 Repetitive extragenic palindromic PZR (REP-

PZR) 

 Random amplification of polymorphic DNA 

(RAPD) 

 Arbitrarily primed PZR (AP-PZR) 

 Amplified ribosomal DNA restriction analysis 

(ARDRA) 

 Enterobacterial repetitive intergenic 

consensus PZR (ERIC-PZR)  

2- Nükleik asit temelli yöntemler 

 Plazmit profilleri 

 Restriksiyon endonükleaz analizi (RFLP) 

 Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) 

 Çoklu bölge sekans tiplendirme (MLST) 

 Ribozomal ve parçalı RNA jel elektroforezi 
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2.2.2. Genotiplendirme Yöntemleri 

Ortak genotipik profil oluşturan aynı tür içindeki izolatların, klonal olarak da 

ortak bir atadan geldikleri kabul edilmektedir. Klonal olarak benzer organizmalarda 

kromozom, atasal hücreden yeni soylara bir bütün olarak geçmekte, bu 

organizmalarda sınırlı veya hiç kromozomal rekombinasyon olmadığı kabul 

edilmektedir. Uygun genetiplendirme yöntemiyle, izolatlarda oluşan değişiklikler ve 

izolatlar arasındaki genetik yakınlık saptanabilmektedir (30).  

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Temelli Yöntemler 

Mikroorganizmaların tiplendirilmesi ve türler arasında kesin ayrımı sağlamak 

için PZR ile özgül veya rastgele primerler kullanarak DNA dizisinin 

amplifikasyonuna dayalı yöntemler kullanılmaktadır (12, 23).  

PZR, DNA ya da RNA‟nın enzimatik olarak in vitro şartlarda milyonlarca defa 

çoğaltılmasını sağlayan bir yöntemdir. Az miktardaki örnekten spesifik bir gen 

bölgesinin çoğaltılması PZR yöntemi ile mümkündür (12, 34). PZR reaksiyonu, 

uygulanan farklı ısıların da etkisiyle ayrılma (denatürasyon), bağlanma (annealing), 

uzama (elongation) olmak üzere üç aşamada gerçekleşir. Bu üç aşama bir „döngü‟ 

olarak kabul edilir. Her döngü sonunda, mevcut primer-genomik DNA 

kombinasyonu ile çoğalan DNA miktarı geometrik olarak artar (Şekil 1). Reaksiyon 

sonucunda oluşan PZR ürünleri agaroz jel üzerine yüklenip elektroforezle 

ayrıştırılarak ve etidyum bromür ile boyanarak ultraviyole ışık kaynağı altında 

görünür hale getirilmektedir (54, 63). 
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 ġekil 1. PZR şematik görünümü  

 

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PZR (ERIC-PZR)  

Bakteriyel genomlarda çok sayıda, kısa, rastgele bulunan tekrarlayıcı sekans 

aileleri tanımlanmıştır. Genomdaki bu tekrar dizilerinden biri, genler arası 

tekrarlayıcı parçalar olarak tanımlanan, ERIC sekanslarıdır. ERIC sekansları sadece 

genler arası ve transkripsiyonun görüldüğü bölgelerde bulunurlar. ERIC 

sekanslarının kopya sayısı türler arasında değişebilmektedir (111). 

Repetitive Extragenic Palindromic  PZR (REP-PZR)  

Tekrarlayan ekstragenik palindromik REP dizileri terimi, bazı bakteriyel 

genomlarda, gen dışı boşluklarda bulunan, 21 ve 65 baz uzunluğu arasındaki 

tekrarlayıcı ve palindromik sekansları ifade etmektedir. REP dizilerinin spesifik 

sonlandırıcılar olmamalarına rağmen transkripsiyonel azaltıcılar gibi rol aldıkları 

ileri sürülmektedir. Gen ekspresyonunda düzenleyici oldukları, transpozisyon ve 

rekombinasyonda bazen hedef oldukları görülmektedirler (105).  

Random Amplification of Polymorphic DNA ( RAPD) 

Rastgele bir DNA segmentinin rastlantısal olarak seçilmiş bir nükleotid dizisi 

ile PZR kullanılarak amplifiye edilmesine dayanmaktadır (76). RAPD-PZR ile 

bilinen hedef bir sekans gerekmeden yaklaşık 10 nükleotidlik tek bir rastgele primer 

Denatürasyon Hedef 

bölge 

Döngü 1        2         3       4         5 

Hedef 

Kopya 

Sekansı 

Tekrarlayan 

Döngüler 

Primerler 

 DNA 
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kullanılır ve amplifikasyonun ilk siklusu palindromik terminalleri olan tekli dizilerle 

sonuçlanır (63, 95). 

Arbitrarily Primed PZR (AP-PZR) 

 AP-PZR, epidemiyolojik olarak bağlantılı izolatlar arasındaki benzerliği 

ortaya koymak için kullanılan PZR bazlı tiplendirme yöntemlerinden biridir. Bu 

yöntemde, hedef DNA‟nın baz diziliminin bilinmesine gerek kalmadan seçilen, bir 

veya daha fazla primer kullanılarak, düşük bağlanma derecesinde PZR ile 

amplifikasyonu gerçekleştirilir. Amplifikasyon ürünü agaroz jel elektroforezi ile 

görüntülendikten sonra, oluşan bant profilleri karşılaştırılarak izolatlar arasındaki 

benzerlikler değerlendirilir (27, 110).  

AP-PZR yönteminin, PZR koşullarına bağlı olarak her zaman verimli sonuçlar 

alınamaması, sonuçların laboratuar içi ve laboratuar arası tekrarlanabilirlik oranının 

düşük olması, agaroz jel elektroforezinde birkaç bant oluşumu ile sonuçlanan zayıf 

profillerin oluşabilmesi gibi dezavantajlarının yanı sıra, hızlı ve kolay uygulanabilir 

olması, çok miktarda DNA ve DNA dizi bilgilerine gereksinim duyulmaması, tüm 

genomun incelenmesine olanak sağlaması gibi avantajları bulunmaktadır (77, 92).  

Bu tiplendirme yönteminde, düşük sıcaklık derecesinde gerçekleştirilen 

bağlanma aşamasında, seçilen primerler kromozom üzerinde hem kendilerine özgü 

bölgelere hem de özgü olmayan bölgelere bağlanmaktadır (77, 92). Böylece, 

kromozom üzerindeki çok sayıda bölgenin çoğaltılması sağlanır. Kısa, G+C‟ce 

zengin primer, analizi yapılacak DNA kalıbının her iki zincirinin de farklı yerlerine 

yapışabilir. Reaksiyon sonucunda, bu farklı yapışmalardan dolayı farklı uzunluklarda 

ürünler ortaya çıkar. Analizi yapılan genomik kalıplar arasında farklılıklar varsa 

primerlerin yapışma yerleri değişeceğinden agaroz jel üzerinde farklı büyüklükte 

bantlar görülecektir (79). Elde edilen DNA profil farklılığının yorumlanmasında 
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kabul görmüş bir kural yoktur. Eğer izolatlar aynı DNA profiline sahipse klonal 

yönden ilişkili, üç ya da daha fazla DNA bant farklılığı gösteriyor ise klonal yönden 

ilişkisiz olarak yorumlanır (32).  

 

2.3. Antibiyotik Duyarlılık Belirleme Yöntemleri 

Antimikrobiyal duyarlılık testleri, bir antimikrobiyal ajanın belli bir bakteri 

türüne karşı in vitro etkinliğini saptamak amacıyla uygulanan testlerdir. Klinikte 

antimikrobiyal tedavinin, duyarlılık testlerinin sonuçlarına göre belirlenmesi esastır. 

Antibiyotik duyarlılığı belirlemede difüzyon (disk difüzyon, E-test) ve dilüsyon (tüp, 

agar dilüsyon) testleri olmak üzere başlıca iki yöntem kullanılmaktadır (87).  

Disk difüzyon testi, rutin laboratuarlarda antibiyotik duyarlılıklarının 

saptanmasında sık kullanılan yöntemdir. Standardize, ucuz ve uygulanması basit olan 

bu yöntem Kirby-Bauer tarafından geliştirilmiş olup ve bu isimle anılmaktadır. Bu 

test, kağıt disklere emdirilen antibiyotiğin duyarlılığı araştırılan bakterinin inoküle 

edildiği besiyerine difüze olması temeline dayanmaktadır (19, 87). 

E-test, katı besiyerinde difüzyon yoluyla minimum inhibitör konsatrasyon 

(MİK) değerlerinin saptanmasına olanak sağlayan yöntemlerden biridir. MİK bir 

mikroorganizmanın üremesini önleyen en düşük ilaç konsantrasyonu olarak 

tanımlanmaktadır(19, 87). 

Tüp dilüsyon, makro ve mikro olmak üzere iki şekilde uygulanabilir. Her iki 

yöntemin ilkesi aynıdır. Makrodilüsyonda test tüpleri, mikrodilüsyonda ise U tabanlı 

mikroplaklar, besiyeri olarak da Mueller Hinton Broth (MHB)  kullanılır (87). 

Agar dilüsyon yönteminde antibiyotik sulandırımları Mueller Hinton Agar 

(MHA) içine konulup, antibiyotik içeren besiyeri petri plaklarına dökülür. Bu 
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yöntemle her plakta antibiyotiğin farklı konsantrasyonlarının etkisi test 

edilebilmektedir (87). 

 

2.4. Sinerji Testleri 

Antibiyotik kombinasyonlarının etkilerinin anlaşılabilmesi için uygulanan tüm 

in vitro duyarlılık belirleme işlemlerine sinerji testleri denilmektedir. Sinerji 

testlerinde antibiyotiklerin hem tek başlarına hem de diğer ajanlar ile birlikte 

etkinlikleri değerlendirilmektedir. European Committee for Antimicrobial 

Susceptibility Test (EUCAST) ve Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) 

tanımlarına göre antibiyotik kombinasyonlarının in vitro etkinliği aynı ilaçlar tek 

başına kullanıldığında elde edilen etkinlikler toplamından daha yüksek ise buna 

sinerjistik etkileşim (sinerjizm), eşit ise aditif etkileşim adı verilmektedir. 

Kombinasyonla elde edilen sonuç tek başına en etkin ilaç ile elde edilen sonuca eşit 

ise etkisiz durum (indiferan); daha düşük ise antagonistik etkileşimden (antagonizm) 

söz edilir. Antibiyotik kombinasyonları direnç gelişiminin önlenmesi veya 

geciktirilmesi için de kullanılabilir. Bu amaçla çeşitli yöntemler geliştirilmesine 

rağmen günümüzde standart bir yaklaşım bulunmamaktadır (19, 87). 

Antibiyotik kombinasyonlarının in vitro etkinliğinin ölçümünde dört farklı 

yöntem kullanılmaktadır (19, 87). 

1. Dama Tahtası (Checkerboard) yöntemi 

2. E-test 

3.Zamana Bağlı Öldürme Eğrisi (Time-Kill) yöntemi 

4. Disk difüzyon yöntemi 
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2.4.1. Dama Tahtası Yöntemi 

Bu yöntemde, kombinasyonda yer alan iki antibiyotiğin dilüsyonlarının bir 

mikrotitrasyon plağında farklı düzlemlerde dağılımı ve bu antibiyotiklerin plaktaki 

her kuyucukta değişen konsantrasyonlarda bir araya gelmeleri söz konusudur. Bu 

sulandırım şekli nedeniyle mikrodilüsyon tekniğine dama tahtası (checkerboard) 

yöntemi denmektedir (19, 87). 

