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Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinin Antibiyotik

Kullanimina Etkisi

Halis Akalin

Giris

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinin temel rollerinden biri,
izole ve idantifiye edilen bakterinin antibiyotik duyarlilik
sonuglarinin klinisyene saglanmasi ve klinisyenlerin anti-
mikrobiyal tedavi se¢imlerinde yol gosterilmesidir. Duyar-
lilik sonuglar bir taraftan tedaviye yardimci olurken, diger
taraftan da potansiyel bir epideminin arastirilmasinda bag-
langig rolii oynar (1).

Laboratuvarin kendisine diisen bu gorevi yapabilmesi
icin, hastadan 6rnegin dogru olarak alinmasi ve uygun ko-
sullarda laboratuvara gonderilmesi gereklidir (2).

Burada laboratuvarin gorevleri sdyle dzetlenebilir: [1]
ornegin iglenmesi ve izolasyon sirasinda klinisyene en dog-
ru ve yardimc1 olabilecek sonucu veren yontemin kullanil-
masl; [2] standardize edilmis ve ulusal veya uluslararasi ka-
bul goren yontemler kullanilarak tiir diizeyinde tanimlama;
[3] antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi (kullanilacak
yontemin se¢imi; kullanilan antimikrobiklerin se¢imi; kisit-
11 bildirim; sonuglarin klinisyene hizli, yorumlariyla birlikte
saglanmasi); [4] sonuglarin periyodik olarak gozden gegiril-
mesi ve kliniklere bildirilmesi; [5] siirveyans, epidemiyolo-
jik destek ve infeksiyon kontrolii (3).

Ornegin islenmesi

Rapor edilen mikroorganizmanin klinisyene tani ve te-
davide yardimci olmasi laboratuvarda kullanilan yontemle-
re de biiyiik 6lgiide baglidir. Ozellikle kateter kiiltiirleri, tra-
keal aspirat ve bronkoalveoler lavaj kiiltiirleri bunlara iyi
ornek tegkil eder. Burada yapilan uygun degerlendirme kli-
nisyene yol gosterici olabilir. Kateterle iligkili sepsis diigii-
niilen bir olguda kateter ucunun dogrudan sivi besiyerine
atilarak tireyen mikroorganizmanin rapor edilmesinin kli-
nisyeni gercekte etken olmayan bir mikroorganizmayla kar-
st karstya birakmasi olasilifi oldukca yiiksektir ve giinii-
miizde kullanilmamasi dnerilmektedir. Ayni kateter ucunun
yari-kantitatif veya kantitatif yontemle degerlendirilmesi,
kuskusuz klinisyene yardimci olacaktir ve sonugta uygun
antibiyotik kullanimina yol acacaktir (4).

Bronkoalveoler lavaj, korunmus fir¢a yontemi veya en-
dotrakeal aspirat seklinde alinan alt solunum yolu 6rneginin
kantitatif olarak degerlendirilmesi oldukc¢a 6nemlidir. Ayri-
ca alt solunum yolu 6rneginin Gram yontemiyle boyanarak
epitel hiicresi ve polimorfoniikleer 16kositler agisindan de-
gerlendirilmesi, iist solunum yollarindan bulagsmay1 goster-
mesi, sekresyonun karakteri ve tan1 acisindan klinisyene yol
gosterecektir (5).

Laboratuvarda izole edilen mikroorganizmanin floraya
mu1 ait, kontaminan mi1 veya patojen bir mikroorganizma mi
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oldugunu ayirt etmek icin ¢aba sarf edilmelidir. Bir flora
bakterisinin antibiyotik duyarlilik testi ile birlikte rapor
edilmesi klinisyen tarafindan uygunsuz antibiyotik kullani-
mina yol acacaktir. Bir farenjit olgusunda bogaz kiiltiirii so-
nucu olarak Haemophilus influenzae veya Staphylococcus
aureus’un rapor edilmesi ve antibiyotik duyarlilik sonucu-
nun verilmesi klinik olarak yanlis degerlendirilerek uygun-
suz bicimde antibiyotik kullanimina neden olabilir (6).

