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OZET

ANAEROP BAKTERILERIN TANIMLANMASINDA CESITLI YONTEMLERIN
KARSILASTIRILMASI VE BAZI ANTiBiYOTIKLERE KARSI
DUYARLILIKLARIN ARASTIRILMASI
DR. SELIN UGRAKLI
TIPTA UZMANLIK TEZi
KONYA 2020

Amag: Bu caligmada hastanemizin degisik kliniklerinden anaerop enfeksiyon siiphesiyle laboratuvara kabul
edilen klinik Orneklerde anaerop bakterilerin izolasyonu, cesitli yontemlerle tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarlilik profillerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi, Merkez Mikrobiyoloji
laboratuvarina anaerop enfeksiyon siiphesi ile kabul edilen 197 klinik 6rnek c¢alismaya dahil edilmistir.
Numunelerin hem aerop hem de anaerop ortam sartlarinda ekimi yapilmistir. Anaerop kiiltlir i¢in numunelerin
% 5 defibrine koyun kani ve vitamin K1 eklenmis Scheadler besiyeri ve tiyoglikolatli besiyerine ekimi
yapilmigtir. Kan ornekleri Bactec Plus Anaerobic F siselerine inokiile edilmis ve otomatize sistemde inkiibe
edilmistir. Izole edilen anaerop bakteriler konvansiyonel yontemler, Anldent Discs testleri, API 20A ve VITEK
2 ANC testleri kullanilarak identifiye edilmistir. izolatlarin penisilin G, sefoksitin, klindamisin, metronidazol,
piperasilin / tazobaktam, imipenem, seftolozan / tazobaktam duyarliliklar1 gradient difiizyon test metodu ile
belirlenmistir.

Bulgular: Calismaya alinan 197 klinik 6rnekten 46 anaerop bakteri izole edilmistir. Bu ¢alismada soyutlanan 46
anaerop izolatin % 69. 6’ sin1 Gram pozitif anaeroplar, %30,4 {inii Gram negatif anaerop bakteriler olarak
belirlenmistir. Gram negatif anaeroplardan en fazla Prevotella spp. (7) ve B. fragilis grup (5) izole edilmistir.
Gram pozitif anaeroplardan ise en sik Peptostreptococcus spp. (10), ikinci siklikta Clostridium spp. (9)
soyutlanmugtir. izolatlarin 43’tinde her iki sistemden en az biri ile identifikasyon saglanmustir. API 20A ile
VITEK 2 ANC arasi cins diizeyinde uyumluluk 35 / 44 (% 79. 5) oraninda saptanirken; tiir diizeyinde uyum %
54. 3 olarak tespit edilmistir. En yiiksek direng penisiline (%38. 6) karst bulunurken; sefoksitin, klindamisin,
metronidazol, piperasilin/ tazobaktam ve imipenem duyarlilik oranlari ise sirasiyla %93.2 ; % 65.9; % 84.1; %
93.2 ve %100 olarak bulunmustur. Seftolozan tazobaktamin MiK degerinin bakteri tiiriine gére genis bir aralikta
(0.032-12 mg /L) degisim gosterdigi tespit edilmistir. Seftolozan/ tazobaktamin MiKs, degeri 2 mg / L olarak
saptanmuistir.

Sonuc: Bu g¢alismada API 20A panel ve VITEK 2 ANC yar1 otomatize ticari sistemlerinin anaerop bakteri
identifikasyonu konusundaki performanslar1 ve konvansiyonel yontemlerle uyumunun degerlendirilmesi
hedeflenmistir. API 20A’nin Gram negatif anaerop basillerin tanimlanmasinda VITEK 2 ANC karta gore
konvansiyonel yontemlerle daha fazla uyum gésterdigi tespit edilmistir. Ote yandan Vitek 2 ANC yar1 otomatize
sistemi ise rutin laboratuvar is akisi icinde uygulayabilme ve pratiklik imkanlar1 saglamaktadir. Caligmamizda
yiiksek oranda penisilin ve klindamisin direnci goriildiigiinden ampirik tedavide bu antibiyotikler tercih
edilmemelidir. Sonuclarimiza gore sefoksitin ve metranidazol ampirik tedavide tercih edilebilir ancak antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapilmasi daha uygun olacaktir. Bu c¢alismada yeni antibiyotiklerden seftolozan

tazobaktamin anaerop bakteriler iizerindeki etkinliginin saptanmasi hedeflenmistir. Seftolozan tazobaktamin

v



MIK degerinin bakteri tiirlerine gore degiskenlik gdstermesi sebebiyle; bu antibiyotigin anaerop bakteriler
iizerindeki etkisini belirleyebilmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Anaerop bakteri, antibiyotik duyarlilik, direng



ABSTRACT

Comparison of Various Methods for Identification of Anaerobic Bacteria and Investigation

of Sensitivities to Some Antibiotics

DR. SELIN UGRAKLI
Thesis of Medical Specialty
KONYA 2020

Objective: In this study, it was aimed to isolate, identify and determine antibiotics susceptibility profiles of
anaerobic bacteria by handling 197 clinical samples from our clinics with suspicion of anaerobe infection.
Materials and metods: 46 anaerobic bacteria were isolated from 197 clinical samples included in the study. In
this study, 69.9% of 46 isolated anaerobic isolates were Gram positive anaerobes and 30,4% were Gram negative
anaerobes. Of Gram negative anaerobes, most Prevotella spp. (7) and B.fragilis group (5) were isolated. The
most common of Gram positive anaerobes is Peptostreptococcus spp. (10), second Clostridium spp. (9) isolated.
Identification was provided with at least one of both systems in 43 of the isolates. Genus level compatibility
between API 20A and VITEK 2 ANC was determined as 35/44 (79.5%); species level compliance was
determined as 54.3%

While the highest resistance is found against penicillin; The sensitivity rates of cefoxitin, clindamycin,
metronidazole, piperacillin / tazobactam and imipenem were 93.2%, 65.9%, 84.1%, 93.2% and 100%
respectively. We found that the MIC value of ceftolosing tazobactam varies widely in a wide range (0.032-12 mg
/ L) depending on the bacterial species. The MICs, value was determined as 2 mg/ L.

Conclusion: In this study, it is aimed to evaluate the performance of API 20A panel and VITEK 2 ANC semi-
automated commercial systems on anaerobic bacteria identification and their compatibility with conventional
methods. It has been determined that API 20A is more compatible with VITEK 2 ANC card than conventional
methods in determining Gram negative anaerobic bacilli. On the other hand, Vitek 2 ANC semi-automated
systems provide practical and practical possibilities in routine laboratory workflow. In our study, these
antibiotics should not be preferred in empirical treatment since high rate of penicillin and clindamycin resistance
are seen. According to our results, cefoxitin and metranidazole may be preferred in empirical treatment, but
antibiotic susceptibility tests will be more appropriate. In this study, it was aimed to determine the effectiveness
of ceftolosan tazobactam, which is one of the new antibiotics, on anaerobic bacteria. Since the MIC value of
ceftolosan tazobactam varies according to bacterial species; more studies are needed to determine the effect of
this antibiotic on anaerobic bacteria

Keywords: Anaerop bacteria, antibiotic susceptibility, resistance
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KISALTMALAR VE SIMGELER
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1. GIRIS VE AMAC

Anaerop Dbakteriler, endojen mikrofloranin Onemli bir iiyesi olarak
viicudumuzun ¢esitli anatomik bolgelerinde degisen oranlarda bulunur. Bu
mikroorganizmalar firsat¢1 patojenler olup; genellikle kolonize olduklar1 yerlerde
endojen kaynakli enfeksiyonlara neden olur (Jousimies-Somer HR ve ark. 2002;
Nagy ve ark. 2018). Iliskili oldugu durumlar, lokalize abseden hayati tehdit eden
enfeksiyonlara kadar genis bir aralikta degisim gdstermektedir (Noor ve ark. 2020).

Normal cilt ve mukozal membranlarda endojen olarak bulunan bu bakteriler;
cerrahi, travma gibi doku biitiinliigiiniin bozuldugu durumlar ile malignite ve diabet
gibi immun siliprese hastalarda diger fakiiltatif anaerop bakterilerle birlikte
enfeksiyon etkeni olabilmektedir. Anaerop bakteriler sahip olduklar1 viriilans
faktorleri sayesinde; intaabdominal, obstetrik- jinekolojik, yumusak doku ve diabetik
ayak enfeksiyonlarina yol agabilmektedir ( Aldridge ve ark. 2003; Claros ve ark.
2013).

Bu bakteriler pek az durumda ekzojen kaynakli enfeksiyonlara sebep olur.
Ekzojen kaynakli anaerobik enfeksiyonlardan baskin olarak Gram-pozitif sporlu
basiller sorumlu tutulmaktadir ( Or; Clostridium spp.). Ozellikle Gram pozitif
sporlular olmak {izere, bu bakteriler salgiladiklar toksinler araciligr ile viseral gazli
gangren, tetanoz, miyoneknoz ve botulismus gibi toksinlerin de etkili oldugu
enfeksiyonlara yol a¢cmaktadirlar. Saglik bakimi iligkili enfeksiyon etkenlerinden
olan Clostridioides difficile’ye bagli ishal ve kolit olgularinda patojen, ekzojen olarak
hastane ortamindan edinilmekte ya da duyarli konaga verilen antibiyotiklerle kolon
mikrobiyatas1 degisimi sonucunda C. difficile baskin hale gelip, degisen oranlarda

hastalik tablosuna neden olmaktadir (Kumar ve ark. 2019).

Anaerop bakteri cins ve tiirleri oksijene degisen oranlarda duyarlilik
gostermektedir. Bu yiizden siipheli enfeksiyonlarda ornek alimi ve Ornegin
laboratuvara transportundan ekim yontemine kadar 06zel kosullara gereksinim
duyulmaktadir. Bu sartlara gerekli hassasiyet gosterilemediginden dolayr bu
bakterilerin laboratuvar izolasyonlarinda basarisizliga diisiilmekte ve anaerobik

enfeksiyonlar siklikla gézden kagirilmaktadir (Cobo ve ark. 2019).

Anaerop bakterilerin ¢ogu fakiiltatif ya da aerop bakterlerden daha yavas

iireme gostermekte ve 6zel ortamlara ihtiya¢ duymaktadir. Bu bakterilerin etken



oldugu klinik 6rneklerde cogu zaman kompleks polimikrobiyal tireme goriilmektedir.
Bu sebeple anaerop enfeksiyon etkeninin saf olarak izole edilmesi gii¢ olup zaman
alict mikrobiyolojik calismalar gerektirir. Invitro antibiyotik duyarlilik ¢alismalar:
rutinde genellikle yapilmamaktadir. Anaerobik enfeksiyon siiphesinde, klinisyen
tedaviyi ampirik olarak diizenlemekte ve bu tedaviler genellikle anaerop bakterilere

etkinligi olan bir ajan igermektedir (Goldstein and Citron 2011; Schuetz 2014 ).

Diinya genelinde, klinik olarak 6nemli enfeksiyonlar olusturan anaerop
bakteriler arasinda bazi kritik antibiyotiklere karsi onemli oranda direng gelistigi
bildirilmigtir. Bu diren¢ oranlart bolgelere, merkezlere, hatta ayni merkezde
kliniklere gore ve enfeksiyon etkeninin tiiriine gore degisiklik géstermektedir (Veloo

ve ark. 2020).

Anaerop bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarla miicadelede, enfeksiyon
yerine gore, bolge ve kliniklere gore etkenlerin bilinmesi, etkenin tanimlanmasi i¢in
uygun stratejilerin gelistirilmesi ve antibiyotik duyarlilik profillerinin belirlenmesi
Ozellikle ampirik tedavinin gelistirilmesi acisinda 6nemli bir asama olupgereksiz ve
yanlis antibiyotik kullanimlarmin 6niine gecilmesi bakimindan en Onemli
asamalardir. Anaerop bakteri enfeksiyonu diisiiniilen durumlarda siklikla etken izole
edilemediginden ampirik tedavinin degerli oldugu unutulmamalidir. Antibiyotiklere
direncin arttig1 da dikkate alindiginda, 6zellikle laboratuarlarin etkenin izolasyonu
konusunda etkin yontemler gelistirmesi ve belirli bir siklikla antibiyotik direng
profillerini belirlemesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yaklasimlar akilc1 antibiyotik
kullanim uygulamalarina katki saglayacaktir (Claros ve ark. 2013; Nagy ve ark.
2018).

Bu calismada hastanemizin merkez mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
klinik orneklerden enfeksiyon etkeni olabilecek anaerop bakterilerin izolasyonu,
tanimlamada kullanilan ¢esitli yontemlerin karsilagtirilmasi ve gradiyent test yontemi

kullanilarak antibiyotik duyarlilik profillerinin belirlenmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Anaerop Bakterilerin Tarihcesi

Insanoglu canliligin siirdiiriilebilirligi i¢in havanin mutlak gerekli oldugunu
distinmistiir. Pek ¢ok canli i¢in vazgecilmez olan havadaki oksijen anaerop

bakteriler i¢in toksik etkiler gdstermektedir (Gajdacs ve ark. 2017).

Anaerobik bakteriler hakkindaki bilinenler, son yillarin {irliniiymiis gibi
goriinse de; bu canlilar hakkindaki veriler Hippokratin tetanoz hastaligim MO 4.
yiizyilda tanimlamasina dayanmaktadir. MS 4. yiizyilla gelindiginde Xenephon,
Yunan askerlerinde akut nekrotizan iilsetatif gingivitisi tarif etmistir (Finegold SM

1993).

Anaerop bakterilerin mikroskop altinda incelenmesi ve kiiltlirde tiretilmesi bu
gelismlerden yiizyillar sonra gergeklesmistir. Ik olarak 17. yiizyilda Antonie Von
Leewenhook gelistirdigi mikroskopla havasiz ortamda yasayabilen ‘“‘animalcules”

adin1 verdigi canlilardan bahsetmistir (Finegold SM 1993).

Anaerobiosis kavrami Pasteur’ un yaptigi calismalarla aciga kavusmustur.
1860 ‘l1 yillarda mikroskop altinda 1slak preperattaki canlilarin hava ile temasinda
motilitelerini kaybettiklerini saptamis; bu canlilar i¢in buglinkii “anaerobes”
taniminin orjini olan “anaerobies” kavramini ortaya koymustur. 1861 yilinda Vibrion
butyrique (Clostridium butyrigum) Pasteur tarafindan kesfedilmistir. Pasteur 1877
yilinda Joubert ile birlikte yliriittiigli calisma ile Clostridium septicum (Vibrion

septique)’u Uretmistir ( Finegold SM 1993).

1800 ’li yillarin sonralarinda Veillon ve Zuber tarafinda anaerop bakterilerin
kotii kokulu cerahatl yaralar ve gesitli infeksiyonlar ile iligkili oldugu fikri ortaya
konmustur. 1960’11 yillara kadar Clostiridium tiirleri anaerop bakteriler arasinda

caligmalarin en fazla yogunlastigi grup olmustur (Kiyan 1999).

Giinliniimiizdeki teknolojik gelismelerle birlikte, yeni anaerop bakteriler
tirlerinin ~ kesfinde, antimikrobiyal direncin ve viriilans &zelliklerinin
tanimlanmasinda diger yontemlere ilaveten molekiiler yontemlerin de kullanilmasi

lizerine yapilan ¢alismalar dikkati cekmektedir ( Song 2005; Kozlov 2018).



2.2. Oksijen Thtiyacina Gore Bakteriler

Bakteriler, baslica aerobik, anaerobik ya da fakiiltatif anaerobik solunum ile
kendileri i¢in gerekli enerjiyi iiretmektedirler. Aerobik solunumda terminal hidrojen
alicis1 havadaki oksijendir. Anaerop bakteriler son elektron alicis1 olarak oksijeni
kullanamazlar ve enerji eldesi i¢in fermentasyon yontemini kullanirlar. Anaerop
bakterilerin son hidrojen alicis1 N, S, ve C gibi molekiilleri kullanarak NH3 H,S, CHy4
gibi lriinler olusturan maddelerdir (Bilgehan 2009). Oksijen anaerobik bakteriler

tizerinde degisen oranlarda toksik etkiye sahiptir.

Bakteriler karbondioksit ve oksijenle olan iliskilerine gore asagidaki gibi

siiflandirilabilir (Bilgehan 2009; Kiyan 2006; Winn ve ark. 2006) :
1. Zorunlu aeroplar: Sadece atmosfer havasinda iireyebilen bakterilerdir.
Bu tip bakteriler oksijensiz ortamda ya hig liremezler ya da ¢ok az iireme gosterirler.

(Ornek olarak: Pseudomonas, Bacillus ve Mycobacterium tuberculosis cinslerinin

tiyeleri)

2. Mikroaerofilik bakteriler: Bu gruptaki bakteriler atmosfer havasinda
(%21 O) inkiibe edildiklerinde iiremezken;  tamamen anaerop ortamdaki
inkiibasyonlar1 sonrasinda minimal olarak {iirerler. Bu gruptaki bakteriler igin
optimum {iireme sartlar1 % 5 O;, % 10 CO; ve % 85 Ny’li ortamlardir ((f)r:

Campylobacter jejuni, Brucella abortus ) ( Kempf ve ark. 2017).

3. Fakiiltatif anaerop bakteriler: Hem oksijeni terminal elektron alicisi
olarak kullanabilirler, hem de oksijen olmadig1 durumlarda fermentasyon ile enerji
elde edebilirler. Hem oksijenli hem de oksijensiz ortamda iireyebilirler. Ancak
oksijenli ortamda daha fazla enerji iiretebildiklerinden dolay1 oksijenli ortamda daha
1yl lireme gosterirler. Enerji liretimi sirasinda ortaya ¢ikan toksik hidrojen peroksit ve
stiperoksit radikallerini uzaklastirabilen katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerine

sahiptirler (Or: E.coli, S.aureus, Klebsiella spp.).

4. Anaerop bakteriler: Anaerop bakteriler aerotoleran ve zorunlu anaerop

bakteriler olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar.

A. Aerotoleran anaeroplar: Atmosfer havasinda ve % 5-10 CO;’li ortamda

zay1f bir lireme gosterirken; anaerop ortam saglandiginda iiremeleri belirgin oranda



artan bakterilerdir. ( Or: Clostridium histolyticum, Clostridium tertium ) (Tiinger ve

ark. 2003).

B. Zorunlu anaeroplar: Oksijen varligindaki iireme durumlarina ve oksijene

tolerans durumuna gore iki gruba ayrilirlar:

a. Kesin (Kati)-zorunlu anaeroplar: Besiyeri iizerindeki oksijen diizeyi %
0,5’ in iizerine ¢iktiginda yasayamazlar. (Or: Clostridium haemolyticum, C.novyi,

Treponema denticola) (Aydin, 2004)

b. Orta derecede (1liman) - zorunlu anaeroplar: Besiyeri yiizeyindeki
oksijen diizeyi % 3’e kadar yasayabilen anaerop bakterilerdir (Bacteriodes fragilis,
Fusobacterium nucleatum ). Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en ¢ok firetilen

anaerop bakteri tiirleri bu gruptadir.

Anaerop bakterilerin iiremesinde etkili asagida belirtilen iki faktor ¢ok

Onemlidir:

1.Ortamda bulunan oksijen ve hidrojen gazlarinin konsantrasyon diizeylerinin

uygun olmasi

2. Ortamin oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli ( redoks potansiyeli = Eh ) ve

ortamin ph’sinin uygun olmasi gerekir

Anaerop bakteriler {izerinde oksijenden daha toksojenik olan oksijen
radikalleridir. Son elektron alicis1 olarak oksijenin kullanildigi reaksiyonlarda
siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri olusmaktadir. Aerop
bakteriler sahip olduklar siiper oksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimleri ile bu
serbest radikallerin zararli etkilerinden korunurlar. Kesin (kat1) - zorunlu anaerop
bakteriler ise bu enzimler ya hi¢ yoktur ya da ¢ok diisiik diizeylerde iiretilmektedir.
Maalesef ki insanda hastalik yapan orta derecede (i1liman ) anaerop bakterilerdir ve
bu bakteriler diistik diiyezde de olsa katalaz ve siiper oksit dismutaz iiretebildiklerine

dair bilgiler yer almaktadir (Tally ve ark.1997; Harvey ve ark. 2018).

Stiper oksit dismutaz enzimi oksjen radikallerini hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniistiiriir. Hidrojen peroksit ise katalaz enzimi ile su ve
hidrojene pargalar. Bdylelikle biyolojik olarak son derece aktif olan oksijen
radikalleri ortamdan uzaklastirilmis olur (McCord ve ark. 1971; Engelkirk ve ark,
1992; Schatzman ve Culotta 2018).



Ortamdaki oksijen konsantrasyon seviyesi arttikca anaerop bakteriler
tizerinde iki kademeli hasar meydana gelir. Faz 1 (bakteriostatik) de anaerop bakteri
tiremesinde yavaglama ve durma meydana gelir. Bu asama geri doniigliidiir. Ancak
ortamdaki oksijen konsantrasyonunda artis devam ederse irreversible donem olan

Faz 2 (bakterisidal)’a geg¢ilir. Bu donemde bakteriler canliligini yitirir (Kiyan 1999)

Anaerop bakterilerin tiremesini etkileyen bir diger parametre ise ortamin
oksidasyok-rediiksiyon(redoks) potansiyelidir. Elektronlarin bir bilesikten digerinie
aktarilmasi sirasinda iki bilesik arasinda olusan potansiyel fark; redoks potansiyelidir
ve “Eh” ile gosterilir. Elektron kazanilmasina rediiksiyon; elektron kaybedilmesine
oksidasyon denir. Ortamdaki oksidasyon siddeti yliksek Eh degerlerini; rediiksiyon
siddeti ise diisiik Eh degerini verir ( Kiyan 1999; Bilgehan 2002; Winn ve ark. 2006).

