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1.GIRIS VE AMAC

Dogada ve insan florasinda bol miktarda anaerop bakteri mevcuttur. Anaerop
bakteriler deri, gastrointestinal sistem, vajen ve burun gibi insan viicudunun bir¢ok
organindan normal flora bakterileri olarak izole edilebilmektedir. Anaerop
bakterilerin ¢ogu saprofittir ve patojen olanlarin sayisi olduk¢a azdir. Normal
kosullarda enfeksiyon olusturmazlar ancak doku hasari ile iliskili olarak redoks
potansiyelinin diistiigli durumlarda ve fakiiltatif anaerop bakterilerle birlikte miks

enfeksiyon etkeni olabilmektedir.

Anaerop bakteriler ciddi seyirli enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Klinik
orneklerinden degisen oranlarda anaerop bakteri izole edildigi de etkili anaerop
calismasi yapilan laboratuvarlardan bildirilmektedir. Anaerop bakteri enfeksiyonlari
cogu zaman gozden kacabilmektedir ¢iinkii izolasyon ve identifikasyonu oldukg¢a
giigtiir. Dolayisiyla bu durum morbidite ve motaliteyi olumsuz yonde etkilemektedir.
Ekzojen kaynakli anaerop bakteri enfeksiyonlar1 basta olmak iizere, anaerop
enfeksiyonlar i¢in uygun antimikrobik tedavi baslanmazsa vakalar mortal seyirli

olabilmektedir.

Anaerop bakteri enfeksiyon etkenlerinin viicudun hangi bolgesinde
olustugunun bilinmesi, empirik tedavinin belirlenmesi agisindan oldukc¢a 6nemlidir
onemlidir. Aanaerop ajanlara karsi siklikla artan direncin bildirilmesi, antibiyotik

diren¢ oranlarmnin belirlenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anaerop bakteri identifikasyonunda siipheli klinik 6rnegin laboratuvara cok
hizl1 bir sekilde ve uygun tekniklerle ulastirilmasi ¢ok dnemlidir. Klinik 6rneklerin
alimmasi1 ve laboratuvara ulastirilmasinda yeterli O6zenin gosterilmemesi ve
laboratuvarin uygun izolasyon stratejilerini belirlememesi nedeniyle bu bakterilerin
izolasyonunda basar1 orani ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle laboratuarlarin ¢ogu anaerop
bakterilerin izolasyon ve tanimlanmasinda basarisiz kalmaktadir. Antibiyotik direng

profilleri de bolgesel veri agisindan eksik kalmaktadir.



Aanaerop bakterilere karsi artan ila¢ direncin goriilmesiyle birlikte, anaerop
bakterilerin izolasyonu, tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliligmnin arastirilmasina
onem verilmeye baslanmistir. Klinisyenlerin anaerop bakteriler konusunda
bilgilendirilmeleri bu bakterilerin tedavisinde basar1 sansini arttiracagr da bir

gercektir.

Bu calismada, hastanemizde anaerop kiiltliir ¢aligmalarinin baglatilmasi ve
gelistirilmesi, hastanemiz i¢in uygun olabilecek etkin ¢alismanin planlamasi
hedeflenmektedir. Ayni zamanda ¢esitli klinik 6rneklerde enfeksiyon etkeni olan
gram negatif anaerop bakterilerin izolasyon oranlarmin belirlenmesi, izole edilen
anaerop bakterilerin tanimlanmasi ve cesitli antibiyotiklere kars1 direng oranlarmin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Anaerop Bakteri Nedir?

Anaerop  bakteriler, ortamda  oksijen bulunmadiginda {ireyebilen
mikroorganizmalar olarak tanimlanmalarina ragmen, ¢esitli anaerop bakterilerin
oksijene olan ilgileri farklidir. Anaerop bakteriler, oksijene olan duyarlliklar
degislik gosteren, iireyebilmeleri i¢in ortamdaki serbest oksijenin uzaklastirilmasina
ithtiya¢ duyan, normal atmosferik kosullarda ve %5-10 karbondioksitli ortamda kati

besiyerinde tireyemeyen bakterilerdir ( Kaya, 2012).

2.2 Anaerop Bakterilerin Tarih¢esi

Anaerop bakteriler oksijensiz ortamda yasayabilen mikro canlilar olarak ifade
edilir. Hayat i¢in havanin varligi, gerekli olan sartlarin basinda geldigi bilindigi i¢in
havasiz ortamda canliligim miimkiin olabilecegine uzun siire ihtimal verilmemisti.
Anaerop bakteriyolojinin tarih¢esini iki doneme ayirabiliriz. Birincisi; anaerop
bakteriler ile meydana gelen bir hastaligin klinik olarak tanimlanmasi ki bu M.O
4.yy’da Hipokrat’m tetanoz hastahgini tanimlamasiyla baslamis daha sonra M.O
4.yy’da Xenephon Yunanli askerlerde Akut nekrotizan iilseratif gingivitisin ilk klinik
tanimin1 yapmis ve 1845 yilinda Von Langenbeck ilk olarak Aktinomikozisin klinik

bulgularini tanimlamustir(Kesli, 2001;Finegold, 1994).

Anaerop bakteriyolojinin ge¢misine ait ikinci donem ise; bakterilerinin in-
vitro olarak kiiltiir ortaminda iiretilebilmesi, 151k mikroskobu ile incelenmesi ve
tanimlanmasin1  kapsamaktadir ki bu doneme ait ilk bilgiler Antonie Von
Leewenhook’dan gelmistir. 1680 yilinda “animalcules” olarak isimlendirdigi havasiz
ortamda yasayabilen ve hareket eden canlilardan bahsetmistir. ikinci déneme ait ilk

ve en dnemli adim Louis Pasteur tarafindan atilmigtir. Pasteur 1861 yilinda Vibrion



butyrique’yi (Clostridium butyricum) bulmus, bu bakterinin kendisini kesfettigi
butirik fermentasyona neden oldugunu ifade etmistir. 1863 yilinda bakterileri aerob
ve anaerop olarak ikiye ayirmis, 1877 de Jubert ile birlikte yiiriittiigii ¢aligmalarin
sonucunda ilk patojen anaerop bakteriler olan Clostridium septicum’u (Vibrion
septique) iiretmis, 1878 yilinda ise aerob ve anaerop bakterilerden bagka fakiiltatif

olan bakterilerin de bulundugunu bildirmistir(Kesli, 2001;Finegold, 1994).

2.3 Anaerop Bakterilerin Oksijen Ile Olan Tliskileri

Bakterilerin anaerop bir ortamda ¢ogalmasi igin ii¢ parametre gerekmektedir ki
bunlardan birincisi iiretilmek istenilen bakterinin kendisine ait bir 6zelliktir, diger
ikisi ise bakterinin bulundugu ortam ile alakalidir. Bunlar1 su sekilde siralayabiliriz;
1) Bakteride oksijen metabolizmasi i¢in gerekli olan sitokrom sistemi ve siiperoksit
dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimlerinin yoklugu.

2) Ortamin oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli ( redoks potansiyeli = Eh ) ve ortamin
pH™1

3) Ortamda yer alan oksijen ile hidrojen gazlarinin konsantransyonu.

Anaerop bakteriler terminal elektron alicis1 olarak oksijeni kullanamazlar ve
gereksindikleri enerjiyi fermentasyon ile saglarlar. Molekiiler oksijen, anaerop
bakterilerin biiyiik cogunlugu i¢in farkli seviyelerde oldiiriicii etki gosterir. Oksijenin
flavo proteinlerin araciligi ile olusan {iriinlerinden biri olan siiperoksit radikali ( O3 )
ve bu sliperoksit anyonunun hiicrede hidrojen peroksit ile reaksiyon girmesi ile agiga
¢ikan ve bilinen en giiglii biyolojik oksidan olan serbest hidroksil radikali (OH),
stiperoksit anyonu (Oy) ile serbest hidroksil radikali (OH) arasindaki reaksiyonun

iirlinii olan singlet (serbest ) oksijen (O>) hiicreler i¢in toksiktirler.

Anaerop bakterilerde siiperoksit dismutaz ( SOD ) katalaz ve peroksidaz gibi
enzimler bulunmamaktadir. Siiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit radikallerinin

(O2) daha az toksik olan hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene (O3)



donistiiriildigli reaksiyonu katalizlemektedirler. Katalaz enzimi ise hidrojen
peroksidin su ( H2,O ) ve oksijene ( O; ) doniisiimiinii saglamaktadir. Bu enzimlerin
olmayis1 oksijen metobolizmasmin toksik triinleri olan siiperoksit anyonu (O3-)
serbest hidroksil radikali (OH), singlet oksijen (O;) ve hidrojen peroksitin (H20,)
etkisiz hale getirilememesi ile birikimine sebep olmakta; bunlar ise bakteri {izerine
toksik etki yapmaktadirlar. Bu metabolik {iriinler bakteri hiicresinin lipid
kompenentlerinde ve spesifik dig membran proteinlerde yikimlara ve DNA zincirinde
kirilmalara sebep olmaktadir. Ayrica bakteri metobolizmasi i¢in hayati 6neme sahip
olan belirli enzim sistemlerini inaktive etmektedirler. Birgok anaerop ve fakiiltatif
anaerop bakteriler bu metabolik tiriinlerin zararh etkilerinden peroksidaz, katalaz ve
siiperoksit dismutaz’in varligi ile korunmaktadirlar. Onceleri anaeroplarda oksijen
toksisitesinin bu koruyucu enzimlerin yokluguna bagli oldugu diisiiniilmekteydi.
Fakat bugiin Bacteroides tiirlerinin ve diger tiirlerden bir ¢ogunun oksijene maruz
kaldig1 anda siiperoksid dismutaz fiirettikleri bilinmektedir. Siiperoksid dismutaz
enziminin seviyesi Gr(-) lerde Gr ( + )’ lerden daha yiiksektir ve orta derecede
zorunlu (moderate obligate) anaeroplarda oksijen toleransinin derecesi ile dogru
orantilidir. Bacteroides, Pepostreptococcus ve Propionibacterium cinslerinin bazi
tiirlerinde katalaz tretimi bildirilmistir; fakat oksijen toleransi ile dogru orantili
degildir. Anaeroplarda peroksidaz aktivitesi gosterilememistir. Boylece stiperoksid
dismutaz gibi enzimler anaeroplarin oksijen toleransinda ve virulansinda 6nemli rol
oynamaktadir. Bununla birlikte Clostridium perfiringens gibi diger anaeroplarin
koruyucu enzimleri olmamasina ragmen 72 saat veya daha fazla siire oksijene maruz
kalmca canlihgmi devam ettirebilmesinin nedeni ise bilinmemektedir (Kesli,
2001;Fmegold, 1994;Brooks, 1991;Murray, 1991)

2.4 Anaerop Bakteriler

Anaerop Bakterilerin Simiflandirilmasi ve Siniflamada Yenilikler;

Kemotaksonomi canli organizmalarin kimyasal varyasyonlar1 {izerinde

calismak ve kimyasal karakterlerin siniflandirma ve tanimlamada kullanilmasidir.



Mikroorganizmalarin birgok farkli kimyasal kompenentleri ve onlarm {iriinleri
taksonomik amaglar i¢in kullanilabilmektedir. Modern genetik veya molekiiler
biyolojik tekniklerin mikroorganizmalarin taksonomik iligkilerinin belirlenmesine
yonelik caligmalarda kullanilmasi ile bu alanda 6nemli gelismeler olmustur(Kesli,

2001; Hardie, 1988).

Anaeroplarm  smiflandirilmas1  klasik  yontemle bakterilerin morfolojik
goriiniimleri ve fenotipik Ozelliklerine gore yapilmaktadir. Anaerop bakterilerin
smiflandirilmas1  heniiz tamamlanmamistir; son yillarda molekiiler biyolojik
tekniklerin  gelisgmesi sonucu bakterilerin genetik benzerligi  6zelliklerine
dayandirilarak modern sistematik ile siniflandirmalar yapilmistir (Kesli, 2001,

Hardie, 1988).

Bu teknikler arasinda en sik kullanilanlardan biri bakterilerin glikoz
metabolizmasinin son triinlerinin saptanmasi i¢in kullanilan likit-gaz kromatografisi
Guanin + Sitozin igeriginin ve jel — elektroforez ile selliiler proteinlerin
belirlenmesidir. Bakterilerin siniflandirilmasinda kimyasal o6zellikler(Kesli, 2001;
Hardie, 1988). Anaerop Bakterilerde smiflandirma ve smiflandirmada yenilikler

asagida detayli olarak verilmistir.

2.4.1 Gram Negatif Anaerop Bakteriler

a. Gram Negatif Anaerop Comaklar

Yeni dogan oral kavitesi ¢ogunlukla sterildir. Siit ¢ocuklarmin %350’sinde
Fusobacterium spp. ve daha az oranda diger gram negatif anaerop c¢omaklar
saptanabilir. B.fragilis ile kolonizasyon, kanama ve tikanma ile duedonal iilser gibi
durumlarda midede meydana gelebilir. Terminal ileumda hemen hemen ayni sayida
fakiiltatif aerop ve anaerop mikroorganizmalar bulunur. Oncelikli olarak B.fragilis

yer almaktadir. Bir yetiskin disk1 florasinda yaklasik olarak 10*2 /g. Bacteroides spp.



bulunurken Fusobacterium spp. %18 oraninda bulunur. Bacteroides, Prevotella ve
Fusobacterium spp. vaginal florada ¢ok fazla miktarda bulunur. Bacteroides tiirleri el

yiizeyinde birkag saat canliligini koruyabilirler. Bacteroides’ler hastane ortamindan
elde edilebilirler (Finegold, 1996).

Mukokiitandz yiizeylerde aerop ve anaerop bakteriler normal flora
elemanlarin1 olusturmaktadir. Bu bakterilerin miktarlar1 ve cinsleri bulunduklar1
anatomik bolgelere gore farklilk gostermektedir (James, 2000).  Anaerop
enfeksiyonlarin olusmasinda en 6nemli faktor normal florada bulunan bu bakterilerin
herhangi bir bolgedeki anatomik biitiinliigiin bozulmasi sonucunda bulunduklar1
bolgeden baska bolgelere ge¢meleridir. Anaerop enfeksiyonlarin ¢cogunlugu normal
floradan koken aldiklar1 i¢in endojen enfeksiyonlardir. Clostridial enfeksiyonlar gibi

ekzojen kaynakli olanlar1 da vardir (Tungkanat, 2002).

1.Bacteroides fragilis Grup

Bacteroides tiirleri normal floranin ¢ok Onemli bir boliimiinii olusturur.
B.fragilis grup tiyeleri kolon florasinda ¢ok miktarda bulunurlar. Klinik 6rneklerde
siklikla rastlanan anaeroplardir. Antibiyotiklere diger anaeroplara gore daha
direnglidir ve bu diren¢ her gecen giin daha da artmaktadir(Lofmark, 2005).
Bacteroides tiirleri diger anaeroplar gibi ¢ogunlukla firsat¢idir ve viicudun degisik

bolgelerinde enfeksiyona yol agarlar (Goldstein, 1999).

Siniflandirmasi; Bacteroides cinsi, safraya duyarli ve safraya direngli olmak
iizere ikiye ayrilabilir. Safraya duyarl tiirler eskiden pigmentli ve pigmentsiz tiirler
olarak ayrilirdi. Ancak c¢ogu pigmentli safraya duyarli Bacteroides spp.,
Porphyromonas ve Prevotella genusu i¢inde yeniden siniflandirildi. Birgok
pigmentsiz Bacteroides tiirli Prevotella genusuna aktarildi. Safraya direncgli olanlar
Bacteroides spp., B.frgilis grup olmakla birlikte B.splanchnicus ve B.eggerthii
seklindeki diger iki tiir seklinde tanimlanir (Engelkrik, 2007).



Boyanma ve morfolojik 6zellikleri ise, biiytiklikleri 0.5-0.8 pm x 1.5 -9 um
arasindadir. Gram boyamada gram negatif, genellikle basil veya kokobasil seklinde
gortliirler. Ayrica vakuollii, bipolar boyanmis ve ¢cogunlukla kapsiilliidiirler. Buyyon
kiiltiirlerinde pleomorfik sekilde olabilirler (Engelkrik, 2007; Winn, 2006).
Bacteroides fragilis Grup iiyelerinde kiiltiir; anaerop Bazal Agar (AnBAP)
besiyerinde 1-4 mm c¢apinda, hemolizsiz, gri, yar1 opak koloniler olustururlar (Winn,
2006). Besiyerinde hemin bulunmadiginda jenerasyon siiresi 8 saat iken, hemin ilave
besiyerinde bu siire 2 saate kadar inmektedir. Hemin, sitokrom enzimlerini
sentezlemeye katkida bulunarak ilave ATP enerjisi olusturmalarma sebep olur.
Bacteroides gram negatif hiicre duvar yapisina sahip olmasina ragmen lipid A
kismmi icermez dolayisiyla endotoksinin biyolojik etkisi yoktur. Tamami
sakkarolitiktir. Karbonhidrat fermentasyon paternleri identifikasyonda yardimci
parametredir(Winn, 2006). B.fragilis grup %20 safra’da iirer. Daima 3 6zel potensli
antibiyotik disklere direnclidir. Ancak bazi nadir suslar kolistine duyarhdir.
B.ureolyticus kanamisin ve kolistine duyarl, vankomisine ise direnglidir (Forbes,
2007). Bacteroides Safrali Eskiilin Agar (BBE) besiyerinde gri ve 1mm’den daha
biliyiik ¢apta iirer. Bacteroides kolonileri orjinal rengi acik sar1 olan besiyerinin
etrafim kahverengi-siyah renge doniistiirlir. Besiyerinin siyah renge doniismesi
eskiilin hidrolizini, iyi {ireme ise safrayi tolere ettiklerini gosterir. B.splanchnicus ve

B.eggerthii’de safraya direnclidir ve eskiilini hidrolize ederler (Engelkrik, 2007).

Virulans faktorleri ve patojenite; barsak duvarmin harabiyete ugramasi s6z
konusu oldugunda normal flora iiyeleri steril periton bosluguna gecer ve yaklasik 20
saat iginde enfeksiyonun akut safhasimi olusturur(Willis, 1991). Aerop patojenler
doku harabiyetini baglatir, bunun sonucu olarak da oksidasyon rediiksiyon
potansiyeli azalir. Ortamda yeterli oksijen kalmayimca anaerop mikroorganizmalar
cogalir ve enfeksiyonun kronik safthasinda baskin hale gelirler (Willis, 1991;
Zaleznik, 1989).

