ANKEM Derg 7 (No.3):208-212(1993)

ANTIBIYOTIK TEDAVISINDE IN-VITRO TEST/YANIT ILISKISI,
ANTIBIYOTIK SERUM YOGUNLUGU/YANIT ILISKISI

Nedim CAKIR

In-vitro testiresponse and serum conceniration/response relationships in antibiotic treat-
ment.

KAPSAM

Bu yazumizda antibiyotik deyimi sadece antibakteriyel antibiyotikler igin kutlaniimig, anti-
viral, antimikotik ve antiparaziter ilaglar ile ilgili konular kapsam digt birakelrmgtir. Antibiyotik
kullanimmda in-vitro testler ile antibiyotiklerin klinik uygulamalanndaki farklibklarm dnemli bir
kaynag: da kilitiir yontemlerindeki degerlendirme hatalandir. Bu konuda ayn bir derleme konusu
oldugu i¢in bu yazinm kapsami dismda brrakilmstir,

GENEL KAVRAMLAR

Konuya bir dzdeyis ile baglamak istiyoruz: "Antibiyotik duyarhilik testleri hangi antibiyoti-
gin kullamlmas: gerektigini gdsteren testler degil, hangi antibiyotifin kullanilmamas: gerektigini
gosteren testlerdir".

Antibiyotik duyarlihik testleri antibiyotik kullaniminda klinik hekimlere yol gésteren en
tmemli yardimeilardan biridir. Ote yandan yine bu testler, heniiz ¢iziimlenmemis baz: yénleriyle
klinik hekimleri ile laboratuvar hekimleri arasmdaki en 6nemli spekilasyon kaynakiarmdan biri-
dir.

Duyarlilik testlerinin degerlendirilmesi sirasinda su noktalari da daima géz dniinde bulun-
durmak gerekir:

1. 806z konusu etken mikroorganizmanin daha énceki duyarlilik testlerine gore duyarhilik
durumu nedir?

2-  Etkili olan antibiyotigin farmakolojik 6zellikleri nelerdir? (Ornegin, toksisitesi, prote-
inlere baglanmass, dagilum, absorbsiyonu, atihimi).

3-  Ayni etkene kargs: aym antibiyotik ile almms klinik sonuclar nasildir?

4- S8z konusu patolojik olayin bu antibiyotigin kullammina etkisi nasil olacaktir?

5- Konagmn bagisiklik durumu nasidu?

Sonugta klinik hekimin segecefi antibiyotik ve izleyecefi genel tedavi protokolis, in-vivo
ve tercihen in-vitro kogullarda da sz konusu mikroorganizmay: Sldiirmeli veya tiremesini inhibe
etmeli; sonuglan da gerek klinik iyilesme gerekse laboratuvarda kiiltiir kontrollan geklinde izlene-
bilmelidir. Kugkusuz antibiyotik segiminin etik ve moral fim sorumlulugu klinik hekime aittir,
Burada klinik hekim i¢in karar teknigi, kendilerine direng olmayan antibiyotiklerin antimikrobiyal
etkinlik iginde farmakolojik karakteristiklerini kryaslamak seldindedir.

Laboratuvarlann buradaki rolleri ise standart in-vitro testler aracilifi ile s6z konusu etkene
karg1 wygun antibiyotiklerin etkin olup olmadikiarin: aragtirmakair. Halbuki halen kullaniimakta
olan antibiyotik duyarlihk testleri kullamlan tilm ydntem ve malzemelere bagh olarak farkh so-
nuglar verebilmekte, bu da karmaga yaratmaktadir. Test edilen mikroorganizmanm ekim yogunlu-
£u, inkilbasyon stiresi, 181, pH, antibiyotik stabilitesi, kullamilan besiyerinin yapisal Gzellikleri ve
igerdikleri iyon cins ve miktarlan bunlardan basglicalandsr. Bu nedenle referans yéniemler ve me-
todolojik standardizasyonlar daima giindemde kalmigtir{4).