Anaerop bakteriler tiremek i¢in diisik Eh degerlerindeki ortamlara ihtiyag
duyarlar. Bu sebeple besiyeri ortamina sistein ve sodyum tiyoglikolat gibi gii¢lii
rediiktan 6zellige sahip maddeler eklenir. Bu amagla hayvansal gidalardaki sistein
gibi —SH grubunu igeren aminoasitler (et pargalari, kiyma, balik eti ) indirgen
sekerler, askorbik asit, bazi demir bilesikleri de rediiktan  madde olarak
kullanilabilir. Bu rediiktan maddelerin besiyeri ortamina eklenmesi ile ¢oziinmiis

oksijenin baglanarak ortamdan uzaklastirilmasi da saglanir ( Strohl ve ark. 2001)
2.3. Anaerop Bakterilerin Siniflandirilmasi

Klinik o6rneklerden izole edilen anaerop bakterilerin Gram boyanma ve
morfolojik ozelliklerine gore cins diizeyindeki siniflamasi su sekildedir (Song ve

Finegold 2011; Harvey ve ark. 2018; Brook ve ark. 2018).
1. Gram pozitif koklar

e Peptococcus

o Finegoldia

e Peptostreptococcus

e Parvimonas

e Anaerococcus
e Peptoniphilus
e  Gallicola



e  Murdochiella

o Atopobium

e Coprococcus

e Anaerosphaera

e Sarcina,
e Blautia
2. Gram negatif koklar

o JVeillonella

e Acidominococcus
o Megasphaera

e Negativococcus

o Anaeroglobus
3. Gram pozitif basiller
a. Sporlu Gram pozitif basiller

o C(Clostridium
e Filifactor
b. Sporsuz Gram pozitif basiller
o FEggerthella
e Actinomyces tiirleri
e Eubacterium tiirleri
e Propionibacterium tiirleri
o Laktobacillus tiirleri
e Atopobium tiirleri
e Bifidobacterium dentium

e  Mobilincus tiirleri
e Propionibacterium tiirleri
e Bulleida

4. Gram negatif basiller

e Bacteroides

e Fusobacterium



e Prevotella

e Porphyromonas
e Bilophila

e Selenomonas

e Dialister

Giliniimiizde DNA teknolojilerinin kullanimi ( DNA’daki guanin + sitozin
igeginin saptanmasi, ribozomal RNA homolojisi, jel elektroforezis, dizi analizi, tim
genom analizi vb.) ve kemotaksonamik analizlerin (peptidoglikan analizi, gaz-likid
kromotografi ile yag asitlerinin 6l¢iimii) yayginlagsmasi ile anaerop bakteriler

arasindaki taksonamik iliskilerin anlagilmasi kolaylagmustir.

Genis captaki taksonomik degisiklikler en ¢ok Bacteroides tiirlerini ve Gram
pozitif anaerop koklar1 etkilemistir (Tablo 1.1. )(Murray ve ark. 2016). 1977 yilina
kadar tek tiir olarak bilinen Bacteroides melaninogenicus simdi iki cinsi ( Prevotella
ve Porhyromonas) ve 15’ten fazla tiirii kapsamaktadir. Gram pozitif basillerde mindr
degisiklikler olmusken; FEubacterium cinsi heterojen bir grup olma Ozelligini

korumaktadir (Brook ve ark. 2018).

Genel bir ifade ile molekiiler tekniklerini laboratuvarlarimizda yayginlagsmasi
ile bakterilerin smiflamasinda degisikliklere gidilmis; bazen taksonomik iligkiler
kuvvetlenirken; bazende zayif iligkiler saptanan gruplar ayrilmis yeni bir taksonda
kendine yer bulmustur. Tiim bu gelismeler var olan biyolojik ¢esitliligi arttirmaktadir

(Finegold 2004; Munson ve ark. 2017).

Tablol.1. Onceden Peptostreptococcus Cinsinde Olan Onemli Anaerop
Koklarin Yeni Smiflamasi.

Onceki Simiflama Yeni Siniflamasi
P.anaerobius Degisiklik yok
P.asaccharolyticus Peptoniphilus asaccharolyticus
P.magnus Finegoldia magna

P.micros Degisiklik yok

P.parvulus Atopobium parvulum

P. prevotii Anaeroccoccus prevotii




2.4. Anaerop Bakterilerin insan Florasindaki Dagilimi Ve Onemi

Anaerop bakteriler normail insan endojen florasinin biiyliik bir kismini
olusturmaktadir. Mukoz membranlarimiz da dahil pek ¢ok alanda kolonize bu
bakeriler; konak savunmasinin da oOnemli bir parcasin1 olusturmaktadir. Bu
komponentlerdeki degisim patojen bakterilerin predominant hale gelmesine sebep

olmaktadir.

Insan mikroflorasinda anaerop bakteriler 6zellikle oral kavite, intestinal kanal
ve kadin genital sistemlerdeki mukozal ylizeyler ile deri de kolonize olmaktadir.
Anaerop bakterilerin endojen kaynakli enfeksiyonlara sebep oldugu bilinmektedir.
Bu sebeple mikrofloradaki bolgelere gore anaerop cins ve tiirlerin bilinmesi anaerop
enfeksiyon etkenlerinin yorumlanmasin1 da kolaylastiracaktir ( Jousimies-Somer ve

ark. 2002).

Anaerop bakterilerle kolonizasyon oral flora i¢in dogum ile birlikte baglar ve
yasla beraber ¢esitliligi artar. Burda kolonize olan bakterilerden Prevotella dentalis
ozellikle dis kokii iltihabindan; Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus ve

Campylobacter rectus erigkin periodontitis enfenksiyonlarindan sorumlu tutulmustur.

Gastrointestinal sistem florasini inceledigimizde; mide 6z suyunda bakteri
kolonizasyon oldukg¢a diisiik seviyelerde bulunmus (100 organizma / ml ). Ancak
aklorhidri gibi gastrik ph’nin yiikseldigi hastaliklarda bakteri seviyesi 10°-107 / mI’ye
yiikselmistir Yine gastrik iilser, peptik ilser, gastrik karsinoma durumlarinda hem
kolonize olan anaerop bakteri sayisinda hem de ¢esitliliginde artis olmaktadir (Drasar

ve ark. 1975; Stojanovi¢ ve ark. 2014).

[leumun {ist kism1 normal sartlarda seyrek bir floraya sahiptir. Ancak distal
ileumda kolnize koliform ve anaerop bakterilerin kolonizasyonu artmakta bakteri

miktart 10*-10°/ ml’yi bulmaktadir (Drasar ve ark. 1975; Harvey ve ark. 2018).

Kolonik flora, ince bagirsak florasindan fazla ve cesitlilik arz eder. Distal
kolondaki bakteri miktar1 (10''-10'? ) ve anaerop /aerop bakteri orani (1000 / 1 ) en
fazladir (Finegold SM ve ark. 1983; Jousimies-Somer ve ark. 2002; Harvey ve ark.
2018). Kiiltiire edilebilir kolon florasida B. fragilis grubu bakteriler dominant olarak
bulunmaktadir. B. fragilis grubu bakteriler i¢inde ise Bacteroides thetaiotaomicron

normal flora ile en ¢ok iligkili olan tiirdiir.



Kadin genital kanalda baskin olan Lactobacillus tiirleri H,O, iirerek konak
savunmasinda gorev alirken; kolonize haldeki diger anaerop bakteriler ile de denge
halindedir. H,O, fireten Lactobacillus tiirlerinin yoklugunda; Mobilincus,
Gardnerella vaginalis 1ile beraber baz1 Prevotella, Porphyromonas ve
Peptostreptococcus tiirleri bakteriyal vajinozus komplex’e dahil olur. Bu patojenler;
preterm dogum, Kkoriyoamnionit, postpartum endometrit ve pelvik inflamatuvar
hastalik gibi bir¢ok hayat1 tehdit eden enfeksiyona sebep olabilirler (Eschenbach
1993; Liu ve ark. 2019).

Insan normal florasindaki anaerop bakterilerin bulunduklari viicut bolgelerine
gore dagilimlar1 Tablo 1.2. , Tablo 1.3. ve Tablo 1.4." te verilmistir (Mihato ve ark.
2011; Procop ve ark. 2017).

Tablo 1.2. Oral floradaki anaerop bakteriler.

Gram pozitif koklar Gram negatif kok
e Parvimonas o Veillonella
e Peptostreptococcus
Gram pozitif basiller Gram negatif basiller
e Actinomyces e Pigmentsiz Prevotella
e Bifidobacterium e Pigmentli Prevotella
o Eubacterium e  Porphyromonas
e Mogibacterium e  Fusobacterium
o Slackia e Leptotrichia
e Scardovia e Selenomons
e Parascardovia e Desulfovibrio
o Olsenella

Tablo 1.3. Gastrointestinal kanaldaki anaerop bakteriler.

Mide ve Ince bagirsak (proksimal kismi)
Lactobacillus spp.
Kalin bagirsak ve (terminal ileum)
¢ Gram negatif anaerop basiller
Bacteroides, Parabacteroides, Mitsuokella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,
Desulfovibrio, Leptotrichia
e Gram pozitif anaerop basiller
Eubacterium, Eggerthella, Bifidobacterium, Atopobium, Actinomyces, Propionibacterium,
Clostridium spp.
e Gram pozitif anaerop koklar
Coprococcus, Ruminococcus, Peptostreptococcus, Gemella, Finegoldia, Parvimona,
Peptoniphilus, Anaerococcus
¢ Gram negatif anaerop koklar
Veillonella, Acidaminococcus, Megasphaera
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Tablo 1.4. Genito-uriner sistem florasindaki anaerop bakteriler.

v' Vajen florasi
Pigmentli ve pigmentsiz Prevotella spp., Porphyromonas spp., Bacteroides spp. Anaerop
koklar, Lactobacillus spp., Clostridium spp., Veillonella spp., Eubacterium spp,
Propionibacterium spp.

v Uretra (erkek ve kadin)
Propionibacterium spp., Anaerop koklar, Bacteroides spp., Provetella spp.,
Fusobacterium spp.

2.5. Anaerop Bakteriyoloji Laboratuvarlarinda Maliyet-Performans
Degerlendirilmesi

Smirh kaynaklara ragmen anaerobik bakteriyolojiyi gerceklestirmek gergek
bir ikilemdir. Anaerop enfeksiyonlarin genellikle polimikrobiyal olmasi, anaerop
bakteriyolojinin yogun ve zahmetli mikrobiyolojik ¢aligmalar gerektirmesi sebebiyle;
anaerobik kiiltiir caligmalar kiilfetli islemlerdir (Finegold ve ark. 1983; Nagy ve ark.
2018). Mevcut kaynaklarla hastalara en 1yi hizmeti sunabilmek icin, dikkat

edecegimiz birkac hususla maliyetlerimizi azaltabiliriz.

v" Uygun olmayan &rnegin rededilmesi (Ornegin flora ile kontamine olmasi)

v Uygulanacak basit testlerle anaerop bakteri tanimlamasi ( koloni morfoloji,
Gram boyama, spot indol, katalaz, lipaz, lesithinaz, 6zel potenslerdeki antibiyotik
disklerinin kullanimi

v" Selektif besiyeri kullanilarak bakteri tiiriniin 6n gériilmesi ( Bacteroides safra
eskiilin agar; B.fragilis grup icin selektiftir.18-24 saat i¢inde lireme gozlenir)

v Hastanin durumu, klinigi, 6rnegin tiirii ve iireyen anaerop bakterinin tiiriine
gore kademeli identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik islemleri ( B.fragilis grubu
genellikle patojen iken; B. merdae kolon florast ile kontaminasyon ihtimalini
diistindiirtir.)

v’ Basit testlerle cins ve tiir diizeyinde anaerop bakterilerin tanimlanmasi

2.6. Anaerop Bakterilerin Patojenitesi Ve Viriilans Faktorleri

Anaerop enfeksiyonlarin patogenezinde, bakterilerin viriilans faktorleri
oldukca Oonem arz eder. Bunlar arasinda toksinler (enterotoksinler, sitotoksinler,
norotoksinler), enzimler (lesitinaz, hemolizin, metalloproteazlar), metabolik iiriinler
(stilfiir graniilleri, siiksinik asit ), antifagositik (kapsiil), adezyon faktorleri ( adezin,

fimbria, lektin) sayilabilir (Murray ve ark. 2016).
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Anaerop enfeksiyonlar genellikle endojen kaynaklidir. Doku biitiinliigliniin
bozulmasi, staz, hipoksi gibi kosullar ile hazirlayict faktorlerin  bulundugu
durumlarda kolonize olduklar1 flora bodlgesinden steril alana gecerek enfeksiyon
olustururlar. Anaerop enfeksiyonlarda anaerobik etkene fakiiltatif anaerop bakteriler
eslik eder, polimikrobiyal karekterdedir. Bu sebeple konagmm immunitesi

enfeksiyonun dnlenmesinde olduk¢a 6nemlidir.

Anaerop bakterilerin patogenezinde rol alan durumlar1 asagidaki maddelerle

Ozetleyebiliriz (Finegold 1995) :

v Anatomik bariyerde zedelenmeye yol agan; cerrahi, travma vb.
v Oksidasyon- rediiksiyon potansiyelinde (Eh) azalma,

v’ Diger bakterilerle sinerjistik etki, polimikrobiyal enfeksiyon,

v’ Bakteriyel inokulum miktari,

v Humoral veya hiicresel tip bagisiklikta azalmayla seyrederen, konagin
savuma mekanizmalarinindaki immun defekt durumlari

v Bakteriye ait viriilans Ozellikleri; adezyon, invazyon salgilanan

enzimve toksinler ile antifagositik 6zellik kazandiran yapilar (kapstil).

Anaerop enfeksiyona zemin olusturan durumlar Tablo 1.5." da o6zetlenmistir

(Finegold 1995; Giirler 2005)

Tablo 1.5. Anaerop enfeksiyona zemin hazirlayan durumlar.

Genel Azalmig redoks potansiyeli (Eh)
Notropeni Doku anoksisi

immun siipresyon Obstriksiyon ve staz

Malignite Doku yikimi

Kollojen doku hastaliklari Yabanci cisim

Diabetes mellitus Yaniklar

Splenektomi Kalsiyum tuzlari
Hipogamaglobulinemi Beraberinde aerop enfeksiyon varligi
Sitotoksik ilag kullanimi Vaskiler yetmezlik

Tablo 1.5." da yer alan durumlar disinda anatomik batinligld bozan her
durum (hayvan ve insan isiriklari), cerrahiler ile doku hipoksisi olusturan durumlar
(aspirasyon, biling kaybi, anaestezi) anaerop enfeksiyonlar icin ortak etiyolojik
faktorlerdir.

Gram negatif anaerop bakterilere ait temel viriilans 6zellikleri Tablo 1.6.‘da

Ozetlenmistir ( Tan ve ark. 1996; Guler 2005; Han 2015; Gholizadeh ve ark. 2017).
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Tablo 1.6. Anaerop Gram negatif bakterilerin virulans faktoérleri.
Bacteroides fragilis

Polisakkarit kapsiil, fimbriyal adezinler, 1s1ya duyarli ¢inko metalloprotez
(B.fragilis toksin), heparinaz, nérominidaz, hemagliitinin
Prevotella spp.

Lipopolisakkarit kapsiil, proteza

Porphyromonas gingivalis

Fimbriya (TNF-alfa ve interlokin-betay1 indiikkleme), proteazlar, kapsiil, hemolizin
Fusobacterium necrophorum

Kapsiil, proteaz, 16kotoksin, endotoksin, adezinler, hemolizin, hemagliitinin, DNAaz
F.nucleatum

Kapsiil, adezin ( FadA)

1960’1l yillara kadar {izerinde en ¢ok calisilan anaerop bakteri cinsi
Clostridium tiirleri olmustur. Bu cins ana hatlart ile; endospor varligi, zorunlu
anaerobik metabolizmasi, siilfat1 siilfite indirgeme yeteneginin olmamasi ve Gram
pozitif hiice duvar yapisi olmak iizere bu dort 6zellik iizerine tanimlanmistir. Ancak
zaman i¢inde cins iginde istisnalarin oldugu gériilmiistiir. Ornegin bazi tiirlerinde
sporlar seyrek oranda goriiliir ( Clostridium ramosum, C.perfiringens ). Baz1 tiirleri
daima Gram negatif boyanirlar (Clostridium ramosum, Clostridium clostriforme);
bazi tiirleri ise aerotolerandir (Clostridium tertium, C.histolyticum).

Son yillarda gen dizileme yontemlerinin kullanilmasi ile heterojen gruplar
yeniden diizenlenmis; klinik onemi olan tlirler ‘homoloji grup 1’de toplanarak
Clostridium cinsi i¢inde kalmaya devam etmistir. Simdiye kadar tanimlanan 200’i
askin tiirli olmasina karsin; klinik olarak 6nemi olan Clostridium tiirleri azdir (Tablo
1.7.) (Murray ve ark. 2016).

Anaerop bakterilerin viriilans faktonlerinden en iyi tanimlanmis olani
ekzotoksinlerdir. Clostridium botulinumun ndrotoksinleri, toksin iceren gidanin
tilketimiyle alinabildigi icin onemli bir halk sagligi sorunudur (Scalfaro ve ark.
2019).

Clostridium botulinum toksini de tetanoz toksinine benzer yapidadir;
endopeptidaz aktivitesine sahiptir. Tetanoz toksininden farkli olarak bu toksin, toksik
olmayan proteinlerle kompleks yapar halde bulunur. Bu sayede sindirim kanalindan
gecerken korunmus olur. Botulinum toksini etkisini néromuskiiler kavsakta gosterir.
Botulinum toksini endopeptidaz aktivitesi ile asetilkolin salinimini diizenleyen

proteinleri inaktive eder. Asetilkolin kas uyarimi i¢in elzem oldugundan buradaki
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tablo gevsek paralizidir. Botilusmusta da klinik iyilesme; sinir uglarinin rejenerasyon

stiresine bagli olarak saglanir ( Murray ve ark. 2016; Scalfaro ve ark. 2019).

Tablo 1.7. insan Hastaliklari ile iliskili Clostridium Turleri*

Tiirler Sebep oldugu Hastahk Sikhik
C.difficile Pseudomembranoz kolit, Yaygin

Antibiyotik alim1 sonrasi diare
C.perfiringens Nekrotizan enterit, gida zehirlenmesi, Yaygin

Septisemi, Yumusak doku enfeksiyonlar1

(miyozit, miyonekroz, gazli gangren)
C.botilinum Botulism Yaygin degil
C.tetani Tetanoz Yaygin degil
C.septicum Gazli gangren, septisemi Yaygin degil
C.clostriforme Firsat¢t enfeksiyonlar Nadir
C.butyricum Botulism Nadir
C.histolyticum Gazli gangren Nadir
C.baratii Botulism Nadir
C.tertium Firsat¢1 enfeksiyonlar Yaygin degil
C.ramosum Firsatct enfeksiyonlar Nadir
C.novyi Gazli gangren Nadir
C.innocuum Firsatc1 enfeksiyonlar Nadir
C.sordellii Gazli gangren, septik sok sendromu Nadir
C.sporogenes Firsatc1 enfeksiyonlar Nadir

*Diger Clostridium tirleri insanda klinik olusturur ancak oOncelikli olarak firsat¢1 patojendirler.
Clostridium clostriforme, C.ramosum, C.innocuum yaygmn izole edilmelerine karsmn nadiren
hastaliklarla iligkilidirler.

Clostridium tetani elverigsiz ortamda spor formuna doniiserek canliligini
sirdiiriir. C. tetani’nin Urrettigi iki toksin vardir: bunlardan ilk oksijene duyarh
hemolizin (tetanolizin), digeri ise asil tetanoz kliniginden sorumlu plazmid tarafindan
kodlanan 1stya duyarli nérotoksindir (tetanospazmin). Tetanospazmin genini tasiyan
plazmid konjugasyon 6zelligi gostermemektedir. Bu sebepten 6tiirii toksik olmayan
C.tetani suslan1 toksijenik sekle doniisememktedir. Tetatospazminin ¢inko
endopeptidaz aktivitesine sahiptir. Bu toksin 0zgiil olarak gama-aminobiitirik asit
(GABA) ve glisin gibi inhibitdr ndrotransmitterlerin salinmasinda kontrol
gorevindeki proteinleri hedef alarak inaktive eder. Motor ndronlarda uyarici sinaptik
aktivitenin diizenlenmesi bozulur, spastik felg goriliir. Toksinin baglanmasi geri
doniisiimsiiz; oldugundan iyilesme yeni aksonal uglarin olugsmasina baglidir (Bartlett,

1992).

C.perfringens’ in major toksini alfa toksin; trombositler, 16kositler, eritrositler

ve endotelyal hiicreleri parcalayan bir lesitinaz (fosfolipaz C)’dir. Bu toksin hemoliz,
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vaskiiler gecirgenlikte artis, kanama, doku yikimi (miyonekrozda oldugu gibi) ve
miyokard fonksiyon bozukluguna sebep olur. C.perfringens tarafindan {iiretilen bir
diger toksin ise “siiper antijen” 0&zelligi olan enterotoksinidir. Bu toksin ince
bagrsaktaki reseptorlerine baglanarak, sulu diare tablosuna neden olur (Bryant ve

ark, 2000).

C.difficile, toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) olmak iizere iki
temel toksini vardir. Bunlardan enterotoksin, nétrofiller i¢cin kemoatraktandir ve bu
hiicrelerin sitokin salimimlarina neden olur. Sitotoksini ise, intestinal duvarin

gecirgenligini arttirarak diare tablosuna sebep olur (Kiyan 1999; Birengel, 2001).

