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Bu calisma, anaerobik enfeksiyondan siiphelenilen hastalardan elde edilen cesitli klinik 6rneklerden
izole edilen gram-negatif anaerop basillerin tanimlanmasi ve antibiyotik direng profillerinin antibiyotik
konsantrasyon gradiyent yontemi ile belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Calisma, Afyon Kocatepe
Universitesi, Ahmet Necdet Sezer Uygulama ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda,
1 Kasim 2014-30 Ekim 2015 tarihleri arasinda, gerceklestirilmistir. Anaerop kdltir i¢in kabul edilen toplam
228 klinik 6rnek calismaya dahil edilmistir. Biitiin 6rneklerin, %5 defibrine koyun kanh Schaedler agar ve
Schaedler buyyon kullanilarak anaerobik kiiltiirleri yapilmistir. izole edilen anaerop gram-negatif basiller,
konvansiyonel yontemler ve otomatize tani sistemi (VITEK 2, bioMerieux, Fransa) birlikte kullanilarak
tanimlanmuistir. Penisilin G, klindamisin, sefoksitin, metronidazol, moksifloksasin, imipenem, meropenem,
ertapenem ve doripenem duyarliliklar her izolat icin antibiyotik konsantrasyon gradiyent yontemi (E
test, bioMerieux, Fransa) ile belirlenmistir. Toplam olarak izole edilen 28 anaerop gram-negatif basilden,
14'G Bacteroides fragilis grubu, 9'u Prevotella spp. ve 5'i de Fusobacterium spp. olarak tanimlanmustir.
En ylksek direng orani penisiline karsi (%78.5) bulunurken, klindamisin ve sefoksitin diren¢ oranlari
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sirasi ile %17.8 ve %21.4 olarak bulunmustur. Metronidazol, moksifloksasin, imipenem, meropenem,
ertapenem ve doripeneme karsi diren¢ saptanmamistir. Anaerop bakterilerin tretilmeleri glic, zaman
alici ve aerop kiltir maliyetleri ile karsilastinldiginda daha pahalidir. Bu gercekler ile birlikte uygun klinik
ornekler elde edilerek, uygun sartlarda ve uygun siirede laboratuvara ulastirlmasi halinde; anaerop
bakterilerin, Greme ve izole edilme oranlarinda ciddi artislar gorilebilmektedir. Calisma sonucunda
elde edilen merkezimize ait verilerin anaerop bakterilere bagh enfeksiyonlarin takip ve tedavisinde yarar
saglayarak bu konudaki literatlre bir katki sunacagi inancindayiz. Penisiline karsi yiiksek oranda direng
gorildugiinden; bu antibiyotigin ampirik tedavide birinci secenek olmasi uygun degildir. Sefoksitin
ampirik tedavide kullanilabilir olmakla beraber, antibiyotik direng oranlarinin belirlenmesi daha faydal ve
uygun olacaktir. En etkili antibiyotigin veya etkili antibiyotiklerin &ncelikli olarak tercih edilmesi, yiiksek
diren¢ oranlarinin azalmasina katkida bulunabilir. Karbapenem grubu antibiyotikler ve metronidazole
karsi diren¢ gozlenmemistir. Bu nedenle, s6z konusu antibiyotikler gelecekte direncli gram-negatif
anaerop bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavilerinde, bir secenek olarak korunmalidir.

Anahtar sézciikler: Gram-negatif anaerop bakteriler; antibakteriyel ajanlar; antimikrobiyal ilag direnci.

