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OZET

Normalde kolon florasinda bulunan Bacteroides fragilis, anaerop enfeksiyonlarda en sik izole edilen
patojen olup, antibiyotiklere diger anaeroplardan daha fazla diren¢ gostermektedir. Karbapenemler,
beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorleri ve metronidazol gibi sinirli sayida antibiyotikler Bacteroides spp.
Uzerine etkili olmakla birlikte, son zamanlarda bu antibiyotiklere karsi diren¢ gelistiren izolatlar da bil-
dirilmistir. Karbapenemlere direng, cfiA geni tarafindan kodlanan metallo-beta-laktamaz aktivitesiyle
gerceklesmektedir. Anaerop bakterilerin duyarllik testleri icin agar dillisyon yontemi kullaniimakta; bu-
nun yani sira morbidite ve mortalitesi yiiksek, yasami tehdit eden enfeksiyonlara neden olan anaerop-
larda, alternatif yontem olarak E-test 6nerilmektedir. Bu ¢alismada, B.fragilis suslarinda karbapenem di-
rencinin belirlenmesi ve cfiA gen varliginin tahmin edilmesinde meropenem E-test yonteminin degeri-
nin arastirlmasi amaclanmistir. Calismaya, laboratuvarimizda daha 6nceden, 16si digki olmak lizere 47
klinik 6rnekten izole edilen ve tanimlanan toplam 63 B.fragilis susu alinmistir. Minimum inhibitor kon-
santrasyonu (MIK) degerleri meropenem E-test (AB Biodisk, isveg) ile, cfid geni varligi ise “in house”
polimeraz zincir reaksiyonu ile arastinlmistir. izolatlarda meropenem MiK araliklari < 0.002 - > 32 ug/ml
olarak saptanmis ve direng orani %9.5 (6/63) olarak izlenmistir. Suslarin %33 (21/63)’Unde cfiA geni
varligr gosterilmistir. Direng geni varhigi ile yiiksek MiK degerleri (MIK > 0.5 pug/ml) arasinda istatistik-
sel olarak anlaml bir iliski bulunmustur (p< 0.0001). Calismamizda, suslarda saptanan cfiA pozitiflik
oraninin diger Ulke verilerine gore belirgin sekilde yiiksek olmasi, hastanemizde karbapenemlerin sik
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Meropenem E-test, Bacteroides fragilis Suslarinda Karbapenem Diren¢ Geni

cfiA Varhigini Tahmin Etmede Kullanilabilir mi?

kullanilmasina baglanabilir. Elde ettigimiz sonuclar, B.fragilis izolatlarinda muhtemel cfiA gen varligini
tahmin etmede ve direncli suslari saptamada meropenem E-testinin yararli oldugunu géstermektedir.

Anahtar sézciikler: Bacteroides fragilis; metallo-beta-laktamaz; cfiA geni; meropenem; E-test.

ABSTRACT

Bacteroides fragilis, which is found in normal colon flora, is the most commonly encountered pat-
hogen in anaerobic infections and more resistant to antimicrobial agents than the other anaerobes. Li-
mited number of antibiotics; such as carbapenems, beta-lactam/beta-lactamase inhibitors and nitro-
imidazoles are the most effective antibiotics against Bacteroides, however resistant isolates to these an-
timicrobials have been reported recently. Resistance against carbapenems occurs due to a metallo-be-
ta-lactamase enzyme expressed by cfiA gene. While agar dilution method is used to test the antimic-
robial susceptibility of anaerobic organisms, E-test is recommended for susceptibility testing of anaero-
bes associated with life-threatening infections with high mortality and morbidity. In this study, mero-
penem E-test was used to determine the carbapenem resistance of B.fragilis strains and to estimate the
presence of cfiA gene. A total of 63 B.fragilis strains that were previously isolated from clinical samples
(of which 16 were from stool samples) in our laboratory, were enrolled in the study. Minimum inhibi-
tory concentration (MIC) values were determined by meropenem E-test (AB Biodisk, Sweden) and pre-
sence of cfiA genes were investigated by in-house polymerase chain reaction. The MIC ranges of me-
ropenem were < 0.002 - > 32 pyg/ml and the resistance rate was 9.5% (6/63). Thirty-three percent
(21/63) of strains harboured cfiA gene. A statistically significant relation (p< 0.0001) was determined
between presence of cfiA gene and high MIC value (MIC > 0.5 pug/ml). The proportion of cfiA-positive
isolates detected in this study was substantially higher than that reported in other countries. This
might be attributed to the frequent use of carbapenems in our hospital. The results of this study indi-
cated that meropenem E-test method could be useful to estimate the presence of cfiA gene in B.fragi-
lis strains and thus to detect the resistant strains.

