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OZET

Argun Tiikkan, A. Klinik oOrneklerden soyutlanan anaerop bakterilerin
tanimlanmasi ve E-test yontemi ile antibiyotik duyarhhklarinin belirlenmesi.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2008. Ocak 2007-Mart 2008 tarihleri arasinda
Eskisehir Osmangazi Universitesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
soyutlanan anaerop bakterileri tiirleri ve antibiyotik duyarhiliklar1 analiz edilmistir.
Toplam 241 klinik 6rnekten 54 adet anaerop izolat soyutlandi. Klinik drneklerin
cogunu kan (%39.4) ve apse 6rnekleri (%28.6) olusturmakta idi. Orneklerin 31’inde
(%12.9) anaeroplar, 74’tinde (%30.7) yalniz aeroplar, 17’sinde (%7) anaerop ve
aeroplar karisik olarak soyutlandi. Baslica aerop ve fakiiltatif anaerop izolatlar
Enterobacteriaceae (%39.1) ve stafilokok tiirleri (%25.7) idi. En yiiksek oranda
anaerop iiremesi Fournier gangreni (4/4), apse (14/69, %20.2) ve yara yeri (4/22,
9%18.1) ornekleri arasinda gozlendi. Anaeroplardan en cok Bacteroides fragilis grup
(%25.9), Porphyromonas spp. (%18.5) ve Peptostreptococcus spp. (%18.5) izole
edildi. B. fragilis grup izolatlarin %78.5’inde (11/14) p-laktamaz iiretimi saptandi.
Tikarsilin/klavulonat, sefoksitin, imipenem, klindamisin, metronidazol, linezolid ve
tigesiklinin minimal inhibitér konsantrasyonlari (MiK) E test ile belirlendi.
Tikarsilin/klavulonat ve linezolid tiim anaerop izolatlara karsi etkin bulundu.
Klindamisin daha diisiik etkinlige sahip olup izolatlarm (18/51) %35.2’1 direngli idi.
Klindamisine diren¢ en fazla B. fragilis grup izolatlar arasinda saptandi (%57.1).
Sefoksitine direng diisiik oranda bulundu (%7.8). Imipenem ve tigesiklin tiim
aneroplara karsi etkin olup sadece bir B. fragilis izolat1 imipeneme ve bir fragilis dis1
Bacteroides izolat1 ise tigesikline diren¢ gostermekte idi. Anaerop izolatlarin
(12/51) %23.5’1 metronidazole direngli idi. Metronidazol direnci B. fragilis grup

izolatlarin 2/14’iinde, Peptostreptococcus izolatlariin ise 5/10’unda tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Anaerop bakteri, Bacteroides, direng



ABSTRACT

Argun Tiikkan, A. Identification anaerobic bacteria isolated from clinical
samples and determination of antibiotic suspectibilities by E-test methods.
Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine, Medical Specialty Thesis
in Department of Microbiology, Eskisehir, 2008. The species and antimicrobial
susceptibility of anaerobe bacteria isolated at the Clinical Microbiology Laboratory
of Eskisehir Osmangazi University Hospital between January 2007 and March 2008
were analysed. A total of 54 anaerobic isolates were recovered from the 241 clinical
specimens. Most common clinical specimens were blood (39.4%) and abscess
(28.6%). Anaerobes were recovered in 31 specimens (12.9%), aerobes only were
isolated in 74 (30.7%) and mixed aerobes and anaerobes were recovered in 17 (7%).
The predominant aerobic and facultative isolates were Enterobacteriaceae (39.1%)
and Staphylococcus species (25.7%). The highest rate of anaerobic growth observed
among Fournier's gangrenes (4/4), abscesses (14/69, 20.2%) and wounds (4/22, 18.1
%). The most commonly identified anaerobe was Bacteroides fragilis group
(25.9%), followed by Porphyromonas spp. (18.5%) and Peptostreptococcus spp.
(18.5%). p-lactamase production was detected in (11/14) 78.5 % of the B. fragilis
group isolates. Minimal inhibitory concentrations (MICs) of ticarcillin/clavulonat,
cefoxitin, imipenem, clindamycin, metronidazole, linezolid and tigecycline were
determined by Etest. Ticarcillin/clavulonat and linezolid were active against all of
the anaerobic isolates. Clindamycin was less active, (18/51) 35.2 % of isolates were
resistant.  Resistance to clindamycin was most frequent among B. fragilis group
isolates (57.1%). The rate of resistance to cefoxitin was low (7.8%). Imipenem and
tigecycline showed good activity against all isolates, with only one B. fragilis and
one non- fragilis Bacteroides strain, respectively, showing resistance. Regarding
metronidazole, in total (12/51) 23.5% were resistant. Resistance to metronidazole
was detected for 2/14 strains of the B. fragilis group and 5/10 strains of

Peptostreptococcus.

Keywords: Anaerobic bacteria, Bacteroides, resistant
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1.GIRIS VE AMAC

Anaerop bakteriler gastrointestinal normal bakteriyel florasinin predominant
komponentidir. Diskinin bir grami 10" bakteri icerir. Bu bakterilerin ¢cogunu
olusturan anaeroplar 6zellikle kolon florasinda bol miktarda bulunurlar. Diger
taraftan anaerop bakteriler, intraabdominal, obstetrik-jinekolojik, diyabetik ayak, deri
ve yumusak doku infeksiyonlar1 gibi infeksiyonlardan siklikla izole edilir (1-4).
Aerop bakterilere benzer sekilde, bir¢cok patojen anaerop bakteri arasinda da son 20—
30 yilda 6nemli boyutlara ulagan diren¢ sorunuyla karsilagilmaktadir (5). Anaerop
bakterilerden 6zellikle Bacteroides tiirlerinde goriilen direng dikkat cekicidir (6).

B.fragilis grubu bakterilerde artan direncin cografik bolgelere gore farklilik
gosterdigi bildirilmis, bu nedenle farkli bolgelerdeki kokenlerin diren¢ paternini
belirlemek amaci ile periyodik ¢aligmalarin gerektigi bilinmektedir (7).

Calismamizda  Eskisehir ~ Osmangazi  Universitesi Tip  Fakiiltesi
Hastanesindeki anaerop infeksiyon etkenlerinin tiir ve diren¢ profillerini saptayarak,

ila¢ secimine ve etkin tedaviye yol gostermeyi amacladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

Anaerop bakterilerin izolasyonu ile ilgili calismalar 1861 yilinda Pastor
tarafindan baslatilmis ve o yillardan baslayarak cesitli arastirmacilar baz1 Clostridium
cinsi bakterileri izole etmislerdir. = Anaerop bakterilerle ilgili daha kapsamli
calismalar 20.yy’m ilk ceyreginde baslamistir. Uzerinde en ¢ok calisilan bakteriler
Clostridium cinsi olmustur ve anaerop infeksiyonlarda ilk akla gelen bakteri
olmustur. Bu yillarda anaerop kavanozlar gelistirilmis ve anaerop bakterilerin
izolasyonu kolaylasmistir.  Son yillarda ise molekiiler tan1 tekniklerinin kullanimi
anaerop bakterilerin tanisini1 kolaylastirmistir (8).

Anaerop bakteriler iireyebilmek icin ortamdaki serbest oksijenin
uzaklagmasina gereksinim duyan, normal atmosfer’de veya %5-10 karbondioksitli
ortamda kati besiyerinde iireyemeyen bakterilerdir. Anaerop bakteriler arasinda
oksijene duyarliliklart degiskenlik gosteren bakteriler yer almaktadir. Ortamdaki
oksijen ve siiperoksit radikallerin konsantrasyonu, peroksitler ve oksido-rediiksiyon

potansiyeli oksijene duyarlilikta dnemlidir (9).

2.1 Anaerop Bakteriler U¢ Major Gruba Ayrihr :

Zorunlu anaeroplar; normal flora’nin bir parcasidir.

Zorunlu anaeroplar oksijen varliginda iireyebilme ve oksijen toleransina gore
iki alt gruba ayrlir.

Kesin zorunlu anaeroplar : %0.5’in iizerinde oksijene maruziyette agar
yiizeyinde tiireyemez. Atmosferik oksijen bu mikroorganizmalar icin oldukca
toksiktir.

Orta derecede zorunlu anaeroplar: %?2-8 (ort.%3) oksijen maruziyetinde
ireyebilen bakterilerdir

Aerotoleran anaeroplar: Normal atmosfer veya %5-10 CO;’li ortamda zay1f
lireme goOsteren ancak anaerop ortamlarda iyi iireyebilen bakterilerdir. Klinik
laboratuvarlarda uygun olarak secilen anaeroplarin ¢ogu orta derecede zorunlu
anaerop grubuna girer. Bu mikroorganizmalar oksijenin toksik etkilerine kars1 kesin
anaeroplardan daha tolerandir. Fakat bu mikroorganizmalar Ornek toplama,
laboratuvara transport, 6rnegin islenmesi, izolasyon ve identifikasyon icin gereken

adimlar sirasinda uygun anaerop ortam saglanmazsa oliirler.



Fakiiltatif anaeroplar: Son elektron alicisi olarak O, kullanir veya daha az
olarak anaerop durumlarda fermentasyon reaksiyonlar ile enerjilerini saglayabilirler

(10, 11).

2.2. Anaerop Kiiltiir islemi

Anaerop bakteri infeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda uygulanan islemler
aerop bakterilerdekine benzer. Anaeroplarin  izolasyonunda ornek seg¢imi,
toplanmasi, taginmasi, besiyeri se¢imi ve inkiibasyonda uygunluk 6nemlidir (10,12).

Herhangi bir adimin hatali yapilmasi, yanlis sonuglara ve klinisyenin yanlig

bilgilendirilmesine yol acar (10).

2.2.1 Anaerop Kiiltiir icin Oneklerin Toplanmas:1 Ve Transportu
Anaerop bakteriler normal floramizin bir liyesi oldugundan, klinik 6rnegin flora ile
kontamine edilmeden alinmasi ¢ok dnemlidir. Bu orneklerden izole edilen anaerop

bakterilerin etken olup olmadigini ayirt etmek de 6nemlidir (12, 13).

a.0rnek Toplama

Anaerop Kkiiltiir icin en uygun Ornekler doku biyopsi veya aspirasyon
ornekleridir. Genel olarak siiriintii ornekleri az miktarda ornek icerdiginden ve
siklikla flora ile kontaminasyon oldugundan oOnerilmemektedir. Mutlaka siiriintii
ornegi alinacaksa anaerop transport sistemleri kullanilmali ve kontaminasyonun

engellenmesi i¢in 6zen gosterilmelidir (12, 13).

b.Transport

Transport zaman Ornegin hacmine ve cinsine baghdir. Biiylik hacimli ,
piiriilan 6rneklerdeki anaeroplar canliligini saatlerce koruyabilir. Kiigiik hacimli
aspirasyon materyalleri, biyopsi Ornekleri, kazint1 ve siiriintiiler anaerop transport
sistemleri ile tasinmalidir. Asirt sicak ve soguga maruz kalmamasi, islemde gecikme
olacaksa oda sicakliginda bekletilmesi gerekir. Yaralanma riski ve disariya sizma
tehlikesi nedeniyle transport materyali olarak enjektor kullanilmamalidir (12). Aerop
ve anaerop mikroorganizmalarin transport sirasinda canliligini korumak icin Port-a
Cul vial ve jarlart (BBL, BD Biosciences) kullanilabilir. Bu sistem, 20°C -25°C ‘de

ornegi korur. Yart kati besiyeri, indirgen madde ve resazurin indikatorii iceren



tagima ortamlar1 kullanildiginda anaeroplarin 72 saate kadar canliligini siirdiirebildigi

bildirilmektedir (7).
2.2.2 Orneklerin islenme Prosediirii

a.Makroskopik Inceleme:
Kan, pily, nekrotik doku, pis koku, siilfir graniillerinin varhig

degerlendirilerek drnegin kalitesi hakkinda bilgi elde edilebilir (12).

b.Ornegin Hazirlanmas: :

Piiriilan Ornekler mikrooganizmalarin homojen olarak dagilmasi igin
vortekslenir. Doku veya parcalar 1ml siv1 besiyeri (Tiyoglikolat, kiymali buyyon
vb.) icerisinde homojenize edilir. Piiriilan olmayan biiyiik hacimli 6rnekler santrifuj

edilerek yogunlastirilmahdir (12).

¢. Gram Boyama:

Gram boyama anaerop bakteriyoloji i¢cin onemli ve hizli bir yontemdir.
Mikroorganizmanin 6n identifikasyonuna ve besiyeri secimine yardimeci olur (tablo
2.1). Gram boyama, mikroorganizmalarin nisbi sayisi, morfolojileri ve hiicre
varligim1 gostererek ayni zamanda anaerop teknigin yeterliligi i¢in bir kalite kontrol
olarak da kullanmilir. Kesin anaeroplar 16kositleri hasarlayan nekrotizan toksin
(16kosidin) {iretir. Lokositin yoklugu ciddi anaerop infeksiyonun varligindan
uzaklastirmaz (11-13).

Pozitif bir Gram boyama ve negatif bir kiiltir sonucuna ulagilabilir. Bu
durum yanlis transport yontemleri, 6rnegin islenmesinde hava ile temas, anaerop
atmosferi saglayan sistemin ve besiyeri seciminin yetersizligi, besiyerinin taze
olmamasi ya da antibiyotik kullanimina bagl olabilir (13).

Yaymalar 1s1 ile veya saf methanol ile 1 dakika siireyle fikse edilerek
hazirlanir. Bakteri ve 16kosit morfolojilerinin korunmasi i¢in methanol ile fiksasyon
1s1 ile fiksasyondan daha iyidir. Boyama standart Gram boyama prosediirii ile
yapilir. Alternatif olarak bazi gram negatif anaeroplart boyamak icin safranin yerine

bazik fuksin kullanilir (11-13).



Tablo 2.1. Klinik 6nemi olan anaerop bakterilerin boyanma 6zellikleri (8)

Gram Boyama ydéntemi
pozitif negatif
Peptococcus spp.
Kok Peptostreptococcus spp. Veilonella spp
Streptococcus spp.
Sporlu Clostridium spp. yok
Actinomyces spp. Bacteroides spp.
Sporsuz Bifidobacterium spp. Fusobacterium spp.
Basil Eubacterium spp. Porphyromonas spp.
Propionibacterium spp. Prevotella spp.
Lactobacillus spp. Bilophila wadsworthia
Mobilincus spp.

2.2.3 Kiiltiir Yontemi

a. Besiyeri Secimi

Cogu anaerop infeksiyonlar polimikrobiyaldir. Ornekler, aerop ve fakiiltatif
anaerop bakterileri de icerir. Bu nedenle anaerop inkiibasyon i¢in bir secici olmayan
(anaerop blood agar) ve secici olan besiyerleri (Bacteroides safrali eskiilinli agar,
kanamisin-vankomisinli agar, fenil etil alkol agar) kullamilir. Secici olmayan
besiyerleri ile birlikte secici besiyerlerinin kullanilmasi izolasyonun basarisini
arttirir.

Anaerop kanli agar (AnBAP); biitiin anaeroplarin izolasyonu i¢in kullanilir.
Kanamisin-vankomisinli agar (KVLB) Bacteroides spp. ,Prevotella spp.,
Fusobacterium spp., ve Veilonella spp. izolasyonu i¢in kullanilan selektif besiyeridir.
Anaerop Paromamisin-vankomisinli kanli agar, KVLB agar ‘a alternatif olarak
kullanilir (13).

Fenil etil alkol besiyeri (PEA); gram pozitif ve gram negatif zorunlu anaerop
bakterileri iiretmek icin kullamilir. Kolistin-nalidiksik asitli agar (CNA), PEA
besiyerine alternatiftir. Sikloserin-sefoksitin —fruktoz agar (CCFA): C.difficile ‘nin
izolasyonu icin kullanilir(13).

Bacteroides safrali eskiilinli agar (BBE); ozellikle diafragma alt1 viicut

bolgelerinden alinmig klinik Orneklerden Bacteroides fragilis grup iyelerinin



izolasyonu icin icerisinde %20 oraninda safra (oxgall) bulunan secici besiyeridir.
BBE besiyerinde safraya direngli Bacteroides fragilis grup iiyeleri hari¢, diger
anaeroplar inhibe olur. Ayrica gentamisin icerdiginden bir¢ok aerop bakteriyi de
inhibe eder (13). BBE besiyeri B.fragilis grup ve Bilophila wadsworthia icin selektif
besiyeri olarak oOnerilir (10). Aerop inkiibasyon i¢in %35 koyun kanh agar,
MacConkey veya EMB agar ve ¢ikolatamsi agar kullanilir (13).

Siv1 besiyerleri de dokuda ve diger steril Orneklerde bulunabilen az
miktardaki anaerop mikroorganizmalar1 ¢ogaltmak icin kullanihir. Tiyoglikolatl
buyyon (THIO), thiol buyyon veya Schadler’s buyyon gibi cesitli besiyerlerini
iceren, kan kiiltiir ortamlar1 da kullanilabilir. Bazi anaeroplar aerop kan Kkiiltiir
sisesinde iireyebilir. Anaerop besiyerlerinin cogu aeroplarin liremesini de saglar
(13). Zenginlestirilmis THIO besiyeri yavas iireyen Actinomyces tiirleri icin
uygundur (10).

Kiymal1 glikozlu buyyon Clostridium tiirlerinin izolasyonu igin iyi bir
alternatif olarak THIO besiyeri yerine kullanilabilir. CNA besiyeri, PEA besiyeri
yerine kullanilabilir. Gram negatif, sporsuz anaeroplarin selektivitesi icin PVBA

veya KVLB besiyerleri kullanilabilir.

b. Inokiilasyon Prosediirii
Hazirlanmis 6rnekler uygun aerop, anaerop kati/sivi besiyerlerine ekilir ve
Gram boyama i¢in yayma hazirlanir. Kati besiyerlerine piiriilan 6rnekten 1 damla,

piiriilan olmayan ornekten 2-3 damla, s1v1 besiyerlerine 0.5-1.0 ml ekilir (12).

c. Inkiibasyon

Klinik 6rneklerden anaerop bakterilerin primer izolasyonu icin en uygun 1s1
35°C -37°C’dir. Besiyerleri en az 48 saat inkiibe edilmelidir. Besiyerleri 48 saatten
once oksijene temas ettirilmemelidir. Anaeroplar iiremenin logaritmik fazinda
oksijene daha cok duyarlidir. Bu nedenle koloni morfolojisi 24-48 saat arasi
dramatik olarak siklikla degisir. 48 Saatte iireme gostermeyen plaklar en az 5 giin
inkiibe edilmelidir (10,13).

Klinik laboratuvarlar icin anaerop inkiibasyon sistemlerinin en yaygin ve en
pratik olanlar1 anaerop kabin, anaerop kavanoz ve anaerop plastik posetlerdir. Bu

sistemlerin se¢iminde maliyet, kiiltiir sayis1 gibi faktorler onemlidir (11,12).



Anaerop Kabinler:

Genellikle %80-90 azot %5 hidrojen, %5-10 CO, atmosfer karigimi saglarlar.
Ideal anaerop inkiibasyon sistemleridir.  Oksijensiz ortam saglarlar. Besiyeri
hazirlama, kiiltiir, inokiilasyon, inkiibasyon, identifikasyon ve antimikrobik
duyarlilik calismalarinin yapilabilmesine uygundur. Az sayida kiiltiiriin yapildig:

laboratuvarlarda alternatif sistemler tercih edilmelidir (11).

Anaerop Kavanoz Sistemi:

Anaerop kavanoz sistemlerinde de %80-90 azot %5 hidrojen. %5-10 CO, gaz
karisimi kullamlir (GaspPak Jar(BD ABD), AnaeroJar (Oxoid, Ingiltere)).

Su ile aktive olan veya susuz anaerop atmosfer sistemleri mevcuttur. Su ile
aktive olan sistemin calismasi i¢in ortamda paladyum katalizor varligir gereklidir.

Kuru sistem katalizor gerektirmez (11).