Anti fagositer 0zelligi olan ve hiicre i¢i Oldiirmeyi inhibe eden siiksinik
asitler, anaerobik metabolizma sirasinda ortaya c¢ikan kisa zincirli yag asitleridir.
Prevotella ve Porphyromonas tirlerinin bazilar1 {irettikleri proteazlarla;
immiinglobulinleri pargalayarak antifagositer etki gosterirler (Murray ve ark 2016).
2.7. Anaerop Enfeksiyon Siiphesi Diisiindiiren Durumlar

Anaerobik bakteriyolojik ¢alismalar i¢in; Ornegin anaerobik bakteri
icerdigine dair kuvvetle muhtemel ipuglar1 sunlardir (Finegold 1995; Giirler 2001;

Jousimies-Somer ve ark. 2002):

a. Ornegin kotii kokulu olmasi

b. Mukozal yiizeyin proksimalinde yer alan enfeksiyon odaklar1

c. Insan veya hayvan 1siriklaria sekonder olarak gelisen enfeksiyonlar

d. Ornegin gaz icermesi

e. Onceki tedavilerinde anaerop etkinligi olmayan ya da anaeroplara zayif etkili
antimikrobiyallerin kullanim1 (aminoglikozidler, trimetoprim / sulfamethoksazol, 1.
kusak kinolonlar ve monobaktam )

f. Kan igeren eksuda 6rneklerinde siyahlagmanin gézlenmesi

g. UV 1s181 altinda eksuda drneklerinin floresans vermesi

h. Patojene ait Gram boyanmada tipik morfolojiklerinin goriilmesi

1. Mayide siilfiir graniillerinin goriilmesi (Aktinomikozis)

1. S1v1 besiyerlerinin dip kisimlarinda tiremenin gézlemlenmesi

j. Gram boyamada bakteri goriiliirken; aerobik kosullarda kiiltiire edilen
besiyerlerinde liremenin olmamasi

k. Lezyona ait yabanc1 cisim (tas, kursun, tas vb.) varligi

1. Abse olusumu, krepitasyon varlig
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m. Aerop sartlarda lireme goézlenmeyen numunenin; anaeroplar i¢in olan selektif
besiyerlerinde lireme gozlenmesi (Safra eskiilin agar gibi.)

n. Lezyonda pseudomembran olmasi

o. Cesitli malignitelere eslik eden enfeksiyonlar

0. Septik tromboflebite eslik eden enfeksiyonlar

p. UV 151k altinda Gram negatif basillere ait gen¢ koloniler ( anaerobik sartlarda

inkiibe edildiyse) kirmiz1 floresans rofle verir.
2.8. Anaerop Bakterilerin Sebep Oldugu Enfeksiyonlar

Anaerop bakteriler viicudumuzun tiim dokularinda enfeksiyona sebep
olabilirler. Cerrahi, travma gibi doku biitiinliigiiniin bozuldugu sartlar ile fakiiltatif
bakteriyel enfeksiyon varliginda hipoksi, redoks potansiyelinde azalma sebebiyle
anaerop enfeksiyonlara zemin hazirlanmis olur. Anaerop bakteriyel enfeksiyonlar
cogunlukla polimikrobiyal karakterdedir.

Anaerop bakteriyel enfeksiyonlar kaynaklandigi durumlara gore iki gruba

ayrilirlar (Tablo 1.8.);

1. Endojen kaynakli anaerobik enfeksiyonlar (¢ogunlugunu bu grup olusturur)

2. Ekzojen kaynakli anaerobik enfeksiyonlar

Gerek klinisyenlerin gerekse mikrobiyologlarin anaerobik enfeksiyonlara
yaklasim konusunda bilgi ve deneyimleri artsa da bugiin i¢in gelinen nokta da
anaerop enfeksiyon etkenlerinin izolasyon oranlar1 oldukga diisiik kalmistir. Bunda
anaerop siiphesi olan orneklerin polimikrobiyal olmasi; anaerop bakterinin iireme
hizinin yavag olup beraberindeki fakiiltatif anaerop bakterilerin daha hizl tiremeleri;
anaerop bakterilerin siklikla gozden kagmasina sebep olmaktadir. Anaerop bakteriler,
tiim viicut bolgelerinde enfeksiyona sebep olabilirler. Ancak bazi durumlarda ve bazi
viicut bolgelerinden (Tablo 1.9.) ve bazi enfeksiyon cesitlerinden (Tablo 2.)
izolasyon sanslar1 oldukga yiikselmektedir (Jousimies-Somer ve ark. 2002; Procop ve

ark. 2017).
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Tablo 1.8. Kaynagina Gore Anaerob Bakteri Kaynakh Enfeksiyonlar (Procop ve ark.

2017).

EKZOJEN KAYNAKLI ANAEROP
ENFEKSiYONLAR

Tetanoz

Infant botulism

Yara botulism

Gida kaynakli botulism

Selim seyirdeki ylizeyel yara
Clostridium perfringes’ e bagl
gastroenterit

goriilen enfeksiyonlar
e [V ila¢ bagimlilarinda enjeksiyona
bagl enfeksiyonlar
Gazl1 gangren (miyonekrozis)
Septik abortus
Krepitan seliilit (anaerobik)
Hastane bakimu iliskili Clostridium
difficile diaresi

e insan ya da hayvan isiriklarini takiben

ENDOJEN KAYNAKLI ANAEROP
ENFEKSiYONLAR

Septik artrit

Kronik Siniizit

Aspirasyon pnomonisi
Aktinomikozis

Bakteryal vajinozis

Endokardit

Krepitan ve non-krepitan seliilit
Dental ve periodental enfeksionlar
Osteomiyelit

Peritonit

Kronik Otitis media

Subdural ampiyem

Nekrotizan fasit

Bakteriyemi

Endoftalmitis (Cerrahi sonrasi)
Torasik ampiyem

Lemierre sendromu

Beyin absesi iligkili menenjit tablosu

Apendisit ve kolesistit komplikasyonlari

Tablo 1.9. Cesitli enfeksiyonlarda

thtimalleri (Jousimies-Somer ve ark. 2002; Procop ve ark. 2017).

ENFEKSIYON TiPi ANAEROP ENFEKSIYON
SIKLIGI (%)
Bakteriyemi 2,8-5,7
Oral cerrahi sonras1 bakteriyemi 45-70
Peritonsiller abse 82 —87
Orofasyial / Dental orjinli abseler 67—-100
Beyin abseleri 62 — 83
Aspirasyon pnomonisi 62 —-93
Intra-abdominal enfeksiyon 50 94
(genel)
Apendisite sekonder gelisen peritonit 100
Pelvik abseler 88
Insan ve hayvan 1siriklari 50 -67
Diabetin ayak enfeksiyonlari 40 -95
Gazli gangren 100
(Clostridial myonekroz)

goreceli olarak anaerop enfeksiyon olma

17



Tablo 2. Cesitli enfeksiyonlardan siklikla izole edilen bakteriler (Jousimies-Somer
ve ark. 2002; Nagy ve ark. 2018).

Enfeksiyon tipi Anaerop etken Klinik bilgi
Oral / Dental Prevotella spp., Fusobacterium spp., Cogunlugu
enfeksiyonlar Peptostreptokok spp., Porphyromonas spp., polimikrobiyal

Actinomyces spp.

Postanjinal septisemi | F.necrophorum, F. nucleatum
ve Vincent anjini

Beyin absesi Fusobacterium spp., Bacteroides spp., Cogunlukla
Propionibacterium acnes polimikrobiyal

Batin ici B.fragilis grup, diger Bacteroides spp., Cogunlugu

enfeksiyonlar C. perfringens, diger Clostridium tiirleri polimikrobiyal
Actinomyces spp.

Endokardit Spozsuz Gram pozitif basiller, Gram pozitif | Cok seyrek izole
koklar, Bacteroides spp. edilir.

Gazh gangren C.perfringens, C. septicum, C.novyi Siklikla

Polimikrobiyal

Perianal/ B. fragilis grup ve diger Bacteroides tiirleri

Perirektal Fusobacterium spp., Prevotella spp.,

enfeksiyonlar Peptostreptococcus spp.

Kadin genito- iiriner | Actinomyces spp., Gram pozitif anaerobik
sistem enfeksiyonlar1 | koklar, Fusobacterium spp.,
Prevotella spp., Bacteroides spp.

2.9. Anaerop Kiiltiir Icin Ornek alimi, Secimi ve Nakli
2.9.1. Ornegin Secimi

Anaerobik bakteriyolojik ¢alismalarin en dogru sekilde yiiriitiitebilmesi igin
ornek se¢imi oldukca 6nemlidir. Uygun olmayan 6rnegin reddi ile; asir is yiikii ve
maliyetleri azaltacaktir. Bilindigi gibi anaerobik flora gastrointestinal ve genito-
tiriner mukozal yiizeylerde bulunmaktadir. Bu boélgelerin 6rnekleri anaerobik kiiltiir
icin uygun degildir. Yine aym sekilde oral kavitede tiikriikte ve gingival
sekresyonlarda da anaerop bakteriler bulunmaktadir. En uygun ornekler apseler,
doku ornekleri, steril viicut sivilar1 ve biyopsi ornekleridir. Genel bir kural olarak

ekiivyonlu ¢ubuk ile alinan siiriintii 6rnekleri anaerop kiiltiir icin uygun degildir.

Flora bakterileri ile yiiksek olasilikla kontaminasyonundan dolayi; anaerobik
kiltiir caligmalar1 i¢in uygun olmayan ve alinmasi tavsiye edilmeyen Ornekler
asagida maddeler halinde verilmistir (Giirler 2005; Jousimies-Somer ve ark. 2002;

Procop ve ark. 2017).
1. Gingival veya diger agiz i¢i yiizeyel siiriintii 6rnekleri

2. Bogaz veya nazofarengeal siiriintli 6rnekleri
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3. Ekspektore edilerek alinan balgam 6rnegi
4. Nazotrakeal ya da endotrakeal aspirat ornekleri
5. Bronsgial sivilar ve bronkoskop ile alinan diger 6rnekler

(Istisnai durum; Cift liimenli, korunmus firca ile alinan bronkoalveolar lavaj

stvilarindan anaerop kiiltiir ¢aligilabilir.
6. Mide ve ince bagirsak igerigi (“kor loop” ve benzeri sendromlar haric)

7. Kalin bagirsak icerikleri (C.difficile, C.botilinum, Anaerobiosprillum tiirleri
ve diger spesifik etiyolojik ajanlar haric)

8. lleostomi ve kolostomi sizintilar
9. Idrar 6rnegi (Suprapubik aspirasyon ile alinan idrar 6rnegi harig)
10. Vajinal ve servikal siiriintii 6rnekleri

11. Dekiibitis tlserleri, diabetik ayak yaralari, perirektal abseler ve pilonidal

siniis kanallarindan alinan yiizeyel siiriintii 6rnekleri
2.9.2. Ornegin Alinmasi

Ornek alimi sirasinda, normal flora ile kontaminasyonun énlenmesi oldukca
onemlidir. Flora ile minimal bir kontaminasyon bile yanlis sonuglara ve emegin
kaybina yol agar. Genel olarak, ekiivyonlu ¢ubukla alinan kiiltiir 6rnekleri anaerobik
bakteriyolojik ¢alismalar i¢in uygun degildir. Ekiivyonlu ¢ubukla alinan materyalin
az olmasi, flora ile kontamine olmasi sebebiyle tercih edilmemelidir (Jousimies-

Somer ve ark. 2002).

Steril viicut bolgerinden aspire edilen tiim materyaller anaerobik caligmalar i¢in
uygundur. Omek aliminda cildin dekontaminasyonu su sekilde yapilmalidir:
oncelikli olarak o©Ornek alinacak ylizeyin merkezinden disar1 dogru sirkiiler
hareketlerle %70’lik etil alkol ya da izopropil alkol ile yiizey kir ve yaglarindan
arindirilir; sonra %10’ luk povidon iyot (betadin) uygulamasi yapilmali 30 sn-1 dk
1slak olarak kalmasini bekledikten sonra alkol ile temizlenmelidir ( Jousimies-Somer

ve ark. 2002).

Anaerop kiiltiir i¢in Ornek aliminda yapilmasi gereken islemler infeksiyonun

kaynaklandig1 bolgeye gore degismektedir (Tablo 2.1.).
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Tablo 2.1. Anaerop Bakteriyolojik Calismalar I¢in Ornek Almm (Finegold 1995;
Jousimies-Somer ve ark. 2002).

infeksiyonun Yeri Uygun olan érnekler ve

ornegin alinma sekli

Akciger ve plevra Cift limenli korunmus firga ile alinan bronskopik
materyaller,

Perkiitan akciger biyopsisi ile alinan drnekler,

Steril sartlarda alinan plevral mayi

Abdominal bélge Steril sartlarda alinan parasentez sivisi,

Ameliyat sirasinda vaya USG esliginde derinden
enjektorle alian abse materyali,

Kahin bagirsaklar Sadece C. difficile ve C. botulinum’un etken oldugu
durumlarda

Uriner sistem Suprapubik aspirasyonla alinan idrar Srnegi

Kemik ve Eklem Cerrahi sirasinda alinan doku biyopsi drnegi, derin

doku biyopsisi ve aspirati

Kadin genital sistem Kuldosentez ile alinan peritoneal sivi, cerrahi sirasinda
alian doku biyopsi drnekleri, endometrial korunmus
firga ile alinan 6rnekler

Yumusak doku ve acik yaralar Yiizey dekontaminasyonu sonrasi, derinden alinan
doku biyopsi 6rnekleri

2.9.3. Ornegin Nakli

Ornekler oksijenin zararli etkilerinden ekimi yapilana kadar korunmalidir.
Uygun bir anaerop tasima besiyeri ile anaerobik bakteri gilinlerce canli kalabilir.
Piiriilan materyaller rediikte edici pergok icerigi de muhtevasinda bulundurdugundan
anaerop bakterilerin canlilig1 i¢in piiriilan olmayanlara gore daha koruyucudurlar.
Cerrahi olarak alinan derin doku parcalari (>1cm3), steril tasima besiyeri (ya da
idrar kab1) laboratuvara ulasana kadar 1-2 saatlik siire i¢in konulabilir. idrar ve gaita
ornekleri anaerop bakterilerin yapisina zarar verecek enzimleri ihtiva ettiginden
dolay1; bu ornekler miimkiin oldugunca acil kiiltiire edilmelidir. Ornekler oda
sicakliginda taginmali, asla buzdolabina konmamalidir (Jousimies-Somer ve ark.

2002; Hentges 2012; Nagy ve ark. 2018).

Aspire edilen materyal enjektor ile nakledilmemelidir. Transport sirasinda

yaralanmalara ve biyolojik materyalin sizintis1 sebebiyle tehlike teskil edebilir
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(Mangels ve ark. 2004; Ozinel 2003). Aspirat anaerop transport besiyerlerine
konulup gonderilmelidir (Hengtes 2012).

Ticari olarak bulunan swab transport besiyerleri mevcut (Amies, Cary- Blair
tasima besiyerleri) ile anaerop bakteriler en az 24 saat ve en fazla 48 saat olmak

tizere canliliklarini siirdiirebiliyorlar.
2.10. Anaerobik Kiiltiirde Kullanilan Besiyerleri ve Besiyeri Secimi

Anaerop bakteriyolojik ¢alismalarda tercih edilecek besiyeri ¢esidi rnegin
miktarina, bakteri cinsine ve laboratuvarin mali kaynaklarina bagli olarak

degismektedir.

Genel olarak anaerop kiiltiir ¢aligmalar1 i¢in kullanilan besiyerleri su ii¢ grup altinda

toplanilabilir:
o Selektif olmayan genel liretim besiyerleri,
o Selektif agar besiyerleri,
e Zenginlestirilmisbesiyerleri
Selektif ve non selektif besiyerleri Tablo 2.2.’da gdsterilmistir.

Tablo 2.2. Anaerob kiiltiir caligmalarinda kullanilan besiyerleri (Giirler 2005;
Procop ve ark. 2017)

Secici Besiyerleri Secici olmayan besiyerleri
Bacteroides bile esculin agar (BBE) Scheadler kanli agar
Anaerobe phenylethyl alcohol blood agar | Brucella kanli agar

(PEA)

Colistin-nalidixic acid kanl agar Colombia kanli agar

Egg yolk agar (EYA) Fastidious anaerop CDC anaerop blood agar
Phenylethyl alcohol agar (PEA) Tripticase sodium agar (TSA)

Cycloserine-cefoxitin fructose agar (CCFA) | Beyin kalp infusion agar (BHIA)

Mobilincus agar Fastidious anaerop agar (FAA)

Kanamycin vancomycin kanli agar (KVLB) | Tiyoglikolatli buyyon

Anaerobe paromomisin vankomisin kanli | Kiymal glukozlu buyyon
agar (PV) (Chopped meat glucose broth)

Anaerobik bakteriyoloji ¢alismalarinda kullanilacak besiyeri gilinliik olarak
hazirlanmali ve taze olarak kullanilmalidir (Dowell 1974; Jousimies-Somer ve ark.

2002). Besiyerleri asla buzdolabina konularak bektetilmemelidir. Besiyerlerinin
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zamanla okside olacagi ve performansinin azalacagi akilda tutulmalidir. S1vi besiyeri
kullanilmadan o6nce 5-10 dakika siire ile alevden gegirilirse rediikte olmasi

saglanacaktir (Kiyan 1999; Jousimies-Somer ve ark. 2002; Procop ve ark. 2017).
2.10.1. Selektif Olmayan Genel Uretim Agar Besiyerleri

Anaerop bakterilerin ilk izolasyonunda kullanilmak tizere, genellikle selektif
olmayan besiyerleri tercih edilir. Bu besiyerlerine rediikleyici maddeler olarak
sistein, ascorbik asit, indirgeyici sekerler (glikoz), tiyoglikolik asit, sodyum siilfit
ilave edilebilir. Besiyerini zenginlestirme i¢in % 5 kan (at kani, koyun kani), vitamin
KI (1 pg/ml), hemin (5 pg/ml) ve maya 6ziitii eklenebilir. (Kiyan 1999; Jousimies-
Somer ve ark. 2002; Procop ve ark. 2017). Genellikle iki farkli genel iiretim

besiyerlerine ekim tavsiye edilmektedir.
2.10.2. Selektif Agar Besiyerleri

Selektif olmayan baz besiyerlerine ilave selektif bir besiyerinin de
kullanilmast anaerop bakteri izolasyon sansini %94’e kadar c¢ikarmaktadir (Torun

2003).
2.10.2.1. Bacteroides Safra Eskiilin (BBE) Agar

BBE agar, vitamin K1, hemin , %20’ lik safra, gentamisin ve eskiilin icerir.
Icerigindeki safra ve gentamisin ¢ogu aerop ve fakiiltatif anaerop bakterinin
tiremesini engeller.

Bacteroides fragilis grubu ve Bilophila wadsworthia igin selektif besiyeridir.
B. vulgatus, B. stercoris disindaki B. fragilis grubu bakteriler eskiilini hidrolize eder
ve koloniler BBE agarda >Imm’ ¢apinda, sirkiiler, kabarik yapida kahverengi-siyah
haleli koloniler olustururlar. Besiyerinin koyu renkli pigmentasyonunda, eskiilinin
hidrolizi sonucu olusan maddelerin ve ferrik amonyum sitrat ile reaksiyona
girmesidir. Fusobacterium mortiferum ve F.varium’ da BBE besiyerinde lireyebilir.
Ancak bu bakterilerin kolonisi diiz ve diizensiz yapidadir

( Jousimies-Somer ve ark. 2002; Isenberg 2004).

2.10.2.2. Kanamisin-Vankomisin (KV) Hemolize Kanh Agar

Prevotella ve Bacteroides tiirlerinin segici olarak iiremelerini saglar.
Fusobaterium tiirleri de bu besiyerlerinde iireyebilirler. Bu besiyeri, koyun kani,
hemin, maya o6zii, vitamin K1 ve L-sistein ile zenginlestirilmis bir besiyeridir.

Icerdigi vankomisin ve kanamisinden dolayr pekcok fakiiltatif anaerop bakterinin
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tiremesi  engellenir.  Porphyromonas tiirleri  besiyerinin  igerdigi  yliksek
konsantrasyondaki vankomisin sebebiyle iiremesi inhibe olur. Porphyromonas spp.
izole edebilmek i¢in besiyerinin vakomisin konsantrasyonunun (2 pg / ml)

diisiirtilmesi gerekir (Jousimies-Somer ve ark. 2002).
2.10.2.3. Yumurta Sarih Agar (Egg Yolk Agar-EYA)

Bu besiyerlerleri bazi anaerop bakterilerin sahip oldugu lesitinaz, lipaz ve
protez aktivitelerine gore ayirt etmeyi saglar. Koloni morfolojisi ve Gram boyama
Clostridium spp. siiphesinde bu enzimatik reaksiyonlardan faydalanilmaktadir.
Clostridium perfringens lesitinazlari ile yumurta sarisindaki fosfolipidleri parcalar ve

opak bir goriiniim izlenir (Rosenblatt, 1997).
2.10.2.4. Feniletil Alkol Koyun Kanh Agar (PEA)

Gram pozitif ve Gram negatif zorunlu anaeroplarin {iremesini destekler.

Fakiiltatif anaeroplarin birgcogunun tiremesini inhibe eder (Kiyan 1999; Winn 2006).
2.10.2.5. Kolistin Nalidiksik Asit Kanh Agar

Selektif olarak Gram pozitif anaerobik bakterileri izole etmek icin kullanilir

(Kiyan 1999; Winn 2006).
2.10.2.6. Sikloserin-Sefoksitin-Fruktoz Agar (CCFA)

Fekal 6rneklerden ya da diger intestinal materyallerden C.difficile izolasyonu
icin kullanilir. Bu besiyerinde C.difficile sar1 koloniler olusturur. Bu kolonileri uzun
dalgali (365 nm) bir UV lambasi altinda incelenebildiginde; sar1 floresans liretmesi

C.difficile i¢in tipiktir (Jousimies-Somer ve ark. 2002).
2.10.3. Geri Doniis Sivisi

Bu amagla zenginlestirilmis tiyoglikolat sivi besiyeri ve etli glikozlu
besiyerleri kullanilabilir. Tiyoglikolat sivi besiyeri; serum, vitamin K1, hemin,
protein, sodyum kloriir, sodyum tioglikolat, glukoz, indirgen maddeler ve agar igerir.