Mikroorganizmalarin Izolasyon ve Tamsinin Uygun

Yapilmasi

Son yillarda nozokomiyal patojenlerin sayisinin gittikce
artmasi, laboratuvarlarin bunlarin tiimiinii izole etmesi ve
tammlamas: gerekliligini ortaya koymaktadir. Izolasyonda
selektif kiiltiir yontemleri ve 6zel mikrobiyolojik teknikle-
rin kullanilmasi yeterli olacaktir. Mikrobiyoloji laboratuvar-
lar1 izole ettikleri mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in
standard bir yontem kullanmak zorundadirlar. Mikroorga-
nizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasi gerekmektedir.
Ozellikle epidemiyolojik arastirmalar icin bu oldukca nem
tasir (7).

Son yillarda hastane infeksiyonlarinda Candida’larin da
sik goriildigi dikkate alinirsa, fungal infeksiyonlar yoniin-
den risk tastyan hastalarin takip edildigi hastanelerde tiir dii-
zeyinde tanimlama yapilmalidir (8).

Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Bir klinisyenin antibiyotik secimine etki eden bir¢cok
faktor mevcuttur. Mikrobiyoloji laboratuvari bu se¢imin ya-
pilmasinda en 6nemli rolii oynar. Antibiyotik duyarlilik de-
neylerinin yapilmasindaki amag bir etkenle olan infeksiyon-
da hangi antibiyotik veya kemoterapotikler kullanilirsa te-
davide basarili olma olasiliginin daha yiiksek oldugunu be-
lirlemektir (9,10).

Laboratuvar, NCCLS o6nerileri dogrultusunda antibiyo-
tik duyarlilik testlerini Kirby-Bauer disk difiizyon, tiip di-
liisyon, mikrodiliisyon, agar diliisyon yontemi, Etest veya
minimal inhibitor konsantrasyonlar1 (MIK) saptayabilen ya-
11 otomatik veya otomatik sistemlerle gerceklestirebilir.

Bu yontemlerin birbirlerine gore bazi avantaj veya deza-
vantajlart bulunmaktadir. Mikrodiliisyon yonteminin avan-
tajlar1 sunlardir: [1] Minimal inhibitor konsantrasyon
(MIK) saptanabilir. [2] Tiip diliisyon yontemine gore eko-
nomiktir. [3] Ticari olarak satilan paneller mevcuttur. Deza-
vantajlart ise sunlardir: [1] Disk difiizyon yontemine gore
pahalidir. [2] Ticari olarak satilan paneller hastane formiile-
ri ile uyumlu olmayabilir.

Disk difiizyon yonteminin avantajlar1 sunlardir: [1]
Standardize ve giivenilirdir. [2] Kolay ve ek techizata gerek
yoktur. [3] Ucuzdur. [4] Test edilecek antibiyotigi se¢mek
miimkiindiir. [5] Sonuglar: tiim klinisyenler tarafindan kul-
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lanilabilir. Dezavantajlari ise sunlardir: [1] Otomatizasyona
uygun degildir. [2] Bazi1 yavag veya gii¢ lireyen mikroorga-
nizmalar igin iireme inhibisyon zonunun cap1 ile MiK ara-
sinda uyumsuzluk goriilebilir (11).