2.4.2. Zamana Bağlı Öldürme Eğrisi Yöntemi 

Antibiyotik kombinasyonlarının zamana ve konsantrasyona bağlı bakterisidal 

aktivitelerinin incelenmesinde kullanılır. Yeni antimikrobik ajanların veya ilaç 

kombinasyonlarının etkinliğinin araştırılmasında diğer in vitro testlerde görülen 

paradoksal etki, persistan ve tolerans fenomenlerinin doğrulanmasında, tedavide 

bakterisidal etkinliğin önemli olduğu özel durumlarda tedavideki başarısızlığı 

açıklamada yardımcı bir yöntemdir (87). 

Logoritmik üreme fazındaki test suşu antibiyotik içermeyen ve çeşitli 

yoğunluklarda antibiyotik veya antibiyotiklerin kombinasyonlarını içeren sıvı 

besiyerine aktarılır. MİK ve MİK‟in 1/4, 1/2, 1, 2, 4 katı gibi konsantrasyondaki 

antimikrobik dilüsyonları ile çalışılır. Dilüsyon tüplerinden alınan örneklerden 0. 

saatten başlayarak belirli aralıklarla örnekler alınır ve dilüsyonlar (10
-1

-10
-8

) 

hazırlanıp katı besiyerine ekim yapılır. Katı besiyerinde inkübasyondan sonra üreyen 

bakteri sayısı belirlendikten sonra grafiğe aktarılarak canlı organizma sayısının 

zaman içindeki değişimi izlenebilmektedir (87).  
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BÖLÜM II 
 

3.  GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. ÇalıĢmada Kullanılan Malzemeler, Besiyerleri ve 

Kimyasalların Hazırlanması  

3.1.1. Besiyerleri 

1. Eosine Methylene Blue Agar (EMB) (Merck) 

2. Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck) 

3. Mueller Hinton Broth (MHB) (Oxoid) 

4. Mac Conkey Agar (Merck) 

5. Brain-Heart Infusion Broth (BHIB) (Oxoid)  

6.  %10 Gliserinli BHIB 

Toz halindeki besiyerleri distile su ile çözüldü ve otoklavda steril edildi. 

Katyon ekli MHB (KEMHB) için CaCl2.2H2O stok solüsyonu 0.75M ve 

MgCl2.6H2O stok solüsyonu 0.82M olarak hazırlandı.  

3.1.2. Antibiyotikler 

1. Siprofloksasin (CIP) (Koçak) 

2. Amikasin (AK) (Eczacıbaşı) 

3. Meropenem (MP) (Zeneca) 

4. Rifampisin (RA) (Koçak) 

5. Moksifloksasin (MXF) (Bayer) 

6. Kolistin (CL) (Sigma) 

7. Tigesiklin (TGC) (Pfizer)           
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3.1.3. Antibiyotiklerin Stok Solüsyonlarının Hazırlanması 

Toz halindeki tigesiklin, amikasin, kolistin, meropenem, rifampisin, 

moksifloksasin ve siprofloksasinin stok çözeltilerinin hazırlanması CLSI kriterlerine 

uygun olarak yapıldı.  

Stok solüsyon hazırlama formülü; 

1000 x V x C = W 

   P 

P= Potens (μg/mg) 

V= Hacim (ml) 

C= Final konsantrasyon (μg/ml) 

W= Antibiyotik ağırlığı (mg) 

Antibiyotik stok solüsyonları 0.2μm por çapındaki membran filtrelerden 

(Sartorius) geçirilerek steril edildi ve kullanılıncaya kadar -20°C‟de saklandı.         

3.1.4. Kimyasallar ve Ayıraçlar 

1. TBE ( 5X ) tamponu 

Tris base  53.91 g  

Borik asit  27.52 g 

EDTA    3.72 g 

Karışım, distile su ile 1000ml‟ye tamamlandıktan sonra otoklavda steril 

edildi ve +4
0
C‟de saklandı. Çalışmalarda, 1X TBE elde etmek için distile su 

ile dilüe edildi. 

2. Agaroz (Sigma A9539) 

Jel hazırlamak için, gereken miktar tartılarak, 1X TBE tamponunda çözüldü 

ve eritildi. 
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3. Etidyum bromür (1000X, 5mg/ml)  (Sigma E8751)  

Etidyum bromür distile suda çözüldükten sonra, ışıktan korumak için 

alüminyum folyo ile kaplandı ve +4°C‟de saklandı. 

4. dNTP karışımı (2μmol her biri) (Fermentas R0181) 

(2.5 mM/her biri, toplam 10mM) -20°C‟de saklandı. 

5. Marker 

Gene Ruler 50bp DNA Ladder (Fermentas SM0323)      

6. Taq DNA polimeraz, (Fermantas EP0402) 5U/ μl 

10X Taq buffer  

25 mM MgCl2  

7. Primerler  

M13 Revers; 5‟-GGA AAC AGC TAT GAC CAT GA-3‟  

M13 Forward; 5‟-GTA AAA CGA CGG CCA GTG AA-3‟ 

Primerler üretici firmanın önerileri doğrultusunda 100pmol konsantrasyonda 

hazırlandı. PZR tüplerine 50‟şer μl dağıtıldı ve kullanılıncaya kadar -20˚C‟de 

saklandı. 

3.1.5. Diğerleri 

1. %0.9 NaCl çözeltisi 

2. Distile su 

3. 2 ve 1.5ml‟lik ependorf tüpleri  

4. Steril eküvyon çubuğu 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Ġzolatların Antibiyotik Duyarlılıklarının Belirlenmesi  

Bakterilerin antibiyotik duyarlılıkları CLSI kriterlerine göre steril U tabanlı 96 

kuyucuklu mikrodilüsyon plaklarında sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile belirlendi.  

Bakteri kökenleri ve Ġnokulum Hazırlanması 

İzmir Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik 

Mikrobiyoloji Laboratuarı‟nda 2009–2010 Şubat tarihleri arasında çeşitli klinik 

örneklerden izole edilen 84 adet Acinetobacter spp. izolatı çalışmaya alındı. Kontrol 

kökeni olarak Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeureginosa ATCC 

27853 kullanıldı. İzolatlar, kullanılıncaya kadar -80
0
C de %10‟luk gliserinli Brain-

Heart Infusion Broth (BHIB) içerisinde stoklandı. 

Çalışma sırasında, stoktaki Acinetobacter spp. izolatları, EMB ve Mac Conkey 

Agar besiyerlerine ekildikten sonra 35
0
C de 18-20 saat inkübe edilerek canlandırıldı. 

Taze kültürlerden %0.9 NaCl solüsyonu içinde bakteri süspansiyonları hazırlanıp, 

Mc Farland 0.5‟e ayarlandı. Mikrodilüsyon plağındaki son inokülum 

konsantrasyonunun 1-2×10
5
CFU/ml olması için kullanmadan önce 1/100 oranında 

dilüe edildi.  

Sıvı Mikrodilüsyon Yöntemi  

Steril mikroplaklardaki kuyucuklara 50μl MHB dağıtıldı. Yukarıdan 

başlayarak ilk sıradaki kuyucuklara 50μl antibiyotik çözeltisi eklendi ve yan 

kuyucuklara aynı hacimde aktarılarak, çift katlı seri dilüsyonları hazırlandı. Son 

olarak 50µl bakteri süspansiyonu tüm kuyucuklara ilave edildikten sonra, 35
0
C‟de 

18-24 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda üreme görülmeyen en düşük 

antibiyotik konsantrasyonu MİK değeri olarak kabul edildi. Her mikroplakta, 

besiyeri ve bakteri üreme kontrollerine yer verildi. Değerlendirme için kullanılan 
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Acinetobacter spp. izolatları için antibiyotiklerin duyarlılık sınırları Tablo 2‟de 

verilmiştir.  Bu sonuçlara göre izolatların antibiyotiplendirmeleri yapıldı. 

 

Tablo 2.  Acinetobacter izolatlarının antibiyotik duyarlılık sınır değerleri 

Antibiyotik Dirençli Orta Duyarlı Duyarlı 

Amikasin ≥64 32 ≤16 

Meropenem ≥16 8 ≤4 

Siprofloksasin ≥4 2 ≤1 

Moksifloksasin* - - - 

Rifampisin >2 - 2 

Kolistin ≥4 - ≤2 

Tigesiklin* - - - 

*
; CLSI‟de sınır değerler verilmemiştir (19, 91).  

 

3.2.2. Arbitrarily Primed (AP) PZR ile Moleküler Tiplendirme 

DNA Ekstraksiyonu 

Taze kültürden alınan bakteri kolonileri steril ependorflar içerisindeki 400µl 

ultra distile su (UDS) ile süspanse edildikten sonra, 10dk vortekslendi. Daha sonra 

95
0
C‟de 10dk bekletildi ve 14.000rpm‟de 4dk santrifüj edildi. DNA içeren 

süpernatant, steril boş ependorfa alındıktan sonra, -20
0
C‟de stoklandı. 

Reaksiyon KarıĢımının Hazırlanması 

Her bir örnek için toplam hacim 50μl olacak şekilde PZR reaksiyon karışımı 

hazırlandı. 
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PZR reaksiyon karışımı 

Reaksiyon Bileşenleri Miktar(μl) 

Enjeksiyonluk su 

10X Taq buffer 

MgCl2 (25 mM)  

dNTP (2 µmol) 

Primer M13 Forward (100 pmol/μl) 

Primer M13 Revers (100 pmol/μl) 

Taq polimeraz (5U/μl) 

Ekstraksiyon ürünü (50ng/μl) 

27.5 

5 

8 

5 

1 

1 

0.5 

2 

 

Isı Döngü Programı 

PZR tüpleri ısı döngü cihazına (Techne) yerleştirilerek aşağıdaki amplifikasyon 

programı uygulandı. 

94°C‟de 5 dk. denatürasyon 

40°C‟de 5 dk. primer bağlanması                     2 döngü 

72°C‟de 5 dk. primer uzaması  

 

40°C‟de 1 dk. denatürasyon 

40°C‟de 1 dk. primer bağlanması                      40 döngü 

72°C‟de 1 dk. primer uzaması 

Jel Elektroforezi  

Agaroz %1.5 oranında tartılarak 1X TBE içerisinde eritildi. Katılaşmadan önce 

jel içine %1 oranında etidyum bromür çözeltisi eklendi ve karışım homojen hale 

geldikten sonra jel taşıyıcıya aktarıldı. Katılaştıktan sonra tarak çıkarılarak, jel 

elekroforez tankına (Bio-Rad) yerleştirildi. 
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PZR ürünleri, 1/6 oranında 6X DNA boyası ile karıştırılıp, jel içindeki 

kuyucuklara yüklendi ve elektroforez cihazında (Bio-Rad) 80 V 60 dk yürütüldü. 

Oluşan bantlar görüntüleme cihazı (Vilber Lourmat) ile görüntülendi. 

3.2.3. Sinerji Testleri  

Dama Tahtası Yöntemi 

AP-PZR sonuçlarına göre belirlenen 15 grubun her birinden bir adet izolat 

seçilerek Tablo 3‟de belirtilen antibiyotik kombinasyonlarının etkisi dama tahtası 

yöntemi ile araştırıldı. 

