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OZET

Bakterilerin toplumda tek tek veya salgmlar seklinde olusturduklan infeksiyon
hastaliklarinin ve ozellikle hastane infeksiyonlanimn tedavisinde kargilagilan en 6nemli
sorun, etken olan bakterilerin antibiyotiklere gosterdikleri direngtirr Bu amagla
Kocaeli Universitesi Hastanesinin degisik kliniklerinde yatan-hastalardan izole edilen
suslarin disk difiizyon yontemi ve agar tarama yontemi ile MIK gahgilarak direng
durumlan aragtinldi.

Caligmada en sik metisiline duyarh Staphylococcus aureus (MSSA), ikinci
siklikla metisiline direngli Staphylococcus aurews (MRSA), iigiincii sikhikla da
Escherichiae coli suglan hastane infeksiyon etkeni olarak belirlendi. MSSA suglan, en
sik pediatri ve ortopedi kliniklerinde, idrar ve yara 6rmeklerinde rastlandi. MRSA
suslari, en sik tiroloji ve pediatri kliniklerinden ahinan idrar ve yara 6rneklerinden izole
edildi. Disk difiizyon yontemi ile in vitro olarak MRSA suslarinda vankomisin ve
teikoplanin’e direng belirlenemezken, ampisilin’e %100, amoksasilin/klavulanik asit
kombinasyonuna %96.07, siprofloksasin’e %60.78, netilmisin’e %19.6, direng
saptandi. Aym bulgular agar tarama yontemiyle teyid edildi.

E. coli suglan iiroloji ve genel cerrahi kliniklerinden alinan idrar ve apse
o6meklerinden yiiksek oranda soyutuldu. Disk difizyon yontemi ile bu suglann
imipenem ve seftriakson’a direng belirlenemezken, ampisilin’e  %56.7,
ampisilin/sulbactam’a %48.6, sefazolin’e %5.4, aztreonam’a %8.1, amikasin’e %5 .4,

siprofloksasin’e %2.7 oraninda direngli olduklan saptand:.



SUMMARY

The most common issue affecting the treatment of bacterial infectious disease
is the development of the resistance of efficient bacteria against antibiotics. For this
reason, disc diffusion and agar scanning method were applied to the strains that were
isolated from the patients of the Kocaeli University Hospital. With this method MIK
was investigated. '

In the study the most common reason for hospital infection was found to be
methicillin sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) strains, followed by methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and Escherichiae coli. MSSA strains were
most commonly encountered in the infection samples from the pediatri and orthopedi
clinics. MRSA strains were most commonly isolated from the urine and infection
sarpples taken from the urology and pediatri clinics. With disc diffusion method
resistance to vancomycin and teicoplanin was not found in MRSA strains in vitro, but
100% resistance to ampicillin, 96.07% resistance to amoxicillin/clavulanic acid
combination, 60.78% resistance to ciprofloxacin, 19.6% resistance to netilmicin were
found.

E. coli strains were highly isolated from the urine and infection samples taken
from the urology and surgery clinics. With disc diffusion method resistance to
imipenem and ceftriaxone was not found in E. coli strains in vitro, but 56.7%
resistance to ampicillin, 48.6% resistance to ampicillin/sulbactam, 5.4% resistance to
cephazolin, 8.1% resistance to aztreonam, 5.4% resistance to amikacin, 2.7%

resistance to ciprofloxacin were found.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

°C
Hg

CRP
DNA

MRSA
MSSA
NaCl
NAG
NAM
NCCLS
Nm
PBP
PRP

TSI

Derece santigrat

Mikrogram

Mikro litre

Coagulase Reacting Factor

Deoksi Ribo Niikleik Asit

Gram

Hidrojen peroksit

Immun globulin

Mol

Minimal bakterisit konsantrasyonu
Miligram

Minimal inhibitér konsantrasyonu
Mililitre

Metisiline direngli Staphylococcus aureus
Metisiline duyarli Staphylococcus aureus
Sodyum klorir

N - Asetil glikozamin

N - Asetil muromik asit

National Commiutte for Clinical Laboratory Standards
Nanometre

Penisilin baglayan protein

Penicillinase Resistant Penicillin

Ribo niikleik asit

Triple Sugar Iron



1.GIRIS

Stafilokoklarda metisilin direncinin ortaya ¢ikmas: ile metisilin direngli
Staphylococcus aureus’larin  (MRSA) diger antibiyotiklere direnci beraberinde
getirmesi epidermilere sebep olan 6énemli bir nozokomiyal infeksiyon etkeni haline
gelmistir. MRSA infeksiyonlarimin prevalanst gerek gografi bolgeler arasinda, gerekse
aym bolgede yer alan hastaneler arasinda degiskenlik gosterir durumdadir.
Hastanelerde yogun antibiyotik kullanim sebebi ile direngli kokenler seleksiyona
ugramakta ve mikrobiyal direng artigina neden olurlar. Aym zamanda hastanede kalig
stiresini uzatmakta tedavide bagansizhiklar ve maliyette artiga neden olmaktadir.

MRSA ile kolonizasyon ve infeksiyon i¢in en 6nemli risk faktérleri; Altta yatan
hastaliklar, nazal kolonizasyon wve yabanci cisimlerdir. (Katater, trakeostomi,
nazogastrik tiip v.b). Yayllmasinda en 6nemli neden ise hastane personelinin elleri ile
gegcici siireyle MRSA tagimasidir.

MRSA enfeksiyonlarim kontrol altinda tutmak amaci ile alinacak énlemler her
saghik kurulugunun kaynaklarina hasta populasyonuna ve o hastanedeki MRSA
prevalansina gore belirlenmelidir.

Klinikte yatarak tedavi edilen hastalarda, immun sistemlerinin etkilenmig
olmasi veya yogun antibiyotik baskisi nedeniyle nasokomiyal infeksiyonlara siklikla
rastlanmaktadir. Bu infeksiyonlann bir bélimii toplumdan kazamimig etkenlere bagh
gelisirken o6nemli bir bolimiide hastane ortaminda kazanilan etkenlerle, hastane
infeksiyonu geklinde gelismektedir. Amerikan CDC kriterlerine gére hastanede
yatinldiktan 3 giin sonra gelisen infeksiyonlar nasokomial olarak degerlendirilmesi
gerekmektedir.

Sunulan ¢aliymada hastanemizde ortaya ¢ikan veya ¢ikmasi olas:
infeksiyonlarin  kontrollerine katki saglamak diigiincesiyle, yatarak tedavi edilen
hastalardan izole edilen bakteriyel ajanlari ve bunlarin sik kullamlan antibiyotiklere

karg1 direngliliklerinin incelenmesi amagland:.



2. GENEL BILGILER VE ILGILI CALISMALAR

Staphylococcus cinsinin tanimlanan 27 yesinden biri olan S. aureus tibbi
. agidan en 6nemli olan tiiridir (Kloos and Lambe ,1987). Besi yerlerinde san pigment
olugturabilmesi nedeni ile latince altin anlamina gelen aureus sozciigi tiir adi olarak
kullamlmaktadir (Sheargen,1984). Hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiz, gram pozitif
koklardir. Morfolojisi tam kiireye yakindir. Ureme esnasinda meydana gelen yeni
hicreler birbirlerinden aynlmazlar, i¢ boyut yoniinden ¢ogaldiklarindan {iziim
salkimina benzer kiimeler yaparlar. Geng kiiltiirleri gram (+) olduklan gibi eski
kulttirleri gram (-) boyanabilir (Jawetz et al, 1989).

Infeksiyon etkeni olarak izole edilen S.epidermidis kolonileri kabarik ve hafif
151k gegirici, S.saprophyticus kolonileri ise basik ve daha opaktir. S.aureus suslan kanh
agar besi yerinde saridan portakal rengine kadar degisen pigment, hafif igik gegiren ve
hemoliz olusturan koloniler meydana getirir (Kloos,1987; Torect,1987).

Akut infeksiyonlara neden olan S.aureus suglari plazma kaogulaz enzimi
olustururlar. Hayvanlara patojen olan S.intermedius ve S.hyicus tiirleri de bu enzimi
olugturmalanna kargin, insan kaynakli muayene maddelerinden izole edildikleri g6z
oniine alinarak, klinik mikrobiyoloji laboratuvaninda iiretilen plazma koagulaz pozitif

suslar S.aureus olarak tammlanmaktadir (Kloos,1987).

Tablo a: Klinik olarak onem tasiyan stafilokok tiirlerinin aymrici ozellikleri

(Kloos,1987; Toreci,1987)

S.aureus S.epidermidis | S.saprophyticus
Pigment Sari-portakal - Sk
Plazma koagulaz + - -
Kiimelenme (Clumping)Faktoru + - -
Manitolden asit + - d
Trehalozdan asit + - +
Novobiosin’e duyarlilik*(5 ug) | Duyarh Duyarh Direngli




*: 16 mm ve daha kugiik ¢apli inhibisyon zonu novobiosine direnci gosterir.
**. Baz1 suglar agik san pigmentlidir.
d :Suslanin  %11-89” pouzitiftir.

S.aureus basta glikoz olmak iizere karbonhidratlan (laktoz ve mannitolii)
pargalar ve son Uriin olarak laktik asit olusturur, fakat gaz yapmaz (Bilgehan,1990).
Oksidaz, arjinin ,alkalen, fosfataz, ornitin dekarboksilaz, beta galaktozidaz, enzimlerini
olusturabilme, arjinin kullanma asetoin iiretme eskiilini hidrolize etme S.aureus’un
biyokimyasal 6zelliklerindendir (Kloos,1987). ‘

S.aureus, oksijenli ortamda iirerse dahi, belli miktarda oksijenli ve hatta
oksijensiz ortamda bile iireyebilir. Optimal iireme 37 °C’de, pH 7.4 de elde edilir.
Pigment olusumu tireme ortaminin kosullarindan etkilenmektedir. Genellikle oksijenli
ortamda ve oda sicakhifinda pigment meydana getirir. Besiyerlerine glikoz, kan,
serum, gibi maddeler konularak zengilestirildiginde daha bol iireme saglanr
(Bilgehan,1990). Kanl jelozda tam hemoliz yapar. S. aureus kuruluk, sicakhik (50
°C’de 30 dakika ) ve %9 NaCl’ e direngli ve kristal viyole, malasit yesili gibi boyalara
duyarlidir (Jawetz,1989).

S.aureus organizmaya girdigi yerde yerel olarak iireme ve siipiirasyonlara neden
olmak suretiyle hastalik yapabildigi gibi dokular arasina kan yoluyla yayilarak da
cesitli eksraselliiler maddeler olugturmak suretiyle cesitli klinik tablolara neden olabilir
(Bilgehan,1990). Bu maddelerin bazilan enzim ve digerleri ise enzim olarak fonksiyon
yapmalarina kargin toksin olarak kabul edilirler. Bu toksinlerin ¢ogu plazmid kontrolu
altindadir, bir kismu ise hem kromozomal ve hem de ekstrakromozomal kontrol altinda
olabilir, bazilar1 ise kontrol mekanizmasi tam olarak belirlenmemistir (Jawetz et al

1989).
Katalaz:

Tum stafilokok tiirleri tarafindan sentez edilir. Bu enzim hidrojen peroksidi su

ve oksijene ayinr (Jawetz et al. 1989).