Yapisindaki indirgeci maddelerle redoks potansiyelinin diislik tutulmasini saglar.

Gramda bakteri goriilmesine ragmen Kkiiltiirde iiremenin olmadigr ya da
plaktaki bakteri inokulumunun ¢ok az oldugu durumlarda bu besiyerinden tekrar

kiiltiir icin anaerobik bakterilerin muhafaza edilip, zenginlestirildigi geri-doniis s1vi
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besiyerleridir. Etli glikozlu besiyeri de ayn1 amagla kullanilan 6zellikle C.difficile’

nin izolasyonu i¢in kullanilan siv1 besiyerleridir (Tiirkan 2008).
2.11. Anaerop Inkiibasyon Sistemleri ve inkiibasyon Kosullari

Anaerop bakterilerin izolasyon, identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik
calismalarinda anaerop ortam saglayan cesitli sistemler kullanilmaktadir. Bu

sistemlere ait bilgiler asagida 6zetlenmistir.
2.11.1. Anaerop Kabinler (Anaerobic chamber, Anaerobic glove box )

Anaerop kabin igerisine igerigi %5 CO; ,%85 N,, %10 H, olan gaz karisimi
verilerek ideal anaerop ortam olusturulmaktadir. Bu kabinde anaerop bakteri
identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik caligmalar1 ideal anaerop ortami saglayan
sistemlerdir. Kabin i¢i anaerop ortam devamliligi indikatorlerle periyodik olarak

takip edilmelidir (Jousimies-Somer ve ark. 2002; Nagy ve ark. 2018).

Dezavantaji; anaerop kiiltiir 6rnek sayisinin az oldugu laboratuvarlar igin

uygun bir sistem degildir (Jousimies-Somer ve ark. 2002).

2.11.2. Anaerop Jar Teknigi

Anaerop jarlar (Almar, EM science, Oxoid, BBL, Mitsubishi, Key scientific);
anaerop kiiltiir ekimi, subkiiltiirler i¢in kullanilabilen sistemlerdir. Anaerop jarlarda
oksijenin ortamdan ¢ikarilarak anaerobik atmosfer oltusturulmasi esastir. Bunun igin
eskiden H, igeren bir gaz karisimi ve bu gaz karisiminin oksijenle reaksiyonunu
katalizleyen Palladium kapli aliminyum graniiller kullanilmistir. Giliniimiizde tek
kullanimlik H,-CO, gaz karisimini ihtiva eden hazir ticari iiriinler (Anaero-Gen,

Oxoid) kullanima sunulmustur ( Hall ve Mangels 2016).

Anaxomat; lizerindeki valvler sayesinde otomatize olarak jar ici atmosferik
havay1 bosaltip; jar igerisini %80 azot (N3), %10 karbondioksit (CO;) ve %10

hidrojen (H,) formiiliindeki gaz karisimini1 doldurarak anaerop ortami saglar.
2.11.3. Anaerop Plastik Posetler

Cesitli firmalara ait ticari (Gaspak pouch, BBL; Anaerogen Compact, Oxoid;
Anabag, Hady Diagnostics; Anaerocult P, Merk) olarak kullanima sunulmus plastik
torba veya posetler anaerobik sistemlere alternatiftir. Anaerobik jar mantigr ile
anaerop ortam olusturulur. Anaerop ortam bozulmadan iiremenin olup olmadiginin

gozlenebilmesi diger sistemlere iistiinliglidiir. (Mangels 2004).
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2.11.4. Roll Tiip Sistemi

Biitiin iglemlerin anaerop gaz akimi altinda gerceklesmesine olanak saglayan
PRAS (Pre-reduced Anaerobically Sterilized) sistemi ile bulunmaktadir. Ekipman
gerektirmesi, zahmetli bir yontem olmasi sebebiyle rutin ¢alismalar igin pek tercih
edilmemektedir. Sistem oksijene c¢ok hassas anaeroplar1 iiretim ve laboratuvar

calismalari i¢in uygundur ( Hungate 1969).

Biitiin anaerop sistemlerin indikatorler ile her kullanimda denetlenmesi
gerekmektedir. Bu amag icin rezasurin igeren stripler (Difco, Oxoid) veya metilen
mavisi stripleri (BBL) kullanilabilir. Anaerop ortamda strip renksiz olacaktir, eger
stripte renk degisikligi goriiliiyor ise anaerop ortamin saglanmadigi diisiiniilmelidir

(Jousimies-Somer ve ark. 2002).
2.12. Orneklerin Islenmesindeki Basamaklar
2.12.1. Materyalin Makroskopik Incelenmesi

Materyalin rengi, kokusu, nekrotik parga, siilfiir graniilleri ve gaz igerip
icermedigi degerlendirilerek Ornegin kalitesi hakkinda bir 6n fikir verebilir (

Jousimies-Somer ve ark. 2002; Hentges 2012 ).
2.12.2. Orneklerin Ekim i¢in Hazirlanmasi

Makroskopik incelemeden sonra klinik 6rnek hazirlanarak anaerop ve aerop plak
besiyerlerine ihtiya¢ halinde ise; orneklerin sivi besiyerine uygun sekilde ekimi
yapilmalidir. Eger anaerop kabin bulunmuyorsa klinik numune 15 dakika igerisinde
islenmelidir. Karigik piiriilan materyal vortekslenerek mikroorganizmalarin dagilimi
saglanmalidir. Doku ve kemik parcalarini ihtiva eden Orneklerden 1 ml anaerobik
s1v1 besiyeri yardimiyla doku 6ziitii elde edilmelidir. Hazirlanan 6rneklerden Pasteur
pipeti 1ile; plak basma piiriilan materyalden bir damla, pirilan olmayan
materyallerden iki-li¢ damla olacak sekilde ekimi yapilmalidir. Gram boyama igin ise
bir damla slayt {izerine yayilmali; kalan numunenin zenginlestirme kiiltiirii i¢in siv1

besiyerine koyulmasi tavsiye edilmektedir (Jousimies-Somer ve ark. 2002).
2.12.3. Ornegin Mikroskopik Incelenmesi (Gram Boyama)

Gram boyama, anaerop bakteriyoloji i¢in hizli, pratik ve kullanish bir
yontemdir. Anaerop kiiltiire edilecek her 6rnekten Gram boyanma yapilmalidir. Bu

sayede ornekteki mikroorganizmalarin 6n tanimlamasi yapilabilir ve bu inceleme ile
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tercih edilecek besiyeri hakkinda fikir edinilebilir (Tablo 2.3.) (Resim la ve Resim

1b). Gram boyamadaki fiksasyon asamasinda preparat, alevden gecirilmek yerine 30

saniye metanol ile fikse edilmelidir. Metanol ile fiksasyon yapilmasi bakteri hiicre

morfolojilerinin bozulmasini dnleyecektir ( Jousimies ve ark. 2002).

Tablo 2.3. Anaerop bakterilerin Gram boyanma 6zelliklerine gére 6n tanisi

( Jousimies-Somer ve ark. 2002;

Levinson ve ark. 2018).

GRAM GRAM GRAM GRAM GRAM
NEGATIF NEGATIF | POZITIF KOK | POZITIF | POZITIF
KOK BASIL SPORLU | SPORSUZ
BASIL BASIL
Veillonella Bacteroides Peptoniphilus Clostridium | Actinomyces
Acidominococcus | Prevotella Peptostreptococcus | Filifactor Propionobacterium
Megasphaera Porphyromonas | Atopobium Bifidobacterium
Negativococcus Bilophila Peptococcus Eubacterium
Anaeroglobus Fusobacterium | Finegoldia Bulleida
Parabacteroides | Anaerococcus Eggerthella
Dialister Lactobacillus
Mobilincus

Gram boyamada bakteri morfolojisi tespit edilen Orneklerin kiiltiirlerinde

tireme goriilmemis ise su durumlar akla getirilmelidir (Forbes ve ark. 2007);

v

v
v
v
v

Ornegin uygun olmayan transport yontemiyle gdnderilmesi

Ornegin isleme alinis sirasinda uzun siire oksijene maruz kalmasi

Gerekli anaerop ortam sartlarinda yetersizlik

Eski besiyerinin kullanim1

Hastanin antibiyotik kullaniyor olmasi
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Resim 1: anaerop enfeksiyon diisiiniilen 6rneklerinden hazirlanmig Gram boyama goriintiileri
(Calisgmamizdan).

Resim 1.a. Periton sivi 6rnegi, Gram negatif fuziform basil.

Resim 1.b. Derin doku 6rnegi, Pleomorfik uzun Gram negatif basiller,

Gram pozitif kok ve 16kosit.

2.12.4. Ornegin Ekimi ve izolasyon Basamaklari

Orneklerin ilk ekimleri 35-37 °C de anaerop kosullarda minimum 48 saat
inkiibe olacak sekilde olmalidir. Actinomyces, Propionibacterium acnes ve
Porphyromonas tiirlerinin  iiremeleri i¢in inkiibasyon siiresinin iki haftay1
bulabilecegi unutulmamalidir. Besiyerleri ilk 48 saatte hicbir sekilde agilmamali ve
oksijene maruz birakilmamalidir. ik 48 saat bakterilerin en hizli gogaldig1 logaritmik
faz oldugundan; oksijene en hasas oldugu déonemdir (Jousimies ve ark. 2002; Procop

ve ark. 2017).

Ornegin iki farkli tiirden genel anaerop besiyerlerine ekimi yapilmalidir. Sivi
besiyerlerine 0.5-1.0 ml; kat1 besiyerlerine piiriilan olmayan ornekten 2-3 damla,
plrilan Ornekten 1 damla seklinde materyelin ekimi en kisa siirede
gerceklestirilmelidir. Ekimde kullanilacak besiyeri giinliik ve taze olmalidir
(Jousimies ve ark. 2002).

48-72 saatlik inkiibasyon sonrasinda bir stereoskopik mikroskop ya da
biiyilite¢ yardimiyla iireyen koloniler incelenir. Besiyerinde iireyen ve anaerop
stiphesi iceren koloniler iki ayr1 besiyerine ekimi olacak sekilde pasaji yapilir.
Plaklardan biri anaerobik sistemde digeri CO,’ li ortamda inkiibe edilerek
aerotolerans testi yapilir ( Jousimies ve ark. 2002; Procop ve ark. 2017; Nagy ve ark.

2018).
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Klinik materyelin makroskopik ve mikroskobik inceleme ile 6rnegin kiiltiir
icin ekiminin yapilmasina kadar olan siire¢ seviye 1 identifikasyon iglemleri olarak
adlandirilir. Aerotolerans testleri ile anaerop bakteri oldugu saptanan koloniler seviye
2 tanimlama icin identifikasyon islemine alinir. Bu bakterilere ait kolonilerin saf
kiiltiirleri yapilarak daha ileri tanimlamalar1 (Seviye 3) yapilmak iizere igleme alinir.
(Montero 1999; Forbes 2007).

2.12.5. Kiiltiirlerin Degerlendirilmesi

Kiiltiirde iireme gozlenen plaklarda degerlendirmesi yapilirken koloni
sayisina, baskin morfolojideki bakteri tiiriine dikkat edilmelidir. Kiiltiirde iireme
gozlenen farkli tipte kolon sayisi bes ya da daha fazla ise; ‘karisik flora olarak rapor
edilmesi uyugu olacaktir. Ancak koloniler arasinda B.fragilis grup gibi pek ¢ok ilaca
direngli bir sus iirerse; tanimlama yapilmasi gerekebilir. Kolonilerden yapilan Gram
boyamalar, degerlendirilerek ‘anaerobik Gram-pozitif kok’ gibi kismi tanimlamalari
yapilabilmektedir (Resim 2a. ve 2b.). Bazen Gram boyamada Fusobacterium ya da
Clostridium tiirlerine spesifik bir gorlinim saptanabilir. Bu durum o6n raporda
bildirilmelidir.

Klinisyen olas1 anaerop enfeksiyon diisiindiigli durumu ciddi seyreden
hastalarda laboratuvar ile iletisime ge¢meli, mikrobiyolog ise son rapor Oncesi elde
ettigi on tanilar1 klinisyen ile paylasarak katki saglamalidir (Jousimies-Somer ve ark.
2002).

Kiiltiirde anaerop bakteri liremesi saptanan plaklar1 incelenirken kolonilerin
morfolojisi, kolonilerin hemolizli, mat, parlak ve seffaf olup olmamasi, agarda
cukurlagma yapip yapmamasi, rengi, kokusu, pigment olusturup olusturmamalari,
olugsmus pigmentlerin renkleri, UV 15181 altinda floresans verme 6zellikleri (Tablo

2.4.) degerlendirilmelidir (Nagy ve ark. 2018).
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Tablo 2.4. Anaerop Bakterilerin Koloni Morfoloji Ozelliklerine Gore Olas1 Etken

(Kiyan, 1999; Giirler, 2005; Procop, 2017)

KOLONi OZELLiGi OLASI ETKEN
Renk/ pigment
Kahverengi-siyah koloni Gram negatif basil: Porphyromonas spp., Prevotella spp.
Opak ya da benekli Gram negatif basil: F.nucleatum
koloniler

Pembe, kirmizi, sar1 renk

Gram pozitif kok: Peptococcus niger

Yayilan koloni

C.septicum

Cift zonlu hemoliz

C.perfringens

Koku

Hos olmayan tatl
kokusu

At giibresi kokusu

Gram pozitif kok: Peptostreptococcus anaerobius

Clostridium difficile

Agari cukurlastirma

Gram negatif basil: B.gracilis, B.ureolyticus

Sahanda yumurta
goriiniimii

Gram negatif basil: F.varium, F.mortiferum

Ekmek kirintisi goriiniimii

Gram negatif basil: F.nucleatum

UV 1s18inda floresans verme
Kirmizi

Acik yesil

Tugla kirmizisi

Gram negatif kok: Veillonella spp.

Gram negatif basil: F.nucleatum
Gram pozitif basil: C.difficile

Gram negatif gomak: Porphyromonas spp., Prevotella spp.

Az disi goriiniislii koloni

Gram pozitif basil: A.israeli (yash koloni), P.propionicum

Buzlu cam goriintiisii

Gram negatif basil: F.nucleatum

Resim 2.a. Gram pozitif dallanan,
basil yapisi (Calismamizdan)
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2.12.6. Anaerop Bakterilerin Tanimlanmasi

Anaerop enfeksiyonlarin polimikrobiyal olmasi, uzun inkiibasyon siiresi,

konvansiyonel yontemlerin zahmetli ve maliyetli olmalar1 sebebiyle her laboratuvar

ornek sayisi ve mali durumuna gore degerlendirme yapmalidir (Peeters ve ark. 2016).
2.12.6.1. Seviye 1 Tanimlama

Bu identifikasyon seviyesinde kiiltiirde iireyen anaeroplarin Gram boyanmasi, saf

koloni eldesi icin kiiltiire edilmesi ve besiyerlerindeki koloni morfolojilerinin

yorumunu i¢cermektedir (Resim2.c-f.).

Resim 2.c. Anaerop iireme gozlenen plaktan Gram boyama
Gram pozititif dallanan basil ( Calismamizdan Actinomyces odontolyticus’ a ait)

Resim 2.d Siyah -Kahverengi pigmente, kiiciik yuvarlak koloniler
(Calismamizdan; Prevotella spp. ye ait Scheadler agar koloni goriintiisii)
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Resim 2.e. Koyu sar1 renkli, diizensiz sinirli, kabarik koloni yapisi

(Calismamizdan; Clostridium tertium kolonisine ait goriintii)

Resim 2.f. Bacteroides ovatus / thetaiotaomicron

(Bacteroides fragilis grup)

31



2.12.6.2. Seviye 2 Tanimlama

Seviye 1 testlerine ek olarak nitrat, indol reaksiyonu, katalaz, safraya olan
direng gibi basit testler yapilir. Bu testler disinda tanimlamaya yonelik olarak ek
yapilabilecek biyokimyasal testler su sekilde siralanabilir:

v Katalaz
Safrada tireme varlig
Eskiilin hidrolizi
Nitrat rediiktaz aktivitesi (nitrat disk testi)
SPS (sodyum polyanetolsulfonat) disk testi
Karbonhidrat fermantasyon reaksiyonlari
Lesitinaz ve lipaz aktivitesi
Indol reaksiyonu
Toksin aktivitesi

DNA-az arastirilmasi

AN N N N N Y N N N

Jelatin hidrolizi

Biyokimyasal testlere ek olarak On taniya yardimci olmak iizere 0Ozel
potensleri antibiyotik diskleri kullanilabilir. Bu disklere gore antibiyotik duyarlilik
sonucu verilmez; sadece on tanimlamaya yardimci olur (Jousimies-Somer ve ark.

2002).
2.12.6.3. Seviye 3 Tanimlama

Son yillarda yapilan ¢alismalar anaerop enfeksiyonlarda etken olan anaerop
bakterilerin ancak % 50-75’inin tanimlanabildigi gosterilmistir. Anaerop bakterilerin
geleneksel yontemlerle tanimlanmasinin zahmetli olmast ve bu bakterilere ait
taksonominin sik¢a degismesine karsin mevcut ticari sistemlerin veri tabanlarini
sik¢a giincellememeleri sebebiyle anaerop bakterilerin identifikasyonunda giigliikler

yasanmaktadir(Blairon ve ark. 2010; Lee ve ark. 2011; Nagy ve ark. 2018).

Anaerop bakterilerin identifikasyonunda kullanilmak {izere simdiye kadar
gelistirilen sistemleri su sekilde siralayabiliriz:
v' Biyokimyasal sistemler ( BBL Crystal Anaerobe, Sceptor Anaerobe, API
20A)

v' Hizli (otomatize ya da manuel) enzim belirleme sistemleri;
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e Rapid ID 32A (BioM¢érieux)
e RapID ANAII (Remel, ThermoFisher)
e ANI ANC Card-Vitek)
e MicoScan Rapid Anaerobe panel (Beckman Coulter)
e BBL Crystal Anaerobe Identification System (Becton Dickinson
Microbiology Systems)
v" Enzim substrati tasiyan diskler (ROSCO tablet)
v Immunolojik ve serolojik yontemler: Ozellikle Clostridium difficile
toksinlerini saptamaya yonelik ELISA, toksin A, toksin B, toksin A-B
v' Matrix-aracih lazer desorpsiyon-kiitle spektrofotometrisi (MALDI-TOF MS)
v" Molerkiiler Yontemler
Real time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 16S rRNA sekans gen analizi,
DNA hibridizasyon, Ribotyping vb. (Kozlov 2018).

2.12.7. Anaerop Bakteriler Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Anaerop bakterilerin direng profillerinin zaman i¢inde degismesi sebebiyle;
anaerop bakterilerin duyarhiliklarim1 6ngérmek giderek zorlagsmaktadir. Her gecen
giin antibiyotik duyarlilik testlerine (ADT) olan gereksinimimiz artmaktadir.
Anaerop bakteriler icin rutin laboratuvar ADT metodlarindan ucuz, kolay, pratik
olarak uygun bir yontem heniiz yoktur.

Anaerop ADT metodlarina iligkin diger bir zorluk oksijene olan hassasiyettir.
Bazi zorunlu anaerop bakteriler oksijene ¢ok hassas olduklarindan iiremeleri zarar
gorebilir. Metranidazoliin aktivitesi siki anaerop kosullarina baghdir. Kiigiik
miktarlardaki oksijen seviyesi bile metranidazoliin aktif metabolitine doniismesini

azaltir, bakterinin yanlis olarak direncli olarak raporlanmasina sebep olur.
2.12.7.1. Agar Diliisyon Metodu

CLSI’in anaerop bakterileri i¢in tavsiye ettigi referans antibiyotik duyarlilik
test yontemidir. Son olarak 2012 yilinda CLSI tarafindan revize edilerek; bu
yonteme ait standartlar ortaya konmustur. Buna gore CLSI MI11-A8 (2012),
hemolize koyun kani (%5), vitamin K1 (1 pg/ml) ve hemin (5 pg/ml) ilavesiyle
zenginlestirilmis brucella agar kullanilarak yapilan agar diliisyon yontemini referans
yontem olarak belirlemistir (Goldstein ve ark, 2011). Surveyans ¢aligsmalar1 ve 6rnek

sayisinin fazla oldugu laboratuvarlar i¢in elverislidir (Nagy ve ark. 2018).
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2.12.7.2. Sivi Mikrodiliisyon Metodu

CLSI (M11-A8 2012), tarafindan anaerop bakteriler i¢in ‘brusella sivi
besiyeri ilave edilmis standart sivi mikrodiliisyon’ protokolii olusturuldu. Ancak suan

icin bu metodun sadece B.fragilis grup iyeleri ic¢in agar diliisyona alternatif

alabilecegi bildirildi (Brook ve ark. 2013).
2.12.7.3. Gradiyent Test Metodu

Referans yontemle kiyaslandiginda giivenilir sonuglar veren, pahali bir
yontemdir. Pratiktir bu yilizden rutin laboratuvarlarda sik¢a kullanilir. Anaerop AST
i¢in ticari olarak kullanima sunulmus gradient stripler bulunmaktadir. Gradiyent strip
antibiyotik duyarlilik testleri i¢in 6nerilen besiyeri; % 5 koyun kani, hemin, vitamin
K1 takviyeli brusella agardir (Rennie ve ark. 2012; Brook ve ark. 2013; Nagy ve ark.
2018).

Anaerop bakterilerde en sik kullanilan AST metodlarina iligkin avantajlar ve
dezavantajlar Tablo.2.5.” te verilmistir.

Antimikrobiyal duyarlilik test yontemlerinde kullanilan kalite kontrol suslari
asagidaki gibidir (Brook ve ark. 2013);

e B. fragilis ATCC 25285 ( Agar diliisyon)
e Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741 (Agar diliisyon )
o Clostridium difficile ATCC 700057 (Agar diliisyon)

Tablo 2.5. Anaerop Antibiyotik duyarlilik testi yontemlerinin

avantaj ve dezavantajlar1 (Rennie ve ark. 2012; Brook ve ark. 2013).