Apse Olusumu; barsak enfeksiyonlarinin en 6nde gelen komplikasyonudur.
Apse, fibroz bir zar ile cevrilen 6lii polimorfoniiveli 16kositler ve bakterilerden

olusur. Apse’ler metastaz yapabilir ve bakteremi ve dissemine enfeksiyona sebep



olabilir. Apse olusumu Bacteroides’lerin polisakkarit kapsiiline karsi immiin
sistemin olusturdugu patolojik bir cevaptan ibarettir (Willis, 1991). Kapsiil antikora
bagimli immiin cevabi stimiile eder ancak B.fragilis kapsiilii T hiicre bagimli immiin

cevabi stimiile eder (Zaleznik, 1989).

Peritoneal kontaminasyon olustugunda viicut bu invazyona karsi savunmaya;
lenfatik yol, fagositozis, fibrin sekestrasyonu ve anatomik lokalizasyon ile calisir.
Anaerop bakteriler apse formasyonu olusturmak icin fakiiltatif mikroorganizmalarla
sinerjistik rol oynar. Fakiiltatif bakteriler ortamin oksido-rediiksiyon potansiyelini
(Eh ) disiirtir. Bu da anaeroplarin iiremesini kolaylastirarak enfeksiyon siirecini

ilerletir (Goldstein, 2002).

Kapsiil Varligi: Fagositozu Onleme ozelligi gosterir (Rotstein, 1986). f-
Laktamaz enzimi salinimi (Willis, 1991). Katalaz, siiperoksit dismutaz genlerini tasir
ayn1 zamanda oksijenle indiiklenen 28 ayr1 protein geni tasirlar. Ug giine kadar
atmosferik oksijeni tolere edebilir (Rocha, 1996). Frajilizin: Jelatin, aktin,
tropomiyozin ve fibrinojeni hidroliz edebilen bir metalloproteazdir. Diyare olusturan
Bacteroides fragilis Grup suslarinda frajilizin toksini saflagtirilmistir. Enterositlere
bu yolla sitotoksik etki yapar ve diyareye yol acar. ETBF (Enterotoksijenik
B.fragilis) suslar1 barsak dis1 enfeksiyonlara da yol agarlar. 1-5 yas arasi ¢ocuklarda
goriilen ve kendiliginden gecen ishal etkeni ETBF’dir. Saglikli kisilerde ise yaklagik
% 6,5 oraninda ETBF tasiyiciligi saptanmistir (Moncrief, 1995).

Direng mekanizmalar1 ise sOyledir, anaerop bakterilere bagl enfeksiyonlarin
tedavisinde [-laktam grubu antibiyotikler 6nemli bir yer tutmaktadirlar. Fakat,
ozellikle Bacteroides grubu bakteriler bu antibiyotiklere yiiksek oranda direng
gostermektedir (Nord, 1990). B-laktam antibiyotiklere direng¢ mekanizmalarini su
sekilde tarif edebiliriz; Penisilin baglayic1 proteinlerde (PBP) degisiklik: Bakteri
kromozomlarinda mutasyon sonucu olusan yeni PBP’lere, B-laktam grubu
antibiyotikler baglanamamakta ve etkili olamamaktadirlar. Ayrica aztreonam gibi

monobaktam’larin, B.fragilis’in PBP’lere zayif afinite gosterdikleri ve bu bakteriler



tizerinde etkili olmadiklar1 bilinmektedir(Tiirkkan, 2008). Gegirgenligin azalmast:
Kromozomlarda gelisen mutasyonlardan dolay1 dis membran proteinlerinden 40-50
kD’luk porin kaybi oldugu, bu nedenle gegirgenligin azaldigi, B-laktam grubu
antibiyotiklerin PBP’lere ulasamadigi tespit edilmistir(Tirkkan, 2008). f-
laktamaz’larla antibiyotiklerin inaktivasyonu: En sik goriilen sekildir. Bakteri tirettigi
B-laktamaz’larla B-laktam halkasini hidrolize ederek antibiyotigi inaktif hale
getirmektedir (Ulger, 2006). B-laktamaz inhibitdrleriyle kombine edilmis B-laktam
antibiyotiklere kars1 diren¢ ¢ok az gelismistir. Bu direng orani cesitli iilkelerde,
Bacteroides  fragilis grup (BFG) bakterilerinde % 0-2.4 arasinda
degismektedir(Snydman, 2002; Ulger, 2005). En sik izole edilen ve grup iginde en
duyarli oldugu halde B.fragilis’in penisilin direnci grup igindeki diger bakteriler
arasinda en yiiksektir. Penisilin ve ampisiline direncin en yaygin mekanizmasi
kromozomal olarak kodlanabilen, transfer edilebildigi heniiz gdsterilmemis
sefalosporinazdir.  Bacteroides tiirleri  sefalosporinaz  salgilayarak 3.kusak
sefalosporinlere direng gosterirler. Sefoksitin direnci B.fragilis tiiriinde diisiik oranda
(% 3-6) iken, diger tiirlerde 6zellikle B.ovatus ‘da % 84 oraninda sefoksitin direnci
goriilmiistiir. B-lactamaz Bacteroides’lerin biiyiik ¢ogunda bulunur ancak B-lactam-
B-lactamaz inhibitorlii kombinasyonlar ile inhibe olurlar. Ampisilin sulbaktam,
tikarsilin klavulonik asit, piperasilin-tazobaktam direnci ise % 2’den daha az olarak

saptanmustir (Snydman, 2002).

Bazi B.fragilis suslarinin salgiladig: fragilizinin iiretiminin bakteri DNA’sinda
bulunan patogenez adacigindaki bft geni tarafindan kodlandigi ve bu adacigm her iki
ucunda mobil genlerin bulundugu saptanmistir. Bu adaciklarin ETBF
(Enterotoksijenik B.fragilis)’lerden diger B.fragilis’lere kismen veya tamamen
nakledilebildigi tespit edilmistir. Direncli bakterilerin duyarli bakterilere direng
aktarimmda bu mobil genlerin 6nemli olduklar1 anlagilmistir. Ancak yapilan bir
calismada bft geni pozitif ve negatif gruplar arasinda direng farkliliginin istatistiksel
olarak bir anlam ifade etmedigi, diskidan izole edilen bft geni pozitif suslarda

piperasiline direng oldugu gozlenmistir (Snydman, 2002).

10



Sefoksitin ve sefotaksime karsi direng cep A ve cfx A p-lactamaz genleri
tarafindan kodlanir. Plazmid veya mobil transpozonlar ile transfer edilebilir (Rogers,
1993). Karbapenem (imipenem, ertapenem, meropenem) direnci orani diinya ¢apinda
tim B.fragilis grup i¢inde %1’den daha azdir. Bu genis spektrumlu f-laktamaz
direnci cflA ve ccrA genlerinden biri tarafindan kodlanir. B-laktam-B-laktamaz
inhibitorlii kombinasyonlara karsi direng saglayan bir class B metallobetalaktamaz

eksprese eden genlerdir (Thompson, 1990; Fang, 2002).

B.fragilis kokenlerinde arastirilan sefoksitin direnci, bakterilerin dis membran
gecirgenliginin azalmasma da bagli oldugu distiniilmektedir. B. fragilis’ler
Aminoglikozidlere dogal direnglidir. Ciinkii bu ilacin hiicre i¢ine alinimini oksijen ya
da nitrat bagimhi bir ETZ kullanan ve enerji gerektiren bir olaydir. Anaerop

bakterilerde ise bu sistem bulunmamaktadir (Torun, 1999).

B.fragilis grup arasinda klindamisin direnci 20 yildan fazla bir zamandir
mevcuttur. Yapilan birgok calismada %10-%40 aras1 degisen direng oranlar1 rapor
edilmistir(Hecht, 2004). Ribozomal degisikligi yapan ise N-metil transferaz
enzimidir. Erm ( eritromisin ribozom metilasyonu ) adi verilen genlerin triiniidir.

B.fragilis ’te Erm F, Erm FS, Erm G ve Erm B tanimlanmustir (Torun, 1999).

Anaerop bakterilerin etken olarak karsimiza ¢ikan enfeksiyonlarda makrolid-
linkozamid-streptogramin ~ (MLSb)  grubu  i¢inde  siklikla  klindamisin
kullanilmaktadir. Klindamisin bakteri ribozomunun 50S alt birimine baglanarak
protein sentezini inhibe eder. Dolayisiyla 23S rRNA’da metilasyon sonucu
klindamisin hedef bolgeye baglanamamakta ve ilag etkisiz kalmaktadir (Roberts,
1995). Bacteroides fragilis grubu bakterilerde klindamisine yiiksek oranda gelisen
diren¢ nedeniyle emprik tedavide tercih edilecek ilk siradaki antibiyotikler arasinda

yer almamaktadir (Ulger, 2006).

Nitroimidazol (Metronidazol ) direnci ise 1960°dan beri diinya ¢apinda yaygin

olarak kullanilmasma ragmen diren¢ B.fragilis grup arasinda nadirdir goriilmektedir.
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Nitroimidazol rediiktazi kodlayan 7 adet nim geni (A-G) yaygin olarak eksprese
edilir (Lofmark, 2005; Haggoud, 1994). nim genleri transfer olabilen plazmidler
iizerinde identifiye edilmis ve bir klindamisin direng plazmidine yakindan benzerlik
gosterir (Hecht, 2006). imidazol direnci ile baglantili non-nim geni’de tipik olarak
metronidazol’ii fazla miktarda kullanan bireylerde saptandigi cesitli calismalarda

rapor edilmistir (Léfmark, 2005).

Florokinolonlar i¢inden moksifloksasin, FDA tarafindan anaeroplari i¢erebilen,
cilt enfeksiyonlar1 i¢in onaylanmistir. Anaeroplara kismen etki etmektedir. Direng
gyr A (gyraz) ve gyr B ‘de mutasyonlar ve efluks pompasinin ekspresyonunda artis
ile baglantilidir. Anaerop bakteriler tarafindan transfer edilebilir kinolon direnci

heniiz tanimlanmamistir (Winn, 2006).

Tetrasiklin anaerop enfeksiyonlarin tedavisinde ilk kullanilan antibiyotik
olmasmna ragmen giiniimiizde Bacteroides suslarmin hemen hemen timii bu

antibiyotige direnglidir (%80-90) (Torun, 1999).

Tigesiklin son zamanlarda FDA tarafindan da onaylanmis, anaerop aktivitesi
olan bir glisilsiklindir. B.fragilis grubun tiim tyeleri ve diger anaeroplara karsi
miikemmel invitro aktiviteye sahip olan minosiklinin t-butylglyclamido derivesidir.
Intraabdominal, yumusak doku ve ciltteki mikst enfeksiyonlar icin tercih edilebilir.
Bacteroides’te tigesiklin direnci nadirdir ve direng mekanizmasi heniiz agikliga

kavusmamustir (Winn, 2006).

2. Fusobacterium Tiirleri

Fusobacterium’lar Gram negatif, sporsuz anaerop ¢omaklardir. Bacteroides ve
Porphyromonas tiirleri gibi biitirik asit tiretir ancak isobiitirik asit ve isovalerik asit
tiretmez. Eskiden Bacteroides genusunda yer almaktaydilar. Anaerop kosullarda

AnBAP besiyerinde 1iyi treyebilirken atmosfer havasi ile karsilasinca canli
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kalamazlar. Kanamisine (1mg) duyarli, kolistin (10pg) ve vankomisine (5 ug) ise
direnglidir. Fusobacterium’larin baz1 suslar yesil renk fliioresan verir. Farkl tiirleri
karakteristik hiicre ve koloni morfolojisine sahiptir. Fusobacterium tiirleri agiz i¢i,
ist solunum yolu, gastrointestinal sistem, genitoliriner sistemin normal flora
tiyesidirler. F.nucleatu klinik 6rneklerden en sik izole edilen tiirdiir. Kemoterapiyi
takiben noétropenili, mukositli hastalarda meydana gelen siddetli sistemik
enfeksiyonlarda F.nucleatum siklikla goriilen etkendir. Isirik yarast ve solunum
sistemi enfeksiyonlar1 ile iligkili bulunmustur. Viicudun cesitli bolgelerinde ciddi
enfeksiyonlara sebep olur. Beyin apseleri, kronik siniizit, metastatik osteomyelit,
septik artrit, karaciger apsesi ve diger intraabdominal enfeksiyonlarda yaygin bir
patojendir. Nekrobasilloz olarak da adlandirilan Lemiere sendromu (postanjinal

septisemi) baslica F.necrophorum tarafindan meydana gelir(Winn, 2006).

Diren¢ mekanizmalari; Penisilin direnci ¢ok yaygin degildir. Direng B-
laktamaz tarafindan meydana gelir. Tetrasiklin direnci artan bir siklikla rapor
edilmektedir. Sefalosporinlere ve sefamisinlere (sefoksitin, sefotetan, seftizoksim)
ise %90’dan fazla duyarlidir. Hem tet (W) hem de tet (M) F.nucleatum’un tetrasiklin
direncinde identifiye edilmistir (Hecht, 2006).

3.Pigmentli Anaerop Gram Negatif Comaklar

Pigmentli Prevotella ve Porphyromonas spp., orofarinks, burun,
gastrointestinal sistem ve genitoiiriner sistemin normal florasinda bulunurlar. insan
enfeksiyonlarinda ikinci en yaygin bakteri grubudur.

Porphyromonas tiirleri kanamisine direngli, kahverengi pigmentli, UV altinda
kiremit kirmiz1 renkte floresan veren, safra, penisilin, rifampisin ile inhibe olan, indol
pozitif, gram negatif basillerdir. Genellikle glukoz ve diger karbonhidratlar1 fermente
etmezler. Prevotella tiirleri ise glikoz ve diger karbonhidratlar1 fermente ederler
(Handal, 2005).
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Prevotella, Porphyromonas Tiirlerinin Direng Mekanizmalar1 ise soyledir;
Bacteroides grup iiyeleri ile karsilastirildiginda genelde bu mikroorganizmalarin
direng orami verileri smirlidir. Tamami B.fragilis grup’tan daha duyarhdir.
Giliniimiizde Prevotella spp’nin yaklasik %50’si ya cfx A ya da Bacteroides’lerdekine
benzer B-laktamaz’lar1 liretmek suretiyle penisilin ve ampisilin’e direng gosterirler
(Hecht, 2006). Porphyromonas tiirleri arasinda penisilin direnci %8-17 arasinda olup
diistik degerlerdedir. Direng mekanizmasindan oOncelikli olarak cfx A tarafindan
kodlanan B- laktamaz sorumludur (Handal, 2005). Tim tiirler karbapenem,
metronidazol, kloramfenikol ve B-laktam- B- laktamaz inhibitorlii kombinasyonlara
duyarlidir. Bununla beraber klindamisine direng hem Prevotella (% 0-11) hem de
Porphyromonas tiirlerinde(%0-35) gozlenmektedir. Direng ya erm F ya da erm G
varhigma baglhidir (Hecht, 2006). Prevotella spp. tetrasiklin direnci ribozomal koruma
mekanizmasina bagli olup tet(Q), tet(M), tet(W) varlig: ile baglantiidir ve tet(Q)
Porphyromonas spp.’de de tanimlanmustir (Hecht, 2006). Diger direng transferlerinin
mekanizmasi1 bilinmezken: tetrasiklin direncinin bakteriden bakteriye aktarimi
Bacteroides’lerinkine benzer sekilde olup konjugatif transpozonlar yoluyla
olmaktadir (Hecht, 2006).

Diger Gram Negatif Anaerop Basiller ve Diren¢ Mekanizmalar

Bilophila wadsworthia gastrointestinal traktusun yaygin
mikroorganizmalarmdan biridir. p-laktamaz iiretimi ¢ok siktir. Penisilin ve
ampisiline kars1 yiiksek diizeyde direng goriiliir. Bununla beraber bu mikroorganizma
klindamisin, sefoksitin, karbapenem, metronidazol ve B laktam- B-laktamaz inhibitor

kombinasyonlarma duyarlidir (Hecht, 2006).
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2.4.2 Beta Laktamaz Ureten Anaerop Bakteriler

Beta laktam direncinde goriilen en Onemli mekanizma beta laktamaz
uretimidir. Bacteroides, Fusobacterium ve Clostridium gibi ¢esitli tiirlerde beta
laktamaz varlig: bildirilmistir. Bacteroides fragilis’de goriilen beta laktamaz direnci
en yaygin olarak sefalosporinaz karakterinde beta laktamaz araciligr ile
gerceklesmektedir. Son ¢aligmalar B. fragilis’in piperasilin ve karbenisilini inaktive
eden bir penisilinaz tretebildigini de gostermistir. B. fragilis’ten sefoksitin ve
imipenemi inaktive eden enzimler dahi izole edilmistir. B. fragilis grubundan
olmayan Bacteroides tiirleri ise temel olarak penisilinaz karakterinde beta
laktamazlar tretirler. Fusobacterium nucleatum’dan izole edilen bir penisilinaz
enzimi de tanimlanmistir. Beta laktamaz {ireten anaerop bakteriler Tablo 1°de

verilmistir (Kesli, 2001;Finegold, 1995;Nord, 1985;Finegold, 1992;Finegold, 1985).

Tablo 2.1. Beta laktamaz tireten anaerop bakteriler.

Bacteroides fragilis grubu Fusobacterium nucleatum
Bacteroides melaninogenicus grubu F. mortiferum

B. oralis F. varium

B. coagulans Pigmentli Prevotella spp.
B. bivius P. oralis grubu

B. disiens P. disiens

B. hypermegas P. oris

B. multiacidicus P. buccae

B. ruminicola grubu Porphyromonas spp.

B. splanchnicus Megamonas hypermegas
Clostridium ramosum Mitsuokella multiacida
C. clostridiiforme Bilophila wadsworthia
C. butyricum
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2.5 Anaerop Enfeksiyonlar

2.5.1. Bas-Boyun enfeksiyonlarn

Agiz ve dis enfeksiyonlari, periodontal hastaliklar (Gingivit, periodontit...)
genel olarak dis implant c¢evresi enfeksiyonlari, kok kanali enfeksiyonlari,
dentoalveolar enfeksiyonlar sayilabilir. Diger normal viicut mikrofloralar: gibi agiz
floras1 da firsatg1 patojen mikroorganizmalar olarak endojen enfeksiyonlarin
kaynagini olusturur. B.fragilis agiz florasinda bulunmaz, agiz boslugu ve solunum
yollar1 enfeksiyonlarmnda bildirilmesi yanlis identifikasyonun bir gostergesidir.
Bunun yaninda bas ve boyun enfeksiyonlarinda anaeroplar aeroplara gére dort kat

fazla siklikla soyutlanmaktadir(Tiirkkan, 2008).