Key words: Bacteroides fragilis; metallo-beta-lactamase; cfiA gene; meropenem; E-test.

GiRis

Anaerop bakteriler ciddi seyirli, hatta 6limcil enfeksiyonlara neden olabilen mikroor-
ganizmalardir'. Uretilmeleri yogun emek, 6zel kosul ve diizenekleri gerektiren bu bakte-
rilerin kiiltlird ve antibiyotik duyarliliklari gerek diinyada, gerekse tlkemizde ¢cok az mer-
kezde yapilmaktadir. Genellikle anaerop enfeksiyon stiphesinde ampirik tedavi uygulan-
maktadir. Ancak anaeroplarda antibiyotiklere artan oranda diren¢ gelismesi nedeniyle,
ampirik tedavide yetmezlikler gorilebilmektedir. Tedavinin basarili olabilmesi icin, ana-
erop bakteriler de dahil etken mikroorganizmalarin tanimlanmasi, antibiyotik duyarlilik-
larinin bilinmesi gerekmektedir?.

Anaerop patojenler arasinda Bacteroides tirleri birinci sirayr almaktadir ve bunlarin
icinden en fazla B.fragilis izole edilmektedir. Normalde Bacteroides tiirleri kolon florasinin
biyik bir kismini olusturmakta, az oranda kadin genital organlarinda, agiz boslugu ve
st solunum yolu florasinda bulunmaktadir. Ancak, genellikle bir gastrointestinal veya
genitouriner sistem operasyonu, abdominal travma, apandisit perforasyonu veya diver-
tikulit sonrasinda Bacteroides tiirleri, diyafram alti enfeksiyonlara neden olabilmekte, bak-
teremiye yol acabilmektedir'.
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Bacteroides turlerinin diger bir dnemi, antibiyotiklere diger anaeroplara gore daha faz-
la diren¢ gostermeleridir. Bu bakterilerin, karbapenemler, beta-laktam/beta-laktamaz in-
hibitorleri, metronidazol gibi sinirli sayida antibiyotige duyarli olduklar bilinmektedir.
Ancak son donemlerde Bacteroides suslarinin bu antibiyotiklere de direng gelistirdikleri-
ne dair calismalar bildirilmis ve karbapenemlere direncli suslarin cfiA geni ile kodlanan
metallo-beta-laktamaz yapisinda karbapenemaz enzimi irettikleri gésterilmistir®. Karba-
penemaz enziminin sadece karbapenemleri degil, ayni zamanda diger beta-laktam gru-
bu antibiyotikleri de inaktive ettigi tespit edilmistir. Diren¢ geni cfiA, kromozom icinde
tek basina iken sessiz kalabilmekte veya az oranda eksprese olabilmektedir. Ancak, he-
men oniinde mobil bir gen olan IS elementinin yer almasi halinde diren¢ geni ekspres-
yonu daha fazla artmaktadir®>.

Anaerop bakterilerin duyarhliklarini belirlemede “Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)”, referans yontem olarak agar dillisyon yéntemini kabul etmistir®. Zah-
metli, pek de pratik olmayan bu yontemin daha ziyade belirli zaman dilimlerinde yapi-
lacak, antibiyotiklere direnc¢ gelisiminin izlendigi stirveyans calismalarinda kullaniimasi
uygun gorilmektedir. Bunun yani sira, yasami tehdit eden enfeksiyonlarin varhiginda,
kan gibi 6nemli klinik 6rneklerden Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Clostridium tiir-
leri, Bilophila wadsworthia ve Stutterella wodworthensis gibi virtilansi ylksek bakterilerin
izole edildigi durumlarda, agar diliisyon yontemine alternatif olarak “Food and Drug Ad-
ministration (FDA)” tarafindan kabul edilen E-test 6nerilmektedir’.

