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ÖZET 

Çağlan, E., Hacettepe Üniversitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarından 

Ardışık Olarak İzole Edilen Acinetobacter baumannii Klinik İzolatlarında 

Kolistine Direnç ve Heterodirencin Araştırılması. Hacettepe Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Enstitüsü Mikrobiyoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2017. 

A. baumannii, hastane ortamlarında sıkça bulunması ve özellikle yoğun bakımlarda 

salgınlara yol açması nedeniyle son yıllarda büyük önem kazanmıştır. Tedavi 

seçenekleri çok kısıtlıdır ve son yıllarda kolistin bu etkene karşı en etkili antibiyotik 

olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte tüm dünyada kolistine karşı dirençli ve 

heterodirençli izolatlar bildirilmeye başlanmıştır.  Bu çalışmada, hastanemizde izole 

edilen A. baumannii’de kolistine direnç ve heterodirenç oranlarının belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Hastane merkez laboratuvarına gönderilen çeşitli örneklerden izole 

edilen 200 adet A. baumannii izolatında kolistine duyarlılık sıvı mikrodilüsyon 

yöntemiyle EUCAST standartlarına göre belirlenmiştir. Heterodirencin saptanması 

için Gradiyent test (G-test) ve PAP yöntemi uygulanmıştır. Sıvı mikrodilüsyon testine 

göre 58 izolat (%29) kolistine dirençli bulunmuştur. G-testte zon içi üremesi olan 

izolatlar heterodirenç için şüpheli olarak değerlendirilmiş ve bu şekilde 3 izolat 

bulunmuştur.  Ayrıca, kolistin duyarlı ve dirençli toplam 120 izolata 0-10mg/L kolistin 

içeren MHA plaklarında 102 ve 103 cfu/mL bakteri yoğunluklarında PAP 

uygulanmıştır. PAP sonuçlarına göre G-testte şüpheli bulunan izolatlar da dahil, hiçbir 

izolatta kolistine heterodirenç saptanmamıştır. Heterodirencin saptanmasında PAP 

yöntemi altın standarttır. Emek yoğun ve zaman alıcı olması nedeniyle PAP 

yönteminin rutin laboratuvarlarda uygulanması güçtür. Bu çalışma Türkiye’de 

A.baumannii’de kolistine PAP yöntemiyle heterodirencin araştırıldığı ilk çalışmadır.  

Acinetobacter baumannii’de kolistine direnç ve heterodirencin belirli aralıklarla 

izlenmesi klinisyenlere yol göstermesi açısından önemlidir. 

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, kolistin direnci, kolistin heterodirenci 

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi 

(BAP) tarafından THD-2016-11837 proje numarasıyla desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 

Caglan, E., Investigation of Colistin Resistance and Heteroresistance of 

Acinetobacter baumannii Clinical Isolates Consecutively Isolated in Hacettepe 

University Hospitals Central Laboratory. Hacettepe University Institute of 

Health Sciences, MSc thesis in Microbiology, Ankara, 2017. A. baumannii has 

gained importance in recent years as it is common in the hospital environments and 

causes outbreaks, especially in intensive care units. Treatment options are very limited 

against this bacteria and in recent years colistin has been used as the most effective 

drug. However, colistin resistance and heteroresistance are being reported worldwide. 

In this study, our aim was to determine colistin resistance and heteroresistance rates in 

A. baumannii. isolated in our hospital. Susceptibility to colistin was determined by 

broth microdilution method in 200 isolates of A. baumannii isolated from various 

samples sent to hospital central laboratory. EUCAST standards were used throughout 

the study. Heteroresistance was investigated by Gradient (G-test) and PAP test. 

According to broth microdilution tests, 58 isolates (29 %) were resistant to colistin. 

Bacterial growth in the inner zone of the G-tests predicted heteroresistance and there 

were 3 isolates with this result. In addition, PAP analysis was employed on a total of 

120 isolates including sensitive and resistant isolates. Mueller Hinton agars containing 

0-10 mg / L of colistin  were inoculated  with 102  ve 103 cfu/mL  of isolates and results 

were  recorded. According to the PAP results, heteroresistance was not found in any 

isolates including the 3 isolates that suggested heteroresistance with the G-test. PAP 

test is the gold standard for determining heteroresistance in A.baumannii, and as it’s 

very labor intensive and time consuming, it cannot be performed easily in routine 

laboratories. This is the first study in Turkey investigating heteroresistance to colistin 

in A.baumannii with the PAP test. Resistance and heteroresistance to colistin in 

A.baumannii should be monitored periodically to guide the clinicians. 

Key words: Acinetobacter baumannii, colistin resistance, colistin heteroresistance, 

Ankara 

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination 

Unit. Project Number: THD-2016-11837. 
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MBL: Metallo- β-laktamaz 

MDR: Çok ilaca dirençli 

MİK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu  

PAP: Populasyon analiz profili 

PAP-AUC: Populasyon analiz profili – eğri altında kalan alan 

PBP: Penisilin bağlayıcı protein 

PDR: Tüm antibiyotiklere dirençli 

PFGE: Pulse Field Gel Electrophoresis 

RNA: Ribonükleik asit 

rRNA: Rribozomal ribonükleik asit 

SENTRY: Antimikrobiyal sürveyans programı 
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VAP: Ventilatör ilişkili pnömoni 
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1. GİRİŞ 

Acinetobacter baumannii kompleksi, bakteriyemi, pnömoni, menenjit ve üriner 

sistem enfeksiyonları gibi sıklıkla hastanede kazanılan enfeksiyonlarla ilişkili olan bir 

Gram negatif patojendir. A. baumannii kompleks, ayrıca, nozokomiyal salgınların 

dünya çapında ortaya çıkmakta olan bir nedeni olarak kabul edilmiş ve Amerika 

Enfeksiyon Hastalıkları Derneği (IDSA) tarafından altı öncelikli tehlikeli 

mikroorganizmadan biri olarak belirtilmiştir (1). Özellikle endişe konusu olan, A. 

baumannii kompleksinin, β-laktamlar, florokinolonlar, tetrasiklinler ve 

aminoglikozitler de dahil olmak üzere mevcut antibiyotiklere çoklu direnç (MDR) 

göstermesidir. Çok ilaca dirençli Acinetobacter baumannii enfeksiyonu tedavisinde 

tigesiklin ve kolistin son çare antibiyotikler olarak kullanılmaktadır (2).   

Kolistin, gram negatif bakterilerde yer alan lipopolisakkarid (LPS) tabakanın 

lipid A kısmı ile etkileşime girerek dış membranın düzensizleşmesiyle bakterisidal etki 

gösteririr (3). Nefrotoksik ve nörotoksik etkisi nedeniyle, klinik kullanımı bırakılan 

kolistin, MDR bakteri enfeksiyonlarının tedavisi amacıyla yeniden kullanılmaya 

başlanmıştır. Buna karşın, A. baumannii’de kolistine direnç gözlenmeye başlanmıştır. 

Kolistine dirençli Acinetobacter spp. ilk kez 1999'da Çek Cumhuriyeti'nde 

bildirilmiş olup tüm dünyadaki bildirim sayısı her geçen yıl artmaktadır (4). Buna ek 

olarak, 2006'da in-vitro testlerle kolistine duyarlı (Minimum İnhibitör Konsantrasyon  

(MİK) ≤ 2 mg / l) olmasına karşın dirençli alt popülasyonlar gözlenmiş ve bu suşlar 

için “heterojen dirençli” tanımı yapılmştır (5).  A. baumannii'deki kolistin heterodirenç 

oranının %18,7-%100'e kadar oldukça geniş bir aralıkta olduğu ve bu dağılımın farklı 

örneklem kullanımı ve heterodirenç belirlemek için kullanılan değişik yöntemlere 

bağlı olabileceği belirtilmektedir. (6-9). Klinikte heterodirençli A. baumannii 

izolatlarına bağlı enfeksiyonlarda kolistinin uygun olmayan bir şekilde kullanılması 

halinde dirence ve tedavide başarısızlığa yol açma olasılığı olabileceği belirtilmektedir 

(10). Antimikrobiyal Sürveyans Programı (SENTRY) 2001’den 2011 yılına kadar 

ABD, Avrupa, Latin Amerika ve Pasifik Asya’dan gelen raporlarla kolistin direncinin 

düşük bir düzeyde (%0,9-3,3) kaldığını ortaya koymuştur (11, 12). Asya, Avrupa, 

Kuzey Amerika ve Güney Amerika’dan gelen diğer raporlarda ise kolistin direnci %7 
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olarak bildirilmiştir (13-15). Bununla birlikte, Bulgaristan ve İspanya’dan bildirilen 

raporlarda, %16,7 ve %19,1 olmak üzere yüksek direnç oranları saptanmıştır (16, 17). 

Genel olarak, A. baumannii'deki kolistin heterodirencinin, direnç oranından çok daha 

yüksek bulunmasına karşın, heterodirenç rutinde saptanmayıp özel yöntemler 

gerektirdiği için, ülkemizdeki ve dünyadaki heterodirencin sıklığı bilinmemektedir.   

Bu araştırmada, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanelerinde yatan ve 

ayaktan tedavi alan hastalardan gönderilmiş çeşitli örneklerden etken olarak izole 

edilen A. baumannii izolatlarının mikrobiyolojik özellikleri ortaya konulmuş, 

izolatların kolistin duyarlılık profilleri belirlenerek kolistine duyarlı bulunmasına 

karşın kolistin tedavi başarısızlıklarına yol açabilecek dirençli alt popülasyon bulunup 

bulundurmadığı Gradyent test (G-test) yöntemi ile araştırılmış ve heterodirenç 

belirlenmesinde altın standart yöntem olarak kabul edilen “popülasyon analiz profili” 

(PAP) ile değerlendirilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Acinetobacter baumannii genel özellikler 

İlk kez Hollandalı mikrobiyolog Beijerinck, 1911 yılında toprağa kalsiyum 

asetat katarak hazırladığı zenginleştirilmiş besiyerinde mikroorganizmayı izole 

etmiştir. Başlangıçta Micrococcus calcoaceticus olarak tanımlanan Acinetobacter 

cinsi (Yunanca "akinetos", hareketsiz anlamına gelir) 43 yıl sonra Achromobacter 

cinsindeki hareketli organizmalardan ayırt edilerek Brisou ve Prevot tarafından 

tanımlanmıştır (18). Karşılaştırmalı çalışmalar sonucunda, Micrococcus 

calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella lwoffi, 

Herellea vaginicola ve Bacterium anitratum bakterilerinin tek bir cinse ait olduğunu 

ve fenotipik özelliklerine bakılarak alt sınıflandırmanın yapılamayacağını 

belirtmişlerdir (19). Günümüzde klinikte en sık görülen 20’den fazla Acinetobacter 

türü tespit edilmiştir (20). Acinetıbacter nosocomialis (genetik tür 13TU) ve 

Acinetobacter pittii (genetik tür 3) hastane kaynaklı enfeksiyonlarda sık 

bulunmaktadır. Buna karşın, Acinetobacter calcoaceticus çok az klinik önem taşıyan 

bir çevresel patojendir. Bu dört tür, biyokimyasal olarak ayırt edilemez ve klinik 

uygulamada "Acinetobacter baumannii kompleksi", "Acinetobacter 

baumannii/calcoaceticus" veya sadece "Acinetobacter baumannii" olarak bir araya 

toplanır. A. baumannii, antibiyotiklere daha dirençli olup yüksek mortalite ile 

ilişkilendirilmektedir (21).  Bu tezde "Acinetobacter baumannii kompleksi” yerine 

“Acinetobacter baumannii” terimi kullanılmıştır. 

Acinetobacter baumannii, zorunlu aerop, pleomorfik, katalaz pozitif, oksidaz 

negatif, hareketsiz, non-fermenter gram negatif basildir. Saprofit olarak her yerde 

bulunabilir, doğada ve hastane ortamında bulunur ve mekanik solunum cihazları gibi 

nemli yüzeylerde, deri gibi kuru yüzeylerde yaşayabilir. Sağlıklı bireylerin çok az bir 

kısmında normal orofarengeal floranın bir elemanı olarak, ayrıca vücudun farklı 

bölgelerinde bulunabilir ve değişik ağırlıkta seyreden enfeksiyonlara yol açabilir (2).  
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Fırsatçı bir patojen olan A. baumannii, bağışıklığı baskılanmış bireylerde, 

özellikle de hastanede kalış süresi uzayan (>90 gün) kişiler arasında yüksek bir 

insidansa sahiptir (22). 

