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OZET

Bu caligma 2003-2004 egitim-Ggretim yilinda, “Klinik Uygulamaya Girig Programi” cercevesinde, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
ogrencileri ile yiiriitiilmiistiir. Calisma, ogrencilerin antibiyotiklere direng gelisimi konusunda bilgilerini arttirmalari ve antibiyotikleri
daha akilci kullanmalari konusunda tutum gelistirmeleri amaglanarak planlannugtir. Siipiiratif anaerop infeksiyonlardan en sik izole edilen
ve normalde kolon florasinda bulunan Bacteroides tiirleri, pek ¢ok antibiyotige diren¢ gostermektedir. Bu ¢alismada ikisi farkli hastalarin
diskisindan izole edilmig, digeri ATCC standart kékeni olmak iizere toplam ii¢ Bacteroides fragilis kokeni, subinhibitor konsantrasyonla
(256ug/ml) baslayarak ikiser misli artan oranda sefoksitin ile muamele edilmis, direncli mutantlar elde edilmistir. Digki izolatlarina ait
sefoksitine direngli mutantlarin aym zamanda tetrasikline diren¢ (64ugiml) ve piperasiline orta diizeyde direng (64ugiml) gelistirdikleri,
standart ATCC kokeninden elde edilen mutantin ise klindamisine direng (Sug/ml) gelistirdigi, piperasilin MIK degerinde dort misli,
tetrasiklin MIK degerinde ise sekiz misli artig gosterdigi saptanmigtir. Calsmamizda Ggrenciler, antibiyotiklerin kullammuna bagl direncli
mutant kokenlerin gelisebilecegini deneysel olarak gormiisler, direng geligiminin en az seviyede olmasi icin antibiyotiklerin akilct
kullamilmasi gerektigini benimsemiglerdir.

Anahtar kelimeler: Bacteroides fragilis, sefoksitin, antibiyotik duyarlilik, ¢apraz direng
SUMMARY

Investigation of Cross-Resistance to Other Antibiotics in Cefoxitin-Resistant Mutant Bacteroides fragilis Strains Obtained in Laboratory
Condition

Students in this study were involved according to “Introduction to Clinical Practice Program” at Marmara University, School of Medicine,
during 2003-2004 educational period. The aim of this study was to increase the students’ knowledge and awareness about development of
antimicrobial resistance in bacteria and acquire attitudes necessary for rational usage of antibiotics. Bacteroides species are the
microorganisms most often isolated from patients with suppurative anaerobic infections and resistant to most of the antibiotics. In the
present study, 3 cefoxitin -resistant Bacteroides fragilis mutants (two strains from stool specimens of different persons, one strain was ATCC
Bacteroides fragilis) were obtained by selection with increasing concentrations of cefoxitin (ranging from subinhibitor concentration to
256ug/ml). The mutant strains showed decreased susceptibilities not only to cefoxitin but also to other antibiotics; two cefoxitin resistant
mutants isolated from stool specimens showed resistance to tetracycline (64ug/ml) and intermediate resistance to piperacillin, ATCC strain
showed resistance to clindamycin (Sug/ml) and 4-8 fold decreased susceptibilities to piperacillin and tetracyclin respectively. In
conclusion, the students demonstrated that usega of antibiotics can encourage the selection of resistance and assumed that in order to
minimize the potential development of resistance, rational use of antibiotic is critical.
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rencilere ileriki hekimlik hayatlarinda dogru antibi-
yotik kullanma bilincini kazandirmak amaciyla plan-
lanmistir. Gereksiz veya uygun olmayan dozlarda
kullanilan antibiyotiklerin direngli kokenler yaratabi-
lecegini gostermek, antibiyotik kullanimi sirasinda
normal flora elemanlarinin da direngli hale gelebile-
cegini vurgulamak, bu direncli kokenlerin olustura-
cagr muhtemel firsat¢i infeksiyonlarin tedavisinde
giicliikler yasanabilecegine dikkat ¢cekmek istenmis-
tir.