Merkezimizde belli araliklarla yapilan agar dilisyon yontemiyle elde edilen antibiyotik
duyarlilik sonuglarina gore; imipenem MIK degerlerinin belirli konsantrasyonlarda top-
landigi, direncli suslar ile duyarlilar arasinda keskin bir MiK farkliiginin oldugu, cfiA geni
bulunmasina karsin sadece IS elementi olanlarda fenotipik direng gorildigu saptanmis-
tir. Buna karsin meropenem MiK degerleri imipenem MIK degerlerine gore daha yiiksek
bulunmus, MIK degerlerinde genis bir dagilim araligi gozlenmis, 1S elementi olsun veya
olmasin cfiA varhginda MIK degerleri daha yiiksek bulunmustur. Bu goézlemlerimizden
yola cikarak ¢alismamizda, meropenem E-test uygulanmasi halinde MIK degerlerinin
agar dilisyon yontemiyle alinan sonuclara gore benzer genis bir dagilim gosterip gos-
termeyecedi incelenmis, ayrica meropenem E-testinin B.fragilis suglarinda karbapenem
direncini belirlemede ve cfiA gen varligini tahmin etmede yardimci olup olmayacadi
arastinlmistir. Direncli susu tespit etmenin ve cfiA gen varligini tahmin etmenin, Bactero-
ides tirleriyle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde basari getirecegi varsayimiyla bu calis-
ma planlanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarin-
da, 16’s1 diski olmak tzere cesitli klinik orneklerden izole edilmis, tanimlanmig ve stok-
lanmis olan toplam 63 B.fragilis susu alindi.

Bakterilerin imipenem ve meropeneme duyarliliklari, CLSI'nin anaerop bakteriler icin
énerdigi agar diliisyon yéntemiyle calisildi®. Ayni suslara meropenem E-testi (AB Biodisk, Is-
veg) de uygulandi. Duyarllik testlerinde ATCC 25285 B.fragilis sugu kontrol olarak kullanildi.
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Bakteri DNA'sinin elde edilmesi amaciyla bakteri kiltiriinden 4-5 koloni alinarak,
DNaz, RNaz bulundurmayan 200 pl su icinde stspanse edildi. Ardindan 20 dakika
95°C’de 1sitildi ve 12.000 rpm’de santrifiij edilerek iist kisim kullanilds®.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin uygun primerler (cfiA F:5’-TTTCCCTGTCGCAGT-
TATGG-3’ ve cfiA R: 5'- TTTCCCTGTCGCAGTTATGG-3") kullanilarak cfiA genleri amplifiye
edildi. Dongiler; 94°C’de 2 dakika, 35 dongu (94°C’de 45 saniye, 51°C’'de 45 saniye,
72°C'de 45 saniye) ve 72°C’de 2 dakika olarak uygulandi. Elde edilen PCR urunleri etid-
yum bromiir iceren %2’lik agaroz jelde ve 1 x TBE tamponu icinde 90 V’de bir saat yuru-
tiildi; olusan bantlar UV 15ig1 altinda gézlemlendikten sonra yorumlandi®. Kontrol olarak,
daha 6nce laboratuvarimizda tanimlanan cfiA geni pozitif B.fragilis susu kullanildi.

istatistiksel degerlendirmede Pearson ki-kare analiz yontemi kullanildi; p< 0.05 dege-
ri anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Agar diliisyon yontemine gore; imipenem MIK degerleri < 0.125 ile 32 ug/ml dilis-
yonlarinda, meropenem MIK degerleri de < 0.125 ile 64 pg/ml dilisyonlarinda yer al-
mugtir. TUm suslarin %6.3 (4/63)’U imipeneme, %9.5 (6/63)’i meropeneme direncli bu-
lunmustur. Her iki antibiyotige direngli olan suslarda cfiA diren¢ geni saptanmistir. Imi-
penem MIK dilisyonlari, %86 oraninda < 0.5 pg/ml degerlerinde birikirken, merope-
nem MIiK degerleri daha yaygin bir dagilim gostermistir (Tablo I).

Meropenem E-test sonuglarina gore; MiK degerleri < 0.002 - > 32 ug/ml arasinda de-
gisiklik gostermistir (Tablo II). Suslarin %33 (n= 21)’lnde cfiA geni gosterilmis olmakla
beraber, direng orani (= 16 pug/ml) %9.5 bulunmustur. Direng geni varlidi ile MiK deger-
leri arasinda bir baglant arastinldiginda, “MIK > 0.5 ug/ml” degerlerine sahip suslarda
(n=16) cfiA geninin var olma olasihgi istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmus
(p< 0.0001); benzer sekilde MIK degerleri 0.5'ten az oldugunda cfiA geninin negatif ol-
ma olasihgr da anlamh (p< 0.0001) bulunmustur (Tablo III).