Ludwig Anjini, sublingual ve submandibular bosluklarin bilateral bir
enfeksiyonudur. En sik dentoalveolar apse etkenleri Porphyromonas, Prevotella,
Fusobacterium spp ve anaerop streptokoklarin izole edildigi alveolar apseler gibi

karisik anaerop enfeksiyonlardir (Tiirkkan, 2008).

Apseli ¢cene osteomyelitleri, eski ¢alismalarda S.aureus en sik izole edilen
etken iken, giliniimiiz mikrobiyolojik teknikler etkenlerin dentoalveolar apse
etkenleriyle ayni oldugunu gdostermistir. Cene osteomyelitleri agiz florasindan

kaynaklanan ve genellikle mikst anaerop enfeksiyonlardir (Tiirkkan, 2008).

Aktinomikoz endojen ve graniilomatdz bir hastaliktir. Viicutta en sik goriildiigii
yer boyun ve yiiz bolgesidir. En yaygin etken A.israelii ile mikst agresif periodontit’e
etken A. actinomycetemcomitans, Haemophilus tiirleri ve zorunlu anaerop
Propionibacterium propionicum, Porphyromonas spp. ve Prevotella spp. izole edilir
(Ttrkkan, 2008).
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Rinosiniizit enfeksiyonlarinda tedavi edilmeyen, kroniklesen olgularda
nazofareks ve agiz floras1 kaynakli anaeroplarin sayisi artar. Anaeroplarm baskin
oldugu polimikrobiyal enfeksiyonlardir. Ozellikle Porphyromonas spp., Prevotella
spp., Fusobacterium sp., Peptostreptococcus spp. en sik anaerop etkenlerdir
(Turkkan, 2008).

Kronik otitis media anaeroplarin (Porphyromonas spp. ve Prevotella spp,
B.fragilis) iistlin siklikla goriildiigi, S.aureus ve gram negatif basillerin etken oldugu
polimikrobiyal enfeksiyonlardir(Tiirkkan, 2008).

Lemierre Sendromunda ise akut farenjit veya tonsilitin internal juguler vene
stipiiratif tromboflebitten dolay1 sepsise ilerleyen seklidir. Baslica anaerop etken

Fusobacterium necrophorum’dur (Kiilek¢i, 2005).

2.5.2. Batin i¢i enfeksiyonlar

Intraabdominal enfeksiyonlarm mortalitesi %3-5 dolaylarindadir. Ancak organ
yetmezligi ile karakterize penetran abdominal travma’larda mortalite %60’dan
fazladir. Intraabdominal enfeksiyonlar yaygin peritonit seklinde goriiliirler

(Leblebicioglu, 1999).

Peritonitler, intraabdominal kaynakli bir enfeksiyon veya i¢i bos organlarin
delinmesi sonucu sekonder peritonit ortaya ¢ikar. Etkenler siklikla endojen
kaynaklidir. En Onemli endojen kaynak gastrointestinal sistemdir (Ural, 2005).
Intestinal kolon floras1 10** bakteri /gram disk1 igerir ve baskin olarak anaeroplar
bulunur. B.fragilis grup iiyeleri ve Bifidobacterium tiirleri 6zellikle kolon florasinda
cogunluktadir.  Sekonder  peritonitte  c¢ogunlukla bu  sistem  igindeki

mikroorganizmalar birlikte etken olur (Ural, 2005;Aldridge, 2003).
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Intraabdominal apseler genellikle polimikrobiyaldir. Cogunlukla GIS flora
iiyeleri izole edilir. Uzun siire hastanede yatan hastalarda ¢ogul direncli
mikroorganizmalar etken olabilir. Batin iginde herhangi bir lokalizasyonda
olabilecegi gibi baz1 organlarda da olabilir. Bu organlarin basinda ise karaciger gelir
(Ural, 2005). Batin igi apseler (abdominal, pelvik ve renal) en sik anaerop
mikroorganizma {retilen klinik 6rnekler olmustur. Bu durum pek c¢ok anaerop
bakterinin abdominal apse etiyolojisinde yer almasina baglanmaktadir. Yapilan
calismalarda kranyal fokal enfeksiyoz siipiirasyonlar birinci sirada iken batin igi
apseler ikinci sirada yer almistir. Vaskiiler, obstriiktif, inflamatuar barsak lezyonlar1
anaerop enfeksiyon kaynagi olabilir. Intraabdominal apselerin ¢ogu travma,
perforasyon, inflamasyon ve intraabdominal organ enfeksiyonlar1 gibi sebepler ile
gelisir. Postoperatif apseler ise operasyon sirasinda kontaminasyon veya
anastomozlardan olan kagaklarla meydana gelir (Sengdz, 2005). Cerrahi islem,
apendisit riiptiirii, kolon kanseri perforasyonu gibi barsak mukozasmin biitiinliigiinii
bozan durumlarda ozellikle B.fragilis siklikla intraabdominal, perirektal apselere ve

peritonite sebep olur (Ural, 2005).

2.5.3. Santral Sinir Sistemi (SSS) Enfeksiyonlari

SSS enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla agresif seyreden, kisa siirede 6liim ve kalici
sekelle sonlanabilen enfeksiyonlardir. Bu nedenle SSS anaerop enfeksiyonlari,
etiyolojik acidan ihtimaller arasinda degerlendirilmedigi ya da uygun tedavinin
geciktigi olgularda kotii prognoz ile sonlanabilecegi icin dikkatli olunmasinda fayda
vardir. Beyin apselerininin %20-40 gibi yiiksek denilebilecek bir oranda primer odak
bilinmemektedir (Besiroglu, 2005). Beyin apsesi komsuluk yolu, hematojen yayilim
veya travma sonucu gelisebilir . %25 olguda ise kardiyak veya pulmoner kaynakli
hematojen yayilim s6z konusudur. Hematojen yayilim sonucu gelisen beyin apseleri
genellikle ¢okludur ve bunlarda % 40-60 olguda anaeroplar (anaerop streptokok,
B.fragilis ) tek basina veya aerop bakterilerle birlikte etkendir (Leblebicioglu, 1999).
Anaerop bakteri menenjitleri ¢ok sik goriilmez. Ancak nekrotizan enterokolit, barsak

perforasyonu, kronik otit ve serebrospinal sivi shunt enfeksiyonlar1 varliginda
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menenjit gelisebilecegi goz ardi edilmemelidir. B.fragilis en sik rastlanan ajandir.
Beyin apselerinin % 20-40 ‘inda kronik otit ve kronik siniizit predispozan olarak rol
oynar. Temporal beyin apseleri ise daha siktir. Bacteroides tiirleri beyin apselerinden
diger anaerop bakteriler ve streptokok tiirleri ile mikst enfeksiyon kaynagi olarak
izole edilirler (Besiroglu, 2005). Beyin apselerinin en az yarisinda anaeroplar tek
basma veya polimikrobiyal olarak etken oldugu i¢cin anaerop bakteri kiiltiirleri ve

direng oranlari testleri muhakkak yapilmahdir (Sengdz, 2005).

2.5.4. Akciger Enfeksiyonlarn

Anaerop bakterilerin alt solunum yollar1 enfeksiyonlarindaki sikligi, alt
solunum yollarindan kontamine olmamis 6rneklerin alinabilmesi sonucunda (1970 -
1980 yillar1 arasinda transtrakeal aspirasyonun kullanimi ile) gosterilmistir. Bu
gelismelere ragmen halen bir pulmoner enfeksiyon etkeni olarak anaeroplar siklikla
gozden kagmaktadir. Dolayisiyla antibiyotik tedavi se¢imi hatali yapilabilmektedir.
Anaeroplarmm etken oldugu akciger enfeksiyonlarinin patofizyolojileri ve klinik
bulgular1 benzerlik gostermektedir. Siklikla aspirasyon pndmonisi seklinde
baslamakta genellikle tedavi eksikligine bagli olarak hastalik akciger apsesi ve
nekrotizan pndmoni tablolarina kadar ilerlemektedir. Aspirasyon sonucunda solunum
yolunun normal florasindaki anaeroplar pndmoniye neden olabilirler. En sik goriilen
etkenler Prevotella spp., Fusobacterium spp., Porphyromonas spp’dir. Pnémoni
sonrast gelisen ampiyem siklikla polimikrobiyaldir (Leblebicioglu, 1999; Finegold,
2000;Yamazhan, 2005). Apse formasyonu sonrasi plevra bosluguna yayilim ile
ampiyem tablosu gelismektedir. Akciger apsesi ve nekrotizan pndmoni’de olgularin
yaklasik %50’sinde anaerop bakteriler tek basina, %25°1 aerop bakterilerle, %25’inde
aerop bakteriler tek basina etken oldugu gosterilmistir. Peptostreptococcus spp.,
Prevotella spp., Fusobacterium nucleatum en sik rastlanan anaerop etkenlerdir.
B.fragilis normal orofarengeal floranin bir elemani olmamasina ragmen olgularin
%15’inde etken olarak izole edilmektedir. Ampiyem olgularinin %24’iinde aerop
koklar, %35’inde anaeroplar tek basina, %41’inde ise aerop ve anaerop etkenler

karsimiza ¢ikmaktadir (Lipsky, 1997).
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2.5.5 Pelvik Enfeksiyonlar

Pelvik enfeksiyon grubu arasinda gebelik sirasinda goriilen enfeksiyonlar,
jinekolojik girisimlerle ilgili enfeksiyonlar ve cinsel yolla bulasan pelvik inflamatuar
hastaliklar (PIH) yer almaktadir (Yapar, 2005). Pelvik apseler pelvik inflamatuar
hastaliklar, apandisit veya divertikiilit sonrasi olusabilir(Sengéz, 2005). Gebelik
sirasinda  intraamniotik  enfeksiyonlar, postpartum endometrit, epizyotomi,
postabortal enfeksiyonlar siklikla goriilmektedir. Bu tip enfeksiyonlarda siklikla
B.fragilis ve streptokoklar etkendir. PIH’da Prevotella spp. ve peptostreptokoklar
siklikla izle edilen etkendir. Anaerop olarak en sik B.fragilis ve Prevotella spp.
etkendir. Ayrica Actinomyces tiirleri 6zellikle A.israelii PiH ve tuboovaryan apse
etkeni olabilmektedir. Pelvik aktinomikozun rahim i¢i ara¢ (RIA) ile iliskisi

bildirilmistir (Yapar, 2005).

2.5.6 Kemik ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Hematojen yol ile gelisen osteomyelitlerde anaerop etkenler ¢cok sik goriilmez.
Ancak travma ve kirik sonrasi uzun kemiklerde, damar yetmezliginin varhiginda,
odontojenik enfeksiyonlar, kronik siniizit, kronik otitte kafa kemiklerinde ve
diyabetik basi yaralar1 ile gelisen osteomyelitlerde anaerop bakteriler 6nemli rol
oynar. En sik Peptostreptococcus spp., Clostridium spp., B.fragilis grup
soyutlanmaktadir (Giindes, 2005).

Diyabetik ayakta, normalde doku kiiltiirlerinde kontaminasyon olarak kabul
edilen bakteriler (Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium tiirleri) etken
olabilir. Hatta yapilan bazi ¢alismalarda koagulaz-negatif stafilokoklar (KNS) %40’a
varan oranlarda enfeksiyon etkeni olarak bildirilmislerdir. Ayn1 zamanda hem kemik
hem de yumusak doku enfeksiyonlarinda birden ¢ok etken izole edilebilir. Anaerop
bakteriler diyabetik ayagm ciddi yumusak doku enfeksiyonlarinda etken olarak daha

sik izole edilirken, osteomiyelitlerinde ise daha az izole edilmektedirler. Kemik doku
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ve yumusak doku Kkiiltiir sonuglar1 her zaman uygunluk gostermezler. % 6-13
arasinda farklilik gosterirler. Muhtemel patojenleri saptayabilmek amaci ile kemik ve
yumusak doku kiiltiirleri birlikte alinmalidir. Diyabetik ayakta en sik goriilen etken
S.aureus, fakiiltatif anaeroplar ve gram negatif basillerdir. Ciddi seyirli formunda bu
etkenler anaerop gram pozitif koklar ve Bacteroides tiirleri ile birlikte bulunur
(Lipsky, 1997;Ertugrul, 2004).

2.5.7 Anaerop Bakteremi ve Kateter Enfeksiyonlar:

Anaerop bakteremi enfeksiyonlari nadir goriilmektedirler fakat yiiksek
mortalite ile sonuglanabilir (Aldridge, 2003). Son yillardaki galigmalarda, hastanede
yatan hastalarda bakteremi epizodlarmin %0.5-9’unu anaeroplarin olusturdugu
gosterilmistir (Zahar, 2005). Goriilme siklig1 ise cografik, demografik ve 6zellikle
yas ile iligkili olarak farklilik gosterir.

Yapilan ¢alismalarda anaerop bakteremilerin %49 unun GIS kaynakli oldugu
bulunmus, %6’smnda ise kaynak bulunamamistir. Erken donemde peritonit ve
bakteremi aeroplar tarafindan, daha ge¢ donemlerde apse komponenti anaeroplarca
olusur. En Onemli anacrop patojen olarak tamimlanan B.fragilis normal kolon

florasinin % 0.5 ini olusturur.

Anaerop bakteremi intraabdominal prosesler ile onemli oranda baglantilidir
(Goldstein, 2002). Mukozit kan yolu ile enfeksiyon igin risk faktorii olarak
degerlendirilir. Ayrica diger risk faktorleri arasinda hematolojik malignensiler,
profilaktik kinolon kullanim Oykiisii, cerrahi ve genis spektrumlu antimikrobiyal
tedavi yer almaktadirlar. Kanser hastalarinda altta yatan en yaygin hastalik %27
gastrointestinal ve %29 hematolojik malignensilerdir. Kanser kemoterapisi nedeniyle
meydana gelen mukozal ve visseral hasar endojen anaeroplara bagl bakteremi riskini

arttirmaktadir.
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Ayn1 mikroorganizma i¢in 2 veya daha fazla pozitif kan kiiltiirdi, tek bir kan
kiiltiirii pozitif ve 35°C’nin iizerinde ates varligi veya enfeksiyon odagi bilinen
hastada pozitif kan kiiltiir sonucu; klinik olarak anlamli kabul edilmektedir. Ote
yandan tek bir kan kiiltiir sisesinde Propionibacterium izolasyonu kontaminant
olarak degerlendirilmektedir (Zahar, 2005).

Plastik iv kateterler, ilag, sivi, transflizyon ya da parenteral beslenme amaciyla
giinimiizde sik olarak uygulanmaktadir. Bu araglarin kullanimlarinda en 6nemli
sorun olan Kkateter enfeksiyonu farkli kaynaklara gore % 3-27 arasinda
degismektedir. Bu tiir enfeksiyonlarda rol oynayan mikroorganizmalar hastane
ortamma gore degiskenlik gdstermektedir ve her hastane icin ayrica saptanmasi

gerekmektedir.

Yapilan ¢alismalarda santral vendz kateterlerde enfeksiyon riskinin periferik
katetere gore daha fazla oldugu gosterilmistir. Katetere bagli sepsis olgularinda
mortalite %80°e ulasabilmektedir. Farkli calismalarda % 0-12 arasinda sepsis orani
bildirilmistir. Anaerop kiiltiir ise kateter enfeksiyonuna yonelik bir¢cok ¢alismada goz
ard1 edilmistir. Calismaya dahil edildigi durumlarda ise Popionibacterium spp. ve

Clostridium spp. iiretildiginden bahseden az sayida yaym vardir (Giirbiiz, 1999).

2.6 Klinik Orneklerin Secimi, Ahnmasi ve Laboratuvara Tasinmasi

2.6.1 Ornegin se¢imi:

Ornegin dogru se¢imi, anaerop bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarda
taniy1 dogru koyabilmek i¢in uyulmasi gereken en 6nemli kuraldir. Anaerop kiiltiirde
taninin dogru konulabilmesi i¢in dncelikli olarak normal floradan sakinilmalidir.
Optimal kabul edilebilecek drnekler sdyledir; steril viicut sivilari, aspiratlar veya

normalde steril olan bolgelerden alinan s1vi ve biyopsi drnekleridir. Genel olarak sivi
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veya doku 6rnekleri tercih edilmelidir. Siiriintii 6rneklerinden kaginilmalidir (Kiyan,

1999;Gdirler, 2005;Winn, 2006).

Normal flora nedeni ile kontaminasyondan kag¢milamayacagi i¢in anaerop
kiiltiir icin uygun olmayan ve alinmasi tavsiye edilmeyen ornekler asagidaki
gibidir(Kiyan, 1999;Giirler, 2005; Winn, 2006; Jousimies-Somer, 2002).

1. Bogaz ve nazofarengeal siiriintii 6rnekleri

2. Gingival siiriintii 6rnegi

3. Ekspektore edilen balgam

4. Nazo-trakeal ve oro-trakeal aspirasyon ile alinan balgam

5. Cift Himenli, koruyuculu olmayan bronkoskop ile alimmis olan bronkoskopi
ornekleri

6. Mide ve ince barsak muhtevasi (kor loop ve benzeri sendromlar harig)

7. Kalin barsak muhtevasi, ileostomi, kolostomi, rektal siiriintii, kolo-kutandz fistiil
ornekleri veya feges oOrnegi (C.difficile veya C.botulinum'un etken olabilecegi
diisiiniilen hastalik haric)

8. Miksiyon ile veya kateter ile alinan idrar 6rnegi

9. Vaginal veya servikal stiriintli 6rnekleri

10. Dekubitis iilserleri, yaralar, eskar dokulari, perirektal abse ve pilonidal siniis
kanallarindan alinan yiizeyel siiriintii 6rnekleri

11. Yeterli dekontaminasyon isleminin yapilamadigi miik6z membranlara veya cilde

bitisik bolgelerden alinan materyaller (Dogan, 2008).

2.6.2 Ornegin ahnmasi:

Anaerop bakterilerin klinik orneklerden izole edilebilmesi ve tanmnimn dogru
konulabilmesi i¢in uyulmasi gereken ikinci kural 6rnegin dogru olarak alinmasidir.
Ornek alinrken 6ncelikli olarak, oksijen ile temas miimkiin oldugunca
engellenmelidir. Genel anlamda miik6z membranlar veya ciltten 6rnek almirken

yiizeyin dekontaminasyonu saglanmalidir. Bu amagla %10 povidoniyot (betadin)
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uygulamasindan sonra %70 alkol ile temizleme yapilmalidir (Kiyan, 1999;Girler,

2005; Winn, 2006; Jousimies-Somer, 2002).