ABSTRACT

The aim of this study was to identify gram-negative anaerobic bacilli isolated from various clinical
specimens that were obtained from patients with suspected anaerobic infections and to determine
the antibiotic resistance profiles by using the antibiotic concentration gradient method. The study
was performed in Afyon Kocatepe University Ahmet Necdet Sezer Research and Practice Hospital,
Medical Microbiology Laboratory between 1 November 2014 and 30 October 2015. Two hundred and
seventyeight clinical specimens accepted for anaerobic culture were enrolled in the study. All the samples
were cultivated anaerobically by using Schaedler agar with 5% defibrinated sheep blood and Schaedler
broth. The isolated anaerobic gram-negative bacilli were identified by using both the conventional
methods and automated identification system (VITEK 2, bioMerieux, France). Antibiotic susceptibility
tests were performed with antibiotic concentration gradient method (E-test, bioMerieux, France); against
penicillin G, clindamycin, cefoxitin, metronidazole, moxifloxacin, imipenem, meropenem, ertapenem
and doripenem for each isolate. Of the 28 isolated anaerobic gram-negative bacilli; 14 were identified
as Bacteroides fragilis group, 9 were Prevotella spp., and 5 were Fusobacterium spp. The highest resistance
rate was found against penicillin (78.5%) and resistance rates against clindamycin and cefoxitin were
found as 17.8% and 21.4%, respectively. No resistance was found against metronidazole, moxifloxacin,
imipenem, meropenem, ertapenem and doripenem. As a result, isolation and identification of anaerobic
bacteria are difficult, time-consuming and more expensive when compared with the cost of aerobic
culture. The rate of anaerobic bacteria isolation may be increased by obtaining the appropriate clinical
specimen and appropriate transportation of these specimens. We believe that the data obtained from
the study in our center may offer benefits for the follow up and treatment of infections caused by
anaerobic bacteria and may contribute to the current literature. Because of high resistance rate detected
against penicillin, this antibiotic should not be used as a first choice in empirical treatment. Cefoxitin
may be used in empirical antimicrobial treatment of anaerobic gram-negatives; but the rate of antibiotic
resistance should be detected for more useful and proper treatment. The prior selection of the most
effective antibiotic, may contribute to decrease the rate of high resistance. In our study, no resistance
was observed against carbapenem group antibiotics and metronidazole; so these antibiotics should be
reserved as treatment options in the future for infections caused by resistant gram-negative anaerobic
bacteria.

Keywords: Gram-negative anaerobic bacteria; antibacterial agents; antimicrobial drug resistance.
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Cesitli Klinik Orneklerden izole Edilen Gram-Negatif Anaerop Basillerin

Tiplendirilmesi ve Antibiyotik Direng Profillerinin E-Test Yontemi ile Belirlenmesi
GiRiS

Anaerop bakteriler doganin ve insan mikrobiyotasinin 6nemli Gyeleri olup gastrointes-
tinal sistem, agiz, kadin genital sistemi ve deri basta olmak Uzere, viicudun bircok bol-
gesinde yer alirlar. Anaerop bakteriler normal kosullarda enfeksiyon olusturmazlar ancak
doku bitinliglinin bozulmasi sonucunda mikrobiyotanin yer degistirdigi durumlarda
veya oksijenasyonun yetersizligine bagh sekonder redoks potansiyelinin distigi durum-
larda fakiiltatif bakteriler ile birlikte polimikrobiyal enfeksiyonlara neden olurlar'-2. Anae-

rop enfeksiyonlar cogunlukla polimikrobiyal ve endojen olmakla birlikte monomikrobiyal
ve ekzojen enfeksiyonlar seklinde de gériilebilirler'-2.