İnsandan izole edilen türler klinik mikrobiyoloji laboratuvarında yaygın olarak 

kullanılan, koyun kanlı agar veya triptik soy agar gibi katı besiyerlerinde 37 °C’de iyi 

ürerler. Mikroorganizmanın izolasyonunda karbon kaynağı olarak asetat, nitrojen 

kaynağı olarak nitrat içeren zenginleştirilmiş ve pH’sı düşük olan sıvı besiyerlerinin 

kullanımı önerilmektedir (20).  

 

2.2  Acinetobacter baumannii enfeksiyonları 

Acinetobacter baumannii, cins içinde enfeksiyonlarla en sık ilişkili insan 

patojenidir. Bu fırsatçı patojen özellikle düşkün hastalarda oldukça yüksek morbidite 

ve mortaliteye neden olan enfeksiyonlara sebep olabilir. Acinetobacter’ler fırsatçı 

patojenlerden olup, solunum yolu, üriner sistem ve yaralarda enfeksiyonlara yol açar; 

ayrıca sepsise neden olurlar. Geniş spektrumlu antibiyotik kullanan, cerrahi operasyon 

geçirmiş veya mekanik solunum altındaki hastalar, Acinetobacter enfeksiyonlar için 

risk altındadır. Karbapenemleri de içerecek şekilde çoklu antibiyotik direnci 

göstermesi nedeniyle hastanede yatan hastalarda nozokomiyal yara ve akciğer 

enfeksiyonları önemli bir sorun haline gelmiştir (147). 

Acinetobacter baumannii’ye bağlı gelişen hastane kaynaklı pnömoni ciddi ve 

hayatı tehdit eden bir enfeksiyondur. Hastanede kalış süresinin uzaması, mekanik 

ventilasyona uzun süreli maruz kalma ve daha önceden antibiyotik kullanımı, A. 

baumannii’ye bağlı ventilatör ilişkili pnömoni (VAP) riskini arttıran faktörlerdir. 

Hastanede çalışan sağlık görevlilerinin bozuk kişisel hijyenleri ve ellerinde bakteri 

kolonizasyonu nozokomiyal salgınların yaşanmasında belirleyici etkenler arasındadır 

(20). Kontamine olmuş ventilatörler ile birlikte solunum cihazları salgının 

başlamasında neden olabilecek diğer faktörlerdendir (23). 

Acinetobacter baumannii toplum kaynaklı pnömoni (CAP) enfeksiyonuna yol 

açabilir. Bu enfeksiyonda aşırı derecede alkol tüketimi risk faktörü olarak 
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sayılmaktadır. Aşırı alkol tüketen kişilerin %10' unda boğaz kolonizasyonu olabileceği 

belirtilmektedir (24, 25). 

ABD’de 1995-2002 yılları arasında yapılan bir çalışma sonucunda A. 

baumannii’ye bağlı kan dolaşımı enfeksiyonlarının, toplam kan dolaşımı 

enfeksiyonlarının %1,3’ünü oluşturduğu saptanmıştır (26). Yoğun bakım 

ünitelerinden edinilen kan dolaşımı enfeksiyonunda mortalite oranları %34- %43,4 

arasındayken, yoğun bakım ünitesi dışında %16,3 oranında bulunmuştur (26). Yoğun 

bakım ünitesinde Pseudomonas aeruginosa ve Candida spp. enfeksiyonları ile 

karşılaştırıldığında en yüksek üçüncü mortalite sırasına sahiptir (26). 

Nöroloji cerrahisi sonrası gelişen Acinetobacter menenjiti birçok diğer gram 

negatif bakterilerin de operasyon sonrası bakımda sorunlu hale gelmesi ile giderek 

daha yaygın hale gelmektedir (27).  

Ağır yanıkları olan hastalarda A. baumannii enfeksiyon tedavisi oldukça 

zordur. Bunun dışında derinin ve yumuşak dokunun hastane dışında enfeksiyonu 

oldukça nadirdir (28).  

Acinetobacter baumannii kurşun yaralanmaları olan askerlerden sıklıkla izole 

edilmiştir. Açık tibia kırıkları olan hastaların değerlendirilmesinde en sık izole edilen 

bakteridir (29). 

Yoğun bakım ünitesinden kazanılmış idrar yolları enfeksiyonlarının %1,6’sını 

oluşturduğu belirtilmiştir (30). Çoğunlukla, bakteri kateterle ilişkili enfeksiyon veya 

kateter kolonizasyonu ile bağlantılıdır. Sağlıklı hastalarda bu bakterinin idrar yolları 

enfeksiyonuna yol açması olağan değildir (30).  

2.3. Acinetobacter baumannii’nin virülans ve patogenezitesi 

Çok ilaca dirençli A. baumannii enfeksiyonlarının giderek artan önemine 

karşın patogenez mekanizmaları konusunda bilinenler çok kısıtlıdır. Klinik A. 

baumannii izolatlarının epidemiyolojik özellikleri ve antibiyotik direnç paternleri ile 

ilgili yeterince bilgi birikimi olmasına karşın, bakterinin virülans faktörleri ve çevresel 

fizyolojisi ile ilgili bilgiler göreceli olarak sınırlı kalmıştır. Dizi analizleri tekniklerinin 

ilerlemesiyle A. baumannii gen yapısı ve bakteriler arasındaki DNA transferi 

konusunda bilgilerimiz artış göstermiştir (31). Bakteriyel mutagenez ile birleştirilmiş 
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hayvan modelleri (hem memeli hem de omurgasız hayvanlar), A. baumannii 

patogenezinin mekanizmalarına ilişkin değerli bilgiler sağlamıştır. Enfeksiyon 

sırasında bakterinin virülansını arttıran özellikler ise şöyle sıralanabilir: (i) Dış 

membran porinleri (32-34), (ii) kapsül ve lipopolisakkarid gibi yüzey yapıları (35), 

(iii) fosfolipaz D gibi enzimler (36), (iv) demir kazanım mekanizmaları (37).  

Kolonizasyon ve enfeksiyon ile sonuçlanan konak-patojen arasındaki 

etkileşimin ilk basamağı, etkenin konak hücrelerine tutunmasıdır. Bakterinin konak 

hücrelere tutunması, fimbria ve membran komponentleri ile olmaktadır. Dış membran 

proteini OmpA, A. baumannii’nin epitelyal hücrelere yapışmasından ve 

invazyonundan sorumludur. Biyofilm oluşturması, abiyotik yüzeylerde A. 

baumannii'nin uzun süre hayatta kalmasına katkıda bulunarak bulaşı sağlayabilir. 

Bununla birlikte, salgın suşları, biyofilm oluşumu ve konak hücrelere yapışma 

arasında kesin bir bağlantı kurulamamıştır. Üriner kateterler, santral venöz kateterler 

ve endotrakeal tüpler gibi hasta vücudunda kalıcı cihazlarda biyofilm üretimi, 

patojenlerin antibiyotiklerden ve konağın bağışık yanıtından kaçmasına olanak 

sağlayarak enfeksiyonların patogenezine katkıda bulunmaktadır. Özellikle, 

biyofilmler içindeki bakteriler, kurumaya, bağışık yanıta, antibiyotiklere karşı daha 

dirençlidir. A. baumannii’nin biyofilm oluşturmasına katkıda bulunan faktörlerin 

arasında pili, dış membran proteinleri ve hücre dışı polisakarit bulunur (38, 39). 

Bakterilerin biyofilm oluşturabilmesi için gerekli ilk basamak, biyofilmin oluşacağı 

bölgeye kamçı hareketi ile ulaşabilme özelliğidir. Ancak taksonomik olarak A. 

baumannii kamçı içermeyen hareketsiz bir bakteri olarak tanımlanmıştır. A. 

baumannii polistren ve cam gibi abiyotik yüzeylerde olduğu gibi epitel hücreleri ve 

fungal filamentler gibi biyotik yüzeylerde de biyofilm oluşturur. Pilus ve Bap yüzey 

adezyon proteininin üretimi, abiyotik yüzeye ilk yapışmayı takiben biyofilm oluşumu 

ve olgunlaşmasında rol oynar. Bugün için Acinetobacter türlerinde biyofilm üretimi 

ile ilgili en önemli hücresel bileşenlerin pili oluşum sistemleri ve hücre dışı salgılanan 

OmpA proteini olduğu bilinmektedir (40, 41). 

Pek çok A. baumannii izolatı, yapısı ve antijenik özellikleri iyi bilinen ve gerek 

klinik gerekse tanısal önemleri belirlenmiş olan çeşitli lipopolisakkaridler (LPS) 

üretmektedir. Bu yapıların, serum direnci, konağın endotoksine karşı bağışık yanıtı ve 

klinik semptomlar ile ilişkili virülans faktörleri olabileceği düşünülmektedir (40, 41). 
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Acinetobacter suşları, farklı demir kaynaklarını kullanabilme yeteneğine ve 

konağa kolonize olmayı sağlayan bağımsız demir kazanım sistemine sahiptir (42).  A. 

baumannii’ nin siderofor aracılı kazanım sistemi olan asinetobaktin (acinetobactin) ilk 

kez A. baumannii 19606 suşunda tanımlanmıştır (43). Klinik izolatların 

incelenmesiyle Acinetobacter türlerinin farklı demir alım sistemi ve farklı biyofilm 

oluşturma mekanizmalarına sahip oldukları belirtilmiştir (44). 

Çevreye uyum sağlamak ve çevreden gelen uyaranları algılayarak yanıt 

geliştirmek bakterinin patogenezi için gerekli olan koşullardandır. Bakteri, pH, 

ozmolarite, besin kaynağı ve popülasyon yoğunluğu gibi çevresel koşullardaki 

değişiklikleri birçok farklı mekanizma ile algıladığında, metabolizmasında birtakım 

değişiklikler yaparak yeni koşullara kendini adapte etmeye çalışır. “Quorum Sensing 

(QS)” mekanizması ile bakteri etrafındaki popülasyon yoğunluğunu saptar ve birçok 

genin işleyişini kontrol eder.  Bu sistem sayesinde bakteri davranışlarını kontrol ederek 

besin kaynaklarına uyum geliştirir ve enfeksiyon sırasında virülans faktörlerinin 

düzenlenmesi sonucu konağın bağışık yanıtından kaçabilir (45). 

 

2.4 Acinetobacter baumannii’de Antibiyotiklere Direnç Mekanizmaları 

Bakterilerin antibiyotiklere karşı gösterdiği direnç mekanizmaları dört ana 

başlık altında toplanabilir: 

1. Hücredeki antibiyotik miktarının azaltılması; 

a. Dış membran geçirgenliğinin azaltılması, 

b. İç membrandan geçişin engellenmesi, 

c. Aktif atım pompası ile olabilir. 

2. İlacın hedefinde değişiklik oluşturulması; 

a. Mutasyon ile, 

b. Enzimatik değişiklik ile oluşabilir. 

3. Sentezlenen enzimle ilacın inaktive edilmesi, 

4.   Antibiyotikten etkilenmeyen farklı bir metabolik yol kullanılması. 
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Bir bakteri bu mekanizmalardan birkaçını aynı anda kullanarak antibiyotiklere 

çoklu dirençli hale gelebilmektedir (148). Antibiyotiklere çoklu direnç gösteren A. 

baumannii suşlarının hızlı bir şekilde ortaya çıkışı, bu bakterinin antibiyotik 

kullanımına bağlı oluşan baskılayıcı ortam koşullarına hızla adapte olma yeteneğininin 

sonucudur (20).  

Fournier ve ark. (46) Fransa’da dirençli ve duyarlı suşların genom dizilerini 

karşılaştırarak, dirençli olan suşlarda 45 gen kümesi içeren 86 kb’lık “direnç adası” 

bulunduğunu belirtmişlerdir (47).  Dizi benzerliği ve filogenetik analizler sonucunda 

dirençli suşun genlerini Pseudomonas, Salmonella veya Escherichia bakterilerinden 

elde ettiği belirlenmiştir (46). 

