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ÖZET

Bu çal›flman›n amac›, kandan izole edilen çeflitli Gram-negatif bakterilerin antibiyotiklere direncini saptamak idi.  Cumhuriyet
Üniversitesi Sa¤l›k Hizmetleri Uygulama ve Araflt›rma  Hastanesinde yatan hastalar›n kan örneklerinden soyutlanan 96

Gram-negatif bakterinin amoksisilin–klavulanik asit, sefalotin, sefuroksim, sefoperazon, seftriakson, seftazidim, sefepim,
imipenem, amikasin, netilmisin, gentamisin ve siprofloksasine karfl› direnç durumlar› disk difüzyon ve BIOMIC sistemi

kullan›larak belirlenmifltir. Ayr›ca, Klebsiella ve E. coli kökenlerinde geniflletilmifl spektrumlu beta-laktamaz (ESBL)

üretimi çift disk sinerji yöntemi ile araflt›r›lm›flt›r. Çal›flmada soyutlanan bakteri kökenlerinin hiç birinde imipenem
direnci saptanmazken, en yayg›n direncin sefalotine karfl› geliflti¤i gözlenmifltir. Klebsiella kökenlerinde %64.7, E. coli

kökenlerinde ise %76.2 gibi oldukça yüksek oranda ESBL varl›¤› gösterilmifltir. Bu sonuçlar, Gram-negatif bakterilerin
etken olmas›ndan kuflkulan›lan bakteremilerin ampirik sa¤alt›m›nda dikkate al›nmal›d›r.

SUMMARY

The purpose of this study was to determine the antibiotic resistance of Gram-negative bacteria isolated from blood

cultures. Resistance to various antibiotics in 96 Gram-negative bacteria isotaled from blood specimens was determined
by disk diffusion and BIOMIC system. In addition, extended spectrum beta-lactamase (ESBL) production was investigated

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 into account for initiating empirical

therapy of bacteremia when Gram-negative bacteria are suspected.

G‹R‹fi

Antimikrobik ilaçlara karfl› mikro-organizmalar› duyarl›-

l›¤›n›n saptanmas›, klinik mikrobiyoloji tan› laboratuva-

r›n›n en önemli ifllevlerinden biridir (1). Antimikrobik

ilaçlara karfl› mikro-organizmalar›n direncini saptamak

için birçok farkl› yöntem uygulanmaktad›r. Bu amaçla,

günümüzde disk difüzyon (Kirby-Bauer), s›v› dilüsyon, agar

dilüsyon ve E-test duyarl›l›k yöntemleri kullan›lmaktad›r. 
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kliniklerinde yatan hastalardan gönderilen 96 kan örne¤in-

den, BACTEC 9240 (Becton-Dickinson, ABD) otomatik

kan kültürü sistemi kullan›larak soyutlanan 52 Klebsiella

spp., 21 E. coli, 10 P. aeruginosa, befl Acinetobacter

spp., dört Proteus spp. ve dört Enterobacter spp. kökeni

SCEPTOR sistemi (Becton-Dickinson, ABD) ile tan›m-

lanm›flt›r. Ayn› hastadan soyutlanan ikinci bir bakteri

kökeni çal›flmaya al›nmam›flt›r. Kontrol kökeni olarak E.

coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853 kul-

lan›lm›flt›r.

Antibiyotik duyarl›l›k testleri: Disk difüzyon yöntemi,

de¤erlendirme aflamas› d›fl›nda NCCLS önerileri (8)

do¤rultusunda uygulanarak, zon çaplar› 18 saat inkübas-

yondan sonra BIOMIC sistemi ile de¤erlendirilmifl ve 12

antibiyotik için yaklafl›k M‹K de¤erleri elde edilmifltir (2).

Kullan›lan antimikrobik maddeler; amoksisilin–klavulanik

asit, sefalotin, sefuroksim, sefoperazon, seftriakson, sef-

tazidim, sefepim, imipenem, amikasin, netilmisin, genta-

misin ve siprofloksasin’dir. 