Koagulaz:

Enzim benzeri bir proteindir. Insan ve tavsan plazmasi ile temasta birakilan S.

aureus bir siire sonra plazmay1 pihtilagtinr S.aureus organizmada bu enzim sayesinde
- fibrin zirhi ile kaplanarak fagositozdan hem de normal serumun bakterisit etkisinden
korunur. Bu durum patojenite’yi arttinr. Koagulaz testi i¢in en uygun plazma tavsan
plazmasidir. Insan plazmasi ise inhibitér igerebilecegi ve CRP’si (Coagulase Reacting

factor) yeterli olmayabilecegi igin uygun sayilmaz (Téreci, 1987).

Hiyaluronidaz (Yayilma Faktorii):

Bag dokusu yapisinda bulunan hiyaluronik asidin depolimerizasyonuna neden
olup S.aureus’un doku igersine yayilmasin saglar. Antijen 6zelligi olan bir maddedir

(Bilgehan,1990).

Stafilokinaz:

S.aureus’lar tarafindan salgilanan kinazlar plazmada bulunan plazminojen veya
profibrinolizin isimli maddeyi aktive ederek plazmin (fibrinolizin) olusturur. Bu madde
meydana getirdigi fibrinolitik etki ile infeksiyon odagindaki fibrin pihtisim eriterek

yayilmada ve virulansin artmasinda rol oynar (Jawetz et al,1989).
Niikleaz:

S.aureus suglart DNA ve RNA iizerine etkili, 1siya dayanikh bir nukleaz enzimi
olugturur (Toreci,1987). S.aureus suslari ayrica proteinaz, lipaz ve beta laktamaz
enzimlerini Giretebilirler.

Ekzotoksinler (hemolizinler):

Birbirinden antijen bakimindan ayn ve alfa, beta, gamma, delta diye 4 farkh

hemolizin olup alfa ve delta hemolizinler 6zellikle S. aureus tarafindan olusturulurlar.



Alfa hemolizin tavsan eritrositlerini eriten makrofajlan ve trombositleri tahrib eden ve
demonekrotik etki gosteren bir faktordiir (Bilgehan,1990). Alfa toksinin ayrica damar
diiz kaslan iizerine giglii etkinligi vardir (Jawetz et al,1989). S.aureus suslarinin

hemen hemen tiimii alfa hemolizin, ayrica pek ¢ok sus beta hemolizin olusturur.

Lékosidin:

Ozel antijen yapisindadir. Lokosidin yapan S. aureus suslan lokositler
tarafindan fagosite edilseler bile lokosidin yapmayan suglann aksine, hiicre iginde

canliliklarim siirdiiriirler (Jawetz et al,1989).

Epidermolitik Toksin (Eksfolyatif Toksin):

Baz1 S. aureus suslani tarafindan olusturulan ve insanlarda vezikiiler ve
eksfolyetif deri lezyonlarindan sorumlu olan toksindir. Toksinlere karst elde edilen
anti toksit serumlar bu olay1 onler (Jawetz et al,1989; Bilgehan, 1990). Antijen ve
biyolojik ozellikleri bakimindan 2 gesittir. Eksfolyatin A, bakteri kromazomundaki bir
gen tarafindan olusturulan toksindir. Eksfolyatin B, ise bir plazmin tarafindan

olusturulan bir toksindir ( Bilgehan, 1990).

Enterotoksin:

S.aureuslarn % 50’si tarafindan iiretilen enteroksinlerin tretimi gogunlukla
kromozon araciligi iledir. Ama toksin ilretiminin regulasyonunu saglayan protein
plazmid kaynakli olabilir. (Jawetz et al,1989). A,B,C;,C,,D,EF olarak adlandirilan
farkli antijen yapisinda yedi ayn enterotoksin belirlenmistir (Bilgehan, 1990). A ve D
enterotoksinini olugturan suglar besin zehirlenmelerinden en sik izole edilenlerdir.
Stafilokok besin zehirlenmesi olgulannin %75 kadarindan A tipi  sorumludur.
Hastane infeksiyonlarindan enterotoksin B  olusturan suglara daha ¢ok rastlamr ve B
enterotoksini olugturmakla metisilin direnci arasinda bir uyum gériilmektedir (Toreci,

1987).



Toksik Sok Sendromu ile ilgili Toksin (TSST-1)

Eskiden enterotoksin F ve pirojenik ekzotoksin C olarak adlandirilan bu toksin
. bu giin TSST-1 seklinde adlandinlmistir. TSST-1’in kromozomal bir gen tarafindan
kodlandig1 belirlenmistir (Toreci, 1987).

2.1.Stafilokoklarin Yol Actig1 infeksiyonlar

2.1.1.Deri ve Mukoza infeksiyonlan

Deri ve mukoza florasinda bulunan veya dig kaynaklardan gelen stafilokoklar,
ter bezleri agizlarindan kil folikillerinden ya da bir travma sonucunda (igne batmasi,
kesik styrik) deri iginde girilecek, deri ve mukoza infeksiyonlarim olustururlar. Bu
yoldan girdiklerinde ¢ogu kez bir fronkiil veya lokalize bir abse meydana gelir. Bu tip
infeksiyonlarda S. aureus, toksinleri araciligi ile hiicreleri eriterek irin olusturur,
plazma koagilazlan sayesinde hem kendi hiicrelerinin etrafinda olusan fibrin 6rtiisit
ile fagositozdan korunurlar ve hem de bulunduklart boslugun etrafinmi bir fibirin duvari
ile gevreleyerek organizmanin savunma maddeleri ve antibiyotiklerin etkilerinden
korunurlar. Apseler, fronkiil (Sivilce), sikoz (sakal, kil kokleri yangis1), goz kapag
yangis1 (blefarit), panaris (dolama), hidroadesit (terbezi yangisi), kan c¢ibam
(karbunkul) gibi infeksiyonlar bu mekanizma ile olusur. Cesitli deri yaralanm
stafilokoklar tarafindan infekte edilmesi sik goriilen hallerdendir. Mukozalar yoluyla
organizmaya giren stafilokoklarda da lokalize apseler veya yaygin iltahaplanmalara yol
acarlar. Yerel bir irinlesme yapan stafilokoklar gevrili bulunduklan fibirin engelinin

zedenlenmesinden sonra invazyon yetenekleri ve ¢esitli toksin salgilan ile



organizmanin direncine bagh olarak yakin veya uzak yerlere yayilma egilimi

gosterirler (Bilgehan, 1990; Dilmener, 1989).

2.1.2.Yaygn Deri Dékiintiilii Stafilokok infeksiyonlar:

Olusturduklan toksinlerin yayilmas: ile deride yaygin ve tipik dokintila
lezyonlar olusur. Bu infeksiyonlarda stafilokoklar vucudun belirli bir bolgesinde

lokalize olmuglardir.

2.1.2. A.Haslanmis Deri Sendromu

Daha ¢ok bebeklerde ve bazen g¢ocuk ve eriskinlerde gorilir. Aniden agiz
gevresinde bir eritem baglar 2,3 giinde dokiintii tiim viicuda yayilir ( Bilgehan, 1990;

Sheargen, 1984).

2.1.2. B.Toksik Sok Sendromu

S.aureus’un in vivo olarak olusturdugu toksik sok sendromu toksinin etkisiyle
meydana gelir. Cocuklarda ve ozellikle hiper absorban vaginal tampon kullanan
kadinlarda gorilir. Toksik sok sendromlu hastalarda ender olarak bekteriyemi

gorildugi bildirilmistir (Toreci, 1987, Bilgehan, 1990).
2.1.3. Sepsis ve Endokardidler

S. aureus’dan kaynaklanan bakteriyemi sirasinda bakterinin endokard

dokusuna yerlesmesi sonucu akut endokardit gelisir. Ozellikle endokardin mural ve
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valviiler bolgerinde ihtihabi odaklar meydana gelir. Bunun sonucunda kapaklarda

fonksiyon bozuklugu gériiliir ve mitral yetersizlik ortaya gikar ( Dilmener, 1989).

2.1.4.Sistem ve Organ infeksiyonlan

Stafilokok pndmonisi solunum yolundan aspirasyon yada kan yoluyla
akcigerelere yerlesmek suretiyle gelisir. Bazen akcigerlerde genis apselerin olugmast
ve mikroorgamizmalann diger organlara yayilmasi ile seyreder (Shearegen, 1984).

Diger sistem ve organlara yerleserek, perikardit, plevia ampiyemi,
osteomiyelit, periostit, septik artrit ve bursit, trombofilebit, otitis media, menenyjit,
sinuzit ve daha nadir olmak tizere idrar yolu infeksiyonlar: prostatit, perinefritik abse

gibi infeksiyonlar da goriilebilir.

2.1.5.Besin Zehirlenmeleri ve Enteritler .

Enterotoksit olusturan S.aureus’un karbonhidrat ve proteinli besin maddeleri
icerisinde tireyerek yaptidi enterotoksinlerin agiz yoluyla alinmas: sonucunda ortaya
¢ikan bir gastrointestinal infeksiyondur (Bilgehan, 1990).

S.aureus’un hiicre duvarinda antijenik polisakkaridler ve proteinler bulunur.
Subinitlerin baglandigy bir polisakkarid polimeri olan peptidoglikan infeksiyonlarin
patogenezinde onemli rol oynar. Interlokin-1 ve opsonik antikorlann olusumuna
neden olur. Endotosine benzer aktivitesi vardir. Polimarf niiveli lokositler igin
kemoatraktan aktivite gosterir. En 6nemli antijen hiicre duvarinda bulunan taykoik
asidin bir iiniti olan polisakkorid A’dir. Tiire 6zel olan bu antijen biitiin S.aureus’un

burun mukozas: epiteline tutunmasimt saglar (Shearegen, 1984). S. aureus suglarinin



¢ogunda gériilen bir hiicre duvarn komponenti de protein A’dir. Ig G; disindaki Ig G
molekiillerinin Fc pargasina baglanir (Jawetz et al,1989; Shearegen, 1984).

Baz S. aureus suglarinda bulunan polisakkarid yapisindaki kapsiil antijenlerinin
bir ¢ok antijenik tipi vardir ve her bir sugta dahi farkli polisakkarid antijenleri
bulunabilir. Kapsiil maddesinin peptidoglikam 6rtmesi ve buna karsi olusmus olan
antikorlarin baglanmamasi ve suslann fagasitosu engellemesi nedeni ile kapsilli suglar
daha virulandir (Jawetz et al,1989;Téreci, 1987).

Stafilokok infeksiyonlarinda belirgin bir bagigikhk ortaya gikmaz. Gerek dogal
ve gerekse sonradan kazamlan bagigiklik hiimoral olmaktan ¢ok hiicresel olup daha
¢ok mikroorganzmalarin fagazitosuna baghdir (Bilgehan, 1990). .