KULLANILAN METOD AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI

Agar diliisyon Cok sayida bakteri ve Pahal1 (az sayida 6rnek
antibiyotik denenebilir. i¢in) bir yontemdir
Referans yontemdir. Zahmetli

Broth mikrodiliisyon Cok sayida antimikrobiyal Bazi cinsler iyi liremez
ve izolat denenebilir. (Gram pozitif koklar)
Ekonomik, ticari paneller Sadece B.fragilis i¢in valide
mevcut.

E test Tek hasta suslar1 i¢in Siirveyans ¢aligmalari i¢in
uygundur. oldukca pahali
Heteroresistan suslart
saptayabilme
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2.13. Anaerobik Enfeksiyonlarda Tedaviler
2.13.1 Anaerobik Enfeksiyonlarda Tedavi Yonetimi Prensibleri

Anaerop bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlar yaygindir ve bu bakteriler
ciddi ve hayati tehdit eden enfeksiyonlara sebep olabilirler. Anaerop bakterilerin
yapilar1 geregi hassas mikroorganizmalar olmasi sebebiyle; enfeksiyon bdlgesinden
izolasyon oranlart olduk¢a diisiiktiir. Anaerob bakterilerin yavas {iremeleri
(laboratuvar tanimlamalar1 giinler alir), enfeksiyonlarinin polimikrobiyal olmasi,
anaerobik bakterilerde artan antibiyotik direnci sebebiyle anaerobik enfeksiyonlarin

tedavisi giderek zorlasmaktadir ( Hentges 1993; Nagy 2010).

Anaerop enfeksiyonlarin tedavisinde su ii¢ ana tedavi prensibi hakimdir:

e Toksin notralizasyonu

e Doku restiriiksiyonu ile lokal bakteri ¢ogalmasini 6nlemek

e Enfeksiyonu sinirlamak, yayiliminin 6niine gegcmek

Ozellikle Clostridium (tetani ve botulinum) tiirlerinin sebep oldugu anaerop
enfeksiyonlarin tedavisinde spesifik antitoksin tedavi oldukca Onemlidir (Brook
2016a). Ancak Clostidium perfringens’ in sebep oldugu gazli gangren
enfeksiyonlarinda antitoksin tedavisi kullanimi hala tartismalidir. ( Hifumi ve ark.
2010; Hifumi ve ark. 2013).

Nekrotik doku debridmani ve abse drenaji ile enfekte dokunun oksijenasyonu
saglanacaktir. Debridman ve yabanci cisim temizligi tedavi basarisi i¢in oldukca
onemlidir. Tedavi basarisini etkileyen pek ¢ok faktor bulunmaktadir: infeksiyonun
yaygmhigr ve ciddiyeti, yetersiz cerrahi debridman, hastanin yasi, niitrisyonel
durumu, komorbid hastalik, antibiyotigin enfeksiyon bodlgesine penetre olmasini
engelleyen durum varlhigi, antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu ya da dogru
olmayan antibiyotik duyarlilik sonucu. uygunsuz tedavinin klinik cevap basarisini
etkiledigi; antibiyotik direngli anaerop patojenler ile azalmis klinik yanit arasinda
korelasyon oldugu pekgok retrospektif ve prospektif ¢aligmada bildirilmistir (Brook
2007).

Anaerop bakteriler arasinda artan antibiyotik direnci sebebiyle antibiyotik
duyarhilik testlerinin yapilmasi1 gerekliligi giderek 6nem kazanmaktadir. Anaerop
bakterilerin izolasyon ve identifikasyon ¢aligmalarinda yasanan giicliikler ve

duyarlilik testlerinin zahmetli olmasi sebebiyle; in vitro duyarlilik deneylerinin her
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zaman uygulanmasi gerekmemektedir. Ancak klavuzlarda belirtilen durumlarda
uygulanmas1 6nemle tavsiye edilmektedir (Brook ve ark. 2013).

Anaerop bakteriler icin duyarlilik testlerinin yapilmasi gerektigi durumlar
maddeler halinde sunlardir (Citron ve ark. 2011; Wexler 2007; CLSI (Wayne, PA)
2012).

e Bacteroides spp., Prevotella spp., Clostridium spp., Fusobacterium spp.,
Bilophila wadsworthia ve Sutterella wadsworthensis gibi yiiksek viriilansa
sahip bakteriler izole edildiginde;

e Steril viicut bolgelerinden alinan kiiltiirde anaerop patojen izole edildiginde;

e (Ciddi ya da yasamu tehdit eden enfeksiyonlarin varliginda ( beyin apsesi,
bakteriyemi ya da endokardit),

e Ampirik baslanan tedaviye yanit alinamamasi,

e Ampirik tedaviye klinik yanit sonrasi relaps goriilmesi,

e Hastanin klinik seyrinde Onemli olan bir antibiyotigin kullanilmasi
gerektiginde;

e Enfeksiyonundan dolay1r hastanin uzun siire antibiyotik tedavisi almak
durumunda kalacagt durumlarda (septik artrit, protez enfeksiyonu,
osteomyelit ),

e Yeni gelistirilen antimikrobiyallerin anaerop bakteriler iizerindeki etkinligini
saptayabilmek i¢in,

e Yerel hastanelerde ampirik tedavi protokollerini olusturabilecek surveyans
verisini olusturabilmek i¢in antibiyotik duyarlilik testleri yapilmalidir.

Rutin laboratuvar akiginida tiim anaeroplara antibiyotik duyarlilik testi calismak
hem maliyetli hem de zaman alicidir. Ancak duyarlilik testleri, epidemiyolojik ve
surveyans amaciyla sayili ve belirli anaerob bakteri tiirleri i¢in yapilabilir. Duyarlilik
testleri, azami olarak su antibiyotik gruplarini i¢ermelidir; penisilin, betalaktam -
betalaktamaz inhibit6rii ile kombinasyon, klindamisin, metranidazol, karbapenem
(ertapenem, meropenem ya da imipenem). Ihtiya¢ halinde ek olarak sefoksitin,
tigesiklin ve mofsifloksasin duyarlilik testleri yapilabilir (Brook 2011).

Tiim anaerop bakterilere etkiniligi olan antimikrobiyaller; betalaktam-
betalaktamaz inhibitérli kombinasyonu, kloramfenikol ve meropenemdir.
Metranidazolun, en ¢ok Bacteroides spp. ve diger Gram negatif anaerop bakteriler

lizerine etkinligi bulunmaktadir. Onemli Gram pozitif kok ve basiller (Actinomyces
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spp., Lactobacillus spp. ve bazi Propionibacterium tiirleri) lizerindeki aktivitesi ise
degisen ya da ¢ok azdir. (Lofmark ve ark. 2010).

Penisilin ve ampisilin, birinci-,ikinci- ve tigiincii-kusak sefalosporinler ve
vankomisinin gram pozitif bakterilerin coguna etkili oldugu bilinmektedir. Ancak bu
antibiyotiklerin; gram negatif basillere etkisinin dngériillemedigi ya da az oldugu
distiniilmektedir (Rasmussen ve ark. 1997).

Penisilin G, pek ¢ok Gram pozitif anaerop bakterinin in vitro duyarli oldugu
klasik ilag segenegidir. Peptostreptococcus spp. ve ¢ogu Clostridium tiirii ( bazi
Clostridium ramosum, Clostridium clostridioforme ve Clostridium innocuum harig)
penisiline duyarlidir. Amoksisillin, ampisillin ve penisilin anaerop bakteriler
tizerinde esit etkinlige sahip iken; semi-sentetik penisilinlerin etkinligi ana
bilesenden azdir (Busch ve ark. 1976; Brook 2016b).

Oral ve intraabdominal anaerop bakterilerin beta-laktamaz {iretimi sebebiyle;
amoksisillin, ampisillin ve penisilinin kullanim1 sinirhdir. Klavulanat, sulbaktam ve
tazobaktam bakteriler tarafindan iiretilen beta-laktamaz enzimine geri doniisiimsiiz
olarak baglanir. Betalaktam-betalaktamaz inhibitorlii kombinasyonlar miks
infeksiyonlarin (aerop-anaerop bakterilerin) tedavisinde iyi bir secenektir (Brook
2016b; Nagy ve ark. 2018).

Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi (IDSA) kisa zaman 6nce E.coli’de
artan direng sebebiyle; B.fragilis ve diger anaerop bakterilere karsi etkili olmasina
karsin intra-abdominal enfeksiyonlarin tedavisinde ampisilin-sulbaktami Oneri
listesinden ¢ikarmistir (Solomkin ve ark. 2010). Amokisisillin-klavulanat, hala insan
ve hayvan 1siriklarinda (6zellikle anaeroplarla iligkili) etkili bir secenek olarak
kullanilmaktadir. Piperasilin-tazobaktam ise; pek ¢cok anaerop bakteri tiiriine karsi
1yl aktivite gostermektedir (Solomkin ve ark. 2010; Brook 2016b). Pek ¢ok anaerop
bakteri sefalosporinaz tasidigindan; sinif olarak sefalosporinlerin kullanimi sinirhidir.
B.fragilis’ in sefoksitin duyarliligit % 85 oranlarinda iken; diger B.fragilis grup
tiyelerinde duyarlilik daha diisiiktiir. Sefotetanin B.fragilis grup tyeleri lizerindeki
etkinlgi sefoksitine gore daha diistiktiir. Seftriakson, sefoperazon ve sefotaksimin
Gram negatif anaeroplarda etkinligi giivenilir degildir. Seftazidim ve sefepimin ise
hem Gram pozitif ve hem de Gram negatif anaeroplara karsi aktivitesi zayiftir.
(Goldstein ve ark. 2009; Brook 2016b).

Bacteroides  fragilis’in  klindamisine direnci tiim diinyada artis

gostermektedir. Klindamisin, intra-abdominal enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde
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artik onerilmemektedir (Hecht ve ark, 1993; Snydman ve ark, 2011). Pediyatrik
intra-abdominal enfeksiyonu olan hastalara ait izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin
degerlendirildigi bir calismada; klindamisin direnci B.fragilis, B. thetaiotaomicron ve
diger B.fragilis grup bakterilerinde sirasiyla; % 6; % 80 ve % 45 olarak saptanmigtir
(Goldstein ve ark, 20006). Bakteriodes tiirleri disindaki  Prevotella spp.,
Porphyromonas  spp.,  Fusobacterium  spp.,  Peptostreptococcus  spp.,
Probionibacterium acnes gibi pek cok anaerop bakteride klindamisin direnci %
10°’nu bulmaktadir. Clostridium difficile’ de ise; klindamisin direnci ¢ok daha yiiksek
oranlara ulasmistir (Aldridge ve ark. 2001).

Vankomisin ve daptomisin tiim Gram pozitif anaeroplara etkili iken; gram
negatif anaerop basillere kars1 etkisi bulunmamaktadir. Quinupristin-dalfopristin ise;
C. perfringens, Lactobacillus spp., and Peptostreptococcus spp. tiirleri de dahil
olmak tiizere pek ¢cok gram pozitif anaerop bakteriye karsi etkili bulunmustur (Finch
1996; Blondeau ve Sanche 2002 ).

Makrolidler B.fragilis grubu ve Fusobacterium spp. haricindeki anaeroplara
kars1 orta ile iyi aktivite gostermektedir. Makrolidlerin etkili oldugu anaerop
bakteriler arasinda; pigmentli Prevotella tiirleri, Porphyromonas spp., Gram pozitif
sporsuz anaerop basiller ile belirli Clostridium tiirleri yer alir (Brook 2016b).

Klindamisin anaerop bakteriler iizerine etkinligi olan genis spektrumlu bir
ajandir. Ozellikle dental enfeksiyonlar ile aspirasyon pnomosinde kullanilir. Ancak
kan-beyin bariyerini gecemediginden menenjit tedavisinde endike degildir (Klainer
ve ark 1987; Brook 2016b).

Tetrasiklinler ve eski florokinolonlarin anaerop bakteriler lizerinde etkinligi
zayiftir. Ancak bazi genis spektrumlu florokinolonlar (gatifloksasin ve
mofsifloksasin) ve tigesiklin anaerop bakteriyel enfeksiyonlarda 6énemli bir tedavi
secenegi olma konusunda umut vaad etmektedir. Tigesiklininin etkin aktivite
gosterdigi  bakterilerin baslicalart; Streptococcus anginosus grup (S.anginosus,
S.intermedius, S. constellatus), C. perfringens, C. difficile, B. fragilis, B.
thetaiotaomicron, Bacteroides uniformis, Bacteroides vulgatus ve Parvimonas
micra‘ dir. Tigesiklin B.fragilis’ in neden oldugu komplike cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarinin tedavisi ile; B. fragilis, B.thetaiotaomicron, B.uniformis, B.
vulgatus, C.perfringens ve P.micros'un etken olduklar1 intra-abdominal
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak iizere FDA onay1 almistir (Babinchak ve

ark, 2005; Brook 2016b).
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Nitroimidazollerden; metronidazol ve tinidazol anaerop bakteriler {izerinde
benzer etkinlige sahiptir. B.fragilis grup ve diger Bacteroides tiirlerine,
Fusobacterium spp. ve Clostridium spp. iizerine oldukca etkilidir (Keating ve ark,
2005) Anaeop bakterilerin sebep oldugu santral sinir sistemi enfeksiyonlarmnin
tedavisinde de metronidazolun etkili oldugu bildirilmektedir (Brook, 1983).

Gram pozitif anaerop koklarda metranidazol direnci nadirdir. Metronidazol
direngli anaerobik kok izole edildiginde metronidazole her zaman direngli olarak
bilinen Streptococcus anginosus ile karigabilecegi akla gelmeli ve identifikasyonu
dogru olup olmadigi kontrol edilmelidir. Gram pozitif anaerop basillerde yaygindir.
Mikroaerofilik streptokoklar, Propionibacterium acnes ve Actinomyces spp. ise
metronidazole direnglidir (Brook 2011).

Karbapenemler ise; Gram negatif (Bacteroides spp. ve Prevotella spp. dahil)
ve Gram pozitif anaerop bakterilerin goguna karsi1 miikemmel etkinlik gostermektedir
(Brook 2016b).

Seftolozan-tazobaktam; yeni bir oksimino-sefalosporin olan seftolozan ile
beta-laktamaz inhibitorlerinden tazobaktamin birlesimi ile etkinligi arttirilmastir.
2014 yilinda komplike intraabdominal enfeksiyonlarmmin metranidazolle kombine
kullanim1 endikasyonu ile FDA tarafindan onay almistir(Akyliz ve ark.
2020).Anaerop bakteri tiirleri etkinliginin degiskenlik gosterdigi cesitli caligmalarda
bildirilmistir. Gram pozitif anaeroplarda diisiik MIK degerleri saptanirken; B. fragilis
dis1 B. fragilis grup iiyelerinde MIK degerleri degiskenlik gdstermistir (Snydman ve
ark. 2014; Armstrong ve ark. 2016).

2.13.2. Anaerop Bakterilerde Antibiyotik Direnci
2.13.2.1. Beta-Laktam Antibiyotik Direnci

Betalaktam antibiyotikler, hiicre duvari sentezini inhibe ederek bakterisidal etkisi
olan antibiyotik grubudur. Beta-laktam antibiyotiklere diren¢ temel olarak su {i¢

mekanizma ile gerceklesmektedir:
e Beta-laktamaz iiretimi (penisilinaz, sefalosporinaz),

e Dis membran proteinlerinde degisiklige bagli olarak, membran

gecirgenliginde azalma,
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e Penisilin baglayan proteinlerde degisikligin olusmasi1 (PBP2 Bftr, Bacteroides
fragilis grup bakterilerinde Beta-laktam antibiyotiklerin baglandiklari
proteinlerdir.) (Torun M 1999; Piriz ve ark. 2004; Pence 2019).

Ozellikle B. firagilis grup and Prevotella spp. tiirlerinde belirgin olmak {izere
anaerop bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere direng; beta-laktamaz {iretimi
yoluyla olmaktadir ( Kuriyama ve ark. 2000). Beta-laktamazlar; penisilinin ve
sefalosporinin yapisindaki siklik amid yapisini parcalayarak antibiyotigi inaktive
ederler. Beta-laktamazlar, indiiklenebilir veya yapisal olabilir, genetik olarak
aktarilabilir; kromozomal ya da plazmid kokenli olabilirler (Bush 1999). B.fragilis

grup iiyelerinin ¢ogu yapisal beta-laktamazlardan sefalosiporinaz tiretirler.

Pigmentli Prevotella spp. ile Porphyromonas spp., Prevotella bivia,
Prevotella disiens ve Fusobacterium nucleatum Oncelikli olarak penisilinaz iiretirler.
Penisiline direngli ilk vaka 1966 yilinda, sefoksitine direngli vaka ise ilk kez 1983°te
bildirilmistir (Nord ve ark. 1990; Mamal 1999). Gram pozitif anaerop koklarlar ise
geneli penisiline duyarhidir. Henliz bu bakterilerin beta-laktamaz iiretimi

bildirilmemistir ( Hetch 2006; Akgiil 2018).

Karbapenemazlar, karbapenemler de dahil olmak iizere tiim beta-laktam
antibiyotikleri inaktive edebilen beta-laktamazlardir. Bu enzimlerin geneli
kromozomal gecislidir. Ancak B.fragilis izolatlarinda, plazmid araciligla gegebilen
bir metallo-beta-laktamazin varligi Japonya’dan bildirilmistir (Bandoh ve ark.
1992). Metallo- beta-laktamaz yapisindaki bu enzimler klasik beta-laktamaz

inhibitorlerinden etkilenmezler ve sadece EDTA ile inhibe olurlar.

Bacteroides fragilis’ te karbapenem direncinden sorumlu gen, cfiA ( ccrd
olarak da bilinir) olup; kromozomda yer alirlar. cfiA direng geni, 'sessiz' olabilecegi
gibi degisik seviyelerde metallo-beta-laktamaz ifade edebilir. Sessiz durumdaki cfiA
direng genlerinin aktifleyicisi Insertion Sequences (IS) elementi ad1 verilen mobil
DNA parcalaridir. IS elementlerinin sessiz konumdaki cfiA gen bdlgesinin 6n
kismina eklenmesi ile; diren¢ geni uyarilarak enzim sentezini baslatabilmektedir.
Sessiz konumdaki cfiA genini uyaran IS elementleri arasinda IS1187, IS4351, 1S942,
IS1169, IS1186 sayilabilir (Podglajen ve ark. 1994; Kato ve ark. 2003; Ho ve ark.
2017). Onemli cfiA genlerinin varligi karbapenem direncine sebep olmaz. Bu genler

normalde konstitiisyonel ve diisiik seviyelerde eksprese edilip ancak IS elementleri
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gibi bir promotor sekans aktivatdrii bu ekpresyonu arttirir. Nitekim Avrupa’da
B.fragilis suslarinin % 9.4’ iiniin cfiA genini tasidigi ancak sadece % 0.8 ‘inin

imipeneme direnci oldugu saptanmstir (Eitel ve ark. 2013)

Karbapenem direngli ilk vaka 1983 yilinda bildirilmis olup, giiniimiizde
diren¢ %1 -4 oraninda degismektedir. Taiwan’ da yapilan bir calismada B. fragilis
ve B. fragilis grup ile bazi Prevotella tiirlerinde artan karbapenem direnci dikkat

cekicidir (Cooley ve ark. 2019).

Anaerop bakterilerde karbapenem direnci diisiik diizeylerdedir. Ertapeneme
direng, meropenem ya da imipeneme gore daha yiiksek oranlarda saptanmaktadir.
Slovenya, Ispanya, Avustralya, Brazilya ve Korea’ den bildirilen yayinlarda
karbapenem direnci diisiik ( < % 2) seviyelerde tespit edilmistir. Karbapenem
direnci Asya tlkelerinde arttigi tespit edilmisdir. Japonya’dan orta diizeyde
imipenem direnci ( % 3-10) rapor edilirken; Pakistan (% 24,1) ve Mogolistan’ da
karbapenem direnci oldukca yiiksek seviyelere ( B. fragilis’ te % 38.5 ) ulasmistir
(Cooley ve ark. 2019).

Daha da oOnemlisi Avrupa’da karbapenem direncinin diisiik oranlarda
saptanmasina karsin, imipenem i¢in azalmis duyarlilik (minimum inhibitor
konsantrasyonlardaki artis) dikkat ¢ekicidir. Bu azalmis duyarliligin klinik etkisi net
olmamakla birlikte, kaygi vericidir (Nagy ve ark. 2011).

2.13.2.2. Metranidazol Direnci

Metronidazol, 1970’ li yillarda bulunan 5-nitroimidazol tiirevi, bakterisidal
etkili bir ajandir. Metronidazol direncinin ¢ogunluklu olarak; nim (A-K) olarak
adlandirilan direng genleri tarafindan kodlanan 'nitroimidazol rediiktaz' enzimine
bagli oldugu gosterilmistir ( Pence 2019). ‘nim genleri’ kromozomal ya da plazmid
yerlesimli bulunabilirler. Pek ¢ok anaerop bakteri bu diren¢ genlerini icermesine
ragmen; Bacteroides spp. ve Parabacteroides spp. tiirlerinde baskin olarak
bulunurlar. nim genlerinin bakteri de bulunmasi fenotipik dirence yansimayabilir.
Nim gen iirtinleri diisiik seviyede ekprese olur. Ancak iliskili IS elementinin (IS942,
IS1168, IS1186, 1S4351, IS1169) eklenmesi ile aktive olur ve ekpresyonu artar.

Glinlimiizde metranidazol direci Avrupa ve Amerika’da % 2’nin altinda iken,
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Pakistan’da diren¢ (B.fragilis ) % 20.6’ ya kadar c¢ikabilmektedir (Cooley ve ark.
2019).