TARTISMA

Anaerop bakterilerin 1970’li yillarin basindan beri antibiyotiklere artan oranda direng
gelistirdikleri, direncin 6zellikle Bacteroides turleri arasinda yaygin gorildagu bildirilmis-
tir’. Bu bakterilerin direnc mekanizmalarindan birisi beta-laktamaz tiretimidir. Bacteroides

Tablo I. Agar Diliisyon Yéntemiyle cfiA Geni Varligina Gére Suslarin Imipenem ve Meropenem MIK Dagili-
minin Karsilastirimasi

Suglarin MiK (ug/ml) degerlerine gére dagihm sayilan

Direng geni Antibiyotik <0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64

cfiA pozitif (n= 21) imipenem 3 5 7 1 - - 1 3 1 -
Meropenem 2 - - 1 4 6 2 1 2 3

cfiA negatif (n= 42) imipenem 19 18 2 1 2 - - -
Meropenem 19 14 6 - 1 1 1 -
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Tablo II. Agar Diliisyon Yéntemiyle, cfiA Gen Varligina Gére B.fragilis Suslarinin imipenem ve Meropenem
MIK,, ve MIK,,, Degerleri (tig/ml) ve Diren¢ Oranlari

imipenem Meropenem
Direng Direng
Direng geni MiK,,  MiKg, Say! % MiK,, MiK, Sayi %
cfiA pozitif (n= 21) 0.5 16 5 24 4 64 6 28.5
cfiA negatif (n= 42) 0.125 2 0 0.125 4 0

Tablo Ill. E-test Yontemine Gére Meropenem MIK Degerleri < 0.5 pig/ml ve > 0.5 pg/ml Olan B.fragilis Sus-
larinda cfiA Geninin Dagilimi (sayt)

Meropenem MIK (ug/ml)

Direng¢ geni >0.5 <0.5 Toplam
cfiA pozitif 16 5 21
cfiA negatif 2 40 42
Toplam 18 45 63

suslarinda, molekiler sinif A ve B’de yer alan iki tip beta-laktamaz tanimlanmigstir. Mole-
kdler sinif A beta-laktamazlar suslarin cogunda (%79-100) bulunmakta, penisilin ve se-
falosporinlere karsi diren¢ gelisimine yol agmaktadir. Ancak, bu enzimler klasik beta-lak-
tamaz inhibitérleriyle inhibe olmaktadir®. Molekiiler sinif B beta-laktamazlar (Bush sinif-
lamasinda grup 3a) ise daha nadir goriilmekte, 6zellikle B.fragilis turlerinde bulunmakta
ve karbapenem direncine yol agmaktadir. Aktif bélgelerinde Zn*2 bulunduran metallo-
beta-laktamaz yapisindaki bu karbapenemazlar, EDTA varliginda inhibe olmakta, klasik
beta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmemektedir. Bu enzimler, karbapenemlerin yani
sira diger beta-laktam antibiyotikleri de hidrolize edebilmektedir>®. Direncten sorumlu
cfiA geni, plazmid veya kromozom Uzerinde yer alabilmektedir. Direng geni cfiA, ‘sessiz’
kalabildigi gibi degisik diizeylerde metallo-beta-laktamaz ifade edebilmektedir. Bu gen-
lere sahip olan bakterilerin yiiksek diizeyde metallo-enzim eksprese etmeleri icin direnc
geninin éniinde IS elementinin bulunmasi gerekmektedir®'2,