S.aureus, difer mikroorganizmalanin pek goguna gore antimikrobial ajanlara
daha fazla sayida diren¢ mekanizmasina sahiptir. Ozellikle MRSA (Methicillin

resistant S. aureus) suglarinda gogul direng daha sik goriilir.

2.2.Non Beta- Laktam Antibiyotiklere Direng

Non beta-laktam antibiyotiklere direng antibiyotigin tiirine gore plazmid,
kromozom veya transpozon kaynakli olabilmektedir.

Aminoglikozlitlere direng ¢ogu kez plazmidler aracihif ile daha seyrek olarak
kromozomal ve transpozonlar araciliftyla gelisir. S.aureus suglarinda aminoglikozid
grubu antibiyotiklere degisen oranlarda direng (%1-39) gelistigi ve bunlann iginde en
digiik orammn amikasine ait oldugu bildirilmektedir (Giirler ve Téreci, 1990).

Kinolon grubu ajanlar S.aureus’a iyi aktivite gostermesine kargin yaygin ve
uzun siireli kullanim sonucunda direng (%0-11.3) gelismektedir. (Brumfitt and
Hamilton, 1989; Giirler ve Toreci, 1990). Glikopeptid antibiyotiklerden vankomisin
yaklagik 30 yil 6nce piyasaya siiriilmesine ragmen S. aureus suglarmda bu
antibiyotige karst diren¢ bildirmemistir. Ozellikle MRSA suglarinda kaynaklanan
infeksiyonlarda en basta gelen giivenilir antibiyotiktir. Ama koagulaz negatif



stafilokoklarda bu antibiyotie kargt diren¢ goriilmiigtir (Brumfitt and Hamulton,
1989; Corrinine et al,1989).

Trimetoprim sulfametoksazol’e karst gogu S. aureus suslart duyarlt bulundugu
i¢in kombinasyon vankomisine alternatif olarak kabul edilmektedir. Yine de bu
kombinasyona %12-26 arasinda degisken oranlarda direng belirlenmigtir (Giirler ve
Toreci, 1990; Corrinine et al,1989).

S.aureus suslarinda tetrasiklinlere kar;t %55-67 oranlarinda direng
saptanirken, bu oran rifampisin igin %6-47 olarak bulunmustur. Plazmid aracihi: ile
olan kloramfenikol dinencine S. aureus suglarinda diigiik oranda %11-23 olarak
rastlanmaktadir. Bunun nedeni kemik iligine toksik etkisinden dolayr kloramfenikoliin
yaygin kullamlmamasidir ( Giirler ve Toreci, 1990).

2.3.Beta- Laktam Antibiyotiklere Diren¢

Beta laktam grubunda, farmakolojisi, antibakteriyel spektrumu ve kimyasal
yapist farkli bircok antibiyotik vardir. Hepside yapilarindan bir beta laktam halkasi
vardir. Ortak noktalar etki mekanizmast ve kendilerine karst olusan direng yollaridir.

Bakteri hiicre duvan bakteriyi dig etkenlerden koruyan ona seklini veren yarn
gecirgen bir kiliftir. Hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakasi, bakteriyi
osmotik basing degisikliklerden koruyan, oldukga onemli bir yapidir. Gram negatif
bakterilerde peptidoglikan tabakasi daha incedir. Peptidoglikan tabakasimn hemen
diginda bulunan lipoprotein tabakasi bir baglant: tabakasidir. Bunun diginda dis mebran
denilen iki tabakah bir yap1 bulunmaktidir. Gram negatif bakterlerdeki bu dig mebran
katmam hiicre g¢eperine bir segicilik o6zelligi kazandinr. Fosfolipitlere ilaveten
kompleks bir molekil olan bakteriyel lipopolisakkaridden olugmaktadir.
Lipopolisakkaridin ilk bilesigi olan lipid A; kisa zincirli yag asitleri ve fosfat grubuna
baglanmg dissakkaritlerden meydana gelen bir glikolipittir. Ikinci bilesik keto
deoksioktanoik asit ve bir heptoz tagtyan kisa bir dizi sekerdir. Ugiinci bilesik kirktan
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fazla sekerden olusan uzun bir karbonhidrat zincir olan O antijenidir. Bundan dolay:
gram pozitif bakterilerde oldugu gibi gram negatif bakterilerde de hidrofobik
bilesiklerin hiicre igine alinmamasi hiicrenin hidrofilik polisakkaritlerle gevrelenmesine
baghdir. Lipid yapisindan dolayr dis mebranin hidrofilik bilesikleri igeri almamast
beklenmektedir. Ancak diy membran gekerleri aminoasitleri ve belirli iyonlar gibi
hidrofilik bilesiklerin pasif difizyonuna izin veren 6zel kanallara sahiptir. Porin denilen
bu kanallar protein kanallanindan meydana gelmistir. Porin kanallan ancak 600-700
daltonluk bilegiklerin girmesine izin verecek kadar dardir. Hiicrenin yagamu igin gerekli
olan hidrofilik bilegikler porinlerin igeri alma limitinden daha biyiiktir. Daha biiyik
molekillerin taginmasi igin 6zel protein reseptorlerden yararlanlmaktadir. Gram
negatif bakterilerin ¢ift kath memran sistemi stoplazma zarinin diginda periplazmik
arahk adi verilen bir bolim meydana getirmektedir. Bu bolim fosfataz, niikleaz,
proteaz, gibi sindirim enzimlerini ortamdaki sekerleri ve amino asitleri igeri almaya
yardimer olan proteinleri igermektedir. Ayrica beta laktamazlar gibi antibiyotikleri
inaktive eden enzimleride igermektedir. Gram pozitif bakteriler boyle belirli bir
periplazmik araliga sahip olmadiklanindan enzimleri dis ortamm salgilamaktadir
(Schlessinger and Schaechter, 1989). Bakterilerde miirein denen bu tabaka sentezi lig
devrede gerceklesir. Once stoplazmada ana maddelerden N-asetil glikozamin (NAG)
ve N-asetil muromik asit (NAM ) sentez edilir. Birbirleriyle birlesen NAG ve NAM
‘in olusturdugu peptid zincirleri, ikinci devrede fosfolipid tastyicilarla taginarak
stoplazmik mebranda digan aktarilir. Son devrede peptid zincirleri birbirlerine
baglanarak peptidoglikan tabakasim olusturur. Bir bakteri hiicresi iiremeye baglarken
yukanda belirtilen olaylar sirasiyla gergeklesir. Sentez sirasinda bakteri bir yandan
otolizin enzimleri yardimiyla kendi hiicre duvarim eritirken diger yandan, yeni hiicre
duvarimi sentezler. Peptidoglikan sentezinde, transpeptidaz, karboksipeptidaz ve
endopeptidaz tiiriinden enzimler rol oynar. Bunlar stoplazma zan iizerinde bulunurlar
ve beta laktam antibiyotiklerin baflamp etkilerini gosterdikleri yapilandir. Bu
proteinlere Penisilin Baglayan Proteinler, kisaca PBP adi verilir. Beta laktam
antibiyotikler hiicre duvani sentezini son bélimiinii bloke ederek peptidoglikan
tabakastmin olugumunu onlerler. Boylece dig ortamla stoplazma i¢i ozmatik basing

dengesinin bozulmas: sonucunda bakteri lizise ugrar (Yiice, 1988).
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S.aureus’da beta laktam antibiyotiklere karsi ii¢ ayn mekanizma ile direng

gelisebilir.

2.3.1. Enzim Aracihg: ile Olusan Direng

S. aureus, urettigi beta laktamaz (penisilinaz, sefalosporinaz) enziminin etkisi
ile beta laktam halkasindaki siklik amid bagim hidrolize eder ve sonugta etkisiz
pargalanma tiriinleri olusturur (Bruce and Skurray, 1987; Harold, 1985). S.aureus’un
urettigi beta laktamazlar ekstraselliler emzimlerdir ve serolojik deneylerle A,B,C ve
D harfleri ile gosterilen 4 tipe ayrilirlar. A ve C tipleri ¢ok aktiftir ve 6zellikle hastane
kaynakh S.aureus suglarinda goriliir. S.aureus beta laktamazlan g¢ogunlukla plazmid
tizerinde kodlanmigtir. Ancak S.aureus kromozomlarimin gen haritalanmasinin
yapildig: bir ¢aligmada bir plazmide bagimsiz olmak izere kromozan lizerinde beta
laktamaz determinantina rastlamildifi, bunun da transpozonlara bagh olabilecegi
belirtilmistir. Beta laktamaz plazmidi ¢ogunlukla fajlar tizerinde bulunur ve faj
transdiiksiyonu ile diger hiicrelere hatta koagulaz negatif stafilokoklara aktanlabilir (
Bruce and Skurray, 1987). Beta laktamaz plazmidleri degismez bir 6zellik olarak bir
veya daha ¢ok antimikrobiyal ajana direng genini de tagirlar. Bu genler antimon,
arsenat, bizmut, kadmiyum, kursun, civa, ¢inko gibi inorganik iyonlara, fenilmerkiiri
asetat gibi organik civa bilegiklerine ve 4 degerli amonyum bilesikleri gibi antiseptik,
dezenfektan ve boyalara eritromisin, fusidik asit, kanamisin, gentamisin gibi
antibiyotiklere diren¢ ozelligi kazandinrlar. Gram negatif bakterilerde genellikle beta
laktamazlanin devamli sentez edilmelerine kargin stafilokok beta laktamazlan (tip D
enzimi disgindakiler) sadece yiiksek diizeyde penisilin veya onun analoglarinin

indiiklemesi sonucunda sentez edilirler (Bruce and Skurray, 1987).

2.3.2. Tolerans

Beta laktamlar gibi bakterisid antibiyotiklerin etkisiyle bir susun iiremesinin

inhibe olmasi fakat bakterinin 6liimiiniin daha yiksek konsantrasyonlarda veya daha
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uzun zamanda saglanmasidir. Bu olguya S.aureus suslarinda da rastlandig ve bu
suslarda minimal bakterisid konsantrasyonlann (MBK)’nin minimal inhibitor
konsantrasyonlar1 (MIK)’indan en az 32 kat daha yiksek oldugu bildirilmigtir.
(Sabath and Minneapolist, 1982), mekanizmasi tam aydinha kavugmamus olan
tolerans olaymin bir otolizin inhibitériinin asin miktarda bulunmasi ve otolizin
aktivitesinin yetersiz kalmasi sonucunda ortaya giktig1 diigiiniilmektedir (Handwergers

and Tomas, 1985).

2.3.3. Metisiline Direng

S.aureus suslarimin yaygin olarak 1950’lerde penisilinaz iiretmelerinin ortaya
¢tkmas: ile S.aureus infeksiyonlarinin penisilin ile tedavisini zorlagtrmugtir. Ilk
penisilinaza direngli penisilin (penicillinase resistant penicilin “PRP”) olan metisilin ve
daha sonra nafsilin ve oksasilinin 1950’lerde piyasa siiriilmesi ile bu durum kisa bir
stire i¢in ¢Oziilmiig, lakin 1961°de metisilin’ne diregli suslar belirlenmigtir (Chambers,
1988; Thornsberry, 1984) 1960’larda ¢ogu Avrupa ilkelerinde ve daha sonra
1970’lerde Amerika Bilesik Devletlerinde metisiline direngli S.aureus suslan hastane
infeksiyonlar1 epidemilere neden olmustur. MRSA suslann 1980°lerden bu yana
giderek artan siklikta hastane infeksiyonu epidemileri olugturmas: nedeni ile, dnemli
bir halk saghg: problemi olarak dikkatleri iizerine ¢ekmeye devam etmektedir (Cooke
et al , 1986; Dukworth et al, 1988; Gantz et al ,1986).