 

Tablo 3. Dama tahtası yönteminde kullanılan antibiyotik kombinasyonları 

Kombinasyon 1 Kombinasyon 2 

Kolistin-Meropenem Tigesiklin-Meropenem 

Kolistin-Rifampin Tigesiklin-Rifampin 

Kolistin-Amikasin Tigesiklin-Amikasin 

Kolistin-Siprofloksasin Tigesiklin-Siprofloksasin 

Kolistin-Moksifloksasin Tigesiklin-Moksifloksasin 

 Tigesiklin-Kolistin 

 

Ġnokulum Hazırlanması 

Taze bakteri kültürleri % 0.9‟luk steril tuzlu su içerisinde Mc Farland 0.5 (1-

2x10
8
CFU/ml) standardına ayarlandıktan sonra hazırlanan süspansiyon 1/100 

oranında KEMHB ile dilüe edildi.  

Antibiyotik Dilüsyonu 

Seçilen 15 izolat için her bir antibiyotiğin MİK1/8–8xMİK arasındaki yedi 

konsantrasyonunun kombinasyonu test edildi. Antibiyotik dilüsyonları 

antibiyotiklerin stok solüsyonlarının KEMHB ile sulandırılmasıyla hazırlandı. 

Kuyucuk hacmi 0.2ml olan mikroplaklara, kombinasyonlardaki iki antibiyotikten 

birincisi için ilk yatay sıra (A sırası), ikincisi için ise ilk dikey sıra (1 no‟lu sütun) 
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kullanıldı. Birinci antibiyotiğin dört katlı dilüsyonlarından 50µl alınarak, 

mikrodilüsyon plağının 2 no‟lu sütunundan başlayarak 8. sütununa kadar dağıtıldı. 

İkinci antibiyotiğin her dilüsyonu bir satırın tüm kuyucuklarında 50µl hacimde 

olacak şekilde diğer antibiyotiğin üzerine ilave edildi. Son olarak tüm kuyucuklara 

100μl bakteri süspansiyonu eklenerek, final konsantrasyonunun 5X10
5
CFU/ml 

olması sağlandı. 35
0
C de 18-24 saat inkübasyondan sonra her iki antibiyotiğin 

kombinasyondaki MİK değeri belirlendi. A1 kuyucuğu üreme, H9 kuyucuğu besiyeri 

kontrolu olarak kullanıldı ve bu kuyucuklara antibiyotik eklenmedi (Resim 1). 

 
              Resim 1. Dama tahtası yönteminde antibiyotik kombinasyonlarının etkisi 

 

Kombinasyonların Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

In vitro etkileşimler fraksiyonel inhibitör konsantrasyon (FİK) indeksi ile 

değerlendirilirildi. Bu indekse göre, kombinasyon ile elde edilen antibakteriyel 

etkinlik, her antibiyotik tek başına iken saptanan MİK değerleri ile kıyaslandı. Elde 

edilen FİK değerleri toplamına (ΣFİK) göre kombinasyonların etkisi sinerjistik, 

etkisiz veya antagonistik olarak yorumlandı. (87). 
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ΣFİK indeksinin hesaplanması ; ΣFİK= FİKA + FİKB 

                   B‟nin varlığında A‟nın MİK sayısal değeri 

FİKA =                 

                   Tek başına A‟nın MİK sayısal değeri 

                   

                   

                    A‟nın varlığında B‟nin MİK sayısal değeri 

FİKB =              

                   Tek başına B‟nin MİK sayısal değeri  

Σ FİK ≤ 0.5         : Sinerji  

Σ FİK  >0.5-1≤   : Aditif 

Σ FİK > 1-4≤      : Etkisiz 

Σ FİK > 4           : Antagonizma 

 

Zamana Bağlı Öldürme Eğrisi Yöntemi 

Dama tahtası testinin sonuçlarına göre seçilen bir izolat üzerinde tigesiklin-

rifampisin ve kolistin-rifampisin kombinasyonlarının etkisi zamana bağlı öldürme 

yöntemi ile araştırıldı. 

Ġnokulum Hazırlanması  

 Taze kültürlerden, 2ml %0.9‟luk tuzlu suda Mc Farland 0.5 (1-2x10
8
CFU/ml) 

standardına göre bakteri süspansiyonları hazırlandı ve 1/100 KEMHB ile dilüe edildi 

(1-2X10
6
CFU/ml). Kontrol tüpü ve antibiyotik içeren tüplere bakteri süspansiyonları 

dilüsyon oranı 1/20 oranında seyreltilerek inoküle edildi, böylece başlangıç 

inokülumunun yaklaşık 5×10
6
CFU/ml olması sağlandı. 

Antibiyotik Dilüsyonlarının Hazırlanması  

Daha önce belirlenen MİK değerlerine göre her bir antibiyotik için ayrı ayrı 

seri dilüsyonlar hazırlandı. Kolistin, rifampisin ve tigesiklinin MİK ve 2×MİK 

konsantrasyon oranında stok solüsyonları hazırlandı. Her köken için kolistin ve 

tigesiklinin etkinliği tek başına ve rifampisin ile kombine edilerek çalışıldı. 
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Zamana Bağlı Olarak Bakteri Konsantrasyonunun DeğiĢiminin Ġzlenmesi 

35
0
C‟de inkübe edilen antibiyotik-bakteri karışımlardan, 0., 3., 6. ve 24. 

saatlerde alınan örnekler %0.9‟luk tuzlu su ile 1/100 ve 1/1000 oranında dilüe edildi 

ve buradan 100‟er μl alınarak MHA plaklarına ekildi. 35
0
C‟de 24 saat 

inkübasyondan sonra koloniler koloni sayacı (Suntex) ile sayıldı. Ayrıca, antibiyotik 

içermeyen kontrollere de yer verildi. Çalışma üç kez tekrarlandı. Sonuçlar 

değerlendirilirken, kombinasyondaki iki antibiyotikten en etkili olana göre; etkinliğin 

en az 100 kat artması sinerji, 100 kattan daha az bir artış olması aditif etkileşim, en 

az 100 kat azalması antagonizma olarak kabul edildi. 
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BÖLÜM III 

BULGULAR 

Çalışmada 2009-2010 Şubat tarihleri arasında İzmir Atatürk Eğitim ve 

Araştırma Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuarı‟nda çeşitli 

klinik örneklerden izole edilen çoklu dirençli 84 Acinetobacter spp. izolatı kullanıldı 

(Grafik 1, Tablo 4). Bu izolatların antibiyotik direnç profilleri belirlenerek, 

antibiyotiplendirmeleri yapıldı. 25 antibiyotip grubu, AP-PZR sonuçlarına göre 

genotipik olarak 15 gruba ayrıldı. Bu 15 grubun her birinden rastgele seçilen birer 

izolat üzerinde dama tahtası yöntemi ile çeşitli antibiyotik kombinasyonları sinerji 

açısından test edildi. Son olarak dama tahtası testlerinden elde edilen veriler 

doğrultusunda seçilen bir izolat üzerinde antibiyotik kombinasyonlarının etkisi 

zamana bağlı öldürme eğrisi yöntemi ile antibiyotiklerin sinerjik etkileşimleri 

araştırıldı. 

 

Grafik 1. Acinetobacter spp izolatların kliniklere göre dağılımı 

Yoğun Bakım Ünitesi

Beyin Cerrahisi

Diğer
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Tablo 4. Acinetobacter spp. izolatların kliniklere ve servislere göre dağılımı 

KLİNİK 
 

TAK 
 

BAL 
 

YARA 
 

HK 
 

BOS 
 

İDR 
 

KAT 
 

Toplam (%) 

AYB 23 22 2 1 1 3 0 52(62) 

NYB 4 6 0 0 0 2 3 15(18) 
BC 1 1 1 0 2 1 1 7(8) 

İÇHST 1 1 1 0 0 0 0 3(4) 

ORT 0 0 4 0 0 0 0 4(5) 

Diğer 1 0 0 0 0 0 2 3(3) 

Toplam (%) 30(36) 30(36) 8(10) 1(1) 3(4) 6(7) 6(7) 84(100) 
BAL; Balgam, KAT; Katater, İDR; İdrar, HK; Hemokültür, TAK; Trakeal aspirat, BOS; Beyin-Omurilik sıvısı, NYB; Nöroloji 

yoğun bakım, AYB; Anestezi yoğun bakım, ORT; Ortopedi, İÇHST; İç Hastalıkları, BC; Beyin cerrahisi. 

 

Sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle amikasin, siprofloksasin, moksifloksasin, 

rifampisin, meropenem, kolistin ve tigesiklin antibiyotiklerinin MİK değerleri 

belirlendi. En yüksek direnç oranı %90.48 ile siprofloksasine, en düşük direnç oranı 

ise %3.57 ile tigesikline karşı izlendi (Tablo 5).  

 

Tablo 5. 84 Acinetobacter spp. izolatlarının antibiyotik duyarlılık sonuçları 

ANTĠBĠYOTĠKLER 

MĠK 

Aralığı 

(µg/ml) 

Direnç Profili  n(%) 
 

MĠK50 

 

MĠK90 

Duyarlı 
Orta 

Duyarlı  
Dirençli (µg/ml) 

AK 0.5–256 27(32.14) 15(17.86) 42(50) 32 128 

CIP 0.015–256 8(9.52) 0(0) 76(90.48) 32 64 

RA 0.5–512 15(17.86) 29(34.52) 40(47.62) 2 512 

MP 0.015–128 24(28.57) 11(13.10) 49(58.33) 16 64 

MXF* 0.015–64     21(25)                                44(52.38) 19(22.62) 4 8 

CL 0.25–1024 79(94.05) 0(0) 5(5.90) 1 2 

TGC* 0.12–8 73(86.90) 8(9.53) 3(3.57) 1 4 

 n= İzolat sayısı. AK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, RA: Rifampisin, MP: Meropenem, MXF: Moksifloksasin, CL: Kolistin, 

TGC: Tigesiklin. *: 59,91 no‟lu literatürlerde verilen MİK aralıklarına göre değerlendirildi. 

 

 

 

ÖRNEK 
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84 Acinetobacter spp. izolatının 26‟sı (%30.95) ekstrem-dirençli (XDR) ve 

antibiyotip E profili, bir tanesi (%1.19) PDR ve antibiyotip A profili, 57‟si (%67.86) 

ÇDR ve farklı antibiyotip profilleri olarak bulundu (Tablo 6).  

Acinetobacter spp. izolatlarının antibiyotik direnç profillerine göre 25 

antibiyotip grubu belirlendi. Bu gruplandırmada orta duyarlı kökenler de dirençli 

olarak kabul edildi. Yalnızca bir izolatın tüm antibiyotiklere dirençli olduğu ve AA 

grubunda yer aldığı görüldü (Tablo 6). 
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Tablo 6. İzolatların antibiyotik direnç profillerine göre belirlenen grupları 

n= İzolat sayısı. AK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, RA: Rifampisin, MP: Meropenem, MXF: Moksifloksasin, CL: Kolistin, 

TGC: Tigesiklin. *: 56, 91 no‟lu literatürlerde verilen MİK aralıklarına göre değerlendirildi 

 

 

 

 

 

 

Antibiyotip 
Antibiyotikler Ġzolatlar 

AK CIP RA MP MXF
*
 CL TGC

*
 n (%) 

AA R R R R R R R 1(1.19) 

AB R R R R R S R 6(7.14) 

AC R R R R S S R 1(1.19) 

AD R R R R R R S 3(3.57) 

AE R R R R R S S 26(30.95) 

AF R R R  R S S S 3(3.57) 

AG R R R S S S S 2(2.38) 

AH R R R S R S S 5(5.95) 

AI R R S R R S S 3(3.57) 

AJ R R S R S S S 1(1.19) 

AK R R S S R S S 3(3.57) 

AL R S R R R S R 1(1.19) 

AM R R S S S S S 2(2.38) 

AN S R R R R S S 8(9.52) 

AO S R R R R S R 1(1.19) 

AP S R R R S S S 2(2.38) 

AQ S R R S R S S 3(3.57) 

AR S R S R R S S 3(3.57) 

AS S R S S R S S 1(1.19) 

AT S R S R S S S 2(2.38) 

AX S R S S S S S 1(1.19) 

AU S S R S S R S 1(1.19) 

AV S S R S S S R 1(1.19) 

AY S S R S S S S 4(4.76) 

AZ S S S S S S S 1(1.19) 
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AP-PZR yöntemi ile 15 farklı grup elde edildi (Tablo 7) (Resim 2). PA 

grubundaki 36 kökenden 22‟si antibiyotiplendirme sonuçlarına göre aynı grupta (AE 

antibiyotip) yer aldı. Resim 3‟de PA grubuna dahil olan bazı izolatların AP-PZR bant 

profilleri örnek olarak verilmiştir. Tablo 8‟de antibiyotip grupları ile AP-PZR sonucu 

oluşturulan gruplar arasındaki ilişki görülmektedir. İzolatların, MİK değerleri, 

genotip ve antibiyotip grupları arasındaki ilişki Tablo 9‟da özetlenmiştir. 