Sadece idantifikasyon veya antibiyotik duyarlilik testle-
rini gerceklestiren cihazlarin yani sira, her ikisini ayni1 anda
yapan yar1 otomatik veya otomatik sistemler son zamanlar-
da kullanima girmigtir. Bu sistemlerde antibiyotik duyarlilik
sonuglart ticari olarak satilan mikrodiliisyon panellerinin
optik olarak veya gozle degerlendirilmesi sonucu MIK de-
geri olarak verilir. Optik degerlendirme yontemlerinin kul-
lamildig: sistemlerde 4-8 saatte antibiyotik duyarlilik sonu-
cu verilebilirken, gorsel olarak degerlendirilen yontemlerde
bu siire 16-18 saattir. Bu yontemlerin standardizasyonu sag-
lamasi, isgiiclinii azaltmasi, daha objektif ve hizli sonug ver-
mesi, konvansiyonel yontemlerle %90-95 oraninda uyumlu
olmasi, bilgisayar ortaminda kullanilabilmesi ve sonuglarin
depolanmasi gibi avantajlarinin yani sira, 6zellikle 3-5 saat
gibi kisa inkiibasyonlu sistemlerde yalanci duyarl ve yalan-
c1 direngli sonuglarin olmas: tedavi ve infeksiyon kontro-
liinde uygun olmayabilir. Burada diisiik inokiilum miktar1
ve kisa siireli inkiibasyondan dolay: indiiklenebilir bir B-
laktamaz veya mutasyona bagli direng fenotipinin inkiibas-
yon sonrast ortaya ¢ikmasi saptanamayabilir (11,12).

MIK seklinde sonug vermek infeksiyon hastaliklar1 ve
klinik mikrobiyoloji uzmani olmayan hekimler i¢in deger-
lendirmede sorun yaratabilir. Ayrica MIK seklinde sonug
vermenin, duyarli-direncli-orta olarak kategorize edilmig
test sonuclarina istiinliigiinii gosteren bir bulgu yoktur.
MIK seklindeki sonuglar yanlis yorumlanabilir ve duyarl-
direncli-orta seklinde kategorize ederek sonug vermek daha
uygundur. MIK degerleri raporda yer aliyorsa mutlaka yani-
na kategorize edilmis sonug verilmelidir (13).

Antibiyotik duyarlilik testleri i¢in se¢ilecek antibiyotikler
hastane formiileri ile uyumlu olmalidir. Giiniimiizde bakteri-
yel infeksiyonlarin tedavisi i¢in oldukga fazla sayida antibi-
yotik piyasada bulunmaktadir. Antibiyotik duyarlilik testle-
rinde bunlarin tiimiine yer vererek, buradan cikan sonucu kli-
nisyene ulagtirmak antibiyotik se¢iminde ciddi problemlere
neden olacaktir. Bundan dolay: sonuglar rapor edilirken kisit-
I1 bildirim gibi yontemler kullanilmalidir. Kisith bildirim, kli-
nisyenin antibiyotik se¢imini kolaylastirir. Farmakoekonomi
yapilmasini saglar. Uygunsuz antibiyotik kullanimini en aza
indirir. NCCLS, antibiyotikleri izole edilen mikroorganizma-
lara kars: etkinliklerine gére dort grupta toplamistir. A gru-
bunda primer olarak test ve rapor edilecek, B grubunda pri-
mer olarak test ve selektif olarak rapor edilecek, C grubunda
ek olarak test ve selektif olarak rapor edilecek antibiyotikler,
D grubunda ise sadece idrar 6rnegi igin ek olarak test ve ra-
por edilecek antibiyotikler yer alir (14,15).

Birinci kusak sefalosporinlere duyarli bir Gram-negatif
basil i¢in, ikinci ve iiciincii kugak sefalosporin sonucunu
vermeye gerek yoktur. S. aureus veya koagiilaz-negatif sta-
filokok, metisiline duyarl: ise glikopeptid duyarlilik sonucu
bildirilmemelidir (3,6).

Sadece duyarlilik deneyi sonuglarinin duyarh-direncli
olarak bildirilmesinin klinik mikrobiyoloji laboratuvari i¢in
yeterli oldugunu diigtinmek giiniimiizde gecerliligini yitir-
mistir. Alinan sonuclara gore o bakteride hangi diren¢ me-
kanizmalarinin bulundugunu 6ngérmek, buna goére sonugla-

r1 yorumlamak klinisyenin antibiyotik secimine kuskusuz
faydali olacaktir. Metisiline direncli bir S. aureus susu in
vitro olarak B-laktam antibiyotiklere karst duyarl bulundu-
gu halde, tiim B-laktam antibiyotiklere direncli olarak rapor
edilmelidir (10).