Anaerop Plastik Poset :

Uremenin olup olmadigi, plaklar oksijensiz ortamda posetten ¢ikarilmadan
gozlenebilir. Anaerop posetler ayrica transport araci olarak da kullanilabilir. CO,
orani genel olarak %10’dan daha fazladir. Resazurin veya metilen mavisi indikator

strip anaerop ortamin varliginin izlenmesinde kullanilir (12).

Yedekleme (Back-up) Buyyonlari:
Tiyoglikolatli buyyon kapagi gevsek olarak anaerop olarak veya kapagi siki
olarak aerop olarak inkiibe edilebilir. Buyyon’lar 7 giin boyunca bulaniklik varlig

yoniinden giinliik olarak gozlenmelidir (13).
2.2.4 Kiiltiirlerin Degerlendirilmesi

a. Aerotolerans Testi
Anaerop besiyerinde iireyen siipheli tiim koloniler c¢ikolatams: agara
pasajlanarak COy’li etiivde ve anaerop kanli besiyerine pasajlanarak anaerop

sartlarda inkiibe edilerek karsilastirilirlar (11,13).



b. Anaeroplarmm Tamimlanmasi

b.1. Iizolatlarin Pasaji

Her bir farkhh morfotip Gram boya kullanilarak mikroskopik olarak
incelenmeli ve aerotolerans testi i¢in pasaji yapilmalhdir (11,13). Fakiiltatif anaerop
ve zorunlu anaeroplar (non-selektif anaerop kanli agardaki koloni morfotipleri) ile
siklikla benzerlik gosterdiginden anaerop kanli agara saf pasajlart yapilmali ve
tanimlanmalidir.

PEA besiyerinde eger AnBAP besiyerinden farkli iireme varsa veya AnBAP
by.’de yayilan Clostridium spp, Proteus spp ve diger mikroorganizmalar nedeniyle
pasaji mimkiin olmayan mikroorganizmalar varsa saf pasajlar1 yapilarak

degerlendirilmelidir (13).

b.2. identifikasyon Testleri
Cogu klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar1 anaeroplar1 her zaman tam olarak
tanimlayamaz. Buna karsin 6n identifikasyon bile klinisyene uygun tedavi i¢in karar

vermede ¢ogu zaman yararhdir (13).

Identifikasyon Yontemleri (12)
1. Cesitli biyokimyasal testler (Katalaz, indol, safra testi,...)
2. Glukoz fermantasyonunun metabolik son iiriinlerini analiz etmek i¢in Gaz-likid-
kromatografisi
3. Uzun zincir yag asidi metil ester (FAME) icin Gas kromatografisi
4. Biyokimyasal Sistemler
- API 20A ( bioMérieux, inc.)
- Minitek (BD Biosciences )
5. Hizli Enzimatik Sistemler
Anaerobe ANI Card ve Rapid ID 32A ( bioMérieux, inc.), Rapid AnaerobelD
(DadeMicroScan, inc.), RapID-ANA(Remel, inc.), Crystal Anaerobe ID kit (BD
Biosciences )
6. Hizli Biyokimyasal Testler
- Alkalen fosfataz testi

- Glutamik asit dekarboksilaz testi



- L-Alanil-alanilaminopeptidaz

-L-Prolin aminopeptidaz

-4-Metilumbeliferon derive substratlari
7. Molekiiler testler

PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

c. On identifikasyon
Izolatin gercek bir anaerop mikroorganizma olup olmadigini tammlamak icin
uygulanan aerotolerans testi, gram boyama ve tamimlama diskleri ile ©n

identifikasyon gergeklestirilir. Bu islemler nispeten hizli ve ucuzdur (11).

c.1. Ozel Potensli Antimikrobiyal Diskler

Tamimlama diskleri olarak en cok kanamisin (Img), kolistin (10ug),
vankomisin (5pg) kullanilir (tablo 2.2). Bazi anaeroplarin identifikasyonunda Gram
boyama kadar 6énemlidir (12). Daha ¢ok gram negatif basil olarak degerlendirilen
anaeroplar i¢in kullanilir. Bu diskler Gram boyamay1 destekleme ve ©n
gruplandirmaya yardimci olur. Mikroorganizmanin antimikrobiyal duyarliliini
gostermez. Gram pozitif mikroorganizmalar kolistine direncli, vankomisine duyarli,

gram negatif bakterilerin cogu vankomisine direnglidir (11,12).

Tablo 2. 2 Antibiyotik iceren disklerle anaerop bakterilerin 6n tanisi (8)

Kanamisin Vankomisin Kolistin
Mikroorganizma 1000 pg Sug lug
Gram-pozitif bakteriler v S’ R
Bacteroides fragilis grubu R R R
Bacteroides ureolyticus S R S
Fusobacterium spp. S R R
Porphyromonas spp. R S” R
Prevotella spp. R R v
Gram negatif koklar S R S

*  Baz1 Clostridium cinsleri ve Lactobacillius cinsleri direngli olabilir.
** Porphyromonas cinsi vankomisine duyarli, fakat kolonileri UV 1s181nda floresans verir

ve pigmentlidir. ~ S: Duyarli, R: Direncli, V:degisken
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c.2. SPS (Sodyum Polianetol Sulfonat) Diski (1mg)

Gram pozitif anaerop kok izole edildiginde SPS’ye duyarhi ise
Peptostreptococcus anaerobius olarak tamimlanir. SPS direncli gram pozitif kok,
spot indol pozitif ise P. asaccarolyticus olarak tanimlanabilir. P.niger baslangicta
siyah yesil iken oksijene maruz kaldiginda acik gri renk olur. Klinik 6rneklerden

nadir olarak izole edilir (11,12).

c.3. Floresans

Pigmentli Porpyromonas spp. ve Prevotella spp.’nin bir ¢ogu uzun dalga
boylu UV (Wood lambasi) 1si8inda (366nm) kiremit kirmizist floresans verir.
F.nucleatum ve C.difficile acik yesil floresans verir. Veilonella tiirleri 5-10 dakika
hava ile temas ettikten sonra tamamiyle kaybolan, Porpyromonas ve Prevotella
tiirlerinden daha zayif kirmiz1 floresans verir. Gram boya ile kolayca bu tiirlerden
ayirt edilebilir. Koloniler 5 giinden sonra floresans 0zelligini kaybeder.

Porphyromonas gingivalis floresans vermeyebilir ancak pigmentasyon yapar (11,12).

c.4. Nitrat Rediiksiyon Testi
Nitrat rediiktaz enzim varligi arastirir. Identifikasyon icin tiir ayrimini

saglamada yardimci bir biyokimyasal testtir (11,12).

c.5. Safra Testi
Gram boyama sonucu gram negatif basil olarak degerlendirildiginde AnBAP
besiyerine safra diski uygulanir. BBE agar veya %20 safra iceren buyyonda iireme

de safra direncini gosterir. B.fragilis grup liyeleri safraya direnclidir (11).

¢.6. Katalaz Testi
Anaeroplar i¢in %15°lik hidrojen peroksit (H,O-) kullanilir (11).

¢.7. Spot- indol Testi
Ttriptofan igeren kanli veya yumurta sarili besiyerinde iireyen koloniler filtre
kagidina alinip, p-dimetylaminocinnemaldehyde (DMCA) damlatilarak indol

olusumu renk degisimi ile degerlendirilir (11).
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c.8. Motilite
4-6 Saatlik buyyon Kkiiltiirii veya 24-48 saatlik koloni kullanilarak motilite

tanmimlanabilir (11).

c.9. Lesitinaz Ve Lipaz Aktiviteleri

Lesitinaz, lipaz ve proteolitik enzimlerinin aktivitelerini tanimlamak icin
yumurta sarili agar (EYA) kullamilarak Clostridium tiirleri identifiye edilebilir.
Kolonilerin etrafinda opak bir goriiniim Lesitinaz aktivitesini gosterir. Lipaz,
trigliserid ve digliseridleri yag asidi ve gliserole hidrolize eder. Proteolitik enzim
tireten mikroorganizmalar, kolonilerin etrafinda genellikle olduk¢a dar ve berrak bir

zon olusturur (11).
2.3 Anaerop Bakteriler
2.3.1 Gram Negatif Anaerop Bakteriler
a. Gram Negatif Anaerop Basiller

Epidemiyoloji

Dogum sonrasi yenidogan oral kavitesi genellikle sterildir. Siit ¢cocuklarinin
%50’sinde Fusobacterium spp. ve daha az yiizde ile diger gram negatif anaerop
basiller saptanabilir. Kanama ve tikanma ile duedonal iilser gibi patolojik
durumlarda midede B.fragilis ile kolonizasyon meydana gelebilir. Terminal ileumda
esit miktarda fakiiltatif aerop ve anaerop mikroorganizmalar mevcuttur. Baglica
anaerop olarak B.fragilis yer almaktadir. Yetiskin diski florasinda yaklasik 10" /g.
Bacteroides spp. bulunur. Fusobacterium sp %18 oraninda bulunur. Bacteroides,
Prevotella ve Fusobacterium spp. vaginal florada yaygindir. Fusobacterium ve diger
gram negatif anaerop basiller izole edilmistir. Bacteroides tiirleri el ylizeyinde
birka¢ saat bulunabilirler. Laboratuvar yiizeyinde hava ile temas sonrasi 10 saat
canli kalabilirler. Hastane ortamindan elde edilebilir (14).

Insanlarda mukokiitandz yiizeylerde aerop ve anaerop bakteriler normal flora
elemanlarim olusturmaktadir. Bu bakterilerin konsantrasyonlari ve cinsleri anatomik
bolgelere gore degisiklik gostermektedir (15). Anaerop infeksiyonlarin olusmasinda

en Onemli faktor normal florada bulunan bu bakterilerin anatomik biitiinliigiiniin
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bozulmas1 sonucunda bulunduklar bélgeden baska bolgelere 6zellikle de steril viicut
bolgelerine gecmeleridir. ~ Ayrica anaerop bakterilerin iiremeleri icin gerekli
kosullarin da saglanmasi gereklidir. Hemen tiim anaerop infeksiyonlar normal
floradan koken aldiklan i¢in endojen infeksiyonlardir. Ancak baz1 Clostridial

infeksiyonlarda oldugu gibi ekzojen kaynakli da olabilirler (16).

1.Bacteroides fragilis Grup

Bacteroides tiirleri viicudun normal florasinin 6nemi bir kismini olusturur.
B.fragilis grup iiyeleri ozellikle kolon florasinda bol miktarda bulunurlar. Klinik
orneklerde en sik rastlanan anaeroplardir. Antibiyotiklere diger anaeroplardan daha
direnclidir ve bu direng¢ her gecen giin daha da artmaktadir (17).

Bacteroides tiirleri diger anaeroplar gibi genellikle firsatci olup viicudun
degisik bolgelerinde infeksiyon yaparlar. En sik intraabdominal infeksiyon olmakla
beraber ploropulmoner ve kadin iirogenital sistem infeksiyonlarina sebep olurlar

(18).

Siiflandiriimasi

Glinlimiizde Bacteroides cinsi, safraya duyarli ve safraya direngli olarak
ayrilabilir. Eskiden safraya duyarh tiirler pigmentli ve pigmentsiz tiirler olarak
ayrilirdi. Fakat ¢ogu pigmentli safraya duyarli Bacteroides spp., Porphyromonas ve
Prevotella genusu icinde yeniden siniflandirildi. Bircok pigmentsiz Bacteroides tiirii
Prevotella genusuna transfer edildi. Safraya direncli Bacteroides spp., B.frgilis grup

ve 2 diger tiir (B.splanchnicus ve B.eggerthii) olarak tanimlanir (11).

Morfoloji Ve Boyanma Ozellikleri

Biiyiikliikleri 0.5-0.8 um x 1.5 -9 pm arasinda degisir. Gram boyamada gram
negatif, genellikle basil veya kokobasil seklinde goriilmekle birlikte, vakuolli,
bipolar boyanmis ve cogunlukla kapsiilliidiirler. Kapsiillerinin patojenik &nemi

belirsizdir. Buyyon kiiltiirlerinde pleomorfik olabilir (10, 11).

Kiiltiir Ozellikleri
AnBAP besiyerinde 1-4mm c¢apinda, hemolizsiz, gri, yart opak koloniler
yapar (10). Besiyerinde hemin bulunmadiginda jenerasyon siiresi 8 saat iken, hemin

ilave besiyerinde bu siire 2 saate diismektedir. Hemin sitokrom enzimlerini
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sentezlemeye katkida bulunarak, ilave ATP enerjisi olusturmalarina sebep olur.
Bacteroides gram negatif hiicre duvar yapisina sahip olmasina ragmen lipid A
kismim icermedigi i¢in endotoksinin biyolojik etkisi yoktur. Tiimii sakkarolitiktir.
Karbonhidrat fermentasyon paternleri identifikasyona yardimci olur (10). B.fragilis
grup %20 safra’da iirer ve daima 3 0Ozel potensli antibiyotik disklere direnclidir.
Nadir suslar kolistine duyarhidir. B.ureolyticus kanamisin ve kolistine duyarli,
vankomisine direnglidir (13).

BBE besiyerinde gri ve en az 1mm capta tirer. Orjinal olarak agik sar1 olan
besiyeri kolonilerce etrafi kahverengi-siyah renge doniisiir. lyi iireme safray1 tolere
ettiklerini, besiyerinin siyah renge doOniismesi eskiilin hidrolizini gosterir.

B.splanchnicus ve B.eggerthii’de safraya direngli olup, eskiilini hidrolize eder (11).

Patojenite Ve Virulans Faktorleri

Abdominal infeksiyon gelisiminde farkli bakteri tiirleri arasinda sinerjizm
esasina dayanan iliski rol oynar. Barsak duvarinin harabiyeti durumunda normal
flora iiyeleri steril periton bosluguna niifuz eder ve yaklasik 20 saat iginde
infeksiyonun akut safhasimi olusturur (19). Aerop patojenler doku harabiyetini
baslatir, oksidasyon rediiksiyon potansiyeli azalir. Yeterli oksijen kalmayinca
anaerop mikroorganizmalar ¢cogalir ve infeksiyonun kronik safthasinda baskin hale

gelirler (19,20).

1. Apse Olusumu

Barsak infeksiyonlarinin en énemli komplikasyonudur. Apse, fibroz bir zar
ile cevrilen 6lii polimorfoniiveli 16kositler ve bakterilerden meydana gelir. Apse’ler
metastaz yapabilir ve bakteremi ve dissemine infeksiyonla sonuclanabilir. Apse
olusumu Bacteroides’lerin polisakkarit kapsiiliine karst immun sistemin olusturdugu
patolojik cevaptir (19). Kapsiil antikora bagimli immun cevabi stimiile eder, ancak
B.fragilis kapsiilii T hiicre bagimli immun cevabi stimule eder (21).

Bir kez peritoneal kontaminasyon meydana geldiginde viicut bu invazyona
kars1 savunmaya; lenfatik yol, fagositozis, fibrin sekestrasyonu ve anatomik
lokalizasyon ile calisir. Anaeroplar apse formasyonu olusturmak igin fakiiltatif

mikroorganizmalarla sinerjistik rol oynar. Fakiiltatif bakteriler ortamim oksido-
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rediiksiyon potansiyelini (Eh ) diisiirerek ve anaeroplarin iiremesini kolaylastirarak

infeksiyon siirecini ilerletir (22).
2. Kapsiil Varlhigi: Fagositozu 6nleme 6zelligindedir (23).
3. p-Laktamaz Salimim (19).

4. Katalaz, siiperoksit dismutaz genlerini tasidigi gibi oksijenle indiiklenen

28 ayr1 protein geni tasirlar. Ug giin kadar atmosferik oksijeni tolere edebilir (24).

5. Frajilizin: Jelatin, aktin, tropomiyozin ve fibrinojeni hidroliz edebilen
metalloproteazdir. Diyare olusturan suslarda frajilizin toksini saflastirilmistir.
Enterositlere bu yolla sitotoksik etki yaparak diyareye yol agar.

ETBF (Enterotoksijenik B.fragilis) suslar1 barsak dis1 infeksiyonlar da yapar.
ETBF suglari, 1-5 yas aras1 ¢ocuklarda goriilen kendiliginden gegen ishal etkeni
olarak saptanmaktadir. Saglikli kisilerde %6,5 oraminda ETBF tasiyiciligi
saptanmustir (25).

B.fragilis Grup Bakterilerde Diren¢ Mekanizmalari

Anaerop bakterilere bagli infeksiyonlarin tedavisinde f-laktam grubu
antibiyotikler 6nemli yere sahiptir. Ancak, 6zellikle Bacteroides grubu bakteriler bu
antibiyotiklere yiiksek oranda diren¢ gostermektedir (26).

B-laktam antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari:

1.Penisilin baglayici proteinlerde (PBP) degisiklik: Bakteri kromozomlarinda
mutasyon sonucu olusan yeni PBP’lere, [p-laktam grubu antibiyotikler
baglanmamakta ve etkilerini gostermemektedir. Ayrica aztreonam  gibi
monobaktam’larin, B.fragilis’in PBP’lere zayif afinite gosterdikleri ve bu bakteriler
izerinde etkili olmadiklar1 bilinmektedir.

2. Gecirgenligin azalmasi: Kromozomlarda gelisen mutasyonlardan dolay1 dis
membran proteinlerinden 40-50 kD’luk porin kaybi oldugu, bu nedenle gecirgenligin
azaldigi, B-laktam grubu antibiyotiklerin PBP’lere ulasamadig tespit edilmistir.

3. PB-laktamaz’larla antibiyotiklerin inaktivasyonu: En sik goriilen sekildir.
Bakteri iirettigi B-laktamaz’larla B-laktam halkasini hidrolize ederek antibiyotigi

inaktif hale getirmektedir (27).
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B-laktamaz inhibitorleriyle kombine edilmis [B-laktam antibiyotiklere direng
cok az gelismistir. Cesitli iilkelerde, Bacteroides fragilis grup (BFG) bakterilerinde
% 0-2.4 arasinda degisen oranlarda diren¢ goriilmiistiir (28-31).

En sik izole edilen ve grup icinde en duyarli oldugu halde B.fragilis’in
penisilin direnci grubun diger iiyeleri arasinda en yiiksektir. Penisilin ve ampisiline
direncin en yaygin mekanizmast kromozomal olarak kodlanabilen, transfer
edilebildigi gosterilmemis sefalosporinazdir.  Bacteroides tiirleri sefalosporinaz
salgilayarak 3.kusak sefalosporinlere direng gosterirler. Sefoksitin direnci B.fragilis
tiriinde diisiik oranda (% 3-6) iken, diger tiirlerde ozellikle B.ovatus ‘da %84
oraninda sefoksitin direnci gostermistir.  P-lactamaz Bacteroides’lerin biiyiik
cogunda bulunur ancak B-lactam- B-lactamaz inhibitorlii kombinasyonlar ile inhibe
olur. Ampisilin-sulbaktam, tikarsilin klavulonik asit, piperasilin-tazobaktam direnci
%?2’den az olarak saptanmistir (30).

Baz1 B.fragilis suslarmin salgiladigi fragilizinin Uiretiminin  bakteri
DNA’sinda bulunan patogenez adacigindaki bft geni tarafindan kodlandigr ve bu
adacigin her iki ucunda mobil genlerin bulundugu saptanmistir. Bu adaciklarin
ETBF (Enterotoksijenik B.fragilis)’lerden diger B.fragilis’lere kismen veya tamamen
nakledilebildigi goriilmiistiir. Direngli bakterilerin duyarli bakterilere direng
aktariminda mobil genlerin 6nemli olduklar1 anlasilmistir. 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 (32).

Sefoksitin ve sefotaksime karsi direng cep A ve cfx A B-lactamaz genlerince
kodlanir. Plazmid veya mobil transpozonlar ile transfer edilebilir (33).

Karbapenem (imipenem, ertapenem, meropenem) direnci diinya capinda tiim
B.fragilis grup icinde %]1°den azdir. Bu genis spektrumlu B-laktamaz direnci cf1A
ve ccrA genlerinden biri tarafindan kodlanir. B-laktam-f-laktamaz inhibitorlii
kombinasyonlara kars1 diren¢ saglayan bir class B metallobetalaktamaz eksprese
eden genlerdir (34-35).