Enjektor ve benzeri aletler kullanilarak alman 6rnekler anaerop kiiltiir i¢in en

uygun Orneklerdir. Doku ve biyopsi 6rnekleri de anaerop kiiltiir igin tercih edilebilir.

Ekiivyonla alman 6rneklerin az materyal icermesi, normal flora iyeleri ile kontamine

olma riskinin yiilsek olmasi, bakterilerin pamuk liflerine yapigmasi ve pamuk

liflerinin Gram boyama kalitesini diistirmesi gibi nedenlerle, mecbur kalinmadikga

ekiivyonla 6rnek alimma basvurulmamalidir. Gerekli durumlarda anaerop swap

sistemi kullanilarak 6rnek alinabilir (Kiyan, 1999; Winn, 2006; Jousimies-Somer,

2002). Anaecrop Kkiiltir i¢in Orneklerin alinmasinda enfeksiyonun yerine gore

yapilmas1 gereken islemler Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.2 Anaerop kiiltiir igin 6rneklerin alinmasinda enfeksiyonun yerine gore
yapilmasi1 gereken islemler

Enfeksiyonun yeri

Uygun olan 6rnekler ve 6rnegin alinma yontemi

Merkezi sinir sistemi

BOS, abse materyali, doku biyopsisi (steril sartlarda
alman)

Dental bolge, kulak, burun,
bogaz ve siniisler

Yiizey dekontaminasyonundan sonra abseden alinan
aspirasyon veya biopsi materyali

Orta kulak aspirat1

Paranazal sintislerden kateter ile alinan aspirat 6rnegi

Akciger ve plevra

Korunmus fircayla yapilan transtrakeal aspirasyon

Perkiitan akciger biyopsisi islemi ile alinan 6rnek

Torakotomi ile alinan 6rnek

Koruyucu ¢ift liimenli kateter ile elde edilen
bronkoskobik ornekler

Steril olarak alinan plevra sivisi

Abdominal bolge

Parasentez s1vis1 (steril olarak alman periton sivisi)

USG esliginde veya ameliyat aninda absenin
derinlerinden enjektor ile alinan aspirasyon materyali

Intestinal flora ile kontamine olmamis ise cerrahi
ornekler

Safra (Cerrahi islem esnasinda elde edilen)
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Sadece C.difficile veya C.botulinum 'un etken oldugu
Kalm barsak diisiiniilen durumlarda kiiltiir veya toksin ¢aligmalar1
icin gaita 6rnegi

Laparaskopi drnekleri

Cerrahi ile elde edilen 6rnekler

Endometriyal 6rnek (korunmus emme kiireti ile elde
Kadm genital sistemi edilen)

Kuldosentez ile alinan peritoneal siv1

Rahim ici araclar (RIA=IUD) (sadece
Actinomyces’ler i¢in)

Uriner sistem Suprapubik aspirasyon ile elde edilen idrar

Cerrahi  sonras1  drenaj  materyalinin  derin

Kemik ve eklem aspirasyonu veyabiyopsi 6rnegi (Or.; Osteomiyelit)

Yiizey dekontaminasyonu takiben yaranin
Yumusak doku, agik yaralar | derinliklerinden alinan biyopsi veya yara kenarmdan
yapilan derin aspirasyon

Cilde agilan agizlarmn (orifis) dikkatlice

Siniis kanallar1 dekontaminasyonunu takiben enjektor ile ve kiigiik
plastik kateter ile yapilan aspirasyon

Derin abseler, anaerobik Yiizey dekontaminasyonunu takiben igne ile alinan

seliilit, aspirasyon 0rnegi yada biyopsi 6rnegi

infekte vaskiiler gangren,
Klostridiyal myonekroz

Cerrahi 6rnekler Kiiretaj veya biyopsi 6rnegi

Yiizey temizliginden sonra derin ceplerden aspire
edilen pii veya kenardan girilerek derin dokudan elde
edilen biyopsi 6rnegi

Dekubitis ve diger
yiizeysel iilserler

2.6.3 Ornegin nakli:

Anaerop bakteriler oksijene karsi ¢ok duyarlidirlar dolayisiyla alinan 6rnek
derhal, bekletilmeden ve hizli bir sekilde laboratuvara ulastirilmalidir. Bakterinin
canliligin1 yitirmeden laboratuvara ulastirilarak ekiminin yapilmasi i¢in gereken siire,
Ornegin cinsine, miktarina ve almnis sekli ile baglantilidir. Silgi¢ ile alinmig olan
ornekler ve miktar1 ¢ok az olan Ornekler anaerop transport besiyeri iginde
taginmalidir. Anaerop transport besiyerleri, genellikle Cary-Blair ve diger agar iceren
vasatlarin modifiye sekilleridir ve hazir ticari {iriinler bulunmaktadir. Bir ml’den
daha fazla 6rnek igeren piiriilan materyaller ve biiylik doku parcalar1 ise birkag saat

oksijen toksisitesinden korunabilirler (Kiyan, 1999;Jousimies-Somer, 2002). Ornek
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naklinde dikkat edilmesi gereken diger bir konu ise 0rnegin nakledilecegi 1sidir.
Ornekler oda 1sisinda nakledilmeli, asla buzdolabma konulmamali veya diisiik 1s1da

nakledilmemelidir (Kiyan, 1999;Jousimies-Somer, 2002; Finegold, 1995).

2.7 Anaerop Kiiltiir icin Uygun Besiyerleri ve Besiyeri Secimi

Anaerop kiiltiir i¢in tercih edilecek besiyeri 6rnegin cinsine, miktarina ve mali
kaynaklarin giiciine bagl olarak degisiklik gdsterebilir. Anaerop bakterilerin iiretimi
icin uygun olan besiyerleri temelde iki ana gruba ayrilir.

1) Segici olmayan (non selektif) genel {iretim besiyerleri

2) Segici (selektif) besiyerleri (Kesli, 2001)

Anaeroplarn liretimi i¢in besiyeri hazirlanirken su hususlara dikkat
edilmelidir; besiyerinin taze olmasina dikkat edilmelidir ve giinliik olarak
hazirlanmalidir. Besiyerleri oda 1sisinda ve ozellikle oksijenden korunmus olarak
bekletilmelidir. Ciinkii besiyeri bekletilmeye basladiktan sonra besiyeri igerisinde
oksijen diflize olmaya baslamakta, biriken oksijen ise organik peroksitlerin besiyeri
icerisinde olusumuna neden olmaktadir. Organik peroksitler ise anaerop bakterilerin
iiremesini baskilamaktadirlar. Biriken organik peroksitlerin miktar1 besiyerinin miad1
ile dogru orantihdir. Besiyeri yaslandik¢a anaerop bakterilerin tireme ihtimali
olduk¢a diismektedir hatta sifira yaklasmaktadir. (Finegold, 1995; Koneman, 1997;
Durmaz, 1996).

Tablo 2.3. Anaerob bakteri izalosyonunda kullanilan besiyerleri (Kesli, 2001)

Secici olmayanlar Secici olanlar

Beyin kalp infusion agar (BHIA) [Kanamycin vancomycin kanli agar (KVLB)

Brucella kanli agar Phenylethyl alcohol agar (PEA)

Colombia kanli agar Bacteroides bile esculin agar (BBE)
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Schaedler kanli agar Cycloserine-cefoxitin fructose agar (CCFA)

CDC anaerob agar Egg yolk agar (EYA)

Thioglycollate besiyeri (THIO)  |Mobilincus agar

Fastidious anaerob agar (FAA)  [Colistin-nalidixic acid kanli agar

Kiymali glukozlu buyyon
(Chopped meat glucose broth)

Tripticase sodium agar (TSA)

2.8 Anaerop Kiiltiirde Inkiibasyon Sistemleri ve inkiibasyon Sartlari

Anaerop bakterilerin izolasyon, tanimlanma ve antibiyotik direnci belirleme
calismalarinda anaerop ortam saglayan c¢esitli sistemler kullanilmaktadir. Bu
sistemler asagida Ozetlenmistir (Kiyan, 1999;Winn, 2006;Jousimies-Somer,
2002;Brazier, 1989).

2.8.1 Anaerop kavanoz teknikleri (Anaerobic jar techniques):

Anaerop jar, anaerop atmosfer olusturmak i¢in en yaygin olarak kullanilan
sistemdir. Jarlar ¢esitli firmalar (BBL, Oxoid Itd, Becton Dickinson, vs.) tarafindan
kullanima sunulmustur. Anoxomat cihazi ise, lizerinde bulunan valf sayesinde jarin
icerisindeki hava bosaltilarak yerine %80 azot (N), %10 hidrojen (H2) ve %10
karbondioksit (CO;) formiiliindeki gaz karigimi vererek anaerop atmosfer temin eden
otomatize bir jar sistemidir. Jarlar ilk kullanima sunuldugu zamanlarda katalizor
olarak paladyum bilesikleri kullanilmistir, daha sonralar1 ise Gas-pak jar sistemi
gelistirilmistir. Bu sistemde katalizor olarak palladyum kapli aliminyum grantilleri
kullanilmistir. Bu asamadan sonra bir kullanimlik hidrojen ve karbondioksit (H.-

CO,) gaz karigimh ortam saglayan (Gas pak) tiriinler gelistirilmistir (disposable Ho-
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CO; generator). Bu sistemde jar icerisine su ilave edilmesi gereklidir. Daha sonra ise
su ilavesine ihtiya¢ duyulmayan Hy-CO; gaz karisimi salgilayan hazir ticari {iriinler

kullanima sunulmustur (Anaero-Gen).

2.8.2 Anaerop kabin (Anaerobic glove box = Anaerobic chamber):

Anaerop kabin anaerop bakterilerin izolsasyonu ve tanimlanmasi asamasinda
yapilacak olan islemlerin hava ile temas etmeden yapilmasini saglayan ideal bir
sistemdir. Anaerop kabin igerisine formiilii %85 N2, %10 H2, %5 CO2 olan gaz
karisimi verilerek ideal anaerop ortam temin edilmektedir. Sistemin performansi
rutin olarak belirli araliklarla gozlemlenmelidir.

2.8.3 Anaerop plastik torbalar:

Cesitli firmalar tarafindan iiretilen anaerop plastik torba veya posetler anaerop
inkiibasyon sistemlerine bir alternatif olarak kullanima sunulmustur. Anaerop plastik
torbalarm ¢alisma prensibi anaerop kavanozlarin aymsidir. Ustiin oldugu tek nokta
ise bakteri iiremesinin veya E-test yontemi ile antibiyotik duyarlilik testlerinde
inhibisyon zonunun disaridan gozle goriilebilir olmasidir. Béylece her iki durumda
inkiibasyon i¢in 48 saatten once degerlendirmeye imkan vererek zamandan kazang

saglayabilmektedir

2.8.4 Roll tiip sistemi:

Roll tiip sistemi i¢in kullanilan PRAS (Pre-reduced Anaerobically Sterilized)
sisteminde biitiin islemler anaerop gaz akimi altinda gergeklestirilmektedir. Boylece
ornek ve izole edilen organizma hi¢cbir zaman oksijene maruz kalmamaktadir. Bu
sistem primer olarak arastirma amaciyla kurulmus labaratuvarlarda kullanilmaktadir
ve oksijene son derece duyarli anaeroplar igin verimlidir. Insanlarda enfeksiyon
etkeni olan anaeroplarin ¢ogunlugunu olusturan orta derecede zorunlu anaerop

bakterilerin liretimi ve klinik laboratuvarlar i¢in kullanim1 uygun degildir.
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2.8.5 Anaerop saklama kavanozu:

Azot (N2) tankma bagli yan yana ii¢ adet jardan ibarettir. Bunlardan birincisine
ekim yapilmamus plaklar konulur. ikincisine daha 6nceden agilmis ve gerekli oldugu
zaman pasaj yapilacak plaklar konulur. Ugiincii jara ise yeni ekim yapilmis plaklar
konulur. Anaerop sistemler redoks indikatorleri ile her giin denetlenmesi
gerekmektedir. Bu amag¢ i¢in metilen mavisi stripleri (BBL) veya rezasurin iceren

stripler kullanilabilir (Kiyan, 1999;Jousimies-Somer, 2002).

2.8.6 Anaerop bakterilerin inkiibasyon sartlar:

Klinik 6rneklerden bakterilerin ilk izolasyonu i¢in en uygun 1s1 derecesi 35-37°
C (¢ogu zaman 35° C) olmasma ragmen C.perfiringes gibi bazi bakteriler yiiksek
1s1da (42-47O C) daha hizli iiremektedirler. Genel {iretim besiyerine inkiibasyonu
yapilan bakteriler oksijene maruz kalmaksizin anaerop atmosferde en az 48 saat
inkiibe edilmelidir. Actinomyces ve Porphyromonas gibi yavas iireyen anaeroplarin
iiremelerine firsat vermek icin 48 saatte degerlendirilen plaklar atilmayarak tekrar
inkiibasyona birakilmalidir ve 7 giin kadar bekletilmelidir (Kiyan, 1999; Giirler,
2005;Winn, 2006).

2.9 Anaerop Bakterilerin izolasyonu ve identifikasyon Yéntemleri

2.9.1 Hastaya ait bilgilerin degerlendirilmesi ve materyalin incelenmesi

Hastaya ait bazi bilgiler muhtemel bir anaerop enfeksiyonun varligi hakkinda
on fikir verebilir. Ciinkli anaerop bakteriler immiin sistemi normal olan bireylerde,
saglam ve oksijenasyonu iyi olan dokularda enfeksiyon olusturmaz. Hastalik

olusabilmesi i¢in doku biitlinliiglinii, dokularin oksijenasyonunu bozan veya bireye
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ait immun sistemi baskilayan bazi faktorlerin bulunmasi gerekir. Materyalin
incelenmesi ile de anaerop enfeksiyonun varligini diigiindiiren kiymetli bilgilere
ulasabiliriz.  Ornegin makroskobik olarak incelenmesinde sunlarin  varlig
arastirtlmalidir (Koneman, 1997; Finegold, 1995; Durmaz, 1996;Edelstein, 1987).

- Kot koku (Anaerop enfeksiyon varliginin gosterir).

- Siv1 6rneklerin piiriilan gérinimii.

-Irin, kan veya gaz varlig

-Siilfiir graniilleri (Actinomyces tiirleri ve Propionibacterium propionicum).

- Siyah nekrotik doku veya siyah eksuda (Pigmentli Gram negatif basiller).

-Uzun dalga boylu UV 15181 altinda fluoresan varligi. Kirmizi renkli (Pigmentli
Prevotella spp. ve Porphyromonas spp).

2.9.2 Mikroskobik ozellikler

Mikroskobik olarak 6nce direkt olarak materyalden hazirlanan preparat
incelenerek bilgileri not edilmeli daha sonra ise genel iiretim besiyerinde iireyen
koloniden Gram boyas1 ile boyanarak hazirlanan preperat incelenmelidir.
Materyalden yapilan Gram boyama ile mikroskobik muayene materyalde
anaeroplarin varhigi hakkinda 6n bilgi vermektedir. Gram boyama ile preparat
hazirlarken tespit i¢in 1s1 yerine metanol kullanilmasi daha uygundur. Bu muayene
ile smearin hiicresel Ozellikleri, bakterilerin Gram reaksiyonu, ebati, sekli ve
dizilimleri gozlemlenmelidir ve mevcut bakterilerin nisbi sayilar1 kaydedilmelidir.
Sporlarin varligi ve bakteri hiicresi igerisindeki sekli ve pozisyonu, dallanma, sferik
cisimler ile filamentler, yuvarlak sonlanma, graniiler yapilar gibi diger tanimlayici

morfolojik 6zellikler not edilmelidir.

Cilt yaralari, respiratuvar veya {ro-genital kanaldan alman Orneklerin
mikroskobik incelenmesinde ¢ok sayida skuamdz epitel hiicreleri varken iltihabi
hiicrelerin hi¢ goriilmemesi drnegin diisiik kaliteli oldugiunu ve muhtemelen kiiltiirde
flora iiyesi olan veya anlamli olmayan bakterilerin de {ireyecegini gdosterir.

Materyalden yapilan Gram boyamada anaeroplarin varligini diisiindiiren bir goriiniim
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varlig1 klinisyene bildirilmelidir. Cogu zaman bu bilgi emprik tedaviye baslanmasi

konusunda yeterli derecede kilavuzluk edebilir.

Kiiltiirden yapilan Gram boyama ile mikroskobik incelemede anaerop Gram
negatif ¢omaklardan Bacteroides cinsinde bulunan bakterilerin uglar1 yuvarlak
sonlanir. Sivi besiyerinde irediklerinde ¢ogu kez vakuollu bir yapi, diizensiz

boyanma ve pleomorfizm goriilebilmektedir.

Prevotella ve Porphyromonas tiirleri ise ¢ogu kez kisa, koko-basil seklinde

soluk boyanmis olarak goriiliirler.

Nadiren pleomorfizm gosterebilir. Uzun bdliimleri arasinda mekik veya
genislemis kisimlar1 olan Fusobacterium cinsi iki ucu sivri, ig bi¢iminde filamans1
yapida, ince uzun boyutlu, uglar1 yuvarlak sekilli cogu kez heterojen boyanan,

pleomorfizm gosteren bakterilerdir ve genellikle ug uca, ¢ift ¢ift bulunurlar.

F. nucleatum ise tipik, ince uzun, uglara dogru daha da incelip nokta seklinde
sonlanan, fuziform seklinde goriiniir ve bazen bir iki bakteri u¢ uca dizilebilir. F.
mortiferum ise diizensiz boyanir, filaman seklinde, sferoid sislikler ve pleomorfizim
gosterir. F. varium bu tiirlerin uglar1 yuvarlak, kokobasil veya normal sekilde de

goriilebilir.

Bilophila wadsworthia ¢ok uzun, soluk boyanan bazen pleomorfizim gosteren
diizensiz boyanan ¢omaklardir (Durmaz, 1996, Murray, 1991;Washington,
1980;Edelstein, 1990;Jousimies-Somer, 1991;Mangels, 1998;Bilgehan, 1995;Akan,
1993).