Rutin duyarhilik testleri, Enterobacter, indol-pozitif
Proteus gibi baz1 Gram-negatif basillerde bulunan indiikle-
nebilir B-laktamazlar veya Klebsiella tiirleri ve Escherichia
coli gibi Gram negatif basillerde bulunan ESBL’lerin varli-
g1in1 saptamayabilir (12).

Gram-negatif basillerde ESBL veya indiiklenebilir B-
laktamaz arastirilmas: ve saptanmasi ve klinisyene duru-
mun bildirilmesi kuskusuz antibiyotik secimini etkileyecek-
tir (16). ESBL tasiyan bakterilerin cogu aztreonam ve sefta-
zidime kars1 yiiksek oranda direng gosterirken bu bakterile-
rin sefotaksime karg1 direnci daha diisiik olabilir. Laboratu-
varda iiciincii kusak sefalosporinler i¢in sadece sefotaksimi
secmek, seftazidime direngli ESBL yapan bir Klebsiella
pneumoniae’nin gozden kagmasina neden olabilir (17).

Laboratuvar, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii gibi ¢oklu direng gosteren Gram-negatif basille-
rin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kombinasyon
tedavisinin hangisinin en uygun olduguna yaptig1 in vitro
testlerle yol gosterebilir (18).

Ayni1 kaynaktan ayni mikroorganizma tekrar izole edil-
digi zaman, olasi bir diren¢ gelisimini atlamamak i¢in tek-
rar antibiyotik duyarlilik testi yapilmalidir. Burada maliyet
g6z ard1 edilmelidir (19).

Bakteriyel bir infeksiyonun tanisinda ¢abukluk cok
6nemlidir. Gram boyamasi ile inceleme yardimct olmakla bir-
likte, genellikle klinik mikrobiyoloji laboratuvarindan gelen
sonug klinik olarak verilen karardan 48 saat sonra gelmekte-
dir. Kan kiiltiirlerinde mikroorganizmalarin hizli ve kolayca
saptanmasini saglayan cihazlarin kullanima girmesi antibiyo-
tik kullamimi iizerine etkili olmaktadir. Laboratuvarimizda
kullandigimiz BACTEC 9000 serisinde rastgele secilen 100
Gram-pozitif, 100 Gram-negatif ve 25 maya susu lireme za-
manlan agisindan degerlendirildiginde, sirasi ile bulunan de-
gerler 3-58 saat, 1-25 saat ve 3-39 saat olmustur (20).

Idantifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testi icin ayni
giin sonug¢ veren yontemlerle bir gece sonra sonug¢ veren
yontemlerin karsilastirildigi bir ¢alismada hizli sonug veril-
mesinin hasta bakimi ve prognoz iizerinde olumlu etkileri
saptanmugtir (21).

Ayrica mikroorganizmaya 6zgii antijenin tanimlanmast,
mikroorganizmaya ait niikleik asidin saptanmasi veya mik-
roorganizmaya ait bir iiriiniin saptanmasi gibi ¢abuk tam
yontemlerinin kullanilmas: da gerekli durumlar i¢in labora-
tuvar ¢alismalari icine alinmalidir. Eger klinisyen biyokim-
ya ve hematoloji sonuglari ile ayn1 anda bakterinin hizli ge-
notipik idantifikasyonu ve antibiyotik direng profilini alirsa,
rasyonel antibiyotik kullammina biiyiik katk1 olacaktir. Or-
negin, gonderilen klinik 6rnekte molekiiler yontemlerle S.
aureus ve mecA geninin saptanmasi vankomisin kullanimi-
na yon verebilir veya enterokoklarda glikopeptid direncin-
den sorumlu genin saptanmasi halinde hasta hemen izole
edilerek mikroorganizmanin yayilimima engel olunabilir.
Laboratuvar sonuglarinin klinisyene miimkiin oldugunca
cabuk ulastirilmas1 gerekmektedir. Ayrica laboratuvar 24 sa-
at hizmet vermelidir (22,23).
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Sonuglarin Periyodik Olarak Gozden Gegirilmesi ve