 

Tablo 7. AP-PZR‟ye göre belirlenen genotipik gruplar 

Gruplar n (%) Gruplar n (%) Gruplar n (%) 

PA 36(42.85) PF 5(5.95) PQ 1(1.19) 

PB 10(11.90) PM 3(3.57) PS 3(3.57) 

PC 1(1.19) PN 3(3.57) PX 1(1.19) 

PD 10(11.90) PO 4(4.76) PY 2(3.57) 

PE 1(1.19) PP 2(2.38) PZ 2(3.57) 

 

 

 
Resim 2. 84 Acinetobacter spp. AP-PZR bant profilleri, *; 50bp DNA marker 

 

 

 

 

*     PA    PB    PC    PD    PE    PF    PM    PN   PO    PP     PQ    PS    PX    PY   PZ   

500 

250 

100 
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PA grubundaki 36 kökenden 22‟si antibiyotiplendirme sonuçlarına göre aynı 

grupta (AE antibiyotip) yer aldı. Resim 3‟de PA grubu AP-PZR bant profilleri ve 

antibiyotip grupları ile AP-PZR sonucu oluşturulan gruplar arasındaki ilişki Tablo 

8‟de görülmektedir.  

Resim 3. PA grubu AP-PZR bant profileri 
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Tablo 8. Antibiyotip grupları ve AP-PZR‟ye göre belirlenen moleküler gruplara göre 

izolat sayılarının dağılımı  

 Genotipler 

Antibiyotipler PA  PB  PC  PD  PE  PF  PM  PN  PO  PP  PQ  PS  PX  PY  PZ  

AA - - - - - 1 - - - - - - 1 - - 

AB - - - 1 - 1 - - - - - - - - - 

AC 3 - - 2 1 - - - - - - - - - - 

AD - 1 - - - - - - - 2 - - - - - 

AE 22 - - - - 3 - - 1 - - - - - - 

AF 1 1 - - - 1 - - - - - - - - - 

AG - 1 - - - - - - - - - - - - - 

AH - - - - - - - - 1 - 1 2 - - 1 

AI - - - 1 - - 1 - - - - - - - - 

AJ - - 1 - - - - - - - - - - - - 

AK - 1 - - - - 1 1 - - - - - - - 

AL 1 - - - - - - - - - - - - - - 

AM - - - - - - - - 1 - - - - - - 

NA 6 - - 2 - - - - - - - 1 - - - 

AO 1 - - - - - - - - - - - - - - 

AP - 2 - - - - - - - - - - - - - 

AQ - - - 1 - - - - - - - - - - - 

AR - - - 2 - 1 - - - - - - - - 1 

AS - 1 - - - - - - - - - - - - - 

AT 1 1 - - - - - - - - - - - - - 

AX - 1 - - - - - - - - - - - - - 

AU - 1 - - - - - - - - - - - 1 - 

AV - - - - - - 1 1 - - - - - 1 - 

AY - - - - - - - 1 - - - - - - - 

AZ - - - - - - - - 1 - - - - - - 

 
  -; bu özelliğe uygun izolat bulunamamıştır 
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Tablo 9. MİK değerleri, AP-PZR‟a göre genotip (G) ve antibiyotip (A) grupları  

 

   MĠK(µg/ml)   

 Klinik Örnek AK CIP RA MP MXF CL TGC G A 

1 AYB TAK 128 64 256 16 8 1 1 PA AE 

2 NYB TAK 128 64 1024 32 4 0.5 1 PA AE 

3 BC BOS 128 32 16 64 4 128 0.5 PP AD 

4 AYB BAL 64 64 16 128 4 64 1 PP AD 

5 NYB BAL 128 32 256 32 8 1 0.5 PA AE 

6 AYB TAK 64 64 512 16 8 1 0.5 PA AE 

7 NYB TAK 16 64 2 4 4 1 2 PD AQ 

8 NYB BAL 128 64 1 4 8 1 2 PN AK 

9 AYB BAL 128 32 32 64 4 0.5 1 PA AE 

10 AYB TAK 32 32 4 4 8 1 1 PZ AH 

11 AYB TAK 128 32 2 8 4 1 1 PO AE 

12 AYB TAK 128 32 512 32 2 1 1 PA AF 

13 AYB BAL 128 64 512 32 8 1 0.5 PA AE 

14 BC BOS 128 32 128 16 2 1 0.125 PF AF 

15 AYB KAT 256 256 512 32 8 4 1 PB AD 

16 AYB TAK 1 128 1 0.06 4 1 0.125 PB AS 

17 AYB BAL 2 0.125 2 0.5 0.125 1 4 PN AY 

18 AYB BAL 128 64 512 32 16 1 0.125 PA AE 

19 POL İDR 1 0.13 0.5 0.25 0.125 2 1 PO AZ 

20 ORT YARA 0.5 32 512 1 4 0.5 2 PF AQ 

21 NYB BAL 64 32 512 64 4 1 0.5 PA AE 

22 AYB BAL 64 64 1 8 4 0.5 1 PD AI 

23 AYB BAL 1 0.25 32 0.015 0.25 1024 1 PY AU 

24 AYB KAT 1 0.015 2 0.125 0.015 0.25 0.125 PM AV 

25 AYB BAL 32 64 2 32 4 0.25 1 PA AE 

26 AYB TAK 64 64 1 8 4 0.25 1 PD AI 

27 AYB BAL 64 32 2 0.5 4 0.25 0.125 PB AH 

28 AYB BAL 64 32 2 0.5 4 0.25 0.25 PS AH 

29 NYB İDR 64 16 2 8 2 2 0.5 PB AF 

30 AYB TAK 64 16 2 0.5 4 0.25 0.125 PS AH 

31 AYB TAK 64 16 1 0.5 2 0.25 0.125 PS AM 

32 AYB TAK 1 16 1 16 2 1 2 PB AT 

33 AYB BAL 64 32 2 0,5 4 1 1 PB AK 

34 AYB BAL 32 64 1 8 2 0.5 2 PC AJ 

35 AYB BAL 64 16 128 16 4 1 1 PF AE 

36 AYB TAK 16 64 64 32 4 0.5 2 PA AN 

37 AYB KAT 1 128 1 8 4 2 2 PD AR 

38 AYB BAL 16 32 512 128 4 0.5 1 PA AN 

39 AYB TAK 0.5 64 1 16 8 1 2 PD AR 

40 AYB BAL 32 64 512 128 4 1 1 PA AE 

41 AYB TAK 32 32 512 64 4 1 0.5 PA AE 

42 AYB TAK 16 64 2 0.5 4 1 0.5 PZ AQ 

43 AYB BAL 64 16 2 0.5 4 1 0.5 PQ AH 

44 AYB TAK 16 32 2 16 8 0.5 1 PA AN 
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Tablo 9‟un devamı 

 

   MĠK (µg/ml)   

 Klinik Örnek AK CIP RA MP MXF CL TGC G A 

45 NYB BAL 16 32 2 8 8 0.5 2 PA AN 

46 AYB TAK 64 32 32 64 4 2 0.25 PA AE 

47 AYB BOS 16 128 2 32 8 2 2 PA AN 

48 AYB BAL 32 32 512 64 4 0.5 1 PA AE 

49 AYB BAL 32 32 512 64 4 1 1 PA AE 

50 NYB TAK 64 16 2 4 2 1 1 PB AG 

51 AYB YARA 32 64 16 16 4 2 4 PE AC 

52 AYB TAK 64 32 1 0.5 4 1 0.25 PM AK 

53 CER İDR 64 32 2 8 4 1 0.5 PF AE 

54 İÇHST BAL 128 32 2 32 4 1 0.5 PA AE 

55 AYB TAK 64 64 2 16 4 2 4 PD AC 

56 İÇHST TAK 16 64 4 128 8 1 2 PA AN 

57 AYB BAL 32 128 1 16 8 1 0.5 PM AI 

58 ORT YARA 32 32 512 32 8 1 4 PA AE 

59 AYB BAL 64 64 256 64 4 1 2 PA AC 

60 BC İDR 32 32 256 16 4 1 2 PF AE 

61 AYB TAK 32 32 2 16 2 1 4 PD AB 

62 AYB TAK 32 64 2 8 4 1 4 PD AC 

63 NYB TAK 1 0.125 2 1 0.015 1 0.5 PN AV 

64 AYB TAK 128 4 16 64 4 4 8 PX AA 

65 NYB BAL 32 64 256 64 8 1 2 PA AE 

66 AYB BAL 128 64 2 32 4 1 2 PA AE 

67 AYB TAK 256 32 256 128 4 1 2 PA AE 

68 NYB BAL 64 32 32 32 4 1 1 PA AE 

69 AYB BAL 128 32 256 64 4 1 1 PA AE 

70 AYB TAK 128 64 256 32 4 1 1 PA AE 

71 AYB YARA 16 64 1 64 0.25 0.5 1 PA AT 

72 ORT YARA 32 0.06 256 32 8 1 8 PA AL 

73 BC KAT 64 64 256 32 4 1 4 PA AC 

74 KDC TAK 2 0.06 4 0.25 0.03 1 2 PA AV 

75 BC YARA 64 8 1 4 0.25 1 1 PO AM 

76 NYB İDR 128 128 4 8 64 1 4 PA AC 

77 NYB KAT 16 64 4 16 8 1 4 PA AO 

78 NYB KAT 0.5 32 2 16 4 1 2 PD AN 

79 AYB HK 64 4 2 4 0.25 0.5 1 PO AG 

80 ORT YARA 0.5 32 1 0.5 2 0.5 1 PB AX 

81 NYB İDR 0.5 32 2 32 2 1 0.5 PB AP 

82 AYB BAL 0.5 32 2 32 2 1 0.5 PB AP 

83 İÇHST YAR 0.5 128 2 8 4 1 2 PD AN 

84 BC TAK 1 1 2 0.25 2 1 1 PY AV 

Tablo 7’nin devamı. 

Tablo 7’nin devamı. 
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AP-PZR ile elde edilen 15 grubun her birinden bir izolat rastgele seçilerek 

dama tahtası yöntemi ile test edildi. Çalışmaya alınan 15 ÇDR Acinetobacter spp. 

izolatı için 11 kombinasyon denendi ve 365 kuyucuğun Σ FİK değeri hesaplandı. 

