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GUC UREYEN BAKTERILERLE (S.PNEUMONIAE,
H.INFLUENZAE, M.CATARRHALIS, N.GONORRHOEAE,
N.MENINGITIDIS) ILGILI ANTIBIYOTIK
DUYARLILIK TESTLERI VE SORUNLAR

Biilent SUMERKAN

Antimicrobial susceptibility tests for fastidious bacteria (S.preumoniae, H, influenzae,
M.catarrhalis, N.gonorrhoeae, N.meningitidis) and problems.

Giiniimiizde diinyanm birgok yerindé uygulanmakia olan antibiyotik duyarhlik testleri ile
itgili ydntemler hizh iireyen, besin gereksinimleri karmagik olmayan, iiremek igin COy'ye gerek-
sinim duymayan bakterilere gire standardize edilmigtir. Bu yontemlerde belirtilen duyarly, di-
rengli ve orta duyarli kategorileri genellikle bu tir bakteri popiilasyonlan ile yaplan galigmalar
sonucunda elde edilmigtir. Duyarhhk test yontemi ne olursa olsun, besiyerinin bilesimi ve inkii-
basyon kogullar testin en Snemli dzelliklerindendir. Giig iireyen bakteriler grubunda yer alan ve
metin bagh@inda belirtilen bakteriler, tireyebilmek igin katkili besiyerleri ve COy'li ortama gerek-
sinim duyarlar, Bu yiizden diger bakteriler igin standardize edilmis yontemlerde kullamlan katki-
s1z Mueller-Hinton besiyeri ile serop kosullar, sozii edilen bu gii¢ lireyen bakterilerle yapilacak
duyarlihk testlerinde uygulanmaz. Bu mikroorganizmalar igin yapilacak duyarhlik testlerinde
Uzel ydntemler gerekmektedir. Diger giic tireyen Helicobacter, Listeria, Campylobacter ve
Brucella gibi bakteriler igin heniiz tam anfarmyla oturmug standart yontemler geligtirilemedigin-
den klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bu bakerilerle rutin duyarhilik testlerinin yapiimas:
onerilmemektedir.

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Giiniimiizdeki direng mekanizmalan ve diren¢ durumlar:

Ozellikle 19801 yillara gelinceye kadar penisilin Sireptococcus preumoniae infeksiyonla-
rin tedavisinde rahathkla kullamlan bir antibiyotikti. Bu dénemierden baglayarak iilkemiz de
iginde olmak iizere, diinyamn hemen her yerinden penisiline direncli pniimokok suslar giderek
artan bir sikhikta bildiritmektedir (1, 2, 16, 22, 34, 38, 47). Bu suglardan bir grup, yiiksek diizey
direngli (MIC = 2 pg/ml), bir grup ise rolatif direngli (MIC=0.1-1 pg/ml) suglardir(33). Penisiline
yiiksek diizey direncli pnémokoklarin neden olduklan infeksiyon fiirti ne ofursa olsun penisilin
ile tedavi olanaksizdir, Ikinci grupta yer alan su;;lér]a olugan menenjit digindaki infeksiyonlar pe-
nisilin ile tedavi edilebilirler. Direng, pnémokoklarin penisilinin hedefi olan penisilin-baglayan-
proteinlerde (PBP) meydana getirdiji degisiklik sonucu olusmaktadir(17), Ampisilin, amoksisi-
lin, sefalosporinler ve karbapenem gibi diger beta-laktam antibiyotiklerin etkisi de parale! olarak
azalabilir. Bu yiizden penisiline direngli pnémokok suglan fle olugan infeksiyontarda tedavide al-
ternatif olarak genis spekirumlu sefalosporinler diisiniildiginde bu antibiyotiklerle uygun du-
yarlilik testlerinin yapiimasi gerekir.

