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Duyarlılık Testlerinin Uygulanmasında ve 
Yorumlanmasında Sorun Yaşanan Bakteriler

• Küçük koloni varyantları
• Biyofilm formları
• L-formları
• Toleran bakteriler
• Persistan bakteriler

NEDEN 

SORUN 

YAŞANMAKTA ?



Klinik örneklerden izolasyonları zor

Tanımlanma problemleri

Standart duyarlılık yöntemleri henüz yok

Duyarlılık sonuçlarının klinik yansıması ?



Küçük Koloni Varyantları (KKV)
• Normal koloni morfotipine göre 

daha küçük, fenotipik özellikleri 
değişken bakteriler

• Metabolik özellikleri: 
– Karbonhidrat kullanımları kısıtlı
– Fermentasyon ve solunum 

yetenekleri azalmış
– Düşük ATP düzeyine sahip
– Elektron transportunda yetersizlik
– Timidin biyosentezinde yetersizlik



KKV enfeksiyonları 
• Hücre içi yaşama özelliği

– Antibiyotiklerden korunma
– Bağışıklık sisteminden kaçış

• Kronik, persistan enfeksiyonlar
– Kistik fibrozis solunum yolu enfeksiyonları
– Kronik osteomyelitler
– Protez enfeksiyonları



Kistik Fibrozis ve KKV



Kistik Fibrozis ve KKV
• KF S.aureus KKV prevelansı: % 4-50

– Yağcı ve ark. Hacettepe: olguların % 8.1’i

• Uzun süreli aminoglikozid ve TMP-SXT 
kullanımı
– Timidin KF’de solunum sekresyonlarında bol 

miktarda bulunmakta
– Timidin-bağımlı KKV, SXT’nin inhibe ettiği sentez 

basamağından etkilenmeden, hücre dışı timidini
alarak SXT varlığında da canlılığını sürdürebilmekte





Hangi durumlarda KKV düşünülmeli?

• Uzun hastalıksız dönemleri olan KF hastaları
• Nadir görülen persistan enfeksiyonu olan 

hastalar
• Kronik enfeksiyonlarda tedaviye yanıt 

vermeyen hastalar
• Uzun süreli aminoglikozid ve TMP-SXT 

kullanan hastalar 



KKV – Laboratuvar tanı

• Koyun kanlı agarda zayıf üreme
– Gözden kaçabilir

• Mannitol tuz agar
• Columbia kanlı agar
• Kromojenik S.aureus ID agar
• % 5 sodyum klorürlü beyin-kalp infüzyon agar
• 48-72 saat inkübasyon
• %5-10 CO2’de inkübasyon



KKV

Normal fenotip

Karışık morfotipte koloniler

Gram boyalı yayma



KKV - Tanı

• Pigment: +/-
• Hemoliz: +/-
• Koagülaz: +/-
• Gram boyama: pleomorfik koklar
• Schaedler agara pasaj, %5-10 CO2’de inkübasyon

– Normal fenotipe dönüşüm

• % 5 kanlı agara pasaj, normal atmosferde 
inkübasyon
– KKV fenotipinde üreme



KKV saptanması neden önemli ? 

– Etkenin hücre içi yerleşim göstermesi
• Tedavi güçlüğü

– Uzun süreli tedavi gerekliliği
– Kombine tedavi gerekliliği
– Tedaviye rifampisin eklenmesi ?



KKV- Antibiyotik Duyarlılık Testleri

• Henüz belirlenmiş bir standart yoktur
• Yavaş üreme difüzyon testlerini ve duyarlılık 

saptama zamanını etkilemekte
• Disk difüzyon ve otomatize sistemler 

önerilmemekte
• Dilüsyon esaslı testler önerilmekte

– Sıvı dilüsyon
– Agar dilüsyon



KKV – Direnç 
• Yavaş üreme özelliği         beta-laktamlara direnç
• Elektron transport zincirinde yetersizlik          

aminoglikozidlere direnç
• Timidin bağımlı suşlar SXT direnci
• Florokinolon duyarlı ?