Anaerop kdlturin standart kurallara gore yapildigi laboratuvarlar tarafindan, klinik 6r-
neklerden farkli tiir anaerop bakterilerin degisen oranlarda izole edildigi bildirilmektedir.
Anaerobik enfeksiyonlarin etkeni olan patojenler cogu zaman goézden kacabilmektedir.
Bilindigi gibi anaerop bakterilerin klinik 6rneklerden izole edilmeleri ve tanimlanmalari
oldukga guctir. Dolayisiyla, bu durum morbidite ve mortaliteyi olumsuz yonde etkile-
mektedir. Ekzojen kaynakli anaerop bakteri enfeksiyonlari basta olmak lizere, anaerop
enfeksiyonlar icin uygun ve etkili antimikrobiyal tedavinin baglanmadig olgular mortal
seyirli olabilmektedir. Ayrica, anaerop enfeksiyonlarin viicudumuzda yerlesim yerlerinin
dogru olarak bilinmesi, hem etken bakterilerin 6ngoriilmesi hem de ampirik tedavinin
muimkin oldugunca isabetli olarak belirlenmesi acisindan oldukca 6nemlidir. Anti-anae-
robik etkili antibiyotiklere karsi gittikce artan oranlarda direnc bildirilmesi de her merkez-
de belirli araliklarla antibiyotik diren¢ oranlarinin belirlenmesinin dnemini ve gerekliligini
ortaya koymaktadir>4.

Anaerop bakterilerin kiltiirde Uretilebilmeleri icin 6ncelikle uygun klinik 6rnegin seci-
mi ve ornegdin laboratuvara ¢ok hizl bir sekilde ve uygun tasima besiyerleri icinde ulasti-
rilmasi hayati 6neme sahiptir. Kiilttir ekimi 6ncesi standart kurallara uyulmamasi, sadece
flora bakterilerinin Gretilmesi ile yani gercek patojen olan anaerop bakterilerin gézden
kacirimasina neden olmaktadir. Patojen anaerop bakterilerin antibiyotik duyarllik testle-
rinin yapilabilmesi icin kuskusuz patojen bakterilerin Gretilmesi zorunludur. Aksi halde an-
tibiyotik direng durumlari hakkinda gerekli ve 6nemli olan bilgilere ulagsabilmemiz mim-
kiin olamayacaktir. Klinisyenlerin anaerop bakteriler konusunda bilgilendirilmelerinin bu
bakterilere bagl enfeksiyonlarin tedavisinde basari sansini artiracagi da bir gercektir>®

Bu calismada, hastanemizde cesitli klinik orneklerde enfeksiyon etkeni olan gram-
negatif anaerop bakterilerin izolasyon oranlarinin belirlenmesi, izole edilen anaerop bak-
terilerin tir diizeyinde tanimlanmasi ve cesitli antibiyotiklere karsi direnc diizeylerinin
saptanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma icin Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Bagkanhgr tarafin-
dan onay alinmistir (06.03.2014-2014/04-93).
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Afyon Kocatepe Universitesi Ahmet Necdet Sezer Uygulama ve Arastirma Hastanesi
kliniklerinden anaerop bakteri enfeksiyonu stiphesiyle alinan 278 adet klinik 6rnek uygun
anaerop tasima besiyeri icerisinde (Portagerm vial, bioMerieux, Fransa) Mikrobiyoloji La-
boratuvarina bekletilmeksizin ulastirildi. Ornekler kétii koku, nekrotik doku, irin ve kan
varligi yoniinden makroskobik olarak degerlendirildikten sonra Gram boyama yapilarak
mikroskobik olarak incelendi. Orneklerin es zamanli aerop ve anaerop sartlarda kiiltiri
yapildi. Aerop ekimler %5 koyun kanl ve “eosin methylene blue (EMB)” agarlara, ana-
erop ekimler ise %5 koyun kanl Schaedler agar ve Schaedler buyyona (bioMerieux,
Marcy-I'Etoile, Fransa) yapilarak bir adet Gas-Pak (GENboxanaer, bioMerieux, Fransa)
poseti ve bir adet anaerop ortam denetleyicisi (Anaerobic indicator, bioMerieux, Fransa)
ile birlikte anaerop kavanoz icerisine konularak 48 saat inkiibe edildi.