Geniflletilmifl spektrumlu beta-laktamazlar›n saptan-

mas›: E. coli ve K. pneumoniae kökenlerinin ESBL üretimi

çift disk sinerji (ÇDS) yöntemi ile incelenmifltir (9). Çift

disk sinerji yönteminde, ortaya amoksisilin–klavulanik asit

diski (AMC, 20/10 µg), çevreye ise merkezden merkeze

uzakl›¤› 30 mm olacak flekilde seftazidim (CAZ, 30 µg),

sefotaksim (CTX, 30 µg) ve aztreonam (ATM, 30 µ g) disk-

leri yerlefltirildi; 35° C’de bir gecelik inkübasyon sonras›, bu

disklerin çevresindeki inhibisyon alanlar›n›n amoksisilin-

klavulanik asit diskine do¤ru genifllemesi ESBL pozitifli¤i

olarak de¤erlendirildi.

BIOMIC sistemi:  Disk difüzyon duyarl›l›k sonuçlar›n›

okumak, de¤erlendirmek ve bildirmek için kullan›lan yar›

Dilüsyon yöntemlerinin zaman al›c›, E-testin ise pahal›

olmas› nedeni ile rutin duyarl›l›k testlerinde ço¤unlukla

disk difüzyon testi tercih edilmektedir. 

Disk difüzyon yöntemleri, çok say›da mikro-organizma-

n›n test edilmesinde do¤ruluk, tekrarlanabilirlik, maliyet,

esneklik ve farkl› antimikrobik ilaçlar› seçmede kolayl›k

sa¤lamas› bak›m›ndan otomatize s›v› dilüsyon sistemle-

rinden daha avantajl› bulunmaktad›r. BIOMIC (Giles

Scientific, New York, N.Y.), otomasyon ile disk difüzyon

yönteminin avantajlar›n› birlefltiren ve kantitatif sonuç

veren bir sistemdir. Bu yöntem Candida spp., Gram-

negatif ve pozitif bakterilerde M‹K de¤erlerinin saptan-

mas›nda baflar› ile kullan›lm›flt›r (2-6). 

Gram-negatif bakteremi % 20-50 aras›nda de¤iflen tah-

mini mortalite oran› ile ciddi bir infeksiyondur (7). Bu in-

feksiyonlarda uygun ampirik tedaviye bafllanabilmesi için,

etken mikro-organizmalar›n s›kl›¤›n›n ve antimikrobik

ilaçlara duyarl›l›k oranlar›n›n her hastanede bilinmesi

gerekmektedir. 

Çal›flmada; çeflitli kliniklerde yatan hastalardan gönde-

rilen kan örneklerinden soyutlanan Gram-negatif bakteri-

lerde, çeflitli antibiyotiklerin in vitro etkilerinin disk difüz-

yon yöntemi ve BIOMIC sistemi ile saptanmas› amaçlan-

m›flt›r. Ayr›ca, son y›llarda genifl spektrumlu beta-laktam

antibiyotikler ile tedavide baflar›s›zl›¤a neden olan ve

rutin antibiyotik duyarl›l›k testlerinde gözden kaçabilen

veya varl›¤› belirlenemeyen geniflletilmifl spektrumlu beta-

laktamazlar›n (ESBL) varl›¤› araflt›r›lm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Bakteriler: 1999-2000 y›llar›nda Cumhuriyet Üniversi-

tesi Sa¤l›k Hizmetleri Uygulama ve Araflt›rma Hastanesi 

   Tablo 1.  Çeflitli antimikrobik ilaçlar›n  izole edilen mikro-organizmalara karfl› M‹K50, M‹K90 de¤erleri  ve direnç oranlar› (%)

Antibiyotikler   Klebsiella türü  E. coli  P. aeruginosa

(n: 52) (n: 21)  (n: 10)

M‹K50 M‹K90 % M‹K50 M‹K90 % M‹K50 M‹K90 %

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 4 16 9.6 <1 32 9.5 16 >64 30

‹mipenem <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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oranlar, Durmaz ve ark. (16)’n›n yapt›klar› çal›flma sonuç-

lar› ile benzerlik göstermektedir.