B.fragilis kokenlerinde arastirilan sefoksitin direnci, bakterilerin dig membran

gecirgenliginin azalmasina da baglanmaktadir (36). Aminoglikozidlere dogal
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direnclidir. Bu ilacin hiicre icine alimimi oksijen ya da nitrat bagimli bir ETZ
kullanan enerji gerektien bir olaydir. Anaeroplarda bu sistem yoktur (36).

B.fragilis grup arasinda klindamisin direnci son 20 yildan fazla zamandir
mevcuttur. Yapilan bircok calismada %10-%40 aras1 degisken direng yiizdeleri
rapor edilmistir(6). N-metil transferaz enzimi ribozomal degisiklik yapar. Erm (
eritromisin ribozom metilasyonu ) adi verilen genlerin uriiniidiir. B.fragilis "te Erm
F, Erm FS, Erm G ve Erm B tanimlanmustir (36).

Anaerop bakterilerin etken oldugu infeksiyonlarda makrolid-linkozamid -
streptogramin  (MLSb) grubu icinde en sik klindamisin kullanilmaktadir.
Klindamisin bakteri ribozomunun 50S alt birimine baglanarak protein sentezini
inhibe etmektedir. 23S rRNA’da metilasyon sonucu klindamisin hedef bolgeye
baglanamamakta ve ila¢ etkisiz kalmaktadir (37). Bacteroides fragilis grubu
bakterilerde klindamisine yiiksek oranda gelisen diren¢ nedeniyle emprik tedavide
secilecek ilk antibiyotikler arasinda yer almamaktadir (27).

Nitroimidazol (Metronidazol ) direnci: 1960’dan beri diinya ¢apinda yaygin
olarak kullanilmasina ragmen direng¢ B.fragilis grup arasinda nadirdir. Nitroimidazol
rediiktazi kodlayan 7 adet nim geni (A-G) yaygin olarak eksprese edilir (38, 39). nim
genleri transfer olabilen plazmidler iizerinde identifiye edilmis, bir klindamisin
diren¢ plazmidine yakindan benzerlik gosterir (41). Imidazol direnci ile baglantil
non-nim geni’de tipik olarak metronidazol’ii fazla miktarda kullanan bireylerde
saptandigi rapor edilmistir (38).

Florokinolonlar arasinda moksifloksasin FDA tarafindan anaeroplar
icerebilen, cilt infeksiyonlar1 icin onaylanmistir. Anaeroplara kismen etkilidir.
Direng gyr A (gyraz) ve gyr B ‘de mutasyonlar ve/veya efluks pompasinin
ekspresyonunda artis ile baglantilidir. Anaerop bakteriler tarafindan transfer
edilebilir kinolon direnci tanimlanmamustir (41).

Tetrasiklin anaerop infeksiyonlarin tedavisinde ilk kullanilan antibiyotik
olmasina ragmen giiniimiizde Bacteroides suslarinin neredeyse tiimii bu antibiyotige
direnclidir (%80-90) (36) .

Tigesiklin son zamanlarda FDA tarafindan onaylanmis, anaerop aktivitesi
olan, glisilsiklindir.  B.fragilis grubun tim iiyeleri ve diger anaeroplara karsi

milkemmel invitro aktiviteye sahip olan minosiklinin #-butylglyclamido derivesidir.
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Intraabdominal, yumusak doku ve cilt mikst infeksiyonlari i¢in ©nerilmektedir.
Bacteroides igin bu ilaca diren¢ nadirdir ve diren¢ mekanizmasi heniiz

bilinmemektedir (41).

2. Fusobacterium Tiirleri

Gram negatif, sporsuz anaerop basillerdir. Bacteroides ve Porphyromonas
tiirleri gibi biitirik asit iiretir ancak isobiitirik asit ve isovalerik asit liretmez. Eskiden
Bacteroides genusunda yer almaktaydilar. Anaerop kosullarda AnBAP besiyerinde
iyi tireyebilirken atmosfer havasi ile karsilaginca 6liirler. Kanamisine (1mg) duyarli,
kolistin (10ug) ve vankomisine (5 pg) direnglidir. Bazi suslar yesil renkte floresan
verir. Farkli tiirler Kkarakteristik hiicre ve koloni morfolojisine sahiptir.
Fusobacterium tiirleri agiz i¢i, iist solunum yolu, gastrointestinal sistem, genitotiriner
sistem’de normal florada bulunurlar. F.nucleatum klinik Orneklerden en sik
soyutlanan tiirdiir. Kemoterapiyi takiben nétropenili, mukositli hastalarda meydana
gelen siddetli sistemik infeksiyonlarda F.nucleatum siklikla etkendir. Ozellikle agiz,
sirik yarasi, solunum sistemi infeksiyonlar ile iliskili bulunmustur. Cesitli viicut
bolgelerinde ciddi infeksiyonlara sebep olur. Beyin apseleri, kronik siniizit,
metastatik osteomyelit, septik artrit, karaciger apsesi ve diger intraabdominal
infeksiyonlarda yaygin bir patojendir. Nekrobasilloz olarak da adlandirilan Lemiere
sendromu (postanjinal septisemi) baslica F.necrophorum tarafindan meydana gelir

(10).

Fusobacterium Tiirlerinde Diren¢ Mekanizmalari

Penisilin direnci yaygin degildir. Diren¢g [-laktamaz tarafindan meydana
gelir.  Tetrasiklin direnci artan siklikla rapor edilirken sefalosporinlere ve
sefamisinlere (sefoksitin, sefotetan, seftizoksim) %90’dan fazla duyarlidir. Hem et

(W) hem de tet (M) F.nucleatum’un tetrasiklin direncinde identifiye edilmistir (41).

3.Pigment Yapan Anaerop Gram Negatif Basiller

Pigmentli Prevotella ve Porphyromonas spp., orofarinks, burun,
gastrointestinal sistem ve genitoiiriner sistemin normal florasinda yer alirlar.
Orofasiyal ve anaerop ploropulmoner infeksiyonlarin etyolojisinde B.fragilis grup

daha yaygindir. Insan infeksiyonlarinda ikinci yaygin bakteri grubudur.



18

Porphyromonas tiirleri vankomisin varliginda iiremesi inhibe olan, kanamisine
direncli, kahverengi pigmentli, UV altinda kiremit kirmizi renkte floresan veren,
safra, penisilin, rifampisin ile inhibe olan, indol pozitif, gram negatif basillerdir.
Cogu tiirler glukoz ve diger karbonhidratlar1 fermente etmez. Prevotella tiirleri

glikoz ve diger diger karbonhidratlar1 fermente ederler (10).

Prevotella, Porphyromonas Tiirlerinde Diren¢ Mekanizmalari

Genelde  Bacteroides  grup  iyeleri ile  karsilastinldiginda  bu
mikroorganizmalarin duyarlilik verileri stnirlidir. Tamami B.fragilis grup’tan daha
duyarhidir.  Giintimiizde Prevotella spp’nin yaklasik %50’si ya c¢fx A ya da
Bacteroides’lerdekine benzer [-laktamaz’lart {iretmek suretiyle penisilin ve
ampisilin’e direng gosterirler (41).

Porphyromonas tiirleri arasinda penisilin direnci %8-17 arasinda olup diisiik
degerlerdedir. Baglica diren¢ mekanizmasindan cfx A tarafindan kodlanan f-
laktamaz sorumludur (42).

Tiim tiirler karbapenem, metronidazol, kloramfenikol ve [-laktam- f-
laktamaz inhibitorlii kombinasyonlara duyarlidir. Bununla beraber klindamisine
diren¢ hem Prevotella (% 0-11) hemde Porphyromonas tiirlerinde(%0-35)
gozlenmektedir. Direng ya erm F ya da erm G varligina ile baglidir (41).

Prevotella spp. arasinda tetrasiklin direnci ribozomal koruma mekanizmasina
bagh olup tet(Q), tet(M), tet(W) varligi ile baglantilidir. Ve tet(Q) Porphyromonas
sp’de de identifiye edilmistir (41).

Diger direng transferlerinin mekanizmasi bilinmezken: tetrasiklin direncinin
bakteriden bakteriye aktarimi1 Bacteroides’lerinkine benzer konjugatif transpozonlar

yoluyla olmaktadir (41).

Diger Gram Negatif Anaerop Basiller Ve Diren¢c Mekanizmalari

Bilophila wadsworthia gastrointestinal traktusun yaygin
mikroorganizmasidir.  Siklikla B-laktamaz iretir. Penisilin ve ampisiline yiiksek
diizeyde diren¢ goOsterir.  Bununla beraber bu mikroorganizma klindamisin,
sefoksitin, karbapenem, metronidazol ve [-laktam- p-laktamaz inhibitor

kombinasyonuna duyarlidir.
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Campylobacter gracilis (eski adi; Bacteroides gracilis) klindamisin,
sefoksitin, seftizoksim, seftriakson ve B-laktam- [-laktamaz inhibitorlii
kombinasyonlara duyarlhdir.

Bunun yaninda Sutterella wadsworthensis, siklikla Campylobacter gracilis’e
benzer drneklerden izole ve identifiye edilir. Klindamisin, seftizoksim, piperasilin ve
/veya metronidazol’e olduk¢a direnclidir. C.rectus ve C.curvus (eski adi; Wolinella )
B-laktamaz’a duyarhliklart degiskendir fakat metronidazol, klindamisin ve
kloramfenikol’e olduk¢a duyarlidir.  Diren¢ mekanizmalar1 ve aktarim sekli

bilinmemektedir (41).

b.Gram Negatif Anaerop Koklar
Veilonellaceae ailesinde yer alir. Veillonella, Acidaminococcus ve
Megasphaera olarak ii¢ genus vardir. Agiz, list solunum yolu, barsak ve genitoiiriner

sistemin normal flora iiyesidir. Vankomisin ve baz1 kinolonlara direnclidir (10).

2.3.2. Gram Pozitif Anaerop Bakteriler

a.Anaerop Gram Pozitif Koklar

Gram negatif basillerden sonra ikinci en sik etken olan anaeroplardir. Gram
negatif basiller gibi kan kiiltiirlerinde, diger viicut sivilari, cesitli yaralar ve apse
orneklerinden siklikla soyutlanmaktadir.

Anaerop gram pozitif koklar arasinda klinik Onemi olanlar
Peptostreptococcus,  Finegoldia, Micromonas, Peptococcus, Anaerococcus,

Schleiferella’ dir (10).

Gram Pozitif Koklarda Diren¢ Mekanizmalari

Genel olarak bu mikroorganizmalar penisiline (% 7-10), klindamisine (%7-
20) ve metronidazole (%5-10) degisken diren¢ gosterirken [-laktam-p-laktamaz
inhibitorleri, sefalosporin, karbapenem ve kloramfenikol’e duyarliliklar1 oldukca
iyidir (44).

Finegoldia manga icin metronidazol direncli 2 susta nim B geni gosterilmisse
de, cogu P-laktam antibiyotik direncinden PBP degisikligi sorumludur. Yapilan bir

calismada 21 sus’tan 19’unda nim geni bulundugu halde diren¢ saptanmamistir (41).
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b. Anaerop Gram Pozitif Basiller

a. Sporsuz Anaerop Gram Pozitif Basiller

Cogu zorunlu anaeroptur ancak bazi suslar %5CO;’li ortamda iireyebilir.
Boyutlart 0.3-1.3um, 1-10um olup, mikroskobik goriiniimleri difteroidlere benzer.
Indol negatif, katalaz negatiftir. Bazi suslar1 dar zonlu B hemoliz yaparlar.

Propionibacterium acnes cilt, nazofarenks, oral kavite, gastrointestinal ve
genitoiiriner sistemde normal flora iiyesidir. Kan kiiltiirlerinin sik kontaminantidir.
Bununla beraber endokardit, santral sinir sistemi sant infeksiyonlar1 gibi cesitli
infeksiyonlara sebep olabilirler. P.avidum ve P.granulosum’un klinik 6nemi yoktur.

Son yillarda Actinomyces genusu icine yeni tiirler eklenmis ve taksonomik
degisiklikler yapilmistir. Insanda Aktinomikoza sebep olan etkenler A.israellii,
A.neaslundii, A.odontolyticus, A.viscosus, P.propionicum sayilabilir. Agiz ve
genitoliriner sistemin normal flora iiyelerindendir. Aktinomikozis giiniimiizde
nadirdir. A.israellii infeksiyonlardan en sik soyutlanan tiirdiir. Kolonileri 7-14
giinde meydana gelir ve molar dis goriiniimiindedir.

Arachnia proponica 1988 yilinda Propioniobacterium propionicum olarak
yeniden siniflandirilmistir. Patojenite ve morfoloji olarak Actinomyceslere benzer;
miirein iceren duvar yapisi ve propionik asit iiretimi ile ayrimi yapilabilir. Insan
aktinomikozisi i¢in potansiyel etiyolojik ajan olarak diisiiniilebilir. Her ikisi de
pleomorfik, difteroid goriiniimde veya uzun flamenter yapida olup, basiller
mikroaerop/anaerop iireme 6zelligine sahiptir.

Taksonomik olarak giiniimiizde 30’dan fazla Bifidobacterium tiiri
tammlanmistir Insan ve hayvanlarda oral bosluk ve gastrointestinal sistemin normal
flora iiyesidirler.  Actinomyces’e benzer fakat THIO besiyerinde dallanma
gostermezler.

Lactobacillius spp. oral bosluk, farenks, intestinal sistem, genitoiiriner sistem
ve Ozellikle vagen normal florasinin bir iiyesidir. Bakteriyel endokardit, menenjit,
bakteremi, peritonit ve apse olgularinda etken olarak rapor edilmistir.

Eubacterium spp. genellikle diger bakterilerle mikst olarak yara ve apselerde
yer alabilirler .

Mobilincus spp vajinal oreklerde nonpesifik vajinit veya bakteriyel vajinozlu

kadilarda diger anaeroplarla beraber bulunur. Ilk kez 1984 yilinda tammlanmistir.
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Saglikli kadinlarda da kolonize olabilen mikroorganizmalardan biridir. Bakteri 3-5

giinde, renksiz, seffaf, S tipi ve bazen yayilan koloniler meydana getirir (10).

Sporsuz Anaerop Gram Pozitif Basillerde Diren¢ Mekanizmasi

Eubacterium grup, Actinomyces, Propionibacterium ve Bifidobacterium
penisilin, sefalosporin, sefamisin, karbapenem ve B-laktam- B-laktamaz inhibitor
kombinasyonuna genellikle duyarlidir.

Lactobacilius spp. sefalosporinlere degisken olarak duyarhdir ve sadece

penisilin ile inhibe olurlar. Cogu metronidazole ve vankomisine direngidir (41).

b. Spor Olusturan Anaerop Gram Pozitif Basiller

Tiim spor olusturan gram pozitif anaerop basiller Clostridium tiirleri olarak
siniflandirilir.  Sporlar ornekten veya Kkiiltiirde iireyen kolonilerden hazirlanan
yaymalarda her zaman goriilmezler. Spor seleksiyonu i¢in 1s1 veya alkol ile muamele
gereklidir (11).

Clostridium’lar sporun hiicre icerisinde lokalizasyonuna gore terminal sporlu,
subterminal sporlu ve santral sporlu olarak gruplandirilirlar (11).

Anaerop gram pozitif basillerdeki onemli sorunlardan biri Clostridium ve
bazi sporsuz basillerin gram negatif boyanabilmesidir.  C.fertium, C.carnis,
C.histolyticum ve nadiren C.perfringens aerotolerandir. Aerotoleran Clostridium’lar
fakiiltatif anaerop Bacillius spp.ile karigabilir. Clostridium’lar sporlarim yalnizca
anaerop ortamda yapar ve katalazlari negatiftir. Bacillius’lar sporlarin1 hem aerop
hem de anaerop ortamda yapar ve katalaz pozitiftirler.

C. perfringens Kklinik Orneklerden en sik izole edilen tiirdir. Bunu
C.clostridioforme, C.innocuum ve C.ramosum izler. Basiller yiik vagonu gibi dizilir

ve kanli agarda beta hemoliz yaparlar (10).

Sporlu Anaerop Gram Pozitif Basillerde Diren¢ Mekanizmalari

C. perfringens genel olarak penisilin dahil bir¢ok antianaerobik ajanlara ¢cok
duyarlidir. Buna karsin perfringens disi Clostridium tiirleri ve C.difficile nin
penisiline invitro duyarhiliklar1 degiskendir. Perfringens dis1 Clostridium tiirleri
arasinda klindamisin, penisilin, sefalosporin ve imipenem’e diren¢ goézlenmektedir

41).
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Anaerop bakteriler arasinda en yiiksek makrolid-linkozamid-streptogramin
(MLS) direnci C.difficile kokenlerinde(%67)gosterilmistir (6,27, 29).

Klindamisin direnci C.perfringens’de erm Q ve erm P ile ve C.difficile’de
erm B ile baglantilhidir. Bu genlerin f-laktam direnci ile iliskisi saptanmamistir (46).

Tetrasiklin direnci C.perfringens tiirleri arasinda %10-76’dir. Efluks protein
tet A, ribozomal koruma tip proteini ter B kodlanarak meydana gelir. C.difficile
suglar1 arasinda klindamisin direnci oldukc¢a yaygin olup, yapilan bir calismada
>%90 olarak bildirilmistir. Direng erm geninden kaynaklanmakta ve transfer
edilebilir 6zelliktedir (46).

Bununla beraber florokinolon direnci C.difficile arasinda yeni bir potansiyel
problemdir. C.difficile’e bagh salginlar gatifoksasin ve levofloksasin kullanimi ile
rapor edilmis, salgin suslarimin ¢ogunda yiiksek MIC degerleri elde edilmistir.
C.difficile ve C.perfringens suslarinda florokinolon direncinin gyr A ve gyr B
mutasyonlari, C.perfringens ‘de ise topoizomeraz [V niikleotid degisikligi sonucu

gelistigi saptanmustir (41).
2.4 Anaerop Infeksiyonlar
2.4.1. Bas-Boyun Infeksiyonlar:

a. Agiz Ve Dis Infeksiyonlar

Periodontal hastaliklar (Gingivit, periodontit...), dis implant cevresi
infeksiyonlari, kok kanali infeksiyonlari, dentoalveolar infeksiyonlar sayilabilir.
Diger normal viicut mikrofloralart gibi agiz florast da firsatgt patojen
mikroorganizmalar olarak endojen infeksiyonlarin kaynagini olusturur. B.fragilis
agiz florasinda bulunmaz, agiz boslugu ve solunum yollar infeksiyonlarinda
bildirilmesi yanlis identifikasyonu gosterir. Bag boyun infeksiyonlarinda anaeroplar

aeroplara gore dort kat fazla siklikla soyutlanmaktadir.

b. Ludwig Anjini

Sublingual ve submandibular bosluklarin bilateral infeksiyonudur. En sik
dentoalveolar apse etkenleri Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium spp ve
anaerop streptokoklarin izole edildigi alveolar apseler gibi karistk  anaerop

infeksiyonlardir.
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c. Cerahatli Cene Osteomyelitleri;
Eski calismalarda S.aureus en sik izole edilirken, giiniimiiz mikrobiyolojik
teknikler etkenlerin dentoalveolar apse etkenleriyle ayni oldugunu gostermistir.

Cene osteomyelitleri agiz florasindan kaynaklanan mikst anaerop infeksiyonlardir.

d. Aktinomikoz

Endojen, graniilomat6z bir hastaliktir. En sik boyun ve yiiz bolgesinde
goriilmektedir. 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.

e. Rinosiniizit

Tedavi edilmeyen, kroniklesen olgularda nazofareks ve agiz floras1 kaynakli
anaeroplarin  sayis1  artar.  Anaeroplarin  baskin  oldugu  polimikrobiyal
infeksiyonlardir. Ozellikle Porphyromonas spp., Prevotella spp., Fusobacterium sp.,

Peptostreptococcus spp. en sik anaerop etkenlerdir.

f. Otitis Media
Kronik otitis media genellikle anaeroplarin (Porphyromonas spp. ve
Prevotella spp, B.fragilis) tstiin oldugu, S.aureus ve gram negatif basillerin etken

oldugu polimikrobiyal infeksiyonlardir.

g. Lemierre Sendromu
Akut farenjit veya tonsilitin internal juguler vene siipiiratif tromboflebitten
dolay1 sepsise ilerleyen seklidir. Baglica etken anaerop Fusobacterium

necrophorum’dur (47).