Penisiline duyarli pndmokoklar intrensek olarak etkisi az olan {i¢ sefalosporin (seftazidim,
sefiksim, seftibuten) diginda tiim beta-laktam antibiyotiklere duyarlidir(12). Bundan baska
pndmokoklarda makrolidler, tetrasiklinler ile kloramfenikole direngte penisiline direngli sustarla
birlikte bir artiy gozlenmektedir(5,22,34). Ayrica genis spekirumly sefalosporinlere direncli
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S.pneumoniae suglar bildiritmistir(24,48), Vankomisine direngh sug heniiz bildirilmemigtir.
S.preumoniae suglarinda son yillarda gozlenen direngle ilgili bu gelismeler dogrultusunda, kli-
nik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda izole edilen suslarin antibiyotik duyarhiik durumlari, hizli
ve dogru bir sekilde aragtirlmahdr.

Onerilen test yontemleri

Laboratuvarlarda kolayca uygulanabilir en pratik yoniem % 5 koyun kants Mueller-Hinton
‘agarda (KK-MHA) disk diffizyon yontemidir(39). Yontemin dzellikleri tablo 1'de Szetienmigtir,
Zon ¢aplan Petri kutusu kapaklari agihip listten Sl¢iiliir. Bu yontemle penisilin direncini belirle-
mek icin oksasilin (1 pg) diski kullamilir, Penisilin diski kullanimaz. Oksasilin diski etrafinda 19
mm veya daha kiigiik zon ¢apt sugun biiyiik bir olasilikla penisiline direngli veya rolatif direngli -
oldugiunu, 20 mm veya daha biiyiik zon gapi ise penisiline duyarls olduBunu gsterir. Disk dif-
fiizyon yontemi ile direng kategorilerini ayirdetmek milmkiin degildir. Bu ancak minimal inhibi-
tér konsantrasyon (MIC) tayini ile olur. Bazi penisiline duyarl: S.preumoniae suglan oksasilin
diski ite direngli bulunabilir(23,41}. Yine de bu suslar MIC'eri belirlenenc kadar penisiline di-
rengli olarak kabul edilirler(12).

Tablo 1. §.pneumoniae, H.influenzae ve N.gonorrhoeac igin dnerilen disk diffiizyon duyarlilik test yéntemleri.

Bakteri Besiyeri inokulum? [nkubasyon siiresi®
S.pneamoniae KK-MHA® 20-24 saattik KKAY kolonilerinden 20-24 saat
H.influenzae HTM® agar 20-24 saatlik ¢ikolata agar kolonilerinden 16-18 saat

N.gonorrhoeae  GC agar+bzel katki  20-24 saatiik ¢ikolata agar kolonilerinden ~ 20-24 saat

? 35°C'de % 5-7 CO4'li ortamda lireyen kolonilerden Mue]ler-Hmlon siv1 besiyerinde veya % 0.9 NaCl'de
Mc¥Farland standardina gore bulaniklik ayar:.
Tiim inkiibasyontar 35°C'de % 5-7'lik COy'li ortamda.

¢ KK-MHA: Koyun kanli Mueller-Hinton agar.

d KKA: Koyun kanli agar.

¢ Haemophilus test medinm.

Disk diffiizyon paneline katlacak sefuroksim (30 pg) diski ile pnomokoklarnn genig spekt-
rumly sefalosporinlere direngli olup olmadiklar: aragtirilabilir. Oksasilin etrafinda 19 mm veya
daha kiigiik zon gapi dlgiildigiinde sefuroksim diski etrafinda 21-30 mm Zon gaps varsa 3. kusak
sefalosporin direnci olabilir. Bu zon ¢ap1 20 mm veya daha kiigiikse 3. kugak sefalosporiniere di-
reng kesindir(13). Bu konuda gahsan aragtirmacilar arasinda tam fikir birlifi yoktur(13,36,49).
Goldstein ve ark(14), lorakarbef (10 ng) diski kullanilarak sefotaksime direncli pnomokoklarin
saptanabilecegini bildirmiglerdir. KK-MHA'da disk diffiizyon ybntemi ile kloramfenikol, eritro-
misin, ofloksasin, tetrasiklin ve vankomisine karg: duyarlilik testleri yapilabilir(32).