Kliniklere Bildirilmesi

Laboratuvar sonuglarinin belirli araliklarla gozden geci-
rilerek, mikroorganizma dagilimlarinin ve antibiyotik du-
yarlilik sonuglarinin kliniklere ve infeksiyon kontrol komi-
tesine bildirilmesi gereklidir. Klinisyen bir infeksiyon karsi-
sinda en sik hangi mikroorganizmalarla karsilagabilecegini
ve bu mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik sonuglari-
n1 periyodik olarak dgrenerek, ampirik tedavide antibiyotik
secimini buna gore yapacaktir. Ayrica bu sonuglarin 1s181n-
da hastanedeki antibiyotik kullanim politikalarinda degisik-
likler yapmak, hastane formiilerini diizenlemek ve hastane
antibiyotik politikasini giincel tutmak miimkiindiir. Bu rapor
hazirlanirken ayni hastaya ait tekrarlayan izolatlarin sadece
biri degerlendirilmeye alinmalidir. Antibiyotik direnci uzun
bir siirede gelistiginden, bu tip egilimleri saptamak i¢in sii-
rekli olarak izlem sarttir (9,12,24,25).

Siirveyans, Epidemiyolojik Destek ve infeksiyon

Kontrolii

Siirveyans iki koldan yapilmalidir. [1] Periyodik olarak
MIK veya zon caplarmin gozden gecirilmesi direng pater-
nindeki degisikliklerin erken saptanmasi i¢in 6nemlidir. Or-
negin, K. pneumoniae igin seftazidim MIK degeri 0.1
mg/It’den 8 mg/lt’ye ciktifinda laboratuvar yine de bunu
duyarl olarak yorumlayacaktir. Halbuki boyle bir degisiklik
potansiyel olarak 6nem tasir ve mutlaka bu durum klinisye-
ne ve hastane infeksiyon kontrol komitesi ve antibiyotik
kontrol komitesine bildirilmelidir. Bu uyar1, drnegin bir asi-
11 kullanim s6z konusu ise klinisyenin seftazidimin kullani-
mina yonelik tedbirleri daha erken donemde almasina ola-
nak verir. Ayrica diren¢ mekanizmalarinin dogrulanmasi
icin, Oornegin B-laktamaz veya ESBL bakilmas1 gibi bazi
testlerin yapilmasi, sinirdaki bir direncin saptanmasinda
onem tasir. [2] Olagandis1 diren¢ problemi gosteren bakteri
hemen klinisyene ve infeksiyon kontrol komitesine bildiril-
meli ve yayilmamasi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasina yar-
dimc1 olunmalidir: vankomisine direngli S. aureus ve ente-
rokok, penisiline direncli Neisseria meningitidis gibi (1,12).

Epidemilerde en 6nemli devre, problemin varlig1 ve ta-
nimlanmast olarak gosterilen ilk basamaktir ve genellikle
laboratuvar erken uyar1 gérevini iistlenir. Laboratuvar, bilgi-
leri depolama sistemini hastane infeksiyonlarina neden olan
mikroorganizmalarin sikliklarini analiz edilebilecek sekilde
diizenlemeli ve siirekli gozden gecirmelidir. Laboratuvar in-
feksiyon kontrol komitesi ile goriismeden bir epidemi arag-
tirmasina girmemelidir ve siirekli igbirligi icinde olmalidir.
Aragtirma sirasinda potansiyel olarak iligkili mikroorganiz-
malar1 saklamalidir. Ayrica gerekiyorsa ¢evre ve personel
kiiltiirleri de yapilmalidir. Epidemi olmayan durumlarda
hastalardan, personel ve cevreden rutin kiiltiir yapilmasinin
klinik ve epidemiyolojik olarak ¢ok yararli olmadig: bildi-
rilmistir (22,26).