2.4.2. Batin ici infeksiyonlar
Intraabdominal infeksiyonlarin mortalitesi %3-5 dolaylarindadir.  Organ
yetmezligi ile karakterize penetran abdominal travma’larda mortalite %60’dan

fazladir. Intraabdominal infeksiyonlar yaygin peritonit seklindedir (48).
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a. Peritonitler

Sekonder peritonit intraabdominal kaynakli bir infeksiyon veya i¢i bos
organlarin delinmesi sonucu ortaya cikar. Etkenler cogunlukla endojen kaynaklidir.
En 6nemli endojen kaynak gastrointestinal sistemdir (49).

intestinal kolon florast 10'* bakteri /gram diski icerir. Baskin olarak
anaeroplar bulunur. B.fragilis grup iiyeleri ve Bifidobacterium tiirleri 6zellikle kolon
florasinda bol miktarda bulunurlar. Sekonder peritonitte cogunlukla bu sistem

icindeki mikroorganizmalar birlikte etken olur (3,49).

b. intraabdominal Apseler

Cogunlukla polimikrobiyaldir. En sik GIS flora iiyeleri izole edilir. Uzun
siire hastanede yatan hastalarda cogul direncli mikroorganizmalar etken olabilir.
Batin icinde herhangi bir lokalizasyonda olabilecegi gibi bazi organlarda da olabilir.
Bunlarin basinda karaciger gelir (49).

Batin i¢i apseler- abdominal, pelvik ve renal- en sik anaerop mikroorganizma
iretilen materyaller olusmustur. Bu pek ¢ok anaerop bakterinin abdominal apse
etiyolojisinde yer almasma baglanmaktadir. Yapilan caligmada kranyal fokal
enfeksiyoz siiplirasyonlar birinci sirada, batin i¢i apseler ikinci sirada yer almistir.
Vaskiiler, obstriiktif, inflamatuar barsak lezyonlar1 anaerop infeksiyon kaynagi
olabilir.  Intraabdominal apselerin ¢ogu travma, perforasyon, inflamasyon ve
intraabdominal organ infeksiyonlar1 gibi sebepler sonrasi gelisir. Postoperatif
apseler operasyon sirasinda kontaminasyon veya anastomozlardan olan kacaklarla
meydana gelir (50).

Cerrahi islem, apendisit riiptiirii, kolon kanseri perforasyonu gibi barsak
mukozasinin  biitiinligiini  bozan durumlarda o6zellikle B.fragilis siklikla

intraabdominal, perirektal apselere ve peritonite sebep olur (49).

2.4.3. Santral Sinir Sistemi (SSS) Infeksiyonlari

SSS infeksiyonlar1 genellikle giiriiltiilii seyreden, kisa siirede 6liim ve kalict
sekelle sonlanabilen infeksiyonlardir. Bu nedenle SSS anaerop infeksiyonlari,
etiyolojik ac¢idan ihtimaler arasinda degerlendirilmedigi ya da uygun tedavinin
geciktigi olgularda kotii prognoz ile sonlanabilecegi icin dikkatli olunmasi gereklidir.

Beyin apselerininin %20-40’1nda primer odak bilinmemektedir (51).
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Beyin apsesi komsuluk yolu, hematojen yayilim veya travma sonucu
gelisebilir ve %25 olguda ise kardiyak veya pulmoner kaynakli hematojen yayilim
s6z konusudur. Hematojen yayilim sonucu gelisen beyin apseleri genellikle
cokludur. Bunlarda % 40-60 olguda anaeroplar (anaerop streptokok, B.fragilis ) tek
basina veya aerop bakterilerle birlikte etkendir (48).

Anaerop bakteri menenjitleri ¢ok sik goriilmez.  Ancak nekrotizan
enterokolit, barsak perforasyonu, kronik otit ve serebrospinal sivi shunt
infeksiyonlar1 varliginda menenji gelisebilir. B.fragilis en sik rastlanan etiyolojik
ajandir.

Beyin apselerinin % 20-40 ‘inda kronik otit ve kronik siniizit predispozan
olarak rol oynar. Temporal beyin apseleri daha siktir. Bacteroides tiirleri beyin
apselerinden diger anaerop bakteriler ve streptokok tiirleri ile mikst infeksiyon olarak
izole edilirler (51).

Beyin apselerinin en az yarisinda anaeroplar tek basina veya polimikrobiyal
olarak etken oldugu icin anaerop bakteri kiiltiirleri ve duyarlilik testleri mutlaka

yapilmalidir (50).

2.4.4. Akciger Infeksiyonlari

Alt solunum yollarindan kontamine olmamis drneklerin alinabilmesi sonucu
(1970 -1980 yillar1 arasinda transtrakeal aspirasyonun kullanimi ile) anaerop
bakterilerin alt solunum yollar1 infeksiyonlarindaki siklign gosterilmistir.  Bu
gelismelere karsin halen bir pulmoner infeksiyon etkeni olarak anaeroplar siklikla
gozden kagmaktadir. Bunun dogal sonucu olarak da antibiyotik tedavi secimi hatal
yapilabilmektedir.

Anaeroplarin etken oldugu akciger infeksiyonlarimin patofizyolojileri ve
klinik bulgulart benzerlik gostermektedir. Siklikla aspirasyon pnomonisi seklinde
baslamakta genellikle tedavi eksikligine bagli olarak hastalik akciger apsesi ve
nekrotizan pndmoni tablolarina ilerlemektedir. Aspirasyon sonucu solunum yolu
normal florasindaki anaeroplar pnomoniye neden olabilirler.  Siklikla etken
Prevotella spp., Fusobacterium spp., Porphyromonas spp’dir. Pndomoni sonrasi
gelisen ampiyem siklikla polimikrobiyaldir (48, 52, 53).

Apse formasyonu sonrast plevra bogluguna yayilim ile ampiyem tablosu

gelismektedir.  Akciger apsesi ve nekrotizan pnOmoni’de olgularin yaklagik
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%50’sinde anaerop bakteriler tek basina, %25’i aerop bakterilerle, %25’inde aerop
bakteriler tek basina etkendir.

En sik rastlanan anaerop etkenler Peptostreptococcus spp., Prevotella spp.,
Fusobacterium nucleatum’dur. Normal orofarengeal floranin bir elemam
olmamasina ragmen B.fragilis olgularin %15’inde etken olarak karsimiza
cikmaktadir.

Ampiyem olgularinin %24’iinde aerop koklar, %35’inde anaeroplar tek

basina, %41’ inde ise aerop ve anaerop etkenler birlikte izole edilmektedir (53).

2.4.5. Pelvik infeksiyonlar

Bu grup infeksiyonlar arasinda gebelik sirasinda goriilen infeksiyonlar,
jinekolojik girisimlerle ilgili infeksiyonlar ve cinsel yolla bulasan pelvik inflamatuar
hastaliklar (PTH) yer almaktadir (54).

Pelvik apseler PIH, apandisit veya divertikiilit sonrasi gelisebilir (50).
Gebelik sirasinda intraamniotik infeksiyonlar, postpartum endometrit, epizyotomi,
postabortal infeksiyonlar yaygin olarak goriilmektedir.  Siklikla B.fragilis ve
streptokoklar etkendir.

PiH’da Prevotella spp. ve peptostreptokoklar en sik etkendir. Tuboovaryen
apse PIH’1n en 6nemli komplikasyonlarindandir. Anaerop olarak en sik B.fragilis ve
Prevotella spp. etkendir. Ayrica Actinomyces tiirleri ozellikle A.israelii PiH ve
tuboovaryan apse etkeni olabilir. Pelvik aktinomikozun rahim ici ara¢ (RIA) ile

birlikteligi bildirilmistir (54).
2.4.6. Kemik Ve Yumusak Doku Infeksiyonlar:

a. Osteomyelit

Hematojen yol ile gelisen osteomyelitlerde anaerop etkenler nadiren goriiliir.
Ancak travma ve kirik sonrast uzun kemiklerde, damar yetmezliginin varliginda,
odontojenik infeksiyonlar, kronik siniizit, kronik otitte kafa kemiklerinde ve
diyabetik basi yaralar1 ile gelisen osteomyelitlerde anaerop bakteriler énemli rol
oynar.  En sik Peptostreptococcus spp., Clostridium spp., B.fragilis grup

soyutlanmaktadir (55).
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b. Krepitan (Anaerop) Seliilit

1. Klostridial Anaerop Seliilit

Deri altinda olugsmus olan 6lii dokularin nekrotizan bir infeksiyonudur.
Genellikle infeksiyon bolgesinde yaygin gaz olusumu ile seyreder. En sik
C.perfringens daha az siklikla C.septicum ve diger Clostridium tiirleri ile olusur.
Etken, derialt1 dokuya, genellikle perkiitan yolla; kirli bir travmatik yara ve ameliyat
bolgesinden ulasir, ¢ok nadir olarak 16semili veya graniilositopenik hastalarda

C.septicum bakteriyemileri sirasinda ulasir (56).

2. Klostridial Olmayan Anaerop Selliilit

Sadece etken farki vardir. Klinik tablo, tam1 ve tedavi yaklasimlari
Clostridium seliiliti ile aymdir. Bacteroides spp., peptostreptokoklar ve peptokoklar
en sik etkendir (55,56).

c¢. Nekrotizan Fasiit

Sik goriilmeyen fakat ciddi seyirli bir infeksiyondur. Yiizeysel fasya ve
derialt yag dokusunun akut ve hizla ilerleyen nekrotizan bir seliiliti olarak
tanimlanabilmektedir. Lezyonun iizerini orten deri de olaydan etkilenir. Tip [;
polimikrobiyaldir. En sik etken Bacteroides spp., peptostreptokoklar ve bir veya
daha fazla fakiiltatif anaerop’dir.

Fournier gangreni; Genital organlarda goriillen nekrotizan fasiit tipidir.
Etiyolojide anaerop bakteriler basta olmakla birlikte, fakiiltatif anaeroplar
anaeroplarla birlikte bulunur (55). Lezyon skrotum civarinda sinirl kalabilecegi gibi
perine ve karin duvarma da yayilim gosterebilir.  Ozellikle obez ve diyabetik
hastalarda karin duvarina yayilim olursa onii alinmayacak sekilde hizli bir seyir
gosterir. Testisler kendi ©zel arterleri ile beslendikleri icin saglam kalirlar. Oliim

orani %20 civarindadir (56).

d. Sinerjistik Nekrotizan Selliilit ( gram negatif anaerop kutandz gangren,
nekrotizan kiitanéz myozit, sinerjistik nonklostridial anaerop miyonekroz)

Tiim cilt tabakalarini tutan nekrotizan fasiittir. Infeksiyonda anaerop ve
fakiiltatif anaerop bakteriler birlikte bulunur (57). Oldiiriicii bir infeksiyondur. %50

hastada bakteremi gelisir. Tedaviye ragmen 6liim oran1 %35’tir (56).
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e. Progresif Bakteriyel Sinerjistik Gangren ( Meleney Sinerjistik Gangren)
Deri ve fasiya’nin ilerleyici nekrotizan infeksiyonudur. Lezyonun yeni gelismekte
olan sinirindan alinan kiiltiirlerinde mikroaerofilik veya anaerop streptokoklar etken

olarak saptanir (55).

f. Diyabetik Ayak

Doku kiiltiirlerinde kontaminasyon olarak kabul edilen bakteriler etken
olabilir (6r; Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium tiirleri). Baz1
calismalarda koagulaz-negatif stafilokoklar %40’a varan oranlarda infeksiyon etkeni
olarak bildirilmislerdir

Hem kemik hem de yumusak doku infeksiyonlarinda birden ¢ok etken izole
edilebilir. Anaeroplar diyabetik ayagin ciddi yumusak doku infeksiyonlarinda etken
olarak daha sik, osteomiyelitlerinde ise daha az izole edilirler. Yumusak doku ve
kemik doku Kkiiltiir sonuglar1 her zaman uygunluk gostermez (%6-13 arasinda
farklihk var). Tim olas1 patojenleri saptayabilmek amact ile kemik ve yumusak
doku Kkiiltiirleri birlikte alinmalidir. En sik etken S.aureus, fakiiltatif anaeroplar ve
gram negatif basillerdir. Ciddi seyirli formunda bu etkenler anaerop gram pozitif

koklar ve Bacteroides tiirleri ile birlikte bulunur (57,58).

2.4.7. Klostridial Infeksiyonlar
Clostridium’lar tetanoz, gazli gangren (miyonekroz), botulizm veya gida

zehirlenmesi gibi klasik hastaliklara yol agar (11).

a.Tetanoz
C.tetani’ nin norotoksin niteligindeki ekzotoksini (tetanospazmin) ile olusan,
iskelet kaslarinda yaygin rijidite ve konvulzif spazmlarla karakterize, akut ve siklikla

fatal seyirli, asilama ile korunabilen bir hastaliktir (59).

b.Gazh Gangren (Klostridial Miyonekroz)

C.perfringens, C.histolyticum, C.novyi, C.septicum ve C.bifermentans
histotoksik grupta yer alirlar (11). Olgularin %80-95’inde etken C.perfringens, %10-
40’inda C.novyi, %5-15’inde C.septicum’dur (60). C.perfringens’in infeksiyon
patogenezinde onemli role sahip olan a- toksin (lesitinaz; fosfolipaz-c) tim suglar

tarafindan iiretilir (11).



29

c.Botulizm

C.botulinum’un  norotoksini tarafindan olusturulan noroparalitik  bir
hastaliktir. Dort ayr1 formda goriiliir.  Gida zehirlenmesi, bebek botulizmi, yara
botulizmi, iatrojenik botulizm. C.botulinum’un A,B,Co,D,E,F ve G harfleri ile
gosterilen birbirinden farkli nérotoksinler iireten yedi serotipi vardir (61). A,B ve E

insan botulizmi ile iliskilidir. Flask tip paralizi ve 6liime yol agabilir (11).

d. Psodomembranéz Enterokolit (PMEC)

Basit bir diyareden hayati tehtid eden kolite kadar genis bir hastalik
spektrumu vardir. C.difficile antibiyotik kullanimina bagli diyare ve kolitin en sik ve
en iyi bilinen etkenidir. Saglikli eriskinlerde herhangi bir probleme yol agmadan

barsak florasinda az sayida bulunur (62).

2.4.8. Anaerop Bakteremi Ve Kateter infeksiyonlar:

Anaerop bakteremi nadir goriilen infeksiyonlardir fakat yiiksek mortalite ile
sonuglanabilir (3).

Yapilan son ¢alismalarda hastanede yatan hastalarda bakteremi epizodlarinin
%0.5-9’u anaeroplar saptanmistir (63). Goriilme siklif1 cografik, demografik ve
ozellikle yas ile iliskili olarak farklilik gosterir. Cesitli ¢alismalarda anaerop
bakteremilerin %49’unun GIS kaynakli oldugu bulunmus, %6’sinda ise kaynak
bulunamamistir. Erken donemde peritonit ve bakteremi aeroblar tarafindan, daha
gec donemlerde apse komponenti anaeroblarca olusur. En 6nemli anaerop patojen
olarak tanimlanan B.fragilis normal kolonik floranin % 0.5 ini olusturur.

Anaerop bakteremi intraabdominal proseslerle olduk¢a baglantilidir (22).
Mukozit kan yolu ile infeksiyon icin risk faktorii olarak degerlendirilir. Ayrica
hematolojik malignensiler, profilaktik kinolon kullanim Oykiisii, cerrahi ve genis
spektrumlu antimikrobiyal tedavi diger risk faktorleri arasinda sayilmaktadir. 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 arttirir.

Ayn1 mikroorganizma i¢in 2 veya daha fazla pozitif kan kiiltiirii, tek bir kan
kiiltiirii pozitif ve 35°C’nin iizerinde ates varligi veya infeksiyon odagi bilinen

hastada pozitif kan kiiltiir sonucu; klinik olarak anlamli olabilir. Tek bir kan kiiltiir
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sisesinde Propionibacterium izolasyonu kontaminant olarak degerlendirilmelidir
(63).

[k olarak 1945 yilinda Meyer tarafindan kullanilmaya baslanan plastik iv
kateterler, ilag, sivi, transfiizyon ya da parenteral beslenme amaciyla giiniimiizde sik
olarak uygulanmaktadir. Bu ara¢larin kullanimlarinda en 6nemli sorun olan kateter
infeksiyonu degisik kaynaklara gore % 3-27 arasinda degismektedir. Bu tiir
infeksiyonlarda rol oynayan mikroorganizmalar hastane ortamima 06zgiilliik
gostermektedir ve her hastane icin ayrica saptanmasit gerekmektedir. Yapilan
caligmalarda santral venoz kateterlerde infeksiyon riskinin periferik katetere gore
daha fazla oldugu gosterilmistir. Mortalite katetere bagl sepsis olgularinda %80’e
ulagabilmektedir. Yapilan caligmalarda % 0-12 arasinda sepsis orani bildirilmistir.
Anaerop kiiltiir, kateter infeksiyonuna yonelik bircok calismada gz ardi edilmistir.
Calismaya dahil edildigi durumlarda ise Popionibacterium spp. ve Clostridium spp.

tiretildiginden bahseden az sayida yayin vardir (64).

2.5 Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Anaerob’lar i¢in antibiyotik duyarlilik testleri sik yapilmadigi halde bireysel
izolatlar ve siirveyans i¢in yapilmaktadir (65).

2004 yilinda Clinical and Laboratory Standarts Institude (CLSI) tarafindan
anaerop bakterilerin duyarliliklan i¢in iki standartize methodlar 6nerilmektedir (65,

66).

Agar Dilusyon Yontemi: CLSI (NCCLS) tarafindan referans yontem olarak
kabul edilmektedir (67). Test edilen tiim anaerop’lar icin oldukca yiiksek
tiretkenlikte olup, diger methodlarla uyumludur. Siirveyans calismasi gibi, cok
sayida izolatin ¢aligilmasi i¢in uygundur. Direncin moniterizasyonu ve yillik hastane

direng profilleri i¢in Onerilmektedir (41).

Broth Mikrodilusyon: B.fragilis grup iiyeleri i¢in standart yontem olan agar
dilusyon ile olduk¢a uyumludur. Tek bir izolatin birden fazla antibiyotige es zamanl
duyarliligr tanimlamak i¢in kullanilir. Bacteroides dis1 anaeroblar i¢in cogunun zayif
tiremesinden dolayr yiiz giildiiriicii degildir. CLSI giiniimiizde Bacteroides dis

anaeroplar i¢in bu methodu 6nermemektedir (41).
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E-test; FDA tarafindan onaylanmis olan bu method tek bir antibiyotik i¢in en
uygundur. E-test ile yapilan calismalarin sonuglar referans test olan agar dilusyon
yontemi ile uyumlu sonuglar vermektedir. Maliyet disinda pratik ve kolay
uygulanabilir olmasi nedeniyle rutin kullanima ¢ok uygundur (65, 66).

Broth disk eliisyon ve disk difiizyon methodlar standart metodlarla uyumda
yetersiz olup, Onerilmemektedir (41). Anaerop bakterilerin {iiretilmelerindeki
giicliiklerin yan1 sira, rutinde kullanilabilecek ucuz ve pratik yontemlerin
bulunmamasi, bu bakterilerin antibiyotiklere duyarlilik &zelliklerini tespit etme
cabalarim ve istegini azaltmaktadir. Anaerop bakterilerin duyarlilik testlerinin

standardizasyonu i¢in, 1997 yilindan beri birtakim degisiklikler yapilmistir (27).

Beta-laktamaz testi; Kromojenik sefalosporin (nitrosefin) yontemi ile beta-
laktamaz aktivitesi arastirilabilir, belirli anaerop bakterilerin baz1 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 olmasi her zaman o ilaca duyarli oldugunu gostermez. Pozitif sonug
her zaman penisilin G ve ampisilin direncini gosterir (66).