S.aureus’da metisilin direnci heterojen ve homojen olmak iizere iki tipi vardir.
Hetorojen direng bir metisilin direncidir. Bu tip direng gok az sayidaki hiicreden (10*-
10® hiicre) sadece bir tanesinde goriiliir ve bu hiicre 50 pg /ml metesilin varhginda
dahi tireyebilir. Béyle bir hiicre toplulugundaki diger hiicreler ise, antibiyotigin tibbr
agidan kabul edilebilir konsantrasyonlanna, 6rnegin 1-5 pg/ml metisiline duyarhdir.
Nispeten duyarhi hicreler ile, yiksek derecede direngli hiicrelerin kansimindan
meydana gelmis olan yani iki ayn hiicre toplulugu igeren bu suslara heterojen suglar

ad1 verilir (Chambers, 1988).
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Homojen direng S. aureus suglarimin  pek azinda gorilir tiim hiicreler
metisilinin yiiksek konsantrasyonlarina bile direng gosterirler bu konsantrasyonlarda
treyebilirler. Bu suglar bir tek hiicre toplulugundan olugmustur ki bunlann tiimii
metisiline yiiksek derecede direnglidir (Chambers, 1988).

Metisiline duyarli S.aureus suglan 5 farkli PBP (1,2,3,3°,4 ) olustururlar.
Metisilin direnci normal PBP’lerin yaninda, PBP2' a veya PBP2' olarak adlandinlan,
yeni bir penisilin baglayan proteinin sentez edilmesi ile olur. Transpeptidaz oldugu
dustinilen PBP 2a, beta laktam antibiyotiklere zayif afinite gosteren bir proteindir.
Beta laktam antibiyotiklere yliksek konsantrasyonlarda baglanabilir. Metisiline
direngli koagulaz negatif stafilakok suslarinda PBP 2a iiretirler (Chambers, 1988;
Cookson and Philips, 1990; Tomasz et al,1989).

PBP 2a’nin sentezini mecA geni yapmaktadir. MecA genin kromozomal
oldugu ve plazmid tizerinde bulunmadig: saptanmstir ( Chambers, 1988; Cookson and
Philips, 1990; Tomasz et al,1989). Metisiline duyarli S. aureus suslarinda mecA
genine ey deger bir allel gen bulunmamaktadir. Bazi yazarlara gore MecA geni
kromozomal olsa da bu genin transpozon vasitast ile, beta laktamaz genini tasiyan
plazmide sigrayarak entegre oldugu iddia edilmektedir (Chambers, 1988). PBP 2a
sentezini penisilinaz iiretimini kodlayan plazmadaki regiilatér genin kontorii altinda
oldugu dustiniilmektedir (Bruce and Skurray, 1987). Penisilinaz negatif suglarda ise
bu, kromozomda lokalize olabilir (Chambers, 1988). Metisiline direnci PBP 2a’min
yam sira hiicrenin otolitik aktivitesini diizenleyen mekanizmaya bagl olabilecegi ve
direngli suglarda hiicre erimesini geciktiren bir faktoriin bulundugudur. Bu da faktor
X olarak adlandirdmugtir ( Chambers, 1988; Cookson and Philips, 1990). Son yillarda
metisilin direncinin farkh bir mekanizma ile meydana geldigi (borderline veya edinsel
MIK 8-16 ug/ml dusiik dizeyli). Olarak bu tir direncin yalmz S. aureus’larda
olustugudur. Bu suslarin yiksek oranda penisilinaz olusturmalan semisentetik
penisilinler, penisilinaza dayamklh olacak sekilde gelistiriimigse de boyle agin
penisilinaz olusturan suglar bu antibiyotikleri inaktive edebilirler. Bu mekanizmaya
bagh direng, plazmidde kodlamir ve beta laktamaz inhibitorleri ile giderilebilir
(Cookson and Philips, 1990; Liu et al.1990; Daugal and Thornsberry, 1986; Sierra et

al. 1988). Antimikrobik ajanlara ve konagin savunma sistemine karst kendini
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yenileyebilme karakterine sahip olmalar tibb1 mikrobiyolojideki énemini arttirmaktadir
(Sheargen, 1984).

1940’larda penisilinin yaygin kullamim sonucunda penisilinaz iireten penisiline
direngli S. aureus suslarin olustugu hastane epidemileri goriilmiistiir. 1950’lerde iki
veya daha fazla stafilokokal antibiyotige direngli suslar ortaya ¢tkmugtir. Bunlar yayihici
karakterleri ile 6nemli bir problem olusturmaktadirlar (Dukworth et al, 1988).
1960’larda ¢ogul antibiyotik direnci gosteren stafilokoklarda hastane infeksiyonu
kontrol yontemlerine, antibiyotiklerin daha bilingli kullanilmasi, penisilinaza direngli
penisilinlerin  kullamlmasma bagh oldugu disiiniilerek, kademeli bir azalma
gorilmiistir. 1961 yilinda Metisilinin kullamimaya baglamasindan iki yil sonra
metisiline direngli S . aureuslann bildirilmistir (Kloos and Lambe,'l987; Yiice, 1988).
1970’lerde gentamisine direngli suglara rastlanmig, bazi suslarda gentamisin ve
metisilin direnci birlikte goriilmigtir. 1980’lerden bu yana diinyada ¢ogul direngli S.
aureus ile olusan nazokomiyal infeksiyonlara giderek artan siklikta raslanmaktadir.
1980 yili iginde Ingiltere’de olugan hastane infeksiyonlariin %’iinde etken S. aureus
’dur. Metisiline direngli S. aureus sugslant epidemiyolojik agidan iki tipe ayrilirlar.
Epidemik metisiline direngli S.aureus suslarimn yayilict ozellikle olmalan \}e ¢ogu
antibiyotiklere direng gosterirler. Bu suglar sporadik hastane infeksiyonlarina neden
olurlar. Ikinci tip olan MRSA suslan ise non epidemiktir (Dukworth et al, 1988).
S.aureus’dan kaynaklanan infeksiyonlarda portérliigiin énemi biyiktir. Insanlarin
%40’mn S.aureus ile kolonize oldugu, nazokomiyal infeksiyonlarin %10 kadarindan
bu bakterinin sorumlu oldugu bilinmektedir (Cohen, 1988). Hastane personelindeki el
ve burun tagtyiciifi  hastane infeksiyonlarimin yayilmasinda biiyiikk fonksiyonu vardir
(Vanderbroucke et al, 1991). Deri hastaliklari yeni dogan, yogun bakim, cerrahi
(6zellikle ;;lastik cerrahi) ve yamk Unitelerinde ¢ogul direngli stafilokoklar baglica
problem olarak kalmaya devam etmistir ve giiniimiizde de siirmektedir (Dukworth et

al, 1988).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Suslarmn izolasyonu ve Tamisi

Kocaeli Tip Fakiiltesinin gesitli kliniklerinde yatan hastalarda bakteriyolojik
inceleme igin Mikrobiyoloji Anabilim Dah laboratuvanina gonderilen idrar, kan,
cerahat, balgam 6rnekleri ¢aligma kapsamna alindi. Bu 6rneklerden izole edilen suglar
gram boyama, mikroskobik incelemeler yapilmis ve Staphylococcus cinsine 6zgi
morfolojik 6zellikler agisindan degerlendirilerek tiir tamst yapilmugtir. S.aureus
suglanmin tamsinda koagulaz, DNase, katalaz, oksasilin (metisilin) direnglilikleri
bakilmugtir. Eozin Metilen Mavisi (EMB) agar besi yerinde lireyen suslarin tamsinda
da oksidaz, katalaz, indol, Metil red, voges proskauer, sitrat, iireaz, H,S, triple suger
iron agar (TSI), hareket, lizin, arjinin ve ornitin deneyleri galigildi.

51 Metisiline direngli S. aureus suglari ve 37 E coli suglan ile agar tarama
yontemi ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ve disk difiizyon yontemi ile
bu suslarin, tedavide alternatif olabilecek bazi antibiyotiklere diren¢ durumlan

arastinilds.

3.2. Besi Yerleri

3.2.1. Miieller Hinton Buyyonu(Difco)
Toz halindeki Miieller Hinton buyyonundan 21 g tartilarak iizerine 1000 ml

damitik su ilave edilmis, ¢6ziindiriildikten sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika

steril edilmigtir.
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3.2.2, Miieller Hinton Agar (Difco)

Toz halindeki Mueller Hinton agardan 38 g tartilarak {izerine 1000 ml damutik
su ilave edilmig, ¢ozindirildiikten sonra otoklavda 121°C’de steril edilmistir.
Otoklavdan giktiktan sonra su banyosunda 45-50 °C’ de sogutulup, besi yeri plastik
petrilere derinli§i 4 mm olacak sekilde dokildii.

2.2.3. Blood Agar Base (Difco)

Toz halindeki Blood Agardan 40 g tartilarak tizerine 1000 ml damitik su ilave
edilmis, ¢6zindurildikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis 45-50
°C’lik su banyosunda sogutulup %5-7 ml oraminda koyun kan: ilave edilerek steril

petrilere dokiilmiistir (Bilgehan, 1995).

3.2.4. Metisilin Besi Yeri

Toz halindeki Miieller Hilton agardan 38 g tartilarak %2-4 oraninda NaCl
ilave edilip tizerine 1000 ml damutik su igerisinde ¢6ziindiiriildiikten sonra otoklavda

121 °C’de 15 dakika steril edilmigtir ( Bilgehan, 1995).
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3.2.5. Eozin Metilen Mavisi (EMB) Agar (Difco)

Toz halindeki EMB agardan 36 g tartilarak {izerine 1000 m! damitik su ilave

. 2edilmis ¢oziindurtldiikkten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.3.Agar Tarama Yontemi ile Antibiyotik Duyarlihik Deneyi

3.3.1. Cozeltiler

3.3.1.1. Antibiyotik Cozeltileri

Deneyde kullanilan antibiyotiklerden stafilokoklar igin Beta laktam grubu
ampisilin, Beta laktam/Beta laktamaz inhibitor kombinasyonu amoksisilin / klavulonat,
kinolon grubu siprofloksasin, aminoglikozid grubu netilmisin, glikopeptidlerden
vankomisin ve teikoplanin antibiyotikleri se¢ilmistir. E coli igin: Beta laktam grubu
ampisilin, Beta laktam / Beta laktamaz inhibitor kombinasyonu ampisilin/sullbactam,
sefalosporin grubundan sefazolin, sefriakson, karbapenem grubundan imipenem,
monobaktam grubundan aztreonam, aminoglikozid grubundan amikasin, kinolon
grubundan siprofloksasin antibiyotikleri se¢ilmigtir.