 2.4.1. Sefalosporin direnci  

 Acinetobacter baumannii klinik izolatlarının çoğunluğu üçüncü kuşak 

(örneğin, seftazidim) ve dördüncü kuşak (örneğin sefepim) ajanlar da dahil olmak 

üzere sefalosporinlere dirençlidir. A. baumannii doğal olarak AmpC tipi β-laktamaz 

üretir. AmpC üretiminin kalıcı olarak baskılanabileceği diğer gram negatif bakterilerin 

aksine, A. baumannii’de AmpC üretimi baskılanamaz (48). AmpC tipi β-laktamaza ek 

olarak, A. baumannii genişlemiş spektrumlu β-laktamaz (GSBL) üretebilir, bu da 

sefalosporin direncine yol açar (49, 50). 

2.4.2. Karbapenem direnci 

Acinetobacter baumannii’de karbapenemlere direnç: (i) karbapenemaz 

üretimi, (ii) dış membran porinlerinin kaybı, (iii) atım pompalarının fazla ifade 

edilmesi (iv) penisilin bağlayıcı protein değişiklikleri ile birarada olabilen beta-

laktamaz üretimi mekanizmalarının birikimine bağlı olarak ortaya çıkar. Ancak A. 

baumannii’de en önemli direnç mekanizması, doğal veya kazanılmış yolla 

karbapenemaz üretimi sunucunda gelişen dirençtir. A. baumannii doğal olarak düşük 

düzeyde kromozomal olarak kodlanmış OXA-51-grup karbapenemaz üretir (51, 52). 

Acinetobacter baumannii, plazmidler üzerinde belirli OXA-grubu β-laktamaz 

genleri kazandığında karbapenemlere karşı dirençli hale gelir. A. baumannii'de, OXA-

23, -40, -58, -143 ve -235 grupları dahil olmak üzere beş ana grup kazanılmış OXA 
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grubu karbapenemaz bulunmaktadır (53). Karbapenemazlar arasında, OXA-23 en sık 

görülen ve çoğunlukla epidemik suş tarafından üretilen gruptur (54). 

Son zamanlarda Enterobacteriaceae'de yaygın olan non-OXA grup 

karbapenemazlar A. baumannii’de de ortaya çıkmıştır. Bunlardan en önemlisi metallo-

beta-laktamaz (MBL) NDM-1'dir. NDM-1, çok ilaca dirençli Klebsiella 

pneumonae’ye bağlı idrar yolu enfeksiyonu tanısıyla Yeni Delhi’de tedavi gören 

İsveçli bir hastada ilk olarak 2008 yılında saptanmıştır (55).  Karbapeneme dirençli 

NDM-1 üreten A. baumanii izolatları ise, 2011 yılından itibaren tüm dünyada 

bildirilmeye başlanmıştır (56, 57). blaNDM-1 genin ürünü olan NDM-1, son çare 

antibiyotik olarak kabul edilen karbapenemler de dahil olmak üzere pek çok beta-

laktam antibiyotiği hidrolize eden bir enzimdir. Son birkaç yılda, NDM-1'in 17 yeni 

varyantının ortaya çıktığı bildirilmiştir (58-60). NDM-1, üreten bakterilerde saptanan 

çoğu plazmitle transfer edilebilir ve bakteriler arasında yatay olarak geçebilir. MBL 

üreten izolatların asemptomatik taşıyıcalarda sıklığının yüksek oluşu ve tedavi için 

mevcut antibiyotik seçeneğinin kısıtlı olması nedeniyle bu konu önem taşımaktadır 

(61, 62). 

 Kazanılan diğer metallo-β-laktamazlardan VIM-1, SIM-1 ve IMP-1 ise nadir 

olarak bildirilmiştir (63-65). 

 2.4.3. Sulbaktam direnci 

Sulbaktam, genellikle β-laktamazların hidrolizini azaltmak için ampisilin veya 

sefoperazon ile birlikte kullanılan bir β-laktamaz inhibitörüdür ancak aynı zamanda A. 

baumannii de dahil olmak üzere birçok Acinetobacter türüne karşı penisilin-bağlayıcı 

protein PBP2'ye bağlanarak intrinsik bir aktivite gösterir (66). PBP2'nin azaltılmış 

ifadesi ve TEM-1 β-laktamaz üretimi A. baumannii'de sulbaktam direnci ile 

ilişkilendirilmiştir (67, 68). 

Sulbaktam ampisilin, karbapenem veya sefoperazon ile kombine edildiğinde 

A. baumannii 'ye karşı sinerjik bir etki sağlamaktadır (69).   

Karbapenemlere dirençli A. baumannii enfeksiyonlarına karşı meropenem-

sulbaktam (%70) veya kolistin-sulbaktam (%53) kombinasyonu kullanıldığında 
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sinerjik etkilerin görüldüğü A. baumannii izolatları bildirilmiştir (70) Ancak A. 

baumannii klinik izolatlarında sulbaktam direncinin artışı gözlenmektedir (71). 

2.4.4. Rifampin Direnci 

              Rifampin, bakterinin RNA polimerazına bağlanıp, transkripsiyonu 

başlatmayı inhibe ederek aktivitesini gösterir. Hedef proteinin β-alt birimindeki amino 

asitlerindeki değişiklik, rifampin direncine yol açar. (72). Bu mekanizmaların yanı 

sıra, rifampinin enzimatik modifikasyonu ve atım pompaları direncin diğer 

nedenlerindendir. Çoklu dirençli Acinetobacter spp. de  kolistin ile rifampin 

kombinasyonunun etkili olduğunu bildiren çalışmalar vardır (73). 

2.4.5. Aminoglikozid direnci 

           Aminoglikozitler, 30S ribozomal alt biriminin 16S ribozomal RNA'sına 

bağlanarak bakterilerde protein sentezini inhibe etmektedirler. Dış membran 

geçirgenliğinin azalması, atım pompalarının aktifleşmesi, ribozomal proteinlerde 

amino asitlerin değişimi ilaç direncine yol açar. Ancak, Acinetobacter türlerinde 

aminoglikozid direnci çoğunlukla aminoglikozidleri modifiye edici enzimlerin 

üretiminden kaynaklanır (74-76).  

           Son zamanlarda, 16S ribozomal RNA'nın metilasyonu, gram negatif 

bakterilerde görülen ve antibiyotik hedefinin modifikasyonuna karşılık gelen başka bir 

direnç mekanizmasıdır. Metilazlar, antibiyotiğin etki alanlarına bağlanmasını 

engellemektedir.  16S rRNA metilazlar, amikasin, gentamisin ve tobramisin gibi klinik 

olarak yararlı aminoglikozitlere yüksek direnç kazandırır (77). Metilaz üretimini 

sağlayan genler, plazmidler üzerine konumlanan transpozon yapılarıyla ilişkilidir ve 

yatay geçiş ile aktarılırlar. 16S rRNA metilazları üreten izolatlar, özellikle GSBL veya 

MBL'lerin üretimi yoluyla β-laktam antibiyotiklere dirençli izolatlarda daha yaygındır. 

Gram negatif bakterilerde on adet 16S rRNA metilaz (ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, 

RmtD, RmtD2, RmtE, RmtF, RmtG ve NpmA) tanımlanmıştır. Bu genlerin kökeni 

muhtemelen Streptomyces'tir ve büyük olasılıkla Asya'da daha sık görülmesine karşın 

coğrafi bölgelere bağlı sıklığı bilinmemektedir (78-80)  

          Acinetobacter türlerinde diğer pek çok patojen grubuna göre aminoglikozid 

direnci daha fazladır. 16S ribozomal RNA metil transferazlardan özellikle yüksek 
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düzey aminoglikozid direncini sağlayan ArmA’nın üretimi Çin, Güney Kore, 

Vietnam, Japonya, Norveç, İtalya gibi farklı coğrafik bölgelerden bildirilmektedir (81-

85) armA geninin Tn1548 transpozonu üzerinde bulunduğu gösterilmiş, genin henüz 

bilinmeyen bir kaynaktan yatay olarak edinildiği düşünülmüştür   (86).  Dikkat çekici 

olarak, ArmA kodlayan genin OXA-23 üreten A. baumannii suşları arasında olduğu, 

ancak her iki direnç geninin tek bir plazmid üzerinde fiziksel olarak bağlantılı olmadığı 

belirtilmektedir (81). 

          Vietnam'dan dokuz adet A. baumannii izolatında 16S rRNA metilaz RmtB 

tanımlanmıştır (83). 

 

2.4.6. Florokinolon direnci  

           Florokinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV'e bağlanarak DNA sentezini 

durdurur ve bakteri ölümüne yol açarlar. 1990’a kadar kinolonlar Acinetobacter 

türlerine karşı oldukça iyi aktivite göstermişler ancak daha sonra klinik izolatlar bu 

antibiyotiklere hızla direnç geliştirmişlerdir (148). Gram negatif bakterilerde 

florokinolonlara direnç, topoizomerazları kodlayan genlerde veya atım pompalarını 

düzenleyen sistemlerde oluşan mutasyonlarla ilişkilidir. Buna ek olarak, 

Enterobacteriaceae’ de plazmid aracılı kinolon direnç genleri (Qnr proteinlerini 

kodlayan) saptanmıştır. Bu kazanılmış Qnr proteinleri, non-fermenter bakterilerde 

tespit edilmemiştir. P. aeruginosa ve A. baumannii'de, DNA girazı kodlayan gyrA 

geninde tek bir mutasyon, florokinolonlara klinikte yüksek düzeyde MİK değerleri 

vermek için yeterlidir. Bunun nedeni, bu türlerde düşük permeabilite ve atım 

pompalarının yapısal ifadesi nedeniyle içsel olarak florokinolonlara düşük duyarlılık 

olmasıdır (87).  

           Acinetobacter baumannii’de kazanılmış florokinolon direnci atım 

pompalarının yüksek düzeyde ifade edilmesiyle de sağlanır (88). Sadece 

florokinolonlar değil aynı zamanda aminoglikozitler, tetrasiklinler, kloramfenikol ve 

trimetoprim de bu atım sisteminin substratlarıdır (89). 
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2.4.7. Tetrasiklin direnci 

          Tetrasiklinler, 30S alt birime bağlanıp protein sentezininin inhibisyonuna yol 

açarak bakteriyostatik etki gösteren bileşiklerdir. Tetrasikline direnç, atım pompası, 

ribozomal koruyucu proteinler veya enzimler ile ilacın inaktive edilmesiyle 

oluşabilmektedir. Gram negatif bakterilerde tetrasiklin direnci için tetA’dan tetE’ye 

kadar farklı genler tanımlanmıştır. Bu genlerden bazıları atım pompasında rol alan 

proteinleri, bazıları ise ribozomal koruyucu proteinleri kodlamaktadır. Bu genlerin 

genellikle plazmid veya transpozonla ilişkili olduğu ifade edilmiş olup Acinetobacter 

türleri için de bu genel kuralın geçerliliği söz konusudur (90).  

          Glisilsiklin grubu bir ilaç olan tigesiklin, geniş spektrumlu ve ribozomlar 

üzerine tetrasiklinlerle aynı bağlanma bölgesine sahip olmasına karşın tetrasiklinler 

için sözü edilen direnç mekanizmalarından etkilenmemektedir. Tigesiklin bu 

mekanizmaların çoğunluğuna direnç gösterecek şekilde tasarlanmıştır, ancak A. 

baumannii'deki Ade tipi atım pompaları tarafından, özellikle de bu pompalar aşırı 

ifade edildiğinde hücre dışına atılmaya eğilimlidir (91). 

2.4.8. Kolistin direnci 

Kolistin, siklik yapılı katyonik polipeptid antibiyotikler olan polimiksinlerin 

bir üyesidir. 1947 yılında keşfedilen polimiksinler, 1962 yılından itibaren gram-negatif 

bakterilerin etken olduğu enfeksiyonların tedavisinde parenteral olarak kullanılmaya 

başlanmıştır. 1980'li yıllarda ciddi nefrotoksisiteleri nedeniyle yerini daha az toksik 

etkileri olan yeni grup antibiyotiklere bırakmıştır. Son yıllarda izlenen çoklu ilaç 

direnci bulunan gram-negatif bakteriler (özellikle Pseudomonas spp. ve Acinetobacter 

spp.) ile oluşan enfeksiyonların sıklığında artış ve tedavilerinde yaşanan sorunlar 

polimiksinleri tekrar gündeme getirmiştir. Klinikte, çoklu ilaç direnci bulunan 

bakteriler (A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae) ile oluşan enfeksiyonlarda 

ve özellikle de kolistin dışındaki diğer antibiyotiklere direnç varlığında kullanılması 

önerilmektedir (92). Ticari olarak piyasada bulunan iki tip kolistin vardır. Bunlardan 

birincisi olan kolistin sülfat, oral ve topikal kullanım için uygundur. İkincisi ise, 

kolistimetat sodyum (sodyum kolistin methansulfonat, kolistin sülfometat sodyum) 

parenteral kullanım için uygundur. İki kimyasal form da inhalasyon yoluyla 

kullanılabilir. Optimal dozun oluşturulması için gerekli olan farmakokinetik, 



13 

 

farmakodinamik ve toksikodinamik açıdan bilgi eksikliği, çok ilaca dirençli P. 

aeruginosa, A. baumannii ve K. pneumoniae'nin yol açtığı enfeksiyonlara karşı başarılı 

olsa da klinikte kolistinin kullanımını sınırlandırmıştır (92).  