Diltisyon testleri stvi makro ve mikrodiliisyon geklinde katyon katkaly, par¢alanmug at erit-
rositli (% 3-5) Mueller-Hinton siv1 besiyerinde yapilabilit. Bu yontem (mikro) NCCLS tarafin-
dan tnerilen standart yontemdir(40). At eritrositlerinin hazirlanmasindaki giiclik bu ybntemin
rutinde uygulanmasim kasitlar(40,42).

Alternatif test yontemleri

§ preumoniae suglarmda MIC tayini icin Haemophilus test medium (HTM}) ile s1va diliis-
yon yontemleri ile yapilan galigmalar, bu besiyerinin bazt olumsuzluklanna (Grnefin bazi pnd-
mokok suglan bu besiyerinde firememistir) ragmen alternatif olabilecegini gostermigtir(4,28,31).
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Bu besiyeri ile yapilan testlerde standart yonteme gijre sayitari az da olsa yalanci-duyarh ve ya-
lanci-direngli suslar bulunmugtur. Bu olumsuzluk smir degerlerde {breakpoint) yapilacak kiigiik
degigikliklerle (Srnefin penisilin igin direng stmir 2 1 pg/ml'ye, duyarhlik simn < 0.03 pg/mi'ye
cekilmek suretiyle) giderilebilir(28). D'Amato ve ark.(9) hazir mikrodiliisyon panellerine % 5
koyun kam katarak yaptiklan ¢aliymada standart yéntemle % 94 oramnda uyumlu sonuglar al-
rmglardir.

S.preumoniae suglari ile KK-MHA kullanarak agar diliisyon ybntemi ile MIC tayinleri ya-
plabiliv(40).

E-test (PFDM Dpsilometer; AB Biodisk, Solna, Sweden) giinéimiizde MIC tayini igin
kullanilabilecek kolay ve dililsyon testlerine gore daha kisa siirede yapilabilen bir testtir(6).
S.prewmoniae suglan ile yapian gahsmalarda B-test ile glivenilir ve tekrar edilebilir sonuglar
almmigtir(21,29,30,37).

HAEMOPHILUS INFLUENZAE

Giiniimiizdeki direng mekanizmalar ve diren¢ durumlar:

Haemophilus influenzae suglarinm yaklagtk % 20-401 TEM-1 tip beta-laktamazlar1 nede-
niyle ampisilin ve amoksisiline direnglidirler(3,27). Ulkemizde ampisilin direnci % 8-52.5 ara-
sinda bildirilmistir(15,35). Beta-laktamaza bagl ampisilin direnci kapstiliii tip b suglarda tip b o}-
mayanlara gére 2-4 kat fazladr, Tip b suglarin hayati tehdit eden infeksiyonlara neden olduklar
diigiiniiiiirse bu direncin &nemi ¢ok daha fazladir. H.influenzae'de PBP'lerde degisiklik,hiicre
permeabilitesinde azalma gibi mekanizmalarla da ampisilin direnci bulunabilir(12). Bu suglar be-
ta-laktamaz testleri ile belirlenemez. Bugiin igin H.influenzae'de dar spektrumiu sefalosporinler
dminda sefalosporin direnci nadir olup, 3. kugak sefalosporinlere halen direng bildirilmemis-
tir(5,27). Kloramfenikol direnci de sik degildir,

Onerilen test yontemleri

H.influenzae igin disk diffiizyon test yonteminin genel dzellikleri tablo 1'de verilmigtir,
Tablo 2'de ise bu bakterilerle ilgili diliisyon yonteminin ozellikleri gosteritmistir. Bu ydntemier
NCCLS'in Snerdigi yontemlerdir. Sonuglann yorumlanmast ve kalite kontrolt NCCLSin M2-AS
(disk diffiizyon) ve M7-A3 (mikrodilisyon) tablolarina gtre yapilmalidir,