Anaerop sartlarda bekletilen Schaedler kanli agardaki ireme aerop sartlarda bekletilen
kanh agardaki Greme ile karsilastirlarak degerlendirildi. Sadece anaerop kiiltiirde tGreme
gorulen ve aerop kiltirde Greme gorilmeyen bakteriler icin her bir farkli koloniden ae-
rotolerans testi yapildi’, aerotolerans testi pozitif ise bakteri zorunlu anaerop olarak kabul
edildi. Bu bakteri kolonilerinin morfolojileri, boyanma 6zellikleri, kanamisin, vankomisin
ve kolistin tani disklerine duyarliik durumlari (An-ldent Discs-Oxoid) ile birlikte, diger
konvansiyonel yontemlerden bazilan (katalaz, %20’lik safrali buyyonda lreme, eskiilin
hidrolizi)” ve otomatize tani sistemi (VITEK 2, ANC ID Card, bioMerieux, Fransa) kullani-
larak tiir diizeyinde tanimlandi.

Tur diizeyinde tanimlanan anaerop bakterilerin; benzil penisilin, imipenem, merope-
nem, ertapenem, doripenem, klindamisin, metronidazol, sefoksitin ve moksifloksasine
karsi antibiyotik duyarllk testleri antibiyotik konsantrasyon gradiyent yontemi (E test,
bioMerieux, Fransa) icin gerekli olan Wilkins Chalgren buyyonu ve %5 koyun kanh Wil-
kins Chalgren agari kullanilarak gerceklestirildi. Kalite kontrolt amaci ile B.fragilis ATCC
25285 standart susu kullanildi. Antibiyotik duyarlilk sonuglar “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)”® tarafindan énerilen okuma degerleri dikkate alinarak deger-
lendirildi. Nitrosefin emdirilmis diskler (Cefinase CEF-F, bioMerieux, Fransa) kullanilarak
beta-laktamaz enzimi uretimi gosterildi.

BULGULAR

Aerop ve anerop kultirleri yapilan toplam 278 klinik 6rnegin %10’undan anaerop
bakteri Uretilmistir (%5.3’Unde tek basina anaerop, %4.7'sinde fakiltatif anaerop bak-
teriler ile birlikte). Kiltiirlerin %38.5'inde ise sadece fakiiltatif anaerop bakteri Gremesi
saptanmustir. Orneklerin %51.5’inde ise Gireme olmamustir. Anaerop kiiltiir yapilan klinik
ornekler arasinda anaerop bakteri Greme diizeyi en yiiksek olanlar: apse (13/78), periton
sivisi (5/63) ve doku 6rnegi (4/41) olarak tespit edilmistir.

Caligilan klinik 6rneklerin 28 (%10)’inden gram-negatif anaerop basil izole edilmistir.
Bakteri izole edilen 28 klinik 6rnekten toplam 9 cesit gram-negatif anaerop basil tanim-
lanmistir (Tablo ).
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Tablo I. Tiir Diizeyinde Tanimlanan Gram-Negatif Anaerop Basillerin Dagilimi (n= 28)
Bakteri cinsi Say1 (n) %
Bacteroides fragilis 12 42.9
Bacteroides distasonis 2 7.1
Fusobacterium nucleatum 3 10.8
Fusobacterium varium 2 7.1
Prevotella oralis 3 10.8
Prevotella disiens 3 10.8
Prevotella denticola 1 3.5
Prevotella melaninogenica 1 3.5
Prevotella intermedia 1 3.5
Toplam 28 100

Tablo Il. Direng Belirlenen Antibiyotiklere Gére, Gram-negatif Anaerop Basil Tiirleri Sayilarinin
Dadgilimlari

Direncli sus Sefoksitin Klindamisin Penisilin G

Bakteri adi sayisl (n) (n) (n)
Bacteroides fragilis 12 3 4 11
Bacteroides distasonis 2 2 0 2
Fusobacterium nucleatum 3 0 0 0
Fusobacterium varium 2 0 0 0
Prevotella oralis 3 0 1 3
Prevotella disiens 3 1 0 3
Prevotella denticola 1 0 0 1
Prevotella melaninogenica 1 0 0 1
Prevotella intermedia 1 0 0 1
Toplam 28 6 5 22

Gram-negatif anaerop basillerin 16sinda beta-laktamaz pozitifligi belirlenmistir (16/28).
Beta-laktamaz uretimi saptanan 16 izolatin 12'si B.fragilis grubuna ait, dordu Prevotella
spp. olarak tespit edilmistir.