2.13.2.3. Klindamisin Direnci

Tiim anaerop bakteriler arasinda gegen yillara oranla klindamisin direncinin
artis gosterdigi pek cok caligmada rapor edilmistir. Klindamisin direncinden biiyiik
oranda erm geni tarafindan kodlanan 23S RNA metilaz sorumlu tutulmustur (Pence
2019). Ozellikle B.fragilis grup bakterileri arasinda saptanan yiiksek oranlardaki
klindamisin direnci sebebiyle; intra-abdominal enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde
klindamisinin kullanimi 6nerilmemektedir. TEST calisma grubunun yiiriittiigii bir
arastirmada klindamisin diren¢ oranlart Gram negatif anaeroplar i¢in % 28,4 - 48,1;

Gram pozitifler i¢in % 10,9 - 22,1 olarak tespit edilmistir (Brook ve ark. 2013).
2.13.2.4. Florokinolon Direnci

Kinolon grubu ilaglardan anaerop bakteriler {iizerinde etkinligi olan;
trovafloksasin, gatifloksasin ve moksifloksasindir. Bu ilaglardan mofsifloksasin
B.fragilis’ in sebep oldugu komplike cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinin tedavisi
ile; B.fragilis, B. thetaiotaomicron, Peptostreptococcus spp., ve C.perfringens’in
sebep oldugu miks intra-abdominal enfeksiyonlarin tedavisinde FDA onay1 almustir.
Ancak hem E.coli’ de hem de B.fragilis’ te artan kinolon direnci; mofsifloksasinin
intra-abdominal enfeksiyonlarda kullanim1 agisindan klinisyenleri diisiindiirmektedir.
Pek ¢ok calismada B.fragilis suslarinda artan mofsifloksasin direnci bildirilmistir

(Sherwood ve ark. 2011; Cobo ve ark. 2019).
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3. GEREG VE YONTEM

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin ¢esitli
kliniklerinden anaerop bakteriyel enfeksiyonu diigiiniilen ve 1 Agustos 2019 ile 25
Mart 2020 tarihleri arasinda Mikrobiyoloji Laboratuvari’na kabul edilen 6rneklerden
(periton s1visi, plevra sivisi, drenaj mayi, abse materyali, , derin doku biyopsisi, kan,
BOS, eklem sivist vb.) 197 ’ii calismaya alindi. Caligma izni Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ ndan 17 Subat 2017 Tarih Ilag ve
Tibbi Cihaz Dis1 Etik kurulu; 2017/804 sayili karari ile alinmistir.

Calismaya baslamadan 6nce kliniklerle iletisime gecilerek anaerop bakteriyel
enfeksiyonlarin 6zellikleri, Ornegin almmast ve transportu ile ilgili olarak
bilgilendirildi. Ornegin transpotu icin hazir ticari tiyoglikonatli siv1 besiyerleri;
anaerop enfeksiyon sikligimin fazla oldugu cerrahi servislere ulastirildi. Anaerop
enfeksiyon siiphesinde; sivi bazli numuneler ve kan 6rnekleri i¢in hem transport hem
de Kkiiltiir ortammi saglayan otomatize kan kiiltiir cihazimizla uyumlu “BD
BACTEC™ Lytic Anaerobic medium” kan kiiltiir siseleri klinisyenle goriisiilerek
ilgili servislere saglandi. En az 3-10 ml sivi materyal siselere inokiile edilerek
ulastirildi. Ornek aliminda cilt ve mukoza dekontaminasyonuna dikkat edilmesi
hususunda klinisyen bilgilendirildi.

Ornekler laboratuvara ulasir ulasmaz degerlendirmeye alindi. Hasta bilgileri
eksik olan numuneler c¢alisma dis1 birakildi. Steril enjentdorde ve steril plastik
kaplarda gelen Ornekler anaerop enfeksiyon icin uygun Ornek olup olmadigi
degerlendirildi. Uygun sartlarda alinmayan ve tasinmayan ornekler ile pamuklu
ekiivyonla alinan yiizeyel siirlintii 6rnekleri ¢aligma dis1 birakild.

Calismaya aldigimiz 6rnekleri makroskopik 6zellikleri (materyalin nekrotik
doku igermesi, kotli koku, piiriilan, kanli) oncelikli olarak degerlendirildi ve Gram
boyamalar1 yapildi. Gram boyamasinda; spor igerip icermemesi, anaerop bakteriler
icin tipik morfolojik goriiniimii, pleomorfik boyanma gibi morfolojik 6zellikleri

dikkate alinarak primer kiiltiir ekimi yapild.

3.1. Kiiltiir
Anaerop enfeksiyonlarin polimikrobiyal seyirli olmasi sebebiyle 6rnekler es
zamanli olarak aerobik bakteriyolojik etken yoniinden de degerlendirilmeye tabi

tutuldu. Bunun i¢in 6rneklerin % 5 insan kanli agar ve Eozilen metile blue (EMB)
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agara ekimi yapildi. Aerop kosullarda 35-37 °C’de 24 saat inkiibe edilmek iizere
etlivlere yerlestirildi.

Uygun ornekler anaerobik kiiltlir i¢in, %5 koyun kani ve vitamin K1 ile
zenginlestirilmis Scheadler temel anaerop besiyerine ekimi yapildi. Scheadler
besiyeri giinliikk hazirlandi ve taze olarak kullanildi. Sivi besiyerlerinden ise;
tiyoglikonatli broth kullanildi. Tiyoglikonatli sivi besiyeri kullanilmadan 6nce 1s1ya
tabi tutularak, rediikte olmas1 saglandi. Ornegin sivi1 besiyerinin dip kismina ekimi
sagladi. Ayn1 zamanda Orneklerden iki preperat hazirlandi ve metanolle fikse edildi.
Mikroskopik 6zellikler kaydedildi. Tiyoglikonatli siv1 besiyyerleri Gram boyamada
bakteri goriip; kiiltiirde tiretemedigimiz ya da ¢ok az bakteri kolonisi saptadigimiz
orneklerde yeniden ekim i¢in kullanildi. Selektif besiyeri olarak Bacteroides Safra
Eskiilin agar kullanildi.

Ekimleri yapilan plaklar anaerop jara (Oxoid, ingiltere) yerlestrildi. Boliim
2.1.1.de anlatilanlara uygun olarak anaerop ortam olusturuldu. 35-37 °C *de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Anaerop ortamin denetlenmesi i¢in indikator olarak resazurin
iceren strip testler (Oxoid, Hampshire, Ingiltere) kullanildi. Stribin mavi renkten
beyaza donmesi ile anaerop ortamin saglandigi diisiliniilirken (Resim 3.0.); renk
degisikligi gerceklesmediyse anaorop ortamin olugsmadig diisiiniildli ve jar agilarak
yeniden anaerop sartlar saglanmaya 6zen gosterildi.

48 saatlik inkiibasyon sonrasinda aerop ortamda iireme gozlenmeyen ancak
anaerop ortamda tiireyen koloniler incelendi. Scheadler besiyerinde iireyen ve
anaerop bakteri olmasi beklenen koloniler iki ayr1 besiyerine ekimi olacak sekilde
pasaji yapildi. Plaklardan biri anaerobik sistemde digeri CO;’li ortamda inkiibe
edilerek aerotolerans testi yapildi. Her iki ortamda da iireme gosterenler fakiiltatif
anaerop bakteri; sadece anaerop ortamda lireyenler ise anaerop bakteri olarak ileri

tanimlama ve antibiyotik duyarlilik ¢alismasina alindi.
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Resim 3.0: Genbag (Biomeriux, Fransa) i¢i anaerop ortamin rezasurin (Oxoid, UK)
ad1 verilen indikator strip ile denetimin yapilmasi; strip testteki maviden beyaz renge
olan degisim anaerop ortam sartlarin saglandigina isaret etmektedir (Caligmamizdan).

Resim 3.1. Ana plaktan E-test ve identifikasyon diskleri ile tanimlama i¢in
saflagtirma pasaj1 yapisilmis Actinomyces meyeri / odontolyticus *ye

ait goriintii (10 giinliik inkiibasyonu sonrasi alinan fotograf- tugla
kirmizist koloniler
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3.2.izole Edilen Anaerop Bakterilerin Biyokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi
ve Tamimlanmasi I¢in Yapilan Islemler

Kiiltiirlerden izole edilen anaerop bakterilerin tanimlanmasinda API 20A
(biomeriux, Fransa) panelleri, VITEK 2 yar1 otomatize sistemle uyumlu VItek ANC
(biomeriux, Fransa) identifikasyon kartlar1 ve geleneksel yontemler kullanildi.
Anaerop bakterilerin tanimlanmasinda basvurdugumuz konvansiyonel ydntemler;,
kolonilerin ve bakterilerin boyali preperatta morfolojik  gdriiniimlerinin
degerlendirilmesi, bakterinin g¢esitli biyokimyasallara etkisi, %20’lik safral
besiyerinde lireme ve eskiilin hidrolizi (Resim 3.3.) AnIDENT (Oxoid, UK)

antibiyotik tani diski ile duyarlilik zonlarinin degerlendirilmesidir.

Calismamizda rutin laboratuvar akisinda sikc¢a kullanilan API 20A panelleri
ve Vitek ANC kartlarmin anaerop bakteri tanimlamasindaki performanslarini
karsilagtirilmas1 amaclanarak her iki sistemde tanimlanan anaerop bakterilerin cins
ve tiir diizeyindeki kategorik uyumunun gosterilmesinde say1r ve yiizdelikler

kullanilmistir.

Antibiyotik tani diskleri testi icin; eritomisin (60 pg), kolistin (10 pg),
kanamisin (1000 pg), rifampisin (15 pg), penisilin (2 units) ve vankomisin (5 ug)
diskleri i¢in ticari panel halinde hazirlanmis An-Idend Discs (Oxoid, Hampshire,
Ingiltere) kullanildi. Antibiyotik diskleri ile n identifikasyon i¢in, buyyon igerisinde
hazirlanan bakteri siispansiyonu steril pamuk ekiivyon ¢ubuklar yardimiyla tim
yiizeyi kaplayacak sekilde Scheadler besiyeri ylizeyine siiriilerek ekimleri yapildi ve
antibiyotik diskleri besiyeri yiizeyine yerlestirildi. 48 saatlik anaerop ortamda
inkiibasyondan sonra zon ¢aplar1 dlgiilerek degerlendirildi. 10 mm’den kiigiik olanlar
ise direngli (R); zon c¢ap1 10 mm’den biiyiik olan diskler duyarli (S), olarak
degerlendirildi. Tanimlama firma 6nerisi dogrultusunda; asagida verilen Tablo 3.0’a

gore yapilmistir (Resim 3.2 ve Resim 3.4.).
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Tablo 3.0. Antibiyotik tani diskleri ile anaerop bakterilerin 6n identifikasyonu.

Bakteri
.E = = .E
E 2 E £e | Ew | E
) g wo ) Z E = =
£2 &2 |52 | 58 =3 s
28 |BE (22 | &« 22 | P w
Bacteroides sk S R® R R R
fragilis
Prevotella S S A\ S R® R
melaninogenica
Bacteroides S S S S R R
oralis
Bacteroides S S S S S R
ureolyticus
Fusobacterium R® R® S S S R
tiirleri
Gram pozitif S S R S S S
kok
Gram negatif S S S S S R
Kok

S: Duyarly, SR Genellikle direncli, V: Degisken, R: Direngli, RS: Genellikle duyarli

Resim 3.2. Scheadler agara ekimi yapilan Clostridium spp.’nin
AnIDENT (Oxoid) diskler ile vermis olduklar1 zon ¢aplari.



Resim 3.3. Izole edilen Bacteroides fragilis susu; Solda BEA’da eskiilin hidrolizine
bagli siyah renk degisimi; sagda antibiyotik tan1 diskleri ile B.fragilis’in
tanimlanmasi. (Calismamizdan)

) s e
Resim 3.4. Antibiyotik tani diskleriyle Gram pozitif kok olarak 6n raporlanmis.
Finegoldia magna izolat1 (Calismamizdan)
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On degerlendirmeden sonra API 20 A (Biomerieux, Marcy 1’Etoile, Fransa) paneli
(Resim 3.5.) ile identifikasyon yapilmis olup, bu panel bakterilerin asagidaki
Ozelliklerini  belirleyerek  bakteri  identifikasyonunuyapilmasina  katkida
bulunmaktadir;

- Indol olusturmasi ve iireaz aktivitesi

- Glikoz, mannitol, laktoz, sakkaroz, maltoz, salisin, ksiloz, arabinoz, gliserol,
sellobiyoz, mannoz, melezitoz, rafinoz, sorbitol, ramnoz, trehalozdan asit
olusturmalari

- Jelatin ve eskiilini hidrolize etmeleri

- Katalaz aktivitesi

- Hareket 6zelligi

- Floresans verme

Bakterinin Gram boyama oOzellikleri (kok, basil, pozitif, negatif, spor olusumu
varlig1 gibi ) de dikkate alinarak tanimlama yapilir.

Testin Yapilist; Bu test yapilirken; taze ve saf kolonilerden 6ze ile alinarak API 20 A
kitinin 6zel besiyerine (API 20 A medium) inokiile edildi, Vorteks yardimiyla
homojenizasyon saglandi ve McFarland 3 bulanikligmma ulasacak sekilde bakteri
stispansiyonlar1  hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonu steril enjektor
yardimiyla mikro tiip denilen kii¢lik bélmelerin hepsinin yarisin1 dolduracak sekilde
(jel mikro tiip kuyucugun tamami dolacak sekilde) dagitildi. indol testi i¢in ayrilan
kuyucugun yarisina kadar hazirlanan bakteri siispansiyonundan kalan kismina ise
mineral yag eklendi. 35-37 °C de anaerop sartlarda 24-36 saat inkiibe edildikten
sonra degerlendirilmeye alindi. Degerlendirme islemi f{iretici firma tarafindan

hazirlanan API 20 A kitap¢igindaki degerlendirme tablosuna gore yapildi.

Resim 3.5. izole edilen B. fiagilis’ in API 20 A’da gesitli biyokimyasal 6zellikleri gdsterilmistir.
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3.3. izole Edilen Anaerop Bakterilerde Antimikrobiyal Direncin Belirlenmesi

Calismamizda, ana plaklardan saflagtirma yapilarak pasajlanmis bakterilerin
antimikrobiyal direncini belirlemek i¢in piperasilin tazobaktam (Liofilchem, Italy),
seftazolan—tazobaktam (Liofilchem, Italy), metronidazol (Biomerieux, Marcy
I’Etoile, Fransa), penisilin G (Biomerieux, Marcy I’Etoile, Fransa) ve imipenem
(Biomerieux, Marcy I’Etoile, Fransa), klindamisin ( Biomerieux, Marcy I’Etoile,
Fransa) ve sefoksitin (Biomerieux, Marcy I’Etoile, Fransa) antibiyotiklerini i¢eren

gradient strip testleri kullanilmistir (Tablo 3.1.)

E-test antibiyotik stripleri iiretici firma Onerileri dogrultusunda uygulanmaistir.
MIK degerleri iiretici firmanin onerisine gore sefoksitin igin CLSI M 11-A6’nin,
diger antibiyotikler icin EUCAST Version 10.0 ( 2020) ‘in kabul ettigi MiK
degerlerine gore okunmustur (Tablo 3.2.) (Resim 3.6.)

Tablo 3.1. Calismamizda kullanilan E test striplerinin MIK araliklari, kodlar1 ve
tiretici firma bilgileri

Antimikrobiyal Kodu MIK arahg Uretici Firma
madde (ug/ml)

Benzilpenisilin PG 0,002-32 bioMérieux, Fransa
Sefoksitin FX 0,016-256 bioMérieux, Fransa
Imipenem IP 0,02-32 bioMérieux, Fransa
Metronidazol Mz 0,016-256 bioMérieux, Fransa
Klindamisin CM 0,016-256 bioMérieux, Fransa
Piperasilin- TPZ 0,016-256 Liofilchem S.r.1.
tazobaktam Italy

Seftolozan- C/T 0,016/ 4 -256/4 Liofilchem S.r.1.
tazobaktam Italy

Tablo 3.2. Kullanilan antibiyotikler i¢in EUCAST veya CLSI’a gore klinik sinir

degerler.

Antibiyotikler S (<= R(>)
Benzilpenisilin*® 0,25 0,5
Imipenem* 2 4
Metronidazol* 4 4
Klindamisin* 4 4
Piperasilin-tazobaktam* 8 16
Sefoksitin** 16 64

*EUCAST a gore degerlendirilmistir.

**Sefoksitin icin MIK degeri EUCAST ta bulunmadigindan degerlendirme CLSI’a gore yapilmustir.
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Resim 3.6. Ayni kolonin E test ile antibiyotik duyarlilik testli
(Calismamizdan 4. meyeri / odontolyticus 3 giinliik inkiibasyon
sonrasi sar1 parlak koloniler)
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4. BULGULAR

Calismaya hastanemizin c¢esitli kliniklerinden anaerop enfeksiyon siliphesiyle
gonderilen 197 klinik numune dahil edildi. Ornekler incelenerek aerop ve anaerop
kiiltiirleri yapildi. Kiiltiir ekimleri yapilan bu 6rneklerin 115 (%58.4) ’inde bakteri

tiremesi gozlemlendi.

Anaerop kiiltlir yapilan 197 6rnekten lireme saptananlarin 22’ sinde (% 11.2)
sadece anaerop, 78’inde (% 39.6) sadece aerop/ fakiiltatif anaerop, 15’inde (% 7.6)
hem aerop hem de anaerop iireme saptandi. Orneklerin 82 (% 41,6)’sinde iireme

goriilmedi.

Bu calismada en fazla anaerop bakteri izole edilen klinik numune grubunu
stirastyla apse (%37), drenaj (%15.2), ve biyopsi (%13) oOrnekleri izlemekteydi.
Orneklerin tiirii ve iiretilen aerop/anaerop bakteri dagilimlari Tablo 4.1.°de
verilmigtir. Caligmaya alinan orneklerin geldigi kliniklere iligkin veriler Sekil 1.’de

gosterilmigtir.

Ureme saptanan drneklerden toplam 155 mikroorganizma izole edilmis olup
bunlarin 46 (%29,7) ’s1 anaerop bakteri, 108 (% 69.7)’1 aerop/ fakiiltatif anaerop
bakteri ve 1’1 Candida spp. idi.

Calismaya alinan 197 6rnegin 37 (% 18,8) ’sinde anaerop bakteri liremesi
gbzlemlendi. Bu 37 &rnekten toplamda 46 anaerop bakteri izole edildi. Orneklerin
9’unda birden fazla anaerop bakteri iiremesi goriildii. Her bir anaerop ilireme basina
1.2 adet anaerop bakteri liremesi oldu. Bu Orneklerin 22’sinde (%11,2) sadece
anaerop bakteri liremesi goriiliitken; 15’inde (%7.6) anaerop bakteriye ek olarak en
az bir fakiiltatif anaerop bakterinin eslik ettigi miks enfeksiyonlar seklinde bakteri
izolasyonu gerceklesti. Miks iiremenin goriildiigii 15 6rnegin 4’tinde birden fazla
fakiiltatif anaerop bakteri liremesi izlendi. Miks liremelerde anaerop etkene eslik
eden fakiiltatif anaerop bakterilerden en sik izole edilen siklik sirasina gore; E.coli,
Klebsiella pneumoniae ve Enterokok spp. olarak bulundu. Sadece aerop / fakiiltatif

anaerop bakteri tirmesi gozlenen 6rneklerde de en sik E. coli liremesi goriildii.

Ureme goriilmeyen orneklerin 4’iinde Gram boyamada mikroorganizma
goriilmesine ragmen, bakteri liremesi goriilmedi. Bir 6rnekte ise mikroorganizma

goriilmedigi halde bakteri liremesi gozlendi.
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Sekil 1. Calismaya alinan 6rneklerin gonderildigi kliniklere gore dagilimlar

Tablo 4.1. Calismaya alinan klinik 6rneklerin tiirii ve iiretilen anaerop bakterilerin
bu 6rneklere gore dagilimi

Calismaya Cahsmaya Sadece Anaerop | Sadece fakiiltatif Miks* iireme
-, i bakteri izole anaerop bakteri .,
alinan 6rnegin alinan érnek o . . goriilen ornek
tiirii Sayisi (%) edilen 6rnek ) izole edilen sayist (%)
sayisi (%) ornek sayisi (%)
Apse 72 (36,5) 6 (8) 30 (42) 11 (15)
Biyopsi 26 (13,2) 5(19) 12 (47) 1(4)
Bos 1(0,5) 0 0 0
Drenaj 52 (26,4) 4(7,7) 22 (42) 3(5,8)
Kesi yeri 2 (1) 0 1 (50) 0
Periton s1visi 7(3.5) 2 (28,6) 0 0
Plevra sivisi 5(2,9) 2 (40) 0 0
Kan 2 (1) 2/2 0 0
Sinoviyal sivi 9 (4,6) 0 2 0
Yara kiiltiirii 21 (10,7) 1(4,8) 11(52,4) 0
Toplam 197 22 78 15

* Miks lireme: Fakiiltatif anaerop ve anaerop bakterinin birlikte izole edildigi rnek.

Calismamizda 37 klinik 6rnekten 46 anaerop bakteri izole edildi. 46 anaerop
etkenin 44’tinde API 20A veya Vitek ANC kartlarin en az biriyle tanimlama
yapildi(Tablo 4.2.). izole edilen 46 anaerop bakterinin 41’inde her iki sistemle
identifikasyon saglandi. API 20A tarafindan tanimlanamayan 1 izolat; ANC kart
tarafindan ‘Lactobacillus hilgardii’ olarak identifiye edildi. Vitek ANC kart
tarafindan tanimlanamayan 2 izolat ise API 20A tarafindan °B.fragilis’ ve
olarak Bu iki sistem ile de

‘Fusobacteritm nucleatum’ identifiye edildi.
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belirlenemeyn 2 susun tanimlanmasinda ise geleneksel yontemlerden faydalanildi.
Izolatlar sirasiyla ‘Gram pozitif anaerop kok’ ve ‘Gram pozitif anaerop basil’ olarak

belirlendi.

