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Özet 

ÇEŞİTLİ KLİNİK ÖRNEKLERDEN İZOLE EDİLEN METİSİLİNE DİRENÇLİ 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA) SUŞLARINDA AGAR DİLÜSYON 

YÖNTEMİ İLE FOSFOMİSİN DİRENCİNİN SAPTANMASI VE 
FOSFOMİSİN-TEİKOPLANİN KOMBİNASYONUNUN ANTİBAKTERİYEL 

SİNERJİSTİK ETKİNLİĞİNİN ARAŞTIRILMASI 

AMAÇ. Bu çalışmada metisiline dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) 

enfeksiyonu ile ilgili bilimsel çalışmalara katkıda bulunmak amacıyla, MRSA 

suşlarının teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik duyarlılıklarının farklı 

yöntemlerle belirlenmesi, teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun dama 

tahtası ve zamana bağlı öldürme yöntemleri ile antibakteriyel sinerjistik 

etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

YÖNTEM. Çalışmamıza Göztepe Prof. Dr. Süleyman Yalçın Şehir Hastanesi 

rutin tıbbi mikrobiyoloji laboratuvarında çalışılan klinik örneklerden izole 

edilen 48 adet MRSA suşu dahil edildi. Suşların teikoplanin MİK değeri sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi ile, fosfomisin MİK değeri ise agar dilüsyon yöntemi 

ile belirlendi. 48 MRSA suşunda dama tahtası yöntemi ile teikoplanin-

fosfomisin kombinasyonu çalışıldı ve suşların hesaplanan fraksiyonel 

inhibitör konsantrasyon indeksi (ΣFİK) değerlerine göre kombinasyonun 

etkinliği belirlendi. Çalışılan suşlar arasından rastgele seçilen bir MRSA 

suşunda zamana bağlı öldürme yöntemi (time-kill) ile antibiyotik 

kombinasyonunun sinerjistik etkinliği ve bakterisidal aktivitesi 24 saat 

süreyle araştırıldı. 

BULGULAR. Teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik duyarlılık çalışması 

sonucunda üç suş, her iki antibiyotiğe de dirençli ve diğer tüm suşlar, her iki 

antibiyotiğe de duyarlı bulundu. Dama tahtası yöntemi ile çalışılan 48 suşun 

25’inde (%52) sinerjistik etki, 22’sinde (%46) additif etki (kısmi sinerjizm) ve 

birinde (%2) indiferans etki tespit edildi. 48 suşun ΣFİK ortalaması ≤0,48 

bulundu. Zamana bağlı öldürme yöntemi çalışılan izolatın, antibiyotiklerin 

1/8 MİK konsantrasyonlarının kombinasyon çalışmasında 12. saat ve 24. 

saatte sinerjizm, 1/4 MİK konsantrasyonlarının kombinasyon çalışmasında 

ise 6. saat, 12. saat ve 24. saatte sinerjizm tespit edildi. Çalışmada yalnızca 

antibiyotiklerin 1/4 MİK konsantrasyonlarının kombinasyon çalışmasında 
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6. saatte bakterisidal etki tespit edildi ve bu etkinin 12. saat ve 24. saatte 

kaybolduğu görüldü. 

SONUÇ: Çalışmamızda MRSA suşlarında fosfomisin-teikoplanin 

kombinasyonunun sinerjistik etkinliği dama tahtası ve zamana bağlı 

öldürme yöntemleri ile çalışılmıştır. Yapılan testlerin sonucunda MRSA 

izolatlarında in vitro olarak teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun 

antibakteriyel etkisinin yüksek oranda sinerji ile sonuçlandığı görülmüştür.  

Antibiyotiklere dirençli bakteriyel enfeksiyonlarda yapılan bu tür çalışmalar, 

klinisyenlere farklı tedavi seçenekleri sunmakta ve sağ kalımın artırılmasına 

katkı sağlamaktadır. 

Çalışmamız sonucunda, ileri klinik çalışmalarla desteklenmesi koşuluyla, 

MRSA'ların etken olduğu toplum ve hastane kökenli enfeksiyonlarda, 

teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun etkili bir alternatif tedavi seçeneği 

olabileceğini söyleyebiliriz. 

 

Anahtar Kelimeler: Staphylococcus aureus, teikoplanin, fosfomisin, dama 

tahtası 
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Abstract 

DETERMINING THE RESISTANCE OF FOSFOMYCIN IN METHICILLIN-
RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA) STRAINS ISOLATED 

FROM VARIOUS CLINICAL SAMPLES BY USING AGAR DILUTION 
METHOD AND INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL SYNERGISTIC 

ACTIVITY OF FOSFOMYCIN-TEICOPLANIN COMBINATION 

BACKGROUND. The aim of this study was to investigate the detection of 

teicoplanin and fosfomycin antibiotic susceptibility of methicillin resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) strains by different methods and to evaulate 

the antibacterial synergistic effect of teicoplanin-fosfomycin combination by 

using checkerboard assay and time kill curve assay. 

METHODS. In this study, it was included 48 MRSA strains isolated from 

clinical samples in routine medical microbiology laboratory of Goztepe Prof. 

Dr. Suleyman Yalcin City Hospital. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

teicoplanin and fosfomycin in bacterial strains were determined by using 

broth microdilution method and agar dilution method, respectively. 

The combination of teicoplanin and fosfomycin was tested by the 

checkerboard method with 48 MRSA strains and it was determined 

combination effect according to fractional inhibitory concentration index 

(ΣFIC) calculation. It was studied the synergistic effect and bactericidal 

activity of antibiotic combination with a randomly selected strain from the 

strains used in the study by using time-kill method for 24 hours. 

RESULTS. It was found that all remaining strains susceptible to both 

antibiotics except three strains and these three strains were found to be 

resistant to both antibiotics as a result of teicoplanin and fosfomycin 

antibiotic susceptibility study. A synergistic effect was found in 25 (52%), 

additive effects (partial synergism) in 22 (46%) and indifferent effects in one 

(2%) of the 48 strains studied with the checkerboard method. ΣFIC mean of 

48 strains was found ≤0.48. In the combination study of antibiotics on isolate 

that studied with time-kill method, synergism was detected for 1/8 MIC 

concentrations at 12th hour and 24th hour, and synergism at 1/4 MIC  
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concentration at 6th hour, 12th hour and 24th hour. In the study, 

bactericidal effect was detected at 6th hour and this effect was seen to 

disappear at 12th and 24th hours in only combination of 1/4 MIC 

concentrations of antibiotics. 

CONCLUSION. It was studied the synergistic effect of teicoplanin and 

fosfomycin on MRSA strains by using checkerboard assay and time kill curve 

assay. It was demonstrated that high synergistic antibacterial effect of 

teicoplanin-fosfomycin combination on MRSA isolates as a result of in vitro 

tests. Researches as in this current study aiming to combat the problem of 

antibiotic resistance will help clinicians to provide new treatment options and 

increase survival rates. As a result of our study and in the support of future 

studies, the teicoplanin-fosfomycin combination may be an effective 

alternative treatment option in community and hospital-acquired infections 

caused by MRSA. 

Keyword: Staphylococcus aureus, teicoplanin, fosfomycin, checkerboard 
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BÖLÜM 1 

 

 

GİRİŞ ve AMAÇ 
 

 

Micrococcaceae ailesinin üyesi olan Staphylococcus cinsi bakteriler, deri ve 

mukoza dokusunda yaygın olarak bulunan ve klinik örneklerden sıklıkla 

izole edilen fakültatif anaerob Gram pozitif koklardır. Staphylococcus 

yunanca staphylos (üzüm) ve kokkos (meyve veya tohum) olarak 

tanımlanmıştır. Stafilokok türleri farklı enfeksiyon hastalıklarına neden 

olabilir. Staphylococcus aureus ise sıklıkla hastane ve toplum kaynaklı fatal 

enfeksiyonlara neden olabilen en önemli türdür (1). Herhangi bir hastalığa 

sebep olmadan da toplumda, özellikle de hastane personelinde S. aureus 

taşıyıcılığı bulunabilmektedir. 

S. aureus’un en önemli özelliği tedavisinde kullanılan neredeyse tüm 

antibiyotiklere zamanla direnç geliştirmiş olmasıdır. S. aureus tedavisinde 

kullanılan ilk antimikrobiyal olan penisiline karşı, 1944 yılında ilk kez direnç 

görülmüştür. Penisilin dirençli S. aureus izolatları ile gelişen enfeksiyonlarda 

tedavide ilk seçenek olan metisiline ise klinik kullanıma başlanmasından 

yalnızca iki yıl sonra direnç bildirilmiştir (2). Metisiline dirençli 

Staphylococcus aureus (MRSA) ilk tespit edildiği 1961 yılından bugüne kadar 

hastane enfeksiyonları etkenleri arasında en önemli morbidite ve mortalite 

nedenlerinden biri olmuştur (3). Tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de 

dirençli hastane enfeksiyonu etkenleri arasında MRSA ilk sıralarda yer 

almaktadır (4). 

Stafilokoklarda metisilin direnci, mecA ve daha nadiren mecC geni nedeniyle 

olup, yeni bir penisilin bağlayan protein (PBP2a) sentezlenmesine bağlıdır. 

Bakteri anti-MRSA etkinliği olan 5. kuşak sefalosporinler dışındaki tüm beta-

laktam grubu antimikrobiyallere bu yeni protein aracılığıyla direnç 

geliştirmiş olur (3). 
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Etkeni MRSA olan enfeksiyona sahip hastalarda temel ve standart güncel 

tedavi glikopeptitlerdir. Glikopeptit grubu antibiyotikler, bakterilerin hücre 

duvarını oluşturan peptitlerin terminal D-ala-D-ala dizisine bağlanarak 

peptidoglikan oluşumunu inhibe eder ve bakterinin hücre duvar sentezini 

bozar (5). Son yıllarda glikopeptit kullanımı, dirençli Gram pozitif 

nozokomiyal patojenlerin çoğalmasıyla artış göstermiştir. Ülkemizde 

glikopeptit grubu antibiyotik olarak vankomisin ve teikoplanin 

bulunmaktadır. Bu iki glikopeptit grubu antibiyotiğin güncel meta-analiz 

sonuçlarına göre birbirlerine karşı klinik olarak üstünlükleri 

bulunmamaktadır. Bununla birlikte vankomisinin neftotoksik yan 

etkisinden dolayı, özellikle akut böbrek hasarı açısından yüksek riskli 

hastalarda teikoplanin kullanımı önerilmektedir (6). Son yıllarda glikopeptit 

grubu antibiyotiklerin duyarlılıklarında azalmalar görülmektedir (7). Bu 

nedenle MRSA tedavisinde alternatif seçenekler aranmaktadır. Yeni 

antibiyotiklerin geliştirilmesi, uzun ve maliyetli bir süreç gerektirdiğinden 

onlarca yıl önce geliştirilen ve çeşitli nedenlerle kullanımı durdurulan bir 

takım eski antibiyotikler yeni endikasyonlar ile yeniden kullanılmaya 

başlanmıştır (8). Bu antibiyotiklerden biri olan fosfomisin, peptidoglikan 

sentezi inhibisyonu yoluyla Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karşı 

etki gösterir (9). Fosfomisinin diğer antibiyotiklerle kombine kullanımı, hem 

sinerjistik etkiye neden olabilmekte hem de bakterinin tedavi sırasında 

fosfomisin direnci geliştirme riskini azaltmaktadır (10).  

Bu çalışmada Göztepe Prof. Dr. Süleyman Yalçın Şehir Hastanesi rutin tıbbi 

mikrobiyoloji laboratuvarında çalışılan klinik örneklerden izole edilen MRSA 

suşlarının teikoplanin ve fosfomisin antibiyotik duyarlılıklarının farklı 

yöntemlerle belirlenmesi, teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun dama 

tahtası yöntemi ile sinerjistik etkisinin araştırılması ve her iki ilacın ayrı ayrı 

ve birlikte zamana bağlı bakterisidal aktivitesinin tespit edilmesi 

amaçlanmıştır. 
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GENEL BİLGİLER 
 

 

2.1 STAFİLOKOKLAR 

2.1.1 Tarihçe 

Stafilokoklar ilk olarak 1878’de Robert Koch tarafından ışık mikroskobunda 

tanımlanmıştır. İskoçyalı cerrah Sir Alexander Ogston, 1881’de 

stafilokokların deney hayvanlarında piyojenik enfeksiyonlara yol açtığını 

göstererek patojen olduğunu saptamış ve üremeleri sırasında birbirlerinden 

ayrılmayıp, üzüm salkımına benzeyen düzensiz kümeler oluşturmalarından 

dolayı Staphylococcus (Staphyle: üzüm salkımı) adını vermiştir. Rosenbach 

ise 1884’te bu bakterileri ilk kez insandan izole ederek beyaz renkli kolonileri 

S. albus, sarı-turuncu renkli kolonileri S. aureus olarak adlandırmıştır 

(11)(12). 

Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulmasının ardından 1940’da Florey 

ve Chain, Penicillium kültürlerinden penisilin üretmeyi başarmış ve bu 

şekilde stafilokok enfeksiyonları tedavi edilmeye başlanmıştır. S.aureus 

suşlarında  penisilin direnci ilk kez 1944’te Kirby tarafından bildirilmiştir 

(13). 

Penisilinaza dirençli semisentetik bir antimikrobiyal olan metisilin, 1959’da 

klinik uygulamaya girdikten kısa bir süre sonra İngiltere’de ilk MRSA 

izolatları bildirilmiştir. Metisilin başlangıçta yaygın olarak kullanılmış bir 

antibiyotik olsa da toksisitesi nedeniyle yerini oksasilin, flukloksasilin ve 

dikloksasilin gibi penisilinler almıştır. Yine de MRSA terimi kullanılmaya 

devam etmektedir. İlk tanımını izleyen yirmi yılda MRSA, dünyanın birçok 

yerinde salgınlara neden olmuştur (14). 1980’li yılların başlarından itibaren 

ise hastane kaynaklı enfeksiyonlara neden olduğu bildirilmiştir (15).  
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Daha sonraki yıllarda birçok antibiyotiğe direnç geliştirmesinden dolayı 

önemli bir sağlık sorunu haline gelmiştir. 

2.1.2 Sınıflandırma 

1986 yılında Bergey’in yaptığı sistematik bakteriyoloji sınıflandırmasına göre, 

Micrococcaceae ailesi içinde Stomatococcus, Planococcus, Staphylococcus ve 

Micrococcus türleri birlikte yer almıştır; ancak daha sonraları yapılan genetik 

çalışmalar sonucu bu mikroorganizmaların birbirlerinden farklı olduğu 

görülmüştür. Stafilokoklar, Firmicutes şubesi, Bacilli sınıfı, Bacillales 

takımındaki Staphylococcaceae ailesi içinde sınıflandırılmıştır (16). 

Günümüzde Staphylococcus cinsi içerisinde en az 50 tür bulunmaktadır. 

Stafilokok türleri, fenotipik özellikleri ve DNA/DNA ilişkilerine göre en az dört 

gruba ayrılır. Bu gruplar; Staphylococcus epidermidis grubu, Staphylococcus 

saprophyticus grubu, Staphylococcus sciuri grubu ve Staphylococcus 

simulans grubudur. Staphylococcus aureus, Staphylococcus auricularis, 

Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus 

caseolyticus herhangi bir gruba dahil değildir. S. aureus bütün stafilokoklar 

içerisinde, diğer türlerden tüp ve lam koagülaz testlerinin pozitif olma 

özelliğiyle ayrılan, en önemli insan patojenidir (17)(18). 

2.1.3 Stafilokokların Genel Özellikleri 

Stafilokoklar hareketsiz, sporsuz, fakültatif anaerop, katalaz pozitif, oksidaz 

negatif, 0,5-1,5 μm çapında Gram pozitif, kok şeklinde 

mikroorganizmalardır. Bu bakteriler boşlukta her yöne bölünerek 

çoğaldıkları ve bölündükten sonra birbirlerinden kolaylıkla 

ayrılmadıklarından üzüm salkımı şeklinde düzensiz kümeler oluştururlar. 

Pürülan örnek içinde, enfekte vücut sıvılarında veya sıvı besiyerlerinde üçlü-

dörtlü kısa zincir yapan koklar şeklinde görülebilirler. Bu görünümleri ile 

streptokoklardan ayrımları, katalaz testinin pozitif olması ile yapılabilir 

(12)(19). 

2.1.4 Stafilokokların Üreme ve Kültür Özellikleri 

Nutrient agar, Triptik Soy agar, %5 koyun kanlı agar (KKA) veya beyin kalp 

infüzyon agar gibi besiyerlerinde stafilokok türlerinin birçoğu 18-24 saat 

sonunda, 30-37°C’de, 1-3 mm çapında koloniler oluştururlar (19). En tipik 
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üremeyi KKA’da yaparlar. %7.5-10 NaCl içeren besiyerlerinde üreyebilirler. 

Stafilokokların üreme sıcaklık aralıkları oldukça geniştir (6.5°C-45°C). 

Optimal üreme sıcaklıkları 30–37°C’dir. En uygun üreme pH aralığı 7 ile 7.5 

aralığıdır. Pigment oluşturmaları için en ideal sıcaklık 20-25°C’dir (20). 

2.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

S. aureus sağlıklı insanların cilt veya mukozasında bulunabilen fırsatçı bir 

patojendir. %20-40 oranında erişkinlerin (özellikle de sağlık çalışanlarının) 

burun mukozasında bulunabildiği gibi; boğazda, perinede, aksillada ve 

vajende de kolonize olabilir. Kolonizasyon için bilinen en yaygın risk faktörü 

kronik deri lezyonlarıdır (14). Travma, yabancı cisim varlığı veya cerrahi 

müdahaleler sonucu kutanöz ve mukozal bariyerler bozulduğunda S. aureus 

alttaki dokulara veya kan dolaşımına geçerek, lokal cilt enfeksiyonlarından 

hayatı tehdit eden sistemik enfeksiyonlara kadar birçok hastalık tablosuna 

sebep olabilir (20)(21). Özellikle invaziv tıbbi cihazları (periferik ve santral 

venöz kateterler gibi) bulunan hastalar veya bağışıklık sistemi zayıf olan 

kişiler, S. aureus enfeksiyonuna karşı savunmasızdır (14)(22). 

2.2.1 Staphylococcus aureus Morfolojik ve Biyokimyasal Özellikleri  

S. aureus, 18-40°C aralığındaki sıcaklıklarda kolaylıkla üreyebilen Gram 

pozitif bir koktur. Kolonileri, 18-24 saatte 3-4 mm çapında portakal veya 

krem rengi, hafif kabarık, yuvarlak ve S tipindedir. Çoğunlukla hemolizin 

ürettiklerinden kanlı agarda kolonilerin etrafındaki eritrositleri eriterek şeffaf 

bir hemoliz zonu (beta hemoliz) oluştururlar. Hemolizleri, uzun süreli 

inkübasyonlarda daha belirgin hale gelir. S. aureus’un karotenoid pigment 

oluşturması nedeniyle kolonileri KKA’da altın sarısı renginde görülür. 

Mannitolü fermente etmesi nedeniyle mannitol salt agarda sarı renkli 

koloniler oluşturur. Tellürit içeren besiyerinde tellüritin redüksiyonu sonucu 

kolonileri gri-siyah renkte görülür (18)(23). Bazı kapsül oluşturan suşlarının 

kolonileri ıslak ve parlak görünümlüdür. S. aureus’un özellikle kronik 

enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen, KKA’da hemoliz ve pigment 

oluşturmayan, 48-72 saatte küçük koloniler şeklinde üreyen varyantları da 

bulunmaktadır. Bu yavaş üreyen küçük kolonileri, çoğunlukla beta-laktam 

veya glikopeptit gibi antibiyotiklere dirençli olabilen, konak hücrede hücreyi 
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parçalamadan yaşayarak rekürren veya dirençli enfeksiyonlara neden 

olabilen varyantlar oluşturur (11).  

S. aureus’un diğer stafilokoklardan ayrımında en yaygın kullanılan test 

koagülaz testidir. S. intermedius, S. hyicus, S. delphini, S. schleiferi 

subspecies coagulans gibi hayvan izolatları dışında koagülaz reaksiyonu 

pozitif olan yani plazmayı pıhtılaştırabilen tek stafilokok türü S. aureus’tur. 