Bu antibiyotiklerin stok ¢ozeltilerini hazirlamak igin asagidaki formiilden

yararlamlmistir (NCCLS, 1997).

¢Oziiciiniin hacmi (ml) x konsantrasyon (pg/ml)

Tartilacak antibiyotik miktar1 (mg)=
antibiyotigin aktivitesi(ig/mg)
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Ampisilini ¢dziici olarak pH:8; 0.1 M fosfat tamponu hazirlandi, sulandinicist
pH:8; 0.1 M fosfat tamponu hazirlandi. Amoksisilin /klavulanik asit ¢6ziiciisii olarak
pH:6; 0,1 M fosfat tamponu, sulandiricis1 pH:6; 0,1 M fosfat tamponu hazirland:.
Sefazolin ¢6ziiciisii olarak pH:6; 0,1 M fosfat tamponu, sulandinicisi su. Sefriakson
goziicisii olarak pH:6, 0,1 M fosfat tamponu, sulandiricisi su. Imipenem igin,
¢oziicusi pH:7.2; 0,01 M fosfat tamponu, sulandincisi olarak pH:7; 0,01 M fosfat
tamponu hazirlandi. Aztreonam igin, ¢oziicii olarak doymus bikarbonat ¢ozeltisi

sulandirict olarak su kullamlmugtir (Bilgehan, 1995).

3.3.2. inokulumun Hazirlanmasi

3.3.2.1. Mc Farland Standardimin Hazirlanmasi

Deneylerde Mc Farland’in 0.5 nolu standart bulanikhif1 esas alinmistir. Bunu
hazirlamak i¢in 0.5 ml 0.048 M BaCl, ¢ozeltisi (BaCl,. 2H,O’nun  %1.175’lik
¢ozeltisi a/h.).99.5 ml 0.18 M H,SO, ¢ozeltisine (H,SO, iin %1°lik ¢ozeltisi h/h) ilave
edilmigtir (NCCLS, 1988).

3.3.2.2. Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan Staphylococcus suglarimin steril petri kutularindaki Blood
agar base, E. coli suslarimn steril petri kutulanndaki EMB agar besi yerine azaltma

yontemi ile ekilmig olan bakteriler, 35 °C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra olugan
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kolonilerden steril edilmis olan ve igersinde 5 ml mieller hinton buyyonu bulunan
tiiplere her bir bakteri igin ayn ayn ekimler yapilmustir. Kiltiirler 35°C’de gozle
goriiliir bir bulamklik olusana dek inkiibasyona birakilir. Steril damitik su ile 0.5 nolu
Mc Farland standardina gore beyaz bir kagida siyah diiz bir ¢izgi ¢izilerek tipleri

aydinhk bir kaynaktan yararlamlarak kiyaslama yoluyla bakteri siispansiyonlan
‘ hazirlanmigtir. Bu suglann 10° CFU/ml’lik sispansiyonlan elde edilmistir. Her bir
siispansiyon 625 nm de 0.08-0.10 absorbans degeri verdi. Bu degerler saglandiktan
sonra istenen 10’ CFU/ml inokulum konsantrasyonunu elde etmek igin siispansiyonlar,
steril buyyon’la 1/10’luk oraninda dilue edildi. 1 veya 2 pl replikator aracilig: ile agar
yiizeyine uygulandi. Agar yiizeyindeki son inokulum saytsi 10* CFU/ml olup, agar

alamn ¢api1 5-8 mm olarak ayarlanmistir.

3.4. Diger Malzemeler

3.4.1. Etilen oksitli sterilizatorde steril edilen U tabanh 96 kuyu igeren
mikroplak kullamlmgtir.

3.4.2. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmis olan replikator
kullanimugtir.

3.4.3. Otomatik pipetler, otoklavda 121 °C’de 15 dakikada steril edilmig olan
plastik pipet uglar, 2 ml’lik pipetler, 25 ml’lik pipetler, tupler, erlen mayer siseleri,

damitik su kullamlmmstir.
3.5. Minimum Inhibitér Konsantrasyonlarmin (MIiK) Saptanmasi

3.5.1 Deney Kosullarinin Standardizasyonu

Uygulanan yontemin uluslararas: standarlara uygunlugunu saglamak amaciyla

Staphylococcus aureus ATCC 29213 susu i¢in; Ampisilin 0.25-256 pug/ml, amoksisilin
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/klavulonik asit 0.06-128 pg/ml, siprofloksasin 0.125-128 ug/mi, netilmesin 0.125-
128 pg/ml, vankomisin 0.25-256 pg/ml, teikoplanin 0.25-256 upg/ml arasindaki
konsantrasyonlarda denenmistir. E. Coli ATCC 25922 i¢in; Ampisilin 0,5-512 pg/ml,
ampisilin/sulbaktam 0,5-512 ug/ml, sefazolin 0,5-512 ug/ml, sefriakson 0,031-32
ug/ml, imipenem 0,06-64 pg/ml, aztreonam 0,25-256 ug/ml, amikasin 0,5-512 pg/ml,

siprofloksasin 0,015-16 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda denenmisgtir.

3.5.2. Yontem

Caliymada Staphylococcus suslarina karsi; Ampisilin, amoxicillin/klavulanik,
siprofloksasin, netilmisin, vancomisin, teikoplanin. E.coli suslarina kargi;; Ampisilin,
ampisilin/sulbaktam, sefazolin, sefriakson, imipenem, aztreonam, amikasin,
siprofloksasin’in MIK degerleri arastirild.

Agar tarama yontemi ile antibiyotikler’in MIK degerlerini saptamak amact ile,
her bir antibiyotik i¢in ilk tiip hari¢ igerisinde 1 ml damutik su ilaveli, otoklavda steril
edilmis olan 11 tip hazirlandi. Ilk tiip 1 ml 256 pg/ml konsantrasyondaki ampisilin
kondu. Ikinci tipe hazirladiZimiz 256 pg/ml’lik konsantrasyonlu antibiyotik
siispansiyonundan 1 ml kondu. 2-11 numaral tiipler arasinda seri diliisyon yapildi.
Boylece ilk tip 256 ug/ml’hik konsantrasyonda, ikinci tip 128 pg/ml’lik
konsantrasyonda, tguncii tip 64 pg/ml’lik konsantrasyonda, dordiincii tiip 32
pg/ml’hk konsantrasyonda olur. Onbirinci tiip 0.25 pg/ml’lik konsantrasyonda olur.
Onbirinci tiipte olusan 2 ml’lik sivimn 1 ml’si digan atilir. Igersinde 0,25-256 pg/ml
konsantrasyonlarinda ampisilin siispansiyonlart bulunan, onbir tiip olur. Onbir tiip’e
karsihk gelen konsantrasyon miktarlari arkalarina yazili olan steril petri kutularina
dokiilur. Bu iglemler diger antibiyotikler igin de yapilir. Otoklavda steril edilen Miieller
Hinton agar besiyeﬁ 45-50 °C’lik su banyosunda sogutulup ve pH’st 7,2-7,4 olan
Miieller Hinton agar ¢esitleri konsantrasyonlarinda farkli antibiyotiklerin dékiilmiig

oldugu steril petrilere, her bir petri igerisine 19 ml Miieller Hinton agar, antibiyotik
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konsantrasyonlu sivilar ile homojen bir dagilim olusturacak sekilde kangtinldi,
plaklara inokulasyon yapiimadan 6nce 35 °C’deki etiivde agar yiizeyleri kurutuldu.
Replikator vasitast ile mikropleytlere  hazirlanmis oldugumuz 107 CFU/ml
konsantrasyondaki  bakteri  siispansiyonlart  ¢esitli  antibiyotiklerin,  degisik
" konsantrasyonlarindaki agar yiizeylerine steril sartlarda her bir plaka inokiile
edilmigtir. Agar yiizeyine 1 veya 2 u replikator vasttasiyla dagitimug olan agar
yiizeyindeki son inokulum sayis1 10* CFU/ml  olup, agar alaninin gapi 5-8 mm olarak

ayarlanmugtir,

3.5.3 Kontrol Plakalarinin Hazirlanmasi

I¢inde antimikrobiyal ajan olmayan agar plaklan katilagtiktan sonra replikator

ile bakteri siispansiyonlan agar yiizeyine inokule edilmistir.

3.5.4 Plaklarimm inkiibasyonu

Inokulum olanlan agar yiizeyine absorbe olana dek oda 1sisinda birakildi daha

sonra 35°C’de 16-20 saat inktibe edildi.

3.5.5 Uremelerin incelenmesi

Uremeyi tam olarak inhibe eden antimikrobiyal ajamin en disiik
konsantrasyonlarinda MIK degeri olarak kayit edildi. Staphylococcus  aureus
suglarinin duyarliligimin denendigi antibiyotik es deger MIK degeri tablo1 de, Standart

TC. YUKSEKGGRETIM k. . L.
2 DOKUMANTASYON MERKEZI



S. aureus ATCC 29213 susunun duyarhhiginin denendigi MIK degeri Tablo 2’de, E
.coli suglarimin duyarlihimin denendigi antibiyotik es deger MIK arahg Tablo 7°de,
Standart E. coli ATCC 25922 susunun duyarlihimn denendigi MIK araligi Tablo

8’de, gosterilmigtir.

3.6. Disk Difiizyon Yontemi ile Metisilin Direncinin Belirlenmesi

Bu amagla asagida oOzellikle belirtilen besi yeri ve @tibiyotikli diskler
kullantlmigtir. Mieller Hinton agar (Oxoid) NaCl igerigi %2-4 oraninda olacak
sekilde hazirlanmg pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanmus, steril edilerek petri kutularina 4 mm
kalinhk olusturacak sekilde dagitilmistir. Deneyde 5 mm ¢apindaki 1 pg’hk oksasilin
diskleri kullanilmigtir. Agar tarama yonteminde tarif edildigi sekilde hazirlanan bakteri
siispansiyonlant  kullamlmustir. Inokulum igin steril ekiivyon bakteri siispansiyonuna
daldirarak bir kag kez kangtinlmus, tip kenarina bastinlmus, bir ka¢ kez dondiiriilerek
sivimn fazlasi akitilmig ve %4 NaCl’li Mieller Hinton agar besiyerinin yiizeyine
yaylmgtir (NCCLS, 1997). Bakteri siuispansiyonun difiize olmasi amaciyla oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmigtir. Sonra 1 pg oksasilin igeren diskler yerlestirilmig
10 dakika oda sicakhiginda bekletilmis ve 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmugtir.
Inhibasyon zonlarumin gapr 151k karsisinda olgiilerek kaydedilmistir. Inhibisyon zon
caplarinin degerlendirilmesi NCCLS’e gore yapildi (NCCLS, 1997).

Direngli Orta duyarh Duyarh

<10 mm 11-12 mm 213 mm

S.aureus ATCC 25923 standart susu kullanidms ve NCCLS’in Onerdigi

inhibisyon zon ¢aplan elde edilecek deneyin standardizasyonu saglanmugtir.
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3.7.Staphylococcus aureus ve E.coli Suslarinin, Tedavide Alternatif Olabilecek
Baz1 Antibiyotiklere Karsi, Disk Difizyon Yontemiyle Diren¢ Durumunun

Belirlenmesi .