Çal›flmada, birinci kuflak bir sefalosporin olan sefalotine

karfl›, incelenen Gram-negatif bakterilerin tümünde yüksek

oranlarda direnç gözlenmifltir. Beta-laktamaz oluflturan

bakterilere karfl› daha etkili ve stabil olan ikinci kuflak

sefalosporinlerden sefuroksimin, sefalotin ile karfl›laflt›r›l-

d›¤›nda daha etkili oldu¤u bulunmufltur. Gram-negatif

bakterilerde genifl etki spekturumu olan üçüncü kuflak

sefalosporinlerden incelemeye al›nan sefoperazonun,

seftriakson ve seftazidime k›yasla daha az etkili oldu¤u

bulunmufltur. Bu grup sefalosporinlerde in vitro yan›t ile

klinik yan›t aras›nda korelasyon olmamas›n›n nedeninin,

tedavi s›ras›nda kökenlerde indüklenebilen beta-laktamaz

yap›m› oldu¤u düflünülmektedir. Sefepim, Enterobacteri-

aceae ve P. aeruginosa üzerinde etkili oldu¤u bildirilen

dördüncü kuflak bir sefalosporindir. Beta-laktamaz enzim-

leriyle hidrolize dayan›kl› ve antipseudomonal bir antibi-

yotik olmas›na karfl›n çal›flmada, P. aeruginosa köken-

lerinde %30 oran›nda direnç saptanm›flt›r. Bu sonuç,

di¤er çal›flmalarda Pseudomonas spp. kökenlerinde

elde edilen %36 direnç oran›na yak›n bulunmufltur (17,

18). Siprofloksasin beta-laktam antibiyotiklere dirençli

Gram-negatif bakterilerde çok de¤erli bir alternatif ilaç

oldu¤u bildirilmifl olmas›na karfl›n tedavi s›ras›nda özel-

likle Pseudomonas spp.’de direnç geliflebilece¤i üzerinde

durulmaktad›r. Çal›flmada, siprofloksasine karfl› P. aeru-

ginosa kökenlerinde direnç saptanmam›fl, di¤er bakteri-

lerdeki etkinli¤i ise oldukça yüksek bulunmufltur. Türkiye’de

yap›lan çal›flmalarda, hastane infeksiyonu etkeni P. aeru-

ginosa kökenlerinde % 16 ve % 36 oran›nda siprofloksa-

sin direnci bildirmifllerdir (19, 20). Bu çal›flmada Pseudo-

monas spp. de siprofloksasin direnci görülmemesinin ne-

deninin, incelenen köken say›s›n›n az olmas›na ba¤l›

olabilece¤i düflünülmektedir. Amoksisilin-klavulanik asit,

genifl spektrumlu bir penisilin ile beta-laktamaz inhibi-

torünün kombine edildi¤i bir antibiyotik olup, direnç oran›

en az E. coli (%9.5) ve Klebsiella spp. (%13.5) köken-

lerinde gözlenmifltir.

Aminoglikozit grubu antibiyotikler aras›nda en etkili amik-

asin olmas›na karfl›n, befl Acinetobacter spp. kökeninin

üçünde direnç gözlenmifltir. Aminoglikozit antibiyotiklere

direnç, aminoglikozitleri modifiye eden enzimlere ba¤l›-

d›r. Bu enzimlerin s›kl›¤›, co¤rafi farkl›l›klar göstermekte,

kullan›lan aminoglikozitlere ba¤l› olarak her hastanede

farkl› direnç fenotipleri gözlenmektedir (21). Çal›flmada

en fazla direnç, Klebsiella spp., E. coli ve P. aeruginosa

kökenlerinde gentamisine karfl› gözlenmifltir. Bu da,

Türkiye’de yap›lan bir çal›flmada (21) en s›k gözlenen

AAC (3)-II ve ANT(2’’)-I enzimlerini içeren sufllar›n çal›fl-

man›n yap›ld›¤› hastanede daha yayg›n oldu¤unu düflün-

dürmektedir. 

otomatize bir veri yönetim sistemidir. BIOMIC sisteminin

bir parças› olan video-yard›ml› plak okuyucu, görüntü ya-

kalama kart›, video kameral› bir kabin ve yaz›l›m prog-

ram›ndan oluflmaktad›r. BIOMIC video sistemi disk

difüzyon agar plaklar›n› otomatik olarak okuyup yorumla-

maktad›r. ‹zlenen ifllem, üretici firman›n kullan›m k›lavu-

zunda belirtildi¤i gibi uygulanm›flt›r. Disk difüzyon agar

pla¤› video okuyucusunun çekmecesine yerlefltirilmifl ve

video ekran›nda befl saniye içerisinde zon çaplar› hesap-

lanm›fl olarak görüntü oluflmufltur. Zon çaplar› milimetre

olarak dijital görüntü analizi ile kolayca ve h›zla belirlen-

mifltir (2). Bu de¤erlendirmede, BIOMIC video okuyucu

sistem taraf›ndan hesaplanan zon çaplar›n›n do¤rulu¤u

NCCLS standart yöntemi ile k›yaslanm›flt›r.