Anaerop Gram pozitif sporlu ¢omaklardan Clostridium tiirlerinin tipik tek bir
hiicre sekli ve biyiikligli yoktur. Bazilar1 ¢ok genis cubuk goriiniimiinde iken
bazilar1 kisa veya uzun ince goriiniirler; hatta bazen kivrimli gériiniimde olabilirler.

Suglarin bir ¢ogu Gram pozitif goriiniime sahipken birka¢ sus her zaman Gram
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negatif goriiniir. (6r. C. clostridioforme) Digerleri ise iiretilme ortami ve kiiltiir
yasina bagli olarak Gram degisken goriiniirler. Sporlar genelde siskin, ig bigiminde,
basile davul tokmagi ve tenis raketi (C. tetani’de oldugu gibi) goriiniimii
kazandirabilen santral, subterminal veya terminal yerlesimli olabilen yapilardir.

Sporlar Gram boyama ile goriilebilirler.

2.9.3 Koloni morfolojisinin degerlendirilmesi ve UV lambalarla floresan

varh@inin arastirilmasi.

B. fragilis grubundaki bakteriler kanli agar yiizeyinde 1-3 mm ¢apinda,
yuvarlak, kenarlar1 muntazam, yumusak, gri-beyaz renkte, yar1 seffaf ve hemolizsiz

koloni olustururlar.

B. ovatus kolonileri kanli agarda daha mukoid goriiniirken B. thetaiotamicron
B. fragilis kolonilerine gore daha beyazdir. B. ureolyticus kolonileri ise besiyerini
cukurlastirir. Kiigiik seffaf koloniler olusturur. S tipi, agara kazilmis ¢ukur koloniler
ve yayilan koloni tipi olmak tlizere 3 farkli morfolojide koloni ayni saf kiiltiirde

bulunabilir.

B. corrodens kolonileri ise kanli agarda 0,5-1 mm ¢apinda onceleri seffaf iken
bekledik¢e gribeyaz, konveks, ortasi hafifce kivrik, kenarlari muntazam koloniler
olusturur. Zamanla bu kolonilerin kenarlar1 kivrilarak besiyerinin i¢ine dogru

cokerek besiyerinin cukurlastirir.

Pigmentli Bacteroides tiirleri UV 1181 altinda tugla kirmizimsi renginde

fluoresan verirler.

Porphyromonas, Prevotella kanli agar yiizeyinde pigmentli koloni yapar.
Prevotella intermedia ve P. corporis koyu kahveden siyaha kadar degisebilen

pigmentli kuru koloni olusturur.
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Prevotella melaninogenica ten renginde veya kahverengi-sar1 arasinda
degisebilen renkte yumusak, yuvarlak konveks veya yassi koloniler olusturur.
Hemoliz goriilmeyebilir veya beta hemoliz olusturur. Bu koloniler bekledikge siyah

renge doniisebilirler. Pigment olusumu uzun siirede olusabilir.

Porphyromonas tiirlerinin hepsi, Prevotella tiirlerinin bazilar1 kanl besiyerinde
2-15 giin i¢inde koyu bej-kahverengi-siyah pigment olusturmalari ile diger cinslerden
ayrilirlar. Pigment olusumu dondurularak tekrar ¢oziinmiis (laked) tavsan kani

kullanilan agarda daha hizli olmaktadir.

Porphyromonas kolonileri ise kanli besiyerinde daha mukoid goriiniimdedirler
ve kahverengi — siyah renklidir. Kolonilerde fluoresan varligini arastirmak i¢in uzun
dalga boylu (366 nm) UV lambasi (wood lambasi) kullanilir. Bu sekilde koloniler
tugla kirmizisi, sari-yesil veya mercan renginde fluoresan verebilecekleri gibi
fluoresan hi¢ vermeyebilir. Ozellikle siyah renkli kolonilerde pigment olusumundan

sonra fluoresan goriilmeyebilir.

Fusobacterium cinsi bakteriler kanli agarda diizgiin kenarli, seffaf, orta kismi
hafifce kabarik bazen kenarlar1 diizgiin olmayan koloniler olusturur. Besiyerlerinde
en erken 48 saate iirerler. Fusobacterium cinsi kanli agarda genelde hemolizsiz
koloni olustururlar. Bazen agarda goriilebilen koloni etrafindaki yesillenme hava ile
temas etmesine baghdir. Biitiirik asit iiretimine baglh karakteristik kokusmus, eksimsi

kotii koku olusumu ayirict bir 6zelliktir.

F. nucleatum bakterileri kanli agar yiizeyinde beyaz, ekmek kirintisi
goriiniimiinde, konveks gri-beyaz benekli bir i¢ yapiya sahip olan parlak alfa
hemolitik koloniler veya S tipi koloni olmak iizere ii¢ farkli koloni tipi olugturur. UV
15181 altinda sari-yesil fluoresan verir. F. mortiferum yagda pismis yumurta
goriinlimiinde opak veya seffaf bir merkez etrafinda diizensiz kenarli koloniler

olusturur.
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Safraya direngli olan Fusobacterium tiirleri F. mortiferum ve F. varium dur. F.
nucleatum ve F. necrophorum sivi besiyerinde yumak seklinde iireyebilmektedirler.

F. necrophorum kanli agarda beta hemolitik koloniler olusturur.

Bilophila, Wolunella, B. gracilis ve B. ureolyticus tiirlerinin kolonileri kanli
agarda genellikle Fusobacterium kolonilerinden daha kiiciiktiir ve yar1 seffaftir
(Murray, 1991;Mangels, 1998;Akan, 1993;Edelstein, 1990;Durmaz, 1996).

2.10 Anaerop Bakterilerde Antibiyotik Duyarhlik Test Yontemleri

Anaerop’lar i¢in antibiyotik duyarhlik testleri sik yapilmadigi halde bireysel
izolatlar ve siirveyans igin yapilmaktadir (CLSI, 2004). 2004 yilinda Clinical and
Laboratory Standarts Institude (CLSI) tarafindan anaerop bakterilerin duyarliliklar1
i¢in iki standartize methodlar 6nerilmektedir (CLSI, 2004; Tungkanat, 1999).

Agar Dilusyon Yontemi:

CLSI tarafindan referans yontem olarak kabul edilmektedir (Glomaud, 2003).
Test edilen tiim anaerop’lar i¢in oldukca yiiksek iiretkenlikte olup, diger methodlarla
uyumludur. Siirveyans ¢alismasi gibi, ¢cok sayida izolatin ¢alisilmasi i¢in uygundur.

Direncin moniterizasyonu ve yillik hastane diren¢ profilleri i¢in Onerilmektedir

(Hecht, 2006).

Broth Mikrodilusyon:

B.fragilis grup iiyeleri igin standart yontem olan agar dilusyon ile oldukca
uyumludur. Tek bir izolatin birden fazla antibiyotige es zamanli duyarlilig:

tanimlamak i¢in kullanilir. Bacteroides dis1 anaeroplar i¢in ¢ogunun zayif
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iremesinden dolay1 yiiz giildiiriicii degildir. CLSI giiniimiizde Bacteroides dis1

anaeroplar i¢in bu methodu 6nermemektedir (Hecht, 2006).

E-test;

FDA tarafindan onaylanmis olan bu method tek bir antibiyotik i¢in en
uygundur. E-test ile yapilan ¢alismalarin sonuglar1 referans test olan agar dilusyon
yontemi ile uyumlu sonuglar vermektedir. Maliyet disinda pratik ve kolay
uygulanabilir olmasi nedeniyle rutin kullanima ¢ok uygundur (CLSI, 2004;
Tungkanat, 1999). Broth disk eliisyon ve disk diflizyon methodlar1 standart
metodlarla uyumda yetersiz olup, Onerilmemektedir (Hecht, 2006). Anaerop
bakterilerin tliretilmelerindeki gii¢liiklerin yani sira, rutinde kullanilabilecek ucuz ve
pratik yontemlerin bulunmamasi, bu bakterilerin antibiyotiklere duyarhilik

ozelliklerini tespit etme ¢abalarmni ve istegini azaltmaktadir (Ulger Toprak, 2006).

Beta-laktamaz testi;

Kromojenik sefalosporin (nitrosefin) yontemi ile betalaktamaz aktivitesi
arastirilabilir, belirli anaerop bakterilerin bazi beta-laktam ilaglara direncini saptamak
amaci ile tarama testi olarak kullanilabilir. Basit ve hizli bir testtir. Duyarlilik
testlerini desteklemek amaciyla kullanilmaktadir. Beta-laktamaz testinin negatif
olmas1 her zaman o ilaca duyarli oldugunu gdstermez. Pozitif sonu¢ her zaman
penisilin G ve ampisilin direncini gosterir (Tungkanat, 1999). Duyarlilik testlerinde,
anaerop bakterilere etkili olabilecek antimikrobiklerin secilmesi gerekmektedir.
Onerilen antimikrobiklerin icinde penisilin (veya ampisilin), sefoksitin (veya
sefotetan), piperasilin, karbapenemler, p-laktam- p-laktamaz inhibitorleri,
klindamisin, kloramfenikol ve nitroimidazol tiirevleri yer almaktadir (Tungkanat,
1999). Duyarhilik sonuglar1 kullanilan  ydnteme, ¢alisilan  besiyerlerine,
mikroorganizma sayismma ve cografi bolgelere gore farklilik gdstermektedir.
Antibiyotiklerin kullanim sikligina bagl olarak ayni bolgede farkli merkezlerde bile
sonuglar degisebilmektedir (Hecht, 2004). Ulkemizde yapilan kayitlara gegmis
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caligmalar fazla olmamakla beraber elde edilen veriler merkezlere gore farklilik
gostermektedir. Bu nedenle bir merkezin sonuglarinin diger merkezler i¢in tahmin

edilebilir degerler olarak alinmasi pek basarili sonuglar vermeyebilir (Ulger Toprak,
2006).
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3.GEREC VE YONTEM

Afyon Kocatepe Universitesi ANS Uygulama ve Arastirma Hastanesi’nin
cesitli kliniklerinden (Genel Cerrahi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum, Kalp Damar
Cerrahisi, Gogiis Cerrahisi, Beyin Cerrahisi, Ortopedi, Kulak Burun Bogaz, Dahiliye,
Cocuk Saghigi ve Hastaliklari, Dermatoloji, Enfeksiyon Hastaliklary, Plastik
Cerrahisi, Anestezi ve Reanimasyon Servisi, Uroloji vs.) anaerop bakteri
enfeksiyonu siiphesiyle, bakteri varligimin arastirilmasi ve antibiyotik duyarliliginin
belirlenmesi amaciyla, 1 Kasim 2014 ile 30 Ekim 2015 tarihleri arasinda,
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen 6rneklerden (periton sivisi, plevra sivist,
apse materyali, kesi yeri enfeksiyon materyali, infekte doku biopsisi, kan, BOS,

eklem s1vis1 vb.) 278’1 ¢aligsmaya alind1.

Calismaya baglanmadan oOnce, anaerop enfeksiyonlarm Ozellikleri, 6rnegin
uygunlugu, almma sekli ve Orneklerin transferinin nasil yapilacagini igeren bir
bilgilendirme yazis1 bagshekimlik araciligryla biitiin kliniklere iletildi. Ayn1 zamanda,
Ozellikle cerrahi klinikler olmak iizere, bazi kliniklerde Orneklerin alinmasi ile
oncelikli olarak ilgilenen hekimlerle birebir goriisiilerek bu konuda bilgi verildi.
Apse ve sivi ornekler enjektorle havast alimmis sekilde ya da anaerop transport vial

ile doku 6rnekleri ise steril kaplarda laboratuvara ulastirildi.

Anaerop enfeksiyon siiphesi ile alinan 6rnekler alinir alinmaz, en geg 15-20
dakika iginde laboratuvara ulastirildi. Ornekler alinirken cilt veya mukoza yiizeyleri
betadinle temizlendikten sonra %70’lik alkol ile ovalanarak temizleme islemi
gerceklestirildi. Materyaller laboratuvara ulastiktan hemen sonra degerlendirmeye
alindi. Ornegin makroskobik goriiniimii, rengi ve kokusu degerlendirilip kayitlar:
yapildi. Ancak anaerop sartlarda almmmayan veya anaerop sartlarda transportu

yapilmayan 6rnekler caligmaya alinmadi.
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Calismaya alinan 6rneklerin aerop ekimi %5 kanli agara ve EMB’ye (Eozin
metilen mavisi) yapildi. Anaerop ekimi ise, %5 koyun kanli Schaedler (BioMerieux,
Marcy I’Etoile, Fransa) agara ve sivi besiyeri olarak da Schaedler buyyona

(BioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa) yapildu.

Gram boyama preparati hazirlandi ve boyamalar yapilarak mikroskobik
bulgular kaydedildi. Ekimleri yapilan ornekler hemen jara (Oxoid) yerlestirildi ve
anerop atmosferin temini amaciyla 2,5 litre ile uyumlu Gas-Pak (GENbox anaer,
bioMerieux) agilarak jara konuldu. 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.

Anaerop ortamin denetlenmesi amaciyla resazurin igceren hazir kagit stripler
seklinde olan Anaer Indicator (BioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa) kullanild1.
Inkiibasyona kaldirilan her bir jarm igine 1 adet strip konuldu. Stribin mavi renkten
seffaf renge donlismesi anaerop ortamin olustugu anlamina gelmektedir. Bu renk
degisimi 1-2 saat boyunca goézlemlendi, renk degisikligi gerceklesmediyse jar

acilarak yeniden anaerop ortam saglanmaya calisild1.

48 saat inkiibasyondan sonra anaerop sartlarda bekletilen Schaedler kanlh
agardaki lireme aerop sartlarda bekletilen kanli agardaki iireme ile karsilastirildi.
Schaedler buyyonda bulaniklik ve kotii koku varlhigi ile birlikte yalniz anaerop
sartlarda iiremis goriilen koloniler tespit edildiginde bu kolonilerden Gram ydntemi
ile boyanmak {izere preparat hazirlandi ve aerop-anaerop sartlarda inkiibe edilmek
iizere kat1 besiyerlerine saf kiiltiir alindi. Bu saf kiiltiirlerden buyyonda bulaniklik ve
kot koku ile birlikte sadece anaerop sartlarda iireyen bakterilerin zorunlu anaerop
olduguna karar verildi ve bu bakterilerin koloni morfolojileri ve biyokimyasal
ozellikleri incelemeye almarak hem konvansiyonel hem de otomatize sistem (Vitek
2, BioMerieux, Fransa) ile tanimlamas1 yapildi. Buyyonda bulaniklik ve pis koku
oldugu halde farkl iireme goriilmeyen kiiltiirler ge¢ lireyen anaerop bakteri olabilme

ihtimaliyle 5-7 giin daha inkiibe edildi ve sonra degerlendirildi.
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Her iki ortamda da tireme gerceklestiyse, iireyen mikroorganizmanin
fakiiltatif anaerop bir bakteri olduguna karar verildi. Bu mikroorganizmalarin
tanimlamalar1 ve antimikrobiyal duyarlilik testleri otomatize sistemle (Vitek 2,

BioMerieux, Fransa) yapild1

Izole edilen anaerop bakterilerin antimikrobiklere duyarhiliklar1 E test
(bioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa) yontemi ile belirlendi. Herhangi bir lireme
gerceklesmeyen Ornekler anaerop sartlarda tekrar yedi giin daha inkiibe edildi. Bu
yedi giin sonunda iireme olmayan Ornekler, anaerop kiiltiir sonucu iireme negatif

olarak rapor edildi.

3.1 Kullamlan Indikatér, Cozelti, Ayrag, Besiyerleri

3.1.1 indikator: Anaerop inkiibasyon ortammin denetlenmesi amaciyla rezasurin
iceren hazir kagit stripler (Anaer Indicator, bioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa)

kullanildi. Oksijen yoklugunda stripler mavi renkten seffaf renge doniismektedirler.

3.1.2 Cozeltiler:

1. Vitamin K1 ¢ozeltisi (Rosenblatt, 1981; Baron, 1990)

Iki ayr1 stok soliisyonu hazirlandi. Birincisi kat1 besiyerleri igin ikincisi ise
stv1 besiyerleri i¢in kullanildi. Her iki stok soliisyonu aliminyum folyo kagzt ile sarili
cam siselerde + 4° C de buzdolabinin raf bdlimiinde saklandu. Soliisyonlar toz
haldeki Vit. K1 den hazirland1.

Kat1 besiyerleri i¢in Vit. K1 stok soliisyonu (10 mg/ml)
Vit. K1 0,2 gr
Etil alkol (% 95) 20 ml
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Vit. K1 etil alkol i¢cinde ¢oziindiiriildi. 1 It.lik steril kat1 besiyerine otaklavlanmadan
once yukaridaki ¢ozeltiden 1 ml ilave edilerek 10 mg/ml yogunlugu elde edildi.

Stv1 besiyerleri i¢in Vit K1 stok soliisyon (0,1 mg/ml)

Kat1 besiyeri i¢in hazirlanan stok soliisyonundan 1ml

Distile su 100 ml

1.000 ml siv1 besiyerine otoklavlanmadan 6nce 1 ml yukaridaki soliisyondan ilave

edildi boylece 0,1 mg/ml yogunlugu elde edildi.

3.1.3 Ayraglar

1. Katalaz : % 3 lik H202 hazirlandi. 3 ml H,O,, 97 ml damitik suda
¢ozlindiiriildii (Holdeman, 1977).

3.1.4 Besiyerleri

Schaedler Anaerop Agar (bioMerieux)

Formiil _ar/litre
Tripton Soya Broth 10.0
Pepton 5.0
Maya ekstrakti 5.0
Glukoz 5.0
Sistein HCI 0.4
Hemin 0.01
Tris tamponu 0.75
Agar 13.5
pH:7.6+0.2

Hazirlanmasi: Distile suyun bir litresinde 40 gr olacak sekilde yukarida

belirtilen formiil karisimi hazirlandi. Bu siispansiyon ¢oziinme tamamlanincaya
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kadar kaynatildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakikada sterilizasyon islemi yapildi.
Sicaklik 45°C’ye geldiginde 0,05 pg/ml olacak sekilde K1 vitamini ve %5
miktarinda olacak sekilde defibrine edilmis koyun kani eklendi ve petri kutularina

dagitildi (Dogan, 2008).

Transport besiyerleri

Stvi Ornekler i¢in hazir ticari iirlin olarak kullanima sunulan tastyici bir

besiyeri olan Portagerm vial (Portagerm flacons, bioMerieux) kullanildi.