Miieller Hilton agar besiyeri pH1 7,2-7,4 ye ayarlanmug, otoklavda steril
edildikten sonra 4 mm kalinlikta petri kutularina dékiilmiistir. S.aureus ve E.coli
suglariin 18 saatlik kiiltiirlerinde steril fizyolojik tuzlu suda Mc Farland’in 0,5
numarali standart tiipii bulamkhina uygun siispansiyonlar hazirflanmigtir. Inokulum
daha o6nce anlat:ldig1 gekilde ekiivyon yardimiyla yapimustir. Bakteri siispansiyonunun
difuze olmas: igin 10 dakika oda sicakhfinda bekletilmigtir. Antibiyotik diskleri
yerlestirildikten sonra 10 dakika oda sicakliginda tutulmus ve 37°C’lik etiivde 24
saatlik inkiibasyondan sonra sonuglar okunmustur ( NCCLS, 1997). Staphylococcus
aureus suslaninin denendidi antibiyotik disklerinin igerigi ve inhibisyon zonlarinin
degeri Tablo 3’de, Standart S. aureus ATCC 25923 susunun antibiyotik disklerinin
icerigi ve inhibisyon zonlarimin degeri Tablo 4’de gosterilmistir. E.coli suglarinin
denendigi antibiyotik disklerinin igerifi ve inhibisyon zonlarimn degeri Tablo5’de ,
Standart E.coli ATCC 25922 susunun duyarlihgmin denendigi antibiyotik disklerinin

igerigi ve inhibisyon zonlarimin degeri Tablo 6°da gdsterilmistir.

Tablo 1. Staphylococcus aureus Suslarimin Duyarhligim1 Denendigi Antibiyotik

Es Deger MiK Degerleri
Antimikrobiyal Ajan Direngli Duyarh
Ampisilin B-laktamaz <025
Amoksisilin/Klavulanik asid >8/4 <4/2
Teikoplanin >32 < 8
Vankomisin >32 < 4
Netilmisin >32 < 12
Siprofloksasin > 4 <1
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Tablo 2. Staphylococcus aureus ATCC 29213 Minimum Inhibitér
Konsantrasyon (MICs) (ug/ml) Degerleri

Antimikrobiyal Ajan S. aureus ATCC 29213
Ampisilin 0.25-1
Amoksisilin/Klavulamk asid 0.12/0.06-0.5/0.25
Teikoplanin 0.25-1
Vankomisin 0.5-2
Netilmisin <0.25
Siprofloksasin 0.12-0.5

Tablo 3. Staphylococcus aureus Suslarinin Duyarliliginin Denendigi Antibiyotik

Disklerinin I¢erigi ve inhibisyon Zonlarmin Degeri

Zon ¢apt mm olarak

Antimikrobiyal Ajan Disk igerigi Direngli Orta derece Duyarli
Ampisilin 10 ug <28 - >29
Amoksisilin/ Klavulanik asit 20/10 pg <19 - 220
Teikoplanin 30ug <10 11-13 214
Vankomisin 30 ug <9 10-11 =12
Netilmisin 30 ug <12 13-14 15
Siprofloksasin 5ug <15 16-20 >21
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Tablo 4. S. aureus ATCC 25923 Standart Susunun Duyarliliinin Denendigi

Antibiyotik Disklerinin Icerigi ve inhibisyon Zonlarinin Degerleri.

Anti mikrobiyal Ajan Disk icerigi S.aureus ATCC25923
Ampisilin 10 pug 27-35
Amoksisilin/ Klavulonik asid 20/10 ug 28-36
Teikoplanin 30 ug 15-21
Vankomisin 30 ug 17-21
Netilmisin 30 ug 22-31
Siprofloksasin 5ug 22-30

Tablo 5. E. coli Suslarinin Duyarhih@inin Denendi@i Antibiyotik Disklerinin

icerigi ve inhibisyon Zonlarinin Degeri.

Zon ¢ap1 mm olarak

Antimikrobiyal Ajan  Disk igerii Direngli Orta derece Duyarli

Ampisilin 10ug <13 14-16 >17
Ampisilin/sulbaktam 10/10 pg <11 12-14 =15
Sefazolin 30 ug <14 15-17 >18
Seftriakson 30 ug <13 14-20 >21
Imipenem 30 ug <14 14-15 >16
Aztreonam 30 ug <15 16-21 222
Amikasin 30 ug <14 15-16 217
Siprofloksasin 5ug <15 16-20 >21
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Tablo 6. E.coli ATCC 252922 Standart Susunun Duyarhihigin Denendigi

Antibiyotik Disklerin Icerigi ve inhibisyon Zonlarimn Degeri

Anti mikrobiyal Ajan Disk igerigi E.coli ATCC 25922
Ampisilin 10 ug 16-22
Ampisilin/Sulbaktam 10/10 pg 20-24
Sefazolin 30 ug 23-29
Sefriakson 30 ug 29-35
Imipenem 10 ug 26-32
Aztreonam 30 pg 28-36
Amikasin 30 ug 19-26
Siprofloksosin 5ug 30-40

Tablo 7. E.coli Suslarinin Duyarhhiginin Denendigi Antibiyotik Es Deger MiK

Arahg
Anti mikrobiyal Ajan Direngli Duyarh
Ampisilin >32 <8
Ampisilin/Sulbaktam >32/16 <8/4
Sefazolin >32 <8
Sefriakson >64 <4
Imipenem >16 <4
Aztreonam >32 <8
Amikasin >32 <16
Siprofloksasin >4 <1
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Tablo 8. Standart E. coli

Konsantrasyon (MIK)ug/ml Degerleri.

ATCC 25922 Susunun Minimum

inhibitor

Anti mikrobiyal ajan E.coli ATCC 25922
| Ampisilin 2-8
Ampisilin/sulbactam 1/0.5-4/2
Sefazolin 1-4
Seftriakson 0.03-0.12
Imipenem 0.06-0.25
Astreonarm 0.06-025
Amikasin 0.5-4
Siprofloksasin 0.004-0.015
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4. BULGULAR

Bu ¢alisma Kocaeli Tip Fakiiltesi hastanesinin gesitli kliniklerde yatarak tedavi

goren hastalardan Haziran 96 ile Mart 98 tarihleri arasinda alinan gesitli

materyallerinden izole edilen toplam 221 bakteri sugu ile yapildi.

Tablo 9. Yatan Hastalardan izole Edilen Toplam Suglarin Servislere Gore

Dagihima.

Servisler Say1 %
Uroloji 47 21.3
Pediatri 41 18.55
Ortopedi 22 9.94
Gogis kalp damar cerrahisi 9 4.1
Genel cerrahi 21 9.51
Dahiliye 32 14.5
Kadin dogum 14 6.3
Reanimasyon 13 59
Fizik Tedavi 8 3.6
Dermatoloji 4 1.8
KBB 3 1.35
Kardiyoloji 3 1.35
Anestezi 1 0.45
Beyin Cerrahi 2 0.9
Gogiis hastaliklan 1 0.45
Toplam 221 100
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Izole edilen suglarn kliniklere gore dagilimlan Tablo 9, bu suslarin cins ve tiir
dagilimlan ise Tablo 10 de verildi. Tablolara gore en sik izolasyon iiroloji ve pediatri

ile dahiliye kliniklerinden alinan materyallerden yapild.

Tablo 10. Yatan Hastalardan Elde Edilen Suslarin Dagilim:.

Patojenler Say1 %

E.coli 37 16.9
Metisiline direngli S.aureus 51 23.1
Metsiline duyarli S.aureus 63 28.5
E .aglomerans 6 2.7
E.aerogenes 8 3.6
E.cloaca 4 1.8
P.aeruginosa 16 72
K. pneumonia 5 23

K. oxytoca 4 1.8
K.ozoena 3 1.35
P. mirabilis 3 1.35
P. vulgaris 2 09
Metisiline direngli S. epidermitis 9 4.0
Metisiline duyarh S. epidermitis 10 4.5

Toplam 221 100
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Bakteri susu olarak ensik S.aureus (114 izolat), ikinci sikhikla E. coli (37
izolat) izole edildi.

S.aureus suglarinin disk difizyon yontemiyle metisilin (oksasilin) direnci
aragtinldi. Bu suslarm 51’1 (%44.74) MRSA, 63’0 (%55.26) MSSA olduklan
belirlendi. Izole edilen S.aureus suslarimin kliniklere ve materyallere gore dagilimlan
Tablo 11 ve 12 da verildi. Bu tablolara gore; En yiiksek izolasyona pediatri klinigi ile

idrar drneklerinde rastland:.

Tablo 11. S.aureus Suslarinm Geldigi Servislere Gore Dagidim .

Metisiline

Servisler Sayi Duyarli Direngli
Uroloji 18 5 13
Pediatni 25 18 7
Ortopedi 16 10 6
Gogiis kalp damar cerrahisi 8 5 3
Dahiliye 11 6 5
Kadin dogum 10 7 3
Reanimasyon 5 2 3
Genel cerrahi 7 2 5
Fizik tedavi 4 3 1
Dermatoloji 3 2 1
KBB 2 1 1
Kardiyoloji 2 1 1
Anestezi 1 0 1
Beyin cerrahisi 1 0 1
Gogls hastaliklan 1 1 0
Toplam 114 63 51
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Tablo 12. S.aureus izolatlarinin Geldigi Materyallere Gore Dagilimi.

Metisiline

Materyalin adi Duyarh Direngli Toplam
Idrar 19 16 35
Apse 11 4 15
Yara 16 15 31
Endotrakeal tiip aspirasyonu 0 2 2
Periton Dializ Mayii 0 1 1
Insizyon sivisi 2 1 3
Balgam 3 0 3
Kan kultura 5 4 9
Batindan Dren Mayii 4 5 9
Gobek suirtintisii 3 2 5
Vajen 0 1 1
Toplam 63 51 114

S. aureus suglarinin ampisilin ve amoksasilin/klavulonik asit kombinasyonuna
yitksek oranda direngli olduklan belirlendi. Teikoplanin ve vankomisine direngli susa
rastlanamad: (Tablo 13). Disk difflizyon testi ile elde edilen bu sonuglar agar tarama
yontemi ile biiyikk oranda uyumlu bulundu. Ancak bir MRSA susunda farkli sonug
elde edildi (Tablo 14).
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Tablo 13. Disk Difiizyon Yontemiyle MRSA Suslarinin Baz: Antibiyotiklere

Duyarhlik Durumu.

Duyarh Direngli

Antibiyotikler n % n %
Ampisilin 0 0 51 100
Amoksisilin / klavulanik asit 2 3.93 49 196.07
Siprofloksasin 20 39.22 31 60.78
Netilmisin 41 80.4 10 19.6
Teikoplanin 51 100 0 0
Vankomisin 51 100 0 0

Tablo 14. Agar Tarama Yontemiyle MRSA Suslarinin Bazi Antibiyotiklere

Duyarlhiik Durumu.