Direng belirlenen antibiyotiklere gére, gram-negatif anaerop basil tiirleri sayilarinin da-
gimlar Tablo Il’de verilmistir.

Calismada, antibiyotik duyarlilik testleri yapildigi halde Tablo Il'de isimleri yer almayan
diger antibiyotiklerin (imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, metronidazol ve
moksifloksasin) tamamina karsi izole edilen 28 anaerop gram-negatif basil tirlerinde di-
reng saptanmamistir.
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TARTISMA

Anaerop bakteriler cok cesitli ve ciddi seyirli enfeksiyonlara neden olabilen mikroor-
ganizmalardir®'°. Standart kosullarda anaerop kiiltiir calismasi yapilan laboratuvarlarda
9%25-50 arasinda degisen oranlarda anaerop bakterilerin izole edildigi bildirilmistir''12,

Dogan ve arkadaslarinin? 100 klinik érnek ile yaptiklari calismada orneklerin 14
(%14)'linde, 22 anaerop bakterinin izole edildigini ve 6rneklerin yedisinde birden fazla
anaerop bakterinin, sekizinde ise anaerop ve fakiiltatif anaerop bakterilerin birlikte Gre-
digini bildirmistir. Caismamizda ise 278 klinik 6rnegin 28 (%10)’inde, anaerop gram-
negatif basil (14’0 B.fragilis grup, 9'u Prevotella spp., 5'i Fusobacterium spp.) izole edilmis
ve B.fragilis en sik izole edilen anaerop gram-negatif bakteriler olmustur.

Eskisehir’de yapilan baska bir calismada izole edilen gram-negatif basillerin 14’Gniin
Bacteroides spp. (8 B.fragilis ve 6 B.fragilis disi B.fragilis grubu), 10’'unun Porphyromonas
spp., besinin Prevotella spp. ve birinin ise Fusobacterium spp. oldugu bildirilmistir'2. Bizim
calismamizda da, anaerop gram-negatif basiller icerisinde B.fragilis grubu bakterilerin en
sik olarak izole edildigi saptanmistir.

Singapur’da yapilan ve 90 anaerop gram-negatif bakterinin izole edildigi bir
calismada;izolatlarin 68 (%75.5)'inin B.fragilis grubu lyelerine ait oldugu ve B.fragilis
(%44.4)'in en sik izole edilen anaerop gram-negatif basil oldugu belirlenmistir'3. Ca-
ismamizda da, anaerop gram-negatif comaklar icerisinde B.fragilis en sik izole edilen
bakteri olarak bulunmustur.

CLSI, yukarida so6zu edilen artan diren¢ sorunu nedeniyle antibiyotiklere karsi direnc
profili dngoriilemeyen ve virllansi ylksek gram-negatif basillerden olan Bacteroides,
Prevotella ve Fusobacterium izolatlarinda antibiyotik duyarllk testi yapilmasini dnermek-
tedir®. Amerika Gida ve ilag Dairesi (FDA) onayi almis olan antibiyotik konsantrasyon
gradiyent yontemi, diger yontemlere gore nispeten pahali olmakla birlikte, 6zellikle az
sayida anaerop bakterilere ait antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde onerilen, ol-
dukga pratik ve giivenilir bir yéntemdir'%1413,

