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OzZET

Bu calismanin amaci, kandan izole edilen cesitli Gram-negatif bakterilerin antibiyotiklere direncini saptamak idi. Cumhuriyet
Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma Hastanesinde yatan hastalarin kan érneklerinden soyutlanan 96
Gram-negatif bakterinin amoksisilin—klavulanik asit, sefalotin, sefuroksim, sefoperazon, seftriakson, seftazidim, sefepim,
imipenem, amikasin, netilmisin, gentamisin ve siprofloksasine karsi diren¢ durumlari disk difiizyon ve BIOMIC sistem,
kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, Klebsiella ve E. coli kbkenlerinde genisletiimis spektrumlu beta-laktamaz (ESBL,
uretimi ¢ift disk sinerji yéntemi ile arastirimistir. Calismada soyutlanan bakteri kékenlerinin hi¢ birinde imipenem
direnci saptanmazken, en yaygin direncin sefalotine karsi gelistigi gézlenmistir. Klebsiella kékenlerinde %64.7, E. col,
kékenlerinde ise %76.2 gibi oldukga yiiksek oranda ESBL varligi gbsterilmistir. Bu sonuglar, Gram-negatif bakterilerir
etken olmasindan kuskulanilan bakteremilerin ampirik sagaltiminda dikkate alinmalidir.

SUMMARY

The purpose of this study was to determine the antibiotic resistance of Gram-negative bacteria isolated from blooc
cultures. Resistance to various antibiotics in 96 Gram-negative bacteria isotaled from blood specimens was determinec
by disk diffusion and BIOMIC system. In addition, extended spectrum beta-lactamase (ESBL) production was investigatec
in Klebsiella spp. and E. coli strains by double disk synergy method. Resistance to imipenem was not detected while
highest resistance was observed against cephalothin. Production rates of ESBL in Klebsiella spp. and E. coli strains
were found as 64.7 % and 76.2 %, respectively. These results should be taken info account for initiating empirica,
therapy of bacteremia when Gram-negative bacteria are suspected.

GiRIiS ilaglara kargl mikro-organizmalarin direncini saptamak
icin bircok farkli yéntem uygulanmaktadir. Bu amagla,
glnimizde disk diflizyon (Kirby-Bauer), sivi dilisyon, agar

Antimikrobik ilaglara karsi mikro-organizmalari duyarli-
Iginin saptanmasi, klinik mikrobiyoloji tani laboratuva-
nnin en onemli islevierinden biridir (1). Antimikrobik  dilisyon ve E-test duyarlilik yontemleri kullaniimaktadir.
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Dilisyon y&ntemlerinin zaman alici, E-testin ise pahal
olmasi nedeni ile rutin duyarlilik testlerinde ¢ogunlukla
disk diflizyon testi tercih edilmektedir.

Disk difizyon ydntemleri, ¢ok sayida mikro-organizma-
nin test edilmesinde dogruluk, tekrarlanabilirlik, maliyet,
esneklik ve farkli antimikrobik ilaglari segcmede kolaylik
saglamasi bakimindan otomatize sivi dilisyon sistemle-
rinden daha avantajli bulunmaktadir. BIOMIC (Giles
Scientific, New York, N.Y.), otomasyon ile disk diflizyon
ybénteminin avantajlarini birlestiren ve kantitatif sonug
veren bir sistemdir. Bu yontem Candida spp., Gram-
negatif ve pozitif bakterilerde MiK degerlerinin saptan-
masinda basari ile kullaniimigtir (2-6).

Gram-negatif bakteremi % 20-50 arasinda degisen tah-
mini mortalite orani ile ciddi bir infeksiyondur (7). Bu in-
feksiyonlarda uygun ampirik tedaviye baslanabilmesi igin,
etken mikro-organizmalarin sikhiginin ve antimikrobik
ilaclara duyarhlik oranlarinin her hastanede bilinmesi
gerekmektedir.

Calismada; cesitli kliniklerde yatan hastalardan génde-
rilen kan érneklerinden soyutlanan Gram-negatif bakteri-
lerde, cesitli antibiyotiklerin in vitro etkilerinin disk difiiz-
yon yontemi ve BIOMIC sistemi ile saptanmasi amaglan-
mistir. Ayrica, son yillarda genis spektrumlu beta-laktam
antibiyotikler ile tedavide basarisizliga neden olan ve
rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde gézden kagabilen
veya varligi belirlenemeyen genisletiimis spektrumlu beta-
laktamazlarin (ESBL) varligi arastinimigtir.