Escherichia coli ve K. pneumoniae’da horizontal geçiş ile yayılan plazmid 

aracılı kolistin direnç geni mcr-1 tanımlanmıştır. Bu gen kıtaların çoğuna yayılmış 

olup, gıda hayvanlarından, çevresel örneklerden, enfekte hastalardan ve uluslararası 

seyahat eden asemptomatik kişilerden izole edilen bakterilerde gösterilmiştir (93, 94). 

Şu an için A. baumannii’de mcr-1 varlığını gösteren bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

Şekil 2.1.’de kolistin ve kolistimetat sodyumun kimyasal yapıları gösterilmiştir. 

 

 

Kolistin  

 

Kolistimetat Sodyum 

 

Şekil 2.1. Kolistin ve kolistimetat sodyumun kimyasal yapısı. Yağ asidi molekülü kolistin için 

6-metiloktanoik asit, kolistimetat sodyum için 6-metilheptanoik asittir. a ve ɣ peptit bağında 

yer alan ilgili -NH2’yi gösterir. Dab, diaminobütirik asit; Leu, lösin; Thr, treonin (149).  
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Kolistinin Etki Mekanizması 

 Kolistinin hedefi bakteri hücre membranıdır. Katyonik bir peptid olan kolistin, 

gram-negatif bakterilerin dış membranında bulunan ve anyonik yapıda olan 

lipopolisakkaridlere (LPS) bağlanır. Lipopolisakkarid moleküllerini bir arada stabil 

halde tutan divalan katyonların (Ca+2, Mg+2) yerini değiştirerek, dış membranda 

bozulma ve permeabilite artışı ile hücre içeriğinin dışarı sızmasına ve bakteri ölümüne 

neden olur (95, 96). Antibakteriyel etkisine ek olarak kolistin, lipopolisakkaridin lipid 

A kısmına bağlanarak endotoksinin etkisini bloke eder. Bakterilerin kolistine 

duyarlılığı, hücre membranının içerdiği fosfolipid miktarı ve ortamda bulunan divalan 

katyonların düzeyi ile ilişkilidir (97).  Şekil 2.2’de bakteri hücre membranına kolistinin 

etki mekanizması gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.2. Bakteri hücre membranına kolistinin etki mekanizması (Abed Zahedi 

Bialvaei ve ark. (150)’dan uyarlanmıştır.)  
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Kolistine Direnç Mekanizması 

 Acinetobacter baumannii'deki kolistin direncinin esas mekanizması, LPS 

tabakaya katyonik grup eklenmesidir.  Ayrıca LPS üretiminin tamamen kaybı da 

dirence yol açar. A. baumannii’de katyonik grup eklenmesi PmrAB gen bölgesindeki 

mutasyona bağlıdır. (98-105).   

A. baumannii’de kolistin direnci pmrA ve pmrB genlerindeki mutasyon ile 

ilişkilidir.  Bu mutasyonlar ile PmrAB düzenleyici sistem aktifleşir ve pmrCAB 

operonunun fazla ifade edilmesini sağlar. pmrC geni Ept-A benzeri fosfoetanolamin 

transferaz kodlar ve bu enzim de Lipid A’nın 1ʹ4ʹ fosfat grubuna fosfoetanolamin 

(pEtN) eklenmesini katalize eder. Çevresel faktörlerden yüksek Fe+3 ve düşük Mg+2, 

gen işleyişini değiştirebilir. pmrA ve pmrB mutasyonu olan hastane klinik izolatlarında 

kolistin MİK değerlerinin 4 mg/L – 256 mg/L arasında değişebildiği gösterilmiştir. Bu 

da pEtN ile ilişkili LPS değişikliğinden başka şu anda bilinmeyen bazı faktörlerin de 

direnç düzeyinde etkili olabileceğini düşündürmektedir. Ayrıca kolistine dirençli 

klinik suşların pmrA ve pmrB mutasyonlarıyla yeniden duyarlı fenotipe dönebildiği 

gösterilmiştir. Bunun yanında, A. baumannii’de kolistine düşük veya orta düzeyde 

direncin (MİK 1,5 – 48 mg/L) pmrB’nin aktivasyonu sonucunda Lipid A’nın 1ʹfosfat 

pozisyonuna galaktozamin eklenmesine bağlı olabileceği düşünülmüştür (106). 

Son zamanlarda lipid A’ya eklenmeden önce N-asetil galaktozamini, 

galaktozamine dönüştürmek için gereken bir D-asetilaz enzimini kodlamak için naxD 

geninin ifadesine gereksinme olduğu, bunun da pmrB’ye bağlı olduğu gösterilmiştir 

(106). 

Kolistin direncinin ikinci mekanizması ise, lipid A biyosentez genlerindeki 

(lpxA, lpxC ve lpxD) değişiklikler sonucunda LPS’nin tamamen kaybedilmesine 

bağlıdır. A. baumannii'nin in-vitro mutantlarında yapılan çalışmalar çok yüksek 

kolistin MİK’lerinin (128 mg/L) LPS biyosentez genleri olan lpxA, lpxC, lpxD ve 

lpsB’nin inaktivasyonu ile oluştuğunu göstermiştir; lipid A veya lipopolisakkarit 

korunun tamamen kaybı söz konusudur. Bu mutantların üreme ve in-vitro 

dayanıklılıklarının düşmesi nedeniyle bunlara klinikte sık rastlanmaz (107, 108). 
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Şekil 2.3. PetN ve galaktozamin eklenme mekanizması.  (Jeannot K ve ark. (151)’dan 

uyarlanmıştır.) 
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Kolistine Heterodirenç 

 Aynı popülasyon içinde yer alan farklı bakterilerin antibiyotiklere verdiği 

yanıtlar farklı olabilir. “Heterodirenç” olarak tanımlanan bu durum, antibiyotik direnci 

çalışmalarını karmaşık hale getirmiş ve klinik olarak önemi tam olarak 

anlaşılamamıştır. Heterojen antibiyotik direnci ilk olarak 1947 yılında gram negatif 

bakterilerden Haemophilus influenzae’da, 20 yıl sonra ise gram pozitif bakterilerden 

stafilokoklarda gösterilmiş ancak ilk bildirim 1970 yılında gerçekleştirilmiştir (109-

111). Bu olguyu tamımlamak için “heterojen direnç”, “direncin popülasyon çapında 

değişimi”, “antibiyotiklere heterojen yanıt” tanımları da kullanılabilir.  

 Heterodirenç bir bakteri topluluğu içinde antibiyotiğe farklı yanıtlar olduğunu 

belirtmek için kullanılan terimdir. Bazı yayınlarda, özel bir antibiyotik konsantrasyon 

aralığı belirtilmez iken; A. baumannii’de bu aralıklar belirtilmiştir (110, 112, 113). 

Acinetobacter baumannii' de kolistin MİK’i 0,25 ila 2 mg/L iken alt popülasyonların 

3 ila 10 mg/L kolistin aralığında ürediği belirtilmiştir (5).  

 Heterodirencin Metisiline dirençli Staphylococcus aureus (MRSA), 

Helicobacter pylori ve Mycobacterium spp.  için tanımları değişiklik göstermektedir 

(115). 

 Heterodirenç, antibiyotiklere verilen homojen yanıta karşıdır. Şekil 2.4’de 

noktalı çizgi ile görülen alan direnç için sınır değerlerini temsil etmektedir. Geleneksel 

in-vitro duyarlılık testlerine göre (A): Bakteri kültürü duyarlı olabilir, (B): Orta duyarlı 

olabilir, (C): Dirençli olabilir. Duyarlılık sınır değerinin altında farklı alt 

popülasyonlar antibiyotiğe yanıt verebilir bu şekilde bakteri tamamen duyarlı olabilir. 

(D): Antibiyotiğe direnç geliştirmediği sürece, daha az saptanabilir ve olasılıkla klinik 

olarak en az öneme sahiptir.  (E): Bakteri popülasyonunun büyük bir kısmı duyarlıdır, 

düşük bir kısmı antibiyotiğe direnç gösterir. Geleneksel duyarlılık testleri temel 

alınarak yapılan tedavide, dirençli alt popülasyonun seçilmesine yol açılmasıyla 

başarısız olunabilir. (F) Az dirençli alt popülasyon da dahil tüm popülasyon 

antibiyotiğe dirençli olabilir. Bu tür bakteri popülasyonunda endişe verici olan şey 



18 

 

yüksek direnç içeren bakterilerden düşük direnç içeren bakterilere gen aktarımıdır 

(114).  

 

Şekil 2.4. Bakterinin antibiyotiğe yanıtı ve tanımlamalar (Halfawy ve ark. (114)’dan 

alıntılanmıştır.) 

 Bakteri popülasyonunda heterodirenç, genetik, epigenetik ve non-genetik 

mekanizmalara bağlı olabilir. A. baumannii’deki kolistin heterodirencinin 

mekanizması; yüksek düzeyde kolistin direnci gösteren alt popülasyonlarda LPS 

kaybına bağlıdır. LPS kaybı Lipid A biyosentez genleri olan lpxA ve lpxC genlerini 

inaktive eden insersiyon dizisine (IS) bağlıdır (115). Bu mutantlar artan kolistin 

konsantrasyonunda sürekli pasajlanarak elde edilir (116). 

Heterodirencin ölçülmesi başlıca iki temel yönteme dayanır. Bunlardan 

birincisi olan, “populasyon analiz profili (PAP)” heterodirenç saptamada altın standart 

yöntemdir. Bu yöntem göre, belirli farklı konsantrasyonlarda antibiyotik içeren katı ya 

da sıvı besiyerine, farklı dilüsyonlardaki bakteri süspansiyonu inoküle edilir ve koloni 

sayımı yapılarak bakteri üremesi kontrol edilir. PAP, standart MİK değeri saptama 

yöntemleri gibi antibiyotik sulandırımları hazırlamaya ve daha sonra üreyen kolonileri 

koloni oluşturan birim (KOB, CFU) bazında sayma işlemlerine dayanır (113). 

Diğer bir yöntem olan, “modifiye PAP yöntemi (PAP-AUC)” özellikle S. 

aureus izolatlarının vankomisine heterodirençli olup olmadığını belirlemek için 

kullanılan bir yöntemdir. Plaklar üzerinde üremeleri sayılan koloniler, bir grafik 

çizilerek bu grafiğin “y” eksenine üreyen koloni sayılarının logaritmaları, “x” eksenine 

ise antibiyotik konsantrasyonları yazılır ve her bir suş için bir eğri elde edilir. Buna 
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göre, test edilen her bir suş için elde edilen eğrinin altında kalan alan (Area under the 

curve, AUC), referans heterodirençli suşu için elde edilen eğrinin altındaki alana 

bölünerek bir oran elde edilir ve karşılaştırarak yorumlanır (114). 

Heterodirenç saptamada disk difüzyon yöntemi ve gradiyent-test (G-test) 

şeritleri de kullanılabilir. Disk difüzyon yöntemi ve G-test şeritleri, geleneksel in-vitro 

duyarlılık testleri için önerilen heterodirenci tespit etmek için kullanılmıştır. 

İnhibisyon zonunda üreyen farklı koloniler heterodirenç için şüpheli olarak 

değerlendirilir (114). 

MRSA’da heterodirenci saptamak için “akım sitometrisi” kullanılmıştır. 

Ayrıca, zamana bağlı öldürme eğrileri ve “skip well” şeklindeki MİK sonuçları da 

tanımlama için kullanılabilir. “Skip well” mikrodilüsyon testinde daha yüksek 

konsantrasyonda ürediği halde bazı kuyucuklarda üreme olmaması durumudur. 