Nadiren bazı S. aureus suşlarının lam koagülaz testi negatif olabilir. Bu 

durumda tüp koagülaz testi yapılmalı veya diğer ayırt edici testler 

kullanılmalıdır. Bu ayırt edici testlerden biri olan, nükleik asitlerin hidrolizini 

sağlayan deoksiribonükleaz (DNaz) aktivitesi S. aureus’a özgü bir testtir. 

Ayrıca S. aureus nuc geni tarafından kodlanan ısıya dirençli (termostabil) 

endonükleaz oluşturur. Laktoz, mannoz, sükroz, trehaloz ve maltoz gibi 

birçok karbonhidratı fermente ederek asit oluşturma özelliğine de sahiptir. 

Aynı zamanda lizozime dirençli, lizostafin ve novobiyosine duyarlıdır 

(11)(18)(20).  

2.2.2 Staphylococcus aureus’un Virulans Faktörleri 

S. aureus, stafilokok türleri içinde en yüksek virulansa sahip olan türdür. 

Mobil genetik materyallerinde birçok virulans geni barındırır. Virulans 

faktörlerinin bir çoğu insana özgü oldukları için hayvan modellerinde 

araştırılamaz (24). Bu virulans faktörleri sayesinde cilt ve cilt altına 

yayılabilir, bağışıklık sisteminden kaçabilir, toksinleri ile farklı klinik 

tablolara neden olabilir. Enfeksiyon oluşumu, mikroorganizmanın virulansı 

ile konak savunma sistemi arasındaki dengeye bağlıdır (25). S. aureus’un 

başlıca virulans faktörleri aşağıda sıralanmıştır: 

2.2.2.1 Hücre Yüzey Bileşenleri 

Kapsül: S. aureus’ların çoğunun kökeninde polisakkarit yapıda bir 

mikrokapsül bulunmaktadır. S. aureus’un kapsül üretimi, ilk olarak 1931'de 

gösterilmiştir. Bugüne kadar 11 kapsüler serotip tanımlanmıştır. İnsan 

enfeksiyonlarının %75’inden sorumlu olan serotipler tip 8 ve 5’tir. Tip 8’in 

Toksik Şok Sendromu Toksini (TŞST) üretimi, tip 5’ in ise metisilin direnci ile 

ilişkili olduğu bilinmektedir. S. aureus’un bu serotiplerinin kolonileri mukoid 

değildir ve koloni morfolojisi genellikle bir akapsüler suşunkinden ayırt 
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edilemez. Saflaştırılmış serotip 5 ve 8 kapsüler polisakkaritleri, etkili bir S. 

aureus aşısının geliştirilmesinde hedef antijenler olarak umut vermektedir. 

Serotip 1 ve 2 ise bakterinin fagositozdan korunmasıyla ilişkilidir (26).   

Hücre Duvarı: S. aureus hücre duvarını peptidoglikan, teikoik asit, 

lipoteikoik asit, protein A ve diğer yüzey proteinleri oluşturur. Hücre 

duvarının temel maddesi dayanıklı ve kompleks bir yapı olan peptidoglikan 

tabakasıdır. Ökaryot canlılarda bulunmadığı için hücre duvar sentezini 

bozan antimikrobiyaller, bakterilere karşı seçici toksik etki gösterir. Gram 

negatif bakterilere oranla Gram pozitif bakterilerde bu tabaka oldukça 

kalındır. Bakterinin ozmotik stabilitesini sağlayarak bakteriye şeklini verir. 

Birbirlerine β-1,4 glikozid bağları ile bağlanan N-asetil müramik asit (NAMA) 

ve N-asetil glukozamin (NAGA) alt ünitelerinden oluşur (20). Hücre duvarının 

sağlamlılığında alt üniteler arasındaki çapraz bağlar önemlidir. Çapraz 

bağlar, lizozim enzimine karşı bakterinin korunmasını sağlar. Peptidoglikan 

tabaka, ayrıca Gram negatif bakterilerin endotoksinlerine benzer bir 

aktiviteye sahip olup, makrofajlardan IL-1 salınımına, böylece ateş 

oluşumuna, kompleman aktivasyonuna ve nötrofillerin agregasyonuna 

neden olmaktadır. Peptidoglikan tabakasının yapımında görev alan enzimler 

penisilin-bağlayan proteinler (PBP’ler) adını alan karboksipeptidaz ve 

transpeptidazlardır. Penisilin ve diğer beta-laktam antibiyotikleri, bu 

proteinleri inhibe ederek peptidoglikan sentezini durdururlar. S. aureus’ta 

PBP1, PBP2, PBP3, PBP4 olmak üzere dört adet PBP bulunur. Metisilin ve 

benzeri penisilinlere direnç, mecA geninin kodladığı PBP2a ile ilişkilidir. Bu 

protein penisilinlere ve diğer birçok beta-laktam antibiyotiğe zayıf afinite 

gösterir.  

Teikoik asitler fosfat ihtiva eden ve hücre duvarı ağırlığının %40’ını oluşturan 

polisakkaritlerdir. Stafilokokların mukoza hücrelerinin yüzeylerindeki 

reseptörlere tutunmasını sağlayan özgül bölgelerdir. Bunun dışında hücre 

duvarı bütünlüğü, bakteriyofajlara duyarlılık, antimikrobiyal moleküllere 

direnç ve bakteriyel biyofilm oluşumu gibi temel işlevlere hizmet ederler (27).  

Protein A, B lenfositleri için bir süperantijen görevi görür. İmmünolojik belleği 

IgG'nin Fc kısmına bağlanarak bozar ve fagositozu önler (28). Protein A 

dışında birçok yüzey proteini de virulansta rol oynar. Elastin, kollajen ve 

fibronektin bağlayan proteinler ile clumping faktör de stafilokoksik yüzey 
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proteinleridir. Bu proteinlerin birçoğu ekstrasellüler matriks (ESM) 

moleküllerine bağlanır ve bakterilerin konak dokularında kolonize olmalarını 

sağlar (11). 

Slime Faktör: Slime tabakası, bazı stafilokoklar tarafından üretilen 

polisakkarit, glikoprotein ve glikolipitden oluşan ekstrasellüler bir yapıdır. İlk 

kez Christensen ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir (29). Slime faktör, 

bakterinin vücuttaki yabancı cisimlere tutunmasını kolaylaştırarak 

kolonizasyona ve enfeksiyona katkı sağlamaktadır. Biyofilm ise slime 

tabakası içinde gömülü olarak bulunan dormant formdaki bakteri 

topluluğuna denir. Antibiyotikler, bu tabaka içine yeterince nüfuz 

edemedikleri için antibiyotiklere karşı direnç gelişir ve bu durum, tedavide 

önemli bir sorun haline gelir (30). 

2.2.2.2 Enzimler 

S. aureus’un enzimatik özelliklere sahip çok sayıda virulans faktörü 

bulunmaktadır. Bunlar konak zimojenlerini (proenzim) aktive eden 

kofaktörler ve doku bileşenlerini parçalayan enzimler olarak ikiye ayrılır. 

Koagülaz, von Willebrand faktör bağlayıcı protein ve stafilokinaz, S. aureus 

tarafından üretilen ve kendi başlarına enzimatik aktiviteye sahip olmayan 

kofaktörlerdir. Bunlar konak zimojenlerini aktive edebilirler. Bu üç protein, 

konak pıhtılaşma sisteminde etki göstererek bakterinin hayatta kalmasını ve 

yayılmasını sağlar. 

Nükleaz, proteaz, hiyalüronidaz, lipaz ve yağ asiti modifiye edici enzim, konak 

doku bileşenlerini parçalayabilen ve immün sistem elemanlarından kaçışı 

sağlayarak bakterinin konak dokularında yayılmasını sağlayan enzimlerdir 

(31).  

Katalaz: Aerop ve fakültatif anaerop bakterilerin birçoğu, aerobik 

solunumun son ürünü olarak hidrojen peroksit (H2O2) oluştururlar. H2O2’nin 

ortamda birikmesi, mikroorganizmalar için toksik etki gösterir. Bazı 

mikroorganizmalar bunu önlemek için H2O2’yi oksijen ve suya indirgeyen (2 

H2O2  2 H2O + O2) katalaz enzimini üretebilirler (32).  

Koagülaz: S. aureus, koagülaz enzimi oluşturan tek stafilokok türüdür. 

Koagülaz, trombini aktive ederek fibrinojenden fibrin oluşumunu sağlayan ve 



Genel Bilgiler 

 9 

pıhtı gelişimine neden olan termostabil bir enzimdir. Hücre tarafından 

ortama salınan “serbest koagülaz”, ekstrasellüler bir proenzimdir. Plazmada 

bulunan koagülaz reaktive eden faktörü (coagulase reacting factor-CRF) 

aktive ederek plazmanın pıhtılaşmasına neden olur. S. aureus’un hücre 

duvarında ayrıca “bağlı koagülaz” (clumping=kümelenme faktörü) olarak 

adlandırılan bir fibrinojen bağlayıcı yüzey reseptörü de bulunur. Doğrudan 

plazmadaki fibrinojene etki eder. Her ikisinin de virulanstaki rolü, bakterinin 

hücre yüzeyinde fibrin tabakası oluşturarak bakteriyi opsonizasyona ve 

fagositoza karşı korumaktır. Bağlı koagülaz lam testinde bakterinin 

aglütinasyonu şeklinde, serbest koagülaz ise tüp testinde pıhtı oluşumu 

şeklinde tespit edilebilir. Uygulaması kolay olmakla birlikte, S. aureus’un bazı 

kökenlerinde bağlı koagülaz olmayabileceğinden, lam testi ile yalancı negatif 

sonuç elde edilebilir. Tüp testi, lam testine göre daha güvenilir bir testtir 

(18)(32). 

Nükleaz: Orijinal olarak mikrokokal DNaz olarak da bilinen stafilokokal 

nükleaz, 1956'da Cunningham ve arkadaşları tarafından S. aureus'un kültür 

süpernatantlarında tanımlanmıştır. Stafilokokal nükleaz, ısıya karşı 

direncinden dolayı termonükleaz olarak da bilinir. Nükleaz, aktivitesi için 

Ca+2 iyonlarına ihtiyaç duyar. Nükleaz, hücre dışı DNA'yı parçalayarak 

biyofilmi dağıtır. Nükleaz üretmeyen suşlarda biyofilm oluşumunun arttığı 

bilinmektedir. Enfeksiyonlar sırasında ise nükleaz, ölmekte olan 

nötrofillerden hücre dışına salınarak DNA’yı ve protein parçacıkları hidrolize 

eder. Bu şekilde de bakterinin invazyon yeteneği artmış olur (31). 

Proteaz: Stafilokoklar üç farklı proteaz ailesi bulundurur: metalloproteazlar, 

sistein proteazlar ve serin proteazlar. Bu proteazların bakterinin besin 

alımında, invazyonunda ve bağışıklıktan kaçınmasında rolleri vardır. S. 

aureus'un 12 farklı proteaz ürettiği bilinmektedir (31). 

Hiyalüronidaz: Hyaluronik asit (HA), birbirini izleyen β-1,3 ve β-1,4 

glikozidik bağları ile bağlanan NAGA ve glukuronik asitin tekrar eden 

birimlerinden oluşan lineer bir polisakkarittir. HA, omurgalılarda hücre ve 

dokulara yapısal bütünlük sağlayan ESM’nin önemli bir bileşenidir. HA'yı 

parçalayan enzimler, hiyalüronat liyaz veya hiyalüronidaz olarak bilinir. Bir 

“yayıcı faktör” olarak hiyalüronidaz, ESM'lerde ve biyofilmlerde HA'yı 

parçalayarak bakterilerin yayılmasında rol oynar (31).  
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Fosfolipaz: S. aureus iki farklı fosfolipaz üretebilir: β-toksin ve 

fosfatidilinositole özgü fosfolipaz C (PI-PLC). S. aureus, PI-PLC ürettiği bilinen 

tek stafilokoktur. Bakteriyel PI-PLC, fosfatidilinositolü (PI) hidrolize eder ve 

ortaya çıkan ürünler, bakterinin insan kanında ve nötrofillerin içinde 

yaşayabilmesine, kompleman sisteminin inaktivasyonuna neden olur (31). 

Lipaz: Lipaz, yağları hidrolize ederek, vücüdun lipit içeren bölgelerinde 

stafilokokların yaşamasını kolaylaştırır. Böylece bakteriler, yüzeyel dokuları 

invaze edip, fronkül ve karbonkül gibi klinik tablolara sebep olabilmektedir 

(11). 

Penisilinaz: Penisilinaz, penisilin grubu antibiyotiklerin beta-laktam 

halkasının hidroksil grubunu parçalayarak antibiyotiği etkisiz hale getirir. 

Bu enzimin salgılanmasını sağlayan genler, plazmid ve transpozonlarla 

aktarılır. Penisilinin klinik kullanıma girdiği 1941 yılında stafilokok 

suşlarının büyük çoğunluğu penisiline duyarlı iken, günümüzde %90’dan 

fazlasında direnç görülmektedir (18). 

Fibrinolizin (Stafilokinaz): Isıya dirençli bir enzim olan fibrinolizin, 

plazminojeni plazmine dönüştürür. Fibrinolitik etkisi ile fibrini parçalayarak 

S. aureus’un dokuda yayılımını kolaylaştırır (20). 

2.2.2.3 Toksinler 

S. aureus enfeksiyonları için kritik öneme sahip 40'ın üzerinde bilinen 

ekzotoksin olmasına rağmen, birçoğu benzer işlevlere ve yüksek yapısal 

benzerliklere sahiptir. Ekzotoksinler, bilinen işlevlerine göre üç geniş gruba 

ayrılır: sitotoksinler, süperantijenler ve sitotoksik enzimler. 

Sitotoksinler, konak hücre zarları üzerinde etki ederek hedef hücrelerin 

parçalanmasına ve iltihaplanmaya neden olur. Süperantijenler, sitokin 

üretimine aracılık ederek T ve B hücre proliferasyonunu tetikler. Salgılanan 

sitotoksik enzimler ise memeli hücrelerine zarar verir (31).  

Sitotoksinler 

Alfa-toksin (α-hemolizin): S. aureus’un, en güçlü membran hasarı yapan α-

hemolizin olarak da bilinen esas sitotoksinidir. Birçok farklı hücre tipinin 

parçalanmasına neden olur: eritrositler, trombositler, endotel hücreleri, 

epitel hücreleri ve belirli lökositler. Suda çözünür α-toksin monomerleri, 
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hedef hücre zarında gözenekler oluşturarak hücrenin şişmesine ve 

sonrasında lizisine neden olur. Hemolitik, dermonekrotik ve doku 

kültürlerinde sitolitik etkilere sahiptir (31). 

Beta-toksin (β-hemolizin): Beta-hemolizin, sfingomyelinaz C olarak da 

adlandırılır. Toksinin en önemli özelliği, sıcak-soğuk lizis yapabilme 

özelliğidir. Eritrositler üzerindeki etkisi, soğukta artmaktadır (33). 

Gama-toksin (γ-hemolizin): Gama-hemolizin, hemen hemen her S. aureus 

suşu tarafından yapılır. Toksinler nötrofilleri, makrofajları ve birçok memeli 

eritrosit çeşitini parçalayabilir. Bununla birlikte, agarın toksin aktivitesi 

üzerindeki inhibitör etkisinden dolayı gama-hemolizin, kanlı agar plaklarında 

tanımlanamaz (33). 

Delta-toksin (δ-hemolizin): Bu toksin, 1947’de Williams ve Harper 

tarafından tanımlamıştır. S. aureus suşlarının %97'si tarafından üretilir. 

Delta toksini, adenilat siklazı aktive ederek cAMP salınımına neden olur. Bu 

şekilde memran bütünlüklerini bozarak hücreleri hasara uğratır (33). 

Lökosidin (Panton-Valentine Toksin, PVL): PVL, bakteriyofaj aracılığı ile 

aktarılabilen bir tür gama hemolizindir. Birbirlerini sinerjistik olarak 

etkileyen F (fast) ve S (slow) adında iki polipeptit zincirinden oluşur. Etki 

mekanizması, hücre zarında potasyum ve diğer katyonlara karşı geçirgenliği 

arttırarak gözenekler oluşturmak ve lizise yol açmaktır. Lökositler ve 

makrofajlar üzerine litik etki gösterirken eritrositleri etkilemez. Bu toksini 

bulunduran türlerin enfeksiyonlarında hızlı ilerleme, kanama ve nekrotizan 

pnömoni tablosu görülebilmektedir. Özellikle akciğer, deri ve yumuşak doku 

enfeksiyonlarıyla ilişkisi olduğu gösterilmiştir (11)(33)(34). 

Süperantijenler 

T hücresi süperantijenleri (SAg), S. aureus tarafından üretilen en büyük 

ekzotoksin ailesini temsil eder. SAg'ler benzersizdir; çünkü ısıya, proteolize 

ve kurumaya karşı dirençlidirler. İnsanlarda yüksek toksisite göstermeleri 

nedeniyle, bazıları biyoterörizm için seçilmiş ajanlar olarak sınıflandırılır. SAg 

ile indüklenen T hücre proliferasyonunu, aktive edilmiş T hücrelerinin 

çoğalamadığı veya apoptoza uğradığı bir T hücre anerjisi durumu takip eder. 

SAg'ler genel olarak stafilokokal enterotoksinler, stafilokokal enterotoksin 

benzeri süperantijenler ve TŞST-1 olmak üzere üç gruba ayrılır (31). 
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Enterotoksinler: A, B, C1, C2, C3, D, E, F,G ve J olarak 10 farklı stafilokokal 

enterotoksin vardır. Stafilokok kaynaklı gıda zehirlenmesinin temel bir 

özelliği olan kusmayı indükleme yeteneklerinden dolayı bu şekilde 

isimlendirilmişlerdir. 100°C’ye 30 dakika dayanabilen, polipeptit yapısında 

maddelerdir. S. aureus kökenlerinin %35-50’sinin bu toksinleri 

oluşturabildikleri bilinmektedir. A ve D besin zehirlenmelerinde, B ise 

hastane enfeksiyonlarında çok karşılaşılan bir toksindir (11)(31)(35). 

Stafilokokal enterotoksin benzeri süperantijenler: Bu grup henüz 

kanıtlanmamış, emetik aktiviteye sahip olan yeni tanımlanmış tüm T hücresi 

süperantijenlerini içerir. Bununla birlikte bu grupta kusma ile ilişkili disülfid 

döngüsünden yoksun olan, kusmayı indüklemediği kanıtlanmış stafilokokal 

enterotoksinler de bulunmaktadır. 

Toksik şok sendromu toksin-1: TŞST-1 başlangıçta stafilokokal 

enterotoksin-F olarak biliniyorken, 1984 yılında bulantı, kusmaya neden 

olmaması ve toksik şok sendromu ile ilişkisi nedeniyle yeniden 

adlandırılmıştır. TŞST-1, interlökin-1, interlökin-2, TNF-α salınımına neden 

olan kromozom tarafından kodlanan bir ekzotoksindir (31). 

Sitotoksik enzimler 

Eksfolyatif toksin: Epidermolitik toksinler (ET) olarak da bilinir. S. 

aureus'ta antijenik olarak dört farklı form bulunur: ETA, ETB, ETC ve ETD. 

Her ET, farklı bir mobil genetik eleman üzerinde kodlanmıştır. Stafilokokal 

haşlanmış deri sendromu (SHDS), ilk olarak 1878'de tanımlanmış olmasına 

rağmen, S. aureus enfeksiyonları ile ilişkisi ilk olarak 1967'de kanıtlanmıştır. 

SHDS, ağırlıklı olarak yenidoğanları, bebekleri ve bağışıklığı baskılanmış 

yetişkin hastaları etkiler. SHDS'nin semptomları, yalnızca cilt tabakasını 

içeren kabarcık oluşumu ve yüzeyel soyulma ile karakterizedir. Bu 

karakteristik lezyonlar genellikle sterildir (31). 