Bu calismada, pek ¢ok laboratuvarda rutinde kiiltiirii
yapilmayan, varlifindan siiphe duyulan durumlarda
ampirik tedavisi yapilan, firsat¢i patojenlerden, ko-
lon florasi eleman1 Bacteroides fragilis kokenleri se-
cilmistir (1). Anaerop infeksiyonlardan en sik izole
edilen bu tiirlin, artan oranda antibiyotiklere direng
gelistirdigi diinyanin pek cok iilkesinden bildirilmig-
tir (2, 3).

Calismamizda carpici bir sonug¢ elde etmek icin,
Bacteroides fragilis kokenleri, antianaerop etkiye sa-
hip sefalosporinlerden sefoksitinin subinhibitor kon-
santrasyonla baglayarak kademeli olarak artan dozla-
11 ile muamaele edilmis, direngli mutant kdkenler el-
de edilmistir. Bu direncli kokenlerin diger antibiyo-
tiklere capraz direng olusturup olusturmadiklar arag-
tirlmastir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, son bir ayda antibiyotik tedavisi al-
mamus farkli iki kisinin digkisindan izole edilen, se-
foksitine duyarli B. fragilis (n:2) ve ATCC 25285
B. fragilis kokenleri kullanilmistir.

Bakteri izolasyonu ve tanimlanmasi. Disk1 6rnek-
leri “Bacteroides Bile Esculin Agar” besiyerine
(BBE Agar) ekilmis, anaerop ortamda, 37°C'de 2-4
giin inkiibe edilmistir. Olusan koloniler morfolojileri
ve aerotolerans ozellikleri yoniinden incelenmistir.
Sadece anaerob ortamda iireyen gram negatif comak-
lardan, klasik yontemlerle tanimlanan ve API 20A
(Biomerioux, France) ile dogrulanan  B. fragilis ko-

kenleri ¢alismaya alinmistir (4).

Antibiyotik duyarhlik testi. Bakterilerin duyarlilik-
lart NCCLS'nin 6nerdigi, agarda diliisyon yontemiy-
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le calisilmis, ampisilin, sulbaktam/ ampisilin, sefok-
sitin, piperasilin, klindamisin, tetrasiklin, metronida-
zol ve kloramfenikol antibiyotikleri kullanilmistir
(5). Gerek ana kokenlerin gerekse sefoksitine direng-
li mutantlarin duyarlilik testleri ayni kosullarda ii¢
kez yapilmig, MiK (minimal inhibitor konsantrasyo-
nu) degerlerinde iki ve daha fazla diliisyonluk degi-
siklik diren¢ gelisimi a¢isindan dikkate alinmustir.

Bakterilerde sefoksitine diren¢ olusturma. Calis-
manin baslangicinda yapilan duyarlilik testinde, se-
foksitin MIK degeri iki B. fragilis kokeninde
l6pg/mL, ATCC B. fragilis standart susunda ise
8pg/mL bulunmustur. Bakteriler, subinhibitor kon-
santrasyonda (diskidan izole edilen kokenler
8pg/mL, standart sus ise 4pg/mL) sefoksitin igeren,
%35' koyun kani, hemin ve K vitamini bulunduran
Brucella agara ekilmistir. Anaerop artamda 2-4 giin-
liik inkiibasyonun ardindan, az sayida ve kii¢iik kolo-
nilerden olusan lireme tespit edilmistir. Bu kiiciik ko-
loniler, ayn1 konsantrasyonda antibiyotik iceren besi-
yerlerine pasajlanmig, aym1 kosullarda inkiibe edil-
migtir. Islemler iyi bir iireme elde edilinceye kadar
stirdiiriilmiis ve bu kolonilerden, iki misli sefoksitin
iceren (16pg/mL ve 8ug/mL) besiyerlerine pasajlan-
mistir. Sefoksitin dozu kademeli olarak (16pg/mL,
32pg/mL, 64pg/mL...seklinde) arttirtlmig, her bir
kademede aym islemler yapilmis, ve >256pg/mL
MiK degerlerine sahip kokenler elde edilmistir (6).