GEREC VE YONTEM

Bakteriler: 1999-2000 yillarinda Cumhuriyet Universi-
tesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma Hastanesi

kliniklerinde yatan hastalardan génderilen 96 kan 6rnegin-
den, BACTEC 9240 (Becton-Dickinson, ABD) otomatik
kan kdltird sistemi kullanilarak soyutlanan 52 Klebsiella
spp., 21 E. coli, 10 P. aeruginosa, bes Acinetobacter
spp., dort Proteus spp. ve dért Enterobacter spp. kokeni
SCEPTOR sistemi (Becton-Dickinson, ABD) ile tanim-
lanmigtir. Ayni hastadan soyutlanan ikinci bir bakteri
kékeni ¢alismaya alinmamistir. Kontrol kékeni olarak E.
coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853 kul-
laniimistir.

Antibiyotik duyarlilik testleri: ~ Disk diflizyon yéntemi,
degerlendirme asamasi digsinda NCCLS onerileri (8)
dogrultusunda uygulanarak, zon ¢aplari 18 saat inkubas-
yondan sonra BIOMIC sistemi ile degerlendirilmis ve 12
antibiyotik icin yaklasik MiK degerleri elde edilmistir (2).
Kullanilan antimikrobik maddeler; amoksisilin—klavulanik
asit, sefalotin, sefuroksim, sefoperazon, seftriakson, sef-
tazidim, sefepim, imipenem, amikasin, netilmisin, genta-
misin ve siprofloksasin’dir.

Genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlann saptan-
masi: E. colive K. pneumoniaekokenlerinin ESBL Uretimi
cift disk sinerji (CDS) yéntemi ile incelenmistir (9). Cift
disk sinerji ydnteminde, ortaya amoksisilin—klavulanik asit
diski (AMC, 20/10 ng), gevreye ise merkezden merkeze
uzakhigi 30 mm olacak sekilde seftazidim (CAZ, 30 ng),
sefotaksim (CTX, 30 ng) ve aztreonam (ATM, 30 mg) disk-
leri yerlestirildi; 35° C’de bir gecelik inkiibasyon sonrasi, bu
disklerin gevresindeki inhibisyon alanlarinin amoksisilin-
klavulanik asit diskine dogru genislemesi ESBL pozitifligi
olarak degerlendirildi.

BIOMIC sistemi: Disk difiizyon duyarliik sonuclarini
okumak, degerlendirmek ve bildirmek i¢in kullanilan yar

Tablo 1. Cesitli antimikrobik ilaglarin izole edilen mikro-organizmalara karsi MiK50, MiK90 degerleri ve direng oranlari (%)

Antibiyotikler Klebsiella turt E. coli P. aeruginosa
(n: 52) (n: 21) (n: 10)

MiK50 MiK90 % MiK50 MiK90 % MiK50 MiK90 %
Amoksisilin—
klavulanik asit 8 32 13.5 4 8 9.5 >64 >64 90
Sefalotin >64 >64 75 32 >64 61.9 >64 >64 100
Sefuroksim 16 64 17.3 4 >64 9.5 >64 >64 80
Sefoperazon 32 >256 40.4 8 128 14.3 64 >256 40
Seftriakson 8 >64 15.4 <2 >64 9.5 16 >64 30
Seftazidim 8 >64 19.2 <1 4 4.8 8 >64 50
Sefepim 16 9.6 <1 32 9.5 16 >64 30
imipenem <1 <1 0 <1 <1 0 <1 <1 0
Amikasin <2 8 3.8 2 8 0 4 >64 20
Netilmisin 4 32 17.3 <1 8 0 4 >64 30
Gentamisin >16 >16 71.2 >16 >16 38.1 >16 >16 40
Siprofloksasin <0.25 >8 9.6 <0.25 <0.25 4.8 <0.25 0.50 0
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otomatize bir veri yénetim sistemidir. BIOMIC sisteminin
bir parcasi olan video-yardimli plak okuyucu, gérinti ya-
kalama karti, video kamerali bir kabin ve yazilim prog-
ramindan olusmaktadir. BIOMIC video sistemi disk
difizyon agar plaklarini otomatik olarak okuyup yorumla-
maktadir. izlenen islem, Gretici firmanin kullanim kilavu-
zunda belirtildigi gibi uygulanmistir. Disk difiizyon agar
plag video okuyucusunun gekmecesine yerlestiriimis ve
video ekraninda bes saniye icerisinde zon ¢aplari hesap-
lanmig olarak gérintd olusmustur. Zon c¢aplari milimetre
olarak dijital gértntu analizi ile kolayca ve hizla belirlen-
mistir (2). Bu deg@erlendirmede, BIOMIC video okuyucu
sistem tarafindan hesaplanan zon caplarinin dogrulugu
NCCLS standart yéntemi ile kiyaslanmistir.