Her iki panelle de tanimlanamayan 2 izolat1 gz ardi ettigimizde API 20A ve
Vitek ANC kartin anaerop bakteri tanimlamasindaki cins diizeyindeki uyumu 35 /44
(%79,5) olarak saptandi. Cins diizeyinde uyumlu olan 35 susun 19 (%54,3)’unda tiir
diizeyinde de uyumluluk s6z konusu idi. Cins diizeyinde uyumlulugu olan ama tiir
diizeyinde uyumun olmadig1 16 anaerop bakteri gézlendi. Saptanan uyumsuzlugun 6’
sinda iki ticar1 sistemin de farkli tiirleri isaret etmesinden kaynaklandigini (Tablo
4.3.); 10 izolatta ise sistemlerden en az birinin tiir diizeyinde ayrim yapamamasindan

kaynakli uyumluluk saptanmadi.

Tablo 4.3. API 20A ve Vitek ANC ile cins diizeyinde uyumsuzluk saptanan
izolatlara iliskin sonuglarin Konvansiyonel yontemler ile uyumu.

API 20A API-20A ile VITEK 2 VITEK 2 ile
Konvansiyonel geleneksel
yontemlerin yontemlerin uyumu
uyumu*

Streptococcus yok Peptoniphilus spp. var
constellatus

Peptoniphilus var Anaerococcus prevotii var
asaccharolyticus

Peptostreptoccus spp. | var Finegoldia magna var
B.fragilis var Clostridium clostriforme yok
B.fragilis var P.disiens yok
B.fragilis var P.oralis yok

*Konvansiyonel yontemler: Gram boyama, koloni morfoloji dzellikleri, BEA’da iireme,

AnIDENT disk testi, katalaz, indol vb. biyokimyasal testler
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Tablo 4.2. Calismamizda izole edilen anaerop bakterilerin API 20A ve Vitek 2 ANC sistem ile

identifikasyonuna ait karsilagtirilmali sonuglari

API 204

VITEK 2

Peptostreptoccus spp.
Actinomyces meyeri / odontolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus

Streptococcus constellatus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptostreptoccus spp.

Peptostreptoccus spp.
Actinomyces naeslundii
Clostridium beijerinckii/butyricum

Peptostreptoccus spp.

Prevotella intermedia / disiens
Tammlanamadi
Actinomyces meyeri / odontolyticus
Peptostreptoccus spp.

Prevotella intermedia / disiens
Clostridium tertium

Prevotella intermedia / disiens
Peptoniphilus asaccharolyticus
Clostridium histolyticum

Bacteroides fragilis
Peptoniphilus asaccharolyticus

Peptostreptoccus spp.
Bacteroides fragilis
Clostridium clostriforme
B.fragilis

Veionella parvula

Tammlanamadi
Prevotella melaninogenica / oralis

Bacteroides fragilis

Actinomyces meyeri / odontolyticus
Prevotella melaninogenica / oralis
Prevotella bivia

Bacteroides ovatus / thetaiotaomicron
Peptostreptoccus spp.

Actinomyces viscosus
Clostridium beijerinckii/ butyricum
Tammlanamadi

Peptostreptoccus spp.
Clostridium spp.

Clostridium innocuum
Prevotella intermedia / disiens

Peptostreptoccus spp.
Fusobacterium nucleatum
Clostridium botulinum / sporogenes
Peptostreptoccus spp.

Clostridium tertium

Peptostreptococcus asaccharolyticus
Actinomyces odontolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus spp.

Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptostreptococcus spp.

Peptostreptococcus spp.
Actinomyces odontolyticus
Clostridium clostriforme

Peptostreptococcus anaerobicus
Prevotella disiens

Lactobacillus hilgardii

Actinomyces odontolyticus
Peptostreptococcus asaccharolyticus
Prevotella disiens

Clostridium tertium

Prevotella intermedia

Anaerococcus prevotii

Clostridium clostriforme

tanimlanamadi
Peptoniphilus asaccharolyticus

Finegoldia magna
Clostridium clostriforme
Clostridium group
Prevotella disiens

Veionella parvula
Tanimlanamadi
Prevotella melaninogenica

Prevotella oralis
Actinomyces odontolyticus
Prevotella oralis
Prevotella bivia

Bacteroides stercoris
Peptostreptococcus anaerobicus

Actinomyces viscosus
Clostridium bifermentans
Tanmmlanamadi

Peptostreptococcus asaccharolyticus
Clostridium innocuum

Clostridium innocuum

Prevotella disiens

Peptostreptococcus asaccharolyticus
tanimlanamadi

Clostridium bifermentans
Peptostreptococcus anaerobicus
Clostridium tertium
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Izolasyonu yapilan 46 susun 44’ iine gradiyent strip test (Etest; biomeriux,
Fransa) yontemi uygulanarak antibiyotik duyarlilik testi uygulandi. Antibiyotik
duyarlilik test sonuglarina iligskin veriler Tablo 4.4.’de 6zetlenmistir. Gram boyanma
ozelliklerine gore gruplanan bakterilerin antibiyotik duyarlilik oranlar1 Tablo 4.5.te
verilmistir.

Tablo 4.4. Tanimlanan anaerop bakterilerin antimikrobik duyarlilik oranlari.

Ureyen
‘?)':l‘{i:!‘r’}’ PG FX P MZ CM |TPZ C/T
0, o, o, o, o, o, %
sayisin (%) | (%) | (%) | (%) | () | (%) | MIC*s5
(%)
Actinomyces spp.* 5 4 > > 0 2 > 6
(80) | (100) | (100) | (0) | (40) | (100)
. L 4 0 2 4 3 3 4 2
Bacteroides fragilis 0) (50) | (100) | (75) | (75) | (100)
Bacteroides ovatus / 1 0 1 1 1 0 1 8
thetaiotaomicron (0) | (100) | (100) | (100) | (0) | (100)
Clostridium beijerinckii/ 2 0 2 2 2 2 2 0,032
butyricum (0) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100)
. . 2 2 2 2 2 2 2 1
Clostridium tertium (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100)
L 2 1 2 2 2 1 1 6
Clostridium innocuum (50) | (100) | (100) | (100) | (50) | (50)
. . 2 0 2 2 2 1 1 2
Clostridium clostriforme ©) | (100) | (100) | (100) | (50) | (50)
Clostridium bifermentans ! ! | ! ! ! ! 2
(100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100)

Lactobacillus hilgardii ! (8) (g) a (1) 0) (8) a (1) 0) (8) 8

Peptostreptokok spp. 10 10 10 10 10 6 10 2
(100) | (100) | (100) | (100) | (60) | (100)

Peptoniphilus 4 2 4 4 4 2 4 1
assacchorolyticus (50) | (100) | (100) | (100) | (50) | (100)

Prevotella intermedia / 4 3 4 4 4 3 4 2
disiens (75) | (100) | (100) | (100) | (75) | (100)

Prevotella melaninogenica / 2 1 2 2 2 1 2 2
oralis (50) | (100) | (100) | (100) | (50) | (100)

Prevotetella bivia ! ! ! ! ! ! ! 2
(100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100)

Fusobacterium spp ! ! ! ! ! ! ! 0,5

) (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100)

1 0 1 1 1 1 1 6
Streptococcus consellatus (0) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100)

Veionella parvula ! ! ! ! ! ! ! 0,25

(100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100)

Toplam 44 27 41 44 37 29 41 2
(61,4) |(93,2) | (100) |(84,1) | (65,9) | (93,2)

n: Orneklerde iireyen bakteri sayisini gdstermektedir

PG: Penisilin G FX: Sefoksitin IP: iImipenem MZ: Metronidazol

CM: Klindamisin ~ TPZ: Piperasilin / Tazobaktam C/T: Seftolozan tazobaktam
MICsy: izolatlarin %50’sinde {iremeyi baskilama etkinligi olan konsantrasyon
*metranidazole dogal direncli
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Tablo 4.5. Tanimlanan anaerop bakterilerin Gram boyanma oOzelliklerine gore

gruplamada antimikrobik duyarlilik oranlar

Ureyen
I;A:li‘tfr‘;p PG | FX n; MZ | CM | TPZ | C/T
sayist (%) | (%) (%) | (%) (%) (%) | MIC*s
n (%)
Gram 15 12 15 15 15 9 15 2
pozitif G4.1) | ®80) | (100) | (100) | (100) | (60) | (100)
kok
Gram 9 4 9 9 9 7 7 2
pozitif 20.5) | @4 | 100y | (00) | 00y | 78) | (78)
sporlu basil
Gram 6 4 5 6 0* 3 5 6
pozitif a3 | 67 | @3 | 100y | © | 50) | 83)
sporsuz
basil
Gram 1 1 1 1 1 1 1 0,25
negatifkok | (23) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100) | (100)
Gram 13 6 11 13 12 9 13 2
negatif 295) | @6) | 85 | (100) | 92) | (69) | (100)
basil
Toplam 44 27 41 44 37 29 41 2
(100) | (61.4) | (932) | (100) | (84.1) | (65.9) | (93.2)

*Gram pozitif sporsuz basillerden Actinomyces spp. metranidazole dogal direncli
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5. TARTISMA

Insan endojen mikroflorasinin baskin komponentleri arasinda yer alan
anaerop bakteriler, viicudumuzun ¢esitli anatomik bdlgelerinde yaygin olarak flora
bakterileri olarak bulunmakta olup hayati tehdit edebilen ciddi enfeksiyonlara yol
acabilmektedirler. Bu sebeple anaerop patojenlerin tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarlilik profillerinin bilinmesi tedavi i¢in olduk¢a Onemlidir. Ancak anaerop
bakteriler i¢in kullanilan izolasyon ve identifikasyon asamalari, aerop bakteriler i¢in
uygulanan rutin laboratuvar is akisindan oldukca farklidir ve 6zellik arz eder (Nagy

ve ark. 2018).

Bagarili anaerop bakteriyoloji ¢aligmalart i¢in Ornegin islenmesi kadar
numunenin alimi, transport kosullar1 ve siliresi de dikkat edilmesi gereken
hususlardir. Bu sebeple laboratuvar-klinik is birligi saglanmalidir. Anaerop
enfeksiyonlar endojen floradan kaynakli ve genellikle bulunduklar1 anatomik bolge
iligkilidir. Klinik-laboratuvar igbirligiyle bakteri morfoloji goriiniimleri ve Gram
boyama Ozelliklerinden de faydalanilarak flora iligkili ‘olasi anaerop enfeksiyon

etkeni’ 6n goriilebilir (Gajdacs ve ark. 2017)

Anaerop patojenin izolasyon, identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik
caligmalar1 zahmetli ve zaman alicidir. Ayrica pekc¢ok laboratuvarin alt yapisi
anaerop bakteriyoloji ¢aligmalar1 i¢in yetersizdir. Bu da bolgesel verilerin eksik
kalmasina neden olmaktadir. Ancak anaerop patojenin eldesine yonelik is akisinin
emek ve zaman gerektirmesine karsin; kiltir gold standart olma o6zelligini
korumaktir. Kiiltlir ¢caligmalarinin antibiyotik duyarlilik verilerinin izlenmesine de
olanak saglamasi; gerek ampirik tedavi protokollerinin diizenlenmesinde gerek yeni
ortaya ¢ikan direng 6zelliklerinin takibinde sik¢a kullanilmaktadir (Jousimies-Somer

ve ark. 2002).

Anaerop kiiltiir calismalarini etkin bir sekilde uygulayan laboratuvarlarda %
25 ile % 50 arasinda degisen oranlarda anaerop bakterilerin izole edildigi
bildirilmektedir. Ornek alimi ve tasinmasi, besiyeri secimi, besiyeri kalitesi ve
inkiibasyon kosullar1 gibi asamalarin ve faktorlerin optimum diizeyde tutulmasi
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda anaerop bakterilerin izole edilebilme
basarisini arttirmaktadir (Tiirkkan2008). Calismamizin baslarinda hazir besiyerleri

kullanildiginda 6zellikle Gram negatif anaerop bakterilerin izolasyon oranlarinin
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diisiik seyretmesi {izerine besiyerlerimizi laboratuvarimizda giinliik hazirlayip; taze

kullanarak bu sorunun iistesinden geldigimizi belirtmek isteriz.

Tastekin N (1998) tez calismasinda 160 klinik numuneden yapilan kiiltiirde 49 (%
31) ‘unda iireme goriilmedigini; tireme goriilen 111 kiiltiiriin 48 (% 43)’ inde sadece
aerop bakteri, 31’ inde sadece anaerop bakteri (%28) ve 32 (%28)’sinde anaerop ve
aerop bakterinin birlikte tiredigini saptamistir (Tastekin 1998).

Ercis ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada inceledikleri 394 klinik 6rnekten 120’ sinde
(%32.7) hicbir lireme olmazken; 28 (%7.6) Ornekte sadece anaerop, 75 (%20.5)
ornekte ise aerop ve anaerop bakteriler birlikte izole etmistir. Anaerop bakteri
tiremesi saptanan 103 klinik numuneden 217 anaerop bakteri izole edilmis olup;
numunelerin 15’ inde tek, 88’ inde ise fakiiltatif anaerop/anaerop miks olarak birden
fazla bakteri liremesi gorilmiistiir.

Uysal ve ark. (2014) anaerop enfeksiyon siiphesiyle gelen 543 Ornegin kayitlarini
retrospektif olarak incelemistir. Numunelerin 134’ iinde (%24.6) cesitli anaerop
bakterilerin tiredigi, 409 6rnekte (%75.3) tireme goriilmedigi saptanmistir (Uysal ve
ark. 2014).

Kaya S tez ¢alismasinda (2012), 296 klinik 6rnek inceleyerek; 11 (% 3.7)’sinde
anaerop / fakiiltatif anaerop bakterin miks iiredigini, 6rneklerin 15’inde (% 5) ise
sadece anaerop bakterilerin iiredigini saptamistir.

Seng6z ve ark. (2005) tarafindan 1503 anaerop klinik siipheli materyal inceleyerek
yapilan calismada 127 (%8.5) anaerop bakteri iiredigini saptamistir. En sik anaerop
bakteri izole edilen 6rnek batin i¢i abse ( %29. 1) olmustur ( Seng6z ve ark. 2005 ).
Dogan M (2008) tez calismasinda, fakiiltemizden 100 klinik 6rnek inceleyerek;
orneklerin 63 (%63)’ linde tireme olmadigini, 15 (%15)’ inde sadece aerop, 8 (%8)’
inde ise anaerop ve fakiiltatif anaeroplar beraber iiredigini, 14 (% 14)’ilinde ise
sadece anaerop lireme oldugunu saptamaistir.

Saat N (2018) tez caligsmasinda, 357 klinik 6rnegi inceleyerek bu 6rneklerin 45° inde
(% 12. 6) sadece anaerop, 89’unda (% 24.9) sadece aerop / fakiiltatif anaerop,
19°unda (% 5.3) hem aerop hem de anaerop iireme saptamistir. Orneklerin 204

(% 57. 1) inde ise iireme olmamistir. Saat N (2018) bu ¢alismada anaerop iireme
saptanan 64 6rnekten 95 adet anaerop bakteri izole etmis olup; her bir anaerop lireme

basina 1.2 adet anaerop bakteri liremesi saptamistir.
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Calismamizda ise 197 klinik 6rnek anaerop bakteri agisindan incelendi.
Calismamizda 197 6rnegin 22’ sinde (% 11.2) sadece anaerop, 78’inde (% 39.6)
sadece aerop/ fakiiltatif anaerop, 15’inde (% 7.6) hem aerop hem de anaerop iireme
saptandi. Orneklerin 82 (% 41.6)’sinde iireme goriilmedi. Anaerop enfeksiyon
sliphesiye isleme alinan kiiltiirlerin 37 (% 18.8)’sinde anaerop iireme oldu. Anaerop
tireme gozlenen 37 drnekten 9’ unda birden fazla anaerop bakteri iiremesi saptandi.
Bu ¢alismada toplamda 46 anaerop bakteri soyutlandi. Her bir anaerop iireme basina
1.2 adet anaerop bakteri iremesi oldu. Buna gore bizim calismamizda elde edilen bu

oranlar iilkemizdeki diger ¢alismalara benzer bulunmustur.

Kaya S. (2012) tez calismasinda anaerop bakterilerin tanimlanmasinda API
20A (Anaerobe Phenotipic Identification, BioMerieux, France) panel sistemini,
antibiyotik duyarlilik testi i¢in agar diliisyon yontemini kullanmistir. Soyutlanan
anaerop bakterilere ait 6rneklerin daha ¢ok apse (%21,6) numunelerinden olustugunu

belirtmistir.

Anaerop bakterilerin izole edildigi viicut Ornekleri incelendiginde; Saat N
(2018) 95 anaerop bakteri iirettigi tez c¢alismasinda en fazla {iremeyi apse
orneklerinden elde ettiklerini bildirmistir. Yine Dogan ve ark. (2010) 22 anaerop
bakteri iremesinden 13’1inii, Sengdz ve ark. (2005) 127 anaerop iiremenin 61’ini,
Ercis ve ark. (2005) 217 anaerop iiremenin 102’sini, Kiremit¢i ve ark (2008) 33

anaerop iiremeden 15’ini apse orneklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda da en fazla anaerop bakteri izole edilen 6rnek grubunu
apse (%37) ornekleri olusturmaktaydi. Bunu sirasiyala drenaj (%15.2) ve biyopsi
(%13) oOrnekleri izlemekteydi. Ancak Ornek basina anaerop bakteri izole etme
oranlarina baktigimizda biyopsi orneklerinde (%23.1), drenaj drneklerine (%13.5)
gore daha fazla anaerop bakteri soyutlandigi saptandi. Apse Ornekleri ise Ornek

basina diisen anaerop izole etme oraninda (%23.6) da ilk sirada yer aldi.

Calismamizda kan (2/2) , plevra (2 /5) ve periton (2/7) 6rneklerinde de 6rnek
basina anaerop izole etme yiizdesi fazla oldu ancak 6rnek sayilarinin az olmasindan
dolay1 bu 6rnek tiirleri i¢in genellemenin yapilamayacagi kanaatine varildi. BOS ve

sinoviyal sivi numunelerinde ise anaerop bakteri iiremesi goriilmedi.

Demir C tez ¢alismasinda (2015) 278 6rnekten toplam 107 (% 38.7) fakiiltatif

bakteri izoe etmis; 8 adet Ornekte ise iki farkli fakiiltatif anaerop bakteri
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tammlamustir. Tlgili calismada bu miks enfeksiyonlarda en sik soyutlanan fakiiltatif
anaerop bakteriler; E.coli ve Klebsiella spp. olarak bildirilmistir. Yapilan baska bir
caligmada ise gangrendz ve perfore apandisit vakalarindan izole edilen anaerop

bakterilere, en sik olarak FE.coli nin eslik ettigi gdzlenmistir ( Bennion ve ark, 1990).

Bu calismada ise orneklerin 15 (% 7.6)’inde anaerop bakterilere fakiiltatif
anaerop bakterilerin eslik ettigi miks enfeksiyon seklinde bakteri iiremelerine
rastlanildi. Miks {iremenin goriildiigii 15 numunenin 4’ iinde birden fazla fakiiltatif
anaerop bakteri iremesi izlendi. Miks bakteri iiremelerinde anaerop etkene eslik eden
fakiiltatif anaerop bakterilerden en sik izole edilenler siklik sirasina gore; E.coli,
Klebsiella pneumoniae ve Enterokok spp. olarak saptandi. Calismamizdaki bu

verilerin yapilan diger ¢calismalarla uyumlu oldugunu saptadik.

Calismamizda Gram boyada mikroorganizma goriilmesine ragmen bakteri
tiremesi goriilmeyen Ornek sayist 4 idi. Bu oOrnekler tiyoglikolatli geri doniis
stivisindan tekrar ekim yapildi. Ancak iireme goriilmedi. Orneklerin tiimiinde
tiyoglikolatli besiyerlerinde yapilan Gram boyamalarda fusiform yapida Gram
negatif bakteriler goriildii degerlendirme sonucu rapor edildi. ilgili klinikler ile
konusularak anaerop sartlarda yeni 6rnek istemi yapildi. Ancak yeni 6rneklerden
yapilan anaerop kiiltiirlerde de iireme olmadi. Yeni Orneklerden olan ekimlerde
iremenin  olmamasi hastalarin  ampirik  antibiyoterapiye baslanmasi ile
iliskilendirildi.

Bu orneklerle ilgili olarak en basta bakteri tiremesinin goriilmeyisini; 6rnegin
alinma ya da tasinma sirasinda anaerop kosullara uyulmamasi sebebiyle meydana
geldigini diistinmekteyiz. Bu durum fusiform Gram negatif basiller gibi oksijene son
derece hasas olan anaerop bakterilerin Ornekten izolasyon sansin1 oldukca
diistirmektedir. Klinisyen ile birebir goriisiilerek 6rneklerin alinmasi ve laboratuvara
transportu sirasinda dikkat edilecek hususlar dile getirildi. Klinik-laboratuvar
isibirliginin anaerop enfeksiyon etkenlerinin klinik O6rneklerden izolasyon sansini
arttiracagl vurgulanmistir.

Anaerop bakterilerin tanimlanmasinda bakterilerin kiiltiir besiyerinde ve
Gram boyamalarinda morfolojik goriintiileri ve pigment durumlarinin incelenmesine
ek olarak bazi biyokimyasal testlerin incelenmesi yardimer olmaktadir ( Jousimies-

Somer ve ark. 2002).
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Demir C. (2015) tez ¢alismasinda, anaerop ilireme olan orneklerde en ¢ok
B.fragilis grup (%50), ikinci siklikta Prevotella spp.(%32,1), tclincii siklikta
Fusobacterium spp. (%17,9) klinik 6rneklerden soyutlamistir.

Sengo6z ve ark. (2005) 1503 klinik 6rnekten 127 anaerop bakteri izole ettigi
calismada en sik soyutlanan anaerop bakteri % 47.2 orani ile Bacteroides spp. olup;

ikinci siklikta Peptostreptococcus spp. izole edilmistir.