Duyarlilik testlerinde, anaerop bakterilere etkili olabilecek antimikrobiklerin
secilmesi gerekmektedir. Onerilen antimikrobiklerin iginde penisilin (veya ampisilin
), sefoksitin(veya sefotetan), piperasilin, karbapenemler, p-laktam- [-laktamaz
inhibitorleri, klindamisin, kloramfenikol ve nitroimidazol tiirevleri yer almaktadir
(66).

Duyarhilik  sonuglari  kullamlan  yonteme, calisilan  besiyerlerine,
mikroorganizma sayisina ve cografi bolgelere gore farklihik gostermektedir.
Antibiyotiklerin kullanim sikligina bagli olarak ayn1 bolgede farkli merkezlerde bile
sonuclar degisebilmektedir (6).

Ulkemizde yapilan kayitlara gegmis calismalar fazla olmamakla beraber elde
edilen veriler merkezlere gore farklilik gostermektedir. Bu nedenle bir merkezin
sonuclarinin diger merkezler icin tahmin edilebilir degerler olarak alinmasi pek

basarili sonuglar vermeyebilir (27).
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3.GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz Etik kurul tarafindan 07.04.2006 tarihinde, 2006/17 sayil1 karar
ile onaylandi. Ocak 2007 - Mart 2008 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Rektorliigii Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanesinin ¢esitli
kliniklerinden fakiiltemiz Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina gelen
klinik ornekler anaerop bakteriler yoOniinden incelendi. Toplam 241 anaerop
infeksiyon siipheli ornek caligmaya dahil edildi. Orneklerin 6ncelikle makroskopik
degerlendirilmeleri yapilarak, hazirlanan preperatlar Gram boyama yontemi ile
incelendi. Ornekler aerop ve fakiiltatif anaerop bakterileri de icerebilecegi icin
anaerop inkiibasyon i¢in bir secici olmayan anaerop blood agar (%5 koyun kanli) ve
secici besiyerleri (BBE, KVLB, PEA) kullanildi. Aerop inkiibasyon icin %35 koyun
kanli agar, EMB agar ve cikolatams1 agara ekim yapildi. Dokuda ve diger steril
orneklerde bulunabilen az miktardaki anaerop mikroorganizmalarn ¢ogaltmak ve
yedekleme (back-up) amaciyla ayrica %1 hemin ve vitamin K; iceren tiyoglikolat’l1
buyyon kullanildi. Kan 6rnekleri ise Bactec Plus anaerop siselerinde (BD, ABD)
laboratuvarimiza ulastirildi. Anaerop kosullar Gas-Pak sistemiyle saglandi. Ureyen
bakterilerin aerotolerans kontrolleri yapldiktan sonra, anaerop oldugu kesinlik
kazanan suslarin besiyerindeki koloni morfolojileri incelendi, antibiyotik igeren
identifikasyon diskleri uygulanarak duyarhiliklar1 saptandi. Identifikasyon akis
semalan kullanilarak tamimlandi. Tamimlanamayan suglar API 20A identifikasyon
sistemine alindi. Tiim izolatlarin imipenem, tigesiklin, linezolid, klindamisin,
metronidazol, tikarsilin-klavulonik asit, sefoksitine invitro diren¢ durumu arastirildi.
Antibiyotik duyarlhilik testi anaerop kanli besiyerinde, E-test yontemi ile yapildi.
Bakterilerin beta-laktamaz aktiviteleri nitrosefin testi ile degerlendirildi. B.fragilis
ATCC 25285 kokeni besiyerleri ve antibiyotik duyarlilik testleri icin kalite kontrol

susu olarak kullanildi.
3.1.Anaerop Kiiltiir islemi

3.1.1. Anaerop Kkiiltiir icin 6rneklerin toplanmasi ve tasinmasi
Klinik 6rnegin normal flora ile kontamine edilmeden alinmasi ve hemen

laboratuvara iletilmesi onemlidir (14). Anaerop kiiltiir icin dogru Ornek alimi ve
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tasinmas1 amaciyla hastanemizdeki tiim ilgili klinik birimler bilgilendirildi. Ornek

alim1 ve tasinmasi i¢in gerekli prosediir listesinin yer aldigi tablolar tiim kliniklere

gonderildi (11, 12) (tablo3.1.a,b,c).

Tablo.3.1.a Anaerop Kkiiltiir icin uygun ve uygun olmayan érnekler

bronkoskopik 6rnek, Plevra s1visi

];/b'l:;:sti Uygun Ornekler Uygun Olmayan Ornekler
Bas-boyun Yiizey dekontaminasyonu sonrasi alinan aspirasyon Bogaz veya nazofaringeal siiriintii,
ornegi, biyopsi , aspirasyon yapilamadiginda alinan gingival stiriintii, ekiivyonla
anaerop siiriintii alinmis yiizeyel siiriintii
Akciger Transtrakeal aspirat, biyopsi, korunmus firca ile alinan Balgam (ekspektore veya

indiiklenmis), Endotrakeal aspirat,
Bronkoskopik 6rnek (korunmus
fir¢a haric)

Merkez sinir

Igne/enjektor ile alian apse aspirati, biyopsi,

Aerop siiriintli ornegi

aspirat (deri antisepsisi sonrasi)

sistemi cerrahi olarak alinan anaerop siiriintii
Karmn Periton stvist, [gne/enjektor ile alman apse aspirati, Safra | Aerop siiriintii 6rnegi
s1vis1, biyopsi, cerrahi olarak alinan anaerop siirtintii

Uriner Suprapubik aspirat Miksiyon idrari, Kateter idrar1
sistem
Genital Kuldoskopi 6rnegi, Endometrial aspirat (korunmus) Vajinal siiriintti
sistem Igne/enjektor ile alinan apse aspirati, biyopsi, cerrahi Servikal siiriintii

olarak alinan anaerop siiriintii, RIA (Actinomyces spp Uretral siiriintii

veya Eubacterium nodatum)
Kemik- Igne/enjektor ile alinan apse aspirati, biyopsi, cerrahi Ekiivyonla alinmis ytizeyel
Eklem Deri- | olarak alinan anaerop siiriintii, sinus kanalindan siiriintii 6rnekleri
Yumusak igne/kateterle alinan aspirat, acik yara kenarindan derin Dekiibitiis iilser ytizeyi, yanik
doku aspirat (deri antisepsisi sonrasi), iilser yiizeyinden derin | yarasi,diyabetik ayak yiizeyel

siiriintii, ekiivyonla alinmis
yiizeyel siirtintii 6rnekleri

Kalin barsak

Sadece C.difficile ve C.botulinum (kiiltiir ve toksin

arama) , Diski

Tablo.3.1.b Anaerop Kiiltiir icin 6rnek alma yontemleri ve transport sistemleri

steril viicut
sivilari

Ornek Allmma Yontemi Transport Sistemi*

Apse Saglam doku yiizeyinin 1 dk. povidon-iyotla Anaerop transport sistemi (Port-
dezinfeksiyonu sonrasi (povidon-iyot dncesi A-Cul vial vb) veya
etanol de uygulanabilir) ornek igne veya Enjektorle (hava boslugu
enjektorle alinir birakilmadan)

Yiizeyel Punch biyopsisi veya Port-A-Cul jar veya steril burgulu

ornek Yiizey dekontaminasyonu sonrasi alinan kap

(dekiibitus | j5ne/enjektor aspirati Port-A-Cul vial veya enjektor

dahil) Not: Siiriintii 6rnekleri uygun degil!

Kan ve Deri yiizeyi dezenfekte edilir, igne veya Anaerop kan kiiltiir sisesi

idrar dist enjektodrle drnek (3-10ml) alinir (Bactec Lytic/10 Anaerobic F)
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Tablo.3.1.c Anaerop infeksiyon ézellikleri ve 6rnek alimi ve transport

yontemleri
Anaerop infeksiyonu diisiindiiren Anaerop Kkiiltiir icin 6rnek alimi ve tasinmasi
ozellikler
1. Port-A-Cul transport sistemine (s1v1 drnekler
Kotii kokulu, kirli gortiniimlii cerahat icin vial, doku icin jar) alinan 6rnekler oda
Nekrotik doku sicakliginda 24 saatte mikrobiyoloji laboratuvarina
Kan dolasimu yetersizligi ulastirilmalidir.
Dokuda sart siilfiir graniilleri 2. Enjektore (s1v1 ornekler) veya steril burgulu
Lezyonlarin mukoza yiizeyine kaba alinan (dokular ve miktar1 fazla siv1) 6rnekler
yakinlig oda sicakliginda 15 dakikada laboratuvarina
Isirik sonrasi gelisen infeksiyonlar ulastirilmalidir
Altta yatan hastalik varlig 3. Anaerop kan kiiltiir sigesine alinan steril
ornekler oda sicakliginda 24 saatte laboratuvarina
ulastirilmalidir.

* Anaerop kiiltiir 6rnek alim1 ve transportu i¢in gerekli tiim malzeme
Mikrobiyoloji Laboratuvar’dan saglanabilir.

Aerop ve anaerop mikroorganizmalarin transport sirasinda canhiligini
korumak i¢in Port-A-Cul viyal ve jarlarn1 (BD, ABD) kullanmildi. Klinik 6rneklerden
kiigiik hacimli viicut sivilart Port-A-Cul viyallere, doku parcalart ise Port-A-Cul
jarlara alindi (7). Port-A Cul ile transportu yapilmayan ornekler ise enjektor, steril

kapakl kap veya ekiivyonlu transport besiyeri ile laboratuvarimiza ulastirildi.
3.1.2 Orneklerin islenme Prosediirii

a. Makroskopik inceleme

Ornegin kalitesi ve dogas1 hakkinda 6zellikler kaydedildi (12).

b. Ornegin Hazirlanmas

Belirgin piiriilan Ornekler mikrooganizmanin homojen dagilmasi icin
vortekslendi. ~ Doku o6rnekleri 1ml sivi besiyerinde (THIO/Chopped meat)
homojenize edildi. Piiriilan olmayan genis hacimli 6rnekler santrifiij edildi, kiiltiir ve

mikroskopi i¢in sediment kullanild1 (12).

b. Gram boyama
Anaerop kiiltiir i¢in kabul edilen 6rneklerden iki adet yayma preperat hazirlan
di.  Yaymalarin fiksasyonu methanol ile (ldakika) yapildi. Gram boyamada

sekonder boya olarak safranin yerine bazik fuksin kullanildi (11-13)
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3.1.3. Orneklerin Kiiltiir Ekimi

1. Besiyeri Sec¢imi

Anaerop kiiltiir i¢in gonderilen tiim Ornekler gonderilme kosullari uygun
olmayanlar dahil gecikme olmadan isleme alindi. Anaerop inkiibasyon icin secici
olmayan anaerop kanlhi besiyeri (%5 koyun kanli ) ve secici besiyerleri (BBE,
KVLB, PEA), aerop inkiibasyon i¢in %5 koyun kanli agar, EMB agar ve
cikolatams1 agar kullanild1 (12,13).

Broth besiyerleri olarak tiyoglikolatli buyyon (Merck, Germany) kullanildi.
Besiyeri hazirlanip otoklav ile steril edildikten sonra sogutularak %1 hemin-vitamin
K; (BD, ABD) ilave edildi. 4-5 ml Falkon tiiplerine dagitildi ve oda sicakliginda
bekletildi (12,13).

Kan ornekleri otomatize sistem anaerop kan kiiltiir siselerine alinmig olarak

gonderildi (Bactec Lytic/10 Anaerobic /F, BD, ABD) (15).

Secici Olmayan Anaerop Besiyerleri

Anaerop Bazal Agar (AnBAP) (Oxoid, Ingiltere)

Biitiin anaeroplarin ilk izolasyonu i¢in anaerop bazal agar kullanildi. Toz
besiyeri tartildiktan sonra cam balon i¢ine konuldu. Distile su ile karistirilip, besiyeri
eridikten sonra, 121 °C ’de 1,5 atmosfer basingta 15 dakika siire ile sterilize edildi.
Besiyeri 45 °C ‘ye kadar sogutulduktan sonra icerisine % 5 oraninda insan kani ilave
edildi. Liizum halinde giinliik veya giin asir1 hazirlandi. Besiyerleri oda sicakliginda

hava gecirmeyen plastik kaplarda bekletildi (12,13).
Secici Anaerop Besiyerleri

a.Kanamisin-Vankomisinli Kanli Agar (Kanamycin-vancomycin laked
blood agar=KVLB Agar)

Anaerop Bazal Agar (AnBAP) (Oxoid, CM 0972 )’dan %5 kan ilave
edilerek hazirlandi. -20°C’de donmus kan, besiyeri hazirlanirken once 35-37°C *de
hizla ¢oziindiirerek veya bir gece 2-8 °C ’de yavasca eriterek, daha sonra 48-50 °C’de

bekletilip; otoklavlanip sogutulmus besiyerine %35 oraninda ilave edildi
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Kanamisin-vankomisin stok solusyonu hazirlandi. 200mg kanamisin 10ml
distile suda ¢oziiniir (0.2000g.) 15mg vankomisin Sml distile suda ¢oziindiiriiliip,
ependorflara 0.5’er ml kanamisin ve 0.25 ml vankomisin dagitarak -70 °C ’de
saklandi. Her 100 ml besiyerine bir ependorf icerigi ilave edildi.

Bacteroides spp. ,Prevotella spp., Fusobacterium spp., ve Veilonella spp.

izolasyonu icin selektif besiyeri olarak kullanildi (12,65).

b. Fenil Etil Alkollii Agar (PEA) (BD, ABD)
Besiyerine % 5 oraninda insan kani ilave edilerek hazirlandi. Gram pozitif ve

gram negatif zorunlu anaerop bakterileri tiretmek i¢in kullanildi (12).

c . Bakteroides Safrah Eskiilin Agar (BBE)

1 litre besiyeri igin triptik soy agar (45.0g), oxbile (Oxgal) (20.0g), eskiilin
(1.0g), ferrik amonyum sitrat (0.5g), hemin (12.0g), gentamisin (100mg) ilave
edilerek hazirlandi.

Izolasyon ve B.fragilis grubu ve Bilophila wadsworthia ‘nimn  6n

identifikasyonu i¢in kullanildi (10, 12,15).

Aerop Besiyerleri
Aerop kanli besiyeri (Oxoid, Ingiltere), Eozin Metilen Blue(EMB) besiyeri
(Oxoid, Ingiltere), Cikolatams1 besiyeri (Oxoid, Ingiltere) kullanildi.

2. Inokiilasyon Prosediirii
Hazirlanmis 6rnekler uygun aerop, anaerop ve sivi besiyerlerine ekildi. Kati
besiyerlerine piiriilan 6rnekten 1 damla, piiriilan olmayan 6rnekten 2-3 damla, sivi

besiyerlerine ise 0.5-1.0 ml inokiile edildi (12).

3. Inkiibasyon

Anaerop inkiibasyon icin anaerop kavanoz sistemi kulanild1 (GasPak jar, BD,
ABD) Anaerop ortam saglamak icin GasPak Anaerop System Envelope kullanildi.
Gas Pak anaerop sistem zarfi isaretli yerden kesilerek icerisine 10ml su ilave edildi.
Suda eriyen tabletler reaksiyona girerek Hidrojen ve karbondioksit gazi

olusturmaktadir. Reaksiyonun olusmasi i¢in katalizor olarak paladyum kullanildi.
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Ortamda anaerop sartlarin saglandigim1i kontrol etmek ic¢in indikator
(Anaerobic Indicator, Oxoid BR 55) anaerop jar icine yerlestirildi. Anaerop ortamin
saglandig1 rengin beyaz renge doniismesi ile anlasildi. Paladyum katalizor her
kullanim sonras1 160°C’de 1 saat siireyle sterilizatorde tutulmak suretiyle reaktive
edildi.

Klinik orneklerden tek koloni ekimi yapilarak 35°C-37°C ‘de inkiibe edildi.
Aerop kiiltiirler 24-48 saat inkiibe edildi. Anaerop besiyerleri en az 48 saat inkiibe

edildi. 48saatte lireme gostermeyen plaklar en az 5 giin inkiibe edildi (10, 13).
3.1.4. Kiiltiirlerin Degerlendirilmesi

a. Aerotolerans Testi

Anaerop besiyerinde iireyen siipheli tiim koloniler hem c¢ikolatams1 agara
ekilip CO;’li etiivde, hem de anaerop kanli besiyerine ekilerek anaerop ortamda
inkiibe edildi. Cikolatamsi agarda iireme olmamasi, anaerop kanli besiyerinde iireme
olmas1 durumunda aerotolerans testi pozitif olarak degerlendirilerek, izolatin anaerop

oldugu kabul edildi (11, 13).

b. izolatlarmm pasaj

Her bir farkli koloni morfotipi Gram Boyasi ile boyanarak incelendi. Segici
olmayan anaerop kanli agardaki koloni morfotipleri fakiiltatif ve zorunlu anaeroplar
ile siklikla benzer koloni goriiniimlerine sahip olduklari icin selektif anaerop
besiyerlerine saf pasajlar yapildi.

Primer plaklarda iireme yoksa Tiyoglikolatli buyyon incelendi. Gram

boyamada mikroorganizma goriildiigiinde kat1 besiyerlerine pasajlar yapildi (11,13).
c. Identifikasyon Testleri

1. On identifikasyon

Tiplendirme amaciyla 6zel potensli antimikrobiyal diskler kullanildi. AnBAP
besiyerine pasajlanan saf izolatlara gram negatif anaerop bakteriler i¢in kanamisin
(1mg), kolistin (10ug), vankomisin (5 pg), rifampisin, penisilin, iire ve nitrat diskleri,

gram pozitif koklar i¢in SPS diskleri uyguland1 (10, 11, 12,13).
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a. Ozel Potensli Antimikobiyal Diskler

Kanamisin (1mg), kolistin (10pg), vankomisin(5 pg) i¢in inkiibasyon sonrasi
inhibisyon zon capinin >10mm olmast duyarli olarak degerlendirildi. Sonuglar
identifikasyon akis semasi ile degerlendirildi. Tiir ve/veya cins diizeyinde ©On

identifikasyon yapild1 (11,12).

b. SPS (Sodium Polyanethol Sulfonate ) Diski

Gram pozitif anaerop kok izole edildiginde SPS’ye duyarli olan
Peptostreptococcus anaerobius’u identifiye etmek icin SPS diski kullanildi. SPS
diskleri (Img) gram pozitif bakteri pasajlanmis agar iizerine konarak anaerop
sartlarda inkiibe edildi. Inhibisyon zon c¢apt >12mm ise duyarli olarak

degerlendirildi (11,12).

c. Floresans
Besiyeri iizerinde siyah pigmente koloniler Wood lambasinda uzun dalga
boylu UV 1s18inda (366nm) incelendi . Pigmente Porpyromonas spp. ve Prevotella

spp.’nin identifikasyonu i¢in floresans varligi arastirildi (11).

d. Nitrat Rediiksiyon Testi

Nitrat diski AnBAP ‘a yapilan saf pasajin en yogun bolgesine konarak 37°C
anaerop olarak inkiibe edildi. 48 saat sonunda disk plaktan alinip temiz bir petri veya
lama konularak, tizerine bir damla nitrat A ve bir damla nitrat B damlatilarak 5
dakika bekletildi. Reagent ilavesinden sonra kirmizi renk olusumu pozitif sonug
olarak tammlandi. Renk olusumu gozlenmeyen disk iizerine ¢inko tozu dokiildii.

Kirmizi renk olusumu negatif sonug olarak yorumlandi (11, 12).

e. Katalaz Testi
Anaeroplar i¢in %15 ‘lik hidrojen peroksit kullanildi. Plastik veya tahta bir
Oze ile lam tUzerine alinan koloni tizerine bir damla H,O, damlatildi. Gaz

baloncuklarinin olugsmasi pozitif olarak yorumlandi (11).

f. Spot- indol Testi
Triptofan iceren besiyerleri kullanildi ve p-dimetylaminocinnemaldehyde

(DMCA) kullanildi. Filtre kagidina alinan bir koloni iizerine bir damla reagent
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damlatildiginda 30 saniyede mavi veya yesil renk olusumunda test pozitif, pembe

veya turuncu renk olusumunda ise test negatif olarak degerlendirildi (11).

2. Diger identifikasyon Testleri

Mikrobiyokimyasal sistemler; 6zel potensli antibiyotikler ile tanimlanamayan
izolatlara tiir ve cins diizeyinde identifikasyon icin mikrobiyokimyasal testler
uygulandi.