3.2 Kullanilan Anaerop inkiibasyon Sistemi

2,5 It’lik anaerop kavanozlar anaerobik inkiibasyon sistemi olarak kullanildi
(Anaero-Jar-Oxoid). Kavanozlar igerisine anerop atmosferin temini amaciyla 2,5 litre

ile uyumlu Gas-Pak (GENbox anaer, bioMericux) agilarak konuldu.

Duyarlilik testlerinde (E-test) ise anaerop inkiibasyon sistemi olarak bir
kullanimlik anaerop posetler (GENbag -bioMerieux) kullanildi. Poset i¢inde anaerop
ortamin saglanmasi i¢in ise daha kii¢iik Gas-Pak =zarflar1 (GENbox anaer,

bioMerieux) kullanildi.

Her iki sistemin atmosferinin anaerop sartlarda olup olmadiginin kontrol
edilmesi amaciyla rezasurin emdirilmis kagit stripler kullanildi (Anaer Indicator,

bioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa).
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3.3 Bakterilerin izolasyonu

Cesitli kliniklerden gonderilen numuneler kotii koku, siyah nekrotik doku
veya akinti, irin ve kan varligi yoniinden incelendikten sonra Gram yontemi ile
mikroskobik olarak incelenmeye alindi. Ayni zamanda numunelerin aerop ve
anaerop sartlarda kiiltiiri yapildi. Aerop kiiltiir i¢cin kanl agar, ¢ikolata agar ve EMB
besiyeri, anaerop kiiltiir i¢in ise Schaedler agar ve Schaedler buyyon kullanildi.
Anaerop kiiltiir icin ekim yapilan kat1 besiyerleri bir adet Gas-Pak poseti ve anaerop
indikator kagit stribi ile birlikte jar igerisine konuldu. Buyyon besiyerleri de ayni
sekilde ekim yapildiktan sonra 48 saatlik inkiibasyona kaldirildi. 48 saat
inkiibasyondan sonra anaerop sartlarda bekletilen Schaedler kanli agardaki lireme

aerop sartlarda bekletilen kanli agardaki tireme ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Schaedler buyyonda bulaniklik ve kétii koku varligi ile birlikte yalniz anaerop
sartlarda tiremis goriilen koloniler tespit edilip bu kolonilerden Gram boyanarak
preparat hazirlandi ve aerop-anaerop sartlarda inkiibe edilmek {izere kati
besiyerlerine saf kiiltiir alind1. Bu saf kiiltiirlerden buyyonda bulaniklik ve kotii koku
ile birlikte sadece anaerop sartlarda iireyen bakterilerin zorunlu anaerop oldugu
kararlastirildi ve bu bakterilerin koloni morfolojileri ve biyokimyasal 6zellikleri
tanimlanmaya alindi. Buyyonda bulaniklik ve kotii koku oldugu halde farkli bir
iireme goriilmeyen kiiltiirler geg lireyen anaerop bakteri olabilme ihtimaline kargin 5-

7 giin daha inkiibasyona alind1 ve daha sonra degerlendirildi.

3.4 izole Edilen Anaerop Bakterilerin Biyokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

ve Tammlanmasi I¢in Yapilan islemler

Izole edilen anaerop bakterilerin tanimlanmasi igin pigment olusumu, katalaz,
eskiilin hidrolize etmeleri incelendi. Izolatlar otomatize sistem ile de tanimland.

Bunun igin otomatize bir tanimlama yontemi olan Vitek 2 (ANC ID Card,
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bioMerieux, Fransa) paneli kullanildi. Panel dretici firmanin talimatlar

dogrultusunda kullanildi.

Katalaz testi

Besiyeri olarak %35 koyun kanli Schaedler (BioMerieux, Marcy I’Etoile,
Fransa) besiyeri kullanildi. Besiyerine birka¢ damla %3’lik H,O, damlatildiktan
sonra besiyerinde hava kabarciklarmin olusmas: ile deney katalaz pozitif olarak

degerlendirildi.

Vitek 2 Anaerop ID Paneli

Geng kolonilerden, firma talimatlarina goére hazirlanan Vitek 2 kitinin 6zel
besiyerine saf koloniden igne 6ze ile bir ka¢ koloni almarak inokiile edildi ve
McFarland 3 numarali tiipiiniin bulanikliginda siispansiyon hazirlandi. McFarland

bulaniklig1 Densimat (bio Merieux) cihazi ile degerlendirildi.

3.5 Beta Laktamaz Varhginin Belirlenmesi

[zole edilen anaerop bakterilerde beta laktamaz enzimi iiretiminin
arastirilmasi i¢in kromojen bir sefalosporin olan nitrosefin emdirilmis diskler
(Cefinase CEF-F) (BioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa) kullanildi. Kullanilmadan
once nitrosefin emdirilmis disk hafif bir sekilde distile su nemlendirildi ve agar
yiizeyinde saf olarak izole edilen bir-iki koloni alinarak disk ylizeyine bir 6ze
yardimiyla siiriildii. Disk 5 dakika kadar bekletildi ve degisimi olup olmadig:
arastirildi. Pembe-kirmizi renk degisimi (+) test olarak (Beta laktamaz enzimi
iiretiminin varligi seklinde) yorumlandi. Emin olmak i¢in hi¢ kullanilmamis diskler
ile karsilastirilarak renk degisimine karar verildi. Beta laktamaz stikleri ~10° C nin

altinda sakland.
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3.6 Antimikrobik Duyarhhk Testi (E-test)

Anaerop bakterilerin antimikrobiklere karsi direng oranlarinin belirlenmesi
icin yeni, kolay, pratik ve giivenilir bir ydntem olan ve antimikobik maddelerin MiK
degerini veren E-test stripleri kullanildi. Duyarlilik deneyleri i¢in kullanilan E —test

striplerinin MIK araliklar1 ve kodlar1 asagida verilmistir.

Tablo 3.1. E-test MiK araliklar1 ve kodlar1

Antimikrobik Madde | Kodu MIK arahgy Uretici Firma
(ng/ml)

1) Benzil penisilin PG 0,016-256 pg/ml (bioMerieux S.A., France)
2) Imipenem IP 0,002-32 pg/ml (bioMerieux S.A., France)
3) Meropenem MP 0,002-32 ug/ml (bioMerieux S.A., France)
4) Ertapenem ETP 0,002-32 pg/ml (bioMerieux S.A., France)
5) Doripenem DOR 0,002-32 pg/ml (bioMerieux S.A., France)
6) Klindamisin CM 0,016-256 pg/ml (bioMerieux S.A., France)
7) Metronidazol MZ 0,016-256 pg/ml (bioMerieux S.A., France)
8) Sefoksitin FX 0,016-256 pg/ml (bioMerieux S.A., France)
9) Moksifloksasin MX 0,002-32 ug/ml (bioMerieux S.A., France)

Duyarlik testi i¢in besiyeri olarak %35 koyun kanli Schaedler agar kullanild.
Schaedler agar 100 x 15 mm’lik petri kaplar1 igerisinde hazirlandi. Bir petri kab1
icine 2 adet E-Test stripleri birbirine zit yonde konuldu. E-test stripleri —20° C de
sakland1 ve kullanilmadan 30 dk once oda 1sisinda bekletildi. E-test yontemi
uygulanmadan Once E-test stripleri, kullanilan besiyerleri ve uygulama teknigi
standart sus ile denetlendi. Standart sus ile her bir antibiyotik icin CLSI tarafindan
onerilen MIK (pg/ml) araliklar1 ile uyumlu sonuglar alindi. Standart sus olarak
BioMerieux firmasindan temin edilen Bacteroides fragilis (ATCC 25285) susu
kullanild1 (ATCC = American Type Culture Collection). Standart sus kullanilincaya
kadar 2- 8° C de sakland1.
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E - testinin yapilis1

Saf olarak tretilmis 24-48 saatlik geng kiiltiirlerden Scheadler buyyonda
(BioMerieux, Fransa) 1 numarali Mac Farland tiipiiniin bulanikliginda olacak sekilde
stispansiyon hazirlandi. Bu buyyondan steril pamuklu silgic ile daha 6nceden
hazirlanan %35 koyun kanli Schaedler agar yiizeyine siriildiikten sonra agar
plaklarmmn ylizeyinin kurumas:1 i¢in 10 dk kadar mumlu kavanoz igerisinde
bekletildi. 30 dk kadar once oda 1sisina ¢ikarilmis ve ambalaji kesilerek hazirlanmis
E-test striplerinden steril penset yardimi ile igerdigi antibiyotigin kodunun
gosterildigi yerden tutularak her bir petri kabimna 2 ser adet birbirine zit istikamette,
kenara en yakin sekilde ve MIK araliklarin1 gosteren skala 6n yiizde antibiyotik
emdirilmis arka ylizey agar ylizeyine temas edecek sekilde yerlestirildi. Stripler

yerlestirildikten sonra asla yerinden kimildatilmadi.

Her bir sus i¢cin 5 adet petri kab1 kullanildi. Daha sonra 2 adet petri kab1 1
adet anaerop poset (GENbag —bioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa) igerisine konuldu.
Posetin igerisine 1 adet rezasurin emdirilmis strip, 1 adet Gas-Pak zarfi (GENbox
anaer, bioMerieux, Marcy I’Etoile, Fransa) agzi kesilerek konuldu. Posetin agz1 hizli
bir sekilde klip ile kapatildi. Uzerine kapatilma tarihi ve saati yazilarak 36° C de 24-
72 saat inkiibasyona brrakildi. Posetler 24 saat sonra acilmadan disaridan
gozlemlenerek degerlendirildi. Klindamisin i¢in inkiibasyon siiresinin 48 saati
gecmesine dikkat edildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde agar yiizeyinde E-test
striplerinin etrafinda elipsoid bir sekilde inhibisyon zonlarinm olusumunun olup
olmadig1 degerlendirildi. inhibisyon zonunun E-test stripleri ile kesistigi noktadaki
degeri MIK degeri olarak tespit edildi ve CLSI tarafindan tavsiye edilen okuma
degerleri dikkate alinarak sensitif (S), az sensitif (I) ve direngli (R) olarak
degerlendirildi.
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4 BULGULAR

Bu calismada Afyon Kocatepe Universitesi ANS Uygulama ve Arastirma
Hastanesi’nin  ¢esitli  kliniklerinden — Tibbi  Mikrobiyoloji ~ Laboratuvarina
bakteriyolojik kiiltiir istemi ile gelen 317 6rnegin 39’u reddetme kriterlerine gore
kabul edilmedi. Gonderilen 6rneklerden 278’1 incelemeye alinarak aerop ve anaerop

kiiltiirleri yapildi.

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen anaerop suslar; geleneksel yontemler ve
Vitek 2 (BioMerieux, Fransa) otomatize sistemiyle tanimland. izolatlarm antibiyotik
diren¢ oranlar1 E-test yontemi ile yapildi. Ayrica aerop izolatlarm tanimlanmasi da

Vitek 2 (BioMerieux, Fransa) otomatize identifikasyon sistemleriyle gerceklestirildi.

Anaerop kiiltlir istemi yapilan 6rneklerden 192’si (% 69) enjektor ile, 51°1
(%18) steril burgulu kapakli kap ile, 35’1 (% 13) Port-a-Cul viyal transport sistem
(BioMerieux, Fransa) ile laboratuarimiza ulastirilmistir. Port-a Cul ile gelen
orneklerin 14’tinde (% 50), steril burgulu kapakli kap ile gelen 6rneklerden 3’iinde
(%11), enjektor ile gelen Orneklerin 11°inde (% 39) anaerop bakteri liremesi

gerceklesti (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Anaerop orneklerin transport yontemleri ve iireme oranlari

Transport yontemi Ornek Sayisi n (%) | Anaerop bakteri sayisi n (%)
Enjektor 192 (% 69) 11 (%39)
Burgu kapakli steril kap 51 (%18) 3 (%11)
Port-a-cul viyal 35 (%13) 14 (%50)
Toplam 278 28

Kiiltiir ekimleri yapilan 278 klinik 6rnegin 28’inde Gram negatif anaerop
comak izole edildi. Bakteri izole edilen 28 klinik 6rnekten toplamda 9 cesit Gram

negatif anaerop ¢omak tanimlandi. Anaerop lireme goriilen 6rneklerin hi¢ birisinde
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ayni anda birden fazla anaerop bakteri izole edilemedi. 13 Ornekten anaerop ve

fakiiltatif anaerop bakteri birlikte izole edildi.

Yiz yedi Ornekten fakiiltatif anaerop bakteri tanimlandi, bunlarin 8

tanesinden ise iki tiir fakiiltatif anaerop bakteri izole edildi. 143 6rnekte ise herhangi

bir iireme goriilmedi. Ureme goriilmeyen &rneklerin 8’inde Gram boyamada

mikroorganizma goriilmesine ragmen, bakteri iiremesi goriilmedi. Ug Ornekte ise

Gram boyamada mikroorganizma goriilmedigi halde bakteri tiremesi gozlendi (Tablo

4.2).
Tablo 4.2. Calismaya dahil edilen 6rneklerin klinik dagilimlar1 ve izole edilen
mikroorganizma sayilari.
Fakiiltatif .
Isleme Ureme Apae rop anaerop M tks*
Ornegin alinan goriilen ureme iireme ureme
geldigi servis ornek ornek go rilen goriilen g9 rilen
ornek .. ornek
n (%) n (%) n (%) ornek n (%)
n (%)
Genel Cerrahi 102 (36.6) 67 (49.6) 10 (35) 57 (53.2) 8 (61.5)
Ortopedi 18 (6.4) 8 (5.9 4 (14.2) 4 (3.7) 1(7.7)
Beyin Cerrahi 27 (9.7) 11 (8.1) 2 (7.1) 9 (8.4) -
KBB 25 (9) 9 (6.6) 4 (14.2) 5 (4.6) 1(7.7)
Gogiis Cerrahi 2 (0.7) 1(0.7) - 1(0.9) -
Goz 3(1) 2(1.9) - 2 (1.8) -
Gogils
Hastaliklart 32 (11.5) 12 (8.9) 2(7.1) 10 (9.3) -
Acil 4 (1.4) 1(0.7) - 1(0.9) -
Cocuk
Hastaliklar1 5(1.8) 1(0.7) ) 1(09) )
Gastroenteroloji 4 (1.4) - - - -
Enfeksiyon 9(3.2) 5(3.7) 3(10.7) 2 (1.8) 2 (15.3)
Nefroloji 13 (4.6) 2(1.9) - 2 (1.8) -
Onkoloji 5(1.8) 3(2.2) - 3(2.8) -
Plastik Cerrahi 7 (2.5) 5(3.7) - 5 (4.6) -
Kalp ve Damar
Cerrahisi 13 (4.6) 5(3.7) 1(3.6) 4 (3.7) -
Kadm
Hastaliklart 8 (2.9 3(2.2) 2(7.1) 1(0.9) 1(7.7)
Toplam 278 135 (48.5) 28 (10) 107 (38.5) 13 (4.7)

* Miks iireme: Fakiiltatif anaerop ve anaerop bakterinin birlikte izole edildigi 6rnek.
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Isleme alinan klinik &rneklerin cinsleri ve iiretilen anaerop bakterilerin bu

orneklere gore dagilimi Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Ornek cinsleri ve Gram negatif anaerop ¢omaklarm drneklere gore

dagilimai.
Isleme alinan Anaerop Fakiiltatif anaerop Miks*
ornek iireme goriilen lireme goriilen iireme
Ornek tipi n (%) ornek ornek n (%) goriilen
n (%) ornek
n (%)
Yara yeri 19 (6.8) - 8 (7.47) -
Apse 78 (28) 13 (46.4) 39 (36.4) 5 (38.3)
Diyabetik
ayak 5(1.8) 1(3.5) 2 (1.8) -
Periton
Mayi 63 (22.6) 5(17.8) 30 (28) 4 (30.7)
Eklem
S1visi 10(3.6) ) ) )
Aspirat 14 (5) 2 (7.1) 5(4.7) -
Doku 41 (14.7) 4 (14.2) 14 (13) 3 (23)
Perll'<ard|yal 3 (1) i i i
mayi
Pelvik Apse 3(1) 1(3.5) - -
Safra s1visi 1 (0.35) - - -
Vitroz sivisi 3(1) - 2 (1.8) -
Plevral
mayi 38 (13.6) 2(7.1) 7 (6.5) 1(8)
Toplam 278 28 (10) 107 (38.5) 13 (4.7)

* Miks tireme: Fakiiltatif anaerop ve anaerop bakterinin birlikte izole edildigi 6rnek.

Anaerop kiiltiirlerden toplam 28 adet Gram negatif anaerop ¢omak izole

edildi. Bunun 14’ Bacteroides spp.(12 B.fragilis ve 2 Bacteroides distasonis ), 5’i

Fusobacterium spp. (3 Fusobacterium nucleatum, 2 Fusobacterium varium) 9’u

Prevotella spp (3 Prevotella oralis, 3 Prevotella disiens, 1 Prevotella denticola, 1

Prevotella melaninogenica, 1 Prevotella intermedia) idi (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Gram negatif anaerop ¢gomaklarin dagilimi (n=28)

Anaerop Bakteri Cinsi Say1 %
Bacteroides fragilis 12 42.9
Bacteroides distasonis 2 7.1
Fusobacterium nucleatum 3 10.8
Fusobacterium varium 2 7.1
Prevotella oralis 3 10.8
Prevotella disiens 3 10.8
Prevotella denticola 1 3.5
Prevotella melaninogenica 1 3.5
Prevotella intermedia 1 3.5

Toplam 28 100

Calismada izole edilen 28 anaerop Gram negatif anaerop ¢omagin 16
tanesinde [B-laktamaz varligmma rastlanirken, 12 tanesinde [-laktamaz varligma
rastlanmadi. B-laktamaz {rettigi belirlenen suslarin  dagilimi tablo 4.5te

gosterilmistir.