2.2.3 Epidemiyoloji 

S. aureus, burun ve bağırsaklar da dahil olmak üzere deri, deri bezleri ve 

muköz membranlarda sıklıkla asemptomatik olarak bulunabilen kommensal 

bir bakteridir. Yapılan çalışmalar, insanların yaklaşık %20'sinin kalıcı S. 

aureus nazal taşıyıcısı olduğunu, yaklaşık %30'unun aralıklı taşıyıcı 
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olduğunu ve yaklaşık %50'sinin ise taşıyıcı olmadığını göstermiştir (36). Bu 

kolonizasyon, patojen için bir rezervuar teşkil ederek enfeksiyon olasılığını 

önemli ölçüde artırır. Etkilenen bireyler, genellikle kommensal olarak 

taşıdıkları S. aureus suşu ile enfekte olurlar (37)(38). 

Klinik olarak, S. aureus ile ilişkili en önemli sorun, birden fazla antibiyotik 

sınıfına karşı direnç kazanmış olmasıdır. 1942'de ilk penisiline dirençli S. 

aureus suşu, 1960’da ise ilk MRSA suşu klinik olarak tanımlanmıştır (38).  

MRSA suşlarına bağlı enfeksiyonlar, metisiline duyarlı suşların neden olduğu 

enfeksiyonlardan daha yüksek ölüm oranlarına sahiptir. MRSA bakteriyemisi 

olan hastalarda vaka ölüm oranı %20 ila %30 arasında değişmekteyken, bu 

oran MSSA bakteriyemisi olan hastalardan iki kat daha yüksektir (39). Ek 

olarak, MRSA, hastanede kalış sürelerinin uzamasına ve buna bağlı sağlık 

bakım masraflarının artmasına neden olur. MRSA, başlangıçta yalnızca 

hastane ve sağlık hizmeti ortamlarıyla ilişkilendirilmiştir; ancak 1980’lerde 

toplum kaynaklı MRSA (TK-MRSA) enfeksiyonları da ortaya çıkmıştır ve her 

iki ortamda da rezervuarlar oluşmuştur. TK-MRSA enfeksiyonlarının sıklığı, 

tanımlandığından beri artmaktadır. Bu suşların küresel olarak ortaya 

çıkması, MRSA epidemiyolojisinin değiştiğini göstermektedir. İlk zamanlar bu 

suşlar, esas olarak deri ve yumuşak doku enfeksiyonları ile bağlantılıyken 

şimdi sağlık bakımıyla ilişkili enfeksiyonlara da neden oldukları 

bilinmektedir. TK-MRSA, hastane kaynaklı MRSA'dan genetik olarak 

farklıdır. β-laktam olmayan antibiyotiğe daha az dirençlidir, SCCmec'in daha 

küçük bir versiyonunu taşır ve sıklıkla bir sitotoksin olan PVL üretir (38). 

Kötü enfeksiyon kontrol önlemlerinin yanı sıra, insanların ve hayvanların 

antibiyotiklere ayrım gözetmeksizin sürekli maruz kalması, MRSA'nın 

yayılması ile sonuçlanmıştır. Bu durum MRSA enfeksiyonlarının tedavisinde 

kullanılan bir çok antibiyotiğe de direnç gelişmesine neden olmuştur (38). 

MRSA'nın prevalansı ve epidemiyolojisi, farklı coğrafi bölgelerde ortaya çıkan 

yeni MRSA klonları ile sürekli değişmektedir. Yıllarca artan MRSA 

prevalansından sonra, 2000'lerin başından beri, bir dizi ülkede ve ülkemizde 

sabit veya azalan prevalans gözlemlenmiştir. Bu düşüş, geliştirilmiş ulusal 

kontrol müdahalelerinin uygulanmasıyla ilişkilendirilmiştir. Bununla 

birlikte, bazı uzmanlar daha önce hiperendemik MRSA klonlarındaki 
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azalmanın, mikroorganizmanın kendisindeki değişikliklerden 

kaynaklandığını iddia etmişlerdir (14)(38). 

2.2.4 S. aureus’un Neden Olduğu Hastalıklar 

2.2.4.1 Dokulara Yayılarak Oluşturduğu Enfeksiyonlar 

Deri ve yumuşak doku enfeksiyonları: S. aureus impetigo, folikülit, fronkül, 

karbonkül, mastit gibi farklı deri ve yumuşak doku enfeksiyonlarına yol açar. 

Bu enfeksiyonların en önemli risk faktörü, kronik cilt hastalıkları veya 

travma gibi nedenlerle deri bütünlüğünün bozulmasıdır. Deri ve yumuşak 

doku enfeksiyonları hızla yayılarak selülit, lenfanjit, lenfadenit ve nekrotizan 

fasiit gibi ciddi enfeksiyonlara neden olabilir (11). 

Bakteriyemi ve endokardit: S. aureus kaynaklı bakteriyemiler, hem 

hastane kökenli hem de toplum kökenli olabilirler. Toplum kökenli 

bakteriyemiler, genellikle selülit, endokardit, osteoartiküler veya 

plöropulmoner enfeksiyonlar gibi bir odaktan, sağlık hizmeti ile ilişkili 

bakteriyemiler ise daha çok kateter ve diğer invazif girişimlerden 

kaynaklanmaktadır. Bununla birlikte, olguların yaklaşık %25'inde bir 

enfeksiyon odağı bulunmaz. S. aureus bakteriyemilerinde mortalite oranı, 

oldukça yüksek olup, hastane kökenli enfeksiyonlarda bu oran %80’lere 

kadar çıkabilmektedir (21). 

S. aureus gelişmiş ülkelerde en yaygın enfektif endokardit (EE) nedenidir. 

Genel ölüm oranı %22 ile %66 arasında değişmektedir ve bu oran, diğer EE 

etiyolojik ajanlarınkinden daha yüksektir (21)(40).  

Pnömoni: Toplumdan edinilmiş S. aureus pnömonisi, genellikle viral 

solunum yolu enfeksiyonlarına sekonder görülürken, hastane kaynaklı S. 

aureus pnömonisi, aspirasyon veya entübasyon ile ilişkilidir. Klinik 

semptomları; solunum zorluğu, yüksek ateş, taşikardi ve göğüs ağrısıdır (41).  

Osteoartiküler enfeksiyonlar: S. aureus’un osteoartiküler enfeksiyonları; 

osteomiyelit (OM), doğal eklem septik artriti ve protez eklem enfeksiyonu’dur 

(PJI). Bu enfeksiyonların en sık saptanan etkeni S. aureus’tur. S. aureus, 

birçok yüzey proteini sayesinde kemik matriksine tutunur (21). 
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2.2.4.2 Toksinlere Bağlı Gelişen Enfeksiyonlar 

Haşlanmış deri sendromu: S. aureus’un eksfolyatif toksininin neden olduğu, 

deride büller ve soyulmalar ile karakterize klinik tablodur. Lezyonlar ağız 

çevresinden başlayarak iki gün içinde tüm vücuda yayılır. Sağlam 

görünümdeki deri hafif dokunmayla kolayca soyulur (Nikolsky fenomeni). 

Çoğunlukla beş yaş altında görülür. Yenidoğanlarda görüldüğünde Ritter 

sendromu olarak adlandırılır (42).  

Toksik şok sendromu: Toksik şok sendromu (TŞS) menstrual ve menstrual 

dışı TŞS olarak sınıflandırılabilir. Menstrüel TŞS genellikle TŞST-1 üreten S. 

aureus'un vajinal/servikal mukoza kolonizasyonu ve tampon kullanımı ile 

ilişkilidir. Bakteri, vajina veya yara gibi ortamlarda lokalize olmasına rağmen 

toksin mukozal bariyerlerden geçebildiği için sistemik etkilere neden olur. 

TŞS; hipotansiyon, ateş, döküntü ve deskuamasyonla karakterize olup 

hipovolemik şok, çoklu organ yetmezliği ve ölüme neden olabilecek akut ciddi 

bir hastalıktır (31). 

Besin zehirlenmesi: Stafilokoklara bağlı besin zehirlenmeleri, bakterinin 

ürettiği enterotoksinler ile meydana gelmektedir. Enterotoksijenik stafilokok 

üremesine uygun ortam oluşturan besin maddeleri arasında süt tozu, yağ, 

dondurma, krema ve mayonez sayılabilir. Hastalık, genellikle enterotoksin 

bulunan yemeğin yenmesinden 3-5 saat sonra kusma ve ishal ile başlar. Mide 

krampları, hipotansiyon ve dehidratasyon görülebilir. Çoğunlukla tablo 24-

48 saat içinde düzelse de, özellikle bebeklerde, yaşlılarda ve bağışıklığı 

baskılanmış hastalarda daha şiddetli seyredebilir (43).  

2.2.5 S. aureus Enfeksiyonlarının Laboratuvar Tanısı 

Stafilokoklar, mikrokoklardan farklı olarak oksidaz negatif, basitrasine 

dirençli, furazolidone ve lizostafine duyarlıdır. S. aureus’un tanımlanmasında 

koloni morfolojisi, Gram boyama, hemoliz, pigment üretimi, yoğun tuzlu 

ortamda üreyebilme, koagülaz ve DNaz varlığı, mannitol fermentasyonu gibi 

özelliklerinden faydalanılır.  

2.2.5.1 Katalaz Testi 

Katalaz testi, en sık streptokok (katalaz-negatif) ve stafilokokların (katalaz-

pozitif) ayırt edilmesinde kullanılmaktadır. Bakteri süspansiyonu üzerine 
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%3’lük H2O2 eklendiğinde 10 saniyede güçlü köpük ya da hava 

kabarcıklarının görülmesi, katalaz testinin pozitif olduğunu gösterir (32).  

2.2.5.2 Koagülaz Testi 

S. aureus’u diğer stafilokoklardan ayırt etmede en sık kullanılan tanı testidir. 

Lam testi ve tüp testi olarak iki yöntemi vardır. Bu testlerde reaktif olarak 

tavşan plazması kullanılır. İnsan plazması, duyarlılığı düşük olmasından 

dolayı tercih edilmez. 

Lam koagülaz testinde bir lam üzerinde bir damla distile su ile bakteri 

kolonisi öze ile homojen, koyu, süt-benzeri bir süspansiyon elde edecek 

şekilde karıştırılır. Üzerine 10-15 µL plazma eklenip karıştırıldıktan 10 saniye 

sonra gözle görülür bir kümelenme olması testin pozitifliği anlamına gelir. 

Tüp koagülaz testinde ise önceden hazırlanmış 0.5 mL plazma içeren tüp, 

oda ısısına getirilir. İncelenecek stafilokok kolonisi, öze ile alınıp plazma 

içinde homojenize edilir. Tüp 35±2˚C etüve konulup saat başı incelenerek 

dört saate kadar inkübe edilir. Tüp içinde gevşek bir fibrin ağı ya da tam bir 

pıhtılaşma oluşumu, testin pozitifliğini gösterir (32). 

2.2.5.3 DNaz Testi 

S. aureus diğer stafilokoklardan farklı olarak DNaz üretmektedir. Koagülaz 

testleri belirsiz sonuçlanan S. aureus suşlarında ek doğrulayacı test olarak 

DNaz testi yapılabilir. DNA içeren DNaz agara şüpheli koloni ekilip 35±2˚C’de 

18-24 saat inkübasyona bırakılır. Oluşan kolonilerin üzerine 1 N hidroklorik 

asit (HCl) konulduğunda kolonilerinin etrafının şeffaflaşması, bakterinin 

DNaz ürettiğini ve asitin hidrolize edilmiş olan DNA’yı çöktürdüğünü gösterir 

(20). 

2.2.5.4 Mannitol Fermentasyon Testi 

S. aureus, diğer stafilokoklardan farklı olarak mannitolu fermente ederek asit 

oluşturabilir. Kullanılan selektif besiyeri, mannitol (%1), NaCl (%7.5), fenol 

kırmızısı ve pepton içeren mannitol salt agardır. Yüksek tuz konsantrasyonu, 

stafilokoklar için seçici bir ortam oluşturmaktadır. S. aureus kolonileri 

çevresinde fenol kırmızısı indikatöründeki renk değişimi ile görülen sarı bir 

zon oluşur. Nazal S. aureus kolonizasyonunun taranmasında bu test 
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kullanılabilmektedir; ancak nadiren başka stafilokok türlerinin mannitol 

fermente edebildiğini ve bazı S. aureus suşlarının mannitol fermente 

edemediğini bildiren çalışmalar da mevcuttur (44)(45). 

2.2.6 S. aureus Enfeksiyonlarında Tedavi, Korunma ve Kontrol 

Bulaşıcı hastalıklar, dünya çapında insan ölümlerinin ikinci en önemli 

nedenidir. S. aureus, deri ve yumuşak doku enfeksiyonları, endokardit, 

osteomiyelit, bakteriyemi ve ölümcül pnömoni gibi çeşitli bulaşıcı 

hastalıklara neden olabilen çok yaygın bir insan patojenidir. Stafilokokların 

tedavisinde β-laktam, aminoglikozid, kloramfenikol, makrolid, linkozamid, 

streptogramin, tetrasiklin, rifampin, daptomisin, glikopeptit ve kinolon grubu 

antibiyotikler kullanılmakla birlikte pek çoğuna sekonder direnç geliştiği 

bilinmektedir. Son yıllarda, bakterilerin evrimi ve antibiyotiklerin kötüye 

kullanılması nedeniyle S. aureus'un ilaç direnci giderek artmıştır. Yapılan 

çalışmalar S. aureus'un direnç mekanizmalarının, özellikle birçok 

antibiyotiğe dirençli olan MRSA için çok karmaşık olduğunu göstermektedir. 

Bu nedenle MRSA'nın ilaç direncinin zamanında anlaşılması ve moleküler 

düzeyde ilaç direnç mekanizmasının aydınlatılması, S. aureus 

enfeksiyonunun tedavisi için büyük önem taşımaktadır. Çok sayıda 

araştırmacı, S. aureus'un moleküler özelliklerinin analiz edilmesinin, S. 

aureus'un neden olduğu hastane enfeksiyonlarına karşı etkili önleme ve 

tedavi planları tasarlamak için temel oluşturduğunu düşünmektedir. 

MRSA enfeksiyonlarının tedavisinde suşların birçok antimikrobiyale dirençli 

olması nedeniyle günümüzde ilk olarak vankomisin veya teikoplanin 

kullanılıyor olsa da son yıllarda yapılan çalışmalarda vankomisine karşı 

yükselen MİK değerleri ve azalmış duyarlılıklar bildirilmiştir (46). Ayrıca son 

15 yılda yapılan birkaç çalışmada, vankomisin minimal inhibitör 

konsantrasyonları (MİK)≥1,5 mg/L olan MRSA enfeksiyonu bulunan 

hastalarda bu izolatların vankomisine duyarlı olmasına rağmen, vankomisin 

tedavisi başarısızlığının daha yüksek oranlarda olduğu gösterilmiştir (47). Bu 

nedenle, MRSA'ya karşı birçok yeni ilaca acilen ihtiyaç duyulmaktadır. 

Bunun dışında bilinen ilaçların kombine tedavileri ile oluşturdukları 

sinerjiden faydalanılması da bir başka alternatif tedavi yoludur (48). 
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MRSA kontrolünde öncelikle bulaşın önlenmesi üzerinde yoğunlaşılmalıdır. 

Hastane kökenli MRSA enfeksiyonlarında bulaş, çoğunlukla kişiden kişiye 

temasla olmaktadır. Sağlık personeli bulaşta anahtar rol oynamaktadır. Ciddi 

enfeksiyon kontrol uygulamaları ve personel eğitimleri ile başarı elde edildiği 

bilinmektedir. El yıkama, doğru yara temizliği, dezenfektan kullanımı ve 

kişisel hijyen, MRSA enfeksiyonlarının önlenmesinde faydalıdır (18). 

2.2.7 S. aureus’ta Metisilin Direnci 

Metisilinin klinik kullanımı, MRSA’nın ortaya çıkmasına neden olmuştur. Bu 

suşlar, ilk olarak 1961'de Birleşik Krallık'ta bildirilmiştir. Bakteri 

kromozomunun belirli bir bölgesine mecA geninin dahil edilmesi ile direnç 

meydana gelmektedir. mecA geni, bakteri kromozomunda stafilokokal kaset 

kromozomu (Staphylococcal Cassette Chromosome mec; SCCmec) üzerinde 

yer alır (38).  

mecA geninin ekspresyonu, mecR1 ve mecI genleri ile kontrol edilir. mecA, 

metisilin, nafsilin ve oksasilin dahil olmak üzere çoğu yarı sentetik penisilin 

için düşük afiniteye sahip olan alternatif bir penisilin bağlayıcı protein 

(PBP2a veya PBP2′) kodlar. Bu protein, beta-laktam grubu antibiyotiklerin 

varlığında, yüksek afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu görerek peptidoglikan 

sentezini devam ettirir. Dolayısıyla bakterinin hücre duvarı sentezi bozulmaz. 

Penisilinaz aracılı direncin aksine, mecA tarafından oluşturulan direnç geniş 

spektrumludur: seftarolin ve seftobiprol hariç tüm β-laktam ilaç sınıfına 

direnç sağlar. mecA, birçok stafilokok türü arasında geniş ölçüde dağılmıştır 

ve mobil bir genetik eleman üzerinde taşınır. Bu genetik eleman, geniş 

spektrumlu β-laktam direnci oluşturarak stafilokok türleri arasında aktarılır. 

MRSA salgınları bu nedenle 1980'lerde ve 1990'larda Birleşik Krallık, İrlanda, 

Avustralya, Uzak Doğu ve Amerika Birleşik Devletleri de dahil olmak üzere 

tüm dünyada bildirilmiştir. Küresel olarak MRSA, artık bağışıklığı 

baskılanmış kişilerde hastaneye kabulün iyi bilinen bir nedeni ve çok sayıda 

enfeksiyon kontrol ekibinin karşılaştığı büyük bir sorun halini almıştır (38). 

2.2.8 S. aureus’ta Glikopeptit Direnci 

MRSA tedavisinde kullanılan iki glikopeptit antibiyotik vankomisin ve 

teikoplanindir. Vankomisin, 1958'de insanlarda kullanım için 



Genel Bilgiler 

 19 

onaylanmasına rağmen, 1980'lerin sonlarında hastane ortamlarında MRSA 

enfeksiyonlarının tedavisi için tercih edilen bir antibiyotik haline gelmiştir. 

Glikopeptit antibiyotiklerin uygun olmayan doz ve sürelerde kullanılması, bu 

ilaçlara direnç gelişmesine neden olan en önemli faktördür. Vankomisine 

direnç, ilk olarak 1980'lerde enterokok suşlarında keşfedilmiştir ve bu bulgu, 

vankomisinin MRSA için etkili bir tedavi olarak gelecekte kullanımıyla ilgili 

önemli endişeleri ortaya çıkarmıştır. İlk kez 1997 yılında Japonya’dan, 

vankomisine ve teikoplanine orta düzeyde (vankomisin MİK değeri 8 µg/ml) 

dirençli S. aureus (VISA) suşu bildirilmiştir (49). Kısa bir süre sonra 

Avrupa'da teikoplanine karşı düşük duyarlılığa sahip S. aureus izolatları 

ortaya çıkmıştır. Amerika Birleşik Devletleri'ndeki ilk vankomisine dirençli S. 

aureus (VRSA) izolatı 2002'de bildirilmiştir (7). 

Gram pozitif bakterilerde vankomisin ve teikoplanin, bakterilerin hücre 

duvarını oluşturan peptitlerin terminal D-ala-D-ala dizisine kovalent 

olmayan hidrojen bağları ile bağlanarak transglikozilasyon reaksiyonunu ve 

peptidoglikan oluşumunu inhibe eder. Böylece bakterinin hücre duvarı 

sentezini bozar.  

S. aureus'ta tam vankomisin direncinin nedeni, transpozon üzerindeki vanA 

operonunun konjugal transferidir. Terminal peptitteki D-ala-D-ala’nın yerini 

D-ala-D-laktat alır ve vankomisin bu rezidülere bağlanamaz. 