Tablo 2. S.pneumoniae, H.influenzae ve N.gonorthoeae igin dnerilen ditiisyon duyarlilik test yéntemleri,

. Son " linkubasyon

Bakteri Besiyeri Biliisyon tipi Inokulum® konsantrasyon kogultar:

S.pneumoniae  PAE-MHB®  Siv; mikrodillisyon  20-24 saatlik 5x10%/ml 35°C'de 20-24
koyun kanh agar saat, acrop
kolonilerinden

H.influenzac HTM broth  Sivi mikrodiliisyon  20-24 saatlik 5%10%ml 35°C'de 20-24
ik, agardaki saat, aerap
kolonilerden

N.gonorrhoeae  GC+ bzel katki Agar diliisyon 20-24 saatlik 10%/spot 35°C'de 20-24
¢ik, agardaki saat, % 5-7
kolonilerden CO,'li ortam

8 Bkz. Tablo 1, dip not 2.
PAE-MHB: Pargalanmmug at eritrositli Muelter-Hinton buyyonu.
€ Haemophilus test medium.,
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HTM glinimiizde H.influenzae suglarinda antibiyotik duyarhlik testleri igin dnerilen besi-
yeridir(18,45). At eritrositlerinin hazirlanmasindaki giighik ve cikolata agarda zonlarn deZerlen-
dirilmesindeki zorluklardan dolayi geligtirilen bu besiyeri Mueller-Hinton besiyerine 15 pg/mi
hematin (X fakior), 15 pg/ml NAD (V faktor) ve 5 pg/inl maya 6zeti katilmak suretiyle kolayca
hazirlanir. Ticari olarak da saglanabilir. Ancak kullanima yeni girmis olan bu besiyeri ile ilgili
halen goziim bekleyen bazi problemler vardir(3,11). -

Alternatif test yontemleri

Cikolata Mueller-Hinton agar ile disk diffiizyon testleri yapilabilir. Yontem dort antibiyotik
(ampisilin, kloramfenikol, ampisilin/sulbaktam ve amoksisilin/klavulanik asit) icin standardize
edilmigtir(12, 18). 1990 yilindan 8nce NCCLS'in Gnerdiffi at critrositleri igeren Mueller-Hinton
besiyeri ile siv1 diliisyon yontemi kullan:labilir.

E-test ile MIC tayini HTM agar veya cikolata Mueller-Hinton agar ile yaplabilir(30). Di-
ger metodlara iyi bir alternatif olarak goriilmesine ragmen yontem rutine girmeden dnce lizerinde
daha fazla aragtirma yapilmasinda yarar vardu.

MORAXELLA CATARRHALIS

Giiniimiizdeki direng mekanizmalar ve direng durumlar:

insan solunum yollarinda patojenitesi son zamanlarda anlagilan Moraxella catarrhalis sug-
tartmn biiyiik bir kismi beta-Iaktamaz sentez eder. Beta-laktamazlari kromozomaldir ve sulbak-
tam ve Klavulanik asit ile inhibe olurlar(50). Bu enzimlerin varlifi sadece substrat olarak nifrose-
finin kullamldiz kromojenik yontemle belirlenebilir. Giiniimiizde M.catarrhalis suglart amoksi-
silinfldavulanik asit, ampisilin/sulbaktam,sefalosporinler ve imipeneme duyarhidirlar, Tetrasiklin

r

ve eritromisin direnci sik degildir(12,15,50).

Onerilen test yontemleri
NCCLS'in hizht tireyen bakteriter icin dnerdigi disk diffiizyon ve agar diliisyon yéntemleri
bu bakieriler icin de gecerlidir(39,40).