BULGULAR

Çal›flmada; 96 kan örne¤inden 52 Klebsiella spp., 21 E.

coli ve 10 P. aeruginosa, befl Acinetobacter spp., dört

Proteus spp. ve dört Enterobacter spp. kökeni soyut-

lanm›fl, antibiyotiklere direnç yüzdeleri ve M‹K50, M‹K90

de¤erleri Tablo 1’de gösterilmifltir. Çal›flmada incelemeye

al›nan bakterilerde imipenem direnci saptanmam›flt›r.

Pseudomonas aeruginosa kökenleri için di¤er etkili anti-

biyotik ise siprofloksasindir. Genifllemifl spektrumlu beta-

laktamaz pozitifli¤i Klebsiella kökenlerinde % 64.7, E.

coli kökenlerinde ise % 76.2 olarak bulunmufltur. 

TARTIfiMA

Gram-negatif bakteremilerde uygun ampirik sa¤alt›ma

bafllanabilmesi için etken mikro-organizmalar›n bölgesel

antimikrobik ilaç duyarl›l›klar›n›n belirlenmesi önem tafl›-

maktad›r. Disk difüzyon yöntemi, rutin mikrobiyoloji tan›

laboratuvar›nda uygulanmas› oldukça basit, ucuz olup,

antimikrobik ilaç seçiminde büyük esneklik sa¤lamakta

ve birçok mikro-organizma için kullan›labilmektedir. Yar›

otomatik antimikrobik duyarl›l›k testleri için gelifltirilmifl

olan BIOMIC sistemi ise, disk difüzyon yöntemi ile oto-

matik okuma ve veri yorumlamas›n› kapsamaktad›r. Bu

sistemle, agar pla¤›ndaki her bir antibiyoti¤e ait zon

çap›na ba¤l› olarak M‹K de¤eri de saptanabilmektedir.

Kan kültürlerinden soyutlanan 96 Gram-negatif bakteri-

nin BIOMIC yöntemi ile antibiyotiklere karfl› direnç duru-

munun yan›s›ra, antibiyotiklerin bakterilere karfl› M‹K

de¤erleri de saptanm›flt›r. 

Bakteremilerde kandan en s›k soyutlanan Gram-negatif

mikro-organizmalar, Enterobacteriaceae üyeleri ve

Pseudomonas türleridir. Birçok çal›flmada, kan kültürün-

den soyutlanan Enterobacteriaceae üyeleri aras›nda en

s›k soyutlanan kökenin E. coli oldu¤u bildirilmifltir (10-15).

Bu çal›flmada ise, en s›k soyutlanan Klebsiella (% 54),

ikinci s›kl›kla elde edilen E. coli (% 22) olmufltur. Bu 
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uygulanmas› ve (iii) beta-laktam antibiyotikler ile beta-

laktamaz inhibitörlerinin sinerjik etkilerinin araflt›r›lmas›

gerekir (23). Çal›flmada gözlenen ESBL oranlar› ile in vi-

tro direnç oranlar› aras›ndaki fark›n öncelikle bu neden-

den ötürü oldu¤u düflünülmektedir. Bunun yan›s›ra,

ESBL'leri belirlemek için kullan›lan çift disk diffüzyon tes-

tinin duyarl›l›¤›n›n da % 100 olmad›¤› belirtilmektedir (24).

BIOMIC testinin sonuçlar›, rutin disk difüzyon duyarl›l›k

testinde oldu¤u gibi, ESBL içerdi¤i saptanan bakteriler

için sefamisinler d›fl›nda tüm sefalosporinlere dirençli

olarak bildirilmelidir.

BIOMIC sisteminin bir parças› olan video yard›ml› plak

okuyucu sistem, h›zl› bir flekilde inhibisyon zon çaplar›n›

okuyarak herbir antibiyotik zonunun tek tek ölçülmesi

zorlu¤unu ortadan kald›rmaktad›r. BIOMIC sistemi, bir-

çok araflt›rmac› taraf›ndan de¤erlendirilmifl ve son za-

manlarda yap›lan bir çal›flmada, rutin olarak önerilme-

mesine karfl›n sepsis, endokardit ve meninjit gibi ciddi

hastal›klarda M‹K de¤erlerinin tedavideki önemi nede-

niyle kullan›m alan› bulabilece¤i bildirilmifltir (25). BIOMIC

sistemi, özellikle çoklu direnç gösteren bakterilerin etken

oldu¤u infeksiyonlarda, uygun antibiyotik seçiminin bu

antibiyoti¤in M‹K de¤erinin saptanarak yap›lmas›, her bir

pla¤›n k›sa sürede de¤erlendirilmesi gibi özellikleri nede-

niyle, di¤er M‹K saptayan ticari sistemlere göre daha kul-

lan›fll› oldu¤u belirtilmektedir.