Enterobacter cloace ve Enterobacter aerogenes’de polimiksin B’ye karşı bu tanım 

yapılmıştır (114). 
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Şekil 2.5 Heterodirenç saptama algoritması. (Halfway ve ark. (114)’dan 

uyarlanmıştır.) 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

          3.1. İzolatların toplanması ve saklanması 

          Bu çalışmaya Haziran 2016 – Ocak 2017 yılları arasında Hacettepe Üniversitesi 

Tıp Fakütesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji Laboratuvarı’nda çeşitli örneklerden 

izole edilen 200 adet Acinetobacter baumannii kompleks izolatı dahil edilmiştir. Her 

hastadan tek bir örnek çalışmaya dahil edilmiştir. 

         Elde edilen bakteriler çalışma için yapılan canlandırma işlemine kadar %10 

gliserol içeren beyin infüzyon buyyon içerisinde – 20 °C’de saklanmıştır.  

         3.2. Mikrobiyolojik kültür ve tanımlama işlemleri 

               3.2.1. İzolatların canlandırılması 

          Acinetobacter baumannii izolatlarına ait stok bakteri kültürlerinin oda 

sıcaklığında bekletilerek çözünmesi sağlanmıştır. Kanlı agar ve MacConkey agar 

plaklarına öze ile tek koloni düşürme tekniği ile pasajları yapılmıştır. Besiyerleri 35 

°C’lik etüvde 18-24 saat inkübe edilmiştir. Bu işlem ile canlandırılamayan izolatlar 

çalışmadan çıkarılmıştır. Pasajları karışık üreyen stok bakteri kültürlerinden 

geleneksel ve otomatize yöntemlerle Acinetobacter baumannii kompleks olduğu 

belirlenen kolonilerin tek koloni pasajları yapılmıştır.  

              3.2.2. Bakteri tanımlama yöntemleri 

            Hastanemizde kullanılan yöntemler değişiklik göstermekle birlikte izolatların 

tanımlanması amacıyla konvansiyonel ve otomatize yöntemler ile kütle spektrometrisi 

temelli yöntemler bir arada kullanılmıştır.  

Konvansiyonel bakteri tanımlama yöntemleri 

                Tek koloni pasajları yapılan bakteri izolatlarına oksidaz testi yapılarak 

Pseudomonas aeruginosa’dan ayırt edilmesi sağlanmıştır.  

• Oksidaz testi: Oksidaz testi, sitokrom oksidaz enzimi üretiminin gösterilmesine 

dayanır. Bazı bakteriler, demir içeren bir hemoprotein olan sitokrom oksidaz 
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veya indofenol oksidaza sahiptirler. Bu testte %1 tetrametil p-fenilen diamin 

dihidroklorid kullanılmıştır. Bir parça filtre kağıdı petri kabına konulmuştur. 

Taze kültürden test edilecek koloni öze veya kürdan ile alınıp; şeridin ayraç 

damlatılmış (ıslatılmış) kısmına sürülmüştür. Sitokrom oksidaz aktivitesi 

bulunan bakteri kolonilerinin rengi 10 saniye içinde koyu mavi-mor rengini 

alacaktır. Renk değişimi gözlenmeyen izolat sonuçları kaydedilmiş ve 

çalışmaya dahil edilmiştir.  Sitokrom oksidaz aktivitesi gösteren izolatlar 

çalışmadan çıkarılmıştır. Bu testte kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 

(pozitif kontrol) ve E. coli ATCC 25922 (negatif kontrol) kullanılmıştır.   

Otomatize bakteri tanımlama yöntemleri 

              Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji 

Laboratuvarı’nda bakterilerin tanımlanması için otomatize sistemler kullanılmaktadır. 

İzolatların toplandığı süre içerisinde Vitek 2 ID/AST (bioMérieux, Fransa) otomatize 

bakteri tanımlama sistemi kullanılmıştır. Bu gibi sistemler fermentasyon, oksidasyon, 

degredasyon ve çeşitli substratların hidrolizi gibi biyokimyasal yöntemlerle bakterileri 

tanımlamaktadır.  

Kütle spektrometrisi temelli yöntemler 

                 Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Merkez Bakteriyoloji 

Laboratuvarı’nda tanımlama amaçlı kütle spektrometri yöntemi olarak “matriks 

destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon-uçuş süresi kütle spektrometrisi” (“matrix-

assisted laser desorption/ionization-time of flight Mass Spectrometry”; MALDI-TOF 

MS) kullanılmaktadır. Çalışmamızda VITEK MS (bioMérieux, Fransa) ile tanımlanan 

ve stok kültürleri alınan A. baumannii izolatları canlandırıldıktan sonra MALDI-TOF 

MS ile de tanımlanmıştır. Bu amaçla, bakteri kolonisi metal plak üzerindeki işaretli 

alana sürüldükten sonra üzerine 1 µl matriks solüsyonu pipetlenerek oda şartlarında 

kurumaya bırakılmıştır. Metal plak, kütle spektrometri cihazı içine yerleştirilip lazer 

ışınları ile vuruşlar yapıldıktan sonra matriks içinde bakteri moleküllerine (DNA, 

protein vb) ayrıştırılır. Proteinlerin hepsi +1 yükle yüklenir, böylece uçuşları süresince 

sadece kütlelerin farklılıkları ile analizöre ulaşırlar. Ulaşan veriler, cihazın veri 

kütüphanesinde değerlendirilerek bakteri tanımlaması gerçekleştirilir. 
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3.3. İzolatların kolistin direncinin belirlenmesi 

3.3.1. Antibiyotiğin Hazırlanması ve Saklanması 

1. İzolatların kolistin duyarlılıklarının belirlenmesinde kolistin toz antibiyotiği 

(Sigma-Aldrich, ABD) kullanılmıştır.  

2. Kolistin 10 mg tartılarak V= w x P / c formülüne göre 1280 mg/L stok çözeltisi 

hazırlanmıştır. (V: Sulandırıcı, w: Antibiyorik ağırlığı, P: Antibiyotik potensi, 

c: İstenilen konsantrasyon) 

3. 10 mg kolistin 7,8 ml su ile sulandırılarak 1280 mg/L konsantrasyon elde 

edilmiş, diğer kullanımlar için mikrosantrifüj tüplerine 1,5 ml hacimde 

ayrılarak -20 ºC’de dondurulmuştur. 

4. –20 ºC’de saklanan antibiyotik çözeltilerinin, kullanım öncesinde oda 

sıcaklığında çözünmesi beklenmiştir. 

 

 

 

Şekil 3.1. Mikrosantrifüj tüplerinde kolistin çözeltisi. 
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3.3.2. Sıvı Mikrodilüsyon Yöntemi 

1. Mikrodilüsyon yöntemi için steril U tabanlı mikroplaklar kullanılmıştır. 

2. En alt sıradaki çukurlar dışındaki tüm kuyucuklara 50 µl MHB konmuştur. Bu 

işlem steril otomatik pipet ile gerçekleştirilmiştir. En alt sıradaki çukurlarda üç 

çukur steril besiyeri kontrol diğer üç çukur ise bakteri üreme kontrol olarak 

ayrılmıştır. Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 suşu kullanılmıştır. 

3. Mikrosantrifüj tüpü içerisindeki antibiyotik çözeltisi oda sıcaklığında 

çözünerek vortekslendi, 1/10 sulandırım hazırlanmış (128mg/L) ve 

mikroplaklarda her sıranın en sol çukurlarına (en alt sıra hariç) 50’şer µl 

konulmuştur. 

4. Kolistin, mikroplağın ilk kuyucuklarına konulmuş, ilk kuyucuklardan 

diğerlerine çok kanallı pipet ile 50’şer μl dağıtılmıştır. 12. kuyucuktan alınan 

50 μl karışım dışarı atılmıştır.  Bu sayede soldan sağa doğru azalacak şekilde 

antibiyotiğin 32-0,01 mg/L aralığında seri sulandırımları hazırlanmıştır. 

5. Standart inokülum doğrudan koloni süspansiyonu yöntemi kullanılarak 

hazırlanmıştır. Bir gün öncesinden kanlı agara pasajlanmış taze kültürden 

bakteri kolonileri alınarak serum fizyolojik (SF) içerisinde 0,5 McFarland 

bulanıklığa (2x10 üzeri 8 koloni oluşturan birim; KOB/ml) süspansiyonları 

hazırlanmış, dansitometre ile okunmuştur.   

6. 0,5 McFarland olan tüpten 50 μl alıp 4950 μL Mueller-Hinton Broth (Merck, 

ABD) besiyeri içeren tüpe aktarılmıştır. Daha sonra aktarılan tüpten 400 μl alıp 

3600 μl MHB içeren ikinci tüpe aktarılmıştır.  

7. Son hacmi 4000 µl olacak şekilde bakteri süspansiyonu içeren tüp 

vortekslenerek besiyeri ve antibiyotik karışımı içeren, besiyeri kontrol 

dışındaki her bir kuyucuğa 50’şer µl eklenmiştir. 

8. Sonuç olarak her kuyucuğun içerisinde toplam 100 μl hacimde besiyeri, 

bakteri, antibiyotik karışımı bulunurken, kolistinin ilk konsantrasyonu 32 mg/L 

olmuştur. 

9. İnoküle edilmiş mikrodilüsyon plakları 35°C’de 24 saat süre ile aerobik 

koşullarda etüvde inkübe edilmiştir. Tüm kültürlerde aynı inkübasyon 

sıcaklığını sağlayabilmek için mikrodilüsyon plakları üst üste dört adetten fazla 

dizilmemiştir. 
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10. Her mikroplak kurumayı önlemek amacıyla inkübasyon sırasında steril plastik 

bir kapakla kapatılmıştır. 

 

 

  

 

Şekil 3.2. Steril mikroplaklara otomatik pipet ve şırınga ile 50’şer µl MHB eklenmesi. 

 

3.3.3. MİK Değerlerinin Belirlenmesi 

 

        MİK, bakterilerinin mikrodilüsyon kuyucuklarındaki üremesini tamamen inhibe 

eden ve çıplak gözle gözlenebilen en düşük antibiyotik konsantrasyonudur.  Duyarlılık 

kategorileri EUCAST v 7.1’de belirtilen klinik duyarlılık sınır değerlerine göre 

belirlenmiştir. Kolistin için MİK ≤2 mg/L bulunan izolatlar duyarlı olarak kabul 

edilmiştir (152). 
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Şekil 3.3. MİK değerlerinin aynalı okuyucuda saptanması. 

 

3.4. Kolistine heterodirencin araştırılması 

           Acinetobacter baumannii izolatlarında heterodirençli alt popülasyonların 

varlığı El-Halfawy’nın (114) uyguladığı G-test yöntemi ile taranmıştır. G-test olarak 

E-test (BioMerieux, Fransa) kullanılmıştır. EUCAST’ın kolistin direncini saptamada 

kolistin gradiyent şerit yönteminin güvenilir olmadığı açıklamasını yaptıktan sonra 

üretici firmadan yeni G-test şerit elde edilemediğinden sadece 120 izolata G-test 

yöntemi uygulanabilmiştir. Uygulanan çalışmalar sonucunda sıvı mikrodilüsyon 

yöntemi ile elde edilen MİK değeri ile G-test yöntemi ile belirlenen MİK değerleri 

karşılaştırılmış, zon içi üreme tespit edilen izolatlar heterodirenç için şüpheli olarak 

değerlendirimiştir. 
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Şekil 3.4. Kullanılan E-test şeritleri 

 

        3.4.1 G-test yöntemi ile heterodirençli suş varlığının taranması 

1. İlk önce doğrudan koloni süspansiyon yöntemi ile 0,5 McFarland 

yoğunluğunda inokülum hazırlanmıştır. İnokülum süspansiyonu 

hazırlandıktan sonra 15 dakika içinde MHA’a inoküle edilmiştir. MHA’a 

ekim yapmadan önce besiyeri yüzeyinin tamamen kuru olmasını sağlamak 

için etüvde kapakları açık olmak kaydıyla ters çevrilerek 10-30 dakika 

tutulduktan sonra kullanılmıştır.  