Burada duyarlilik testlerinde test-yamt iligkisini etkileyen fakitrleri yontemlere gore goez-
den gegirmeden 8nce ortak genel kurallara deginecegiz:

1- Hemen tiim yéntemlerde duyarhhk testi mottaka bir degil birkag koloni (tercihen bes
koloni) ile yaplmahdir. Bu kural 8zellikle kaybedilmis mutasyonlara rastlama olasihifimi azalur,
Ayrica heterorezistan yitksek mutasyon frekansma sahip ktkenler daha kolay yakalamr.

2- Yine tiim yéntemlerde besiyeri tamponik karakterde ve fizyolojik pH simirlarinda ol-
malidrr. Aksi halde besiyerlerindeki bityiik farklihklar sonuclan da etkileyebilir.
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3- Her laboratuvar, hizmet kapasitesi yiiksek ise hergiin, diigiik ise en az haftada bir kez
standart referans suglar kullanarak testte kullandiklan yéntemi, besiyerlerini ve antibiyotikleri
kontrol etmeli, bu ig igin kullandiklar referans suglan da usuliine uygun sekilde saklamaldar,

4- Testie sinanan antibiyotiklerin cins ve sayilarimn segimi de énemli bir konudur. Ciin-
ki artan ieknoloji ile piyasada artan yeni ve eskilerin modifikasyonu antibiyotikler, timtiniin bir-
den test edilmesini olanaksizlagtirmgtir. Zaten buna da gerek yoktur. Ciinkii ayni grup antibiyo-
tikler arasinda gofu kez benzer duyarhhk kahplan vardir. Ancak bu grup kavram: maalesef her
zaman icin gegerli degildir. Ornegin, 3. kusak sefalosporinler arasnda gapraz veya [arkl direng
kaliplan olabilmekiedir Biz bu konuda her hastanenin nce aniibiyotik kullamm politikasmin sap-
tamp laboratuvarlarm buna gore antibiyotik gruplandirmast yapmasmin ve her gruptan temsilei
antibiyatikler segmesinin en dofru yol olduguna inamyoruz. Bu segimlerde toksisite, maliyet/fi-
yat, farmakokinetik benzerlikler ydnlendirici faktérler olmahdir. Yine bu konudaki dnerimiz has-
tanelerde mikrobiyolog, epidemiyolog, infeksiyon hastaliklars uzman, cerrah ve i¢ hastahklari uz-
manlanndan olugacak bir kurulun antibiyotik kullanim politikasmi saptamasxdir.

Klinik hekimlerce hangi antibiyotiklerin segildiinin bilinmesi ileride laboratuvar-klinik
hekimleri arasmda igbirlifini arturict ve hatalars minimal diizeye indirici bir faktdrdiir. Bu durum
ayrica test edilecek antibiyotikleri de belirlemede yardimet olur. Bu segimde klinik hekim en dar
spekirum - en ucuz - en az toksik olan yeglemeli, laboratuvar hekimi de bunlarm yaninda pahalt
ve genig spektrumlular da test eimeli, bu sonuglan gerekirse rapor etmelidir. Eger klinik hekimin
o infeksiyon igin dzel bir istefi varsa bu antibiyotikler de test edilmelidir. Cok &zel antibiyotik
kularimlarinda mutlaka yukanda sézii edilen komitenin onayr ahmmalidur.

Yakan etkili gentamisin ve amikasinin duyarhiliklar ayn ayr test edilmeli, amikasin rapor
edilmemelidir. Ancak, gentamisin direngli ise amikasin bildirilmelidir.