Saat N (2018) tez caligmasinda kiiltiirlerden izole edilen anaerop etkenlerin
%72.8’ in1 Gram pozitif anaeroplar, % 27.2’ini Gram negatif anaeroplar tarafindan
olustugunu bildirmistir. lgili calismada Gram pozitif anaeroplardan en sik
Propionibacterium spp. (10), ikinci siklikta Actinomyces spp. (8) izole edilirken;
Gram negatif anaeroplardan ise en fazla B.fragilis grup (5) ve Prevotella spp.

soyutlamistir.

Dogan ve ark. (2010) yaptig1 tanimlama ¢aligmasinda, izole ettigi 22 anaerop
bakterinin, 10’ unun (% 45) Bacteroides spp. oldugunu, 7 tanesinin (% 32) ise Gram
pozitif anaerop bakteri (5 Peptostreptococcus grup, 2 P.niger) oldugunu bildirmistir.
Boyanova ve ark (2006) 118 hastaya ait bas-boyun apse oOrneklerinde en sik
Prevotella spp. (n=49), daha sonra siklik sirasina gore Fusobacterium spp. (n=22),

Actinomyces spp. (n=21), anaerobik kok (n=20) ve diger bakterileri izole etmislerdir.

Yaymlanan c¢alismalarda da bahsedildigi gibi, enfeksiyonun yerine gore
soyutlanan bakteri cinsi degismekle birlikte en sik izole edilen anaerop bakteri
grubunu Gram negatif anaeroplardan B.fragilis grup ve Prevotella spp.; Gram pozitif
anaeroplardan ise Peptostreptococcus spp., Actinomyces spp. ve Clostridium spp.

olusturmaktadir.

Bizim ¢alismamizda soyutlanan 46 anaerop izolatin % 69,6’sin1 Gram pozitif
anaeroplar, %30,4 iinii gram negatif anaeroplar olusturmaktaydi. Gram pozitif
anaeroplardan en sik Peptostreptokok spp. (10), ikinci siklikta Clostridium spp. (9)
soyutlanmigtir. Gram negatif anaeroplardan ise en fazla Prevotella spp. (7) ve

B.fragilis grup (5) izole edilmistir.

Anaerop bakterilerin tanimlanmasinda koloni morfolojisi, bakterinin Gram
boyanma ve mikroskopi oOzellikleri, biyokimyasal testlere reaksiyonu, pigment

olusumu gibi ozellikler rutin her laboratuvarda degerlendirilebilecek testlerdendir.
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Bunun disinda antibiyotik tanimlama diskleri anaerop bakterilerin cins diizeyinde

tanimlanmasinda faydali, pratik testlerdendir.

Anaerop bakterilerin biyokimyasal Ozelliklerine gore tanimlanmasinda
kullanilmak {izere ticar1 yar1 otomatize kart ve paneller bulunmaktadir. Cogu cins
diizeyinde giivenilir sonu¢ verebilen bu panellerin duyarliligi sistemden siteme
degismektedir. Sistemlerin karsilastirmasinda bakteri identifikasyonunda ‘altin
standart yontem’ olarak goriilen 16s rRNA gen analizi i¢in pek ¢ok laboratuvarin
gerekli alt yapis1 bulunmamaktadir. Ote yandan Matriks aracili lazer dezorpsiyon
iyonizasyon-ucus zamanli-kiitle spektrometresi (MALDI TOF MS), anaerop
bakterilerin tanimlanmasinda hizli, pratik olusu yiiksek dogruluk oranlari ile umut
vadetmektedir (Rodriguez-Cavallini ve ark. 2011). Ancak cihazin pahali olusu ve

veri tabaninin gelistiriliyor olmasi dejavantajlarindandir.

Calismamizda anaerop bakterilerin tanimlanmasinda koloni morfolojisi,
pigment olusumu, safra eskiilin hidrolizi, Gram boyama ve mikroskopi 6zellikleri
(spor olusumu, dallanma vb.), katalaz reaksiyonu gibi temel testlerin yaninda
antibiyotik tanimlama testlerinden (ANIDENT, Oxoid) faydalanarak geleneksel
yontemlerle identifiye etmeye c¢alistik. Tanimlama calismalarinda API 20A panel ve
Vitek 2 ANC kart ile de es zamanl olarak kullandik. Yontemler arast uyumu cins ve

tiir diizeyinde degerlendirdik.

Buna gore 46 anaerop bakteriden 44’ iinde API 20A veya Vitek ANC kartlar ile en
az cins diizeyinde identifikasyonu saglandi. Izolatlarin 41’inde ise; her iki sistem ile
de tanimlama yapildi. Vitek ANC kart tarafindan tespit edilemeyen 2 izolat API 20A
tarafindan B.fragilis ve Fusobacterium nucleatum olarak identifiye edildi. API 20A
tarafindan tanimlanamayan 1 izolat ise; Vitek 2 ANC kart tarafindan ‘Lactobacillus
hilgardii’ olarak tespit edildi. Her iki sistem ile de belirlenemeyen 2 susun
tanmimlanmasinda ise geleneksel yontemlerden faydalamldi. Izolatlar sirasiyla ‘Gram
pozitif anaerop kok’, ‘Gram pozitif anaerop basil’ olarak belirlendi.

Her iki panelle de identifiye edilemeyen 2 izolat1 gbz ardi ettigimizde API
20A panel ve Vitek 2 ANC kartin anaerop bakteri tanimlamasindaki cins
diizeyindeki uyumu 35 /44 (%79,5) olarak; cins seviyesinde uyumlu olan 35 susun
19’ (%54,3)’unda tiir diizeyinde de uyumluluk s6z konusu idi.

Wang Y ve ark. (2019) lan tarafindan yapilan calismada anaerop bakteri

tanimlamasinda Vitek 2 ANC yar1 otomatize sistemle 16sRNA sekans analizi
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karsilagtirtlmis. 16s rRNA yonteminin referans metod olarak degerlendigirildigi
calismada 137 adet B.fragilis gruba ait anaerop bakteri ele alinmis; Bacteroides
intestinalis’ in veri tabaninda olmamasina ragmen Vitek 2 ANC kart tarafindan
B.ovatus olarak yanlis identifiye edildigi bildirilmistir. B.fragilis olan iki izolatin
Vitek 2 ANC tarafindan B.stercoris olarak yanlis tanimlandigi; Parabacteroides
distasonis olan izolatin ise B.uniformis olarak yanlis identifiye edildigi saptanmustir.

Park GC ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada (n=35) anaerop bakterilerin
identifikasyonda kullanilan fenotipik yontemlerden API 20A ve Vitek ANC kart yar1
otomatize sistem ile referans 16s rRNA yontemi karsilastirilmistir. Ilgili calismada
Vitek 2, API20A ve 16s rRNA gen sekans analizi ile sirasiyla % 54.3; % 15.4; %
94.3 olarak tiir diizeyinde dogru tanimlama yaparken; cins diizeyinde % 77.1; % 42.3
ve %100 oranlarinda identifikasyon saglandigi bildirilmistir. Tiir diizeyinde
tanimlamada {i¢ yontem arasinda anlamli farklilik saptamiglardir.

Rennie RP ve ark. (2008) tarafindan yapilan 365 klinik anaerop izolat1 iceren
caligmada tanimlamada kullanilan Vitek 2 ANC yar1 otomatize sistemin performansi
16s rRNA yontemi ile karsilagtirilmistir. ANC kart izolatlarin % 95.1 (347 / 365)’ini
dogru tammlamistir. Izolatlarin 17 (%4.6)’si ANC kart tarafindan yanls
tanimlanirken; 1 susun tanimlamasi yapilamamistir. ANC tarafindan yanlis identifiye
edilen 17 susun 14’linde cins diizeyinde tanimlama dogru sekilde yapilirken; 3
izolatta cins seviyesinde de yanlis identifikasyon mevcuttur. ANC tarafindan cins
diizeyinde yanlis tanimlama olan izolatlarin ikisi Actinomyces naeslundii olarak
isimlendirilmis fakat 16s rRNA yontemiyle Bifidobacterium spp. Propionibacterium
spp. olarak identifiye edilmistir. 16s rRNA sekans analizi ile C.clostriforme olarak
tanimlanan 1 sus ise ANC kart ile F.nucleatum olarak tanimlamasi yapilmistir. Tiir
diizeyinde yanlis tamimlamanin yapildig1 izolatlarin 6’s1  C.perfringens disi
Clostridium tiirii izolatlarin oldugu bildirilmistir.

API 20A ve Vitek 2 ANC kart arasinda cins diizeyinde uyumsuzluk saptanan
6 izolat geleneksel yontemlerde dikkate alinarak tekrar degerlendirildi. Buna gore
API 20A-geleneksel yontem uyumu 6 izolatin 5’inde goriilirken; ANC kart-
geleneksel yontem uyumu 3/6 izolatta goriildii. API 20A ve geleneksel yontemlerle
tam uyum gosteren ancak ANC kartin uyumsuz sonug verdigi 4 izolat1 inceledik. Bu
4 izolatin 3’tinde API20A’nin ve ANIDENT disklerin ‘B.fragilis’ olarak identifiye
ettigi, eskiilin hidrolizini de tespit ettigimiz bu izolatlarin; ANC kart tarafindan

C.clostriforme, P.disiens ve P.oralis olarak tanimlandigini saptadik. B.fragilis gibi
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klinik izolatlatlarda sik¢a karsilasilan ve viriilans Ozellikleri fazla olan anaerop
bakteri tilirtinlin Vitek 2 ANC kart sistemi tarafindan yanlis tanimlanmasinin dikkate
deger oldugunu diisiinmekteyiz. B.fragilis izolatlarin1 tanimlamasinda ANC kartin
katerogorik uyumsuzlugunu saptamis benzer caligmalar bulunmaktadir (Wangy ve
ark. 2019). ANC kart tarafindan uyumsuz identifiye edilen ancak olast B.fragilis
diistiniilen izolatlara bagka bir ticari yontem ya da ek konvansiyonel metodlarin
uygulanmasi gerektigi kanaatindeyiz.

API 20A tarafindan Streptococcus constellatus verilen izolatin ise Vitek ANC
kart tarafindan Peptoniphilus spp. olarak identifiye edildigini saptadik. Ilgili susun
antibiyotik duyarlilik profiline baktigimizda metronidazole duyarli oldugunu tesspit
ettik. Streptococcus constellatus gibi pek ¢ok mikroaerofilik streptokok tiiriinlin ise
metronidazole direngli oldugu bilinmektedir.(Brook 2016Db).

Anaerop antibiyotik duyarlilik test metodlarindan agar diliisyon ydntemi
referans metod olarak kabul gormektedir. Fakat bu metod zahmetlidir ve rutin
kullanim i¢in pratik degildir. S1vi mikrodliisyon yontemi ise B.fragilis grup igin onay
almistir. Calismamizda kullandigimiz metod olan ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) onay1 almig gradiyent test (E test) ise diger yontemlere kiyasla pahali olmakla
birlikte, izolat sayisinin az oldugu laboratuvarlarda kullanilmasi Onerilen, pratik ve
giivenilir bir yontemdir (Saat 2018).

Anaerop bakteriler arasinda c¢esitli antimikrobiyallere karst duyarlilifin
azaldigin1 bildiren yaymlar mevcuttur. Demir C. (2015) tez caligmasinda en yliksek
diren¢ oranlan sirasiyla penisilin (% 78,5) ve sefoksitinde (%21,4) goriilmiistiir.
Klindamisine direng en fazla B.fragilis klinik suslarinda (%28,5) olarak bildirilmistir.
B.fragilis suslarinin hi¢birinde metronidazol direnci saptanmamaistir.

Ulger TN ve ark. (2005) tarafindan 100 B.fiagilis izolat1 ile yaptigi
calismada, suslarin tamami amoksisilin klavulonat, imipenem ve metronidazole
duyarli bulunmugtur. 2013 yilina gelindiginde aynt merkezde saptanan ilk
metranidazol direngli Bacteroides thetaiotaomicron izolat1 Ulger TN ve ark (2013)
tarafindan bildirimi yapilmistir.

Uzunkaya O. (2015) tez ¢alismasinda B.fiagilis (48) ve Bacteroides fragilis
disindaki BFG suslarini igeren toplamda 66 klinik izolatin hi¢birinde metranidazol
direnci saptamamistir. Bacteroides fragilis kokenlerinin % 10’unu meropeneme, %
8’1 ise imipeneme diren¢li bulunurken; Bacteroides fragilis disindaki BFG

bakterilerde karbapenemlere direng tespit edilmemistir.
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Jeverica ve ark (2017) yaptig1 ¢alismada B.fragilis, % 27’si klindamisine, %
99’u penisiline ve % 1’1 imipeneme direngli bulunmustur. B.fragilis izolatlarinin,
non-B.fragilis izolatlarina gore klindamisine ve amoksisilin klavulonata daha direncli
olduklari, imipeneme daha duyarli oldugu tespit edilmistir. B.fragilis grup
izolatlarindan higbirinde metronidazole direng tespit edilmemistir.

Kesli (2001) tez calismasinda 40 anaerop bakteri i¢in klindamisin, sefoksitin,
imipenem, metronidazol, penisilin, piperasilin / tazobaktama karsi direng oranlari
gradiyent test yontemi aragtirilmistir. Direng oranlar1 Gram pozitif bakteriler (n=24)
icin sirasiyla: 54, 25, 4, 38, 67, 25; Gram negatif bakteriler (n=16) igin sirasiyla;
50, 25, 0, 6, 69, 19 olarak saptanmistir. Toplam direng orani ise; imipenem i¢in %
2,5; piperasilin / tazobaktam i¢in %22,5; sefoksitin i¢in % 25, metronidazol i¢in %
25, klindamisin i¢in %52,5 ve penisilin i¢in % 67,5 olarak saptanmistir.

Dogan ve ark. (2010) tarafindan merkezimizde yapilan 22 anaerop bakterinin

antibiyotik duyarliliklarin1 degerlendirdikleri c¢alismada; imipenem, klindamisin,
metronidazol, piperasilin/ tazobaktam ve sefoksitinin duyarlilik ylizde oranlar
sirastyla 100, 82, 91, 100 ve 95 olarak saptanmistir. Ancak iilkemizde yapilan diger
calismalarda oldugu gibi bu ¢alismada yer alan Gram negatif (n=10)’lerde penisilin
direnci yiiksek olarak saptanmustir.
Anaerop bakterilere ait antibiyotik diren¢ oranlar1 bakterinin tiirline ve bolgelere gore
degisim gostermektedir. Bunlar i¢cinde Bacteroides fragilis grubu (BFG) en viriilan
ve en ¢ok antibiyotik direncinin gézlendigi anaeroplardir. B.fragilis grupta cepA geni
varliginda penislin direncinin % 97’ye ulastig1 bildigilmistir. Sefoksitin direncinin
BFG i¢cin Amerika’da %3,7-19 arasinda; diinya genelinde ise %9-75 seviyelerine
vardigini bildiren c¢aligmalar mevcuttur (Pence 2019). BFG arasinda klimdamisin
direnci ise %24-49’a ulastig1 bildirilmektedir. Metronidazol direnci ise diinya geneli
%0-2 gibi diisiik oranlardadir. Karbapenemlere de direng %0-2,5 gibi diisiik
seviyelerde izlenmekte olup; takip edilmelidir (Jeverica ve ark. 2017). Diger
anaerobik Gram negatiflerden Prevotella tiirlerinde ise penisilin direnci %0-68
arasinda seyrederken; geneli > %20 olarak tespit edilmistir (Pence ve ark. 2019).

Bizim calismamizda klinik 6rneklerden izole edilen 46 anaerop bakterinin
44’iine antibiyotik duyarhilik ¢alismasi gradiyent test (E test) yontemi kullanilarak
calisildi. Caligmada 14’1t Gram negatif olmak iizere 44 anaerop bakterinin penisilin
G, sefoksitin, imipenem, metronidazol, klindamisin, piperasilin/ tazobaktam ve

seftolozan tazobaktam i¢in duyarliliklar1 degerlendirildi.
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Penisilin direnci bakteri tiiriine ve calismanin yapildigi merkezlere gore
degiskenlik gostermekle beraber; genellikle en yliksek direncin goriildiigii antibiyotik
grubunu olusturmaktadir. Bizim ¢alismamizda da penisiline duyarlilik %61,4 olarak
bulundu. Ancak B.fragilis (n=4) icin penisilin direncini %100, Clostridium spp.
(n=9) i¢in % 55.5, Prevotella spp. (n=7) i¢in % 28.6 ve Gram pozitif koklardan
Peptoniphilus spp. (n=4) i¢in %50 oraninda saptandi. Peptostreptococcus spp.(n=10)
ve Fusobacterium spp. (n=1) izolatlarinda penisilin direnci saptanmadi.

Calismamizda  sefoksitin, metronidazol, piperasilin-tazobaktam  ve
klindamisin i¢in antibiyotik diren¢ oranlari sirasiyla %7, % 15.9, % 7, ve % 34.1
olarak saptandi. Imipeneme higbir izolatta diren¢ gdzlenmedi. Sefoksitin igin
saptadigimiz diisiik diren¢ oranlarn B.fragilis (n=4) icin %50 olarak tespit edildi.
Metronidazol direnci saptanan 7 klinik izolatin 5’ini dogal metronidazol dogal
direnci olan Actinomyces spp. olusturmaktaydi. Bir B.fragilis izolatinda ise
metronidazol direnci saptanmasi duyarlilik profillerinin yakindan takip edilmesi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Calismamizda en yiiksek diren¢ saptadigimiz
antibiyotikler penisilin ve klindamisinken; anaerop izolatlarimizda etkinligi en iyi
olanlar1 piperasilin-tazobaktam ve imipenem olarak tespit ettik.

Calismamizda yeni antibiyotiklerden seftolozan tazobaktamin anaerop
bakterilere kars1 etkinligi test etmeye ¢alistik. Saptadigimiz MIK diizeyleri 0,032-12
mg/ arasinda degiskenlik gostermekteydi. Seftolozan tazobaktam icin en yiiksek
MIK diizeyleri B.fragilis grup izolatlarinda saptanirken; en diisiik MIK Clostridium
beijerincki / butricum (MIK50:0,032 mg/L), V.parvula (MIK:0,25 mg/ L) ve
Fusobacterium spp. (MIK:0,5 mg/L) izolatlarinda saptandi. 44 izolat i¢in seftolozan
tazobaktamm MIKso:2mg/L olarak belirlendi. B.fragilis (n=4) izolatlar1 i¢in MIK
degerleri (0,064-12 mg/ L) arasinda yer alirken; bu tiir i¢in MiKso:2mg/L olarak
tespit ettik.

Armstrong ve ark.(2016)’nin seftolozan-tazobaktamin anaerop bakteriler
lizerine etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada MIK degerlerinin B.fragilis grup icin
degiskenlik gosterdigini; Bacteroides thetaiotaomicron ve Bacteroides vulgatus igin
MiKg:64mg/L olarak; Bacteroides fragilis ve Bacteroides stercoris igin
MiKgp:2mg/L olarak tespit edilmistir.

Seftolozan-tazobaktaminanaerop bakteriler tizerindeki etkinliginin
saptanabilmesi i¢in daha ¢ok bakteri tiiriinii ve sayisini igeren ¢alismalara gereksinim

vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Anaeroplar; enfeksiyon etiyolojisinde 6nemli bir paya sahip olmasina karsin;
anaerop bakteriyoloji c¢alismalar1 zahmetli, deneyim gerektiren ve maliyetli
islemlerdir. Ancak anaerop bakteriler arasinda artan antibiyotik direng¢ oranlar1 ve bu
bakterilerin ciddi enfeksiyona sebep olmalar1 sebebiyle duyarlilik ¢aligmalarina
ihtiya¢c artmaktadir. Klinik o6rneklerden anaerop bakteri izolasyon basarisini
etkileyen; orneklerin alimi, numunenin dogru sekilde transportu gibi pre-analitik
siirecin yonetiminde klinik-laboratuvar is birligi sarttir. Laboratuvar akisinda
besiyerinin giinliik ve taze olmasi, islemler sirasinda anaerop ortamin saglanmast,
dogru identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik caligmalarinda standardizasyon gibi
hususlarda olduk¢a onemlidir. Calismamizda iki ticari yar1 otomatize identifikasyon
yontemi kiyaslanmis olup; literatirde bu konuda smnirli sayida calisma
bulunmaktadir. Sistemler aras1 uyumsuzluklarin aydinlatilmasi i¢in daha fazla say1
ve bakteri tliriinii igeren genis ¢apli calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Anaerop bakteriler i¢in antibiyotik duyarlihik c¢alismalari rutin olarak
onerilmemekle birlikte; direng profili yiiksek olma ihtimali olan izolatlara
uygulanmasi onerilmektedir. Calismamizda klindamisine kars1 goriilen yiiksek direng
oranlar1 sebebiyle ampirik tedavi i¢in kullanilmasini 6nermemekle birlikte, ihtiyag
halinde antibiyotik duyarlilik sonucuna bagvurarak kullanilmasini tavsiye
etmekteyiz. Calismamizda yeni antibiyotiklerden seftolozan tazobaktamin anaerop
bakteriler {izerindeki etkinligini degerlendirmeye calistik. ilgili antibiyotik icin MiK
degerininbakteri tiirleri arasinda oldukga degiskenlik gosterdigini tespit ettik. Ancak
anaeroplara karsi bu antibiyotigin etkisini kavrayabilmemiz i¢in daha c¢ok bakteri
tiirli ve sayisini igeren genig ¢apli caligmalara gereksinim vardir.

Rutin olarak anaerop etkenler igin antibiyotik duyarlilik testleri gerekli
goriilmese de; klinik izolatlar saklanarak belirli araliklarla duyarlilik caligmalari
yapmali ve direng profilleri yakindan takip edilmelidir. Bu sayede elde eldilen
verilerin akilct antibiyotik kullanim politikalarinin uygulanmasinda faydali olacagi

kanatini tagimaktay1z.
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