2. Steril pamuklu eküvyon inokulum süspansiyonuna batırılıp fazla sıvının 

bırakılmasından sonra inokülasyona geçilmiştir. Tüm agar yüzeyine 

yaklaşık 60 derecelik açılarla üç kez yayıldıktan sonra eküvyon son olarak 

plağın çevresinde gezdirilmiştir.  

3. Kolistin şeriti yerleştirilmeden önce nemin absorbe olması için 10 dakika 

beklenmiştir. Agar yüzeyinin tamamen kuru olmasına dikkat edilerek 

şeritler aplikatörle ya da bir ince uçlu pensetle uç tarafından tutularak 

alınmış ve inokulumla kaplı agar yüzeyine yerleştirilmiştir. Şeritin agar 
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yüzeyine tam olarak temas etmesi sağlanmıştır. Hava kabarcığı oluşması 

halinde düşük konsantrasyondan yükseğe doğru pensetle hafifçe bastırarak 

kabarcık çıkartılmıştır.  

4. G-test şeritleri yerleştirildikten sonra en fazla 15 dakika içinde plaklar 

kapakları alta gelecek şekilde 35 °C inkübatöre kaldırılmış, 24-48 saat 

inkübe edilmiştir.  

Plakların okunması ve sonuçların yorumlanması 

1. 35 ºC’de inkübe edilen plaklar 24 ve 48 saat sonunda değerlendirilmiştir. 

İnkübasyon sonrası aydınlık bir ortamda koyu renk bir zemin üzerinde, göz ile 

değerlendirilerek tam inhibisyon zonunun G-test şeridine temas ettiği 

konsantrasyon belirlenmiştir.  

2. Eğer zon şeridin altına kadar iniyorsa MİK değeri en düşük konsantrasyonun 

da altında şeklinde kabul edilmiştir. 

3. İnhibisyon zonunun iki değer arasında kalması halinde yüksek olan değer MİK 

olarak kabul edilmiştir. 

4. İnhibisyon zonunun içinde üreyen koloniler karışık kültürü ya da dirençli 

varyantları atlamamak için özenle değerlendirilmiştir. Bu şekilde saptanan 

izolatlar heterodirenç için şüpheli kabul edilmiştir. İzole kolonilerin 

kontaminasyon olmadığı doğrulanmıştır.  

3.4.2. İzolatlarda popülasyon profil analizi (PAP) çalışması ile heterodirencin 

araştırılması 

           Georgios’un (153) uygulamış olduğu yöntemle PAP çalışılmış, yapım 

aşamaları aşağıdaki şekilde gösterilmiştir.  
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Şekil 3.5. Populasyon analiz profili (PAP) yapım aşamaları (Meletis, G (153)’den 

uyarlanmıştır.) 
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1. PAP çalışmaya başlamadan önce gerekli hesaplamalar yapılarak 0, 0.5, 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 8 mg/L kolistin içeren MHA plakları hazırlanmıştır. İstenilen 

konsantrasyonu elde etmek için tüplerde hazırlanan antibiyotik çözeltilerinden, 

sterilizasyon sonrası 45 °C’ye kadar soğutulan 19 ml besiyerlerine, 1 ml 

eklenerek karıştırılmıştır. 

2. Plaklar soğumaya bırakılmış, etüvde kapakları açılıp ters çevrilerek kurumaları 

sağlanmıştır. 

3. Ardından ertesi gün çalışılmak üzere buzdolabına kaldırılmıştır. 

4. Kanlı agara pasajı yapılan bakteri izolatlarından alınan koloniler, SF içerisinde 

0,5 McFarland bulanıklığa ayarlanmıştır. 

5. Bakteri süspansiyonundan 10 kat seri sulandırımlar ile 108, 107, 106, 105, 104, 

103, 102 yoğunlukta süspansiyonlar elde edilmiştir. 

6. Daha önceki denemelerde koloni sayımı yapılabilecek bakteri dilüsyonlarının 

103 ve 102 olduğuna karar verilmiş ve çalışmada sadece bu dilüsyonlar 

kullanılmıştır.  

7. Hazırlanan 103 ve 102 bakteri süspansiyonları 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5, 0 mg/L 

konsantrasyonlarda kolistin içeren plaklara 50 µl inoküle edilmiştir. 

8. Plaklar 35 ºC’de 24-48 saat inkübe edilmiştir. 

9. 10- 0 mg/L konsantrasyonlarda kolistin içeren her plakta koloni sayımı yapıldı 

ve bu veriler tabloya yerleştirilmiştir. 

10. Tabloya göre oluşturulan grafikte: y eksenine üreyen koloni sayılarının 

logaritmaları, x eksenine ise antibiyotik konsantrasyonları yazıldı ve her bir 

suş için bir eğri elde edildi. Çalışılan izolatlardan dirençli ve duyarlı izolatların 

eğrileri, dirençli ve duyarlı izolatlar için genelleme yapılarak bir grafikte 

gösterilmiştir.  

 



31 

 

 

 

Şekil 3.6. Sırasıyla, (A): Kolistin içeren antibiyotik plakları hazırlanması (B): Ertesi 

gün çalışmak üzere plakların soğuduktan sonra +4 °C buzdolabına kaldırılması (C): 

Plakların dizilmesi ve steril otomatik pipet ile ekim işlemi (E): Plakların etüve 

kaldırılması. 
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Şekil 3.7. Çalışmada uygulanan PAP basamakları. 
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 4.  BULGULAR 

     4.1. Çalışmaya alınan Acinetobacter baumannii izolatları 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Merkez Laboratuvarı’na 

gönderilen örneklerden ardışık olarak izole edilen 200 adet Acinetobacter baumannii 

kompleks izolatı çalışılmıştır. Her hastadan alınan sadece bir örnek çalışmaya dahil 

edilmiştir. Solunum yolu örnekleri (BAL, DTA, balgam), idrar örnekleri (orta akım 

idrar, foley sonda ile idrar), kan ve kateter örnekleri ile diğer vücut sıvıları (BOS, safra, 

perikardiyal, peritoneal, plevral sıvılar) gruplandırılarak gösterilmiştir. 

Çalışmaya dahil edilen örneklerin çeşitleri ve sayıları Şekil 4.1’de, dağılımları 

ise Şekil 4.2’de gösterilmiştir.  

 

 

 

Şekil 4.1. A. baumannii izole edilen örnekler; çeşitleri ve sayıları. 

 

58

30 30

25

58
11 25

8 7 3 1 1 1

Örnek sayıları



34 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2 A. baumannii izole edilen örneklerin dağılımı. 
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  4.2. Kolistin duyarlılık sonuçları 

             200 adet A. baumannii izolatının kolistin duyarlılığı sıvı mikrodilüsyon 

yöntemi ile saptanmıştır. Duyarlılık EUCAST (2017; v.7.1) uluslararası standartlarına 

göre değerlendirilmiştir (152). Buna göre, MİK değeri >2 olan izolatlar dirençli, ≤ 2 

olan izolatlar duyarlı olarak kabul edilmiştir. Değerlendirilen izolatlara ait sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi ile elde edilmiş direnç oranları Tablo 4.1’de, MİK50 ve MİK90 

değerleri Tablo 4.2’de verilmiştir.  

Tablo 4.1. A. baumannii izolatlarında dirençli izolat sayıları. 

 Toplam İzolat 

Sayısı 

Dirençli İzolat 

Sayı % 

Solunum yolu 

örnekleri 

95 21 22 

Kan + Kateter 

örnekleri 

35 13 37,1 

Püy 30 10 33,3 

İdrar örnekleri 15 4 26,7 

Diğer vücut sıvıları 14 7 50 

Doku 11 3 27,3 

Toplam  200 58 29 

 

 

Tablo 4.2. Sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile elde edilen MİK50 ve MİK90 değerleri 

(n=200). 

 MİK50 

(mg/L) 

MİK90 

(mg/L) 

MİK Aralığı 

(mg/L) 

Direnç (n/%) 

Kolistin 0,5 ≥32 0,01- ≥32 58 (29,0) 
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4.3. Heterodirenç taraması ve saptanmasına ilişkin bulgular 

4.3.1 G-test (bioMérieux, Fransa) bulguları 

G-testin uygulandığı 120 izolat içerisinde, inhibisyon zonunda üreme gözlenen 

ve heterodirenç için şüpheli olarak değerlendirilen izolat sayısı üç olarak bulundu. 

Şekil 4.3’de G-test sonucunda inhibisyon zonu içinde üreme gözlenen A. 

baumannii izolatlarının fotoğrafları gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 4.3. G-test yöntemi sonucunda zon içi üreme gözlenen izolatlar  

Çalışılan G-test MİK değerleri ile sıvı mikrodilüsyon MİK değerleri arasındaki 

tutarsızlık dikkat çekmiştir. Sıvı mikrodilüsyon yöntemine göre dirençli bulunan 

izolatlar G-test yöntemine göre duyarlı bulunmuştur. İzolatlardan 115’inin G-teste 

göre kolistine duyarlı beş izolatın dirençli olmasına karşın, bu sonuçlar mikrodilüsyon 

yönteminden çok farklı bulunmuştur. Sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle dirençli bulunan 

58 izolatın içinden 31 izolat G-teste göre duyarlı bulunmuştur. G-test yöntemi ile 

çalışılan 120 izolatın MİK50 ve MİK90 değerleri Tablo 4.3 ’de gösterilmektedir.  
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Tablo 4.3. Kolistin için G-test ve mikrodilüsyon yöntemleri ile elde edilen MİK50 ve 

MİK90 değerleri (n=120). 

 MİK50 

(mg/L) 

MİK90 

(mg/L) 

MİK Aralığı 

(mg/L) 

Direnç 

(n/%) 

G-test 0,064 0,5 0,015– 64 5 (4,2) 

Mikrodilüsyon 0,50 ≥ 32 0,015- ≥32 31 (26,0) 

 

 4.3.2. PAP deneyi bulgular 

PAP deneyi G-test ve mikrodilüsyon ile kolistin duyarlılığı saptanan 120 

izolatta yapılmıştır. Mikrodilüsyon yöntemine göre 89’u duyarlı, 31’i dirençli bulunan 

izolatların hiçbirinde heterodirençli populasyon saptanmamıştır. Bu izolatlara G-testte 

zon içi üreme gözlenen 3 izolat da dahildir. Duyarlı olan izolatların tümü kolistin 

içermeyen MHA plağında (0 mg/L) üremiş, artan kolistin konsantrasyonlarına sahip 

plaklarda (2, 4, 5, 6, 8, 10 mg/L) üreme gözlenmemiştir. Şekil 4.4’de dirençli bir 

izolatın 0, 0,5, 1, 2, 5, 8, 10 mg/L’lik kolistin konsantrasyonuna sahip MHA’lardaki 

üremelerinin fotoğrafları görülmektedir. Dirençli izolatlarda artan konsantrasyonlarda 

kolistin içeren MHA plaklarında üreyen koloniler sayılmış ve elde edilen sayısal 

verilerin logaritmik değerleri hesaplanmıştır. Örneğin; kolistin içermeyen (0 mg/L) 

plaktaki üreme 108 olarak kabul edilmiştir ve 103 dilüsyona sahip 5 mg/L kolistin 

plağında 10 koloni üremesi gözlenen izolat için; “50 µl’de 10 koloni üremişse, 1000 

µl’de kaç koloni üremesi olmuştur?” orantısı yapılmış ve 103 dilüsyonda 200 koloni 

üremesi kaydedilmiştir. 108 dilüsyon içinse bu değer 2x107 değerine eşdeğerdir. Elde 

edilen bu veriler bir grafiğe aktarılmıştır. Dirençli ve duyarlı izolatların PAP grafiği 

Şekil 4.5’de gösterilmektedir.  
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Şekil 4.4. Dirençli bir izolatın (MİK ≥32) artan kolistin konsantrasyonuna sahip MHA 

plaklarında 103 ve 102 dilüsyonlarda üremesi; ilk fotoğraf 10 mg/L kolistin içeren 

plaktaki üremeyi gösterirken, son fotoğraf kolistin içermeyen plaktaki üremeyi 

göstermektedir. 
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Şekil 4.5. Kolistine dirençli ve duyarlı izolatların PAP grafiği 
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5. TARTIŞMA 

Acinetobacter baumannii, çok farklı enfeksiyonlara yol açabilen ve son 

yıllarda antibiyotiklere çoklu direnç göstermesi nedeniyle özellikle yatan hastalarda 

tedavide güçlük yaratan bir bakteridir. Acinetobacter spp. ventilatörle ilişkili pnömoni, 

üriner sistem enfeksiyonu, endokardit, sepsis ve menenjit gibi özellikle konak 

savunması bozulmuş hastalarda ciddi nozokomiyal enfeksiyonların nedenidir (20). 