BULGULAR

Ampisilin disindaki diger antibiyotiklere duyarli
olan; ikisi digkidan izole edilmis, birisi ATCC stan-
dart kokeni olmak tizere ii¢ B. fragilis kokeni, subin-
hibitdr konsantrasyonla baslayarak artan oranda se-
foksitin ile muamele edilmis, direngli mutantlar elde
edilmistir. Bu sefoksitine diren¢ kazanan mutant ko-
kenlerden digkidan izole edilenlerin ayni zamanda
tetrasikline diren¢ (64pg/ml), piperasiline orta dii-
zeyde diren¢ (64pg/ml) gelistirdikleri, standart
ATCC kokenin ise klindamisine direng (8pg/ml) ge-
ligtirdigi, piperasilin MiK degerinde dort misli (iki
diliisyon), tetrasiklin MIK degerinde ise sekiz misli
bir artig (orta diizey direng) gosterdigi saptanmigtir
(Tablol).
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Tablo 1: Antibiyotiklerin, kokenler iizerindeki MIK degerleri (ng/mL)

Kokenler

Antibiyotikler* B. fragilis 1| B. fragilis 2 | ATCC B fragilis

Ana |Direncli Ana |Direncli Ana |Direncli

koken | Mutant| koken | Mutant| koken | Mutant
Sefoksitin 16 | >256 16 | >256 8 >256
Piperasilin 16 64 16 64 8 32
Ampisilin 32 32 32 64 32 64
Sulbaktam/Ampisilin 2 4 4 4 4 4
Tetrasiklin 4 64 4 64 1 8
Klindamisin 2 2 8 8 2 8
Kloramfenikol 8 8 8 16 8 16
Metronidazol 2 4 4 4 2 4

*NCCLS'e gore antibiyotiklerin duyarlilik MiK degerleri:
Sefoksitin: < d16pg/mL, piperasilin: < d32pg/mL,
ampisilin: < d0,5pg/mL, sulbaktam/ampisilin: < d4/2pg/mL,
tetrasiklin: < d4pg/mL, klindamisin: < d2pg/mL,
kloramfenikol: < d8 pg/mL, metronidazol: < d8ug/mL.

TARTISMA

Ulkemizde, kolay ulagilabilen ve yaygin sekilde kul-
lanilan ila¢ gruplarindan birisini antibiyotikler olug-
turmaktadir. Kullanilma oranlariyla dogru iliskili
olarak antibiyotiklere diren¢ gelismektedir. Direng
gelisimini sinirlamak ic¢in onerilen yollardan birisi
antibiyotiklerin dogru ve kontrollii kullanilmasidir
(2). Gelecegin hekimlerinde, dogru antibiyotik kul-
lanma bilincini gelistirmek, gereksiz ve hatali antibi-
yotik kullanimini 6nleyecek, dolayistyla direncin si-
nirlandirilmasina 6nemli katki saglayacaktir.

Anaerop bakterilerden etken olarak en ¢ok izole edi-
len, antibiyotiklere artan oranda diren¢ gosteren
Bacteroides tiirlerinin halk sagligini tehdit ettigi vur-
gulanmakta ve gelecekte ciddi problemler yaratacagi
diisiiniilmektedir (1). Bacteroides tiirlerinin, ana-
eroplara etkili antibiyotiklerden sefoksitine onemli
oranda direng gelistirdigi saptanmistir (7). Direng
orani iilkelere gore farklilik gostermekle birlikte,
yiiksek oranlar Kanada (%26.6), ve Ispanya'dan
(%21.5) elde edilmis, iilkemizde ise farkli merkez-
lerden %6.3 ile %89'e varan oranlarda sefoksitine di-
reng bildirilmistir (8-13). Calismamizda c¢arpict bir
sonug elde etmek icin, normal barsak florasinda bu-
lunan ve cerrahi yara infeksiyonlarinda en sik izole
edilen anaerop bakterilerden B. fragilis tiirleri se¢il-
mis, bu tiirler batin ameliyatlarinda proflaksi ama-

cryla kullanilan sefoksitin ile muamele edilerek di-
rengli mutantlar olusturulmustur. Mutant kdkenlerin,
sefoksitinin yani sira diger bazi antibiyotiklere di-
reng gelistirdikleri veya duyarlhiliklarinda azalma
gosterdikleri (MIK degerlerinde artis) saptanmustir.