Orta düzeyde vankomisine direncin nedeni ise farklı şekilde düzenlenmiş 

hücre duvarı biyosentezi, artan hücre duvarı kalınlığı, peptidoglikan çapraz 

bağ sayısının azalması ve hücre duvarı döngüsünden sorumlu enzimlerin 

otolitik aktivitesinin azalmasıdır. Sonuç olarak vankomisine bağlanabilecek 

daha fazla D-ala-D-ala rezidüsü olduğundan vankomisine orta düzeyde 

direnç gelişmiş olur (7). 
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2.3 ANTİBİYOTİKLER 

2.3.1 Teikoplanin 

Teikoplanin, 1970’li yıllarda Micromonosporaceae ailesine ait Actinoplanes 

teichomyceticus’tan fermentasyon yolu ile üretilmiştir. Ristosetin tipine ait bir 

lipoglikopeptit antibiyotik olan teikoplanin A2-1, A2-2, A2-3, A2-4, ve A2-5, A3-1 

olarak adlandırılan biyolojik aktivitesi ve polaritesi birbirine benzeyen beş 

bileşenden ve daha küçük dört bileşenden (RS-1, RS-2, RS-3, RS-4) oluşur. 

Tüm teikoplanin bileşenleri, moleküler ağırlıkları 1.562 ila 1.905 arasında 

değişen glikopeptit analoglarıdır (47)(50). 

Teikoplanin, peptidoglikanın veya öncüllerinin terminal amino açil-D-alanil-

D-alaninine bağlanarak glikan polimerizasyonunu ve çapraz bağlanmayı 

içeren peptidoglikan biyosentezinin son aşamasını inhibe ederek bakterisidal 

etki gösterir. Teikoplanin, dokulardan yavaş salınan, fizyolojik pH’da suda 

çözünen ve uzun yarılanma ömrüne sahip bir glikopeptittir. Vankomisine 

oranla daha lipofiliktir ve bu durum, fagositlere ve dokulara daha iyi bir 

şekilde penetre olmasını sağlar. Teikoplanin, MRSA dahil Gram pozitif 

bakterilerin neden olduğu ciddi invaziv enfeksiyonların tedavisinde 

kullanılabilmektedir. Teikoplanin, vankomisine birçok kimyasal ve 

mikrobiyolojik özelliği ile benzerdir. Vankomisine karşı etkinliğiyle ilgili 

yapılan çalışmalarda, teikoplaninin eşit derecede etkili olduğu; ancak daha 

düşük nefrotoksisite ve kırmızı adam sendromu riski nedeniyle daha iyi tolere 

edildiği ortaya konmuştur. Bu nedenle teikoplanin, MRSA enfeksiyonları için 

birinci veya ikinci basamak tedavi olarak kabul edilmiştir (39)(50). 

Birkaç çalışma, vankomisin MİK'lerinin MRSA bakteriyemi hastalarının 

klinik sonuçları üzerindeki etkilerine odaklanmış olsa da az sayıda çalışma 

teikoplanin MİK'leri ile ciddi MRSA enfeksiyonları olan hastalardaki sonuçlar 

arasındaki ilişkiyi değerlendirmiştir. Teorik olarak, yüksek teikoplanin 

MİK'leri olan MRSA'nın neden olduğu enfeksiyonlar için daha yüksek 

teikoplanin dozları endikedir (51). 

Teikoplanin, dirençli suşlara karşı yeni farmakolojik özelliklere sahip olacak 

şekilde modifiye edilebilmektedir. Bu modifikasyonlar; bağlanma cebinin 

modifikasyonu, fonksiyonel grupların modifikasyonu veya eklenmesi ve 
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şekerlerin değiştirilmesi olmak üzere üç ana kategoriye ayrılabilir. 

Teikoplanin omurgasındaki bir diğer önemli değişiklik de, hem hedef afiniteyi 

hem de antibakteriyel aktiviteyi arttıran klor atomlarının eklenmesi olabilir 

(50). 

2.3.2 Fosfomisin 

Başlangıçta fosfonomisin olarak adlandırılan fosfomisin, 1969'da İspanya'da 

keşfedilmiştir. Son derece düşük moleküler ağırlığa sahip bir fosfonik asit 

türevidir ve proteinlere neredeyse hiç bağlanma göstermez. Fosfomisin, 

bilinen diğer herhangi bir antibakteriyel ajanla kimyasal olarak ilgisi olmayan 

benzersiz bir antibiyotiktir. Ampirik formülü C3H7O4P·C4H11NO3'tür. 

Fosfomisin'in üç formu vardır: oral kullanım için fosfomisin trometamin 

(çözünür bir tuz) ve fosfomisin kalsiyum; intravenöz kullanım için fosfomisin 

disodyum (52). Fosfomisin trometamin, fosfomisin kalsiyuma kıyasla kana 

daha kolay geçtiğinden, fosfomisinin oral uygulaması için tercih edilen 

formülasyondur. Fosfomisin, bakterilerde hücre duvarı sentezinin 

fosfoenolpiruvat sentetaz içeren ilk basamağını inhibe ederek NAMA 

oluşumunu önleyen, hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde 

bakterisidal etkili fosfoenolpiruvat analoğudur. Fosfomisin, serum, 

böbrekler, mesane duvarı, prostat, akciğerler, iltihaplı dokular, kemik, beyin 

omurilik sıvısı, apse sıvısı ve kalp kapakçıklarında klinik olarak anlamlı 

konsantrasyonlara ulaşabilen ve dokularda iyi dağılım gösterebilen bir 

antibiyotiktir. Ayrıca düşük yan etki insidansı ile iyi tolere edilir (53). 

Fosfomisin, fosfomisine duyarlı bakterilerin hücrelerine iki farklı taşıma 

sistemi aracılığıyla girer: yapısal olarak işlevsel l-alfa-gliserofosfat taşıma 

sistemi (GlpT) ve heksoz-fosfat alım sistemi (UhpT). UhpT taşıma sistemi, 

hücre dışı bir heksoz monofosfat indüktörü olan glukoz-6-fosfat’ın (G-6-P) 

varlığına bağlıdır. Klebsiella, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Enterococcus 

ve Staphylococcus gibi belirli bakteri türleri, bu özel taşıma mekanizmasını 

kullanır (52). Fosfomisine karşı bakteriyel direnç, sıklıkla kromozomal olarak 

kodlanmış GlpT veya UhpT taşıma sistemlerinden birinde veya her ikisinde 

birden genetik mutasyona bağlıdır (53).  

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin fosfomisine in vitro duyarlılıklarını 

belirlemek için agar dilüsyon, sıvı mikrodilüsyon ve disk difüzyon yöntemleri 
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kullanılabilir. Agar dilüsyon ve sıvı mikrodilüsyon testi, 25 μg/ml G-6-P ile 

desteklenmiş, sırasıyla Mueller-Hinton agar ve Mueller-Hinton broth 

kullanılarak yapılır. Bununla birlikte agar dilüsyon testi, MİK belirlemek için 

referans yöntemdir. MİK belirlemek için sıvı mikrodilüsyon, agar dilüsyon 

testine göre nispeten yüksek bir spontan mutasyon olasılığı gözlemlenebildiği 

için önerilmez (52). 

Fosfomisin, S. aureus ve Enterococcus gibi Gram pozitif patojenler ve 

Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae gibi Gram negatif 

bakteriler üzerine etkilidir. Eşsiz etki mekanizması ile beta-laktamlar, 

aminoglikozitler ve florokinolonlar dahil olmak üzere diğer antibiyotik 

sınıfları ile sinerjistik bir etki gösterebilir. Fosfomisinin başka bir 

antibiyotikle kombinasyonunun S. aureus'a karşı sinerjistik aktivitesini 

değerlendirmek için in vitro çalışmalarda dama tahtası ve zamana bağlı 

öldürme (time-kill) deneyleri kullanılmıştır. Rifampin, linezolid, 

kinopristin/dalfopristin, moksifloksasin, trimetoprim, yarı sentetik 

penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemlerle kombine edildiğinde 

MRSA'ya karşı sinerjizm sonuçları kaydedilmiştir. Bazı çalışmalarda 

fosfomisinin S. aureus enfeksiyonunun tedavisi için ikinci bir ajanla kombine 

edildiğinde, tedavi sırasında fosfomisin direncinin ortaya çıkma riskinin 

azaldığı görülmüştür. Yapılan bu çalışmalar sonucunda intravenöz 

fosfomisinin, çoklu ilaca dirençli (ÇİD) Gram pozitif ve Gram negatif 

bakterilere bağlı hastane enfeksiyonlarının tedavisi için diğer antibiyotiklerle 

kombinasyon halinde uygulanabileceği sonucuna varılmıştır (53). 

2.4 ANTİBAKTERİYEL DUYARLILIK TESTLERİ 

2.4.1 Disk Difüzyon Testi 

Disk difüzyon testi, kullanımının kolay ve maliyetinin düşük olmasından 

dolayı hala yaygın olarak kullanılan bir testtir. Dilüsyon yöntemlerinden ve 

gradient difüzyon testinden farklı olarak MİK değeri elde edilmez; ancak ilacın 

inhibisyon zon çapı aynı suşun MİK değerleriyle uyumlu olduğundan, 

duyarlılık kategorisi tahmin edilebilir. 

Standart bir bakteri inokülumu, Mueller Hinton agar (MHA) plağının 

yüzeyine sürülür. Antimikrobiyal ajanla doyurulmuş olan standart 6 mm 
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çapındaki diskler agarın üzerine yerleştirilirler. Disk, agar yüzeyine temas 

ettiğinde antimikrobiyal ajan agara hızla yayılır. Bir gecelik inkübasyondan 

sonra her bir diskin etrafındaki inhibisyon zon çapı ölçülür. Güncel Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI) veya European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) standartlarındaki tablolara 

göre duyarlı, orta duyarlı ve dirençli şeklinde sonuçlar kalitatif olarak 

raporlanır (54). 

2.4.2 Gradient Difüzyon Test (E-Test Yöntemi) 

Disk difüzyon yöntemine benzer ve uygulaması kolay bir testtir. Bakterinin 

standardize edilmiş inokülumu, MHA plağı yüzeyine sürülür. 

Antimikrobiyalin derece derece azalan konsantrasyonlarını içeren Etest 

striptleri agar yüzeyine yerleştirilip bir gece inkübasyona bırakılır. 

Antimikrobiyal ajan üremeyi baskıladıkça elips şeklinde bir inhibisyon zonu 

oluşur. Üremenin stript ile kesiştiği nokta, MİK değerini verir. Güncel CLSI 

veya EUCAST standartlarındaki tablolara göre duyarlı, orta duyarlı ve 

dirençli şeklinde sonuçlar, MİK değerleriyle birlikte bildirilir (54). 

2.4.3 Agar Dilüsyon Testi 

Antimikrobiyal ajanların MİK değerlerinin tespit edilmesi için dilüsyon 

yöntemleri kullanılmaktadır. Bu yöntemler antimikrobiyal duyarlılık testleri 

için referans yöntemlerdir.  

Agar dilüsyon yönteminde her birinde antimikrobiyal maddenin farklı bir 

konsantrasyonu bulunan agar plakları kullanılır. Kolay üreyen bakteriler için 

MHA kullanılır. Çapı 9 cm olan bir agar plağına en fazla 36 suş inoküle 

edilebilir. Standart bulanıklıktaki bakteriler plağa inoküle edilip bir gece 

inkübasyona bırakılır. İnkübasyon süresi sonunda dirençli olan bakteriler 

koloni şeklinde üreme gösterir. Bulanık üremeler veya tek bir nokta şeklinde 

olan üremeler anlamlı kabul edilmez. Mikroorganizmanın üremediği en 

düşük konsantrasyon, MİK değeri olarak kabul edilir (54).  

2.4.4 Sıvı Dilüsyon Testleri 

Sıvı dilüsyon testleri, makrodilüsyon ve mikrodilüsyon olarak ikiye ayrılır. 

Testler, prensip olarak aynıdır. Sıvı makrodilüsyon testinde 10 cm boylarında 
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tüpler kullanılırken, sıvı mikrodilüsyon testinde 96 kuyucuklu U-tabanlı 

mikroplakalar kullanılır. Kolay üreyen bakteriler için katyon ayarlı Mueller 

Hinton sıvı besiyeri (KAMHB) kullanılır. Her iki yöntemde de antimikrobiyal 

ajanın seri dilüsyonları hazırlanır ve standart miktardaki test bakterisi 

inoküle edilip inkübasyona bırakılır. MİK, inkübasyondan sonra bakterinin 

görülebilir üremesini inhibe eden en düşük antibiyotik konsantrasyonu 

olarak belirlenir (54).  

2.4.5 Otomatize Sistemler 

Yaygın olarak kullanılan bu sistemlerin manuel yöntemlere göre avantajları 

daha hızlı sonuç verme, çok sayıda izolatın duyarlılık testlerinin aynı anda 

çalışılabilmesi, daha az iş gücü gerektirmesi ve sonuçların yüksek oranda 

tekrarlanabilir olmasıdır. Bu sistemlerin sonuçlarının doğruluğu, referans 

yöntemler kullanılarak test edilmelidir (20). 

2.5 ANTİBİYOTİK KOMBİNASYON TESTLERİ  

Yeni antibiyotiklerin geliştirilmesi uzun ve maliyetli bir süreç gerektirir. ÇİD 

bakterilerin sayısındaki artış ile tedavide avantajlar sunan yeni 

antibiyotiklerin sayısının artışının paralel olmaması nedeniyle yeni yollar 

aranmaktadır. Bakterilerin oluşturduğu dirençle başa çıkmanın yollarından 

biri bilinen antibiyotiklerin ikili üçlü kombinasyonlarının tedavide 

kullanımıdır.  

Kombine antibiyotik tedavisi uygulandığında kombinasyonun antibakteriyel 

aktivitesinin ajanların tekil aktivitelerinden daha fazla, eşit veya daha az 

olmasına dayalı olarak, sırasıyla sinerji, indiferans ve antagonizma olarak 

yorumlanmaktadır (54). 

Ajan etkileşimini değerlendiren kombinasyon yöntemleri rutinde 

kullanılmamaktadır. Kullanıldığı durumlar, yeni bir antimikrobiyal ajan ile 

sinerjizmin öngörülebilirliğinin bilinmediği veya bakteriyel direnç 

faktörlerinin gelişiminden veya tedavi başarısızlıklarından dolayı 

öngörülebilirliğin güvenilir olmadığı durumlardır (54). 

Antimikrobiyal kombinasyonların faydaları, geniş spektrum antimikrobiyal 

etki sağlaması, direnç gelişiminin azaltılması ve sık olarak kullanılan 



Genel Bilgiler 

 25 

ajanların toksisitelerinin azalırken bakterisidal tedavi etkinliklerinin 

artırılmasıdır. Kombine tedavinin dezavantajı ise tedavi etkinliğini 

geciktirebilen veya engelleyebilen potansiyel antagonistik bir etkileşim 

oluşabilmesidir. 

Antimikrobiyal kombinasyon testleri, gradient difüzyon yöntemi ile sinerji 

testi, disk difüzyon yöntemi ile sinerji testi, dama tahtası yöntemi 

(checkerboard) ve sinerji saptanması için zamana bağlı öldürme yöntemi 

(time-kill)’dir. Bu testlerde, teorik olarak iki ajandan fazlası test edilebilse de 

yöntemler ve hesaplar uygulanabilir halden uzaklaşmaktadır ve kompleks bir 

hale gelmektedir. Bu yüzden önerilmemektedir (54). 

Kombine antibiyotik tedavisinde antibiyotikler birbirleri ile dört farklı şekilde 

etkileşirler. Bunlar sinerjist, antagonist, additif ve indiferans etkileşimlerdir. 

Sinerjistik etki, antibiyotikler tek başlarına kullanıldıklarında elde edilen 

etkilerin toplamından daha fazla etki elde edilmesidir. Diğer bir 

tanımlamayla, tek başına bir antibiyotiğin MİK değerine oranla, aynı 

antibiyotiğin kombinasyon MİK’inin en az dört kat düşüş göstermesidir. 

Antagonist etki, test edilen antibiyotiklerin birlikte oluşturduğu etkinin, her 

bir ilacın tek başına kullanılması sonucu oluşan etkiden önemli oranda 

düşük olmasıdır. 

Additif etki (kısmi sinerji), test edilen antibiyotiklerin birlikte oluşturduğu 

etkinin antibiyotiklerin ayrı ayrı kullanılması ile elde edilen etkilerin toplamı 

kadar olmasıdır.  

İndiferans etki (etkisiz), ilaçların kombinasyon halindeki etkisinin 

kombinasyona girip etkisi yüksek olan antibiyotiğin etkisi kadar olmasıdır. 

Bu durum antibiyotikler arasında etkileşim olmadığını gösterir (55). 

2.5.1 Dama Tahtası (Checkerboard) Yöntemi  

Antibakteriyel maddeler arasındaki sinerjistik etkileşimi belirlemek için 

kullanılan en yaygın test, dama tahtası yöntemidir. Bu yöntemin çalışması 

ve sonuçları yorumlaması kolaydır. “U” tabanlı 96 kuyucuklu mikroplakalar 

kullanılır. Kullanılacak antimikrobiyal ajanların, önceden bilinen MİK 

değerlerinin 4-8 katı ile en az 1/8- 1/16 katı aralığındaki konsantrasyonları 

kullanılmalıdır. Öncelikle bütün kuyucuklara KAMHB konulur. Daha sonra 
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ilk antibiyotiğin en yüksek hedef konsantrasyonunun iki katı olacak şekilde 

stok solüsyon hazırlanıp mikroplaka üzerinde sağdan sola doğru seri dilüe 

edilir. Diğer antibiyotiğin stok solüsyonları, hedef konsantrasyonların iki katı 

olacak şekilde hazırlanır. Bu stok solüsyonlar, aşağıdan yukarıya 

konsantrasyon azalacak şekilde her satıra ayrı ayrı konulur. Mikroplakanın 

ilk satırı ve ilk sütunu her iki antibiyotik için MİK değerlerini saptamak üzere 

ayrılır. Mikroplakada bir kuyucuk üreme kontrolü olarak, bir kuyucuk ise 

sterilite kontrolü olarak belirlenir. Test edilecek bakteri inokülumu her bir 

kuyucukta 5×105 CFU/ml final mikroorganizma konsantrasyonu elde edecek 

şekilde yapılır. Yalnızca sterilite kontrol kuyucuğuna inokülum yapılmaz. 

Mikroplakalar, 16-20 saat 35±2˚C’de inkübe edilir. İnkübasyon sonunda 

üreme kontrol kuyucuğunda yoğun bir bulanıklık görülmeliyken, sterilite 

kontrol kuyucuğunda herhangi bir üreme görülmemelidir. Antimikrobiyal 

ajanların tam üreme inhibisyonuna neden olduğu en düşük konsantrasyon 

MİK kabul edilir.  Mikroplakada her iki ilacın tek ajan olarak bulundukları 

kuyucuklarda MİK tespit edilip kaydedilir. Daha sonra her bir kombinasyon 

kuyucuğu incelenerek üremeler kaydedilir. Üreme olmayan kuyucuklarda 

her iki ilaç için fraksiyonel inhibitör konsantrasyonlar (FİK) hesaplanır. FİK, 

ilaçlardan birinin kombinasyondaki MİK değerinin, tek başına MİK değerine 

oranıdır. Bir kuyucuktaki iki ilaç için de FİK değeri hesaplanıp toplandığında 

FİK indeks toplamı (ΣFİK) değerine ulaşılmış olur.  

ΣFİK = FİK A + FİK B 

ΣFİK değeri 0,5’e eşit veya düşük ise sinerjizm, 0,5 ve 1 arasında ise kısmi 

sinerjizm, 1 ve 4 arasında veya 1’e ve 4’e eşitse indiferans, 4’ten büyük ise 

antagonizm olarak değerlendirilir. Sinerjizm veya antagonizm kombinasyon 

içerisinde sadece bir ΣFİK’de ortaya çıksa bile bildirilir. Son olarak her test 

edilen izolat için sinerjizmin ortaya çıktığı konsantrasyonlar bildirilir. İsteğe 

bağlı olarak, kombinasyonda hesaplanan ΣFİK’lerin maksimum (ΣFİKmaks) ve 

minimum (ΣFİKmin) değerleri de kaydedilir. 