Tigesiklinin tüm antibiyotiklerle kombinasyonunun sonucunda; %23 (49) sinerjik ve 

%27 (58) aditif etkileşim, %3 (5) oranında antagonizma, kolistinin tüm 

antibiyotiklerle kombinasyonunun sonucunda ise; %50 (77) sinerjik ve 24 (%36) 

aditif etkileşim, %1 (1) oranında antagonizma saptandı. Her iki antibiyotiğin de 

sırasıyla, diğer antibiyotiklerle %47 (99) ve %25 (40) oranlarında etkileşim 

göstermediği gözlendi. 

Değerlendirmeye alınan kombinasyonların etkinlikleri incelendiğinde en 

yüksek sinerji kolistin-rifampisin (%100) ve kolistin-meropenem (%100) 

kombinasyonunda saptandı. En düşük sinerji tigesiklin-amikasin (%27) 

kombinasyonunda izlendi. En yüksek antagonisitik etki tigesiklin-kolistin (%20) 

kombinasyonunda görüldü (Tablo 10). Çalışılan 15 izolat için antibiyotik 

kombinasyonlarının ΣFİK değerleri ve etkileşim sonuçları Tablo 11‟de verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 7’nin devamı. 

Tablo 7’nin devamı. 
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Tablo 10. Dama tahtası yöntemiyle test edilen 15 Acinetobacter spp. izolatı üzerine 

antibiyotik kombinasyonlarının etkisi 

Antibiyotik 

kombinasyonu 

Sinerji 

n(%) 

Aditif 

n(%) 

Etkisiz           

n(%) 

Antagonizma 

n(%) 

CL/MP 15(100) 0 0  0 

CL/RA 15(100) 0 0 0 

CL/CIP 9(60) 1(6) 4(27) 1(6) 

  CL/MXF 9(60) 3(20) 3(20) 0 

CL/AK 7(47) 8(53) 0 0 

 TGC/MP 7(46) 6(40) 2(14) 0 

TGC/RA 8(53) 2(14) 5(33) 0 

 TGC/CIP 3(20) 3(20) 9(60) 0 

   TGC/MXF 6(40) 4(27) 4(27) 1(6) 

 TGC/AK 4(27) 6(40) 4(27) 1(6) 

 TGC/CL 7(46) 1(6) 4(27) 3(20) 
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Tablo 11. Antibiyotik kombinasyonlarının dama tahtası yöntemiyle belirlenen ΣFİK değerleri ve etkileşim şekli 

  

Ġzolat No CL/MP CL/RA CL/CIP CL/MXF CL/AK CL/TGC TGC/MP TGC/RA TGC /CIP TGC/MXF TGC/AK 

4 0.19-Sin 0.19-Sin 0.19-Sin 0.37-Sin 0.19-Sin 0.24-Sin 0.30-Sin 0.30-Sin 0.18-Sin 0.37-Sin 0.28-Sin 

8 0.18-Sin 0.27-Sin 0.37-Sin 1.24-Etk 0.74-Adt 0.19-Sin 0.50-Sin 0.50-Sin 1.01-Etk 0.50-Sin 0.50-Sin 

10 0.24-Sin 0.07-Sin 0.37-Sin 0.31-Sin 0.18-Sin 0.37- Sin 0.56-Adt 0.28-Sin 0.56-Adt 0.37-Sin 0.31-Sin 

30 0.37-Sin 0.31-Sin 0.28-Sin 0.14-Sin 0.31-Sin 0.53-Adt 0.28-Sin 0.28-Sin 0.53-Adt 0,37-Sin 1.03-Etk 

32 0.18-Sin 0.09-Sin 0.16-Sin 0.18-Sin 0.18-Sin 8.25-Ant 0.16-Sin 0.15-Sin 0.28-Sin 4.05-Ant 0.18-Sin 

34 0.31-Sin 0.30-Sin 4.31-Ant 1.03-Etk 0.56-Adt 2.06-Etk 0.28-Sin 0.56-Adt 2.06-Etk 1.06-Etk 0.90-Adt 

43 0.31-Sin 0.12-Sin 1.03-Etk 1.06-Etk 0.62-Etk 0.48-Sin 0.53-Adt 0.56-Adt 1.03-Etk 2.12-Etk 0.53-Adt 

45 0.25-Sin 0.13-Sin 1.06-Etk 0.53-Adt 0.25-Sin 4.06-Ant 0.26-Sin 2.03-Etk 1.03-Etk 0.15-Sin 4.06-Ant 

51 0.31-Sin 0.31-Sin 0.13-Sin 0.31-Sin 0.52-Adt 1.06-Etk 1.12-Etk 0.18-Sin 1.03-Etk 1.00-Etk 0.53-Adt 

60 0.42-Sin 0.18-Sin 1.12-Etk 0.14-Sin 0.98-Adt 1.24-Etk 0.28-Sin 1.06-Etk 2.06-Etk 0.56-Adt 2.06-Etk 

61 0.18-Sin 0.30-Sin 0.18-Sin 0.49-Sin 0.63-Etk 8.06-Ant 0.53-Adt 1.06-Etk 2.33-Etk 0.56-Adt 2.12-Etk 

64 0.31-Sin 0.28-Sin 1.06-Etk 0.56-Adt 0.63-Etk 0.18-Sin 0.56-Adt 1.03-Etk 0.18-Sin 1.06-Etk 1.06-Etk 

75 0.19-Sin 0.14-Sin 0.37- Sin 0.64-Adt 0.37-Sin 0.18-Sin 0.63-Adt 0.50-Sin 2.06-Etk 0.56-Adt 0.56-Adt 

84 0.18-Sin 0.37-Sin 0.18-Sin 0.15-Sin 0.56-Adt 0.56-Adt 0.56-Adt 0.50-Sin 1.06-Etk 0.31-Sin 0.56-Adt 

57 0.31-Sin 0.37-Sin 0.53-Adt 0.38-Sin 0.49-Sin 2.05-Adt 1.25-Etk 1.06-Etk 0.53-Adt 0.53-Adt 0.53-Adt 

Sin; Sinerji, Etk; Etkisiz, Adt; Aditif, Ant; Antagonizma 

 

 

4
1
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Dama tahtası yöntemine göre en yüksek sinerji görülen 10 ve 30 numaralı 

izolatlardan 30 no‟lu izolat zamana bağlı öldürme eğrisi yöntemi ile de test edildi. 

Dama tahtası yöntemiyle elde edilen sonuçlarda, en iyi etki kolistin-meropenem, 

kolistin-rifampisin ve tigesiklin-rifampisin kombinasyonlarında görüldü. 30 no‟lu 

köken için kolistin-rifampisin ve tigesiklin-rifampisin kombinasyonları test edildi. 

MİK konsantrasyonları, dama tahtasında sinerji görülen konsantrasyon ve bu 

konsantrasyonun iki katı olarak belirlendi. 

30 no‟lu kökende kolistin ile rifampisin arasında, 3., 6. ve 24. saatte, çalışılan 

her iki konsantrasyonda da sinerjik etkileşim, tigesiklin ile rifampisin arasında ise 

çalışılan her iki konsantrasyonda da aditif etkileşim görüldü (ġekil 2, 3, 4, 5).  

 

  
ġekil 2. 30 no‟lu izolatta; MİK: 0.06/0.25μg/ml, 3., 6. ve 24.saatte kolistin ile 

rifampisin arasında sinerjik etkileşim,  (CL: Kolistin, RA: Rifampisin, CL+RA: 

Kolistin / Rifampisin kombinasyonu, KON: Kontrol) 

CL 

RA 

CL+RA 

KON 
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ġekil 3. 30 no‟lu izolatta; MİK: 0.12/0.5μg/ml, 3., 6. ve 24.saatte kolsitin ile 

rifampisin arasında sinerjik etkileşim,  (CL: Kolistin, RA: Rifampisin, CL+RA: 

Kolistin / Rifampisin kombinasyonu, KON: Kontrol). 

 

 

 

 
ġekil 4. 30 no‟lu izolatta; MİK: 0.015/2 μg/ml, 3., 6. ve 24.saatte tigesiklin ile 

rifampisin arasında aditif etkileşim,  (TGC: Tigesiklin, RA: Rifampisin, TGC+RA: 

Tigesiklin / Rifampisin kombinasyonu, KON: Kontrol). 

 

 

CL 

RA 

CL+RA 

KON 

TGC 

RA 

TGC+RA 

KON 
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ġekil 5. 30 no‟lu izolatta; MİK: 0.03/4 μg/ml, 3., 6. ve 24.saatte tigesiklin ile 

rifampisin arasında aditif etkileşim,  (TGC: Tigesiklin, RA: Rifampisin, TGC+RA: 

Tigesiklin / Rifampisin kombinasyonu, KON: Kontrol). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TGC 

RA 

TGC+RA 

KON 
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BÖLÜM IV 

TARTIġMA 

Acinetobacter türleri son 20-30 yıldır özellikle hastalardan ve hastane 

çevresinden sık izole edilen önemli fırsatçı patojenlerdir. Birçok antimikrobiyal ilaca 

ve kuruluğa karşı dirençli olduklarından kuru ve cansız yüzeylerde günlerce canlı 

kalabilirler. Ayrıca, hastane ortamında hastaların ve hastane çalışanlarının cildindeki 

kolonizasyonları sonucunda kolayca yayılarak salgınlara neden olurlar ve bu 

salgınlarda tanımlanamayan etken olarak görülebilirler (9, 12, 24, 57, 95, 116). 

Acinetobacter’ler özellikle YBÜ‟de yatan hastalar için ciddi enfeksiyon etkenleridir 

(20, 21). Bu çalışmaya alınan 84 ÇDR Acinetobacter spp. izolatının 68‟i (%81) 

YBÜ‟den izole edilmiştir. Türkiye‟de yedi üniversite ve bir eğitim araştırma 

hastanesinde YBÜ‟den izole edilen gram-negatif bakteriler ile yapılan iki ayrı 

çalışmada enfeksiyon etkeni olarak Acinetobacter türlerinin 1999 yılında dördüncü 

ve 2000 yılında ikinci sırada, 2003 yılında bir eğitim araştırma hastanesinin 

YBÜ‟nde yapılan sürveyans çalışmasında ise enfeksiyon etkenleri arasında ilk sırada 

yer aldığı görülmüştür (3, 33, 50).  

Acinetobacter spp.‟nin öncelikli olarak tercih edilen karbapenemler de dahil bir 

çok antibiyotiğe karşı direnç geliştirmesi Acinetobacter enfeksiyonlarındaki en 

önemli sorundur (117). Acinetobacter türleri sıklıkla birçok antibiyotiğe, birden fazla 

mekanizma ile direnç göstermektedir (10). Bu çalışmada 84 ÇDR Acinetobacter spp. 

izolatının altı farklı antibiyotik grubu ve yedi farklı antibiyotiğe olan direnç oranları 

sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile test edilmiştir. Bu izolatlarda en yüksek direnç 

siprofloksasine karşı %90.47 olarak belirlenirken, kinolon grubu yeni 

antibiyotiklerden biri olan moksifloksasine karşı ise, %22.62 olarak bulunmuştur. 