Mikroorganizmalarin fenotipik ve genotipik olarak ilis-
kilerinin belirlenmesi, epidemilerin ve hastane infeksiyonla-
rinn aragtirilmasinda ¢ok yardimer olur. Cogu zaman tiir
diizeyinde idantifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testi izo-
le edilen mikroorganizmalarin birbiriyle iligkili olup olma-
diklarin1 saptayabilir. Boyle bir arastirmada laboratuvarin
en Oonemli gorevi mikroorganizmayi dogru olarak tanimla-

mak ve siiphe edilen nozokomiyal patojenlerin antibiyotik
duyarliliklarin test etmektir. Ornegin, Klebsiella spp. olarak
verilen bir rapor infeksiyon kontroliine fazla yardimci olma-
yacaktir. Bir laboratuvar en azindan 6zel veya tekrarlayan
capraz infeksiyon problemleri bunu gerekli kildig1 zaman
Gram-pozitif koklar1 ve Gram-negatif aerop basilleri izole
etme ve tiir diizeyinde tanimlama kapasitesine sahip olmali-
dir.

Mikrobiyoloji laboratuvarda calisan kisiler geleneksel
yontemler yaninda, modern molekiiler epidemiyolojik tiple-
me yontemlerini de bilmelidirler. Ciinkii sik goriilen veya
normal flora iiyesi mikroorganizmalarin incelenmesinde ek
yontemlere ihtiya¢ vardir. Epidemiyolojik tiplendirme hem
fenotipik hem de genotipik yontemleri icermektedir. Antibi-
yotik duyarlilik profili, biyotip, serotip, bakteriyofaj duyar-
Iilik profili ve protein yapinin analizine dayanan fenotipik
yontemler, baz1 epidemilerin tamimlanmasini saglamakla
birlikte, izole edilen mikroorganizmalarin birbiriyle kesin
iligkisinin aragtirilmasinda her zaman yeterli olmazlar ve
DNA’ya dayali molekiiler genotipik yontemlere gerek duyu-
lur. Genotipik olarak plazmid profili, “restriction fragment
length polymorphism” (RFLP), ribotiplendirme, “pulsed fi-
eld gel electrophoresis” (PFGE), polimeraz zincir reaksiyo-
nuna dayal “fingerprinting” (PCR-RFLP ve PCR-RAPD)
gibi yontemler mevcuttur. Fenotipik karakterler ¢evresel
faktorlerden etkilenebilir; genotipik yontemler ise daha sta-
bildirler. Mikroorganizmaya gore bu yontemlerin hangisinin
kullanilacagina karar vermek gerekir (27,28).

Molekiiler yontemlerin dikkatli bir epidemiyolojik aras-
tirma ile birlikte kullanilmasi ¢ogunlukla problem olan mik-
roorganizmanin kaynagini1 bulmamiza ve gerekli 6nlemlerin
alinmasiyla bu mikroorganizmanin hastane icinde yayilimi-
nin 6nlenmesine yardimeci olacaktir (29-31).

Sonug olarak mikrobiyoloji laboratuvari rasyonel antibi-
yotik kullaniminda ve infeksiyon kontroliinde temel belirle-
yicidir. Bu hizmeti vermek i¢in laboratuvarlar, ¢aligilan has-
tanenin ihtiyacina gore diizenlenmeli ve desteklenmelidir.
Mutlaka infeksiyon kontrol komitesi ve klinisyenlerle yakin
igbirligi icinde olunmalidir. Buradan ¢ikan sonuglarin tiim
hastanede yatan ve yatacak hastalar1 ve toplumu ilgilendir-
digi goz ardi edilmemelidir.
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