Duyarh Direngli

Antibiyotikler n % n %
Ampisilin 0 0 51 100
Amoksisilin / klavulanik asit 2 3.93 49 96.07
Siprofloksasin 19 37.26 32 62.74
Netilmisin 41 80.4 10 19.6
Teikoplanin 51 100 0 0
Vankomisin 51 100 0 0
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E. coli suslan en sik Uroloji ve Dabhiliye kliniklerinden laboratuvara gonderilen
idrar 6rneklerden izole edildi (Tablo 15 ve 16). Bu suglann disk diffuzyon ve agar
tarama yOntemiyle yapilan antibiogramlarinda en yiiksek direnglilik Ampisilin ile
Ampisilin/sulbaktam kombinasyonuna kars: belirlendi (Tablo 17 ve 18).

Tablo 15. E.coli Suslarinin Geldigi Servislere Gore Dagilimi

Servisler Say1 %Dagilimu
Uroloji 13 35.2
Dahiliye 10 27
Genel cerrahi 6 16.2
Pediatri 4 10.8
Kadin dogum 2 54
Beyin cerrahi 1 27
Ortopedi 1 A
Toplam 37 100
Tablo 16. Materyallerin Geldigi Bolgeye Gore Dagilimi.
Materyalin adi Sayi %Dagilimi
Idrar 30 81
Apse 5 13.5
Yara 2 55
Toplam 37 100

34



Tablo 17. Disk Difiizyon Yontemi ile E.coli Suslarnmin Baz Antibiyotiklere

Duyarhlik Durumu.
Duyarh Direnghi

Antibiyotikler n % n %
Ampisilin 16 433 21 56.7
Ampisilin/sulbactam 19 514 18 48.6
Sefazolin 35 94.6 2 5.4
Seftriakson 37 100 0 0
Imipenem 37 100 0 -0
Aztreonam 34 91.9 3 8.1
Amikasin 35 94.6 2 54
Siprofloksasin 36 97.3 1 2.7

Tablo 18. Agar Tarama Yéntemi ile MiK Cahsmasmda E.coli Suslarmn Bazi
Antibiyotiklere Duyarhlik Durumu.

Duyarh Direngli
Antibiyotikler n % n %
Ampisilin 16 433 21 56.7
Ampisilin/sulbactam 18 48.6 19 514
Sefazolin 35 94.6 2 5.4
Seftriakson 37 100 0 0
Imipenem 37 100 0 0
Aztreonam 34 91.9 3 8.1
Amikasin 35 94.6 2 54
Siprofloksasin 36 97.3 1 2.7
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Calisma kapsamina alinan klinik drneklerden dérdincii sikhikla izole edilen
toplam 16 P. aeruginosa sugunun; 7’si Yogun bakim ve Reanimasyon, 4’ i G.
-Cerrahi , 2’si Dahiliye ve birer susta Kadin-Dogum, Pediatri ve Uroloji kliniginde
yatan hastalaindaki infeksiyonlarda belirlendi.
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5.TARTISMA

Ik penisilinaz iireten stafilokoklar 1944°de Kirby tarafindan bildirilmigtir. Bu
tarihten itibaren stafilokoklarda penisilin direnci giderek artmugtir. 1950°li yillarda
penisilinin yam sira diger antibiyotiklere de direng geligmistir.

1960 yilinda metisilinin ve daha sonrada diger pénisilinaza direngli
penisilinlerin kullanima girmesiyle birlikte stafilokoklar infeksiyonlanin tedavisinde
ikinci Onemli asama kaydedilmigtir. Cok kisa bir siire igersinde 1961 yilinda
stafilokoklarda metisilin direnci tammlanmugtir (Barber, 1961).

1970°li yillardan itibaren metisilin direngli Staphylococus aureus (MRSA)
suslant yaygin olarak kullanilan bir ¢ok antibiyotie karsi direngli hale gelmeye
baglamstir. Multiple antibiyotik direncinin (metisilinin yam sira diger antibiyotiklere
direng) beraberinde getirdigi tedavi gligligii ve nozokomiyal epidemilere yol agabilen
bir patojen olmasi nedeniyle MRSA tiim dinyada ciddi bir saglhk sorunu haline
gelmigtir.

S.aureus suglannin epidemik karakter tagidigi ve nozokomiyal epidemilere
neden oldugu bilinmektedir.

Antibakteriyel sagaltim alamindaki hizhi gelismelere kargin, stafilokoklann
neden oldufu ciddi infeksiyonlar 6nemli bir klinik sorun olugturmaya devam
etmektedir.

Tim infeksiyonlarin 1/3’tinde etkenin S.aureus infeksiyonlanmin %60’1nn
MRSA suslanna bagh olmasi, ancak iilkeler arasinda bu oran yoniinden 6nemli
farkhiliklar gozlenmesidir. italya, Fransa ve Yunanistan’da tiim S.aureus suglarimn

%80’i, Almanya’da %37’si, Isvigre ve Ingiltere’de %10’udur.
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Avrupada tiim hastane infeksiyonlarina yonelik bir ¢aligmada 10 tilkede toplam
43 laboratuvardan gonderilen birbirini izleyen ilk 200 S.aureus Uremesi incelenmis,
bunlarin %12.8’inin metisiline direngli oldugu bildirilmistir. Bu ¢ahsmada Italya,
Fransa, Ispanya, Belgika ve Avusturya’da MRSA oramnin yitksek, Almanya’da orta
diizeyde, Danimarka, Isveg, Hollanda ve Isvigre’de ¢ok diisitk oldugu saptanmugtir.
Italya’da %34.4, Fransa’da %33.6, Ispanya’da %303, Belgika’da %25.1,
Avusturya’da %21.6, Almanya’da %5.5, Isvigre’de %1.8, Danimarka’da %0.1
Nazokomiyal metisilin direnci bildirilmigtir (Voss et al,1994).

Gunimiizde metisilin direnci 6zellikle hastane suglart s6z konusu oldugunda
tim diinyada yaygin olarak goriilen bir olaydir. Isvigre’de hastane izolatlarmnin %40.-
60’1 metisiline direnglidir. Ayrica bu organizmalarin biyik ¢ogunlugu diger bir g¢ok
antibiyotiklere de direng gostermektedir (Entenza et al,1994).

Degisik Devlet Hastanelerinde bulunan MRSA siklig: : SSK Buca Hastanesi,
Izmir (%36) Infeksiyon dergisi 1992, Refik Saydam, Ankara (%19.5) 26. Tirk Mik.
Kong. 1994, Yiiksek ihtisas Hastanesi, Ankara (%11.6) Mik. Biil 1995.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesinde bulunan MRSA sikhig1 : (%32) 3. Ulusal
Ankem Kong. Ankara 1988, (%45) Antimik Kem Giinleri, Antalya 1995.

Istanbul Univesitesi Tip Fakiiltesinde bulunan MRSA sikli1: (%32) 3.Ulusal
Ankem Kongresi, Ankara 1990,(%40) 10. Ulusal Ankem Kongresi, Antalya 1995.

19 Mayis Universitesi Samsun’da bulunan MRSA sikhg (%37) 25.Tirk
Mikrobiyoloji Kongresi, Bursa 1992.

Gaziantep Universitesinde bulunan MRSA sikligh (%34) Antimik. Kem. Gun.,
Antalya 1995.

GATA Istanbul’da bulunan MRSA siklig1 (%38.6) 9. Ulusal Ankem Kongresi,
Urgiip 1994.

Metisilin direncinin ortaya ¢tkmasindan sorumlu olan PBP 2a, metisilin ve
diger penisilin grubu antibiyotiklere ve sefalosporinlere (beta laktam antibiyotiklere)
zayif afinite gosterir. Fenotipik olarak meydana gelen ve tim beta laktam
antibiyotikler de gapraz direng olusur. Bu sebeple sefalosporinler metisiline direngli
stafilokoklara etkisizdir.
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Penisilinaza direngli (semisentetik) penisilinler grubunda MRSA direncinin
belirlenmesinde metisilin, oksasilin ve nafsilin kullanilir. Etki spektrumlan ayn olan bu
antibiyotiklerin oksasilinin invitro deney kosullaninda daha stabil olmas: agisindan
metisilin direncinin belirlenmesinde oksasilin kullanilmugtir NCCLS, 1997).

Metisilin direncinin bulunmasinda kullanilan yontemlerde deney kosullarinda
ufak degigikliklerin bile gok biyiik hatali sonuglara yol agmasi, bilim adamlarina farkl
fizyolojik kosullarda spesifik ve duyarli yontemleri kesfetmeye yoneltmigtir. Bu
caliymada disk difiizyon ve agar tarama yontemi ile MIK ¢alismasi uygulanmis ve
deneylerde NCCLS’in belirttigi fizyolojik kosullar saglanmgtir (NCCLS, 1997).

Antibiyotiklere kargt duyarlilik testlerinde giivenilebilir netice alinabilmesinde
en etkili etmenlerden biri, deneyde kullamilan bakteri sﬁspansiyonlanndaki hiicre
yogunlugudur. Bu durum dikkate alinarak her bir bakteri susundan hazirlanan
Staphylococcus aureus ve E.coli suglarinin bakteri yogunlugu Mc Farland’in 0.5 nolu
standart tiiptine gore ayarlanan bakteri siispansiyonlann aym giin igerisinde disk
difizyon yontemi, agar tarama yontemiyle MIK ¢aligmast ve .S. aureus suslarmin
metisiline direngliliklerinin belirlenmesi yapilmigtir. Bu amagla farkli bakteri
sispansiyonlarimin  kullanilmasinda  dogabilecek hatali sonuglarin  6nlenmesine
calisilmugtir.

Disk difizyon ve agar tarama yontemlerinin yapiimasinda besiyerinin pH,
NaCl konsantrasyonu katyon igerigi ve inkiibasyon siiresi gibi fizyolojik sartlarin
etkiside goz 6niinde bulundurulmugtur (Chambers, 1988; Thornsberry,1984; NCCLS,
1997).

Disk diflizyon yontemi ile metisilin direncinin belirlenmesinde en ideal olan
fizyolojik kosullar sunlandir: %4’ NaCl igeren pH 7.2-7.4 ayarlannug olan Miieller
Hinton agar besiyerine 10° CFU/ml igeren bakteri siispansiyonlarindan ekim yapilmis
35 °C’de,24 saat inkiibasyondan sonra sonuglar okundu. Bu yontemle 63 (%55.26)
sus metisiline duyarli, 51 (%44.74) sus metisiline direngli oldugu bulunmugtur. Baz1
aragtincilar 48 saatlik inkiibasyon siiresinde bazi suslanin inhibisyon zonu iginde
sonradan Gremelerin gorildiga ve hatali sonuglara yol agabilecegi belirtilmigtir. Bu

nedenle deney sonuglan 24 saat sonra okunmustur.
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Disk difiizyon yontemi ile S.aureus suslan ampisilin, amoksisilin/ klavulanik
asit, siprofloksasin, netilmisin, teikoplanin, vankomisin’e duyarhhiklanna pH 7.2-7.4°¢
ayarlanmig, Mieller Hinton agar besi yerine 10° CFU/ml igeren bakteri
siispansiyonlarindan ekimler yapilmis 35 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra sonuglar
okundu. Ampisiline 51 sus (%100) direngli, amoksisilin/klavulanik asit 49 sus
(*696.07) direngli, siprofloksasine 31 sug (%60.78) direngli, netilmisin 10 sus (%19.6)
direngli, vankomisin ve teikoplanine direng rastlanmamgtir.