Sonuç olarak, çal›flman›n yap›ld›¤› hastane de kan kültür-

lerinden soyutlanan Gram-negatif bakterilerin hiçbirinde

imipenem direnci saptanmam›flt›r ve hastaneden elde

edilen kökenlerde güvenle kullan›labilecek bir antibiyotik

olmas›na karfl›n direnç gelifliminin önlenmesi için dikkatli

kullan›lmas› gerekti¤i düflünülmektedir. Klebsiella ve E.

coli kökenlerinde ESBL varl›¤›n›n oldukça yüksek oran-

da gözlenmesi, çoklu direncin izlenmesi ve tedavinin

yönlendirilmesi bak›m›ndan önem tafl›maktad›r. BIOMIC

sistemi kullan›larak antibiyotik duyarl›l›¤›n›n M‹K de¤er-

leriyle belirtilmesinin bakteremilerde etkin antibiyotik

sa¤alt›m›na olanak verecektir.

‹mipenem, kan kültür kökenleri üzerine en etkili beta-

laktam antibiyotik olarak saptanm›flt›r. Antibiyotik kul-

lan›m süresinin, direncin ortaya ç›k›fl›nda önemli oldu¤u

bilinmektedir. ‹mipenem, dirençli kökenlerin ortaya ç›k-

mamas› için seyri çok ciddi olan olgularda kullan›lmas›

gereken bir ilaçt›r.

Geniflletilmifl spektrumlu beta-laktamazlar, ilk olarak 1983

y›l›nda Almanya’da gösterilmifl ve günümüze kadar

30’un üzerinde ESBL tan›mlanm›flt›r (22). Ço¤unlukla K.

pneumoniae kökenlerinde saptanan ESBL üretimi, di¤er

Gram-negatif bakterilerde de gözlenmektedir (23). Genifl

spektrumlu beta-laktamaz üreten Klebsiella ve E. coli

kökenleri, penisilinler ve sefalosporinlere in vitro olarak

duyarl› görünmelerine karfl›n, klinik olarak bu ilaçlarla

tedaviye dirençli olabilirler. Hastane infeksiyonuna yol

açan kökenlerde ESBL üretiminin yayg›n oldu¤u bilin-

mektedir. Avrupa ülkelerini kapsayan çok merkezli bir

araflt›rmada (22); yo¤un bak›m ünitelerinden soyutlanan

Klebsiella kökenlerinde ESBL araflt›r›lm›fl, Türkiye’den

elde edilen kökenlerde % 59 oran›nda ESBL pozitifli¤i

saptanm›flt›r. Bu çal›flmada da Klebsiella kökenlerinde

% 64.7, E. coli kökenlerinde ise % 76.2 oran›nda ESBL

varl›¤› gösterilmifltir. Genifl spektrumlu beta-laktamaz

varl›¤›n›n, ülkeler aras›nda, hatta ayn› ülkede hastane-

den hastaneye farkl›l›klar gösterdi¤i bilinmektedir. Genifl

spektrumlu beta-laktamaz genleri tafl›yan plazmitler,

ço¤unlukla aminoglikozit ve di¤er antibiyotiklere karfl› di-

renç genlerini birlikte tafl›maktad›r. Genifl spektrumlu

beta-laktamaz üreten kökenler çoklu direnç gösteren

kökenler olup, tedavide de güçlükler yaratmaktad›r. 

Baz› ESBL’ler M‹K de¤erlerinde fazla yükselmeye yol

açmad›¤› için rutin laboratuvarlarda gözden kaçabilmek-

tedir. Bu sufllarla geliflen infeksiyonlar›n tedavisinde so-

runlar yaflanabilece¤inden, ESBL beta-laktamaz sentez-

leyen sufllar›n rutin laboratuvarlarda araflt›r›lmas› ve kli-

nisyene bildirilmesi gerekmektedir. Genifl spektrumlu

beta-laktamaz üreten sufllar›n tan›mlanmas›nda, (i) anti-

biyotik duyarl›l›k testlerinde daha yüksek bakteri yo¤un-

lu¤unun kullan›lmas›, (ii) daha düflük direnç s›n›rlar›n›n
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