Barsak bakterileri igin:

a) 3. kusak sefalosporinlerden sadece sefotaksim denenmelidir. Ancak sonug difer tigtin-
cii kusaklar igin de gegerlidir.

b) Birden gok direngli bakteriler igin klinikten uyar: beklemeden rutin olarak imipenem
duyarhilag1 saptarmalidir,

5- Duyarlilifit test edilecek antibiyotiklerin se¢iminde bir nemli belirleyici fakidr de stz
konusu infeksiyonun yeri ve hastanin durumudur, Teknik elemanlarca bu konuda stkga hatalar ya-
pilmaktadir. Ornegin, nitrofurantoin veya nalidiksik asid bir abse drneginden soyutulan bakteriye
kars1 veya ofloksasin ve siprofloksasin ¢ocuklardan hatta bebeklerden soyutulan mikroorganizma-
lara kars: yanlis olarak tess edilmekiedir,

6- Test besiyerlerine efier gerekirse kan ilave edilebilir. Ancak s6z konusu ofan fekal
streptokoklarin sefalosporinlere duyarlilifs ise, bu ilave sonuglan degistirebilmektedir. Bu durum-
da kan igermeyen besiyerleri kullantmalidur.

7. Duyarlilik testlerinde en gok yapilan hatalardan biri de komplikasyonsuz triner sistem
infeksiyonlarina ait sonuglarm degerlendirilmesinde ortaya grkmaktadchr. Burada sonuglar diger in-
feksiyonlarda oldugu gibi degerlendirilmektedir. Halbuki ¢ogu antibiyotik kana oranla idrarda da-
ha yiiksek konsantrasyonda birikmekte, boylece testlerde orta duyarklik sinirlarinda goriilmesine
kargmm in-vivo etkin olabilmektedir. Boylece in-vitro sonuglar hatali gikabilmeksedir.

8- Klinik hekimlerin laboratuvarlarda en biiyilk yakinmalarmdan biri de sonuclarm geg
cikmasidir, Ciinkil bu arada in-vivo kosullarda olugabilen degisiklikler veya ampirik antibiyotik
segimi gikacak olan in-vitro sonuglan gegersiz kilabilmektedir. Gergi sonuglarin erken cikmasint
saflayacak kompliterize tam ve duyarliik ySntemleri gelistirilmistir. Ancak bunlar yine de primer
kiiltiirden sonra uygulanabilmektedir. Bylece siire minimum 24 saat olmaktadir, O halde yapil-
mast gereken, primer kitltilr siirelerini azaltmaktir. Bu konudaki "iitopya"lanumz $rmegin ahnma-
smdan hemen birkag saat sonra senuglarin gikaritabilmesidir.

Simdi duyarlilik tesilerinde yantlan etkileyen faktérleri test yontemlerine gore inceleyebi-
liriz:
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KURU DISK DIFFUZYON YONTEMI

Kuru disk diffitzyon yéntemi tiim diinyada yaygm olarak kullamlan ABD'de de FDA ve
NCCLS tarafindan onaylanan testlerdir(3,4). Yontem basit oldugu igin kolay uygulanabilmektedir.
Ancak hemen ilave edelim: Detaylara bazen dikkat etmek gerekir. Ciinkil ufak tefek yontem fark-
Iiliklan gikacak sonuglan etkileyebilmekiedir.

1. Kuru disk diffiizyon tekniklerinde mikroorganizmanin ireme hizi, besiyerinin cinsi,
kahmthi ve kullanilan agarm yofunlugu sonuglar: daima etkileyebilmektedir. Bu nedenle yukar-
daki parametrelerden kontrol edilebilir olanlar mutlaka standarttagtiritmig olmalidir(5),

2. Kuru disk diffiizyon teknifinde sz konusu olan yeni bir mikroorganizma veya yeni
bir antibiyotik ise, tekniin uygun olup olmadsf diffiizyon yéntemleri ile mutlaka kontrol edilme-
Lidir.

3. Test igin besiyeri olarak muilaka Mueller-Hinton agar veya DST agar kullamlmals,
tercihen 150 mm'lik Petri kutularina 4 mm'lik kahnlikta dokilmelidir. Her yeni besiyeri kutusu
agiidiimda standart referans suglar ile kontrol yapilmahdir(4).