BULGULAR

Galismada; 96 kan 6rneginden 52 Klebsiella spp., 21 E.
coli ve 10 P. aeruginosa, bes Acinetobacter spp., doért
Proteus spp. ve doért Enterobacter spp. kékeni soyut-
lanmig, antibiyotiklere direng yiizdeleri ve MiKg,, MiKy,
degerleri Tablo 1'de gdsterilmistir. Calismada incelemeye
alinan bakterilerde imipenem direnci saptanmamigtir.
Pseudomonas aeruginosa kokenleri igin diger etkili anti-
biyotik ise siprofloksasindir. Geniglemis spektrumlu beta-
laktamaz pozitifligi Klebsiella kékenlerinde % 64.7, E.
coli kékenlerinde ise % 76.2 olarak bulunmustur.

TARTISMA

Gram-negatif bakteremilerde uygun ampirik sagaltima
baslanabilmesi icin etken mikro-organizmalarin bélgesel
antimikrobik ilag duyarliliklarinin belirlenmesi 6nem tasi-
maktadir. Disk difiizyon yéntemi, rutin mikrobiyoloji tani
laboratuvarinda uygulanmasi oldukga basit, ucuz olup,
antimikrobik ila¢c seciminde buylk esneklik saglamakta
ve bircok mikro-organizma igin kullanilabilmektedir. Yari
otomatik antimikrobik duyarllik testleri igin gelistiriimis
olan BIOMIC sistemi ise, disk diflizyon yéntemi ile oto-
matik okuma ve veri yorumlamasini kapsamaktadir. Bu
sistemle, agar plagindaki her bir antibiyotige ait zon
capina bagl olarak MiK degeri de saptanabilmektedir.

Kan kulturlerinden soyutlanan 96 Gram-negatif bakteri-
nin BIOMIC yéntemi ile antibiyotiklere karsi direng duru-
munun yanisira, antibiyotiklerin bakterilere karsi MiK
degerleri de saptanmigtir.

Bakteremilerde kandan en sik soyutlanan Gram-negatif
mikro-organizmalar,  Enterobacteriaceae Uyeleri ve
Pseudomonas tirleridir. Bircok ¢alismada, kan kulttrin-
den soyutlanan Enterobacteriaceae Uyeleri arasinda en
sik soyutlanan kékenin E. coli oldugu bildirilmistir (10-15).
Bu calismada ise, en sik soyutlanan Kilebsiella (% 54),
ikinci siklikla elde edilen E. coli (% 22) olmustur. Bu

Cilt 17, Savi 4, Ekim 2003

oranlar, Durmaz ve ark. (16)’nin yaptiklari calisma sonug-
lar ile benzerlik géstermektedir.