Kolistin, Acinetobacter spp.’ye bağlı enfeksiyonlarda son yıllarda sıkça kullanılmaya 

başlanan bir antibiyotiktir. Bununla birlikte, bu antibiyotiğe karşı direnç ve 

heterodirenç gösteren izolatlar bildirilmeye başlanmıştır (117, 118). 

Bu tez araştırmasında hastanemizdeki A. baumannii izolatlarının kolistine 

direnç oranlarının belirlenmesi, ayrıca heterodirençli izolatların saptanması 

hedeflenmiştir. 

Çalışmada Haziran 2016- Ocak 2017 tarihleri arasında Hacettepe Üniversitesi 

Hastanesi Merkez Laboratuvarına gönderilen çeşitli örneklerden izole edilen 200 adet 

A. baumannii izolatı çalışılmıştır. Ardışık olarak toplanan izolatların her biri farklı 

hastaya aittir. Çalışmamıza dahil edilen izolatların çoğunluğu (n:50, %25) yoğun 

bakım ünitesinden gelen örneklerden ve en sık solunum yolu örneklerinden izole 

edilmiştir. Bu konuda yapılan çeşitli çalışmalarda örnek dağılımı değişiklik 

göstermektedir (119). Brezilya’da son beş yılda toplanan, VİTEK 2’ye göre kolistin 

dirençli olan 1346 gram negatif bakteri değerlendirmesi sonucunda bakterilerin 

%7,6’sını A. baumannii’nin oluşturduğu gözlenmişir.  Örnek dağılımında en sık 

solunum yolu örnekleri olduğu dikkati çekmiştir (120).  

Kolistine direnci saptamak için çeşitli araştırmacılar farklı yöntemler 

uygulamıştır. G-test ve sıvı mikrodilüsyon yöntemini karşılaştıran, 2008 yılında 

yapılan bir çalışmada 115 A. baumannii izolatından referans yöntem sıvı 

mikrodilüsyona göre 22’si kolistine dirençli, 93’ü kolistine duyarlı olarak bulunmuş; 

büyük hata %1,7 olarak bildirilmiştir. G-test ve sıvı mikrodilüsyon yöntemi arasında 

en büyük uyumsuzluk, MİK aralığı ≤ 0,06-0.25 mg/L ve 64- ≥1,024 mg/L olan 
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izolatlarda gözlenmiştir. Bu sonucun polimiksinlerin agarda iyi difüze olmamasına 

bağlı olabileceği düşünülmektedir (11, 17). 

Mevcut gradiyent testlerin kolistin MİK değerlerinde düşük sonuç verdiği ve 

kalite kontrol suşları uygun aralıkta olsa bile kullanılmamaları gerektiği 

belirtilmektedir.  Yarı otomatize testlere ilişkin araştırmalarda ise sık olarak çok büyük 

hata saptandığı ileri sürülmektedir. EUCAST önerisine göre kolistin için duyarlılık 

testlerinde doğru sonuç veren tek test dilüsyon testidir. Disk difüzyon testi kolistin için 

uygun değildir; dirençli ve duyarlıları ayırt etmemektedir (154). 

Bu çalışmada, 120 izolatta kolistine duyarlılık hem mikrodilüsyon hem de G-

test ile araştırılmış ve iki test arasında büyük bir fark bulunmuştur. G-test ile kolistin 

direnci %4,2 bulunurken mikrodilüsyon testinde bu oran %26,0’dır. EUCAST’ın son 

uyarılarından sonra bu çalışmada da kolistin için sadece mikrodilüsyon test sonuçları 

dikkate alınmıştır. Üretici firmadan kolistin G-testi sağlanamadığından sadece 120 

izolatta bu karşılaştırma yapılmış olmakla birlikte kolistin duyarlılığı toplam 200 

izolatta mikrodilüsyon ile araştırılmış ve kolistine direnç %29 olarak saptanmıştır. 

Vourli ve ark.’nın (121) 2015 yılı boyunca izole ettiği 117 karbapenem dirençli 

A. baumannii izolatlarına kolistin duyarlılığı için yöntem değerlendirmesi yaptığı 

çalışmasında; kolistine direnç oranları, Phoenix 100’e göre %15,4, Vitek 2’ye göre 

%16,2, agar dilüsyona göre %35,9, sıvı mikrodilüsyona göre %25 olarak belirtilmiştir. 

Çalışma sonucunda otomatize sistem kullanan laboratuvarların mutlaka sıvı 

mikrodilüsyon ile doğrulama yapması gerekliliğini vurgulamıştır. 

Kolistin direnci gösteren A. baumannii izolatları için dünyanın farklı 

yerlerinden bildirilen farklı sonuçlar bulunmaktadır. Dirençli ilk izolat 1999 yılında 

Çek Cumhuriyeti’nden bildirilmiştir (4). 

Sadece kan örnekleri ile sıvı mikrodilüsyon yöntemine göre çalışılan izolatların 

Tayvan’da %10,4’ü ve Güney Kore’de %100’ü sırasıyla dirençli bulunmuştur (122, 

123).  

Portekiz’de 2007 yılında yapılan bir çalışmada izolatların %9’u dirençli 

bulunurken, bu oranın günümüzde artış gösterdiği bilinmektedir (124). Ancak, bu 
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çalışmada önerilen standart mikrodilüsyon yöntemi yerine agar dilüsyon yöntemi 

kullanılmıştır. 

ABD’de balgam, burun sürüntüsü, kan, idrar gibi çeşitli örneklerle yapılan 

çalışmada A. baumannii izolatların “pulsed field” jel elektroforezi (PFGE) ve 

multilokus sekans tiplendirmesi (MLST) ile gen profilleri belirlenmiş ve sıvı 

mikrodilüsyon yöntemiyle 20 tanesi (%100) dirençli olarak saptanmıştır. Lipid A’ya 

fosfoetanolamin eklenmesinin kolistin direncine neden olduğunu belirtmişlerdir (125). 

Irak ve Ürdün’de yoğun bakımda yatan hastaların kan ve balgam örneklerinden 

izole edilen izolatların, çalışılan sıvı mikrodilüsyon yöntemine göre en az 11 

antibiyotiğe yüksek direnç (MİK ≥64) gösterdikleri, kolistine ise direncin Irak 

izolatlarında %13, Ürdün izolatlarında %1,7 olduğu bildirilmiştir (126). 

Kuveyt’de sekiz farklı devlet hastanesinden altı ay süreyle izole edilen 250 adet 

A. baumannii izolatında G-test yöntemine göre %14 oranında direnç tespit edilmiştir. 

Çalışılan izolatların %89’unun çok ilaca dirençli olduğu belirtilmiştir. Kolistin dirençli 

izolatların yüksek sıklığı çok ilaca dirençli enfeksiyon tedavisinde endişe kaynağıdır 

(127). Bu çalışmada G-test yöntemi uygulandığından sonuçlara dikkatli yaklaşılması 

gerekmektedir.  

Romanya’da Ocak 2012 – Aralık 2013 tarihleri arasında çoğunluğu yoğun 

bakımdan gönderilen örneklerden tanımlanan 313 Acinetobacter baumannii izolatında 

klinik ve laboratuvar standartları enstitüsü (CLSI) kriterlerine göre agar dilüsyon 

yöntemiyle sadece 2 izolatta kolistine direnç belirtilmiştir. Mısır’da Ocak 2012 – Mart 

2012 tarihleri arasında karbapeneme duyarlı 40 A. baumannii izolatının İngiliz 

Antimikrobiyal Kemoterapi Derneği (BSAC) kriterlerine göre agar dilüsyon 

yöntemiyle direnç oranı % 5 olarak bildirilmiştir (128, 129).  

Yunanistan’da 2012-2014 yılları arasında toplanan 1228 A. baumannii 

izolatının, 300 tanesi çevresel örneklerden (musluk, kapı kolu, hasta yatakları ve dolap 

kapakları) geri kalanları ise klinik örneklerden izole edilmiştir.  G-test ile 86 tanesinde 

kolistin ve karbapenem direncinin birlikte olduğu, geriye kalan izolatların ise duyarlı 

olduğu bildirilmiştir. Karbapenem direnci BlaOXA-23 benzeri enzim varlığı ile 
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ilişkilendirilmiş, kolistin direncinin ise pmrA ve pmrC gen bölgelerindeki aminoasit 

değişimi sonucunda olabileceği bildirilmiştir (130). 

Türkiye’de yapılan bir çalışmada, ventilatör kaynaklı pnömoni hastalarından 

izole edilen 40 A. baumannii izolatı tanımlanmış ve izolatlar arası klonal ilişki PFGE 

yöntemi ile incelenmiştir. Karbapeneme dirençli olan 40 izolata G-test (Liofilchem, 

İtalya) yöntemiyle kolistin duyarlılığı incelenmiş ve içlerinden sadece bir izolatta 

kolistin direnci tespit edilmiştir (131). 

 Sicilya’da Ekim 2008 – Mayıs 2011 tarihleri arasında iki hastanenin yoğun 

bakım ünitelerinden izole edilen; karbapeneme dirençli 26 izolat arasında kolistine 

yüksek düzeyde (MİK>32mg/L) direnç gösteren 15 izolat agar dilüsyon yöntemiyle 

saptanmıştır. Tedavide kullanılan karbapenem ve kolistinin direnç için tetikleyici 

faktör olabileceği belitilmiştir (132). 

 SENTRY’ye göre 2006-2009 yılları arasında dünya çapında toplanan 

izolatlarda A. baumannii’de kolistin direnci %1 olarak bildirilmiştir (11). 2008 yılında 

Batı Pasifik’den izole edilen A. baumannii izolatları diğer antibiyotiklere yüksek 

düzeyde dirençli bulunurken, sadece bir izolat kolistine yüksek düzeyde direnç 

göstermiştir (9). 

 Klinik izolatların sıklığı ve antibiyotik direnç paternlerini belirlemek amacıyla 

2012-2014 yılları arasında Fas’da ardışık olarak yoğun bakım ünitesinden toplanan 

441 A. baumannii izolatının %45’ini solunum yolu örnekleri oluştururken, takiben 

%15’i kan örneklerinden izole edilmiştir. Disk difüzyon yöntemiyle belirlenen 

kolistine direnç oranı ise %2 olarak belirtilmektedir (133). 

Çin’de 2008 yılında yayınlanan bir çalışmada 112 A. baumannii klinik 

izolatının tamamı yöntem belirtilmeden kolistine duyarlı bulunurken, %80 oranında 

çok ilaca dirençli oldukları tespit edilmiştir (134).  

 İran’da yapılan bir çalışmada G-test yöntemi ile kolistin direnci saptanmış ve 

%11,6 oranında direnç raporlanmıştır (135). Kuzey, Güney ve Merkez İran Üniversite 

Hastanelerinde yoğun bakım ünitelerinden elde edilen A. baumannii izolatlarında 

kolistin direncinin G-test yöntemine göre %15’e ulaştığı raporlanmıştır (136). 
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 Son verilere göre, Kore Hastanelerinden izole edilen 214 adet A. baumannii 

izolatı rpoB gen analizine göre tanımlanmış; CLSI kriterlerine göre kolistine direncin 

yüksek ve sıvı mikrodilüsyon yöntemine göre %30,6 oranında olduğu tespit edilmiştir 

(137). 

 Arroyo ve ark.nın 2005 yılında 115 izolatı dahil ettiği bir çalışmasında sıvı 

mikrodilüsyon ile %20 oranında direnç bulurken, 2009 yılında farklı bir çalışmasında 

bu oran %40,6’ya çıkmıştır (17). 

Kuzey Amerika’da Latin Amerika’ya (%2) göre daha fazla kolistin direnci 

görüldüğü bildirilmiştir. Kuzey Amerika’da 2009-2011 yılları arasında %3.5 olan 

direnç 2012 yılında %5.3 değerine ulaşmıştır (138-140). 

Avrupa’da 2009-2012 yıllarında %0,7 ile %4 arasında değişen direnç oranları 

bildirilmiştir (138-140). Buna karşın Yunanistan ve İtalya’da %80’e varan direnç 

gözlenmektedir (155). Yunanistan’da hem kolistin dirençli hem de OXA-23 veya 

OXA24/40 karbapenemaz üreten A. baumannii suşlarının artış gösterdiği, 2001 yılında 

direnç oranı %1’iken 2014’de %22’lere ulaştığı bildirilmektedir. 