Dama tahtası yönteminin 1-log2 farklılıkları test etmesinden dolayı 

sonuçların sadece bir zaman noktasında alınması testin güvenilir olmadığını 

düşündürebilir. Bunun nedeni testin in vivo gözlenen linear doz-yanıt 

eğrilerinin aksine düz bir doz-yanıt eğrisine dayanmasıdır (54). 
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2.5.2 Sinerji Saptanması İçin Zamana Bağlı Öldürme Testi (Time-Kill) 

Sinerji saptanması için zamana bağlı öldürme testi, her bir antimikrobiyal 

maddeye ve çeşitli kombinasyonlara maruziyet sonrası canlı bakteri sayısının 

zamana karşı değişiminin izlenmesinde, sinerji veya antagonizma  

dinamiklerinin çalışılmasında kullanılabilen bir yöntemdir. Bu testte in vitro 

olarak hem öldürme hızı, hem de öldürme miktarı değerlendirilebilse de 

standardize edilmiş bir yöntem değildir (54). 

Zamana bağlı öldürme testini gerçekleştirmeden önce, dama tahtası sinerji 

testi sonuçları değerlendirilerek, sinerji göstermesi en olası ilaç 

konsantrasyonları hesaplanır. Bir testte sinerjizm bekleniyorsa 

kombinasyonlarda her bir ajan MİK/4 ve MİK/8 konsantrasyonunda test 

edilirken, antagonizm bekleniyorsa kombinasyonlarda her bir ajan 2xMİK 

konsantrasyonunda test edilir. Antibiyotikler tekil ve kombinasyon olarak 

çalışılır; ancak yöntemin yoğun emek gerektirmesinden dolayı bir seferde az 

sayıda suş ve antimikrobiyal konsantrasyon çalışılabilmektedir (54). 

Bu yöntemde genellikle 0., 3., 6., 12., ve 24. saatlik inkübasyon süreleri 

sonunda petride üreyen kolonilerin sayımı yapılır. Sayım 30-300 arası koloni 

üremesi olan petrilerden yapılmalıdır. Sayılan toplam koloni sayısı, ekim 

yapılırken uygulanan dilüsyonların katsayısı ile çarpılarak mililitredeki CFU 

sayısı bulunur. Bu sayısının 10 tabanında logaritması alınır ve mililitre 

başına düşen Log10 CFU sayısını (y ekseni), zamana karşı (x ekseni) gösteren 

zamana bağlı öldürme grafiği çizilir.  

Zamana bağlı öldürme testinde sinerji, en etkili bulunan tekil maddeye 

kıyasla, uygulanan kombinasyonda canlı bakteri sayısındaki  ≥2-log10 

CFU/ml azalma, antagonizma en etkili bulunan tekil maddeye kıyasla 

uygulanan kombinasyonda canlı bakteri sayısındaki  ≥2-log10 CFU/ml artış, 

bakterisidal etkinlik ise başlangıç inokülumüne göre canlı bakteri 

sayısındaki ≥3-log10 CFU/ml azalma olması şeklinde tanımlanmaktadır (54). 
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BÖLÜM 3 

 

 

GEREÇ ve YÖNTEM 
 

 

3.1 ÇALIŞMAYA ALINAN ÖRNEKLER 

Çalışmaya 01.06.2021 ve 01.06.2022 tarihleri arasında Göztepe Prof. Dr. 

Süleyman Yalçın Şehir Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarına gelen klinik 

örneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilmiş toplam 48 adet MRSA suşu 

dahil edildi. Tüm suşlar çalışma tarihine kadar %20 gliserollü Tryptic Soy 

broth suş saklama besiyerine alınarak -20°C derin dondurucuda muhafaza 

edildi. Çalışmaya aynı hastanın tekrarlayan numuneleri dahil edilmedi. 

Çalışmada kontrol suşları olarak S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC 

25922 kullanıldı. 

3.2 BAKTERİ İZOLATLARININ TANIMLANMASI 

Mikrobiyoloji laboratuvarına gelen klinik örnekler rutin uygulamada %5 

koyun kanlı agar (KKA), çikolatamsı agar ve kromojenik agar besiyerlerine 

ekildi. Besiyerleri 35±2°C’de 24-48 saat inkübasyona bırakıldı. Periferik kan 

örnekleri ise BACT/ALERT FA Plus aerobik kan kültürü şişelerine inoküle 

edilerek BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Fransa) tam otomatik kan kültürü 

sisteminde inkübe edildi ve pozitif sinyal alındığında besiyerlerine 

subkültürleri yapıldı. İnkübasyon sonunda incelenen besiyerlerinde saf 

koloni halinde üreyen ve Gram boyamasında Gram pozitif kümeli kok 

görünümünde olan bakterilere konvansiyonel testler olarak katalaz ve 

koagülaz testleri yapıldı. Sonrasında suşların tanımlaması MALDI-TOF Mass 

Spektrometri (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight-

Mass Spectrometry, VİTEK MS, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) 

otomatize sistemi kullanılarak yapıldı. Çalışmaya dahil edilen tüm suşların  
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katalaz ve koagülaz testi pozitif bulundu ve tüm suşlar VİTEK MS otomatize 

sisteminde %99.9 doğru tanımlama oranı ile S. aureus olarak tanımlandı. 

MRSA suşları üretici firmanın önerileri doğrultusunda mannitol salt agar 

(Conda, Madrid, İspanya) hazırlanarak mannitol fermentasyonu yönünden 

de incelendi. Mannitol salt agara, %5 koyun kanlı agarda üremiş kolonilerden 

ekimler yapıldıktan sonra petriler 18-24 saat süresince 35±2°C etüve 

kaldırılarak inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda besiyerinin rengini 

kırmızıdan sarıya dönüştüren suşlar mannitol fermentasyonu pozitif olarak 

değerlendirildi (Şekil 3.1). Çalışılan 48 suşun yalnızca biri mannitol negatif 

sonuçlandı. 

 

Şekil 3.1: S. aureus suşlarının mannitol salt agarda üremesi 

3.3 ANTİBİYOTİK DUYARLILIK TESTLERİ 

MRSA suşlarının antibiyogram testleri VITEK 2 (bioMerieux, Fransa) 

otomatize sistemi ile çalışıldı. Bu sistem ile sefoksitin screen test sonucu 

pozitif çıkan örneklerin metisilin direnci EUCAST önerileri doğrultusunda 

Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile doğrulandı. 

Disk difüzyon testinde, %5 koyun kanlı agar besiyerinde 18-24 saat 

35±2˚C’de inkübasyon sonrası üreyen saf bakteri kolonilerinden 2-4 koloni 

kadar steril öze ile alınıp ve 3 cc steril FTS (fizyolojik tuzlu su) içerisinde 

densitometre cihazı (DensiCHEK plus, Biomerieux, Fransa) ile 0.5 McFarland 

(1,5x108 koloni oluşturan birim; KOB/ml) bulanıklığında bakteri 

süspansiyonu hazırlandı. Bu bakteri süspansiyonundan, 9 cm çaplı Mueller 

Hinton agar (RTA, Türkiye) besiyerine steril pamuk uçlu eküvyon ile plağın 

tüm alanını kaplayacak şekilde ekim yapıldı. Kuruması için 15 dakika kadar 
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beklendikten sonra sefoksitin antibiyotik diski (30 μg, FOX diski, Bioanalyse) 

besiyerine yerleştirildi. Besiyerleri 35±2˚C etüve kaldırılıp 18-24 saat inkübe 

edildi. İnkübasyon süresi sonunda bakterilerin inhibisyon zon çapları 

ölçüldü. EUCAST v.12.0 kriterlerine göre 22 mm’nin altında ölçülen değerler 

dirençli, 22 mm ve üstü ölçülen değerler duyarlı olarak yorumlandı. 

3.4 ANTİBİYOTİK STOK VE ÇALIŞMA SOLÜSYONLARININ 

HAZIRLANMASI 

Çalışmada kullanılacak antibiyotikler olan teikoplanin (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, ABD) ve fosfomisin sodyum (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) toz halinde 

temin edildi. Antibiyotik çözücü ve sulandırıcı olarak her iki antibiyotik için 

steril distile su kullanıldı. Antibiyotiklerin potens değerleri göz önünde 

bulundurularak aşağıda verilen hacim/ağırlık/potens formülüne göre 

antibiyotikler çözüldü. Teikoplanin stok solüsyonu konsantrasyonu 10.000 

mg/L, fosfomisin stok solüsyonu konsantrasyonu 200.000 mg/L ve 1000 

mg/L olacak şekilde hazırlandı. 

Hacim (ml) = Ağırlık (mg) 𝐱 Potens (µg/mg) / Konsantrasyon (µg/ml) 

EUCAST, Versiyon 12.0’da S. aureus’un teikoplanin için MİK sınır değerini: 

S (duyarlı): ≤2 mg/L, R (dirençli): >2 mg/L, fosfomisin için MİK sınır değerini 

ise S (duyarlı): ≤32 mg/L, R (dirençli): >32 mg/L olarak belirlemiştir. Bu MİK 

sınır değerleri dikkate alınarak stok solüsyonlardan seri sulandırımlar yapıldı 

ve çalışma solüsyonları hazırlandı. Hazırlanan stok solüsyonlar ve çalışma 

solüsyonları her bir çalışma için gereken miktarlarda steril ependorflara 

aktarılıp, çalışma gününe kadar -80°C’de muhafaza edildi. 

3.5 MUELLER HİNTON AGAR HAZIRLANMASI 

Mueller Hinton agar (MHA), üretici firmanın (Oxoid, United Kingdom) 

önerileri doğrultusunda hazırlandı. Ardından 1 atm basınçta 121˚C’de 20 

dakika kadar otoklavda (Nüve Steamart, Ankara, Türkiye) sterilize edildi. 

Fosfomisinin bakteri hücresine girişini artırıp, enfeksiyon bölgesindeki 

fizyolojik şartlara yakın bir ortam sağlaması için gerekli G-6-P, bir litre 

besiyeri için 25 mg tartıldı. Hazırlanan ve 45-55°C’ye soğutulan besiyerinden 
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20 ml hacminde bir kısım alınıp içerisinde 25 mg G-6-P çözüldü. G-6-P içeren 

20 ml’lik MHA, membran filtreden (Sartorius, Almanya) geçirilerek steril 

edildi ve tekrar besiyerine eklendi. Sonraki gerekli işlemler besiyeri 45-55°C 

aralığında iken yapıldı. 

3.6 KATYON AYARLI MUELLER HİNTON BROTH HAZIRLANMASI 

Mueller Hinton broth (MHB), üretici firmanın (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) 

önerileri doğrultusunda hazırlandı. Otoklavda 121°C de 20 dakika sterilize 

edilip oda sıcaklığına gelene kadar soğutulduktan sonra bir gece 2-8°C’de 

bekletildi. Besiyeri içerisinde istenilen kalsiyum ve magnezyum katyon 

oranlarını (kalsiyum 20-25 mg/L, magnezyum 10-12,5 mg/L) sağlayacak 

şekilde, önceden hazırlanmış olan kalsiyum klorür (Merck, Germany) ve 

magnezyum klorür (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) stok çözeltisi membran 

filtreden geçirilerek besiyerine eklendi (54). Fosfomisin antibiyotik duyarlılığı 

ve dama tahtası yöntemi çalışılacağında, bir litre besiyeri için 25 mg G-6-P 

tartılıp 20 ml MHB içerisinde çözdürüldü ve besiyerine membran filtreden 

geçirilerek konuldu. Hazırlanan besiyeri bir hafta içerisinde kullanılmak 

üzere +4˚C’te muhafaza edildi. 

3.7 AGAR DİLÜSYON YÖNTEMİ 

Agar dilüsyon, EUCAST tanımlayıcı döküman 3.1 kılavuz önerileri 

doğrultusunda yapıldı (56). EUCAST önerilerine göre mikroorganizmaların 

fosfomisin MİK değerlerinin saptanmasında referans yöntem agar dilüsyon 

yöntemidir. Dama tahtası yöntemi ile sinerji çalışması yapılmadan önce S. 

aureus izolatlarının fosfomisin MİK değerleri bu yöntem ile çalışıldı. 

Agar dilüsyon yöntemi uygulamasında ilk olarak çalışılacak fosfomisin 

dilüsyon sayısı (0,125 mg/L-64 mg/L=10 dilüsyon) kadar steril petri plağı 

alınarak petrilerin üzerine antibiyotik konsantrasyonları not edildi. Bir adet 

de antibiyotik içermeyecek petri, üreme kontrolü için alındı. 14 cm çapında 

toplam 11 adet petri 52 adet kareye ayrılacak şekilde asetat kalemi ile çizildi 

(Şekil 3.2) ve kareler numaralandırıldı. 11 adet 50 ml hacmindeki steril falcon 

tüplerinin üstüne de uygun antibiyotik konsantrasyonları yazıldı. 
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Şekil 3.2: Agar dilüsyonda kullanılacak petri plakları 

Önceden hazırlanmış ve -80˚C’de tutulan 1000 mg/L konsantrasyonundaki 

fosfomisin stok çalışma solüsyonları oda ısısına getirildi. Her biri toplamda 5 

ml olacak şekilde 1,25 mg/L ve 640 mg/L konsantrasyon aralığında 10 

antibiyotik dilüsyon solüsyonu steril falcon tüpler içerisinde hazırlandı. Bu 

solüsyonlara 45’er ml besiyeri eklenerek 50 ml’ye tamamlandı ve tüpler 

vortekslendi. Bu şekilde antibiyotik solüsyonları 1/10 oranında dilüe olarak 

istenen son konsantrasyonlar (0,125 mg/L-64 mg/L) elde edildi. Antibiyotik 

içermeyen petri için hazırlanan tüpe ise 50 ml besiyeri konuldu. Her petriye 

uygun antibiyotik-besiyeri karışımları ortalama 4 mm kalınlıkta olacak 

şekilde döküldü ve petriler oda ısısında katılaşmaya bırakıldı. 

Çalışmada kullanılacak suşlar -20˚C’den çıkarılıp oda ısısına getirildikten 

sonra KKA’a pasajlanarak 18-24 saat 35±2˚C etüvde inkübe edildi. Üreyen 

kolonilerden ikinci kez KKA’a taze pasaj yapıldı. Çalışma günü saf üreyen 

taze bakteri kolonilerinden densitometre cihazı ile 0,5 McFarland (1x108 

CFU/ml) bulanıklığa eşit olacak şekilde bakteri süspansiyonu hazırlandı. 

Daha sonra 1/10 oranında serum fizyolojik ile sulandırılarak 107 CFU/ml 

bakteri yoğunluğu elde edildi. Bu solüsyondan otomatik pipet ile 2 µl alınarak 

petride suşa ait işaretlenen alan hizasına ekim yapıldığında petri üzerindeki 

son bakteri konsantrasyonu agar dilüsyon prosedüründe istenen 104 

CFU/ml oldu. Bakteri ekimleri öncelikle antibiyotik içermeyen üreme kontrol 

petrisine, ardından en düşük antibiyotik konsantrasyonu içeren petriden 

başlanarak daha yüksek antibiyotik konsantrasyonu içeren petrilere doğru 

yapıldı. Oda sıcaklığında inokülum alanları kuruduktan sonra petriler 

35±2˚C etüvde 18-24 saat inkübasyona bırakıldı. Agar dilüsyon testinin 
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kalite kontrolü Escherichia coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 suşları 

kullanılarak yapıldı. 

İnkübasyon süresi sonunda petriler incelendi ve bakterinin üremesini 

engelleyen en düşük antibiyotik konsantrasyonu MİK olarak belirlendi. 

Bakteri üremeleri incelenirken hafif bulanıklıklar ve küçük tek koloniler 

ihmal edildi. MİK sonuçları EUCAST v.12.0 kriterlerine göre değerlendirilerek 

MİK ≤32 mg/L olan değerler duyarlı, >32 mg/L olan değerler ise dirençli 

olarak yorumlandı. Agar dilüsyon testi, elde edilen sonuçları doğrulamak için 

iki kez çalışıldı. Şekil 3.3’te üreme kontrol petrisi görüntüsü, Şekil 3.4’te ise 

petrilerde üreme kabul edilen koloni görüntüleri verilmiştir. 

 

Şekil 3.3: Agar dilüsyon testinin üreme kontrol petrisi 

 

Şekil 3.4: Agar dilüsyon testinde petride üreyen koloniler 
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3.8 SIVI (BROTH) MİKRODİLÜSYON YÖNTEMİ 

Çalışmada kullanılan MRSA izolatlarının teikoplanin MİK değerleri, 

antimikrobiyal duyarlılığın belirlenmesinde altın standart olarak kabul edilen 

sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile çalışıldı. Fosfomisin MİK değerlerini 

saptamada, sıvı mikrodilüsyon testi önerilmese de dama tahtası yöntemi ile 

sinerji araştırması yapılacağı için çalışılacak izolatların fosfomisin MİK 

değerleri bu yöntemle de araştırıldı. 

Sıvı mikrodilüsyon yönteminde 96 kuyucuklu U tabanlı steril mikroplakalar 

kullanıldı. 48 MRSA suşu ve bir kalite kontrol suşu (S. aureus ATCC 29213) 

için toplam 13 mikroplaka hazırlandı. Her suşa her iki antibiyotik için birer 

satır ayrıldı. Teikoplanin başlangıç konsantrasyonu 16 µg/ml, fosfomisin 

başlangıç konsantrasyonu 64 µg/ml olarak belirlendi.  

Mikroplakalarda kullanılacak tüm kuyucuklara ilk olarak çoklu pipet 

yardımıyla 100 µl KAMHB (G-6-P içeren) konuldu. Satırların ilk kuyucuğuna 

antibiyotiklerin başlangıç konsantrasyonlarının iki katı, 100 µl hacminde 

eklendi. Çoklu pipet yardımıyla ilk kuyucuktan 100 µl alınıp sırasıyla diğer 

kuyucuklara, her kuyucukta 3-5 kez pipetaj yapılarak, aktarım sağlandı ve 

10. kuyucuğa kadar seri dilüsyon uygulandı. Son olarak 10. kuyucuktan 100 

µl alınıp dışarı atıldı. Satırların 11. kuyucuğu besiyeri kontrolü, 12. 

kuyucuğu ise üreme kontrolü olarak belirlendi ve bu kuyucuklara antibiyotik 

eklenmedi.  

Çalışmada kullanılacak suşlar agar dilüsyon yönteminde anlatıldığı gibi 

KKA’a iki kez pasaj yapıldıktan sonra üreyen taze kolonilerden 0,5 McFarland 

(1x108 CFU/ml) bulanıklığında süspansiyon hazırlandı ve 1/10 oranında 

serum fizyolojik ile seyreltildi (1x107 CFU/ml). Mikroplakalarda besiyeri 

kontrolü olan, 11. sütundaki kuyucuklar haricinde, tüm kuyucuklara 

hazırlanan bakteri süspansiyonundan beşer µl eklendi. Böylece 

kuyucuklarda istenen bakteri konsantrasyonuna (5x105 CFU /ml) ulaşılmış 

oldu. Daha sonra mikroplakalar 18-24 saat süreyle 35±2˚C etüvde 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda mikroplakalardaki tüm 

kuyucuklar incelenerek, satırlarda üremenin olmadığı en düşük antibiyotik 

konsantrasyonu MİK değeri olarak belirlendi. Şekil 3.5’te teikoplanin MİK 

değerlerinin araştırıldığı örnek bir mikroplaka görüntüsü verilmiştir. 
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Şekil 3.5: Sıvı mikrodilüsyon testi ile teikoplanin MİK değerlerinin araştırıldığı 

örnek bir mikroplaka 

3.9 DAMA TAHTASI (CHECKER BOARD) YÖNTEMİ  

Dama tahtası yönteminde 96 kuyucuklu U tabanlı steril mikroplakalar 

kullanıldı. 48 MRSA suşu ve bir kalite kontrol suşu (S. aureus ATCC 29213) 

için toplam 49 mikroplaka hazırlandı. Kullanılacak antibiyotik stok 

solüsyonları -80˚C’den çıkarıldı ve oda ısısına getirildikten sonra teikoplanin 

çalışma solüsyonu konsantrasyonu 32 µg/ml olarak, fosfomisin çalışma 

solüsyon konsantrasyonları ise ayrı ayrı steril kaplarda 0,5 µg/ml- 32 µg/ml 

aralığında yedi dilüsyon olacak şekilde hazırlandı. Her iki antibiyotiğin de 

çalışma solüsyonları hazırlanırken stok solüsyonlar KAMHB ile seyreltilerek 

hazırlandı. 