Hazur besiyerleri nemli ortamda buzdolabinda saldanmal, ekim sirasinda besiyeri yiizeyi
ve kapafi kuru olmalidir,

4. Diskler buzdolabinda veya derin dondurucuda saklanmahdir. Her yeni disk partisi
mutlaka standart suglarla test edilmelidir,

5. Test mikroorganizmasi siv1 besiyerlerinde 8nce McFarland 0.5 Umitesine kadar tiretil-
melidir. Daha yogun veya daha seyreltik mikroorganizmalar hatah sonug verebilmektedir.

6. Novobiosin ve nafsilin kanli DST veya Mueller-Hinton'da test edilmemelidir.

7. Neisseria meningitidis'in sulfenamidlere duyarlilifinda sonuglar kugkuyla kargilan-
malidir. Ciinkd daima hatali sonuglar gikabilmekredir. Ayrica N.meningitidis'in diger antibiyotik-
lere duyarliima da bu yéntemde gok giivenmemek gerekir.

8. Metenamin mandclat ve metenamin hipuratm in-vitro test ile in-vivo yamt sonuglan
arasinda uyumsuzluk vardsr,

9. Moelisiline direncli Staphylococeus aurens (MRSA) suslan bazen diffiizyon testlerin-
de penisilin ve tirevierine duyarh ¢ikabilmekiedir. Burada in-vitro sonuclara giivenmeyip direngli
olarak kabul etmek gerekir,

10. Yine MRSA'larin saptanmasinda Petri kutulan ézellikle 35°C'de tutularak inkiibe edil-
melidir, 37°C'de yanhs duyarl sonug almabilir. Hatta 35°C'nin konirolii zor ise deney 30°C'de de
yamlabilir, Sonug gergekle uyumlu gikacaktir(2).

11. Metisilin diskleri, stabilizasyonu zor disklerdir. Bunun yerine oksasilin diskleri kulla-
nilabilir.

12. Ko-trimoksazo] test edildiginde her Mueller-Hinton agar kutusu agildifinda Entero-
coccus faecalis (ATCC 29212 veya ATCC 33186) ile 24 mm'lik gap olugumu test edilmelidir. Bu
cap saptanmazsa o kutu ko-trimoksazol igin kullanlmamahdir, Pseudomonas aeruginosamnm
gentamisine duyarhhifi aragtinliyorsa ortamda mutlaka 25 mg/1 MgCl, bulunmahdir(1).

13. Disk diffiizyon yontemi polimiksinler igin uygun degildir. Ciinkii agar icindeki diffiiz-
yonlan: gok kétiidiir. Mutlaka makro veya mikrodiliisyon yéntemleri kullamimahdir, -

14. Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae ve Streptococcus prewmonine'nin
ampisiline duyarhliklaninin saptanmasinda dzel bir yéntem ve olgiiler kullanilmalidar.

15. Test sonuglar1 16-18 saatte okunmamalidir. Erken okumalarda hatah ¢aplar olugabil-
mektedir.

16. Disk diffiizyon teknifi zor treyen mikroorganizmalar igin uygun depildir. Bu mikroor-
ganizmalar igin diléisyon teknikleri kullaniimalidsr.

17. Degerlendirmede asla inhibisyon zon ¢aplan birbiriyle kiyaslanmamalidir. Bunlara gi-
re antibiyotik segimi yapilmamalidir, En iyisi her disk igin ¢aplar ayn ayr: standart dlgtilere gore
kayaslanmalidir.

18. Eger ¢ok gerekliyse (ve 6rnek florasiz ise) 6mek test igin dogrudan ekim malteryali
olarak kullanilabilir. Bu y6ntem hatal: degildir.

19. Disk diffiizyon teknigi anaerop mikroorganizmalara uygulanamamaktadir.
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Herseye rafmen disk diffiizyon teknifi pratik ancak kalitatif bir ydntemdir. Kolay uygula-
nabilir olmas onu héla en gok uygulanan test konwmunda tutmaktadir.