– Özellikle asidik pH’da etkili olan ve hücre içi 
konsantrasyonu  yüksek olan antibiyotikler

• KKV S.aureus’da metisilin direnci saptanması: 
– mecA geninin moleküler yöntemlerle gösterilmesi
– PBP2a lateks aglütinasyon testi



• 248 KF olgusu

• Şubat 2007-Ocak 2008

• İzolasyon ve tanımlama:  Mannitol tuz agar, Columbia kanlı agar, %5 koyun kanlı BKİA

• nucA PCR ile doğrulama

• Oksotrofi testleri: timidin ve menadion için

• Antibiyotik duyarlılık testi: mikrodilüsyon

• PFGE ile asıl koloni ve KKV arasında genetik yakınlık araştırma



248 olgu

123 olgu (%49.6)  S.aureus (+)              20’si (%16.2) KKV (+)        48 KKV izolatı

En çok KKV üreyen besiyeri: Mannitol tuz agar

14 olguda KKV ve asıl S.aureus suşları arasında klonal yakınlık gösterildi



Bakterilerin biyofilm içinde 
KKV formunda bulunması 
biyofilm enfeksiyonlarının 

kalıcılığını sağlayan faktördür



KKV BİYOFİLM



Biyofilm Formları 
• Canlı veya cansız bir yüzeye

yapışarak kendi ürettikleri
polisakkarid matriks içinde
gömülü halde yaşayan
mikroorganizma topluluğu

• Kalıcı ya da kalıcı olmayan
tıbbi araçları veya kistik
fibrozis gibi bazı hastalıklarda
solunum yollarını kolonize
eden bakterilerin oluşturduğu
dinamik yapı

Nozokomiyal

enfeksiyonların %65’i



Mikroorganizmalar Neden Biyofilm Oluşturur?

• Savunma 
– Strese yanıt

• besin yoksunluğu, pH değişiklikleri, oksijen radikalleri, 
dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotikler

• Adezyon ve kolonizasyon
• Adaptasyon

mikroorganizma glikokaliks

yüzey

BİYOFİLM



Biyofilm enfeksiyonlarında tanı
• Klinik
• Histolojik
• Mikrobiyolojik

– Peri-prostetik/implant biyopsi
– Çoklu artroskopik sinoviyal/implant doku biyopsileri
– Operasyon materyali (protez+çimento+çevre doku)
– Enfeksiyon bölgesinden sıvı aspiratlar ?
– Örneklerin sonikasyonu !!!

• Antibiyotik tedavisi alan olgularda dahi üremeyi arttırıcı bir 
faktör

– 7-10 gün inkübasyon

Moran E, et al. JAC 2010, 65 Suppl.3, 45-54



Gram (+)/(-) bakteriler için: 
7 dak. 22oC’de sonikasyon

Sonikasyon kültürde 
bakteri üreme şansını 

önemli ölçüde arttırıyor 



Biyofilm formlarında antibiyotik 
duyarlılık testleri

• Gerekli mi?
• Doğru in vitro model nedir?
• Tekrarlanabilirliği düşük sonuçlar
• Yetersiz klinik veri 



Eğimli ve hareketli
tabla

Çivilerin mikroplak
çukurlarına  yerleşmesi

Düzeneğin üstten görüntüsü
CBD: Calgary Biofilm Device



Biyofilm duyarlılık yöntemi 



Ceri H, et al. JCM 1999, 37: 1771-6



Biyofilm duyarlılığına ve 
konvansiyonel yöntem 

duyarlılığına göre saptanan 
antibiyotik  rejimleri çok farklı 



Biyofilm duyarlılık  sonuçlarına göre 

antibiyotik tedavisi verilen 

olgularda klinik yanıt daha iyi





Biyofilm duyarlılık  veya 
konvansiyonel duyarlılık 

yöntemlerine göre belirlenen 
antibiyotik uygulamaları arasında 

mikrobiyolojik veya klinik yanıt 
açısından önemli bir fark yoktur 



L-form bakteriler

• “Duvarsız bakteriler”
• “Kokkoid form”
• 1935: “L-form” Kleinberger (Lister Enstitüsü)
• Pleomorfik hücreler

– Sıklıkla hücre içinde kümeler halinde bulunurlar
• Kronik enfeksiyonlarla ilişki