Siprofloksasinden sonra en yüksek direnç oranı %58.33 ile karbapenem grubu 
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antibiyotiklerden meropeneme karşı saptanmış ve bunları %50 direnç oranı ile 

amikasin, ardından da %47.62 ile rifampisin izlemiştir. Çalışmamızda görülen 

yüksek meropenem direnci karbapenem direncinin giderek artmakta olduğu fikrini 

desteklemektedir. 2003 yılında yürütülen Meropenem Yearly Susceptibility Test 

Information Collection (MYSTIC) çalışmasında, ülkemizdeki Acinetobacter 

türlerinde karbapenemlere direnç oranı %27-38 olarak bulunmuştur (107). Köseoğlu 

ve ark. (36) meropenem direncini %69.3, imipenem direncini ise %65.3 olarak, 

Kuşçu ve ark. (62) ise karbapenem direncini yaklaşık %80 olarak bildirmişlerdir. A. 

baumannii ile Türkiye‟nin farklı bölgelerinde yürütülen çalışmalarda, 2006 yılında 

siprofloksasin direnç oranı %75, amikasin direnç oranı ise %61 olarak, 2007‟de 

siprofloksasin, amikasin ve imipenem için direnç oranları sırasıyla, %51, %45, %38 

olarak bildirilmiştir (116, 117). Acinetobacter spp. ile 2009 yılında yapılan bir 

çalışmada ise siprofloksasin direnci %86, amikasin direnci %76 olarak saptanmıştır 

(78). 2011 yılında İtalya‟da yapılan çalışmada imipenem direnç oranı %93.8, 

siprofloksasin direnç oranı %94.7, amikasin direnç oranı %97.4 ve meropenem 

direnç oranı %86 olarak bildirilmiştir (22). Çalışmamızda, çoklu dirençli 

Acinetobacter izolatlarında saptadığımız yüksek direnç oranları, son yıllarda giderek 

artan antibiyotik direncinin dikkate alınarak, gerekli önlemlerin alınması gerektiğini 

düşündürmektedir.  

Hastanelerde geniş spektrumlu antibiyotiklerin yaygın kullanımına bağlı olarak 

meydana gelen dirençli kökenlerin neden olduğu tedavisi güç enfeksiyonlar, hastalar 

için ciddi tehdit oluşturmaktadır (10). Bu nedenle tedavide yeni alternatiflere ihtiyaç 

duyulmaktadır. Yeni seçenek ilaçların başında tigesiklin gelmektedir (62). Geniş 

spektrumlu bu antibiyotiğin, ÇDR Acinetobacter spp. izolatlarında oldukça etkili 

olduğu yurt içi ve yurt dışında yürütülen çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (73, 78, 
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117). Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), European Committee for 

Antimicrobial Susceptibility Test ( EUCAST), The British Society for Antimicrobial 

Chemotherapy‟de (BSAC) Acinetobacter spp. için tigesiklin direnci ile ilgili olarak 

MİK aralığı belirtilmemiştir. Ancak çalışmamızda 2005 yılında United States Food 

and Drug Administration (FDA) tarafından Enterobacteriaceae için önerilen 

duyarlılık sınır değerleri kullanılmıştır. Buna göre çalışmada izolatların %3.57‟si 

tigesikline dirençli bulunmuştur. Tigesiklin MİK50 ve MİK90 değerleri, sırasıyla 

1μg/ml ve 4μg/ml olarak belirlenirken, MİK değeri ≤2μg/ml olan izolatların oranının 

%86.9 olduğu görülmüştür. Türkiye‟de genel olarak Acinetobacter izolatlarında 

tigesiklin duyarlılığının araştırıldığı çalışmalar değerlendirildiğinde MİK değeri 

≤2μg/ml olan izolatların oranı %80.6 olarak bildirilmiştir (5, 117). Kuşcu ve ark. (62) 

tigesiklin için %21 oranında direnç saptadıklarını bildirmişlerdir. Türkiye‟de yapılan 

çalışmalarda tigesiklin MİK değerleri; 2.31-2.80μg/ml arasındayken, MİK50 ve 

MİK90 değerleri sırasıyla, 1-4μg/ml ve 1.5-12μg/ml arasında bulunmuştur (26, 35, 36, 

62). Antibiyotik duyarlılıklarının araştırıldığı The Tigecycline Evaluation and 

Surveillance Trial (TEST) çalışmasının 24 Avrupa ülkesini içeren bölümünde 1560 

A. baumannii izolatının tigesiklin MİK50 değeri 0.25μg/ml, MİK90 değeri ise 1μg/ml 

olarak bulunmuş, bu izolatlardan ÇDR olanların MİK50 ve MİK90 değerleri ise 

sırasıyla 1μg/ml ve 2μg/ml olarak gözlenmiştir (75). İspanya‟da yapılan bir 

çalışmada imipenem dirençli A. baumannii izolatlarında tigesiklin direnci %8 olarak 

bulunmuştur (80). Navon-Venezia ve ark. (73) tarafından ÇDR A. baumannii 

izolatlarında yapılan bir çalışmada ise suşların %78‟inin tigesikline dirençli olduğu 

bildirilmiştir. 

Tigesiklinin henüz kullanılmadığı birçok ülkede yapılan araştırmalarda, 

kolistinin ÇDR A. baumannii‟ye etkili tek antibiyotik olduğu sıklıkla belirtilmektedir 
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(36, 62, 64). Son yıllarda kolistin dışındaki tüm antibiyotiklere dirençli Acinetobacter 

türlerinin neden olduğu enfeksiyonlarda kolistin tedavisi yeniden gündeme gelmiştir 

(2). Kolistin bugüne kadar ciddi yan etkileri nedeniyle tedavide çok sık tercih 

edilmemiştir. Bu çalışmada izolatların %5.9‟u kolistine dirençliyken, bunlardan 

sadece biri, test edilen diğer tüm antibiyotiklere de dirençli bulunmuştur. Kolistin 

MİK değerleri genel olarak düşük olduğu halde sadece bir izolatın MİK değerinin 

1024μg/ml olduğu görülmüştür. Türkiye‟de son yıllarda yapılan çalışmalarda ÇDR 

A.baumannii izolatlarında kolistin direnci saptanmamıştır (26, 78, 108). Bassetti ve 

ark. (11) da 2008 yılında yaptıkları çalışmalarında kolistin direncine 

rastlamadıklarını belirtmişlerdir. Kallel ve ark. (60) in vivo çalışmalarında kolistinin, 

nozokomiyal ÇDR A. baumannii enfeksiyonlarının tedavisinde yeterli ve etkili 

olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca Acinetobacter‟lerin kolistine dirençliyken diğer 

antibiyotiklere duyarlı olabildiği de çeşitli araştırmalarda görülmüştür (41, 96, 97).  

Çalışmamızda her iki antibiyotiğin ÇDR Acinetobacter’ler üzerinde etkileri 

karşılaştırıldığında kolistin direncinin %5.9, tigesiklin direncinin ise orta duyarlı 

kökenler de dahil edildiğinde %13.10 olarak belirlenmesi, kolistinin tigesikline 

oranla daha etkili olduğunu göstermektedir. Fakat tigesiklin için orta duyarlı grubu 

dirençli gruptan ayırdığımızda direnç oranı %3.57 olmaktadır. Zer ve ark. (117) 

Acinetobacter izolatlarında tigesiklin direncini %6.45, Özdemir ve ark. (78) %1 

oranında saptarken, her iki araştırmacı da kolistine direnç gözlemediklerini 

bildirmişlerdir. 2011 yılında yapılan bir çalışmada kolistin direnci %5, tigesiklin 

direnci ise %16 olarak bulunmuştur (61). Yurt içi ve yurt dışı çalışmalardan elde 

edilen verilere göre kolistin ve tigesiklin direnç oranlarının değişkenlik gösterdiği 

anlaşılmaktadır. 
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Gram-negatif bakterilerde direnci tanımlayan terimlerde uluslararası bir uzlaşı 

henüz sağlanmamış görünmekle beraber, genel eğilim en az 3 ilaç grubuna karşı 

dirençli bulunan kökenlerin ÇDR olarak tanımlanması yönündedir. Tigesiklin ve 

kolistin dışındaki tüm antibiyotiklere direnç için XDR terimi benimsenmiştir. 

Tigesiklin ve kolistin dahil var olan tüm antibiyotiklere karşı direnç için ise PDR 

terimleri kullanılmaktadır (37, 46). Çalışmamızdaki 84 izolattan 26‟sı (%30.95) 

XDR olup antibiyotip AE profilini, biri (%1.19) PDR olup antibiyotip AA profilini, 

57‟si (%67.86) ise ÇDR olup farklı antibiyotip profillerini göstermiştir. Çalışmamız, 

yurtiçi ve yurtdışı çalışmalarda bildirilen antibiyotik direnç oranları dikkate 

alındığında, Acinetobacter spp.‟lerdeki antibiyotik direncinin giderek artmakta 

olduğunu desteklemektedir. 

Aynı türden izolatlar arasındaki klonal ilişkiyi göstermek amacıyla yapılan 

moleküler tiplendirme yöntemlerinde DNA parmak izleri (DNA fingerprinting) 

belirlenerek DNA parmak izi aynı olan suşların klonal yönden ilişkili oldukları ve 

ortak bir atadan köken aldıkları kabul edilmektedir. Dirençli suşlar arasındaki klonal 

ilişki belirlendiğinde, hastanelerde ve toplumda dirençli klonların yayılma derecesi 

anlaşılabilmekte, yayılma kontrol altına alınabilmekte ve enfeksiyon kontrol 

stratejilerinin etkinliği arttırılabilmektedir (30). Moleküler genotipik yöntemlerden 

AP-PZR, kolay uygulanabilen, yüksek ayırt etme yeteneği olan ve hızlı sonuç veren 

bir yöntem olduğundan bu güne kadar oldukça sık kullanılan PZR temelli 

epidemiyolojik bir yöntem olmuştur (114). Bu çalışmada, M13 universal primerleri 

ile yapılan AP-PZR‟ye göre 15 farklı bant paterni saptanmıştır. Birbiriyle ilişkili olan 

izolatları belirlemek için elde edilen bant profillerinin oldukça belirgin olduğu 

gözlemlenmiştir. Çalışma sonuçlarının tekrarlanabilirliğini görmek için denemeler üç 

tekrarlı olarak yapılmıştır. Tekrarlar sırasında bant paternlerinde görülen 
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farklılıkların, PZR karışımına eklenen kalıp DNA miktarı ile ilişkili olduğu 

düşünülmüştür. Çalışmamızdaki 84 Acinetobacter spp.‟de direncin klonal yayılımı, 

bu konuda yapılan diğer çalışmalar ile uyumlu olarak YBÜ‟den sağlanan izolatlarda 

daha yoğun olarak tespit edilmiştir ( 51, 90, 93). AP-PZR sonuçlarımıza göre en 

büyük klon olan PA grubundaki 36 izolatın 22‟si antibiyotip AE profilini, üçü 

antibiyotip AC profilini, altısı antibiyotip AN profilini, ikisi antibiyotip AV profilini ve 

diğerleri AF, AK, AO antibiyotip profillerini göstermiştir. AP-PZR ile yapılan klonal 

sınıflamada, antibiyotip paternleri aynı ya da birbirine yakın olan izolatların 

genellikle aynı klonal grupta yer aldığı gözlenmiştir. İzolatların farklı AP-PZR 

grupları içinde yer alması, farklı kliniklerden farklı tarihlerde izole edilmelerinden 

kaynaklanabileceği şeklinde değerlendirilmiştir.  