Calismalarindan esinlendigimiz Fang ve ark. (6),
sefoksitin ile muamele ederek direngli iki mutant
Bacteroides thetaiotaomicron kokeni gelistirmis, bu
bakterilerin diger beta-laktam grubu antibiyotiklere
diren¢ durumlarm aragtirmiglardir. Mutant kdkenle-
rin piperasilin, sefoperazon, ampisiline de direng ka-
zandiklari, imipenem ve amoksisilin/klavulanata
hassas kalmakla beraber, MIK degerlerinde dort mis-
li bir artig gelistirdiklerini gozlemislerdir. Arastirma-
cilar aym1 zamanda ilk bakteriler ile mutant bakteri-
lerin B- laktamaz iiretimini, penisilin baglayan prote-
in yapilarin1 ve dis zar proteinlerini incelemislerdir.
Iki grup arasinda, iiretilen B- laktamaz miktar1 baki-
mindan bir farklilik gézlememis, ancak mutant ko-
kenlerin penisilin baglayan proteinlerinde %50' den
fazla azalma veya kayip tespit etmislerdir. Ayrica
mutant kokenlerin dis zarinda 37 kDa'lik bir prote-
inin bulunmadigim1 saptamig, bu protein kaybinin,
gecirgenligin azalmasina neden olabilecegini savun-
muglardir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak, calismamizda
olugturulan sefoksitine direngli mutantlarda da ben-
zer degisikliklerin gerceklesebilecegi, ve benzer etki
mekanizmasina sahip - laktam grubu antibiyotikler-
den piperasiline ¢apraz direng gelismis olabilecegi
varsayilabilir.

Elde ettigimiz mutant kokenlerin farkli etki mekaniz-
malarina sahip; bakteri protein sentezini inhibe ede-
rek etki gosteren klindamisine ve tetrasikline de di-
reng gelistirdikleri gézlenmistir. Fang ve ark.’nin (6)
olusturdugu mutant B. thetaiotaomicron kokenleri-
nin de ayn1 zamanda klindamisine diren¢ gelistirdik-
leri, metronidazole ise diisiik duyarlilik (MIK:
8pg/ml) gosterdikleri saptanmistir. Literatiirde Bac-
teroides tiirlerinden sefoksitine direngli kokenlerin,
klindamisine fenotipik olarak yiiksek oranda direng
gosterdigini bildiren calismalar bulunmakla beraber,
bu iki grup antibiyotige capraz diren¢ olusumunu
aciklayacak bir mekanizma veya genetik bir baglan-
t1 heniiz belirlenememistir (14, 15). Kuskusuz, ¢ok
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say1 ve cesitte diren¢ geni tasiyan ve pek ¢ok antibi-
yotige diren¢ gelistiren Bacteroides tiirlerinde, ¢ap-
raz diren¢ olugumunda farkli mekanizmalarin yer
alabilecegi tartigma gotiirmez. Ancak, anaerop bak-
terilerde, genetik ve molekiiler antibiyotik direncine
ait elde bulunan veriler birkag cins veya tiir ve az sa-
yida antibiyotikle sinirli olup tiim diren¢ mekaniz-
malarin1 kapsamamaktadir (16, 17).

Sonug olarak caligmamizda, bakterilerin kullanilan
antibiyotiklere zaman iginde direng gelistirebilecek-
leri, bu direncin sadece kullanilan antibiyotikle sinir-
It kalmayip ayn1 zamanda diger antibiyotiklere kars1
da gerceklesebilecegi deneysel yontemle gozler onii-
ne serilmigtir. Antibiyotiklerin gelisigiizel kullanimi-
nin Oniine gecmek, dolayisiyla direncin geligimini s1-
nirlamak i¢in uygun antibiyotik kullanimi konusun-
da, gelecegin hekim adaylarini duyarli kilmak ama-
ciyla yapilan bu calismanin yararli olacagini umuyo-
ruz.
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