Calismada, birinci kusak bir sefalosporin olan sefalotine
karsi, incelenen Gram-negatif bakterilerin timinde yiksek
oranlarda diren¢ gozlenmigstir. Beta-laktamaz olusturan
bakterilere karsi daha etkili ve stabil olan ikinci kusak
sefalosporinlerden sefuroksimin, sefalotin ile karsilastiril-
diginda daha etkili oldugu bulunmustur. Gram-negatif
bakterilerde genis etki spekturumu olan Gglinci kusak
sefalosporinlerden incelemeye alinan sefoperazonun,
seftriakson ve seftazidime kiyasla daha az etkili oldugu
bulunmustur. Bu grup sefalosporinlerde in vitro yanit ile
klinik yanit arasinda korelasyon olmamasinin nedeninin,
tedavi sirasinda kdkenlerde indiiklenebilen beta-laktamaz
yapimi oldugu disundlmektedir. Sefepim, Enterobacteri-
aceae ve P. aeruginosa lzerinde etkili oldugu bildirilen
dérdunci kusak bir sefalosporindir. Beta-laktamaz enzim-
leriyle hidrolize dayanikh ve antipseudomonal bir antibi-
yotik olmasina karsin ¢alismada, P. aeruginosa kéken-
lerinde %30 oraninda diren¢ saptanmistir. Bu sonug,
diger calismalarda Pseudomonas spp. kdkenlerinde
elde edilen %36 diren¢ oranina yakin bulunmustur (17,
18). Siprofloksasin beta-laktam antibiyotiklere direngli
Gram-negatif bakterilerde ¢ok degerli bir alternatif ilag
oldugu bildirilmis olmasina karsin tedavi sirasinda 6zel-
likle Pseudomonasspp.'de direng gelisebilecegdi Gizerinde
durulmaktadir. Calismada, siprofloksasine karsi P. aeru-
ginosa kokenlerinde direng saptanmamis, diger bakteri-
lerdeki etkinligi ise oldukga yiksek bulunmustur. Turkiye’'de
yapilan ¢alismalarda, hastane infeksiyonu etkeni P. aeru-
ginosa kbkenlerinde % 16 ve % 36 oraninda siprofloksa-
sin direnci bildirmislerdir (19, 20). Bu calismada Pseudo
monas spp. de siprofloksasin direnci gérilmemesinin ne-
deninin, incelenen kbéken sayisinin az olmasina bagh
olabilecegi disiinilmektedir. Amoksisilin-klavulanik asit,
genis spektrumlu bir penisilin ile beta-laktamaz inhibi-
toriiniin kombine edildigi bir antibiyotik olup, direng orani
en az E. coli (%9.5) ve Klebsiella spp. (%13.5) kdken-
lerinde gézlenmistir.

Aminoglikozit grubu antibiyotikler arasinda en etkili amik-
asin olmasina karsin, bes Acinetobacter spp. kdkeninir
Ugunde direng g6zlenmistir. Aminoglikozit antibiyotiklere
direng, aminoglikozitleri modifiye eden enzimlere bagli-
dir. Bu enzimlerin siklidi, cografi farkliliklar gdstermekte,
kullanilan aminoglikozitlere bagli olarak her hastanede
farkli diren¢ fenotipleri gézlenmektedir (21). Calismada
en fazla direng, Klebsiella spp., E. colive P. aeruginose
kékenlerinde gentamisine karsi gézlenmistir. Bu da,
Turkiye’de yapilan bir ¢galismada (21) en sik gbzlenen
AAC (3)-1l ve ANT(2”)-l enzimlerini iceren suslarin ¢alis-
manin yapildigi hastanede daha yaygin oldugunu disun-
dirmektedir.

461



imipenem, kan kiiltiir kdkenleri Gizerine en etkili beta-
laktam antibiyotik olarak saptanmistir. Antibiyotik kul-
lanim stresinin, direncin ortaya ¢ikisinda énemli oldugu
bilinmektedir. imipenem, direngli kékenlerin ortaya cik-
mamasi i¢in seyri ¢ok ciddi olan olgularda kullaniimasi
gereken bir ilagtir.

Genigletilmis spektrumlu beta-laktamazlar, ilk olarak 1983
yiinda Almanya’da g0steriimis ve gunimuze kadar
30’un lzerinde ESBL tanimlanmistir (22). Cogunlukla K.
pneumoniae kdkenlerinde saptanan ESBL Uretimi, diger
Gram-negatif bakterilerde de gézlenmektedir (23). Genis
spektrumlu beta-laktamaz Ureten Klebsiella ve E. coli
kékenleri, penisilinler ve sefalosporinlere in vitro olarak
duyarl gérinmelerine karsin, klinik olarak bu ilaglarla
tedaviye direncli olabilirler. Hastane infeksiyonuna yol
acan kokenlerde ESBL (retiminin yaygin oldugu bilin-
mektedir. Avrupa Ulkelerini kapsayan ¢ok merkezli bir
arastirmada (22); yogun bakim unitelerinden soyutlanan
Klebsiella kdkenlerinde ESBL arastiriimig, Tlrkiye'den
elde edilen kékenlerde % 59 oraninda ESBL pozitifligi
saptanmigtir. Bu calismada da Klebsiella kékenlerinde
% 64.7, E. coli k6kenlerinde ise % 76.2 oraninda ESBL
varhgr gosterilmistir. Genis spektrumlu beta-laktamaz
varliginin, Ulkeler arasinda, hatta ayni Ulkede hastane-
den hastaneye farkliliklar gdsterdigi bilinmektedir. Genis
spektrumlu beta-laktamaz genleri tasiyan plazmitler,
¢ogunlukla aminoglikozit ve diger antibiyotiklere karsi di-
reng genlerini birlikte tasimaktadir. Genis spektrumlu
beta-laktamaz ureten kokenler coklu diren¢c gdsteren
kékenler olup, tedavide de glclikler yaratmaktadir.