DILUSYON YONTEMLERI

Kantitatif sonug verebilen diliisyon yéntemleri zaman iginde daha ¢ok bagvurulan test ge-
sitleri olmaktadir. Bu diliisyon testleri kullamlan besiyerinin siv1 veya kati olmasma gére iki temel
gruba ayrilir, Her iki grubun da avantaj ve dezavantajlan olabilir. Siv1 dililsyon deneyleri ya tiipte
{makro metod) veya pleytte (mikro metod) yapilabilmektedir. S diliisyon yéntemlerinde mini-
mal inhibisyon konsantrasyon (MIC) veya minimal bakterisidal konsantrasyon (MBC) saptanabii-
mektedir,

1. Swvi diliisyon yontemini uygulayan laboratuvarlar deneyde kullanacaklan antibiyotik
diliisyonlarim, bunlara ait stok eriyikleri ve kalite konfrollerini bizzat kendileri yapmalidir. Bu,
testlerin saglikli olabilmesi igin koguldur. Diliisyen ytntemierinin uygulanmasmda en sik yapilan
hata, testtc kullantlan antibiyotigin ticari preparatiardan elde edilmesidir. Ozellikle bunlarm oral
veya intramiiskiiler formlarmim kullanilmas: kesinlikle dogru degildir. Deneyler mutlaka katkis:z,
etkin ham maddeden yapilmalidir.

2. Pseudomonas aeruginosanm aminoglikozit ve polimiksinlere duyarhiliklarinda yine
kalsiyum ve magnezyum iyonlarsmin bulunmasi garttir. Aksi halde duyarkhk sonuglan farkh ola-
caktir, Gerekli olan iyon miktarlan litreye 50 mg CaCl, ve 25 mg MgCly ilavesi ile kargilanabilir.

3. Antibiyotik sulandmrimlan diliisyon yonternlerinin ¢ok dikkat edilmesi gercken bir asa-
masidit, Sulandmmlar stok eriyikten mutlaka giinliik olarak yapilmalidir. Hentiz tilkemizde kulla-
nilmamasma ragmen bazi firmalar kullanima hazir, sulandirlip dondurulmug antibiyotik pleytleri
piyasaya gikarmuglardir. Bu pleytlerin saklanmasmda mutlaka sofuk zineir kurallanna uymak ge-
rekir. Kullanmadan dnce bu pleytler oda 1sisina getirilmeli, bir kez 1smip erimig pleytler kullaml-
mazlarsa tekrar dondurulmamali, anlmahidir,

4. Ekim yogunlugu diliisyon yéntemlerinde de sonuglan yakmdan etkileyen bir fakior-
diir. Gereginden fazla yoJunlukta bakteri olugturacagy bulamklik nedeniyle okuma-deferlendirme
olanaksizlif1 olugturur, Gereginden diigiik yogunlukta bakteri ise, bu testin en Snemli avantajini
yok eder: Diisiik frekansh mutant popiilasyonlarnn direngliliklerinin saptanmasint zorlagturir. Tiim
yontemler igin gukur bagma 1x10% bakieri test igin en idealdir,

5. Ekim yapilan pleytlerin inkilbe cdildigi ortam da sonuglann saghg tzerine etkilidir.
En iyisi 35°C'de 16-20 saat ve hafif nemli ortamda tutmaktir. Kuru ortamlar antibiyetik yogunlu-
gunu azalup sonuglan degigtirir. Asin nem ise kontaminasyon riskini arttirr.

6. Siilfonamid duyarlihfinn arastiriimasinda kullanilan besiyerinin timidinden ve p-ami-
no benzoik asitten armdirilmig olmass gerekir. Aksi takdirde gergekte duyarli olan kiskenler di-
rengli olarak okunur.

7. Antibiyotik sulandinlmig besiyerlerinin her parti mal ve her stok igin en az bir kez ste-
rilite kontroliinim yapilmus olmas: koguldur.