NEISSERIA GONORRHOEAE

Ganiimiizdeki direng mekanizmalar ve direng durumlan

Gonokoklarda bilinen 3 tip antibiyotik direng mekanizmasi vardir: 1-Plazmid kaynakli
TEM-1 tip beta-laktamaz, 2-Kromozomal genlerdeki mutasyena bagls PBP'lerde degisiklik ve
permeabilite azalmasi, 3-Plazmid kaynakli tetrasiklin direnci{12,26). Birinci mekanizma ile di-
reng gosteren suglar penisilin, ampisilin ve amoksisiline direnglidirler. Beta-laktamaz testleri ile
belirlenebilirler. Bu suglar genellikie penisilin dig1 beta-laktamlara duyarlidirlar. Ixinci kategori-
deki suglar penisilin yaninda tetrasiklin ve bazi sefalosporinlere direngli olabilirler.

Onerilen test yontemleri

Neisseria gonorrhoeae stvi besiyerlerinde otolize olmaya egilim gdsterdifinden MIC ta-
yinleri ancak agar diliisyon yontemleri ile yapilabilir, Disk diffizyon ve agar diliisyon testleri
icin dzel katkili GC agar besiyeri kullanlir(19,26). Zon caplar ve sinir defer {breakpoint) digli-
leri NCCLS'in M2-A4 ve M7-A2 tablolanindan bakilarak degerlendirmeler yapilir.
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Alternatif test yonternleri

- Gikolata Mueller-Hinton agarda disk diffiizyon ySntemi ile penisilin, tetrasiklin, spektino-
misin ve sefoksitin igin duyarlihik testleri yapilabilir(12). Ozel katkih GC agarda E-test ile MIC
tayini yapilabilir(44),

NEISSERIA MENINGITIDIS

Son yullara kadar Neisseria meningitidis izolatlarina duyarlihik testi yapiimasina gerek du-
yulmazdr. Meningokoksik infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan penisilin, ampisilin, seftriak-
son,sefotaksim ve kloramfenikol bu suglara etkili oldugu bilinen antibiyotiklerdir. Ancak Ingilte-
re, Ispanya, Giiney Afrika ve Kanada gibi iilkelerden penisilinin MIC degerleri 0.1 pg/ml tizerin-
de olan N.meningitidis suglan bildirilmigtir(7,25,43,46). Bu organizmamn beta-laktamaz yapan
kokenleri de saptanmigtir(10}. N.meningitidis suslarinda son yillara ait bu degisiklikler dogruitu-
sunda antibiyotik duyarhitik test yontemleri gelistirilmis ve 6nerilmigtir.

Koyun kanli Mueller-Hinton agarda oksasilin (1 ug) diski etrafinda 10 mm veya daha kil-
¢iik zon ¢apr veya 2 U penisilin diski etrafinda 26 mm veya daha kiigiik zon gapt penisiline di-
renci gosterebilir(8). Hugues ve ark.(20) N.meningitidis suglarinda agar diliisyon yéntemi ile E-
test sonuglarim yedi antibiyotik kullanarak kargitastirmslar, her iki test arasinda + 1 log, diliis-
yon uyumunu % 93 oramnda bulmnglardir. Buna gire B-test sonuclart referans agar diliisyon
ybntemi ile tyi bir korelasyon gostermekiedir.

SONUC

Giig iireyen bakteriler diinyanin birgok yerinde son y]llara gelinceye kadar géstermedikleri
birtakim direng profillerine sahip olmuglardir, Klinik rmkroblyoiop laboratuvarlarimn, bu suglar
izole edildiinde, belli antibiyotik duyarhlik stratejilerine sahip olmalarinda yarar vardir. Bu
bakterilerle ilgili standardize edilmeye caligilan duyarhlik yontemieri heniiz yenidir ve baz
problemleri de beraberinde tagimaktadir, Giinitmitzdeki yontemlerde standardizasyonla ilgili ak-
sayan taraflar olsa da, yapilan degigiklikler ve yeni firetilen bilgiler klinik mikrobiyologlarca ya-
kindan izlenmeli ve buna gore elde edilen duyarlihik verileri Klinisyenlere ulagtiilmalidir,
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