Bazi ESBL'ler MiK degerlerinde fazla yiikselmeye yol
acmadigi icin rutin laboratuvarlarda gézden kagabilmek-
tedir. Bu suslarla gelisen infeksiyonlarin tedavisinde so-
runlar yasanabileceginden, ESBL beta-laktamaz sentez-
leyen suglarin rutin laboratuvarlarda arastiriimasi ve kli-
nisyene bildiriimesi gerekmektedir. Genis spektrumlu
beta-laktamaz Ureten susglarin tanimlanmasinda, (i) anti-
biyotik duyarllik testlerinde daha yiiksek bakteri yogun-
lugunun kullaniimasi, (i) daha dusuk direng sinirlarinin
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uygulanmasi ve (iii) beta-laktam antibiyotikler ile beta-
laktamaz inhibitérlerinin sinerjik etkilerinin arastiriimasi
gerekir (23). Calismada gézlenen ESBL oranlari ile in vi-
tro direng oranlar arasindaki farkin éncelikle bu neden-
den o6tlr0 oldugu duslinilmektedir. Bunun yanisira,
ESBL'leri belirlemek icin kullanilan ¢ift disk difflizyon tes-
tinin duyarhhginin da % 100 olmadi@! belirtiimektedir (24).
BIOMIC testinin sonugclari, rutin disk difizyon duyarlihk
testinde oldugu gibi, ESBL igerdigi saptanan bakteriler
icin sefamisinler disinda tim sefalosporinlere direngli
olarak bildirilmelidir.

BIOMIC sisteminin bir pargasi olan video yardimli plak
okuyucu sistem, hizli bir sekilde inhibisyon zon caplarini
okuyarak herbir antibiyotik zonunun tek tek o&lgulmesi
zorlugunu ortadan kaldirmaktadir. BIOMIC sistemi, bir-
¢ok arastirmaci tarafindan degerlendiriimis ve son za-
manlarda yapilan bir ¢aligsmada, rutin olarak 6énerilme-
mesine karsin sepsis, endokardit ve meninjit gibi ciddi
hastaliklarda MIK degerlerinin tedavideki 6énemi nede-
niyle kullanim alani bulabilecegi bildiriimistir (25). BIOMIC
sistemi, dzellikle ¢coklu diren¢ gbsteren bakterilerin etken
oldugu infeksiyonlarda, uygun antibiyotik se¢iminin bu
antibiyotigin MIK degerinin saptanarak yapilmasi, her bir
plagin kisa siirede degerlendiriimesi gibi 6zellikleri nede-
niyle, diger MiK saptayan ticari sistemlere gére daha kul-
lanigh oldugu belirtiimektedir.

Sonug olarak, calismanin yapildigi hastane de kan kultir-
lerinden soyutlanan Gram-negatif bakterilerin higbirinde
imipenem direnci saptanmamistir ve hastaneden elde
edilen kékenlerde givenle kullanilabilecek bir antibiyotik
olmasina karsin direng gelisiminin dnlenmesi icin dikkatli
kullanilmasi gerektigi dustnilmektedir. Klebsiella ve E.
coli kékenlerinde ESBL varliginin oldukga yiksek oran-
da go6zlenmesi, c¢oklu direncin izlenmesi ve tedavinin
yonlendiriimesi bakimindan 6nem tasimaktadir. BIOMIC
sistemi kullanilarak antibiyotik duyarliiginin MiK deger-
leriyle belirtiimesinin bakteremilerde etkin antibiyotik
sagaltimina olanak verecektir.
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