Kaynak araştırmalarımızda, antibiyotiplendirme ile genotiplendirmenin birlikte 

değerlendirilmesine ilişkin yalnızca bir çalışma bulunmuştur (90). Fakat antibiyotik 

duyarlılık profili ile genotiplendirmenin çalışıldığı çeşitli araştırmalara da 

rastlanılmış, bu çalışmalarda antibiyotip grubu oluşturulmamıştır (93, 101). Prashant 

ve ark. (90) 21 Acinetobacter izolatında, %52 (n=11) oranında A ve %29 (n=6) 

oranında E antibiyotipi belirlemişler, AP-PZR yöntemine göre, A antibiyotipinin 

%36 oranında g paterninde, E antibiyotipinin ise %66 oranında e paterninde 

bulunduğunu göstermişlerdir. Ranjbar ve ark. (93) tarafından yürütülen bir çalışmada 

21 A. baumannii izolatının, ARB11 primerleri ile yapılan AP-PZR sonucunda 

%57.1‟i E grubunda olmak üzere 7 farklı klonal grupta (A-I) toplandığı ve aynı bant 

paternine sahip izolatların antibiyotik direnç profillerinin de aynı olduğu 

görülmüştür. Siau ve ark. (101) 18 hastadan alınan farklı örneklerden izole edilen 

Acinetobacter izolatının AP-PZR sonuçlarına göre epidemiyolojik olarak ilişkili 
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bulunduğunu ve benzer antibiyotik duyarlılık paterni gösterdiklerini, yalnızca iki 

izolatın farklı genotipik ve fenotipik özelliğe sahip olduğunu ifade etmişlerdir.  

Bazı çalışmalarda AP-PZR‟ de kullanılan M13 universal primerlerinin daha 

belirgin bant paternleri oluşturduğu, iyi sonuçlar verdiği ve ayırt edebilme 

yeteneğinin oldukça iyi olduğu bildirilmiştir (114). Villa ve ark. (115) M13 

primerlerini kullandıkları çalışmalarında 26 Acinetobacter izolatı için on farklı bant 

paterni belirlediklerini ve salgınla ilişkili yedi izolatın aynı bant paternini 

gösterdiğini belirtmişlerdir. Araştırmacılar, ayrıca ribotipleme ile AP-PZR yöntemini 

karşılaştırdıklarında iki yöntemin ayırt etme yeteneğinin birbirine yakın olduğunu 

görmüşlerdir. Işık ve ark. (55) tarafından yapılan bir çalışmada hastane enfeksiyonu 

kaynaklı 74 ve VİP kaynaklı 25 Acinetobacter izolatının neden olduğu salgınlarda 

klonal ilişki, M13 primerleri kullanılarak değerlendirilmiştir. İncelenen 74 izolat için, 

bir ana genotip olmak üzere beş ayrı genotip, diğer 25 köken için ikisi ana genotip 

olmak üzere toplam altı genotip saptanmıştır. Grudmann ve ark. (51) dört farklı 

primer seti ile gerçekleştirdiği PZR temelli genotiplendirme çalışmalarında, M13 

primerlerinin diğer primer setlerine kıyasla daha az soluk bant profili ve çok daha 

belirgin bant izleri oluşturduğunu bildirmişlerdir. Diğer primer setleri ile yapılan 

çalışmaların tekrarlanabilirliğinin yüksek olduğu ancak deney sonucunda agaroz jel 

üzerinde birbirine yakın mesafede bantlar ve karışık bant profilleri görüntülendiğini 

rapor etmişlerdir. 

Ayan ve ark. (8) 2003 yılında PFGE ve AP-PZR moleküler tiplendirme 

yöntemleri ile salgın boyunca izole edilen A. baumannii suşları arasındaki 

epidemiyolojik ilişkiyi araştırmışlardır. AP-PZR ile PFGE arasındaki uyumun, 

antibiyogram ile PFGE arasındaki uyumdan daha yüksek olduğunu, PFGE 

sonuçlarının epidemiyolojik ve klinik bilgi ile birlikte en iyi korelasyonu gösterdiğini 
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bildirmişlerdir. Bou ve ark. (13) Acinetobacter izolatları ile yaptıkları moleküler 

tiplendirme çalışmalarında AP-PZR, REP-PZR ve PFGE yöntemini kullanmışlar ve 

bu üç moleküler tiplendirme yönteminin de Acinetobacter izolatlarının 

genotiplendirilmesinde yararlı olduğunu vurgulamışlardır. Yine aynı çalışmada, 

imipenem dirençli ve duyarlı A. baumannii izolatlarının AP-PZR bant paternlerinin 

REP-PZR ile iyi korelasyon gösterdiği, REP-PZR tekniğinin AP-PZR‟den daha 

yüksek ayırt edebilme gücüne sahip olduğu, AP-PZR bant paternlerinin REP-PZR 

bant paternleri ile benzer olduğu fakat REP-PZR ile daha fazla grup elde edildiğini 

bildirmişlerdir. PFGE ile elde edilen tanımlayıcı sonuçlar A. baumannii salgınlarının 

karakterizasyonunda, REP-PZR‟nin çok iyi performans gösterdiğini 

desteklemektedir. 2005 yılında Hindistan‟da yapılan bir çalışmada 21 Acinetobacter 

spp. izolatında AP-PZR ile sekiz bant profili, PFGE ile dokuz bant profili elde 

edilmiştir. Araştırmacılar bant yoğunluklarında ara sıra farklılıklar olsa da AP-

PZR‟nin tekrarlanabilir sonuçlar verdiğini, ancak AP-PZR ile epidemiyolojik olarak 

ilişkisiz grupların birbirinden kolaylıkla ayrılamadığını tespit etmişlerdir. PFGE‟nin 

AP-PZR‟ye göre ayırtetme yeteneğinin daha iyi olduğunu, AP-PZR‟nin ise düşük 

maliyet ve az iş gücü gerektirmesi gibi avantajlarının bulunduğunu vurgulamışlardır 

(90). Bu çalışma sonucunda, yurtiçi ve yurtdışında yapılan çalışmalar gibi AP-

PZR‟nin hızlı ve etkili bir yöntem olduğu ancak diğer PZR tabanlı yöntemlerle ve 

altın standart olarak kabul edilen PFGE ile desteklenmesi gerektiği kanısına 

varılmıştır.  

Klonal olarak ilişkili suşlar, zamanla antibiyotik duyarlılık profilleri açısından 

değişim göstermektedir (40, 71). ÇDR A. baumannii enfeksiyonlarının tedavisinde 

hem başarıyı arttırmak hem de direnç gelişimini önlemek amacıyla kombine 

antibiyotik kullanımı önerilmektedir (96) İmipenem-amikasin, seftazidim-
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aminoglikozit, seftazidim-florokinolon ve imipenem-siprofloksasin kombinasyonları 

in vitro sinerjik aktivite göstermeleri nedeniyle tedavide ikinci seçenek olarak 

kullanılmaktadır (4, 12, 99). ÇDR A. baumannii‟nin neden olduğu VİP‟de 

ampisilin/sulbaktam, ampisilin/sulbaktam-aminoglikozit kombinasyonu ya da tek 

başına kolistin tedavisi in vitro duyarlılık sonuçlarına göre önerilen tedavi 

seçeneklerindendir (1). Çalışmamızda AP-PZR ile elde edilen 15 farklı klonun 

herbirinden rastgele olarak seçilen bir izolata karşı çeşitli antibiyotik 

kombinasyonlarının etkinliği dama tahtası yöntemi ve zamana bağlı öldürme kinetiği 

yöntemi ile araştırılmıştır. Dama tahtası yöntemi ile antibiyotik kombinasyonlarının 

denendiği 15 izolat için yüksek sinerji değerleri; kolistin-rifampisin (%100), kolistin-

meropenem (%100), kolistin-siprofloksasin (%60), kolistin-moksifloksasin (%60), 

kolistin-tigesiklin (%46) ve tigesiklin-rifampisin (%53) kombinasyonları arasında 

bulunmuştur. Siprofloksasinin tigesiklin ve kolistin ile olan kombinasyonlarında 

%50'ye yakın etkileşim gözlenmemiştir. Tigesiklin-kolistin kombinasyonunda ise 15 

izolatın üçünde antagonizma saptanmıştır.  

Dama tahtası yöntemine göre, kolistin-rifampisin ile sinerji ve tigesiklin-

rifampisin ile aditif etkileşim gösterdiği belirlenen bir izolat, zamana bağlı öldürme 

eğrisi yöntemi ile test edilmiştir. Bu yöntem ile tigesiklin-rifampisin arasında aditif 

etkileşim ve kolistin-rifampisin arasında sinerjik etkileşim 3., 6. ve 24. saatte 

gözlenmiştir. Her iki sinerji testi de ÇDR Acinetobacter spp. izolatlarına karşı 

kolistin ile rifampisin kombinasyonunun tedavide iyi bir seçim olacağını işaret 

etmektedir. Dama tahtası yöntemi ile %100 sinerjik etkileşim gösteren kolistin-

meropenem kombinasyonunun da Acinetobacter spp. izolatları üzerinde etkili 

olacağını düşünmekteyiz. 2005 yılında beş Acinetobacter spp. de dama tahtası 

yöntemi kullanılarak yapılan sinerji testinde levofloksasin ve siprofloksasin tek 
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başına ve her ikisinin de seftazidim, sefepim, imipenem, piperasilin/tazobaktam ve 

amikasin ile kombinasyonlarının etkileşimleri incelenmiştir. En yüksek sinerjinin 

florokinolon ile beta-laktam ve florokinolon ile amikasin kombinasyonlarında olduğu 

belirtilmiştir (25). 2007 yılında Türkiye‟de yapılan bir çalışmada, test edilen 

karbapenem-aminoglikozit, karbapenem-kinolon, beta-laktam-aminoglikozit ve beta-

laktam-kinolon kombinasyonları denenmiştir. İmipenem-netilmisin 

kombinasyonunun %25 gibi yüksek bir oranda sinerji gösterdiği bildirilmiştir (45). 

Chang ve ark. (15) bakteriyemi etkeni olarak izole edilen 22 A. baumannii kökeninin 

%36'sında karbapenem-aminoglikozit kombinasyonunda sinerjik etki saptadıklarını 

belirtmişlerdir. Tan ve ark. (103) 2011‟de yaptıkları çalışmada, dama tahtası yöntemi 

ile kolistin-rifampisin ve tigesiklin-rifampisin arasında %19 oranında ve kolistin-

tigesiklin arasında %12 oranında sinerji, zamana bağlı öldürme eğrisi yöntemi ile 

kolistin-rifampisin arasında %56, tigesiklin-rifampisin arasında %19 ve kolistin-

tigesiklin arasında %44 oranında sinerji gözlemlendiğini bildirmişlerdir. Çalışılan 

tüm izolatlar değerlendirildiğinde, zamana bağlı öldürme yöntemi ile %40, dama 

tahtası yöntemi ile %16 oranında sinerji gözlemlemişlerdir. Bu sonuçlara göre, 

araştırmacılar zamana bağlı öldürme eğrisi yöntemi ile gözlenen en iyi in vitro 

sinerjinin kolistin-rifampisin kombinasyonu arasında olduğunu belirtmişlerdir. Lim 

ve ark. (65) ÇDR ve kolistine duyarlı 31 A. baumannii izolatı ile yaptıkları çalışmada 

zamana bağlı öldürme eğrisi yöntemi ile 24. saatte kolistin-rifampisin 

kombinasyonunda bakterisidal aktivitenin en iyi düzeyde (%42), tigesiklin-

rifampisin kombinasyonunda ise oldukça düşük düzeyde olduğunu bildirmişlerdir. 