8. Degerlendirmede berrak kalan ilk tiip konsantrasyonu MIC olarak kabul edilir. Ancak
sulfonamid ve trimetoprimde MIC % 80-90 oraninda azalmig canli bakteri kitlesinin bulundugu
gukurdur.

9. Testin dofru olarak yapilip okunmas: i¢in ilk standardizasyon ve sulandirim oranlar
¢ok dnemlidir. Sulandirimlar 7 seritik yapilmah ve beklenilen duyarlihik 4, tiipte veya gukurda gé-
riinmelidir. 3. veya 3. tiip/fgukurlar da kabul edilebilir. Sulandirim standardinm ilk veya son tiipe
gbre ayarlanmas: test sirasinda yanslticr sonuglar gikarir.

10. Siv1 dililsyon yéntemlerinde cn énemli hata kaynag: kontaminasyon olasiifiidir. Test
srasmda ve sonug agamasinda bunun ortaya konmasi oldukga zordur.

Agar dilitsyon yontemi aynen sivi dillisyon yéntemi gibidir. Ancak burada antibiyotikli be-
siyeri Petri kutusuna dékiilmiig ve kats vasifhdir. Sivi diliisyon yénteminde s6z konusu olan kon-
taminasyon olasilif agar diliisyonda kolayca farkedilir. Bunun diginda stv1 diliisyon igin in-vit-
rofin-vivo farklihfa neden olabilecek diger tiim farkhliklar agar dilisyon i¢in de gecerlidir,
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OTOMATIK TESTLER

Kolorimetrik temele dayanan otomatik testler kullamm alanina yeni girmektedir. Bu yén-
ternlerle olugan test sonuglarmin tekrar edilebilitlikleri diger yontemlerle denenmis ve olumlu ya-
mitlar ahmmgtir. Otomatik yontemler iki grup altinda incelenmektedir:

a) Bir gece inkiibasyona gerck duyaniar

b) Aymni giin sonug verenler,

Bu iki grup arasinda da biiyiik oranda uyumluluk saptanmaktadir. Ancak burada dikkat
edilmesi gereken nokta tiim testlerde ilk birkag saat igindeki sonuglarin aldatici olabildigi, bazi an-
tibivotiklerin duyarhhklarmin saatlerle degisebildigi, bu nedenle yarlmalarm dniine gegmek igin
muslaka iiretici firmanm dngordiigii inkitbasyon siirelerine uyulmas: gerektigidir.

KLINIK PROBLEMLER

Bu béliimde bu testlerin klinikte kullanima fizerinde durulacakir. Duyarhhik testleri etken
olarak saptanan mikroorganizmanm antibiyotiklere duyarliliklar: genel olarak bilinmiyorsa endi-
kedir. Duyarhligs bilinen A grubu beta-hemolitik streptokok ve N.meningitidis'in penisiline kargt
duyarhihiklari test etmeye gerek yoktur.

Duyarhilik testi konusunda yapilabilecek hatalardan biri de normal flora tiyelerine ya da
patojen olmayan mikroorganizmalara kars test yapip antibiyotik kullanmaktir. Bu durumda nor-
mal flora baskilanaca$ icin ekolojik ortam genellikle gercek patojenlere kalir,

Ote yandan bazan roplumumuzda herhangi bir etkene kars1 direng kaliplan bilinmeden da-
hi o antibiyotie karg1 tavir alnabilmektedir. Omegin, H.influenzadye kars: ampisilin duyariifis
saptanmadan bagka toplumlarin rakamlarma bakilarak kars: tutum alimabilmektedir,

S8z konusu edilen biitiin bu fakitrlere ve olumsuzluklara karsin halen uygulanmakta olan
in-vitro testler ile buniann in-vivo sonuglan biiyiik paralellikler gosterir. Kuglusuz uygun antibi-
yatik knllanmminin bagarist hern klinik hekimine hem de laboratuvar hekimine ait olacaktir.
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