– Antibiyotiklerden korunma
– İmmün sistemden kaçış

• Biyofilm ortamı



L-formları ile ilişkilendirilen 
hastalıklar

• Kronik yorgunluk 
sendromu

• Sarkoidoz
• Lyme hastalığı
• Crohn hastalığı
• İnfektif endokardit
• Akut koroner sendrom
• Kronik üriner

enfeksiyon

• Helicobacter pylori “kokkoid
formlar”

• Kronik osteomyelitler
– S.aureus
– S.enteritidis

• Kronik pyelonefrit/bakteriüri



L-form: Mikrobiyolojik özellikler
• Genel amaçlı besiyerlerinde

üremezler
– Makrofaj içinde yerleşim

• Belli ozmotik basıncın 
sağlanabildiği özel besiyerlerinde
ürerler

• L-form indüksiyon besiyeri: 
– Beyin-kalp infüzyon buyyon + %1 

agar + %10 sukroz + %0.0125 
MgSO4.7H2O + 6000 µg/ml 
Penisilin G

• Besiyerlerinde ince, uzun biyofilm
filamentleri şeklinde ürerler

“Sahanda yumurta görünümü”



L-form bakterilerde duyarlılık testleri
• Fenotipik yöntemler  kullanılmamakta
• Genomik yöntemlerle direnç geni ekspresyonunun 

araştırılması 

Glover WA, et al. PLoSOne 2009, 4: e7316



Toleran Bakteriler
• Tolerans: Bakterilerin MİK değeri üzerindeki ilaç 

konsantrasyonlarında canlılıklarını sürdürmeleri 
durumu
– MİK değeri duyarlılık sınırlarında
– Antibiyotiğin hedefe bağlanması normal

Defektif lizis
Ortamda canlı 
bakteri varlığı

Direnç
Enfeksiyonun
tekrarlaması



Tolerans hangi durumlarda araştırılmalı ?

• Penisilin dirençli pnömokoklara bağlı gelişen 
menenjit olguları

• Tedaviye yanıt vermeyen olgular
– Endokardit
– Menenjit
– İmmünsupresyon durumunda gelişen 

enfeksiyonlar

• Tekrarlayan enfeksiyonlar

Biyofilm ortamında
üreyen bakteriler

İn-vivo ortamda en sık karşılaşılan 
tolerans türü !



“Persister” hücreler
Biyofilm + uzun süre yüksek konsantrasyonda 
antibiyotik

Canlı kalan hücreler (≤1%)

Biyofilmin yeniden oluşumu

TOLERANSMetabolik olarak
daha düşük aktivite 
gösteren hücreler



Toleransı tanımlamak neden önemli ?

• Tedavi protokolünde değişiklik yapılmasının 
sağlanması
– Antibiyotik değişikliği
– Ek antibiyotik 

• Tedavi süresinin uzatılması
• Sürveyans bilgisi         empirik tedavi 

protokollerinin oluşturulması 



In-vitro tolerans saptama yöntemleri

• MBK/MİK oranı
• Zamana karşı ölüm eğrileri
• Hücre lizis yöntemi
• Moleküler yöntemlerle mutant genlerin 

saptanması



MBK/MİK

• MBK/MİK ≥ 32
– ≥ 8 - ≥ 100: Değişken bir oran
– Tekrarlanabilirliği düşük
– Yavaş ölüm hızı olan bakterileri 

“persister”lardan ayıramıyor

• Teknik hata payı yüksek !
– İnokulumun üreme fazı
– Bakterinin tüp veya çukur kenarlarına yapışması
– İnkübasyon süresi
– Besiyeri içeriği
– pH
– Sıvı besiyerinden agara antibiyotik taşınması

Paradoksik etki
“Persisters”

Tolerans



SONUÇ

• Kronik, tekrarlayan enfeksiyonlarda KKV’larına
dikkat !

• KKV varlığı rapor edilmeli ve duyarlılık testleri 
denenmeli

• Biyofilm enfeksiyonlarında bakteri KKV 
formunda bulunabilir         üretmek için ek 
yöntemler denenmeli 

• Biyofilm duyarlılık testlerinin rutinde 
uygulanması için henüz yeterli kanıt yoktur



Teşekkür ederim