Zamana bağlı öldürme yöntemi kullanılarak yapılan klinik bir çalışmada tigesiklin-

kolistin kombinasyonununda antagonizma görülürken, çalışmada kullanılan diğer 

antibiyotiklerle tigesiklin kombine edildiğinde herhangi bir etkileşim 
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gözlemlenmemiştir (100). Çalışmamızda, dama tahtası ve zamana bağlı öldürme 

eğrisi yöntemlerinde çalışılan 30 no‟lu izolat için her iki yöntem ile benzer sonuçlar 

elde edilmiştir. Bu iki yöntemin sonuçlarının farklı olabildiğini belirten çalışmalar 

olmakla birlikte çalışmamızda böyle bir sonuç elde edilmemiştir. Her iki yöntemin 

de, işgücünün fazla olması, yoğun zaman alması,  düşük antibiyotik 

konsantrasyonları ile çalışılması gibi dezavantajları bulunmaktadır. Buna rağmen, 

her iki yöntem de sinerji çalışmalarında kullanılmaktadır.  
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BÖLÜM V 

SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Çalışmamızda, çoklu dirençli Acinetobacter spp.‟lerin sıklıkla YBÜ‟den izole 

edildiği saptanmıştır. Bu enfeksiyonların önlenmesi için, risk faktörleri saptanarak 

etkin enfeksiyon kontrol programlarının uygulanması gerekmektedir. 

Test edilen tüm izolatlar içinde en yüksek direncin siprofloksasine karşı olduğu 

tespit edilmiştir. İkinci sırada meropenem ve amikasin yer almıştır. Tigesiklin ve 

kolistin en etkili antibiyotikler olarak bulunmuştur. Etkin tedavi protokollerini 

belirlemek amacıyla her hastanenin kendi ortamında bulunan mikroorganizmaları ve 

bunların direnç profilindeki değişiklikleri düzenli olarak saptaması gerekmektedir. 

Çok ciddi olmayan Acinetobacter spp. enfeksiyonlarında monoterapide 

aminoglikozitlerin ve karbapenemlerin etkili olabileceğini, tedavinin yanıtsız kaldığı 

durumlarda ise tigesiklin ve kolistinin tercih edilebileceğini düşünmekteyiz.   

AP-PZR yöntemi ile 15 farklı grup elde edilmiştir. İzolatların %42.85‟i (36) 

aynı grupta (PA) yer almıştır. Aynı klondaki izolatların farklı zamanlarda yapılan AP-

PZR denemeleri sonucu elde edilen bant paternlerinde görülebilen değişiklikler, PZR 

tabanlı bu yöntemde önemli bir tartışma konusudur. Ortam şartları ve PZR 

karışımındaki küçük değişiklikler tiplendirme sonuçlarını etkileyebilmektedir. 

Kullanılan kalıp DNA‟nın ekstraksiyon protokolü, DNA konsantrasyonu, primerlerin 

baz dizilimi ve konsantrasyonu, MgCl2 konsantrasyonu, tampon, Taq DNA 

polimeraz enzimi çalışma süresince sabit tutulmalı, karışıma eklenme sırası dahi 

değiştrilmemeli ve tüm salgın izolatları aynı anda çalışılmalıdır. 

İzolatların antibiyotik direnç profillerine göre, 25 antibiyotip grubu belirlenmiş 

ve %30.95‟nin (26) AE grubu içinde yer aldığı gözlemlenmiştir. Antibiyotiplendirme 

sonuçları, AP-PZR sonuçları ile karşılaşılaştırılarak, en yoğun grup olan AE‟nin 22 
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izolatının PA grubunun içinde bulunduğu tespit edilmiştir. Çoklu antibiyotik 

direncinin izolatlar arasında yayılım gösterip göstermediğinin kesin olarak 

kanıtlanabilmesi için, moleküler bir taramanın yapılması gerekmektedir. 

Acinetobacter spp. izolatlarında hem antibiyotik direnç profillerinin hem de izolatlar 

arasındaki klonal yakınlığın belirlenmesi ile yapılan tiplendirme, antibiyotik 

direncinin yayılımının önlenmesi çalışmaları, klinik açıdan tedavide yararlı olacak 

doğru antibiyotiklerin seçilmesini sağlayabilecektir.  

Çalışmamızda, dama tahtası yöntemiyle, kolistin, MİK değerinin altındaki 

konsantrasyonlarda, rifampisin, meropenem, amikasin ve siprofloksasin ile kombine 

edildiğinde %50 sinerji göstermiştir. Zamana bağlı öldürme eğrisi yöntemiyle 

kolistin ile rifampisin arasında MİK ve MİK×2 değerlerinde sinerji görülmüştür. 

Kolistinin, Türkiye‟de rutin olarak kullanılmaması direnç gelişimini bir ölçüde 

engellemektedir. Kolistinin yan etkilerinden dolayı klinik kullanımının sınırlı olması 

ve nadiren de olsa dirençli olduğu tespit edilen az sayıdaki izolatın yüksek MİK 

değerleri göstermeleri kolistinin başka antibiyotiklerle kombinasyonlarının 

araştırılmasını gerektirmektedir. Kolistinin etkinlik gösterdiği diğer bir antibiyotik ile 

kombine edilerek kullanılması, direnç gelişimini de sınırlayacaktır. 

Çalışmamızda, dama tahtası yöntemiyle tigesiklinin diğer antibiyotiklerle 

kombinasyonu sonucunda, kolistine oranla daha az sinerji (%23) elde edilmiştir. 

Tigesiklin, diğer antibiyotiklerle %47, kolistin ile %25 etkileşim göstermemiştir. 

Zamana bağlı öldürme eğrisi yöntemiyle tigesiklin ile rifampisin arasında MİK ve 

MİK×2 değerlerinde aditif etkileşim görülmüştür. Ciddi Acinetobacter 

enfeksiyonlarının tedavisinde yeni seçenek ilaçların başında gelen tigesiklinin, in 

vitro çalışmalarda etkinliğinin yorumlanabilmesi için kullanılacak sınır değerlere 

netlik kazandırılması gerekmektedir.  
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Her iki sinerji testi de ÇDR Acinetobacter spp. izolatlarına karşı kolistin ile 

rifampisin kombinasyonunun tedavide iyi bir seçim olabileceğine işaret etmektedir. 

Dama tahtası yöntemi ile %100 sinerjik etkileşim gösterdiği belirlenen kolistin-

meropenem kombinasyonu da Acinetobacter enfeksiyonlarının tedavisinde seçenek 

olarak düşünülebilir. Ancak bunun için yapılan in vitro çalışmanın in vivo çalışma ile 

desteklenmesi gerekmektedir. 
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BÖLÜM VI 

ÖZET 

Hastane Kaynaklı Acinetobacter spp. Kökenlerinde Antibiyotik 

Direnç Profili ve Moleküler Tiplendirilmesi 

Bu çalışmada Acinetobacter izolatlarının antibiyotik direnç profilinin 

belirlenmesi, moleküler düzeyde tiplendirmelerinin yapılması ve dirençli izolatlarda 

antibiyotik kombinasyonlarının aktivitesinin araştırılması amaçlandı.  

2009-2010 yılları arasında, İzmir Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi‟nde 

izole edilmiş 84 çoklu dirençli (ÇDR) Acinetobacter spp. izolatı kullanıldı. MİK 

değerleri, sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile belirlendi. Epidemiyolojik ilişki, 

Arbitrarily-primed polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PZR) ve antibiyotiplendirme ile 

saptandı. Antibiyotik kombinasyonlarının etkisi ise dama tahtası yöntemi ve zamana 

bağlı öldürme eğrisi yöntemi kullanılarak araştırıldı.  

Seksen dört ÇDR Acinetobacter spp. izolatının siprofloksasin, rifampisin, 

moksifloksasin, meropenem, amikasin, kolistin ve tigesiklin için antibiyotik direnç 

oranları sırasıyla; %90.47; %47.62; %22.62; %58.33; %50; %5.9, %3.57‟dir. Seksen 

dört ÇDR Acinetobacter spp. izolatı için antibiyotik direnç profillerine göre 25 

antibiyotip grubu belirlenirken, M13 primerleri ile yapılan AP-PZR ile 15 farklı 

patern ayırt edildi. Dama tahtası yöntemine göre, tigesiklinin tüm antibiyotiklerle 

kombinasyonlarının; %31 sinerjik, %18 aditif, %3 antagonist etkili olduğu, kolistinin 

tüm antibiyotiklerle kombinasyonlarının; %59 sinerjik, %27 aditif, %0,6 antagonist 

etkili olduğu gözlendi. Dama tahtası yöntemi sonucuna göre kolistin-rifampisin 

kombinasyonu ile sinerjik etki, tigesiklin-rifampisin kombinasyonuyla aditif etki 

gösteren bir izolat seçildi ve bu köken üzerinde zamana bağlı öldürme eğrisi yöntemi 
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ile 3., 6. ve 24. saatlerde, kolistin-rifampisin arasında sinerjizm ve tigesiklin-

rifampisin kombinasyonunda ise aditif etkileşim olduğu gözlendi. 

Çalışmaya alınan Acinetobacter spp. izolatları büyük oranda yoğun bakım 

üniteleriden (YBÜ) izole edildi. İzolatların benzer antibiyotip paterni ve bant 

profilleri göstermeleri klonal olarak birbirleriyle ilişkili olduklarını düşündürdü. 

 

Anahtar kelimeler: Kolistin, Dama tahtası, Zamana bağlı öldürme eğrisi, AP-

PZR, Moleküler Tiplendirme 
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ABSTRACT 

Antibiotic Resistance Profile and Molecular Typing of Hospital Acquired 

Acinetobacter spp. Isolates 

The aim of this study was to determine antimicrobial resistance profile and 

clonal relations of Acinetobacter isolates and to test efficacy of antimicrobial 

combinations on resistant isolates. 

Eighty four multiple drug resistant (MDR) Acinetobacter spp. were isolated at 

Clinical Microbiology Laboratory of İzmir Atatürk Training and Research Hospital, 

between 2009-2010. MIC values were determined by using broth microdilution 

method. Epidemiological relation was indicated by Arbitrarily-primed polymerase 

chain reaction (AP-PCR) and antibiotyping. Antibiotic interactions were researched 

by chequerboard and time-kill methods.  

The rates of resistance in 84 MDR Acinetobacter spp. isolates were found as 

90.47%, 47.62%, 22.62%, 58.33%, 50%, 5.9%, 3.57% for ciprofloxacin, rifampicin, 

moxifloxacin, meropenem, amikacin, colistin, tigecycline respectively. While 25 

different antibiotypes were observed according to antibiotic resistance profiles of 84 

MDR Acinetobacter spp. isolates, 15 different patterns were distinguished by AP-

PCR with M13 primer. According to chequerboard method,  tigecycline combination 

with all the antimicrobials showed 31% synergy, 18% additive, 3% antagonism and 

colistin combination with all the antimicrobials showed 59% synergy, 27% additive, 

0.6% antagonism. One isolate which showed synergistic interaction by chequerboard 

method between colistin-rifampicin and additive interaction betweeen tigecycline-

rifampicin combinations and the synergistic interaction between colistin and 

rifampicin and the additive interaction between tigecycline and rifampicin at 3h, 6h 

and 24h were determined on that isolate by time kill method. 
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Acinetobacter spp. isolates used our study were mostly isolated from intensive 

care units (ICU). It showed that the isolates related to each other as a clonal because 

of they have similar antibiyotype pattern and bant profile.  

 

Key words: Colistin, Checkerboard, Time-kill, AP-PCR, Molecular Typing 
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