16 adet karbonhidrat ve iire, katalaz, jelatin, eskiilin, indol’li iceren toplam

21 adet biyokimyasal reaksiyonun test edilebildigi API 20A (bioMérieux, inc.)
kullanildi. 3 McFarland standardinda hazirlanan bakteri siispansiyonu iireticinin
talimatina gore kuyucuklara dagitildi. 24 Saat anaerop posetlerde, 35°C’de inkiibe
edilerek, gerekli reagentler damlatildi. Sonuglar 6zel yazilim programinin yiiklendigi
bilgisayarda degerlendirildi. API 20A mikrobiyokimyasal test sistemi icin kalite
kontrol susu olarak C.perfringens (ATCC 13124 ) kullanild1 (12).

3.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Calismamizda elde ettigimiz tiim izolatlara identifikasyon sonrasi E-test
yontemi ile duyarlilik testi yapildi.

E- test yontemi:

Uretici firma’nin onerileri dogrultusunda uygulandi (AB, Biodisk, Isveg).
Anaerop buyyon’da izolatin 1 McFarland bulaniklikta siispansiyonu hazirlandi.
Siispansiyon anaerop kanli besiyerine yayildiktan sonra E-test seritleri yerlestirildi.
Anaerop kavanozlarda 24-72 saat siireyle, 35°C’de inkiibe edilerek degerlendirildi.
Degerlendirmede eliptik inhibisyon zonunun serit ile kesisti§i nokta minimal
inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degeri olarak belirlendi. Kalite kontrol B.fragilis
(ATCC 25285) ile yapildi (66, 67).

Nitrosefin Testi

B-laktamaz aktivitesine kromojenik sefalosporinaz (nitrocefin, sticks, Oxoid,
Ingiltere) yontemi ile bakildi. En az 30 dakika beklenerek, kirmizi renk degisimi
pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif sonu¢ alindiginda izolat penisilin G ve

ampisiline direncli kabul edildi (66).
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3.3. Suslarm Saklanmasi

Tiim anaerop izolatlar kaymagi alinmus siit tozu (skim milk) ile hazirlanmis
vida kapakli sus saklama tiipleri, gliserollii triptik soy Broth igeren boncuklu tiipler
ve STGG besiyeri olmak iizere ii¢ ayr1 ortamda -70°C’de saklandu.

STGG besiyerinin hazirlanis1 (2.0g Skim milk, 3.0g tryptone soy broth, 0.5g
glucose, 10ml glycerol 100ml distile suda c¢oziindiiriiliip, otoklavlandiktan sonra

2ml’lik vidali kapakl tiiplere dagitildi. +4°C’de saklandi (68).
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3. BULGULAR

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen anaerop suslar; geleneksel yontemler
ve API 20A (BioMerieux, Fransa) sistemiyle tanimlandi. izolatlarin antibiyotik
duyarhiliklar1 E-test yontemi ile, aerop izolatlarin tamimlanmasi Microscan
WalkAway (Dade Behring, ABD) veya Phoenix (BD, ABD) otomatize
identifikasyon sistemleriyle gerceklestirildi.

Toplam 241 adet klinik ornegin aerop ve anaerop kiiltiirii yapilmistir.
Anaerop istegi yapilan orneklerden 68’s1 (%28.2) enjektor ile, 95’1 (%39.4 ) kan
kiiltiir sisesi (Bactec Plus Anaerop sise, BD, ABD), 35’i (%14.5) steril burgulu
kapakl kap ile, 28’i (% 11.6) Port-a-Cul jar veya viyal transport sistem(BD, ABD)
ile, 15’ (%6.2) 1 ekiivyonlu transport sistem (Stuartt) ile laboratuvarimiza
ulastirilmustir (tablo 4.1).

Port-a Cul ile gelen 6rneklerin14’iinde (%50), steril burgulu kapakli kap ile
gelen Orneklerden 7’sinde (%20), ekiivyonlu sistem ile gonderilen Orneklerden
1’inde (%6.6), enjektor ile gelen Orneklerin 4’tinde (%35.8), anaerop kan Kkiiltiir

sisesiyle gelen orneklerin 4’iinde (% 4.2)’sinde anaerop iireme gozlendi (tablo 4.1).

Tablo 4.1: Anaerop orneklerin transport yontemleri ve iireme oranlari

TRANSPORT TURU Ornek sayis1 ve % _ ANAEROP
Ureme sayisi ve %

Burgu kapakl: steril kap 35 (% 14.5) 7 (% 20)
Enjektor 68 (% 28.2) 4 (% 5.8)
Port-a-cul viyal/ jar 28 (% 11.6) 14 (% 50)
Transport besiyeri 15 (% 6.2) 1 (% 6.6)
Anaerop kan kiiltiir sigesi 95(% 39.4) 4 (% 4.2)

TOPLAM 241 31(% 12.8)

Orneklerin 69’u (%28.6) apse ( batinici, intrauterin, goz kapagi, boyun,
Karaciger, iliopsoas, gluteal..), 38’1 (%15.7) steril viicut sivis1 ( BOS, plevral mayi,
g6z ici swvist ), 5’1 (%2) piy, 3’ii (%1.24) diyabetik ayak, 4’ (%1.6) Fornier
gangreni, 2’si (%0.8) doku, 2’si(%0.8) rahim ici arag, 1’'i (%0.4) apendektomi
materyali ve 22’si (%9.1) yara yeri ornegi idi. Toplam 241 6rnegin 146’s1 kan dis1
ornek ve 95’1 (%39.4) kan ornegi idi ( tablo 4.2).

Kan dis1 146 6rnegin 27’sinde (%18.59) anaerop iireme saptandi. Ureme

saptanan 27 Ornekten 50 adet anaerop bakteri soyutlandi. Her bir anaerop ilireme
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basina 1.8 adet anaerop bakteri iiremesi oldu.

Anaerop ve aerop kiiltiir yapilan 241 Ornekten iireme saptanan Orneklerin
31’inda (% 12.9) anaerop, 17’sinda (%7) hem aerop hem de anaerop iireme saptandi.
Ureme saptanan 6rneklerden toplam 169 mikroorganizma izole edilmis olup bunlarin
54’1 anaerop bakteri, 108’1 aerop/ fakiiltatif anaerop bakteri ve 4’si Candida tiirii ve
3’1 kiif idi.

69 apse Orneginden 14’iinde anaerop, 8’sinde aerop ve anaerop bakteri
soyutlandi. Apse orneklerinde 29 anaerop bakteri ve 55 aerop bakteri izole edildi.

241 ornekten 95’1 (%39.4) kan kiiltiirii olarak laboratuvarimiza ulasti ve
4’iinde (%4.2) anaerop ilireme oldu. Bu Orneklerden 18 aerop ve 4 anaerop bakteri

iiredi (tablo 4.2).

Tablo.4.2 Anaerop Kiiltiirii yapilan ornek tiirleri ve iireme oranlari

SAYI Sadece aerop Anaerop Aerop ve Anaerop Aerop Ureme
(%) ireyen kiiltiir ireyen anaerop lireyen iireyen ireyen olmayan
Ornek tiirii sayl (%) kiiltiir Kiiltiir mo mo kiiltiir
say1 (%) say1 (%) sayist
Apse 69 (28.6) 39(56.5) 14 (20.2) 8 (11.5) 29 55 16
Steril s1v1 38 (15.7) 4(10.5) 1(2.6) 1(2.6) 2 8 33
(kan dis1)
Kan 95(394.) 13(13.6) 4(4.2) 1(1) 4 18 78
Piiy 5(2) 4 --- - 3 1
Diabetik ayak | 3( 1.24) - 2 2 2 7 1
biyopsisi
Fornier 4(1.6) -- 4 3 8 3 -
gangreni
Doku 2(0.8) - - - 6 2
RiA* 2(0.8) 1 1 - 1 1 -
Apendektomi 1(0.4) 1 1 1 1 -
Yara yeri 22(9.1) 13(59) 4(18.1) 1(4.5) 7 13 5
Toplam 241 74 (30.7) 31 (12.9) 17 (7) 54 115 136(56.4)

*RIA:Rahim ici arac

Anaerop infeksiyon 6n tanisi ile gonderilen apse Orneklerinden 32’i gram
negatif, 21’1 gram pozitif ve 2’si maya olmak iizere toplam 55 adet aerop iireme
gozlendi. Gram negatif bakterilerden en sik E.coli ve gram pozitiflerden en sik

S.aureus izole edildi (tablo 4.3).
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Tablo 4.3 Apse orneklerinde aerop iireyen mikroorganizmalarin dagilim

GRAM NEGATIF BAKTERILER GRAM POZITIF BAKTERILER ;
APSE SAYI SAYI <EC
ORNEKLERI
=
N <
Toplam =69 3 N =
g B s . g S
g g g 2 § & § 2 2 =
3 3 B s o 3 g S 2 8 3 S
g o~ S = ) = < S S N = ) S
SO S g S 5 2 S 5 S | 3 S g S
h S} N N 3 = %) ) > N Y =
XSS lE 18 |2 1EHE 2 |9 |8
= < Y X A Q “3 [ Kol Q ~ O
Apse 2 3 3 1 1 1 11
Intrakranial 1 2 1 4
apse
Boyun apsesi 1 1
Retroperitonel 1 1 5
apse
AC apsesi 1 1 2
Pelvik apse 1 1 1 3
Uyluk apsesi 1 1
Meme apsesi 1 1 2
Batinici apse 2 4 2 3 1 12
Vulvar apse 1 1
Intrauterin apse/
Tubaovarian 1 1 2
apse
Perianal-
Perirektal apse ! 3 ! ! 6
Tliopsoas apse 2 1 1 1 5
Pankreas 1 1
apsesi
Karaciger 1 1
apsesi
Gluteal apse 1 1
9 13 4 3 1 1 1 11 3 4 1 1 1 2
55
TOPLAM
32 21 2

Anaerop infeksiyon On tanisi ile gonderilen steril viicut sivilarinin 11’1 gram
pozitif, 13’li gram negatif ve 2’si kiif mantar1 olmak iizere toplam 26 aerop iireme
gozlendi. Gram negatif bakterilerden en sik E.coli ve gram pozitiflerden en sik KNS

ve Enterococcus spp. izole edildi (tablo 4.4)
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Tablo 4.4. Steril viicut sivis1 orneklerinde iireyen aerop mikroorganizmalarin

dagilim
GRAM POZITIF BAKTERILER GRAM NEGATIF BAKTERILER KUF
SAYI SAYI SAYI
STERIL 2
vUCUT 2 E S = © . g
SIVILARI S N s g = S NG
) S Y “ = 3 = S =
S S S <] S0 s 2 S0
N N U = 3 g 3
3 S 2 3 | % 5 3 g 5 g
B S 5 g <3| S N < = <
Batin ici 1 1 2
Mayi
AC mayi 1 2 3
(plevral mayi)
BOS 1 1
Kan 1 4 2 1 6 3 1 18
Eklem Mayi 1 1 2
TOPLAM 2 4 4 1 7 3 1 1 1 2
11 13 2 26

Anaerop infeksiyon 6n tanisi ile gonderilen diger ornekler grubunda 17’si
gram negatif, 14’1i gram pozitif ve 1’1 kiif, 2’1 maya olmak iizere toplam 34 aerop
mikroorganizma izole edildi. Gram negatif bakterilerden en sik E.coli ve gram

pozitiflerden en sik KNS soyutlandi (tablo 4.5).

Tablo 4.5 Apse ve steril viicut sivisi ornekleri disindaki érneklerde iireyen

aerop mikroorganizmalarin dagilimm

GRAM POZITIFBAKTERILER GRAM NEGATIF BAKTERILER MANTAR
SAYI SAYI SAYI
=
. Y
DIGER 5 s 5
. 2 = = =
ORNEKLER | g 5 £ oy s . 2 s}
g S ks % 3 2 2 3 3 &
g g 8 = g g 3 3 ) =
N « S A= S S N 2 3 & =
S Z S = < S S e < S S
“3 N By [a) ~ & © a9 < o O
Yara Yeri 1 3 2 3 1 2 1
Doku 1 1 1 3
Piiy 1 1 1
Diyabetik 1 1 1 1 2 1
ayak
RIA* 1
Apendektomi 1
Fornier Absesi
3 6 4 1 8 3 2 1 3 1 2
TOPLAM
14 17 3

*RIA: Rahim ici ara¢
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3 perianal apse, 4 yara yeri, 4 fornier apsesi, 3 akciger apsesi, 2 diyabetik
ayak biyopsisi, 4 kan ve birer adet meme apsesi, batini¢i apse, inguinal apse, goz
apsesi, apendektomi materyali, boyun apsesi, intrakraniyal apse, rahim i¢i arag,
plevral sivi, gluteal apse ve kaynag bilinmeyen apse Orneginde anaerop iireme
saptandi (tablo 4.6).

Toplam 241 o6rnegin 31’inde (%12.9) anaerop, 17’sinde (%7) aerop ve
anaerop lreme saptandi. Anaerop lireme goriilen 6rneklerin 10’unda (%32.2) 1,
21’inde (% 67.7) ise 2-3 farkli cinse ait anaerop bakteri iiredi (tablo 4.6).

Anaerop kiiltiirlerden toplam 54 adet anaerop bakteri izole edildi. Bunun
14’1 Bacteroides spp.(8 B.fragilis ve 6 Bacteroides fragilis dis1 Bacteroides fragilis
grup ), 10’u Porphyromonas spp., 5’i Prevotella spp, 4’ii Veilonella spp., 1’i
Fusobacterium sp., 10’1 Peptostreptococcus spp., 3 ‘si Propionibacterium spp., 5’1

Clostridium spp ve 2’si Actinomyces spp. idi (tablo4.6)
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No Ornek Tiirii Transport Sekli Aerop Ureme Anaerop Ureme
1 Meme apsesi Enjektor E. feacalis Porphyromonas sp
A. baumannii Veilonella sp
2 Akciger apsesi Enjektor A. baumannii Porphyromonas sp
H .influenzae Veilonella sp
3 Batinigi apse Port-A-Cul E. coli B.fragilis
C. albicans B.fragilis grup
4 Akciger apsesi Burgulu Kapakli P. aeruginosa B.fragilis grup
Fusobacterium sp
5  Inguinal apse Port-A-Cul Porphyromonas sp
Propionibacterium sp
6 Goz kapagi apsesi Port-A-Cul Prevotella sp
Peptostreptococcus sp
B. corrodens
7 Perianal apse Port-A-Cul P. aeruginosa Porphyromonas sp
Propionibacterium sp
8 Yara yeri Burgulu Kapakli Veilonella sp
Peptostreptococcus sp
9 Perianal apse Port-A-Cul E. coli B. thetaitaomicron
A.neaslundi
10 Apendektomi Port-A-Cul E. coli B. fragilis
11 Yarayeri Port-A-Cul Porphyromonas sp
Peptostreptococcus sp
12 Boyun apsesi Port-A-Cul Peptostreptococcus sp
Prevotella sp
13 Kan Bactec Sisesi Peptostreptococcus sp
14 Diyabetik ayak Port-A-Cul E. feacalis, P Veilonella sp
.aeruginosa
15 Kan Bactec Sisesi B.fragilis
16  Diyabetik ayak Port-A-Cul Corynebacterium sp C.perfringens
17  Apse Port-A-Cul Peptostreptococcus sp
Prevotella sp
B.fragilis
18  Fornier gangreni Burgu Kapakli E. coli Prevotella sp
Porphyromonas sp
19  Fornier gangreni Burgu Kapakli Porphyromonas sp
B. fragilis grup
20 Intrakranial apse Enjektor Peptostreptococcus sp
C.putrificium
21 Yara yeri Port-A-Cul C. tetani
22 Rahim igi arag Burgu Kapakli A. israelii
23 Plevral sivi Port-A-Cul A. fumigatus Peptostreptococcus sp
Prevotella sp
24 Perianal apse Port-A-Cul P. aeruginosa B. fragilis
Porphyromonas sp
25  Gluteal apse Port-A Cul C. butyricum
Porphyromonas sp
26  Fornier gangreni Burgu Kapakl E. coli B. fragilis
Porphyromonas sp
27  Fornier gangreni Burgu Kapakl Koagulaz negatif B. fragilis
stafilokok C. clostridioforme
28 Kan Bactec Sisesi Enterococcus sp Peptostreptococcus sp
29 Kan Bactec Sisesi Propionibacterium sp
30  Akciger apsesi Port-A-Cul S. aureus B. fragilis
31  Yarayeri Transport besiyeri E. coli, Serratia sp. B. urealyticus

Peptostreptococcus sp.

I Toplam = 22

Toplam = 54
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34 gram negatif ve 17 gram pozitif toplam 51 anaerop bakteriye E-test ile
antibiyotik duyarlilik testi yapildi (Tablo 4.7).

Bacteroides fragilis suglarinda, metronidazol ve imipenem ig¢in direng
oranlar 1/8, sefoksitin icin 2/8, klindamisin icin 5/8 olarak saptandi. Birer sus da
sefoksitin, klindamisin ve tigesikline orta derecede duyarli olarak saptandi. Tiim
izolatlar linezolid ve tikarsilin-klavulonik asite duyarli bulundu (tablo 4.7).

Bacteroides fragilis dist BFG suslar1 imipenem, tikarsilin-klavulonik asit ve
linezolide %100 duyarli bulundu. Tigesiklin ve metronidazole birer sus direncli
bulundu. Suslarin yaris1 klindamisine direngliydi. Sefoksitin ve klindamisine 1/6
oraninda orta derecede duyarlilik saptand1 (tablo 4.7).

Prevotella ve Porphyromonas suslarinin tiimii sefoksitin, tigesiklin,
imipenem, tikarsilin-klavulonik asit ve linezolide duyarli bulundu. Prevotella
spp.’de metronidazol’e 1/5 ve klindamisin’e 2/5 diren¢ saptandi (tablo 4.7).

Porphyromonas susglarinda metronidazol’e 2/10 ve klindamisin’e 3/10 direng

saptandi (tablo 4.7).

Sekil. 4.1: Porphyromonas sp.; vankomisin duyarli, kanamisin,

kolistine direngli,gram negatif basil

Veilonella spp. tigesiklin, imipenem, tikarsilin-klavulonik asit, metronidazol
ve linezolide duyarli, sefoksitine 1/4 ve klindamisine 2/4 direng¢ saptandi (tablo 4.7).

Izole edilen tek Fusobacterium sp. tigesiklin, imipenem, tikarsilin-klavulonik
asit, sefoksitin, metronidazol ve linezolide duyarli, klindamisine direncli bulundu
(MIC > 256 pg/ml).

Anaerop gram pozitif 20 bakteri izole edildi. Bunlarin 17’sine antibiyotik

duyarlilik testi yapildi. Peptostreptococcus spp. i¢in sefoksitin, tigesiklin, imipenem,
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tikarsilin-klavulonik asit ve linezolid’e duyarh olarak saptanmistir. Metronidazole

5/10 ve klindamisine 2/10 diren¢ saptanmistir (tablo 4.7).

Sekil. 4.2: P.anaerobius; vankomisin duyarli, 12mm’den biiyiik zon ¢ap1 olan SPS

3 Propionibacterium spp. izole edilmis, kanda iireyen Propionibacterium
acnes susuna kontaminant olarak degerlendirilerek antibiyotik duyarlilik testi
yapilmamistir.  Suslarin  hepsi sefoksitin, tigesiklin, imipenem, klindamisin,
tikarsilin-klavulonik asit ve linezolide duyarli bulunmug, metronidazole 1/2 oraninda
diren¢ saptanmistir (tablo 4.7).

5 Clostridium susunun 4’{ine antibiyotik duyarlilik testi yapildi. Suslarin
hepsi sefoksitin, tigesiklin, imipenem, klindamisin, tikarsilin-klavulonik asit ve
linezolide duyarli bulundu. Metronidazole ve sefoksitine 1/4 oraninda direng

saptand1 (Tablo 4.7).