İlk olarak mikroplakalardaki birinci sütundan 10. sütuna (10. sütun dahil) 

kadar tüm kuyucuklara çoklu pipet yardımıyla 50µl KAMHB konuldu. 

Ardından 11. sütunun tüm kuyucuklarına 32 µg/ml konsantrasyonunda 

hazırlanan teikoplanin çalışma solüsyonundan, çoklu pipet yardımıyla 100’er 

µl eklendi. Bu kuyucuklardan 50’şer µl geri çekilip, ikinci sütuna kadar her 

kuyucukta 3-5 kez pipetaj yapılarak seri dilüsyon uygulandı. Son olarak 
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ikinci sütundaki kuyucuklardan 50’şer µl çekilip dışarı atıldı. Bu şekilde 

teikoplanin konsantrasyonları kuyucuklarda seri olarak seyreltilmiş oldu. 

Hazırlanan fosfomisin çalışma solüsyonlarından 32 µg/ml konsantrasyonu 

mikroplakaların H satırına, 16 µg/ml konsantrasyonu G satırına, 8 µg/ml 

konsantrasyonu F satırına, 4 µg/ml konsantrasyonu E satırına, 2 µg/ml 

konsantrasyonu D satırına, 1 µg/ml konsantrasyonu C satırına ve 0,5 µg/ml 

konsantrasyonu B satırına çoklu pipet yardımıyla 50’şer µl eklendi.  

Fosfomisin çalışma solüsyonları mikroplakaların 12. sütunundaki 

kuyucuklara konulmadı. Son olarak, A satırındaki ilk 11 kuyucuğa 50’şer µl 

ve H12 kuyucuğuna 100 µl KAMHB eklendi. A1 kuyucuğu üreme kontrolü 

(ÜK), H12 kuyucuğu ise besiyeri (sterilite) kontrolü (BK) olarak belirlendi 

(Tablo 3.1). 

Çalışmada kullanılacak suşlar muhafaza edildikleri -20˚C’den çıkarılıp KKA 

besiyerine pasajlandı. Besiyerleri 35±2°C etüv içerisinde 18-24 saat inkübe 

edildikten sonra üreyen kolonilerden aynı şekilde tekrar KKA’a pasaj yapıldı. 

Üremiş saf bakteri kolonilerinden densitometre cihazı ile 0.5 McFarland 

(1x108 CFU/ml) bulanıklıkta bakteri süspansiyonu hazırlandı ve ardından 

1/10 oranında serum fizyolojik ile dilüe edildi (1x107 CFU/ml). Bakteri 

süspansiyonu 12. sütundaki kuyucuklar dışında tüm kuyucuklara beşer µl 

eklendi. Böylece her kuyucukta istenen bakteri inokulüm konsantrasyonu 

(5x105 CFU/ml) sağlanmış oldu. Mikroplakalar kapakları kapatılarak 35±2°C 

etüv içerisinde 18-24 saat inkübe edildi.  
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Tablo 3.1: Dama tahtası çalışmasında teikoplanin ve fosfomisin kombinasyonunun 

plak düzeni 

↓ FOSFOMİSİN KONSANTRASYONLARI (µg/ml)  

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A  
ÜK 0,03  

  

0,06  

 

0,125  

 

0,25  

 

0,5  

 

1  

  

2  

  

4  

 

8 

  

16 

  

 

B  
 

0,25  

0,03  

0,25 

0,06  

0,25   

0,125  

0,25   

0,25  

0,25   

0,5  

0,25   

1  

0,25   

2  

0,25 

4  

0,25   

8 

0,25 

16 

0,25   

 

C  
 
0,5 

0,03  

0,5  

0,06  

0,5  

0,125  

0,5  

0,25  

0,5  

0,5  

0,5 

1  

0,5  

2  

0,5  

4  

0,5  

8 

0,5  

16 

0,5  

 

D  
 

1 
0,03  

 1 

0,06  

1  

0,125  

1  

0,25  

1  

0,5  

1  

1  

1  

2  

1  

4  

1  

8 

1  

16 

1  

 

E  
 

2  

0,03  

2   

0,06  

2   

0,125  

2   

0,25  

2   

0,5  

2   

1  

2   

2  

2 

4  

2   

8 

2 

16 

2   

 

F  
 

4 

0,03  

4  

0,06  

4  

0,125  

4  

0,25  

4  

0,5  

4  

1  

4  

2  

4  

4  

4  

8 

4  

16 

4 

 

G  
 

8  

0,03  

8  

0,06  

8   

0,125  

8   

0,25  

8 

0,5  

8   

1  

8   

2  

8   

4  

8   

8 

8   

16 

8  

 

H  
 

16 

0,03  

16 

0,06  

16 

0,125  

16  

0,25  

16 

0,5  

16   

1  

16   

2  

16 

4  

16   

8 

16   

16 

16  

BK 

←TEİKOPLANİN KONSANTRASYONLARI (µg/ml) 

İnkübasyon süresi sonunda kuyucuklardaki üremeler öncelikle gözle 

değerlendirildi. Ayrıca tüm mikroplakaların, spektrofotometrede (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Massachusetts, ABD) 490 nm’de optik yoğunlukları 

ölçüldü ve kaydedildi. Yatay eksendeki ilk sırada üremenin inhibe olduğu en 

düşük konsantrasyon çalışılan suş için teikoplanin MİK değeri, düşey 

eksendeki ilk sırada üremenin inhibe olduğu en düşük konsantrasyon 

çalışılan suş için fosfomisin MİK değeri olarak kabul edildi. Mikroplakalarda 

üreme olmayan tüm kuyucuklar taranıp not edildi. Bu kuyucuklarda 

kombinasyondaki her iki ilacın FİK değerleri hesaplandı ve FİK değerleri 

toplanarak ΣFİK değerlerine ulaşıldı. Mikroplakada tespit edilen en düşük 

ΣFİK değeri değerlendirmeye alınıp kaydedildi ve kombinasyonun etkinliği bu 

şekilde belirlendi (54). 

FİK Teikoplanin = Teikoplaninin kombinasyondaki MİK değeri / 

Teikoplaninin tek başına MİK değeri  

FİK Fosfomisin = Fosfomisinin kombinasyondaki MİK değeri / Fosfomisinin 

tek başına MİK değeri 
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ΣFİK = FİK Teikoplanin + FİK Fosfomisin 

ΣFİK ≤ 0,5 ise sinerjistik etkileşim  

0,5 < ΣFİK < 1 ise additif etkileşim (kısmi sinerjizm) 

1 ≤ ΣFİK ≤ 4 ise indiferans 

ΣFİK > 4 ise antagonistik etkileşim olarak değerlendirildi. 

3.10 SİNERJİ SAPTANMASI İÇİN ZAMANA BAĞLI ÖLDÜRME TESTİ 

(TİME-KİLL) 

Agar dilüsyon yöntemi ile fosfomisin MİK değeri, sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

ile teikoplanin MİK değeri tespit edilen, dama tahtası yöntemi ile de sinerjizm 

gösteren izolatlardan rastgele olarak 2 numaralı izolat seçildi. Bu izolatın 

dama tahtası yönteminde sinerjizm görülen kombinasyondaki antibiyotik 

konsantrasyonları belirlendi. Time-kill yönteminde sinerjizm beklenen 

durumlarda antibiyotiklerin genellikle MİK/4 ve MİK/8 konsantrasyonları 

test edildiğinden bu değerler 2 numaralı suş için hesaplandı. Testte 

örnekleme zaman noktaları ise 0., 3., 6., 12. ve 24. saatler olarak belirlendi.  

Antibiyotiklerin stok solüsyonları -80˚C’den çıkarıldı ve oda ısısına getirildi. 

Stok solüsyonlar steril distile su ile sulandırılarak, time-kill yönteminde test 

edilecek antibiyotik konsantrasyonlarının 100 katı olacak şekilde birer 

mililitre hazırlandı. Hazırlanan bu konsantrasyonlar, test edilen suşun 

teikoplanin MİK değeri 0,5; fosfomisin MİK değeri 4 olduğundan, teikoplanin 

MİK/4 konsantrasyonu için 12,5 µg/ml, MİK/8 konsantrasyonu için 6,25 

µg/ml; fosfomisin MİK/4 konsantrasyonu için 100 µg/ml ve MİK/8 

konsantrasyonu için 50 µg/ml’dir.  

100 mililitre hazırlanan katyon ayarlı Mueller Hinton broth besiyeri için 2,5 

mg G-6-P tartıldı. G-6-P, 20 ml ayrılan KAMHB içinde çözülüp, membran 

filtreden geçirilerek besiyerine eklendi. Tekil antibiyotik çalışılacak steril 

tüplere 9,9 ml, kombinasyon çalışılacak tüplere 9,8 ml, sterilite ve üreme 

kontrolü yapılacak tüplere ise 10 ml KAMHB konuldu. Sterilite ve üreme 

kontrol tüpleri haricindeki diğer tüplere hazırlanan uygun antibiyotik 

solüsyonlarından 0,1’er ml eklendi (Şekil 3.6). 
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Test edilecek izolat -20˚C’den çıkarılıp KKA besiyerine pasajlandı. Besiyeri 

35±2°C etüv içerisinde 18-24 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda 

üreyen kolonilerden aynı şekilde ikinci kez pasaj yapıldıktan sonra üreyen 

saf bakteri kolonilerinden serum fizyolojik ile 0.5 McFarland (1x108 CFU/ml) 

bulanıklıkta bakteri süspansiyonu hazırlandı. Daha sonra bu 

süspansiyondan 50’şer µl (5x106 CFU/ml) alınarak sterilite kontrol tüpü 

dışındaki tüm tüplere eklendi. Böylece her tüpte istenen bakteri 

konsantrasyonu (5x105 CFU/ml) sağlanmış oldu. 

 

Şekil 3.6: Zamana bağlı öldürme testinde kullanılan antibiyotik solüsyonları 

Sterilite kontrol tüpü haricindeki yedi tüp için her örnekleme zaman noktası 

öncesinde 42 ependorfa 0,9 ml fizyolojik tuzlu su konuldu. Çalışmada 

kullanılacak toplam 210 steril petri plağı (Tryptic Soy agar ve %5 koyun kanlı 

agar) önceden hazırlandı. Her çalışma saati öncesinde 42 petri plağı sırasıyla 

tüp içeriğine, örnekleme zamanına ve dilüsyon sayısına göre 

numaralandırıldı. Örneğin MİK/8 konsantrasyonunda teikoplanin içeren 

tüpün 6. saatte 4. dilüsyonu için kullanılan petri ‘8T-6-4’ olarak 

numaralandırıldı.  Sterilite kontrol tüpünden alınan 0,1 ml örnek her 

çalışmada bir petri plağına ekildi. Diğer yedi tüp ise vortekslendikten sonra 

her birinden 0,1 ml örnek alınarak hazırlanan ilk yedi ependorfa eklendi ve 

tüpler örnekleme zaman noktalarında çıkarılmak üzere 35±2°C etüvde 

inkübasyona alındı. Ependorflar vortekslendikten sonra beş kat seri dilüsyon 

uygulandı. Bunun için ependorflara daha yüksek konsantrasyondaki 

ependorftan 0,1 ml eklendi ve her seferinde ependorflar vortekslendi. 
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Ardından her bir ependorftan alınan 0,1 ml hacminde örnek uygun 

numaralandırılmış petriye yayılarak ekildi. Petriler 24 saat sonra 

değerlendirilmek üzere 35±2°C etüvde inkübasyona alındı.  

İnkübasyon süresi sonunda petriler incelendiğinde 30-300 arası koloni sayısı 

bulunan petriler sayıldı. Bulunan sayılar ekim yapılırken uygulanan 

dilüsyonların katsayısı ile çarpılarak mililitredeki CFU sayısı hesaplandı. 

Zamana bağlı öldürme grafiği çizilebilmesi için hesaplanan sayının 10 

tabanında logaritması alındı. Örneğin MİK/8 konsantrasyonunda 

teikoplanin içeren tüpün 6. saatte 4. dilüsyonu için kullanılan petride 150 

koloni sayımı yapıldığında, 4. dilüsyon olduğu için 104’le ve 0,1 ml örnek 

alındığı için de 10’la çarpıldı. Total koloni sayısı 1,5 X 102+4+1 yani 1,5 X 107 

oldu ve 10 tabanında logaritması alındığında 7,17 bulundu. Şekil 3.7’de 

teikoplaninin MİK/8 konsantrasyonunun 6. saatte ekilmiş petrilerinin 24 

saat sonraki üreme durumu gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.7: Zamana bağlı öldürme testi çalışmasında teikoplaninin MİK/8 

konsantrasyonunun 6. saatte ekilmiş petrilerinin 24 saat sonraki üreme durumu 

Zamana bağlı öldürme testi sonuçları yorumlamasında, sinerjizm en etkili 

bulunan ajana kıyasla uygulanan kombinasyon ile canlı koloni sayısındaki 

≥2-log10 CFU/ml azalma, antagonizm en etkili bulunan ajana kıyasla 

uygulanan kombinasyon ile canlı koloni sayısındaki ≥2-log10 CFU/ml artma 

ve bakterisidal etkinlik başlangıç inokülumüne göre canlı bakteri sayısındaki 

≥3-log10 CFU/ml azalma olması şeklinde tanımlandı (54).
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BÖLÜM 4 

 

 

BULGULAR 

 

 

4.1 KLİNİK İZOLATLARIN ÖZELLİKLERİ 

Klinik örneklerin alındığı hastaların 25’i (%52) kadın ve yaşlarının medyan 

değeri 53 (minimum=0, maksimum=95) iken, hastaların 23’ü (%48) erkek ve 

yaşlarının medyan değeri 65’tir (minimum=0, maksimum=92). Tüm 

hastaların yaşlarının medyan değeri ise 55’tir. 

Bu çalışmada kullanılan 48 adet MRSA suşunun %46’sı kan kültürü, %21’i 

yara yeri kültürü ve %13’ü trakeal aspirat kültürü, %8’i balgam kültürü, 

%4’ü aspirat sıvısı kültürü, %2’si eklem sıvısı kültürü, %2’si bronkoalveolar 

lavaj kültürü, %2’si nazofarenks kültürü ve %2’si burun kültürüdür. 

Çalışmaya dahil edilen izolatların klinik örneklere göre dağılımı Tablo 4.1’de 

verilmiştir.  

Tablo 4.1: Çalışılan MRSA izolatlarının klinik örneklere göre dağılımı (n=48) 

Klinik Örnekler n (İzolat Sayısı) Yüzde (%) 

Kan 

Yara 

Trakeal Aspirat 

Balgam 

Aspirat sıvısı 

Eklem sıvısı 

Bronkoalveolar lavaj 

Nazofarenks 

Burun 

22 

10 

6 

4 

2 

1 

1 

1 

1 

46 

21 

13 

8 

4 

2 

2 

2 

2 

Toplam 48 100 

 



Bulgular 

 42 

Çalışmamızda kullandığımız suşların 23’ü (%48) servislerden, 16’sı (%33) 

yoğun bakımdan ve dokuzu (%19) polikliniklerden gelen örneklerden yapılan 

kültürlerde üretilmiştir.  Çalışmamızdaki MRSA suşlarının en fazla izole 

edildiği bölümler çocuk hastalıkları servisi/yoğun bakımı (%19), COVİD-19 

servisi/yoğun bakımı (%10,4) ve iç hastalıkları bölümüdür (%10,4). 

Çalışmada kullanılan örneklerin gönderildikleri kliniklere göre yüzdelik 

dağılımı Tablo 4.2’de verilmiştir. 

Tablo 4.2: Çalışılan MRSA izolatlarının gönderildikleri kliniklere göre dağılımı 

Bölüm 
n (İzolat 
Sayısı) 

Yüzde (%) 

Acil Tıp 3 6,2 

Anesteziyoloji ve Reanimasyon 3 6,2 

COVİD-19 Servisi ve Yoğun Bakımı 5 10,4 

Çocuk Hastalıkları ve Yoğun Bakımı 9 19 

Enfeksiyon Hastalıkları 3 6,2 

Fizik Tedavi 1 2,1 

Genel Cerrahi Kliniği ve Yoğun Bakımı 4 8,3 

Göğüs Hastalıkları 4 8,3 

Göz Hastalıkları 1 2,1 

İç Hastalıkları 5 10,4 

Kadın Doğum Hastalıkları 1 2,1 

Kalp Damar Cerrahisi 1 2,1 

Koroner Yoğun Bakım 1 2,1 

Nöroloji 1 2,1 

Ortopedi 4 8,3 

Plastik Cerrahi 2 4,1 

Toplam 48 100 

4.2 SUŞLARIN SEFOKSİTİN DİSKİ İNHİBİSYON ZON ÇAPLARI VE 

ANTİBİYOTİK MİNİMAL İNHİBİTÖR KONSANTRASYON (MİK) 

SONUÇLARI 

VİTEK 2 otomatize sistem ile sefoksitin tarama testi sonuçları pozitif olan 56 

S. aureus izolatı sefoksitin disk difüzyon yöntemi ile metisilin direnci 

yönünden test edilmiştir. Sekiz izolat disk difüzyon yöntemi ile metisiline 

duyarlı (zon çapı ≥22 mm) bulunmuştur. Çalışmamızda kullandığımız 48 
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MRSA suşunun ölçülen sefoksitin diski inhibisyon zon çapları Tablo 4.3’te 

verilmiştir. 