Tablo 4.5. Beta laktamaz enzimi iireten Gram negatif anaerop ¢omaklarin tiir
ve sayilari

Beta Beta laktamaz
. laktamaz Beta laktamaz pozitif s
Bakteri cinsi . A pozitiflik
pozitif sus bakteri ismi "
orani
sayisli
Bacteroides spp. -Bacteroides fragilis
(14) 12 -Bacteroides distasonis 12/14
-Prevotella oralis
Prevotella spp. (9) 4 -Prevotella 4/9
melaninogenica
-Prevotella disiens

*Bakteri sayilar1 az oldugu i¢in ylizde hesaplanmadi

Antibiyotik direng belirleme deneyleri i¢in E-test yontemi kullanildi. E-test
yontemi kullanilarak elde edilen diren¢ oranlari sonuglar1 Gram negatif anaerop

comaklar i¢in Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6. Calismada elde edilen Gram negatif anaerop ¢omaklarin test edilen
antimikrobiklere kars1 direng oranlar1

Bakteri Adi n | FEX | MZ| MX | CM | PG | IP| MP | ETP | DOR
Bacteroides
fragilis 1213 i i 4 - i i i
B_acter0|_des ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
distasonis
Fusobacterium 3
nucleatum
Fusobacterium | , | _ ) ) ) | ) ) )
varium
Prevotella s | - ] ) 1 3 | - ) ) )
oralis
P_re:votella 3 L ] ) ) 3 ) ) ) )
disiens
Prevotella

. 1 - - - - 1 - - - -
denticola
Prevotella
melaninogenic | 1 - - - - 1 - - - -
a
Prevotella
. . 1 - - - - 1 - - - -
intermedia

Toplam 28 | 6 0 0 5 2 | 0 0 0 0

n: Ornek sayism1 gdstermektedir.

FX: Sefoksitin MZ: Metronidazol MX: Moksifloksasin CM: Klindamisin
PG: Penisilin G IP: Imipenem MP: Meropenem ETP: Ertapenem

DOR: Doripenem
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5. TARTISMA

Insan ve hayvan patojenleri arasinda onemli yere sahip olan anaerop
bakteriler, ciddi hatta fatal seyirli  enfeksiyonlara neden olabilen
mikroorganizmalardir. Insan viicudunun florasinda aerop mikroorganizmalarla
birlikte bulunan anaerop bakteriler uygun ortam bulduklarinda ¢ok gesitli
enfeksiyonlara neden olabilmektedir ve bu enfeksiyonlar genellikle polimikrobiyal
karakter gostermektedir (Kiyan, 1999;Giirler, 2005;Winn, 2006;Jousimies-Somer,
2002;Dogan, 2008).

Anaerop bakterilerin izolasyon ve identifikasyonlar1 olduk¢a giictiir. Bu da
bolgelerden yeterli verinin elde edilememesine sebep olmaktadir. Ancak anaerop
bakterilerin izolasyonu gii¢ ve zaman alic1 olsa da kiiltiir gold standarttir ve basarili
anaerop kiiltlir ¢caligmas1 yapilan laboratuvarlarda % 25 ile % 50 arasinda degisen
oranlarda anaerop bakterilerin izole edildigi bildirilmektedir. Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda anaerop bakterilerin izole edilebilmesi i¢in 6rnek alimi ve taginmasi,
besiyeri se¢imi, besiyeri kalitesi ve inkiibasyon kosullar1 gibi asamalarin ve
faktorlerin optimum diizeyde tutulmasi ¢ok Onemlidir (Tirkkan, 2008;Torun,
1999;Hecht, 2004;Winn, 2006).

Calisma stiresince toplam 278 adet klinik 6rnegin anaerop kiiltiirii yapilmistir.
En ¢ok 6rnek apse ve periton mayi 6rnegi olarak gonderilmistir. Diger 6rnekler de
enjektore alinmis olarak laboratuvarimiza ulastirilmistir. Bu tiir 6rnekler i¢in temin
ettigimiz Port-a-Cul sistemi de hastanemizde ilk kez kullanilmis olmasmna ragmen
siklikla tercih edilmistir. Tiim Orneklerin % 10’unda anaerop bakteri iiremesi
olmustur (Tablo 4.2). Kliniklerle yapilan goriismelerde anaerobik drnek alim sekli ve
ornegin bir an Once laboratuvara ulastirilmasi ile ilgili hassasiyet siklikla
anlatilmistir. Fakat bu konuda ayn1 duyarliligin gosterilmedigi diisiiniilmektedir. Bu
yiizden 6rnek alimi ve ekiminde gecikmeler yasanmis ve bu durumun anaerop izolat

sayisinin istenilen diizeye ulasgamamasinda bir etken oldugu degerlendirilmistir.
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En yiiksek tiremenin % 50 oraninda Port-a-Cul sistemine alinmis olan
orneklerde olmasi dikkat c¢ekicidir. Calismamizda, Port-a-Cul sisteminin yerine
tercih edilen enjektor ile gelen drneklerde %39 ve steril kap ile gelen 6rneklerde %
11 oranlarinda anaerop lireme gozlenmistir. Ekiivyonlu transport sistemiyle gelen
orneklerden ise anaerop bakteri izole edilememistir (Tablo 4.1). Anaerop kiiltiiri
yapilacak orneklerin tagima ortami ve siireleri ile ilgili kurallara uymak kiiltiirde
iretme sansini biiyiik oranda arttirmaktadir. Klinik 6rnekteki anaeroplar1 yaklagik 24
saat siireyle canli tutabildigi gosterilmis olan Port-a-Cul ve benzeri sistemler,
anaerop  Orneklerin  tasmmasmda  Onerilmektedir  (Tirkkan, 2008;Citron,

2000;Holden, 2004).

Anaerop bakteriyolojide kiiltiiriin basarisini1 ayrica, 6rnegin alinma zamani,
ornegin alindigi yer ve alinma sekli, Onceden antibiyotik tedavisi verilip
verilmemesi, uygun besiyeri ve inkiibasyon kosullar1 gibi faktorler de biiyiik dl¢iide

etkiler (Engelkrik, 2007;Forbes, 2007; Tiirkkan, 2008).

Ercis ve ark., anaerop kiiltiir yapilan 367 ornegin %20.5’inde fakiiltatif
anaerop ve anaerop liremesini birlikte saptarken, %7.6’sinda ise sadece anaerop
iireme saptamislardir. Anaerop bakteri liremesi olan 103 Ornekten 217 anaerop
bakteri izole edilmis, Orneklerin 15’inde tek, 88’inde ise fakiiltatif anaerop ve

anaerop karisik olarak birden fazla bakteri iremesi olmustur.

Sengdz ve ark., 1503 cesitli klinik ornekten % 9 oraninda anaerop bakteri
iiremesi bildirmislerdir. Bozkurt ve ark., 238 6rnekten anaerop kiiltiir yapmis ve %

28.2 oraninda sadece anaerop bakteri liremesi saptamiglardir.

Dogan ve ark., ¢alismalarinda 100 klinik 6rnegin 14’iinden (%14) toplamda 22
anaerop bakteri izole etmislerdir. Bu oOrneklerin 7’sinde ayni anda birden fazla
anaerop bakteri saptanirken, 8 drnekte ise anaerop ve fakiiltatif anaerop bakterilerin
birlikte tiredigini gozlemlemislerdir. Anaerop bakteri tanimlanan 14 6rnegin 8’inin

apse (%57), 6’sinin ise periton mayi (%42) oldugunu bildirmislerdir.
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Kaya ve ark., 296 klinik ornekten 26 anaerop bakteri (%8.7) izole etmislerdir.
Bu izolatlarm 14’{i sporsuz anaerop Gram negatif basildir. Izole edilen 26 anaerop
bakterinin 11’ine (%42.3) fakiiltatif anaerop bakterilerin eslik ettigi gdzlenmistir. Bu
calismada izole edilen anaerop bakterilerin daha ¢ok apse orneklerinden izole
edildigi (%21.6) ve 16 apse Orneginin 2’sinde ise (%12.5) etken olarak birden fazla

anaerop bakteri saptandig1 goriilmiistiir.

Calismamizda 6rneklerin % 4.7’sinde hem anaerop hem de fakiiltatif anaerop,
% 10’unda sadece anaerop, % 38.5’inde sadece fakiiltatif anaerop {ireme
saptanmustir. Orneklerin % 51.5” inde ise iireme olmamustir (Tablo 4.2). Anaerop
kiiltlir yaptigimiz klinik 6rnekler arasinda anaerop iireme oranlar1 en yliksek olanlar;
apse (13/78), periton mayi (5/63) ve doku Ornegi (4/41) olarak tespit edilmistir
(Tablo 4.3). Genellikle apse ornekleri, anaeroplarin en sik izole edildigi 6rnekler

arasinda yer almaktadir (Engelkrik, 2007; Tiirkkan, 2008).

Ayrica ¢alismamizda isleme aliman 278 klinik 6rnegin 28 (%10)’inde toplam
olarak 28 adet anaerop Gram negatif ¢omak soyutlanmistir. En fazla Bacteroides
fragilis grup (n:14), Prevotella spp. (n:9), Fusobacterium spp.(n:5) izole edilmistir
(Tablo 4.4). B. fragilis grup iiyeleri anaerop kiiltiir yapilan orneklerden en sik
soyutlanan bakterilerdir (Winn, 2006; Forbes, 2007; Tirkkan, 2008). Bu ¢alismada

Bacteroides izolatlarmin ¢ogu diyafram alt1 6rneklerden izole edilmistir.

Prevotella tiirleri en sik izole edilen ikinci anaerop Gram negatif bakteri grubu
olmustur. Prevotella tiirleri ile yakin iliskili olan Porphyromonas tiirleri
calismamizda izole edilememistir. Pigmentli Prevotella-Porphyromonas tiirleri tiim
diinyada anaeroplar arasinda genellikle Bacteroides tiirlerinden sonra en sik

soyutlanan bakterilerdir (Winn, 2006).

Sengiil ve ark., calismalarinda 75 anaerop susun sadece 3’linde
Porphyromonas izole edebilmislerdir. Tiirkkan ve ark., 241 klinik 6rnek ile yaptiklari

caligmada toplamda 54 anaerop bakteri izole etmis ve bunun 30’u Gram negatif
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basildir. Tiirkkan ve ark’larmin yaptig1 bu ¢aligmada Gram negatif basillerin 14’
Bacteroides spp.(8 B.fragilis ve 6 Bacteroides fragilis dig1 Bacteroides fragilis grup),
10°u Porphyromonas spp., 5’i Prevotella spp, 1’i Fusobacterium spp. dir. Baska bir
calisgmada ise izole edilen 22 anaerop bakterinin, 10’unun (%45) Bacteroides
cinsinden ve 7 tanesinin (%32) ise Gram pozitif anaerop bakteri (2 P.niger, 5

Peptostreptococcus grup) oldugu gézlemlemislerdir (Dogan, 2008).

Kesli ve ark., yaptiklar1 ¢caligmada 40 anaerop bakteri izole etmislerdir ve
bunlarin 11°1 (%27,5) B. fragilis grubunun iiyelerine aitken, yaptiklari bu ¢alismada

B. fragilis en sik izole edilen bakteri grubunu olusturmustur.

Anaerop bakteri enfeksiyonlari genellikle polimikrobiyaldir. Fakiiltatif
anaeroplar veya mikroaerofil mikroorganizmalar da anaerop bakterilerle birlikte bu
miks enfeksiyonlardan izole edilebilmektedir (Winn, 2006;Dogan, 2008;
Ozbakkaloglu, 2001).

Dogan ve ark., yaptig1 ¢alismada tanimlanan anaerop bakteri enfeksiyonlarina
% 57 oraninda fakiiltatif anaerop bakterilerinin eslik ettigi tespit edilmistir ve miks
enfeksiyonlarda, fakiiltatif anaerop bakterilerilerden en sik, E.coli ve Enterococcus
spp. izole edildigi bildirilmistir. Baska bir ¢alismada ise polimikobiyal cerrahi
enfeksiyonlarda anaerop bakterilere, fakiiltatif anaerop olarak en sik E. coli’nin eslik
ettigi, sonra sirasiyla Proteus spp., Klebsiella spp. ve Enterobacter spp. ve Gram

pozitif koklarin eslik ettigi belirtilmistir (Aldridge, 1994).

Calismamizda 278 klinik 6rnekten toplam 107 (%38.5) fakiiltatif anaerop
bakteri izole edilirken 8 adet Ornekten ise iki farkli fakiiltatif anaerop bakteri
tanimland1. Bu miks enfeksiyonlarda en sik izole edilen fakiiltatif anaeroplar; E.coli,
Kelbsiella spp., idi. Bunun disinda Enterococcus spp., Proteus spp., da bu ¢aligmada
izole edilen bakteriler arasindadir. Caliymamizda ayn1i zamanda Gram pozitif koklar

da izole edilen bakteriler arasindadir (Tablo 4.2).
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Rutin antibiyotik diren¢ belirleme testi, izole edilen anaerop bakterilere
diinyanin birgok yerinde ¢ok nadir uygulanmaktadir. Klinik ag¢idan anaerop oldugu
diisiiniilen  enfeksiyonlarda  genellikle  empirik  antibiyotik  tedavisine
baslanilmaktadir. Ciinkii anaerop bakterileri iiretmek zordur ve bakterileri tiretmenin
maliyetinin yiiksek olmasmin yaninda teknik alt yapinin yetersizligi de belli bagh
problemlerdendir. B. fragilis grup basta olmak {izere anaerop bakteriler arasinda
antibiyotik direnci ve 6zellikle bu direng genlerinin yayilmasi ¢ok ciddi bir sorun
teskil etmektedir. Direngli suslarin neden oldugu enfeksiyonlarda uygun olmayan
tedavi ile iligkili olarak klinik basarisizliklar ile ilgili veriler ¢ok sik bildirilmektedir
(Turkkan, 2008;Sanders, 1992;Sengoz, 2005).

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), yukarida sozii edilen artan
direng sorunu nedeniyle antibiyotiklere karsi diren¢ profili 6ngoriilemeyen ve
olduk¢a virulan seyreden Gram negatif ¢omaklardan olan Bacteroides, Prevotella,
Fusobacterium’a antibiyotik duyarlilik testi yapilmasini tavsiye etmektedir. Ayni
zamanda steril viicut bolgelerindeki enfeksiyonlardan (beyin apsesi, endokardit,
bakteremi, osteomiyelit, artrit, protez/greft) anaerop bakteri soyutlandiginda da
antibiyotik diren¢ belirleme testi yapilmasi gerektigi belirtilmektedir. Antibiyotik
direng belirleme testi yapilmasini1 gerektirebilecek diger sebepler arasinda; tedavide
basarisizlik, belirli bolge veya hastanede periyodik olarak diren¢ durumunun
izlenmesi, yeni bir antibiyotigin test edilmesi de yer alir (Winn, 2006; Forbes, 2007;
Tiirkkan, 2008; Hecht, 2005).

Penisilin (ya da ampisilin), B-laktamaz inhibit6rlii penisilinler, sefoksitin,
imipenem (veya diger karbapenem grubu antibiyotiklerden biri), klindamisin,
kloramfenikol ve metronidazol genel olarak anaerop izolatlarin antibiyotik direng
belirleme testlerinde kullanilacak antibiyotikler olarak onerilmektedir. Tabi bu tercih
izolatin cins ve tiirline, B-laktamaz iiretip iliretmemesine, izole edildigi yere gore

degisiklikler gdsterebilir (Ulger, 2006; Tiirkkan, 2008; Hecht, 2005).
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Anaerop bakteriyolojide antibiyotik direng belirleme testinde agarda diliisyon
metodu referans yontem olarak kabul gormektedir. Fakat agarda diliisyon yontemi
zahmetli bir yontemdir ve pratik degildir. Bir diger test olan ve aerop bakterilerde
siklikla kullanilan bir referans test yontemi olarak da kabul edilen sivi mikrodiliisyon
testi ise sadece B. fragilis grup i¢in onaylanmistir. Diger taraftan Amerikan Gida ve
Ila¢ Dairesi (FDA) onay1 almis olan E test, diger yontemlere gore nispeten pahali
olmakla birlikte, 6zellikle az sayida izolatin test edilmesinde Onerilen, oldukca pratik
ve glivenilir bir yontemdir(Forbes, 2007; Hecht; 2006,Winn;Hecht, 2005). E-test
yonteminin agar diliisyon ile karsilastirmali olarak yapildigi ¢alismalarda anaerop
bakterilerin direng oranlarini belirleme deneylerinde E-test yontemi ile elde edilen
sonuclarin farkl diliisyonlarda % 80,8—%99,95 oraninda agarda diliisyon yontemi ile
uyumlu oldugu belirtilmistir(Kesli, 2001; Citron, 1991; Appelbaum, 1994). Bizim
calismamizda da anaerop izolatlarin antibiyotik diren¢ oranlarmm belirlenmesinde E

test yontemi kullanilmistir.

Calismamizda izole etigimiz tiim Gram negatif anaerop basiller arasinda 16/28
oraninda [B-laktamaz tiretimi gozlenmistir. Beklendigi gibi B-laktamaz iiretimi en
fazla B. fragilis grubunda saptanmustir. B-laktamaz iiretimi saptanan 16 susun 12’si
B. fragilis grubundandir (Tablo 4.5). Farkli birgok ¢alismada B. fragilis grubunda yer
alan bakterilerin %76-100 oraninda p-laktamaz iirettigi bildirilmistir. Ulkemizde ise
cesitli galismalarda bu oran %72 ile %96 arasinda degismektedir (Ulger, 2006).
Anaerop Gram negatif bakteriler ve diger anaeroplarda beta laktamaz varliginin

arastirilmasinda nitrosefin disk testi giivenilir test yontemlerindendir (Dogan, 2008).

Penisilin ve ampisiline direncinde B. fragilis grubu bakterilerde en yaygin
mekanizma [-laktamaz enziminin tretimidir. PB-laktamazlarin g¢ogu, [-laktamaz
inhibitorleri ile inhibe olmaktadir. Diger diren¢ mekanizmalarindan penisilin
baglayici proteinlerde (PBP) degisiklik ve por gecirgenliginde azalma mekanizmalar1
ise olduk¢a nadir gézlenmektedir (Hecht, 2005). Anaerop Gram negatif gomaklarin
dahil edildigi caliymamizda penisilin direnci biitiin izolatlarda %78.5 oraninda
bulunmustur. B.fragilis grup suslarinda 9%92.8 oraninda penisilin direnci

goriilmiistiir. Penisilin direnci Prevotella suslarmin tamaminda (%100) goriiliirken
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Fusobacterium suslarmm higbirisinde saptanmamistir (Tablo 4.6). Sengdz ve ark.
Klinik 6rneklerden izole ettikleri 127 anaerop izolatta penisilin direncini %100 olarak
tespit etmislerdir ve B.fragilis grubu suslarda da penisilin direncini %100 olarak
belirtmislerdir(Sengdz, 2005). Ulger ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada, B.fragilis’in
penisiline %91 oraninda direngli oldugu belirtilmistir(Ulger (Toprak), 2004). M.
Lorenzo ve ark. 36 Gram negatif anaerop basil ile yaptiklar1 calismada, izole ettikleri
10 B. fragilis tiiriiniin tiimiinii penisiline ve birinci kusak sefalosporinlere direngli

olarak bulmuslardir(Lorenzo,2011).

