
KARBAPENEM DİRENÇLİ A. BAUMANNII SUŞLARINDA, 
KOLİSTİN HETEROJEN DİRENCİNİN VE BUNA ETKİ EDEN 

BAZI FAKTÖRLERİN ARAŞTIRILMASI 

DENİZ GAZEL*, MÜŞERREF TATMAN OTKUN** 
* Gaziantep Üniversitesi, Tıp Fakültesi,  

Tıbbi Mikrobiyoloji AD. 
** Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi, Tıp Fakültesi,  

Tıbbi Mikrobiyoloji AD. 
 





•  A. baumannii complex (ABC) hastane 
enfeksiyonlarında en önemli etkenlerden 

•  Çoklu ilaç dirençli ABC enfeksiyonlarında 
karbapenemler 

•  Karbapenem dirençli ABC (CR‐ABC) 
enfeksiyonlu hastalarda kolisKn  

– KolisPn için de heterodirenç/direnç bildirilmeye 

başlandı 



•  RuPn anPbiyoPk duyarlılık testleri ile kolisPn 
heterodirenci tespit edilemez 

•  ABC özelinde heterojen direnç tanımı 

– Bakterinin kolisPn MİK değerinin <2 µg/ml 

olmasına karşın, >2 µg/ml colisPn varlığında 48 
saat enkübasyon sonunda altpopülasyonlarının 

saptanabilmesidir. 

 



•  Bu heterodirencin özellikle mikroorganizmanın 
kolisPn’e maruziyeP ile indüklendiği 

düşünülmektedir 

•  CR‐ABC enfeksiyonlarındaki tedavi başarısızlıklarının 

nedeni olarak kolisPn heterodirenci suçlanmaktadır.  



AMAÇ 
1.  Bu çalışmada CR‐ABC suşlarında kolisKn heterojen direnç 

oranını ve 

2.  Ek olarak standart ABC suşu ve bir yoğun bakım hastasında 
kan kültüründen izole edilen suşu kullanarak;  

 İkili anPbiyoPk kombinasyonlarının heterodirenç/direnç 
oluşumu üzerine etkisini araş`rmayı amaçladık. 
 
–  KolisPn ‐ rifampisin,  
–  KolisPn ‐ Kgesiklin,  
–  KolisPn ‐ gentamisin   
–  KolisPn ‐ flukonazol 

•  Bu çalışma ÇOMÜ BAP‐2012‐028 No’lu proje ile desteklenmişPr 



YÖNTEM 

•  Çalışma ÇOMÜ‐SUAM Tıbbi Mikrobiyoloji AD 
Laboratuvarı’nda, kan kültürlerinden izole 
edilen 31 adet CR‐ABC suşu ile gerçekleşPrildi. 

•  Tüm suşlar izole, genel ve dahiliye yoğun bakım 
ünitelerinden izole edildi. 



YÖNTEM 

•  KolisPn için mikrodilüsyon test yöntemiyle, 

•  Karbapenemler için E‐test kullanılarak MİK 
değerleri tespit edildi. 

– Kalite kontrol kökenleri olarak A.baumannii ATCC 

19606, P.aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC 
25922 kullanıldı 



Heterodirenç analizi 

•  0.5 McFarland standardına uygun bakteri 
süspansiyonu hazırlandı 

•  100 µl süspansiyon 4 µg/ml kolisKn içeren 
Mueller‐Hinton agar (MHA) besiyerine ve 
kontrol için %5 koyun kanlı agara pasajlandı.  

•  Plaklar 35˚C de 48 saat tutuldu ve 48 saat 
sonrasında üreyen koloniler sayıldı 

•  Dört µg/ml kolisPn içeren besiyerinde üreyen koloniler 
heterojen dirençli A.baumannii olarak değerlendirildi 

•  Buradan yapılan pasajlardaki bakterilerin MİK değerinin 
>2 µg/ml olduğu mikro buyyon dilüsyon tesP ile 
doğrulandı. 



Sub‐inhibitör düzeyde kolisKn ile muamele edilerek 
heterodirenç analizi 

•  0.5 x MİK konsantrasyonunda kolisPn ve KAMHB 
içeren test tüpleri, bir öze dolusu koloni ile 
inokule edildi 

•  Tüpler 37˚C çalkalamalı su banyosunda 48 saat 
enkübasyona kaldırıldı 

•  Enkübasyon esnasında her tüpten 100µl alınarak, 
4 µg/ml kolisKn içeren MHA besiyerine 
pasajlandı 

•  AnPbiyoPkli agarda üreyen koloniler kolisPne 
dirençli olarak değerlendirildi ve koloniler manuel 
olarak sayıldı. 