Tablo 4.3: MRSA izolatlarının disk difüzyon yöntemi çalışmasında ölçülen 

sefoksitin diski inhibisyon zon çapları 

Suş 

numarası 

FOX disk 

zonu 

Suş 

numarası 

FOX disk 

zonu 

Suş 

numarası 

FOX disk 

zonu 

1 6 mm 17 14 mm 33 19 mm 

2 16 mm 18 13 mm 34 14 mm 

3 11 mm 19 11 mm 35 6 mm 

4 6 mm 20 21 mm 36 14 mm 

5 16 mm 21 16 mm 37 12 mm 

6 14 mm 22 6 mm 38 12 mm 

7 11 mm 23 6 mm 39 11 mm 

8 12 mm 24 11 mm 40 14 mm 

9 11 mm 25 11 mm 41 10 mm 

10 11 mm 26 7 mm 42 14 mm 

11 16 mm 27 6 mm 43 8 mm 

12 11 mm 28 14 mm 44 9 mm 

13 8 mm 29 14 mm 45 8 mm 

14 13 mm 30 11 mm 46 12 mm 

15 21 mm 31 13 mm 47 7 mm 

16 16 mm 32 14 mm 48 6 mm 

Çalışmada incelenen 48 MRSA suşunun fosfomisin antibiyotik duyarlılık 

testleri referans yöntem olan agar dilüsyon yöntemi ve sıvı mikrodilüsyon 

yöntemi ile çalışılmış, teikoplanin antibiyotik duyarlılıkları ise referans 

yöntem olan sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile çalışılmıştır. Bu testlerde 

bulunan sonuçlar, suşların VITEK 2 otomatize sistem antibiyogram sonuçları 

ile Tablo 4.4’te verilmiştir. Kalite kontrol suşlarının agar dilüsyon yöntemi ile 

saptanan fosfomisin MİK değerleri Tablo 4.5’te verilmiştir. 
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Tablo 4.4: MRSA suşlarının fosfomisin ve teikoplanin MİK sonuçları (µg/ml) 

Suş numarası 

Fosfomisin MİK Değerleri 
Teikoplanin MİK 

Değerleri 

Agar 

dilüsyon 

Sıvı mikro-

dilüsyon 
VİTEK-2 

Sıvı mikro-

dilüsyon 
VİTEK-2 

1 64 16↑ 64 4 2 

2 4 4 <=8,0 0,5 <=5,0 

3 8 8 <=8,0 1 <=5,0 

4 64↑ 16↑ >=128,0 4 4 

5 8 8 <=8,0 0,5 <=5,0 

6 8 8 <=8,0 0,5 4 

7 16 16 <=8,0 1 <=5,0 

8 2 8 <=8,0 0,5 <=5,0 

9 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

10 2 2 <=8,0 0,25 <=5,0 

11 4 8 <=8,0 0,125 <=5,0 

12 2 2 <=8,0 1 <=5,0 

13 1 1 <=8,0 1 <=5,0 

14 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

15 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

16 1 2 <=8,0 1 <=5,0 

17 1 4 <=8,0 1 <=5,0 

18 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

19 1 1 <=8,0 0,5 <=5,0 

20 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

21 16 16 <=8,0 0,5 <=5,0 

22 2 4 <=8,0 1 <=5,0 

23 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

24 2 4 <=8,0 0,5 <=5,0 

25 4 4 <=8,0 0,25 <=5,0 

26 4 4 <=8,0 1 <=5,0 

27 64↑ 16↑ >=128,0 4 4 

28 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

29 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

30 8 8 <=8,0 0,25 <=5,0 

31 2 4 <=8,0 0,5 <=5,0 

32 2 2 <=8,0 0,125 <=5,0 

33 1 1 <=8,0 0,25 <=5,0 

34 1 1 <=8,0 0,5 <=5,0 

35 1 1 <=8,0 0,5 1 

36 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

37 1 1 <=8,0 0,5 <=5,0 

38 2 2 <=8,0 0,25 <=5,0 

39 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

40 2 2 <=8,0 0,25 <=5,0 

41 2 4 <=8,0 0,125 <=5,0 

42 2 2 <=8,0 0,25 <=5,0 

43 4 4 <=8,0 1 4 

44 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

45 2 2 <=8,0 1 <=5,0 

46 4 4 <=8,0 0,25 <=5,0 

47 2 2 <=8,0 0,5 <=5,0 

48 1 1 <=8,0 0,5 <=5,0 

S. aureus 

(ATCC 

29213) 

2 2 <=8,0 0,25 - 

E. coli (ATCC 

25922) 
1 0,5 - - - 
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Tablo 4.5: Kalite kontrol suşlarının agar dilüsyon yöntemi ile saptanan fosfomisin 

MİK değerleri 

Kalite Kontrol Suşları 
Agar Dilüsyon 

MİK Sonucu 

MİK Aralık (mg/L) 

(EUCAST) 

S.aureus (ATCC29213) 2 0.5-4 

E.coli (ATCC25922) 1 0.5-2 

 

Şekil 4.1: Agar dilüsyon çalışmasında 32 mg/L konsantrasyonunda fosfomisin 

bulunan petride üreyen dirençli suşlar 

48 MRSA suşu referans yöntemlere göre değerlendirildiğinde 3 suşun (1, 4 ve 

27 numaralı suşlar) hem fosfomisine hem teikoplanine dirençli olduğu 

görülmüştür. Bu suşların agar dilüsyon çalışmasında 32 mg/L 

konsantrasyonunda fosfomisin içeren petri plağında üremeleri Şekil 4.1’de 

gösterilmiştir. 1 ve 4 numaralı suşlar kan kültüründen, 27 numaralı suş ise 

trakeal aspirat kültüründen izole edilmiştir. Geri kalan 45 suş ise referans 

yöntemlere göre her iki antibiyotiğe de duyarlı bulunmuştur. 

4.3  TEİKOPLANİN-FOSFOMİSİN KOMBİNASYON ÇALIŞMASINDAN 

ELDE EDİLEN MİK, FİK VE ΣFİK DEĞERLERİ 

Referans yöntemlere göre çalışılan suşların MİK değerleri dikkate alınarak 

dama tahtası (checkerboard) testi çalışılmış ve kombinasyondaki 

antibiyotiklerin MİK değerleri tespit edilmiştir. Tespit edilen MİK değerlerine 

göre FİK değerleri ve kombinasyonların en düşük ΣFİK değerleri 

hesaplanmıştır. Mikroplakaların incelenmesine örnek olarak 4 numaralı 
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suşun dama tahtası testi Şekil 4.2’de, üreme durumunun değerlendirilmesi 

Tablo 4.6’da, teikoplanin ve fosfomisin MİK, FİK değerleri, kombinasyonun 

ΣFİK sonuçları ve yorumu Tablo 4.7’de verilmiştir. Dama tahtası yönteminde 

tüm suşların fosfomisin ve teikoplanin için hesaplanan MİK, FİK değerleri, 

antibiyotik kombinasyonlarının ΣFİK sonuçları ve yorumu ise Tablo 4.8’de 

verilmiştir. 

 

Şekil 4.2: 4 numaralı suşun dama tahtası testi 

Tablo 4.6: 4 numaralı suşun mikroplakada üreme durumunun değerlendirilmesi 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A ÜK TEC 

0,03 

TEC 

0,06 

TEC 

0,12 

TEC 

0,25 

TEC 

0,5 

TEC 

1 

TEC 

2 

TEC 

4 

TEC 

8 

TEC 

16 

 

B FOS 

0,25 

       ADD    

C FOS 

0,5 

       ADD    

D FOS 

1 

       ADD    

E FOS 

2 

      ADD     

F FOS 

4 

     SİN      

G FOS 

8 

     SİN      

H FOS 

16 

    SİN-

ADD 

     BK 

(Açıklama: Koyu olarak boyanmış kuyucuklar üreme olan kuyucukları, boyanmamış kuyucuklar üreme 
olmayan kuyucukları göstermektedir. TEC: Teikoplanin, FOS: Fosfomisin, ÜK: üreme kontrol kuyucuğu, 
BK: besiyeri kontrol kuyucuğu, ADD: additif, SİN: sinerji) 
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Tablo 4.7: 4 numaralı suşun Teikoplanin (TEC) ve Fosfomisin (FOS) MİK (µg/ml), 

FİK, kombinasyonun ΣFİK sonuçları ve yorumu 

Kuyucuk 
TEC 
MİK 

TEC 
FİK 

FOS 
MİK 

FOS FİK 
TEC-FOS 

ΣFİK 
Yorum 

B9 4 1 0,25 ≤0,007 1<x ≤1,007 Additif 

C9 4 1 0,5 ≤0,015 1<x ≤1,015 Additif 

D9 4 1 1 ≤0,03 1<x ≤1,03 Additif 

E8 2 0,5 2 ≤0,06 0,5<x ≤0,56 Additif 

F7 1 0,25 4 ≤0,12 0,25<x ≤0,37 Sinerji 

G7 1 0,25 8 ≤0,25 0,25<x ≤0,5 Sinerji 

H6 0,5 0,12 16 ≤0,5 ≤0,62 Sin-Add 

Tablo 4.8: Teikoplanin-fosfomisin kombinasyon çalışmasından elde edilen MİK 

(µg/ml), FİK, ΣFİK değerleri ve çalışmanın yorumu 

Suş no- 

kuyucuk 
Örnek türü 

TEC 

MİK 

FOS 

MİK 

TEC 

kombinasyon 
MİK-FİK 

FOS 
kombinasyon 

MİK-FİK 

TEC-
FOS 
ΣFİK 

YORUM 

1.-G7 Kan 4 ≥32 1-0,25 8- ≤0,25 ≤0,5 Sinerji 

2.-C2 Kan 0,5 4 0,03-0,06 0,5-0,125 0,18 Sinerji 

3.-D4 Kan 1 8 0,125-0,125 1-0,125 0,25 Sinerji 

4.-F7 Kan 4 ≥32 1-0,25 4-≤0,125 ≤0,37 Sinerji 

5.-E4 Kan 0,5 8 0,125-0,25 2-0,25 0,5 Sinerji 

6.-D4 Kan 0,5 8 0,125-0,25 1-0,125 0,37 Sinerji 

7.-D4 Kan 1 16 0,125-0,125 1-0,06 0,18 Sinerji 

8.-F3 Kan 0,5 8 0,06-0,12 4-0,5 0,62 Additif 

9.-D2 Kan 0,5 2 0,03-0,06 1-0,5 0,56 Additif 

10.-D2 Kan 0,25 2 0,03-0,12 1-0,5 0,62 Additif 

11.-D2 Kan 0,125 8 0,03-0,24 0,125-0,01 0,25 Sinerji 

12.-B5 Kan 1 2 0,25-0,25 0,25-0,125 0,37 Sinerji 

13.-C5 Kan 1 1 0,25-0,25 0,5-0,5 0,75 Additif 

14.-C4 Kan 0,5 2 0,125-0,25 0,5-0,06 0,31 Sinerji 

15.-B4 Kan 0,5 2 0,125-0,25 0,25-0,125 0,37 Sinerji 

16.-C5 Kan 1 2 0,25-0,25 0,5-0,25 0,5 Sinerji 

17.-4C Kan 1 4 0,125-0,125 0,5-0,125 0,25 Sinerji 

18.-D2 Kan 0,5 2 0,03-0,06 1-0,5 0,56 Additif 

19.-B5 Kan 0,5 1 0,25-0,5 0,25-0,25 0,75 Additif 

20.-D4 Kan 0,5 2 0,125-0,25 1-0,5 0,75 Additif 

21.-D3 Kan 0,5 16 0,06-0,12 1-0,06 0,18 Sinerji 

22.-E2 Trakeal 1 4 0,03-0,03 2-0,5 0,53 Additif 

23.-D4 Yara 0,5 2 0,125-0,25 1-0,5 0,75 Additif 

24.-D3 Trakeal 0,5 4 0,06-0,125 1-0,25 0,37 Sinerji 

25.-C3 Trakeal 0,25 4 0,06-0,25 0,5-0,125 0,37 Sinerji 

26.-D3 Eklem 1 4 0,06-0,06 1-0,25 0,31 Sinerji 

27.-H3 Trakeal 4 ≥32 0,06-0,015 16-≤0,5 ≤0,51 Sinerji 

28.-B3 Yara 0,5 2 0,06-0,12 0,25-0,12 0,25 Sinerji 

devam ediyor 
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Tablo 4.8 - önceki sayfadan devam ediyor 

Suş no- 

kuyucuk 
Örnek türü 

TEC 

MİK 

FOS 

MİK 

TEC 

kombinasyon 
MİK-FİK 

FOS 
kombinasyon 

MİK-FİK 

TEC-
FOS 
ΣFİK 

YORUM 

29.-C3 Trakeal 0,5 2 0,06-0,12 0,5-0,25 0,37 Sinerji 

30.-D2 Aspirat 0,25 8 0,03-0,12 1-0,125 0,25 Sinerji 

31.-D2 Trakeal 0,5 4 0,03-0,06 1-0,25 0,31 Sinerji 

32.-C3 Yara 0,125 2 0,06-0,5 0,5-0,25 0,75 Additif 

33.-C3 Yara 0,25 1 0,06-0,25 0,5-0,5 0,75 Additif 

34.-C2 Bal 0,5 1 0,03-0,06 0,5-0,5 0,56 Additif 

35.-B5 Yara 0,5 1 0,25-0,5 0,25-0,25 0,75 Additif 

36.-B4 Yara 0,5 2 0,125-0,25 0,25-0,125 0,37 Sinerji 

37.-C4 Yara 0,5 1 0,125-0,25 0,5-0,5 0,75 Additif 

38.-D4 Yara 0,25 2 0,125-0,5 1-0,5 1 Additif 

39.-C5 Aspirat 0,5 2 0,25-0,5 0,5-0,25 0,75 Additif 

40.-D3 Yara 0,25 2 0,06-0,25 1-0,5 0,75 Additif 

41.-E2 Balgam 0,125 4 0,03-0,25 2-0,5 0,75 Additif 

42.-D2 Balgam 0,25 2 0,03-0,12 1-0,5 0,62 Additif 

43.-C5 Balgam 1 4 0,25-0,25 0,5-0,12 0,37 Sinerji 

44.-D2 Nazofarenks 0,5 2 0,03-0,06 1-0,5 0,56 Additif 

45.-D4 Burun 1 2 0,12-0,12 1-0,5 0,62 Additif 

46.-D2 Yara 0,25 4 0,03-0,12 1-0,25 0,37 Sinerji 

47.-D5 Balgam 0,5 2 0,25-0,5 1-0,5 1 İndiferans 

48.-C3 Kan 0,5 1 0,06-0,12 0,5-0,5 0,62 Additif 

S. 
aureus-

D2 (ATCC29213) 0,25 2 0,03-0,12 1-0,5 0,62 Additif 

48 MRSA suşunun dama tahtası yöntemi ile teikoplanin-fosfomisin 

kombinasyon çalışması sonucunda 25’inde (%52) sinerjistik etki, 22’sinde 

(%46) additif etki (kısmi sinerjizm) ve birinde (%2) indiferans etki tespit 

edilmiştir. Çalışmada antagonizma tespit edilmemiştir. Sonuçlar Tablo 4.9’da 

verilmiştir. 

Referans yöntemler ile hem fosfomisine hem teikoplanine dirençli bulunan 

üç suşta (1,4 ve 27 numaralı suşlar) sinerjistik etki görülmüştür. 

Tablo 4.9: Çalışılan suşların kombinasyonun etkinliğine göre durumu 

  SUŞ numaraları Toplam 

Sonuç 

 

Sinerji 
1,2,3,4,5,6,7,11,12,14,15,16,17,21,24, 

25,26,27,28,29,30,31,36,43,46 
25 (%52) 

Additif 
8,9,10,13,18,19,20,22,23,32,33,34,35, 

37,38,39,40,41,42,44,45,48 
22 (%46) 

İndiferans 47 1 (%2) 

Antagonizma  0 
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4.4  SİNERJİ SAPTANMASI İÇİN ZAMANA BAĞLI ÖLDÜRME TESTİ 

(TİME-KİLL) SONUÇLARI 

Zamana bağlı öldürme testinde 2 numaralı izolatın 1/4 MİK ve 1/8 MİK 

konsantrasyonunda teikoplanin, fosfomisin ve her iki antibiyotiğin bu 

konsantrasyonlarda hazırlanan kombinasyonları test edilmiştir. Çalışma 

sonunda örnekleme zaman noktalarında tüplerde mililitrede bulunan CFU 

sayısı hesaplanarak 10 tabanında logaritması alınmış ve sonuçlar Tablo 

4.10’da verilmiştir. 

Tablo 4.10: 2 numaralı izolatın zamana bağlı öldürme testinde değerlendirme 

saatlerindeki canlı koloni sayısı (LOG10) (*: sinerji) 

 LOG10 CANLI KOLONi SAYISI (CFU/ML) 

0. saat 3. saat 6. saat 12. saat 24. saat 

1/8 MİK TEC     5,7     6,5     7,1     7,8     8,2 

1/8 MİK FOS 5,7 4,9 5,2 6,7 7,7 

1/8 MİK TEC+1/8 MİK FOS 5,7 4,2 4,0 4,5* 5,2* 

1/4 MİK TEC 5,7 5,9 6,3 5,8 7,5 

1/4 MİK FOS 5,7 4,5 5,0 6,1 7,3 

1/4 MİK TEC+1/4 MİK FOS    5,7 3,7 2,7* 3,1* 3,9* 

ÜREME KONTROL     5,7     7,1     7,9     8,3     9,8 

STERİLİTE KONTROL     0     0     0     0     0 

Time-kill testinde çalışılan suşun 1/8 MİK TEC+1/8 MİK FOS (0,06 μg/ml 

TEC ve 0,5 μg/ml FOS) kombinasyonu incelendiğinde en etkili ajana kıyasla 

canlı bakteri sayısının Log10 tabanındaki farkının 2’nin üzerinde olduğu 12. 

ve 24. saatte sinerjizm ve 1/4 MİK TEC+1/4 MİK FOS (0,12 μg/ml TEC ve 1 

μg/ml FOS) kombinasyonu incelendiğinde ise 6. saat, 12. saat ve 24. saatte 

sinerjizm görülmüştür.  

Time-kill testinde 1/4 MİK TEC+1/4 MİK FOS kombinasyonunda başlangıç 

inokülumüne göre canlı bakteri sayısının Log10 tabanındaki farkının 3’ün 

üzerinde olduğu 6. saatte bakterisidal etkinlik olduğu, 12. saat ve 24. saatte 

ise bakterisidal etkinin kaybolduğu görülmüştür. 

Çalışılan suşun zamana bağlı öldürme grafiği Şekil 4.3’te verilmiştir. 
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Şekil 4.3: 2 numaralı izolatın antibiyotiklerin ve antibiyotik kombinasyonlarının 

1/4x MİK ve 1/8x MİK değerleri için zamana bağlı öldürme grafiği 
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BÖLÜM 5 

 

 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 

5.1 TARTIŞMA 

MRSA ilk kez 1960’larda tanımlanmış olup 1980’li yıllardan itibaren 

hastanelerde önemli bir etken haline gelmiştir. Başlangıçta hastanelerde, 

özellikle de yoğun bakım ünitelerinde endemik bir patojen olarak bulunsa da 

zamanla toplum kaynaklı MRSA enfeksiyonları görülmeye başlanmıştır. 

MRSA’nın ülkeler ve kıtalar arası yayılımı, enfekte hastalar ve personel 

aracılığıyla gerçekleşmiştir. MRSA suşlarına bağlı enfeksiyonlar, metisiline 

duyarlı suşların neden olduğu enfeksiyonlardan daha yüksek ölüm oranları 

ile ilişkilidir. Ayrıca MRSA, hastanede kalış sürelerinin uzamasına ve buna 

bağlı olarak sağlık bakım masraflarının artmasına neden olmaktadır. MRSA 

enfeksiyonlarındaki en önemli sorun çoğul antibiyotik direncidir (38). Anti-

MRSA aktivitesi olan sefalosporinler (seftarolin ve seftobiprol) haricinde tüm 

beta-laktam antibiyotiklere dirençlidirler. Vankomisin ve teikoplanin, beta-

laktamlara dirençli Gram pozitif mikroorganizmaların neden olduğu 

enfeksiyonların tedavisinde günümüzde kullanılan glikopeptitlerdir. 

Vankomisin, ülkemiz de dahil olmak üzere tüm dünyada MRSA 

enfeksiyonlarının tedavisinde uzun yıllar yaygın olarak kullanılmıştır. 

Teikoplanin, vankomisine benzer antibakteriyel aktivite spektrumuna sahip 

bir lipoglikopeptittir ve Amerika Birleşik Devletleri dışında yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Teikoplaninin tedavide kullanımı ile vankomisin 

kullanımına göre nefrotoksisite ve kırmızı adam sendromu gibi yan etkilerin 

daha az görüldüğü bilinmektedir (57). Glikopeptitlerin artan kullanımı, 

VISA,VRSA ve vankomisine heterojen dirençli  S. aureus (hVISA) suşlarının 

ortaya çıkmasına neden olmuştur. Bu suşlar, ciddi MRSA enfeksiyonlarında
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glikopeptit kullanımı ile tedavi başarısızlıklarına neden olmaktadır (7). Bu 

gibi durumlardan dolayı MRSA enfeksiyonlarında kullanılabilecek yeni 

antibakteriyel ilaçların geliştirilmesi önemlidir ancak bu uzun bir süreç 

gerektirir. Bu nedenle bazı araştırmacılar kullanımda olan ilaçların etkili 

olabilecek farklı gruptan ilaçlarla kombinasyon halinde uygulanmasına 

yönelmektedir. MRSA izolatları için sinerji çalışmaları bu temele 

dayanmaktadır. 