Calismamizda izole edilen tim gram-negatif anaerop basillerde %57.1 (16/28) ora-
ninda beta-laktamaz lretimi gozlenmistir. Beta-laktamaz Uretimi en fazla B.fragilis gru-
bunda saptanmistir. Ulkemizdeki cesitli calismalarda bu oranin %72 ile %96 arasinda
degistigi tespit edilmistir'®. Calismamizda elde etti§imiz bu bulguyu destekler sekilde
yapilmig bircok calismada, B.fragilis grubunda yer alan bakterilerin %76-100 oraninda
beta-laktamaz irettigi bildirilmistir'”/18,

Calismamizda penisilin direnci %78.5 oraninda bulunmustur. B.fragilis grubundaki
izolatlarda %92.8 oraninda penisilin direnci gorilmustur. Penisilin direnci Prevotella izo-
latlarinin tamaminda (%100) gortilirken, Fusobacterium izolatlarinin hicbirisinde saptan-
mamustir. Lorenzo ve arkadaslarinin'® 36 gram-negatif anaerop basil ile yaptiklari calis-
mada, 10 B.fragilis izolatinin timunin penisiline ve birinci kusak sefalosporinlere direncli
oldugu tespit edilmistir.
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Calismamizda B.fragilis grubu izolatlarinda 5/14 (%36), Prevotella izolatlarinda ise 1/9
(%11.71) oraninda sefoksitin direnci tespit edilmistir. Fusobacterium izolatlarinda ise se-
foksitin direnci saptanmamustir. Yapilan yurt disi calismalar incelendiginde, bu bakteri

grubunda birbirinden oldukca farkl oranlarda (%3-89) sefoksitin direnci tespit edilmis-
tir! 718,

Dinya genelinde B.fragilis grubu izolatlarda imipenem direnci en fazla %2 oraninda
bildirilmistir'>2°. Calismamizda ise, diinya genelindeki veriler ile uyumlu bir sekilde izo-
latlarin hicbirinde karbapenem direnci saptanmamustir.

Anaerop gram-negatif basillerden Prevotella, Fusobacterium ve Porphyromonas izolat-
larinin ortalama %10’unda klindamisin direnci bildirilmektedir'>. Calismamizda B.fragilis
grubu izolatlar arasinda 4/14 oraninda, Prevotella spp. izolatlarinda ise 1/9 oraninda klin-
damisin direnci tespit edilmistir. Ulkemizde B.fragilis grup tyelerinde %3.6 ile %55 oran-
larinda bildirilen diren¢ degerleri dikkate alindiginda, calismamizda saptadigimiz direng
oraninin (%28.5) iilkemiz verileriyle uyumlu oldugu gériilmektedir'2.

Farkli calismalarda oldugu gibi bizim calismamizda da moksifloksasin direnci saptan-
mamigtir?12/135,

Ulkemizde metronidazol direncine ait veriler oldukca degiskenlik gostermektedir.
B.fragilis grup uyelerinde metronidazol direnci saptanmayan calismalar oldugu gibi
9%37.5 seviyesinde direnc saptanan calismalar bulunmaktadir'2. Calismamizda ise, Tiir-
kiye genelindeki veriler ile uyumlu bir sekilde hicbir izolatta metronidazol direnci saptan-
mamistir.

Anaerop enfeksiyonlarin yaygin gorilmesi, yliksek mortalite ve morbidite ile seyret-
mesi, klinik tanida karsilagilan zorluklar, tedavinin cins ve tiirler arasi farkhlik gostermesi
ve diren¢ oranlarinda goriilen artigg6z oniinde bulunduruldugunda; anaerop enfeksi-
yonlarin ampirik tedavisinde secilecek uygun antibiyotigin 6nemi aciktir. Bu calismadan
elde edilen sonuglar, rutin mikrobiyoloji laboratuvar uygulamalarinda anaerop enfeksi-
yonlarin etkenlerinin tanimlanmasinin ve periyodik olarak izolatlarin diren¢ oranlarinin
belirlenmesinin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.
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