Sekil. 4.3. C.perfringens’in E-test yontemi ile yapilan duyarlilik testi



49

Antibiyotik duyarlilik testi yapilan bir Actinomyces susu sefoksitin, tigesiklin,
imipenem, klindamisin, tikarsilin-klavulonik asit, linezolid ve metronidazole duyarl
bulundu (tablo 4.7).

Bacteroides grubu bakterilerin 8’1 Bacteroides fragilis ve 6’s1 Bacteroides
fragilis dis1 BFG olarak tanimlandi. B-laktamaz tiretimi B.fragilis suslarinin 7/8’inde
ve Bacteroides fragilis dis1 BFG icin 4/6’sinda saptandi. Bacteroides suslan bir
arada degerlendirildiginde 11/14’inde B-laktamaz saptandi.

Prevotella suslarimin  3/5’inde, Porphyromonas suslarinin  1/10’unda,
Peptostreptococcus suslarinin 1/10’unda ve Clostridium suslarinin 1/5’inde, tiim
anaerop izolatlarm (% 31.48) 17/54°sinde B- laktamaz varlig1 tespit edildi (Tablo
4.7).
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Tablo. 4.7. Anaerop klinik izolatlarin antibiyotik duyarhlik sonuclar:

Bakteri (say1) MiK (ug/ml) Duyarh ODD Direncli
(B-laktamaz orani) Aralhik %50 % 90 n n n
B. fragilis grup (14)
(B-laktamaz oram1 11/14)
Tikarsilin/klavulonat <0.016-12 0.125 4 14/14 0 0
Sefoksitin 0.094-256 8 24 10/14 2/14 2/14
Imipenem 0.047-32 0.25 1 13/14 0 1/14
Klindamisin <0.016-256 256 256 4/14 2/14 8/14
Metronidazol <0.016-256 0.125 4 12/14 0 2/14
Linezolid 0.064-1.5 0.50 1 14/14 0 0
Tigesiklin 0.064-16 0.50 3 12/14 1/14 1/14
B. fragilis (8)
(B-laktamaz orani1 7/8 )
Tikarsilin/klavulonat <0.016-12 0.125 6 8/8 0 0
Sefoksitin 0.25->256 3 64 5/8 1/8 2/8
Imipenem 0.094-32 0.25 1 778 0 1/8
Klindamisin <0.016-256 256 256 2/8 1/8 5/8
Metronidazol <0.016-256 0.125 0.38 7/8 0 1/8
Linezolid 0.19-1 0.25 0.75 8/8 0 0
Tigesiklin 0.19-12 0.5 3 778 1/8 0
B. fragilis dis1 BFG (6)
(B-laktamaz oran1 4/6 )
Tikarsilin/klavulonat 0.016-0.5 0.125 0.38 6/6 0 0
Sefoksitin 0.094-24 8 12 5/6 1/6 0
Imipenem 0.047-1 0.19 0.5 6/6 0 0
Klindamisin 0.023->256 4 >256 2/6 1/6 3/6
Metronidazol 0.032->256 0.125 4 5/6 0 1/6
Linezolid 0.064-1.5 0.75 1.5 6/6 0 0
Tigesiklin 0.064-16 0.125 2 5/6 0 1/6
Prevotella spp. (5)
(B-laktamaz orant 3/5 )
Tikarsilin/klavulonat <0.016-6 <0.016 0.094 5/5 0 0
Sefoksitin 0.125-1.5 0.19 1 5/5 0 0
Imipenem 0.064-0.38 0.094 0.25 5/5 0 0
Klindamisin <0.016-256  <0.016 8 3/5 0 2/5
Metronidazol <0.016-32 0.032 0.25 4/5 0 1/5
Linezolid 0.19-2 0.25 0.5 5/5 0 0
Tigesiklin 0.064-1.5 0.38 1 5/5 0 0
Porphyromonas spp.(10)
(B-laktamaz orani 1/10 )
Tikarsilin/klavulonat ~ <0.016-0.75  <0.016 0.064 10/10 0 0
Sefoksitin <0.016-12 0.25 4 10/10 0 0
Imipenem 0.047-0.38 0.064 0.19 10/10 0 0
Klindamisin 0.016->256 0.5 >256 7/10 0 3/10
Metronidazol <0.016-256 0.07 >256 8/10 0 2/10
Linezolid <0.016-1.5 0.19 1.5 10/10 0 0
Tigesikli <0.016-1 0.25 1 10/10 0 0
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Tablo. 4.7. Anaerop klinik izolatlarin antibiyotik duyarhlik sonuclari- devamm

Bakteri (say1) MIK (ug/ml) Duyarh ODD Direncli
(B-laktamaz %) Arahk % 50 % 90 n (%) n (%) n (%)

Veilonella spp. (4)
(B-laktamaz oran1 0 )

Tikarsilin/klavulonat <0.016-6 0.023 0.5 4/4 0 0
Sefoksitin 0.094-256 1.5 8 3/4 0 1/4
Imipenem 0.094-0.5 0.19 0.32 4/4 0 0
Klindamisin <0.016-256 0.38 8 2/4 0 2/4
Metronidazol 0.023-2 0.094 0.19 4/4 0 0
Linezolid 0.25-1.5 0.50 1 4/4 0 0
Tigesiklin 0.125-1.5 0.50 1 4/4 0 0

Peptostreptococcusspp.(10)

(B-laktamaz oram 1/10)

Tikarsilin/klavulonat 0.016-2 0.016 0.38 10/10 0 0
Sefoksitin 0.032-4 1.5 4 10/10 0 0
Imipenem 0.032-0.38 0.094 0.19 10/10 0 0
Klindamisin 0.047->256 0.19 >256 8/10 0 2/10
Metronidazol 0.016->256 0.25 >256 5/10 0 5/10
Linezolid 0.19-1.5 0.5 1 10/10 0 0
Tigesiklin 0.064-1.5 0.5 1.5 10/10 0 0

Propionibacterium spp(3*)

(B-laktamaz oran1 0 )
Tikarsilin/klavulonat 0.016-1.5 2/2 0 0
Sefoksitin 0.19-6 272 0 0
Imipenem 0.064-0.38 212 0 0
Klindamisin 0.047-0.32 2/2 0 0
Metronidazol 4-256 172 0 172
Linezolid 0.064-0.25 2/2 0 0
Tigesiklin 0.25-1.5 2/2 0 0

Clostridium spp. (5%)

(B-laktamaz orani 1/5 )

Tikarsilin/klavulonat 0.016-2 0.016 0.064 4/4 0 0
Sefoksitin 0.38-256 0.5 2 3/4 0 1/4
Imipenem 0.125-4 0.125 0.75 4/4 0 0
Klindamisin 0.016-2 0.064 2 4/4 0 0
Metronidazol 0.19-256 0.19 0.25 3/4 0 1/4
Linezolid 0.19-1 0.5 1 4/4 0 0
Tigesiklin 0.064-3 1 1.5 4/4 0 0

Tiim anaeroplar ( 51%)

(B-laktamaz oran1 17/54%)
Tikarsilin/klavulonat 0.016-12 0.047 2 51/51 0 0
Sefoksitin 0.016-256 1.5 24 45/51 2/51 4/51
Imipenem 0.032-32 0.125 0.75 50/51 0 1/51
Klindamisin 0.016-256 0.5 256 31/51 2/51 18/51
Metronidazol 0.016-256 0.125 256 39/51 0 12/51
Linezolid 0.016-2 0.5 1.5 51/51 0 0
Tigesiklin 0.016-16 0.5 2 49/51 1/51 1/51

*1 Propionibacterium, 1 Clostridium ve 1 Actinomyces izolatina antibiyotik duyarlilik testi
yapilmadi. “Tiim izolatara (n=54) ait orandir.
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S. TARTISMA

Anaerop bakteriler insan ve hayvan patojenleri arasinda 6nemli yere
sahip olup, ciddi hatta fatal seyirli infeksiyonlara neden olabilen
mikroorganizmalardir. Anaerop bakterilerin izolasyonu giic ve zaman alic1 olsa da
kiiltiir altin standarttir. Anaerop bakterilerin izolasyon, tanimlanma ve antibiyotik
duyarhiliklarimin ~ belirlenmesinde hala bazi sorunlar bulunmaktadir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda anaerop bakterilerin soyutlanabilmesi i¢in 6rnek alimi
ve taginmasi, besiyeri secimi, besiyeri kalitesi ve inkiibasyon kosullar1 gibi tim
faktor ve asamalarin optimum diizeyde tutulmasi 6nemlidir (5, 6, 10, 69).

Caligsma siiresince toplam 241 adet klinik 6rnegin anaerop kiiltiirii yapilmistir.
En cok Ornek anaerop kan kiiltiir sisesine alinmis olarak gonderilmistir. Diger
orneklerin 6nemli bir kismi enjektore alinmis olarak laboratuvarimiza ulagtirilmistir.
Bu tiir ornekler icin temin ettigimiz Port-a-Cul sistemi nispeten daha az tercih
edilmistir. Tiim Orneklerin %12.9’unda anaerop bakteri iiremesi olmustur (tablo
4.2). En yiiksek iireme oraninin Port-a-Cul sistemine alinmis olan drneklerde (%50)
olmas1 dikkat cekicidir. Calismamizda, Port-a-Cul sisteminin yerine tercih edilen
enjektor ve steril kap ile gelen orneklerde cok daha diisiik oranlarda anaerop iireme
gozlenmistir (swrasiyla %5.8 ve %?20). Ekiivyonlu transport sistemiyle gelen
orneklerin ise sadece birinden (%6.6) anaerop bakteri soyutlanabilmistir (Tablo 4.1).
Anaerop kiiltiirii yapilacak orneklerin tasima ortami ve siireleri ile ilgili kurallara
uymak kiiltirde iiretme sansimi ciddi oranda arttirmaktadir.  Klinik ornekteki
anaeroplar1 en az 24 saat siireyle canh tutabildigi gosterilmis olan Port-a-Cul ve
benzeri sistemler, anaerop Orneklerin tasinmasinda onerilmektedir (70,71). Anaerop
bakteriyolojide kiiltiiriin basarisini ayrica, 6rnegin alinma zamani, 6rnegin alindigi
yer ve alinma sekli, 6nceden antibiyotik tedavisi verilip verilmemesi, uygun besiyeri
ve inkiibasyon kosullart gibi faktorlere de biiyiik oOlciide baghdir (11-13,69).
Yaptigimiz c¢alismada anaerop kan Kkiiltiirlerinin %4.2’sinde anaerop iireme
saptanmistir (Tablo 4.1). Genel olarak anaerop kan kiiltiirlerinde anaerop iireme
oranlart %0.5 ile %9 arasinda degismektedir (72). Torun ve ark (73) anaerop kan
kiiltiirii yapilan 871 ornekten %0.8 oraninda anaerop bakteri soyutlamiglardir.
Anaerop kiiltiir yaptigimiz klinik 6rnekler arasinda anaerop iireme oranlari en yiiksek

olanlar; Fornier gangreni (4/4), apse (14/69) ve yara yeri (4/22) olarak tespit
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edilmistir (Tablo 4.2). Genel olarak apse ve yara yeri 6rnekleri, anaeroplarin en sik
izole edildigi 6rnekler arasinda yer almaktadir (10, 11).

Calismamizda orneklerin %7’sinde hem anaerop hem de aerop, %5.8’inde
sadece anaerop, %30.7’sinde sadece aerop iireme saptanmustir. Orneklerin %56.4°
inde tireme olmamistir (Tablo 4.2). Ercis ve ark. (74) anaerop kiiltiir yapilan 367
ornegin %?20.5’inde aerop ve anaerop birlikte tiremesi, %7.6’sinda sadece anaerop
tireme saptamiglardir. Durmaz ve ark. (75) 114 6rnekte %17.5 ve %24.6, bir diger
calismalarinda (76) ise 91 ornekte %31.9 ve %12.1 oraninda sirasiyla aerop-anaerop
tireme ve sadece anaerop iireme bildirmislerdir. Bizdeki nispeten diisiik iireme
oranlar1 kan Kkiiltiirlerinin fazlaligina bagl olabilir. Kan kiiltiirleri bizim
calismamizda orneklerin yaklasik %40’m1 olustururken, Ercis ve ark.’min (74) ve
Durmaz ve ark.’nin (76) calismalarinda orneklerin sirasiyla sadece %1.4 ve %5.5’ini
kan Kkiiltiirleri olusturmustur. Adi gecen calismalarda en c¢ok Kkiiltiirii yapilan
ornekleri apse ve yara yeri gibi anaerop lireme sanst daha yliksek olan Ornekler
olusturmustur (74, 76). Ayrica ¢alismamizda aerop ve/veya anaerop iireme olmayan
ornek sayis1 nispeten fazla idi (%56.4). Buna karsin aerop ve/veya anaerop iireme
olmayanlarin oranim1 Ercis ve ark.(74) ve Durmaz ve ark.(76) sirasiyla %32.7 ve
%25 olarak bildirmislerdir. Ornek alimi ve taginmasindaki uygunsuzluk, 6rnek
almadan Once empirik antibiyotik tedavisi gibi faktorler de anaerop iireme oraninm
etkilemis olabilir (11-13).

Ayrica calismamizda anaerop iireme saptanan 31 ornekten 54 adet anaerop
bakteri soyutlanmig olup, bunlarin 10’unda (%32.3) bir, 21’inde (%67.7) birden fazla
anaerop bakteri tiremistir. En fazla Bacteroides fragilis grup (n:14), Porphyromonas
spp. (n:10) ve Peptostreptococcus spp. (n:10) soyutlanmistir (Tablo 4.2 ve Tablo
4.6). B. fragilis grup iiyeleri anaerop kiiltiir yapilan 6rneklerden en sik soyutlanan
bakterilerdir (10,13). Bacteroides izolatlarinin ¢ogu diyafram altt Orneklerden
soyutlanmigtir.  Anabilim dalimizda 1994-1995 yillar1 arasinda Sengiil (77)
tarafindan yapilan doktora tez c¢alismasinda B. fragilis grup iiyelerinin,
peptostreptokoklardan sonra en sik soyutlanan anaeroplar oldugu bildirilmistir.
Calismamizda anaerop izolatlar arasinda Peptostreptococcus tiirleri ile birlikte ikinci
sirada yer alan Porphyromonas tiirlerinin ¢ogu perine/perianal bolgeden olup

bunlardan iicli Fornier gangreninden izole edilmistir. Porphyromonas tiirleriyle
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yakin iligkili olan Prevotella tiirleri nispeten daha az sayida (n:5) soyutlanmustir.
Pigmente Prevotella-Porphyromonas tiirleri tim diinyada anaeroplar arasinda genel
olarak Bacteroides tiirlerinden sonra en sik soyutlanan bakterilerdir (10). Bahar ve
ark. (78) diyabetik ayak Orneklerinden en sik Porphyromonas tiirlerini izole
ettiklerini bildirmislerdir. Sengiil’iin (77) calismasinda ise Porphyromonas suslari
75 anaerop susun sadece 3’iinii olusturmustur. Bizim ¢alismamizda izolatlarimiz
arasinda Porphyromonas tiirleri ile birlikte ikinci sirada yer alan Peptostreptococcus
tiirleri, anaerop infeksiyonlarda siklikla izole edilen bakterilerdir (10). Ulkemizde
yapilan ¢alismalarda gram pozitif anaerop koklar genellikle Bacteroides tiirlerinden
sonra en fazla izole edilen anaerop bakterilerdir (50,74,75). Genel bir degerlendirme
yapacak olursak c¢alismamizda soyutladigimiz anaeroplarin cins-tiir dagilimlar
literatiir bilgileriyle ortiismektedir.

Anaerop izolatlara rutin antibiyotik duyarlilik testi diinyanin bircok yerinde
nadiren uygulanmaktadir. Anaeroplar iiretmenin zorlugu, maliyetinin yiiksekligi ve
teknik alt yapimin yetersizligi gibi nedenlerle, klinik agidan anaerop oldugu
diigiiniilen  infeksiyonlarda genellikle empirik antibiyotik tedavisine basg
vurulmaktadir. Buna karsin B. fragilis grup basta olmak iizere anaerop bakteriler
arasinda antibiyotik direnci, diren¢ genlerinin yayilmasi ve direngli suslarin neden
oldugu infeksiyonlarda uygunsuz tedaviye bagl klinik basarisizliklar ile ilgili veriler
son yillarda artan siklikta bildirilmektedir (41,79). Artan diren¢ sorunu nedeniyle
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), antibiyotiklere duyarlilik profili
ongoriillemeyen ve oldukca virulan olan Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium,
Clostridium tiirleri ile Bilophila wadsworthia ve Sutterella wadsworthensis’e
antibiyotik duyarlilik testi yapilmasinmi tavsiye etmektedir. Ayrica beyin apsesi,
endokardit, bakteremi, osteomiyelit, artrit, protez/greft infeksiyonlar1 gibi steril viicut
bolgelerine ait infeksiyonlardan anaerop bakteri soyutlandiginda da antibiyotik
duyarlilik testi yapilmasi gerektigi belirtilmektedir. Duyarlilik testi yapilmasini
gerektirebilecek diger endikasyonlar arasinda tedavide basarisizlik, belirli bolge veya
hastanede periyodik olarak duyarlilik profilinin izlenmesi, yeni bir antibiyotigin test
edilmesi sayilabilir (10,13,79). Anaerop izolatlarin antibiyotik duyarlilik testlerinde
kullanilacak antibiyotikler izolatin cins ve tiiriine, B-laktamaz iiretip iiretmemesine,

izole edildigi yere gore degisiklikler gosterse de genel olarak penisilin (veya
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ampisilin), B-laktamaz inhibitorlii penisilinler, sefoksitin, imipenem (veya diger
karbapenemlerden biri), klindamisin, kloramfenikol ve metronidazol onerilmektedir
(27,79).

Anaeroplarda antibiyotik duyarlilik testinde referans yontem olarak agarda
diliisyon testi kabul edilmektedir. Ancak, agarda diliisyon zahmetli bir yontemdir ve
az sayida izolat test edilmek istendiginde pratik degildir. Aerop bakterilerde yaygin
olarak kullanilan ve referans test olan sivi mikrodiliisyon testi ise sadece B. fragilis
grup icin onaylanmustir. Diger taraftan Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) onay1
almis olan E test, diger yontemlere gore nispeten pahali olmakla birlikte, 6zellikle az
sayida izolatin test edilmesinde Onerilen, oldukga pratik ve giivenilir bir yontemdir
(10,13,41,79). Calismamizda da izolatlarin  antibiyotik  duyarliliklarinin
belirlenmesinde E test kullanilmastir.

Calismamizda tim anaerop izolatlar arasinda 17/54 oraninda [-laktamaz
iretimi  gozlenmistir. Beklendigi gibi P-laktamaz iiretimi en fazla B. fragilis
grubunda saptanmistir (11/14) (Tablo.4.7). Yapilan cesitli ¢calismalarda B. fragilis
grubunda yer alan bakterilerin %76-100 oraninda [-laktamaz iirettigi bildirilmistir.
Ulkemizde ise gesitli caligmalarda bu oran %72 ile %96 arasinda degismektedir (27).
B. fragilis grubu bakterilerin penisilin ve ampisiline direncinde en yaygin mekanizma
B-laktamaz iiretimidir. Bu [B-laktamazlarin cogu, PB-laktamaz inhibitorleri ile inhibe
olmaktadir. Diger diren¢ mekanizmalarindan penisilin baglayici proteinlerde (PBP)
degisiklik ve porin gecirgenliginde azalma olduk¢a nadir gozlenmektedir (79).
Calismamizda, test ettigimiz [B-laktam/B-laktamaz inhibitérii kombinasyonu olan
tikarsilin/klavulonata kargi higbir izolatta diren¢ saptanmazken, bu antibiyotik i¢in
duyarlilik sinir degerinin oldukga altinda MiKgo degeri elde edilmistir (32 pg/ml’ye
karsilik 2pug/ml). Snydman ve ark. (30) 1997-2000 yillar arasinda izole edilen 2673
adet B. fragilis grubu bakteride tikarsilin/klavulonat direng oranini ve MiKgo degerini
%1.2 ve 16ug/ml olarak bildirmislerdir. Behra-Miellet ve ark. (80) calismalarinda
359 B. fragilis grup izolatin %?2.2’sini tikarsilin/klavulonata direncli bulmuglardir.
Bircok  calismada B.  fragilis  grupta  B-laktam/B-laktamaz  inhibitor
kombinasyonlarina direncin oldukca diisiik diizeyde (genellikle %?2’nin altinda)

oldugu bildirilmektedir (41).
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Sefalosporin grubu antibiyotikler, sefamisinler (sefoksitin, sefotetan) ve
seftizoksim hari¢ anaeroplara karsi genellikle zayif etkinlige sahiptir. B. fragilis
grubunda  sefoksitin  direncinin  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 (29, 30, 41, 80, 81). Bizim elde ettigimiz sonuglar
yukaridaki verilerle uyumludur. Buna gore B. fragilis grup suslarinda 2/14 oraninda
sefoksitin direnci saptanirken, Prevotella ve Porphyromonas suslarinda sefoksitin
direnci saptanmamistir (Tablo 4.7). Ulkemizde yapilan bir calismada (36), B. fragilis
grubuna ait 138 susun %81.8’1 sefoksitine diren¢li bulunmustur. Yapilan diger
calismalar incelendiginde bu bakteri grubunda birbirinden oldukga farkli sefoksitin
direng oranlar1 (%3-89) gozlenmektedir (27).