           Türkiye’de yapılan çalışmalardan bazıları disk difüzyon ve agar dilüsyon 

yöntemine göre A. baumannii izolatlarının kolistine duyarlı olduğunu gösterse de (141, 

142) Hacettepe Üniversitesi Hastanelerinden izole edilen 124 Acinetobacter spp. 

içerisinde 72’si Acinetobacter baumannii olarak tanımlanan çok ilaca dirençli 

izolatların %27,5’i CLSI kriterlerine göre çalışılan sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle 

kolistine dirençli olarak raporlanmıştır (143).  

Ülkemizdeki çalışmalarda belirtilen oranların da yurt dışında yapılan 

çalışmalarda olduğu gibi oldukça farklılık gösterdiği belirtilmektedir. Farklı 

çalışmalarda farklı yöntemlerin kullanılması sonuçları doğrudan etkilemekte ve çok 

farklı oranların ortaya çıkmasına yol açabilmektedir. Dikkati çeken nokta, standart 

yöntem olarak kabul edilen sıvı mikrodilüsyon ile yapılan test sonuçlarında kolistine 

direncin daha yüksek oluşudur. Bu gözlem de EUCAST’ın diğer yöntemler 

kullanıldığında hatalı olarak “duyarlı” sonuçlar çıktığı uyarısını desteklemektedir 

(154). 
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 Bizim çalışmamızda saptanan direnç oranının yüksek olmasının nedenlerinden 

biri Ağustos 2016 - Ocak 2017 tarihleri arasında çoğunluğu yatan hastadan izole edilen 

200 suşun genetik yakınlığı olabileceği düşünülmektedir. İzole edilen suşların genetik 

yakınlığının araştırılması amacıyla uygulanabilecek moleküler yöntemlerin bu konuda 

yardımcı olacağı düşünülmektedir.  

Acinetobacter izolatlarında rutin antibiyotik duyarlılık testleri ile 

belirlenemeyen, ancak G-test ile tespit edilip PAP ile doğrulanan heterodirenç, A. 

baumannii’de gelişen kolistin ve karbapenem direncinden sorumlu tutulmaktadır. 

Daha önceleri S. aureus ve P. aeruginosa için tanımlanan bu direnç şekli, ana bakteri 

topluluğuyla benzer genetik özellik gösteren alt bakteri topluluğunun daha dirençli 

olması nedeniyle tedaviye klinik olarak cevapsızlık şeklinde ortaya çıkmaktadır. 

Özellikle çok ilaca dirençli A. baumannii’ye bağlı enfeksiyonlarda kolistinin tek tedavi 

seçeneği olarak kullanılması bu tehlikeyi artttırmaktadır (143). 

Li ve ark. (5) ilk kez 2006 yılında kolistine duyarlı A. baumannii izolatları 

içinde kolistine heterojen dirençli olan suşlar olduğunu, bütün izolatların duyarlı 

olmasına karşın; 3-10 mg/L kolistin varlığında üreyebildiklerini belirtmiştir. 

Heterodirencin, otomatize sistemler veya disk difüzyon gibi yöntemlerle 

tanımlanamayacağını, sadece mikrodilüsyon ile belirlenen MİK değeri ile de 

belirlenemeyeceğini ifade etmişlerdir. Heterodirenç oranını %93,8 olduğunu ve 

saptanan heterodirencin kolistinin uygunsuz kullanımına bağlı olabileceğini ve tedavi 

başarısını olumsuz yönde etkileyebileceğini belirtmişlerdir. A. baumannii’de gözlenen 

heterodirenç oranının direnç oranından fazla olduğunu belirtseler de henüz yapılan 

çalışmalar bunu doğrular nitelikte değildir. 

Yau ve ark.’nın (9) yaptığı bir araştırmada çeşitli ülkelerdeki (Avustralya, 

Tayland, Endonezya, Filipinler, Çin, Tayvan, Singapur, Doğu Afrika, Doğu Kore)  

klinik merkezlerden 1998-2006 yılları arasında toplanan 30 izolatta sıvı mikrodilüsyon 

yöntemine göre bir izolat (MİK 128mg/L) hariç geriye kalan izolatların MİK değeri 

0,5-2 mg/L arasında bulunmuştur. 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8ve 10 mg/L kolistin aralığında 

PAP çalışılarak kolistine heterodirenç araştırılmış, duyarlı olan 7 izolat içinde >2 mg/L 

kolistin varlığında üreme gösteren alt populasyonların olduğu heterodirenç oranının 

%23 olduğu açıklanmıştır.  
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Li ve ark. (5) kolistin heterodirencinin daha önce alınan kolistin tedavisine 

bağlı olabileceğini belirtmişlerdir. Hawley ve ark. (144), heterodirencin kolistin 

tedavisi almayan hastalardan izole edilen A. baumannii izolatlarında da 

görülebileceğini, buna karşın önceden kolistin tedavisi almış hastalardan izole edilen 

suşlarda daha fazla heterojen kolistin direnci görülebileceğini ifade etmişlerdir.  

 Tan ve ark. (145) özellikle tek başına intravenöz kolistin alan bağışıklık sistemi 

baskılanmış olan hastalarda heterodirençli suşların  tedavi sırasında sorun 

yaratabileceğini, bu nedenle dikkatli olunması gerektiğini belirtmektedir.  

 Moosavian ve ark.’nın (146) beyin cerrahisi sonrası menenjit olan hastanın 

BOS örneğinden izole ettikleri A. baumannii izolatı kolistine duyarlıyken, kolistin 

tedavisi aldıktan beş gün sonra ikinci izolasyonda bakterinin kolistine yüksek düzeyde 

direnç gösterdiği belirtilmiştir. İlk izole edilen A. baumannii suşunda G-test inhibisyon 

zonu içerisinde üreyen kolonilerin olduğu belirtilmektedir. Heterodirençli A. 

baumannii enfeksiyonlarının uygunsuz kolistin tedavisi ile çok yüksek yüzeyde direnç 

göstereceği ve kolistin ile önceden karşılaşmanın heterodirenç gelişimi için bir risk 

faktörü olabileceği belirtilmiştir. 

 Herrera ve ark. (6) agar dilüsyon yöntemiyle çalıştıkları 75 A. baumannii 

izolatının tamamının kolistine duyarlı olduklarını (MİK ≤ 2 mg/L) ve 0,5, 1, 2 mg/L 

kolistin içeren plaklarda 14 izolatta üreyen alt populasyonların olduğunu 

belirtmektedirler. 

Bizim çalışmamızda, kolistine heterodirenç, A. baumannii’nin duyarlı ve 

dirençli izolatlarında en yüksek 10mg/L’de araştırılmış ve bulunmamıştır. Bu 

konsantrasyonun üzerindeki konsantrasyonlarda da heterodirenç saptama olasılığı 

bulunmakla birlikte amacımız tedavide sorun yaratacak heterodirencin belirlenmesi 

olduğundan bu yüksek konsantrasyon değerleri çalışılmamıştır.  Bu konuda yapılan 

kısıtlı sayıda çalışmalarda çok yüksek oranlarda heterodirenç bildirenler varsa da 

heterodirencin tanımlanmasındaki standartların eksikliği, homojen suşların heterojen 

dirençli olarak yanlış tanımlanmasına ve böylece klinik öneminin yanlış 

değerlendirilmesine neden olabilir (114).  
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 Rutin mikrobiyolojik yöntemler ile kolistine duyarlı bulunan A. baumannii 

izolatlarının, dirençli alt popülasyonlar içerip içermediğinin belirlenmesi tedavi 

başarısı açısından önemlidir. Dirençli alt popülasyonu saptamak ≤ 10-5 -10-6 olasılıkta 

bir olduğu için kullanılan rutin duyarlılık yöntemleriyle saptanamayacağı 

belirtilmektedir. Bu dirençli alt popülasyonların tespit edilmesinde günümüzde kabul 

edilen altın standart yöntem PAP yöntemidir (5). PAP uygulanması rutin laboratuvar 

şartlarında pratik olmayacağından heterodirençli izolatların değerlendirilmesinde G-

test gibi tarama yöntemleri kullanılmış fakat bu yöntemlerle yapılan farklı 

çalışmalarda farklı sonuçlar bildirilmesi nedeniyle yöntemler rutin kullanım için henüz 

standardize edilmemiş; hangi yöntemin güvenle kullanılabileceğine dair bir sonuca 

varılamamıştır.  

Çalışmamızda heterodirenç oranının saptanması amacıyla öncelikle G-test 

kullanılmıştır. G-test güvenilirliği açısından yaşanan sorunlar nedeniyle zon içi üreme 

görülmeyen duyarlı izolatlara da PAP yöntemi çalışılmış ve 120 izolat arasında 

heterojen kolistin direnç fenotipi gösteren izolat bulunmamıştır. 

 Ülkemizde heterojen kolistin direnç fenotipi gösteren A. baumannii çalışması 

bulunmamaktadır. Çalışmamız kolistin heterodirenç oranını araştıran ilk çalışma olma 

özelliğine sahiptir.  

 Sonuç olarak enfeksiyon tedavisinde kolistinin son çare antibiyotiklerden 

olduğu ve A. baumannii izolatlarında kolistin direncinin giderek artmasının 

önemsenmesi gereken bir nokta olduğunu düşünmekteyiz. Bu izolatların tespit 

edilmesi tedavi başarısı açısından çok önemlidir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Ağustos 2016 – Ocak 2017 tarihleri arasında hastanemiz Merkez 

Laboratuvarına gönderilen çeşitli örneklerden izole edilen 200 adet A. baumanni 

kompleks izolatlarının 58 tanesinde kolistine direnç saptanmıştır. 

 İzole edilen A. baumannii izolatları sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle EUCAST 

(2017; v.7.1) rehberinin sınır değerlerine göre değerlendirilmiştir. 

 Heterodirenç saptanması amacıyla kullandığımız G-test (BioMerieux, Fransa) 

yönteminin, sıvı mikrodilüsyon ile çok farklı MİK değeri sonucu verdiği 

gözlemlenmiştir.  

 G-test yöntemiyle zon içi üreme saptanan üç izolatın PAP grafiği 

yorumlanması sonucunda heterojen direnç içermediği, mutant koloni varyantları 

olabileceği düşünülmüştür. PAP 0-10 mg/L kolistin aralığında değil de 32 mg/L ve 

daha yüksek konsantrasyonlarda çalışıldığı taktirde heterodirenç saptama olasılığı 

bulunmaktadır. 

 PAP yöntemiyle çalışılan 120 izolatta heterojen kolistin direncine 

rastlanmamıştır. 

 Heterodirenç saptamak için kullanılan yöntemlerde standardizasyonun 

eksikliği ve ulaşabildiğimiz kısıtlı yayın bu çalışmanın kısıtlamalarındandır. 

 Uygulanan kolistin tedavisi heterodirenç gelişimine neden olabileceğinden, 

morbidite ve mortaliteyi arttıran izolatların ülkemizdeki sıklığını saptayacak ve bu 

izolatların oluşumunun genetik temellerini aydınlatacak moleküler epidemiyolojik 

çalışmaların devamına gereksinim vardır.  

 Hastanemizdeki kolistin dirençli A. baumannii izolatlarının kolistin MİK 

değerlerini yakından izlemek, epidemiyolojik araştırma amacıyla heterojen dirençli A. 

baumannii açısından çeşitli tarama yöntemleri ile altın standart yöntemle çalışmak ve 

moleküler özelliklerini öğrenmek için stoklamak önemlidir. 
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 Merkezimizde kolistin duyarlılık sonucu veren otomatize cihaz ve G-test gibi 

yöntemlere güvenilmemesi gerektiğini, kolistin için mutlaka sıvı mikrodilüsyon 

yönteminin uygulanması gerektiğini düşünüyoruz. 

 PAP yönteminin emek, zaman alıcı, sarf malzeme ve ek personel gerektiren bir 

yöntem olması nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarında kullanımı uygun 

değildir. Yeni bir altın standart yöntem geliştirilene kadar PAP ile bu izolatların 

araştırılması ve ülkemizdeki yaygınlığının saptnaması gerekmektedir.  
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