Time‐kill yöntemi 

•  Standart  ATCC  suşu ve seçilen bir klinik izolat 
üzerinde çalışıldı 

•  0.5ml’lik KAMHB besiyerinde 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 
8, 16, 32, 64,128xMİK kolisKn içeren 
süspansiyonlar hazırlandı.  

•  Bu tüplerin her birine 0.5 ml logaritmik faza 
gePrilmiş bakteri süspansiyonu eklendi 

•  Süspansiyonlar hazırlandıktan 0, 1, 2, 3, 4, 6 ve 24 
saat sonra, koloni sayımına uygun olacak şekilde 
50’şer µl alınarak nutrient agar plaklarına ekim 
yapıldı ve koloniler 35˚C’de 48 saat enkübasyon 
sonrası sayıldı. 



İkili AnKbiyoKk Kombinasyonlarının Heterojen Direnç 
Oranına Olan Etkilerinin Araşkrılması 

•  KolisPnin tek başına etkisi ile 
•  KolisPnin  
–  rifampisin, gentamisin, Kgesiklin ve flukanazol ile ikili 
kombinasyonlarının  

heterojen direnç gelişimine olan etkileri, standart bakteri ve 
seçilen A.baumannii izola`nda seri pasajlarla incelendi 
 
•  Bu kombinasyonların, suşların MİK değerlerinin 0.5, 2, 8 

ve 64 ka` düzeyinde heterodirenç‐direnç gelişimini 
önleyici etkileri;              
günden güne kombinasyon anKbiyoKklerin dozu 
arnrılarak seri pasajlarda incelendi 



Seri pasajlar 

•  1.gün: Bir öze dolusu A.baumannii kolonisi 0.5xMİK kolisPn 
içeren 10 ml KAMHB’a pasajlandı. 37˚C çalkalamalı su 
banyosunda 48 saat enkübe edildi (100 rpm ).  

•  3.gün: Birinci gün çekilen pasaj tüpünden 0.1 ml kültür 
2xMİK kolisPn içeren 10 ml KAMHB’ye transfer edilerek ve 
tekrar bir önceki gibi enkübasyona alındı. 

•  4.gün: Üçüncü gün çekilen pasaj tüpünden 0.1 ml kültür 
8xMİK kolisPn içeren 10 ml KAMHB’ye transfer edilerek ve 
tekrar bir önceki gibi enkübasyona alındı.  

•  5.gün: Dördüncü gün çekilen pasaj tüpünden 0.1 ml kültür 
64xMİK kolisPn içeren 10 ml KAMHB’ye transfer edilerek ve 
tekrar bir önceki gibi enkübasyona alındı.  

  



•  6.gün: Kültürlerden alınan 5 ml örnek 3000 g, 
10 dk, +4˚C’de santrifüj edildi, 10 ml tuzlu su 
ile 2 kez yıkandı ve sonra 10 ml anKbiyoKksiz 
KAMHB’ye ekildi.  

•  Daha sonraki on gün boyunca 6. günde yapılan 
işlemler tekrarlandı.  

•  Her pasaj esnasında 50 µl alınarak 4 µg/ml 
kolisKnli MHA içeren petriye ekilip üreyen 
koloniler sayıldı ve heterojen direnç oluşumu 
araş`rıldı.  

 



BULGULAR 

 AnKbiyogram sonuçları: 

•  Tüm suşlarda karbapenemlerin MİK değerleri >32 
µg/ml olarak bulunmuştur. 

•  Tüm kinik izolatların ve standart ATCC suşlarının 
kolisPn MİK değerleri 0.5 µg/ml bulunmuştur. 



BULGULAR 

Figure 1. Time‐kill curve for Acinetobacter baumannii clinical isolate. 
 Each colored band represents different anPbioPc concentraPon. Number of 

colonies (log10) that were able to grow on agar plates are on the verPcal axis 



AnPbiyoPk seri pasaj tesP 



SONUÇLAR 

•  31 klinik izola`n hiçbirisi başlangıçta 
heterojen dirençli bulunmadı 

•  Sub‐inhibitör düzeyde kolisPn ile muamele 
sonucunda tüm suşlar kolisKn dirençli hale 
geldi 



SONUÇLAR 

•  Time‐kill deneyinde  

– Düşük kolisPn konsantrasyonlarında neredeyse hiç 
inhibisyon olmadı 

–  Yüksek kolisPn konsantrasyonlarında 6. saaten sonra 

çok hızlı bir yeniden üreme gözlendi 

•  KolisPn‐rifampisin, kolisPn‐Pgesiklin 
kombinasyonları çok düşük dozlarda bile 
bakterileri inhibe eu ve direnç gelişimini önledi 

  



•  Bu veriler ışığında, kolisPn  

– Mutlaka verilebildiği en yüksek dozlarda ve uygun 
aralıklarla kullanılmalı 

– Mutlaka başka bir anPbiyoPk ile kombine edilmeli 



TEŞEKKÜRLER 