Anaerop bakteriler arasinda karbapenem grubu antibiyotiklere (imipenem,
meropenem, ertapenem) direng gelisimi olduk¢a nadir gozlenmektedir. Direng
gelisimi metallo B-laktamaz, porin direnci veya PBP’lerdeki degisime bagl olabilir.
Tiim diinyada B. fragilis grup suslan arasinda imipeneme %0-2 arasinda direng
bildirilmistir  (1,29,30,80-85). Calismamizda batin i¢i apse materyalinden
soyutladigimiz bir B. fragilis susu disinda higbir izolatta imipenem direnci
gozlenmemistir (Tablo 4.7). Bu izolatin diger antibiyotiklere duyarli olarak
degerlendirilmesi, direncin efluks pompasi yada porin kaybi nedeniyle olabilecegini
akla getirmektedir. Ulkemizde, Ulger ve ark. (86) 45 adet B. fragilis grup suslarinin
ikisinde imipenem direnci tespit etmiglerdir. Torun ve ark. (36) ise 138 B. fragilis
grup susunda imipenem direncine rastlamamiglardir.

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 genellikle mobil
genetik yapilarda (plasmid ve transpozon) lokalize oldugundan bakteriden bakteriye
kolayca aktarilabilmektedir (41). Klindamisin direnci giiniimiizde anaeroplar
arasinda artig gosterme egilimindedir. Son yirmi yilda 6zellikle B. fragilis grup

tiyeleri arasinda klindamisin direnci tiim diinyada o6nemli boyutlara ulasmis olup
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cogu calismalarda %10-40 diren¢ oranlar1 elde edilmistir. Bu nedenle klindamisin
anaerop infeksiyonlarin empirik tedavisinde artik 6nerilmemektedir (1,29,30,41,81).
Klindamisin direnci B. fragilis dist Bacteroides tiirlerinden 6zellikle B. ovatus, B.
thetaiotaomicron ve B. caccae suslan arasinda genellikle daha yaygin olup bazi
calismalarda direng oranlart %50-70’leri bulmaktadir (41,80,85,87). Bacteroides
digindaki anaeroplarda klindamisine diren¢ nispeten daha diisiikk oranlarda
seyretmekle birlikte son yillarda diren¢ oranlarinda artisa dikkat c¢ekilmektedir.
Prevotella, Fusobacterium ve Porphyromonas suslarimin ortalama %10’unda,
peptostreptokok  suslarinin  ise  %7-20’sinde klindamisine diren¢ gozlendigi
bildirilmektedir (41,79). Calismamizda B. fragilis grup suslar arasinda oldukca
yiiksek oranda (8/14) klindamisin direncine rastlanmistir. Ilging olarak B. fragilis
suslari, B. fragilis dis1 Bacteroides suslarina gore klindamisine daha direncli
bulunmustur (5/8’e karsilik 3/6). Calismamizda soyutlanan Bacteroides disi
suslardan Veilonella, Prevotella, Porphyromonas ve peptostreptokok suslarinin
Bacteroides suglart kadar olmasa da yukarida belirtilen calismalara gore daha yiiksek
oranlarda klindamisin direnci gostermesi dikkat cekicidir ( Tablo 4.7). Diger taraftan
tilkemizde B. fragilis grup iyelerinde %3.6-55, Bacteroides dist gram negatif
anaeroplarda %0-42 ve peptostreptokoklarda %18-21 oranlarinda bildirilen direng
degerleri dikkate alindiginda, bizim caligmamizda saptadigimiz diren¢ oranlarinin
tilkemiz verileriyle uyumlu oldugu goriilecektir (27). Ayrica saptanan bu yiiksek
diren¢ oranlari, suslarin az sayida olmasina, bolgesel farkliliga ve iilkemizde
linkozamid grubu antibiyotiklerin yaygin kullanimina bagl olabilir.

Bir 5-nitro-imidazol tiirevi olan metronidazoliin aktivite gostermesi icin
hiicreye girdikten sonra intraselliiller transport proteini olan piruvat-ferredoksin
oksido-rediiktaz sistemi tarafindan 5-nitro-imidazol prodroglarina indirgenmesi
gerekir. Plazmid veya kromozomal kaynakli olabilen nim genleri (nimA-G)
tarafindan kodlanan nitroimidazol rediiktaz enzimi, metronidazol direncinde en
onemli mekanizmay1 olusturmaktadir. Bakterinin {irettigi nitroimidazol rediiktaz
enzimi, ilacin normal rediiksiyonunu saglayan ferredoksinle yarisarak prodrogun
nitro grubunu amin tiirevine doniistiiriir. Boylelikle metronidazol, bakteri i¢in toksik
olmayan bir forma doniismiis olur. B. fragilis grup liyeleri ve diger anaerop gram

negatif bakteriler arasinda metronidazol direnci, bu antibiyotigin 1960’lardan beri
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tim diinyada yaygin olarak kullanilmasina karsin nadir goriilmektedir. Fakat,
direncin son yillarda artis egilimi gosterdigine dikkat c¢ekilmektedir. ABD’de B.
Jragilis grup liyeleri arasinda metronidazole diren¢ sadece birkag¢ susta gosterilmistir
(41,79). Snydman ve ark. (82), ABD’de 1997-2004 donemini kapsayan B. fragilis
grupla ilgili ulusal izlem calismasinda 5,225 sustan sadece birini metranidazole
direncli bulmuslardir. Bati Avrupa, Ortadogu, Asya, Afrika ve Kanada’dan ise
seyrek de olsa metronidazole direngli Bacteroides tiirleri giderek artan siklikta
bildirilmektedir. Metronidazol direnci, basta P. acnes ve Actinomyces tiirleri olmak
izere en fazla sporsuz gram pozitif anaerop basillerde gosterilmistir. Anaerop gram
pozitif koklarin ise %5-10’unun metronidazol diren¢ gosterdigi ortaya konmustur
(41). Ulkemizde metronidazol direncine ait veriler oldukca degiskenlik
gostermektedir. B. fragilis grup iiyelerinde %0-37.5, peptostreptokoklarda %12.5-
23 oranlarinda direng degerleri bildirilmistir (27,36,50,88). Calismamizda
Bacteroides fragilis grubundaki 14 susun ikisinde, 5 Prevotella susunun birinde ve
10 Porphyromonas susunun ikisinde metronidazole direng gozlenmistir.
Metronidazol direnci en fazla peptostreptokok suslarinda saptanmistir (5/10). Diger
gram pozitiflerden antibiyotik duyarlilik testi yapilan iki Propionibacterium ve 4
Clostridium suslan arasinda metronidazol direngli birer tane sus tespit edilmistir
(tablo 4.7). Ulkemize ait yiiksek diizey metronidazol direng verileri irdelenmeye
deger olsa gerektir. Intraabdominal ve intrapelvik operasyonlar gibi bircok cerrahi
girisim Oncesi nitroimidazol tiirevlerinin infeksiyon profilaksisinde yaygin
kullaniliyor olmasi yiiksek direnci tek basina aciklamaya yetmeyebilir. Ciinkii, bu
antibiyotikler tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Akilda tutulmasi gereken
belki de en onemli olasilik, metronidazol E-testinin test kosullarindan ve besiyeri
kalitesinden biiyiik olgiide etkileniyor olmasi ve bunun sonucunda yalanci direng
gozlenmesidir (79). Bu nedenle 6zellikle E testle direncli oldugu saptanan izolatta
bu direng agar diliisyonla dogrulanmal1 veya besiyeri kalitesi, inkiibasyon sartlar1 vb
faktorler dikkate alinarak E-test tekrarlanmalidir. Teste mutlaka uygun standart sus
dahil edilmelidir. Ayrica lilkemizde paraziter infeksiyonlarin nispeten sik goriilmesi
nedeniyle antiparaziter ila¢ olarak da kullanilmasi yiiksek direnci belirleyen
faktorlerden biri olarak akla gelmektedir. Ulkemizde goriilen yiiksek diizeyde

metronidazol direnci ayrica direngli klonlarin yayginlifina ve buna bagh bolgesel
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farkliliklara veya heniiz ortaya konmamis fakat yaygin olan bagka bir direng
mekanizmasina bagl olabilir.

Linezolid, yeni bir simif olan oksazolidinonlarin ilk iiyesidir. Bakteri
ribozomunun 50S alt {initesine baglanarak bakteride protein sentezini
engellemektedir. Daha cok aerop gram pozitif koklara karsi test edilen linezolidin
anaerop bakterilere karsi etkinligi ile ilgili veriler nispeten az sayidadir. Aerop
bakterilere benzer sekilde, linezolidin gram pozitif anaeroplara karsi gram negatif
anaeroplara gore daha iyi etkinliginin oldugu bildirilmektedir. Genel olarak gram
negatif anaeroplarda daha yiiksek MiKq, degerleri saptanmakla birlikte elde edilen
MIK degerleri yine de duyarlilik smirlari i¢inde kalmakta, linezolid direnci nadir
olarak goriilmektedir (89). Belcika’da yapilan ve 2003-2005 yillarina ait toplam 443
gram negatif ve pozitif anaerop susun duyarlilik profilinin aragtirlldig: bir siirveyans
calismasinda tiim anaeroplarin %1’inin linezolide diren¢li oldugu bildirilmistir. Bu
calismada linezolidin MiKy, degerinin 4ug/ml oldugu, MIK araligmin ise 0.03-16
pg/ml arasinda degistigi gosterilmistir. Linezolide direncin sadece alti1 susta (B.
fragilis, B. ovatus, B. uniformis, B. wadsworthia, Eubacterium sp, Clostridium
subtermina) goriildiigii bildirilmistir (81). Linezolidin, Fusobacterium suslarina karsi
etkinliginin arastirildig bir ¢alismada ise suslarin hi¢birinde direng gdzlenmemistir.
Bu ¢aligmada linezolid igin MiKoy degeri 0.5 ug/ml, MIK aralig ise 0.016-1 pg/ml
olarak belirlenmistir (89). Arastirmamizda tiim suslar linezolide duyarli bulunmus
olup, MiKy degeri ve MIK araligi sirasiyla 1.5 pg/ml ve 0.016-2 pg/ml olarak
saptanmustir. Linezolid icin en yiiksek MiKoo degerleri B. fragilis dist Bacteroides
grup ve Porphyromonas suslarinda gozlenmistir (1.5 pg/ml).  Calismamizda
linezolid direnci saptanmamis olmasi sevindiricidir ve bu durum ilacin iilkemizde
heniiz ¢ok yaygin kullanilmamasina bagl olabilir.

Tigesiklin, tetrasiklin grubunda yer alan yeni bir antibiyotiktir.  Bir
glisilsiklin olan tigesiklin, bakteri ribozomunda 30S alt {initesine baglanarak protein
sentezini inhibe etmektedir.  Diger tetrasiklinlerde yaygin gozlenen direng
mekanizmalarn olan ribozomal koruma ve disa atim pompa sisteminden
etkilenmedigi  bildirilmektedir (90). Tigesiklinin anti-anaerop etkinliginin
degerlendirildigi ¢alismalar az sayidadir. Ispanyada 2000-2002 yillarina ait toplam

400 Bacteroides susunu kapsayan c¢alismaya gore tigesiklinin 8 pg/ml
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konsantrasyonunda suslarin %89.8’inin inhibe oldugu bildirilmistir. Calismanin
yapildig1 sirada tigesiklin i¢in heniiz onaylanmis direng siir degerleri belli
olmadigindan direng yiizdesi belirtilmemistir. Giiniimiizde tigesiklin i¢in onaylanmis
direng sinir degeri (=16 pg/ml) dikkate alindiginda bu ¢alismada Bacteroides suglart
arasinda tigesiklin direncinin yaklasik < %10 oldugu soylenebilir. Adi gegen
calismada tigesikline ait MiKgy degeri ve MIK aralign sirasiyla 8 ug/ml ve <0.01 -
>16 pg/ml olarak bulunmustur (86). Nadir goriilen 396 anaerop bakteriyi kapsayan
bir calismada, test edilen tiim gram pozitif anaeroplar tigesikline duyarl
bulunmustur. Orta derece duyarli bulunan (MIK:8 pg/ml) bir Prevotella oralis susu
diginda tiim gram negatif anaeroplarin da tigesikline duyarli oldugu (%99.7)
gosterilmistir (90).  Belgika’da yapilan ve anaeroplarin duyarlhilik profilinin
arastirildig1 bir siirveyans calismasinda B. fragilis suslarinin %18’ ve B. fragilis dis1
Bacteroides’lerin %21°1 tigesikline direncli bulunmustur. Tigesikline diren¢ saptanan
diger tiirler arasinda ise oldukg¢a diisiik oranlar bildirilmistir (Prevotella ve
Clostridium’da %?2, sporsuz gram pozitif anaerop basillerde %3). Adi gecen
calismada B. fragilis ve B. fragilis dis1 Bacteroides suslarinda tigesiklin i¢in MIKog
degeri her iki grupta 8 ug/ml iken, MiK araliklar sirastyla 0.25-32 pg/ml ve 0.125-
32 ug/ml olarak saptanmistir (81). Bizim calismamizda ise B. fragilis suslan
arasinda tigesikline diren¢ saptanmazken, sadece bir susun 8 pg/ml’de inhibe oldugu
(orta derece direncgli) gozlenmistir. Diger taraftan B. fragilis disi Bacteroides
suslarindan biri (1/6) tigesikline direncli bulunmustur. Tiim B. fragilis grup liyeleri
bir arada degerlendirildiginde suslarin %7.1°inin tigesikline diren¢ gosterdigi
sOylenebilir. Calismamizda B. fragilis grubuna ait suslarin %90’1 < 3 pg/ml
tigesiklin konsantrasyonunda inhibe olurken, 0.064-16 pg/ml arasinda degisen MIK
degerleri elde edilmistir. Bu calismada orta derecede direngli ve direngli 2
Bacteroides susu disinda test edilen hicbir susta tigesiklin direncine rastlanmamaistir.
Sonug olarak, anaeroplar; infeksiyon etyolojisinde olduk¢a onemli bir yere
sahip olmalarina karsin, anaerop bakteriyoloji oldukc¢a zahmetlidir, sabir ve deneyim
ister, nispeten de yiiksek maliyetlidir. Anaerop kiiltiir istemi yapmanin disinda,
ornegin alinma sekli, alinma zamani, alindig1 ortam ve laboratuvara ulastirilmasi gibi
oldukga kritik 6neme sahip pre-analitik evre biiyiik 6l¢iide klinisyene bagimlidir. Bu

yiizden, optimum sonug icin klinisyenle siki isbirligi yapilmasi gerekir. Klinik
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orneklerin Port-a-Cul gibi anaerop transport sistemlerine alinarak laboratuvara
ulagtirilmasi izolasyon sansimi ciddi oranda arttirabilir.  Klinik mikrobiyoloji
laboratuvari acisindan ise, besiyerlerinin giinliik olarak hazirlanarak oda sicakliginda
tutulmasi, izolasyon, tanmimlama ve duyarlilik testlerinde standart yontemlere
uyulmas1 biiyiikk 6nem tagimaktadir.  Ozellikle bazi tiirlerde veya cinslerde belirli
antibiyotiklere Onceden Ongoriillemeyen diizeylerde diren¢ gozlenmesi bu
caligmadaki dikkat cekici bulgulardan biridir. Rutinde duyarlilik testi yapilmasi
gerekmemekle birlikte, en azindan direngli olma ihtimali olan suglara uygulanmali
veya suslar toplanarak belirli araliklarla calisihp duyarlilik durumu izlenmelidir.
Duyarhilik testi yapma imkan1 olmayan durumlarda en azindan susun beta-laktamaz
iretip iiretmedigini saptamak penisilin ve ampisilin direncini tespitte pratik bir
yaklagim olacaktir.  Ayrica, antibiyotik duyarlilik testi yapilmasinin, akilct
antibiyotik kullanimina yardimei olabilecegi gibi anaeroplardaki diren¢ durumu ile

ilgili tilkemiz verilerine katki saglayabilecegi diisiincesindeyiz.
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6. SONUCLAR

1. Calismaya alman 241 adet klinik 6rnegin ¢ogunu kan (%39.4) ve enjektor
(%?28.2) icerisine alinmig 6rnekler olugturmaktaydi.

2. Gelen oOrneklerin 136’sinda (%56.4) aerop ve/veya anaerop iireme olmazken
74’tinde (%30.7) sadece aerop, 31’inde (%12.9) anaerop ve 17’sinde (%7) aerop ve
anaeroplar birlikte iiretildi.

3. Orneklerin laboratuvara transport sekli dikkate alindiginda anaerop iireme en
fazla Port-a-Cul sistemiyle gelen 6rneklerde saptandi (%50).

4. Ornek bazinda en yiiksek anaerop iireme oranlari, Fornier gangreni (4/4), apse
(14/69) ve yara yeri (4/22) 6rneklerinde gozlendi.

5. Anaerop lireme saptanan 31 Ornekten 54 adet anaerop bakteri soyutlandi.
Anaerop iiremelerin 10’unda (%32.3) bir, 21’inde (%67.7) birden fazla anaerop
bakteri tiretildi.

6. Calismamizda orneklerin %7’ sinde hem anaerop hem de aerop, %5.8’inde sadece
anaerop, %30.7’sinde sadece aerop iireme saptandi.

7. Anaerop ilireme olan Orneklerde en c¢ok Bacteroides fragilis grup (n:14),
Porphyromonas spp. (n:10) ve Peptostreptococcus spp. (n:10) izole edildi.

8. Anaerop kan kiiltiirlerinin %4.2’sinde anaerop iireme saptanmistir.

9. Aerop iireme olan 6rneklerden 115 adet aerop mikroorganizma soyutlanmis olup
bunlarin 45’ini (%39.1) Enterobacteriaceae iyeleri, 29’unu (%25.7) stafilokok
tiirleri, 4’1t Candida spp. ve 3’ii kiif mantarlar olusturmaktadir.

10. Tim izolatlarin 17/54 (%31.48), Bacteroides fragilis grup izolatlarinin ise
11/14’inde beta-laktamaz varligi saptandi.

11. Tikarsilin/klavulonat ve linezolide diren¢ saptanmazken, test edilen antibiyotikler
arasinda en yiiksek oranda direnclilik klindamisin ve metronidazole sirasiyla 18/51
ve 12/51 olarak kars1 gozlendi. Klindamisine direng en fazla Bacteroides fragilis
grup (8/14) ve Veilonella (2/4) izolatlarinda saptandi. Metronidazole direng en fazla
peptostreptokok izolatlar1 arasinda goézlendi (5/10).  Bacteroides fragilis grup
izolatlarinda ise metronidazol direnci 2/14 olarak saptandi.

12. Anaerop infeksiyonlarin yaygin goriilmesi, yiiksek mortalite ve morbidite ile

seyretmesi, klinik tanida zorluk, tedavinin cins ve tiirler aras1 farklilik gostermesi ve
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artan diren¢ nedeniyle etken patojenlerin tamimlanmasi ve diren¢ paternlerinin

belirlenmesinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.
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