Hastanemizde imipeneme direncli ilk sug 1999 yilinda, aspirasyon pnémonisi olan
hastadan izole edilmistir. Yapilan ayrintili calismada bu susun cfiA geni tasidigi ve bu
genin hemen oniinde IS1187 bulundurdugu, karbapenemlerin yani sira diger beta-
laktam antibiyotiklere de diren¢ gésterdigi bulunmustur'3. Yakin zamanda hastane-
mizde izole edilen suslarin yaklasik %6-8'i karbapenemlere diren¢ gostermektedir. Ya-
pilan molekiler calismalarla, izolatlarimizin %27 oraninda cfiA geni, %32 oraninda ise
IS1187 tasidigi saptanmis; karbapenemlere direncli suslarda her iki gen birlikte bulun-
mustur'®. Diren¢ geni pozitiflik oranimiz, Tiirkiye’de yapilan béyle bir calismaya rast-
lanmadigindan tlkemiz verileri ile kiyaslanamamis; diger Ulkelerin sonuclarina gore ise
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yuksek bulunmustur. Dinyanin farkh Glkelerinde bildirilen calismalarda, Bacteroides
suglarinin %2-7'sinin cfiA geni tasidigi, ancak suslarin sadece yaklasik %1’inin karbape-
nemlere direng gosterdikleri saptanmistir>'>16, Calismamizda saptanan karbapenem
direng orani da diger ulkelerin direncine gére yiiksek bulunmaktadir. imipenem ve
meropeneme diren¢ oranlari; Amerika Birlesik Devletleri, Kanada ve Avrupa ulkelerin-
de %0.2-1, Japonya’da %2-4 ve Tayvan'da %7-12 olarak bildirilmektedir'”-2°, Ulke-
mizdeki veriler incelendiginde; sadece Ercis ve arkadaslari?! 29 Bacteroides {izerinde
yaptiklari calismada, bir izolatta imipeneme diren¢ bulmuslardir. Uygulanan antibiyo-
tik politikasina bagh olarak tlkeler arasinda, ayni tilkenin sehirleri arasinda, hatta ayni
hastanenin servisleri arasinda bile antibiyotiklere diren¢ oraninda farkliliklar gorulebil-
mektedir. Hastanemizde yliksek oranda imipenem ve meropeneme direncli B.fragilis
ve cfiA gen pozitifligi, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde karbapenemlerin yaygin
kullaniliyor olmasina baglanabilir.

Hastanemizdeki Bacteroides suslarinda ylksek oranda cfiA geni ve IS elementlerinin
bulunmasi, gelecekte iki genin ayni bakteri icinde yer alma olasihgini artirmaktadir. Ha-
reketli DNA parcalari olan IS elementleri, bir bakteriden digerine aktarilabilmekte, cfiA di-
ren¢ geninin onine yerlestiginde, genin yiiksek diizeyde eksprese olmasina yol agmak-
tadir' 12, Uygulanacak karbapenem tedavisi bu olasiligi artiracak ve siireci hizlandiracak-
tir. Bu nedenle ampirik tedaviye baslamadan 6nce klinik drneklerin alinip, aerop ve ana-
erop kultlrlerinin yapilmasi, etken mikroorganizmanin izole edilip karbapenemlere di-
rengli olup olmadiginin belirlenmesi 6nemlidir. Bunun en pratik ve kisa yolu, FDA'nin
agar dillisyona alternatif olarak onerdigi E-test yénteminin kullanilmasidir’. Bu calisma-
da meropenem E-test, agar dillisyon yonteminde meropenemin, imipenemden farkli
olarak genis bir MiK dagilimi sergiledigi ve daha yiiksek MiK degerleri gosterdigi icin se-
cilmistir. Sonuglarimiza gore E-test ile > 0.5 ug/ml MiK degerlerine sahip suslarda cfiA ge-
ni bulunma olasiligi istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p< 0.0001).
Bunun yani sira meropenem E-test degerleri ile agar dilisyon degerleri arasinda da
uyumluluk gorilmus, direncli suslar her iki yontemle de saptanmistir.

Sonug olarak hastanemizde karbapenemlerin yaygin kullanilmasi, Bacteroides suslari-
mizda karbapenem direncini kodlayan cfiA geninin ve karbapenem direng oraninin yuk-
sek olmasina neden olmaktadir. Laboratuvarda meropenem E-test uygulanmasi halinde
“MIK > 0.5 ug/ml” elde edilmesi, cfiA geninin bulunma olasihginin yiiksek oldugunu
gOsterecektir. Boylece direng geni cfiA'ya sahip izolatlarin, karbapenemlere ve diger be-
ta-laktam antibiyotiklere direncli olabilecegi veya diren¢ gelistirebilecegi 6ngoérilebilir.
Sonuclarimiza gore basarili bir tedavinin programlanmasinda ve surdurilmesinde, me-
ropenem E-test MIK sonuglarinin yol gosterici olabilecegi éne sirdlebilir.
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