Agar tarama yontemi ile MIK ¢aligmasinda S. aureus suglan ampisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, siprofloksasin, netilmisin, vankomisin, teikoplanine
duyarlihklanna bakihirken, aranilan fizyolojik sartlar g6z éniinde tutulmustur. Istenilen
gesitli antibiyotik konsantrasyonlarinda hazirlanmig petrilere pH 7.2-7.4’¢ ayarlanip
dokiilmii olan Miieller Hinton agar besi yerine 10* CFU/ml’lik bakteri siispansiyonu
kullanthdi. Deney serisi 35°C’de 24 saat inkibe edildi. Calismamizda NCCLS’in
degerlendirme kriterlerine uyarak MIK degerlerinin direngli ve duyarh olarak
degerlendirildigi smir noktalara Ampisilin i¢in Beta Laktamaz-0.25 pg/ml’dir.
Ampisiline MRSA suglarmin tima 51 sus (%100)’4 direngli oldugu bulundu.
Amoksisilin/Klavulanik asit igin duyarli ve direngli olarak degerlendirildigi simr
noktalant 8/4 -4/2 pg/mi’dir. MRSA suslanimn 49 susu (%96.07) direngli oldugu
bulundu. Siprofloksasin i¢in duyarlt ve direngli olarak degerlendirildigi simir noktalan
4-1 pg/ml’dir. MRSA suslarimn, 32 susu (%62.74) direngli oldugu bulundu.
Netilmisin i¢in duyarlh ve direngli olarak degerlendirildigi siur noktalan 32-12
ng/ml’dir. MRSA suslarimin 10 sus (%19.6) direngli oldugu bulundu. Teikoplanin igin
duyarh ve direngli olarak degerlendirildigi siur noktalar 32-8 pg/ml’dir. MRSA
sularinda  dirence raslamlmadi. Vankomisin igin duyarh ve direngli olarak
degerelendirildifi siur noktalara 32-4 pg/mi’dir. MRSA suglarinda dirence
rastlantimadi.

Disk diflizyon yontemi ile agar tarama yontemini kargilastirdigimizda, ampisilin
icin yapilan disk difiizyon yontemi ile zon gaplarna gore 51 sus (%100) direngli
oldugu, agar tarama yontemi ile MIK ¢alismasinda 51 sug (%100) direngli bulunmast
caligmadaki %100 oraminda bir hyumun oldugu gosterdi. Amoksisilin/Klavulanik asit
i¢in disk diflizyon yontemi ile zon ¢aplarina gosterilen 49 sus (%96.07)’un direngli
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oldugu, 2 sus (%3.93)’i duyarli oldugu bulundu. Agar tarama yontemi ile MIK
cahgmasinda 49 susun (%96.07)%i direngli, 2 susun (%3.93)’in duyarh bulunmast
calismadaki %100 oraninda bir uygunlugu gosterdi. Siprofloksasin disk diflizyon
yontemi ile zon caplarna gosterilen direng 31 sug (%60.78) oraminda olup, agar
tarama yontemi ile yapilan MIK ¢alismasinda 32 sus (%62.74) direngli oldugu
bulundu. Zon gaplanna gore duyarli olan suglann MIK degerlerine gore direngli
oldugu %1.96 oramnda uyumsuzlufu ortaya koymustur. Buna karsin %98.04
oranindaki uyumunda g6z ard1 edilmemesi gerekir.

Netilmisin disk difiizyon yontemi ile zon gaplarina gore 10 sus (%19.6)
direngli, agar tarama yontemiyle yapilan MIK g¢aligmasinda 10 sus (%19.6) direngli
oldugu bulundu. Caliymada %100 oramnda bir uygunluk gbstermis‘;ir.

Teikoplanin ve vankomisinin disk difizyon yontemiyle zon ¢aplarina 31 sug
(%100)’i1 duyarl bulunduklar agar tarama yontemiyle yapilan MIK galigmasinda 51
sus (%100)’i duyarh olduklan bulunarak, g¢aliyjmada %100 oramnda bir uygunluk
gostermigtir.

MRSA 51 susun 6 antibiyotige kars: 306 teste zon ¢aplart ve MIK degerlerini
g6z oniine aldigimizda tiim antibiyotikler igin ; zon ¢aplarina gore duyarh olan suslarin
MIK degerlerinde yiiksek olan 1 sus igin bu oran %0.32 oraninda uyumsuzlugu ortaya
koymaktadir. Caligmada toplam olarak %99.68 oramnda bir uyum oldugu
gozlenmigtir.

Agar tarama yonteminde elde edilen direng oram disk diflizyon yontemine gore
%0.13 oraninda daha ytiksek oldugu saptandi.

Disk diflizyon yontemi ile E.coli suglan igin ampisilin, ampisilin/sulbaktam,
sefazolin, sefriakson, imipenem, aztreonam, amikasin, siprofloksasin’e duyarliliklarina
pH’1 7.2-7.4’¢ ayarlanmig Miieller Hinton agar besi yerine 10° CFU/ml igeren bakteri
sispansiyonlarindan ekimler yapilmig 35°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra sonuglar
okundu. Ampisilin’e 21suy (%56.7) direngli, ampisilin/sulbaktam 18 sus (%48.6)
direngli, sefazolin 2 sus (%5.4) direngli, sefriakson ve imipenem’e direng rastlaniimad.
aztreonam’a 3 sug (%8.1) direngli, amikasin’e 2 sus (%5.4) direngli, siprofloksasin’e 1

sus (%2.7) direngli bulundu.
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Agar tarama yontemi ile MIK ¢alismasinda, disk diflizyon yonteminde
kullandigimiz antibiyotikler segilerek duyarliliklanina bakilirken aranilan fizyolojik
sartlar g6z oniinde tutulmugstur. Istenilen cesitli antibiyotik konsantrasyonlarindan
hazirlanmug petrilere pH 7.2-7.4’e ayarlamp dokilmis olan Miieller Hinton agar besi
. yerine 10* CFU/ml’lik bakteri siispansiyonu kullanildi. Deney serisi 35°C°de 24 saat
inkiibe edildi. Cahgmamizda NCCLS’in degerlendirme kriterlerine uyarak MIK
degerlerin in direngli ve duyarhi olarak degerlendirildigi simr noktalan igerisinde;
Ampisilin 21sug (%56.7) direngli, ampisilin/sulbaktam 19 sus (%51.4) direngli,
sefazolin 2 sug (%5.4) direngli, sefriakson ve imipenem’e direngli sus bulunmadi.
Aztreonam 3sug (%8.1) direngli, amikasin’e 2 sug (%5.4) direngli, siprofloksasin’e
1sus (%2.7) direngli bulundu.

Disk diflizyon yontemi ile agar tarama yontemi MIK calismasim
kargilagtirdigimizda ampisilin, sefazolin, sefriakson, aztreonam, amikasin ve
siprofloksasin i¢in buldugumuz degerler ayni olup, tam bir uygunluk gostermigtir.
Ampisilin/sulbaktam’in disk diftizyon yontemi ile zon gaplarina gésterilen direng 18
sus (%48.6) olup, agar tarama yontemi ile yapillan MIK ¢alismasinda 19 sus (%51.4)
direngli olarak bulundu. Zon ¢aplarina gore duyarli olan suglarin MIK degerlerine gore
direngli oldugu %2.7 oraminda uyumsuzlugu ortaya koymustur. Buna kargin %97.3
oraninda bir uyum s6z konusudur.

E.coli 37 susun 8 antibiyotik’e kargi 296 teste zon gaplan ve MIK degerleri
goz oniine ahndiginda tiim antibiyotikler i¢in; Zon ¢aplanina duyarli olan suglarin MiK
degerlerinde yiiksek olan 1 sus igin bu oran %0.33 oraminda uyumsuziugu ortaya
koymaktadir. Buna karsin caligmada toplam olarak %99.67 oraminda bir uyum
gbzlenmigtir. Agar tarama yOmteminde elde edilen diren¢ oram disk diflizyon
yontemine gore %0.33 orann da daha yitksek oldugu saptandi.

Agar tarama yonteminin disk difiizyon yontemine oranla daha duyarli yontem
oldugu degerlendirilmigtir. Rutin ve klinik mikrobiyoloji laboratuarinda yontemlerde
duyarliigin yami sira pratik olma 6zelligi de aranir. Bu 6zellik yoniinden agar tarama
yontemiyle disk diftizyon yontemi kargilastinhrsa disk diflizyon yonteminin ¢ok daha
pratik oldugu kolayca ifade edilir. Ancak agar tarama yonteminin afir seyirli

infeksiyonlanin tedavisinde dozun ayarlanabilmesi igin suglann MIK degerlerinin
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belirlenmesinde kullanilmali ve bu amagla gerekli laboratuvar kosullan hazir
bulundurulmaldr.
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6.SONUC

Antibiyotiklerin yaygin ve gelisigiizel kullamlmalari sonucu ortaya ¢ikan
direngli suglara 6zellikle hastane ortaminda ve hastanede yatan hastalardan izole edilen
bakteriler de sikhikia rastlanmak_tadlr. Ayrica infeksiyonlarin tedavisinde sayilan
giderek artan antibiyotiklerin uzun stire kullamlmasi, antibiyotiklere ¢ogul direng
gosteren bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Hastanelerde antibiyotiklere
direng gelismesini Onlemek igin, etkenin bilindifi durumlarda en etkili, en dar
spektrumlu ve en ucuz antibiyotik secilmeli, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarindan
selektif antibiyotik duyarlihk sonuglan verilmelidir.

Antibiyotik kullaniminda siirekli 6nerilen kurallara titizlikle uyulmasi gerekir.
Kurallara uygun antibiyotik tedavisi yapimadii  durumlarda, direngli
mikroorganizmalarin sayisinda hizli bir artig olacak, siiper infeksiyonlara siklikla
rastlanacak ve ekonomik agidan biiyiik kayiplara neden olacaktir.

Hastane infeksiyonlarina sebep olan direngli suglarin antibiyotik alan hastalarda
kolonize olmalarmn kolaylagmas:i sonucunda, hastaneler de hizla yayilabilmeleri
onemini daha da arttirmaktadir.

Laboratuvar yontemlerinin 6zellikle MIK degerlerinin  saptanmasinda
standardizasyonu lilke ¢apinda onem verilmesi gerekir. Konu ile ilgili aragtirmalar
daha anlaml: ve verimli olacaktir.

Direngli suslarin meydana getirdigi infeksiyonlarim kontrol altinda tutmak
amac: ile hastanedeki bu suglann prevalansiun &grenilmesi gerekir. Bu nedenle
standart yontemlere gore elde edilmis olan direngli suglarinin 6 ayda veya yilda bir kez
MIK galgilarak direncli suglarnin MiK degerlerinin belirlenmesi gerekir.
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