MRSA enfeksiyonlarında kullanılabilecek yeni antibiyotiklerin üretiminin 

azalması, mevcut antibiyotik kombinasyonlarının değerlendirilmesini 

gerektirmektedir. MRSA suşlarında yapılan antibiyotik sinerji çalışmalarına 

örnek olarak, Çokça ve arkadaşları (58) beş MRSA ve beş MSSA suşunda 

vankomisin ile rifampisin, amikasin, siprofloksasin ve imipenem 

kombinasyonlarının in vitro sinerjistik etkisini dama tahtası mikrodilüsyon 

yöntemi ile çalışmışlardır. Bu çalışmada MSSA suşları için, vankomisin-

amikasin ve vankomisin-siprofloksasin kombinasyonları sinerjistik etkili, 

MRSA suşlarında ise yalnızca vankomisin-imipenem kombinasyonu 

sinerjistik etkili bulunmuştur. Vankomisin-rifampisin kombinasyonu ise 

hem MSSA hem MRSA suşlarında indiferans etkili olarak tespit edilmiştir. 

Ülkemizde yapılan başka bir çalışmada, Dicle ve ark. (59) 54 adet MRSA 

suşunda yeşil çay ekstratı ile siprofloksasin kombinasyonunun sinerjistik 

etkinliğini dama tahtası yöntemi ile araştırmış ve 18 suşu (%33,3) etkisiz 

saptamış, 17 suşta (%31,5) additif etki ve 19 suşta (%35,2) ise sinerjistik etki 

saptamıştır. 

Aktaş ve ark. (60) 25 adet MRSA suşunda bir siklik lipopeptit olan 

daptomisinin rifampisin, gentamisin, fosfomisin ve fusidik asit ile 

kombinasyonlarının in vitro aktivitesini dama tahtası yöntemi ile araştırmış, 

sırasıyla %12, %68, %100 ve %16 sinerjistik etkileşim bulmuştur. Çalışmada 

antagonizma ise gözlenmemiştir. Bu çalışma ile bizim çalışmamızda ortak 

antibiyotik olan fosfomisinin daptomisin ile kombinasyonunun MRSA 

suşlarında %100 sinerjistik etki göstermesi dikkat çekmektedir. 

MRSA tedavisinde kombine antibiyoterapi ile ilgili veriler, in vitro deneylerin 

yapıldığı çalışmalar dışında klinik araştırmalardan da elde edilmektedir. 

Sipahi ve ark. (61) tarafından bildirilen bir olguda, subaraknoid kanama ve 

orta serebral arter bifurkasyonunda anevrizma nedeniyle opere edilen bir 
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hastanın MRSA’ya bağlı beyin apsesi gelişmiştir. Yapılan antibiyotik 

duyarlılık testinde MRSA, levofloksasin, linezolid, rifampin, vankomisin ve 

teikoplanine duyarlı bulunmuştur. Hasta moksifloksasin-vankomisin veya 

vankomisin-rifampin kombinasyon tedavilerine yanıt vermemiştir ve 

linezolid-rifampin kombinasyonu ile tedavi edilebilmiştir. 

Fosfomisin, dünya genelinde değişen uygulama endikasyonlarına sahip eski 

bir antibiyotiktir. MRSA ve genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) gibi 

farmakoterapiyi engelleyen bakteri suşlarının yakın zamanda ortaya çıkması, 

fosfomisin gibi uzun süredir kullanılan antimikrobiyal ajanların  yeniden 

klinik kullanıma girmesine neden olmuştur (52). Fosfomisin, diğer antibiyotik 

sınıflarına çapraz direnç göstermemektedir. Bu nedenle, diğer antibiyotiklerle 

kombinasyonu, dirençli bakterilere karşı potansiyel olarak sinerji gösterebilir 

(62). Fosfomisinin kombinasyon tedavisinde, özellikle Gram negatif 

mikroorganizmalara karşı çok umut verici olduğunu gösteren çalışmalar 

mevcutken, Gram pozitif mikroorganizmalara karşı klinik etkinliği hakkında 

çok az şey bilinmektedir (63). Bu nedenle son yıllarda fosfomisinin Gram 

pozitif bakterilere karşı antibakteriyel etkisini araştıran çalışmalar 

yapılmaktadır. İntravenöz kullanılan fosfomisinin S. aureus’a karşı 

antibakteriyel etkisinin ve farmakodinamik indeksinin araştırıldığı bir 

çalışmada (64) üç MSSA ve iki MRSA suşu kullanılmıştır. Bu çalışma 

sonucunda farmakodinamik parametreler (Cmax/MİK, AUC/MİK) elde 

edilmiş ve fosfomisinin S. aureus enfeksiyonlarında iyi bir terapötik seçenek 

olabileceği bildirilmiştir. Bunun dışında fosfomisinin S. aureus’un fagositler 

tarafından fagosite edilmesini ve hidroksil radikallerini indükleyerek hücre 

dışı ve hücre içi öldürülmesini artırdığını bildiren çalışmalar da mevcuttur 

(65). 

Fosfomisin içeren antibiyotik kombinasyon çalışmalarına örnek olarak Grif 

ve ark. (66) dama tahtası mikrodilüsyon tekniğini kullanarak, fosfomisin ile 

vankomisin, rifampisin, linezolid, kinopristin/dalfopristin, sefazolin, 

meropenem ve moksifloksasin kombinasyonlarının aktivitesini iki S. 

epidermidis ve beş S. aureus suşunda in vitro olarak incelemiştir. Bu 

kombinasyonların tümünde en yaygın etki, sinerjistik etki olarak bulunmuş; 

sadece fosfomisinin vankomisin ile kombinasyonunda yedi izolattan ikisinde 

antagonizma tespit edilmiştir. Bu çalışmaya benzer olarak Kussmann ve ark. 
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(67) ise beş MRSA ve beş MSSA suşunda fosfomisin-sefazolin kombinasyon 

tedavisini in vivo olarak Galleria mellonella modeli ile, in vitro olarak ise dama 

tahtası yöntemi ile test etmiş her iki yöntemde de yüksek düzeyde sinerjistik 

etki tespit etmiştir. Bu çalışmalardaki veriler, diğer antistafilokokal 

antimikrobiyallerle kombinasyon halinde kullanılan fosfomisinin önemli bir 

potansiyel antimikrobiyal ajan olduğunu göstermektedir.  

Antibiyotik kombinasyonlarının sinerjistik etkinliğinin araştırıldığı 

çalışmalarda dama tahtası yöntemi dışında bakterisidal etkinin 

değerlendirilebildiği zamana bağlı öldürme (time-kill) deneyleri de 

yapılmaktadır. Bu testte sinerjistik etkinliğin değerlendirilebilmesi için 

kullanılan antibiyotiklerin konsantrasyonları ve örnekleme zaman noktaları 

ile ilgili araştırmacılar farklı yöntemler kullanmaktadır. Bu durum testin 

standart bir uygulama ve değerlendirmesinin olmamasından 

kaynaklanmaktadır. Chen ve ark. (68) sekiz S. aureus suşunda linezolidin tek 

başına ve fosfomisin ile kombinasyonunun antibakteriyel etkisini dama 

tahtası ve time-kill deneyleri ile araştırmış, sekiz suş için de sinerjistik etki 

tespit etmiştir. Ayrıca 4xMİK konsantrasyonda fosfomisin ile kombine 

linezolid, en iyi sinerjistik antibakteriyel etkiyi göstermiş ve bu etki 24 saat 

boyunca korunmuştur. Ek olarak, hem tek başına hem de kombinasyon 

halinde antibiyotikler, konsantrasyona ve zamana bağlı bir şekilde artan 

antibiyotik sonrası etki (PAE) ve antibiyotik sonrası sub-MİK etki (PA-SME) 

değerleri göstermiştir. Bu çalışma sonucunda fosfomisin ile kombine 

linezolidin, S. aureus'a karşı iyi bir antibakteriyel etki gösterdiği tespit 

edilmiştir. Time-kill deneyi çalışılan başka bir çalışmada Coronado ve ark. 

(63) ciddi Gram pozitif enfeksiyona sahip olan ve fosfomisin içeren antibiyotik 

kombinasyon tedavisi almış 75 hastanın kayıtlarını retrospektif olarak 

incelemiş ve bu hastaların 61’inin başarıyla tedavi edildiğini tespit etmiştir. 

Bu çalışmada tedavide en etkili kombinasyonun daptomisin-fosfomisin 

antibiyotik kombinasyonu olduğu bildirilmiş, iki MRSA ve iki MSSA suşunda 

da time-kill yöntemi ile bu kombinasyonun antimikrobiyal aktiviteyi artırdığı 

gösterilmiştir. 

MRSA enfeksiyonlarının glikopeptit antibiyotikler ile tedavisi sürecinde MİK 

değerlerinde artış ve direnç gelişimi görülebilmektedir. Zheng ve ark. (69) iki 

MRSA ve iki hVISA suşunda 28 gün boyunca in vitro olarak tek başına 
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vankomisinin ve vankomisinle sırasıyla sefazolin, fosfomisin, gentamisin, 

meropenem, rifampin ve piperasilin kombinasyonlarının vankomisin 

MİK’lerine ve hücre duvar kalınlığına etkisini test etmiştir. Bu çalışmada 

yalnızca vankomisin ve beta-laktam antibiyotik kombinasyonlarının tedavi 

sırasında vankomisin MİK artışlarını önlediği ve hücre duvar kalınlığını 

önemli ölçüde azalttığı tespit edilmiştir. Tek başına vankomisin kullanımı ve 

beta-laktam içermeyen kombinasyonların kullanımında ise tedavinin 2-4. 

haftaları sırasında vankomisin MİK’lerinde ve hücre duvar kalınlığında artış 

görülmüştür. Özetle bu çalışma in vitro olarak S. aureus suşlarında 

vankomisin ile beta-laktam kombinasyon tedavisinin VISA gelişimini 

baskıladığını göstermiştir. 

Biyofilm oluşumunun antibiyotiklere dirençli bir durum oluşturmasından 

dolayı antibiyotik kombinasyonlarının S. aureus’un oluşturduğu biyofilme 

etkisini ölçen çalışmalar da yapılmaktadır. Tang ve ark. (70) planktonik ve 

biyofilme gömülü MRSA ve MSSA suşlarında rifampisin ve fosfomisinin farklı 

antistafilokokal antibiyotiklerle kombinasyonlarının etkinliğini incelemiştir. 

Fusidik asit, linezolid, vankomisin, teikoplanin, minosiklin ve tigesiklinle 

yapılan kombinasyon rejimlerinde incelenen sekiz fosfomisin 

kombinasyonunda, linezolid, minosiklin, vankomisin veya teikoplanin ile 

birleştirilen fosfomisin, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında gelişmiş 

antibakteriyel aktiviteler sergilemiş ve rifampisin kombinasyonlarından daha 

iyi performans göstermiştir. Çalışma, tek başına vankomisin veya 

teikoplaninin bakterisidal etkisine göre vankomisin veya teikoplanin ile 

kombinasyon halinde fosfomisinin bakterisidal etkisinin önemli ölçüde 

artmış olduğunu göstermiştir. Bu çalışma sonucunda fosfomisinle yapılan 

antibakteriyel kombinasyon tedavileri ile MRSA ve MSSA nedenli kateterle 

ilişkili enfeksiyonlarda veya protez eklem enfeksiyonlarında terapötik 

avantajlar sağlanabileceği düşünülmüştür. 

İn vitro oluşturulan biyofilmlerde yapılan çalışmalar haricinde in vivo 

ortamdaki biyofilmler üzerinde de antibiyotik kombinasyon çalışmaları 

yapılmaktadır. Bunlardan biri Shi ve ark.’nın (71) bir sıçanın karboksimetil 

selüloz kesesinde MRSA’nın oluşturduğu biyofilm modelinde vankomisin-

fosfomisin kombinasyonunun bakterisidal etkisini gösterdikleri çalışmadır. 

Bu çalışmada kombinasyon tedavisinin düşük MİK’lerde öldürme yeteneğine 
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sahip ve biyofilme gömülü MRSA üzerinde sinerjistik olarak bakterisidal etkili 

olduğu bulunmuştur. Tedavi edilmeyen kontrol grubu ve tek başına 

vankomisin veya fosfomisin tedavisi verilen gruplarla karşılaştırıldığında 

kombinasyon tedavisi ile tedavi edilen sıçanların kesesinden gelen eksüda da 

daha az sayıda MRSA kolonisi, daha düşük beyaz kan hücresi ve nötrofil 

sayısı görülmüş ayrıca periferik kanda C-reaktif proteinin daha düşük olduğu 

tespit edilmiştir. Kese duvarının histolojik analizi yapıldığında ise 

kombinasyon tedavisinin biyofilm benzeri yapıların kaybolmasına, nekrozda 

belirgin azalmaya ve granüler doku oluşumuna neden olduğu gösterilmiştir. 

Garrigos ve ark.’nın (72) yaptığı başka bir çalışmada MRSA suşu ile 

oluşturulmuş yabancı cisim enfeksiyonu modelinde daptomisin-rifampin 

kombinasyonu ile fosfomisinin ayrı ayrı daptomisin, imipenem ve rifampinle 

olan kombinasyonları karşılaştırılmış daptomisin-rifampin 

kombinasyonunun MRSA yabancı cisim enfeksiyonlarına karşı en etkili 

tedavi olduğu, ancak yüksek doz daptomisin veya rifampin ile fosfomisin 

kombinasyonlarının da bu ortamda etkili alternatif tedaviler olduğu 

bildirilmiştir. Fosfomisin-imipenem kombinasyonu ise nispeten etkisiz 

bulunmuştur. 

Çalışmamızda test ettiğimiz MRSA tedavisinde teikoplanin ve fosfomisin 

antibiyotik kombinasyonunun in vitro sinerjistik etkisi, Lee ve ark. (73) 

tarafından bildirilen klinik bir olguda hasta tedavisinde kullanılmış ve 

iyileşme sağlanmıştır. Bildirilen olguda 85 yaşındaki kadın hastanın 

vankomisin veya teikoplanin monoterapisine rağmen düzelme olmayan 

osteomiyelite bağlı MRSA bakteriyemisi, teikoplanin-fosfomisin kombinasyon 

tedavisi ile iyileşme göstermiştir.  

Ciddi MRSA enfeksiyonu olan hastalarda teikoplanin MİK’leri ile tedavide 

kullanılan teikoplanin dozları arasındaki ilişkiyi değerlendiren az sayıda 

çalışma mevcuttur. Tsai ve ark.’nın (51) yaptığı bir çalışmada MRSA 

bakteriyemisi olan toplam 146 yetişkin hasta, teikoplanin tedavisi 

tamamlandıktan sonra ikiye ayrılarak yüksek doz ve standart doz teikoplanin 

idame dozu ile tedavi edilmiş, teikoplanin MİK değerlerinden bağımsız olarak 

yüksek doz rejimi grubunda daha fazla sayıda hastada olumlu klinik 

sonuçlar alınmıştır. 
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Çalışmamızda MRSA enfeksiyonlarında yaygın kullanımı olan teikoplanin ile, 

eski bir antibiyotik olan ve bakterisidal etkisini hücre duvar sentezini inhibe 

ederek gösteren fosfomisinin in vitro kombinasyonunun etkinliği 

araştırılmıştır. 48 adet MRSA suşunda teikoplanin-fosfomisin kombinasyonu 

dama tahtası yöntemi ile çalışılmış ve çalışmamız sonucunda 25 suşta 

sinerjistik etki, 22 suşta additif etki (kısmi sinerjizm) ve bir suşta indiferans 

etki tespit edilmiştir. 48 suşun ΣFİK ortalaması ≤0,48 bulunmuştur. 48 suş 

izolattan rastgele seçtiğimiz bir izolatta sinerji saptanması amacıyla zamana 

bağlı öldürme testi çalışması yaptığımızda, ilaçların 1/8 MİK 

konsantrasyonlarının kombinasyon çalışmasında 12. saat ve 24. saatte 

sinerjizm, 1/4 MİK konsantrasyonlarının kombinasyon çalışmasında ise 6. 

saat, 12. saat ve 24. saatte sinerjizm tespit edilmiştir. 1/4 MİK 

konsantrasyonlarının kombinasyon çalışmasında 6. saatte ise bakterisidal 

etki tespit edilmiştir; ancak bu etki 12. saat ve 24. saatte görülmemiştir. 

Çalıştığımız suşun dama tahtası testi bulgularında da 1/8 MİK TEC+1/8 MİK 

FOS ve 1/4 MİK TEC+1/4 MİK FOS kombinasyonlarında sinerjizm tespit 

edilmiş olduğundan time-kill yöntemi ile dama tahtası testinin sonuçlarının 

uyumlu olduğu değerlendirilmiştir. Çalışmamızda elde ettiğimiz veriler MRSA 

izolatlarında in vitro olarak teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun 

antibakteriyel etkisinin yüksek oranda sinerji ile sonuçlandığını 

göstermektedir. 

5.2 TEZİN KISITLILIKLARI 

Çalışmamızda az sayıda köken kullanılmıştır ve kullanılan suşların tamamı 

MRSA izolatıdır. Kullanılan S. aureus kökenlerinin metisilin direnci 

yönünden taranması VİTEK-2 otomatize sistemi tarafından yapılmış, 

sonuçlar sefoksitin disk difüzyon yöntemi ile doğrulanmıştır. Moleküler 

yöntemler ile izolatların mecA ve mecC varlığı araştırılamamıştır.  

Antibakteriyel kombinasyon çalışmaları farklı yöntemler (disk difüzyon testi, 

gradient strip test, dama tahtası mikrodilüsyon testi, time-kill yöntemi) ile 

yapılabilmektedir. Çalışmamızda in vitro olarak 48 suşta dama tahtası 

yöntemi ve bir suşta time-kill yöntemi çalışılmıştır. Time kill yönteminde 

tekrarlayan ekimlerin zaman alıcı ve yoğun emek gerektirmesi nedeniyle fazla 
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sayıda suş ve incelenen suşun farklı konsantrasyonlardaki kombinasyonları 

çalışılamamıştır. Ayrıca çalışmamızda yalnızca bir antibiyotik kombinasyonu 

test edilmiştir.  

İleride yapılacak çalışmalarda moleküler analizleri yapılmış daha fazla sayıda 

MRSA ve MSSA izolatında farklı deneysel yöntemler ile antibiyotik 

kombinasyonlarının sinerjistik etkisinin araştırılması daha net sonuçlar 

verecektir. Yapılan in vitro çalışmaların in vivo testler ve klinik çalışmalar ile 

desteklenmesi de oldukça önemlidir. 

5.3 SONUÇ 

İleri klinik çalışmalarla desteklenmesi koşuluyla, çalışmamız sonucunda 

MRSA enfeksiyonlarında teikoplanin-fosfomisin kombinasyonunun etkili bir 

alternatif tedavi seçeneği olabileceğini söyleyebiliriz. Antibiyotiklere dirençli 

bakteriyel enfeksiyonlarda bu tür antibiyotik kombinasyon çalışmalarının 

yapılması, klinisyenlere farklı tedavi seçenekleri sunmakta, sağ kalımın 

artırılması ve ölüm oranlarının azaltılmasına katkı sağlamaktadır. 

Yeni ilaçların geliştirilmesi ve mevcut ilaçlar ile yapılan kombinasyon 

tedavilerinin etkinliğinin araştırılması ne kadar önemli olsa da klinik 

uygulamada akılcı antibiyotik kullanımı, bakteriyel direncin önlenmesinde, 

sağlık hizmetinin en üst düzeyde verilmesinde ve sağlık harcamalarının 

azaltılmasında en önemli rolü oynamaktadır (74). İdeal antibiyotik kullanımı 

için; doğru tanı sonrası doğru antibiyotik; etkin dozda, en uygun yoldan, 

uygun süreyle ve optimum aralıklarla verilmelidir. Hastanede yatan ve 

ayaktan hastalarda antibiyotik kullanımının yakın takibi, patojen 

mikroorganizmaların direnç oranlarının izlenmesi ve ÇİD olan MRSA gibi 

bakterilerin kontrolü için programlar geliştirilmesi önemlidir. 

Sonuç olarak, MRSA'ların etken olduğu toplum ve hastane kökenli 

enfeksiyonların artışı ve MRSA kökenlerinin birçok antibiyotiğe dirençli 

olmaları nedeniyle, bu bakteriler ile oluşan enfeksiyonlarda akılcı antibiyotik 

kullanımına ve enfeksiyon kontrol önlemlerine dikkat edilmesi 

gerekmektedir. 
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