Sefoksitin ve sefotetan (sefamisinler), seftizoksim hari¢ sefalosporin grubu
antibiyotikler, anaerop Gram negatif ¢omaklar da dahil olmak {izere hemen hemen
biitiin anaeroplara karsi genellikle zayif etkinlige sahiptir. Sefoksitin direncinin B.
fragilis grubunda ortalama %10-20 diizeylerinde oldugu bildirilmektedir. Diger sik
izole edilen gram negatif anaeroplardan olan Prevotella, Porphyromonas ve
Fusobacterium tiirleri arasinda ise daha diisiik sefoksitin direng oranlar1 (%0-5) rapor
edilmistir (Tirkkan, 2008; Snydman, 2002; Hecht, 2006; Aldridge, 2001). Bizim
calismamizda B. fragilis grup suslarinda 5/14 oraninda sefoksitin direnci saptandi.
Calismamizdaki B.fragilis grup suslarindaki sefoksitin direnci %36 civarindadir.
Gram negatif anaerop c¢omaklardan bir digeri olan Prevotella suslarinda ise
sefoksitine direng 1/9 oraninda tespit edilmistir. Fusobacterium suslarinda ise
sefoksitin direnci saptanmamustir (Tablo 4.6). Kaya ve ark. 11 anaerop bakteriden
sadece 1 adet Gram negatif basilde (B.Fragilis) sefoksitin direnci
saptamiglardir(Kaya, 2012). Kesli ve ark.40 anaerop bakteri izole etikleri
caligmalarinda sefoksitin direncini %25 oraninda bulmuslardir(Kesli, 2001). Tiirkkan
ve ark. B. fragilis grup suslarinda 2/14 oraninda sefoksitin direnci saptarken,
Prevotella suslarinda sefoksitin  direnci saptanmamuslardir(Tiirkkan, 2008).
Ulkemizde yapilan bir diger ¢alismada (Torun, 1999). B. fragilis grubuna ait 138
susun %81.8°1 sefoksitine direncli bulunmustur. Fransa’da Gram negatif anaerop
basillerin izole edildigi ¢ok merkezli bir ¢calismada (Behra-Miellet, 2003), B.fragilis
grup suslarinin (n=189) %11 oraninda sefoksitine diren¢li oldugu bildirilmistir.
Yapilan diger yurt dis1 ¢aligmalar1 incelendiginde ise bu bakteri grubunda birbirinden
oldukg¢a farkli sefoksitin direng oranlar1 (%3-89) gozlenmektedir (Hedberg, 2003).
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Behra-Miellet ve ark. 337 anaerop bakteride yapmis olduklar1 direng belirleme
calismasida sefoksitin direncini %7.1 olarak bulmuslardir (Behra-Miellet, 2006).
Katsandri ve ark. 249 Gram negatif anaerop bakterinin izole edildigi ¢calismada %26

oraninda sefoksitin direnci tespit etmislerdir (Katsandri, 2006).

Karbapenem grubu antibiyotiklere (imipenem, meropenem, ertapenem,
doripenem) anaerop bakteriler arasinda diren¢ gelisimi ¢ok nadir gézlenmektedir.
Bu grup antibiyotiklere krs1 direng gelisimi metallo B-laktamaz, porin direnci veya
PBP’lerdeki degisime bagl olabilir. diinya genelinde B.fragilis grup suslar1 arasinda
imipeneme %0-2 arasinda diren¢ orani bildirilmistir (Snydman, 2002; Aldridge,
2001; Wybo, 2007; Syndman, 2007). Calismamizda hicbir izolatta karbapenem
direngli sus gozlenmemistir (Tablo 4.6). Torun ve ark.ise 138 B. fragilis grup
susunda imipenem direncine rastlamamislardir(Torun, 1999). Ulger ve ark.45 adet B.
fragilis grup suslarmin ikisinde imipenem direnci tespit etmislerdir(Ulger (Toprak),
2004). Behra-Miellet ve ark. Kklinik orneklerden izole edilen 337 anaerop bakteride
yapmig olduklar1 caligmada imipeneme karsi % 0.6 ve ertapeneme karsi ise %2.1

oraninda direng bildirilmistir. (Behra-Miellet, 2006).

Makrolid-linkozamid-streptogramin (MLS) grubunda yer alan klindamisin,
bakteri ribozomunun 50S alt iinitesine baglanarak protein sentezini inhibe eder.
Klindamisine direng, 23S ribozomal RNA’da metilasyon sonucu gelismekte ve
antibiyotik hedef bolgeye baglanamamaktadir. Metilasyondan sorumlu ¢ok sayida
erm geni (ermF, ermFS, ermG, ermB) bildirilmistir. Bu genler genel olarak plasmid
ve transpozonlar gibi mobil genetik yapilarda lokalize olduklarindan dolay1
bakteriden bakteriye kolayca aktarilabilmektedir (Tirkkan, 2008; Hecht, 2006).
Klindamisin direnci glinlimiizde anaerop bakteriler arasinda artis gostermektedir. Son
yillarda 6zellikle B. fragilis grup iiyeleri arasinda klindamisin direnci tiim diinyada
onemli boyutlara ulasmis olup cogu ¢aligmalarda %10-40 oranlarinda direng elde
edilmistir. Bu nedenle klindamisin anaerop enfeksiyonlarin empirik tedavisinde artik
onerilmemekte ve tercih edilmemektedir (Tiirkkan, 2008; Snydman, 2002; Hecht,
2006; Aldridge, 2001; Wybo, 2007). Klindamisin direnci B. fragilis dis1 Bacteroides

tiirlerinden 6zellikle B. ovatus, B. thetaiotaomicron ve B. caccae suslar1 arasinda
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genellikle daha yaygin olup bazi calismalarda direng oranlart %350-70’leri
bulmaktadir (Tirkkan, 2008; Hecht, 2006; Behra-Miellet, 2003). Bacteroides
disindaki anaeroplarda klindamisine diren¢ nispeten daha diisiik oranlarda
seyretmekle birlikte son yillarda direng oranlarinda artisa dikkat cekilmektedir.
Anaerop Gram negatif basillerden Prevotella, Fusobacterium ve Porphyromonas
suglarmin ortalama %10’unda klindamisine direnci bildirilmektedir (Hecht, 2006;
Hecht, 2005). Calismamizda B. fragilis grup suslar arasinda 4/14 oraninda
klindamisin direnci tespit edilmistir. Prevotella spp. suslarinda ise 1/9 oraninda
direng gozlendi. Fusobacterium suslarinda ise klindamisin antibiyotigine karsi
dirence rastlanmadi. Ulkemizde B. fragilis grup iiyelerinde %3.6 ile %55 oranlarinda
bildirilen diren¢ degerleri dikkate alindiginda, bizim calismamizda saptadigimiz
direng (%28.5) oranlarinin iilkemiz verileriyle uyumlu oldugu goriilecektir (Tiirkkan,
2008). Kasli ve ark.100 klinik 6rnekten izole ettikleri 40 anaerop bakteriden 14’iinii
Gram negatif basil olarak tanimlamislardir ve bu ¢alismadaki 14 Gram negatif basilin
8’1 klindamisine direngli olarak raporlanmistir(Kesli, 2010). Bizim ¢alismamiz da
dahil olmak iizere, lilkemizde yapilan ¢aligmalarda tespit edilen yiiksek oranlardaki
klindamisin direncinin, ¢alismaya dahil edilen sus sayilarinin az olmasina, bolgesel
farkliliga ve iilkemiz genelinde linkozamid grubu antibiyotiklerin yaygin kullanimina
bagli olabilir. Letournel-Glomaud ve ark. yaptiklar1 ¢calismada izole ettikleri gram
negatif anaerop bakterilerin %21 inde (19/89) klindamisin direnci tespit etmislerdir.

(Letournel-Glomaud, 2003).

Bir 5-nitro-imidazol tiirevi olan metronidazoliin aktivite gdstermesi i¢in
hiicreye girdikten sonra intraselliiler transport proteini olan piruvat-ferredoksin
oksido-rediiktaz sistemi tarafindan 5-nitro-imidazol prodroglarima indirgenmesi
sarttir. Plazmid veya kromozomal kaynakli olabilen nim genleri (nimA-G) tarafindan
kodlanan nitro-imidazol rediiktaz enzimi, metronidazol direncinde en Onemli
mekanizmaylr meydana getirmektedir. Bakterinin {rettigi nitroimidazol rediiktaz
enzimi, ilacin normal rediiksiyonunu saglayan ferredoksinle yarisarak prodrogun
nitro grubunu amin tiirevine doniistiiriir. Boylelikle metronidazol, bakteri i¢in toksik
olmayan bir forma doniismis olur. B. fragilis grup iiyeleri ve diger anaerop gram

negatif bakteriler arasinda metronidazol direnci, bu antibiyotigin 1960’lardan beri
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tim diinyada yaygin olarak kullanilmasma karsin nadir goriilmektedir. Fakat,
direncin son yillarda artis egilimi gosterdigine dikkat c¢ekilmektedir. ABD’de B.
fragilis grup tiyeleri arasinda metronidazole direng sadece birkag susta gosterilmistir
(Turkkan, 2008; Hecht, 2006; Hecht, 2005). ABD’de 1997-2004 donemini kapsayan
B. fragilis grupla ilgili ulusal izlem c¢aligmasinda 5,225 sustan sadece birini
metranidazole direngli bulmuslardir(Syndman, 2007). Bat1 Avrupa, Ortadogu, Asya,
Afrika ve Kanada’dan ise metronidazole direngli Bacteroides tiirleri artan bir siklikta
bildirilmektedir. Ulkemizde metronidazol direncine ait veriler olduk¢a degiskenlik
gostermektedir. B. fragilis grup iiyelerinde %0 ile %37.5 gibi degisen oranlarinda
direng degerleri bildirilmistir (Tiirkkan, 2008). Kesli ve ark.toplam 40 anaerop
bakterinin tanimlandig1 ¢aligmalarinda, Gram negatif anaerop bakterilerde (n=16)
antibiyotik duyarliligini E-test metodu ile tespit etmis ve %6 oraninda metronidazol
direnci bildirmislerdir (Kesli, 2001). Kaya ve ark. izole ettikleri 11 anaerop
bakteriden sadece bir tane B.fragilis susunda metronidazol direnci tespit
etmislerdir(Kaya, 2012). Gram negatif anaerop basillerin dahil edildigi ¢calismamizda

hi¢bir susta metronidazol direnci saptanamamuistir.

Florokinolonlar arasinda moksifloksasin, FDA tarafindan anaeroplar1
icerebilen, cilt enfeksiyonlar1 i¢in onaylanmig bir antibiyotiktir. Anaeroplara kismen
etkilidir. Direng gyr A (gyraz) ve gyr B ‘de mutasyonlar ve/veya efluks pompasinin
ekspresyonunda artis ile ortaya ¢ikan bir mekanizma ile iliskilidir. Anaerop bakteriler
tarafindan transfer edilebilir kinolon direnci ise tanimlanamamistir(Tiirkkan, 2008;
Hecht, 2006). Calismamizda izole edilen Gram negatif anaerop basillere

moksifloksasin E-test yapilmis ancak higbir susta direng saptanmamistir.
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6.SONUC VE ONERILER

1. Gelen orneklerin 143’tinde (%51.4) fakiiltatif anaerop ve/veya anaerop lireme
olmazken 107’sinde (%38.5) sadece fakiiltatif anaerop, 28’inde (%10) anaerop ve
13’linde (%4.7) fakiiltatif anaerop ve anaeroplar birlikte tiretildi.

2. Orneklerin laboratuvara transport sekli dikkate alindiginda anaerop iireme en fazla

Port-a-Cul sistemiyle gelen 6rneklerde saptandi (%50).

3. Ornek bazinda en yiiksek Gram negatif anaerop basil iireme oranlari, apse (13/28)
(%46.4), periton mayi (5/28) (%17.8) ve doku Ornegi (4/28) (%14.2) seklinde

gbzlendi.

4. isleme alinan 278 klinik 6rnegin 28 (%10)’inde toplam olarak 28 adet anaerop

Gram negatif comak soyutlandi.

5. Caligmamizda Orneklerin %4.7°sinde hem anaerop hem de fakiiltatif anaerop
bakteriler birlikte soyutlandi, %10’unda sadece anaerop Gram negatif ¢omak,

%38.5’inde ise sadece fakiiltatif anaerop bakteri iremesi saptandi.

6. Anaerop iireme olan Orneklerde en ¢ok Bacteroides fragilis grup (n:14) (%50),
Prevotella spp.(n:9) (%32.1), Fusobacterium spp.(n:5) (%17.9) izole edildi.

7. Tim izolatlarin 16/28 (%57.1)’inde Bacteroides fragilis grup bakterileri izole
edildi. izole edilen Bacteroides fragilis grup iiyelerinden 12/14 (%85.7)’inde beta-

laktamaz varlig1 saptandi.

8. Test edilen antibiyotikler arasinda en yilksek oranda direng, Penisilin ve
Sefoksitinde sirasiyla 22/28 (%78.5) ve 6/28 (%21.4) olarak tespit edildi.
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Klindamisine direng en fazla Bacteroides fragilis grup (4/14) (%28.5) izolatlarinda

saptand1. Bacteroides fragilis grup izolatlarinda metronidazol direnci saptanmadi.

9. Anaerop enfeksiyonlarm yaygmn goriilmesi, yiiksek mortalite ve morbidite ile
seyretmesi, klinik tanida karsilasilan zorluk, tedavinin cins ve tiirler arasi farklilik
gostermesi ve artan diren¢ nedeniyle etken patojenlerin tanimlanmasi ve direng

paternlerinin belirlenmesinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.
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OZET

Cesitli Klinik Orneklerden izole Edilen Gram Negatif Anaerop Comaklarin
Tiplendirilmesi ve Antibiyotik Diren¢ Profillerinin E Test Yontemi ile
Belirlenmesi

Amag: Bu ¢alisma anaerobik enfeksiyondan siiphelenilen hastalardan elde edilerek
Afyon Kocatepe Universitesi ANS Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen Gram
negatif anaerop ¢omaklarin tanimlanmasi ve antibiyotik direng¢ profillerinin E test
yontemi ile belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

Gere¢ ve yontem: Iki yiiz yirmi sekiz klinik 6rnek Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda 1 Kasim 2014 ile 30 Ekim 2015 tarihleri arasinda anaerop bakteri
izolasyonunun yapilmasi icin incelendi. Orneklerin, %5 defibrine koyun kani ilave
edilmis Scheadler agar ve Scheadler buyyon kullanilarak, kiiltiirleri yapildi. Izole
edilen anaerop Gram negatif basiller, konvansiyonel yontemler ve Vitek 2 (ANC ID
Card, bioMerieux, Fransa) Kartlar1 kullanilarak identifiye edildi. Penicillin G,
klindamisin, sefoksitin, metronidazol, moksifloksasin, imipenem, meropenem,
ertapenem ve doripenem direng oranlar1 her bir izolat i¢in E-test metodu ile
belirlendi.

Bulgular: Toplam olarak izole edilen 28 anaerop gram negatif ¢omaklardan, 14’
B.fragilis grubuna, 9’u Prevotella grubuna ve 5’i de Fusobacterium grubuna ait
olarak tanimlanmistir. En yliksek direng¢ orani penisiline karsi (%78.5) bulunurken,
klindamisin ve sefoksitin diren¢ oranlar1 ise smas1 ile %17.8, %21.4 olarak
bulunmustur. Metronidazol, moksifloksasin, imipenem, meropenem, ertapenem ve
doripeneme kars1 ise direng saptanmamustir.

Sonu¢: Calismamizda yiiksek oranda penisiline karst yliksek oranda direng
goriildigiinden empirik tedavide penisilin tercih edilmemelidir. Sefoksitin empirik
tedavide tercih edilebilir ama antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi daha dogru
ve faydali olacaktir. Karbapenem grubu antibiyotikler ve metronidazole kars1 direng
gbzlenmemistir, bu nedenle, bu antibiyotikler gelecekte direngli suslar ile meydana
gelecek enfeksiyonlarin tedavisi i¢in saklanmalidir.

Anahtar kelimeler: Anaerop Gram negatif ¢omaklar, antibiyotikler ve direng

profilleri, E-test yontemi
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SUMMARY

Typification and Determination of Antibiotic Ausceptibility Profiles with E Test
Methods of Anaerobic Gram Negative Bacilli Isolated from Various Clinical
Specimen

Objective: This study was carried out with the purpose of defining by using the E test
method and determining the antibiotic resistance profiles of Gram-negative anaerobic bacilli
isolated from various clinical specimens obtained from patients with suspected anaerobic
infections and referred to Medical Microbiology Laboratory of Afyon Kocatepe University,
ANS Application and Research Hospital.

Material and methods: Two hundred and seventy eight clinical specimens were examined
for isolation of the anaerobic bacteria in Medical Microbiology Laboratory between the 1%
November 2014 and 30" October 2015. Specimens were cultivated by using Scheadler agar
that 5% defibrinated sheep blood added, and Scheadler broth. The isolated anaerobic Gram-
negative bacilli were identified conventional methods and Vitek 2 (ANC ID Card,
bioMerieux, France) cards. Antibiotic resistance rates against to penicillin G, clindamycin,
cefoxitin, metronidazole, moxifloxacin, imipenem, meropenem, ertapenem and doripenem
were determined with E-test method for each isolate.

Results: Of the isolated twenty-eight anaerobic gram negative bacilli fourteen were
identified as the B. fragilis group, 9 were Prevotella group, and 5 were Fusobacterium
group. The highest resistance rate was found against penicillin (78.5%) and resistance rates
against clindamycin and cefoxitin were found as 17.8% and 21.4%, respectively. Against to
the; metronidazole, moxifloxacin, imipenem, meropenem, ertapenem and doripenem, no
resistance was found.

Conclusion: Since high rate resistance has been detected against to penicillin in the study
penicillin should not be preferred in empirical treatment. Cefoxitin can be preferred in
empirical treatment; however, carrying out the antibiotic sensitivity testing will be more
proper and beneficial. No resistance was observed against carbapenem group antibiotics and
metronidazole; so that reason, these antibiotics should be reserved for treatment of infectious
caused by resistant strains in the future.

Keywords: Anaerobic Gram-negative bacilli, antibiotics and resistance profiles, E-test

method
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