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OZET

Bacteroides fragilis Grubu Bakterilerde Karbapenem ve 5-
Nitroimidazol Direncinin Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle
Arastiriimasi

Anaerobik enfeksiyonlardan en sik izole edilen Bacteroides fragilis
grubu (BFG) bakteriler, antimikrobiyallere diger anaeroblara gbre
daha fazla direnclidirler. Karbapenemler ve nitroimidazol tirevleri,
Bacteroides tirleri Gzerinde en etkili antibiyotikler olmakla beraber,
direncli  kdkenler bildirilmistir. Karbapenem ve metronidazol
direncinden sorumlu olan genler sirasiyla cfiA ve nim genleridir.
Diren¢ genleri, hemen &dnlerinde yer alan IS1169, 1S1170, 1S1186,
IS1187 ve 1S4351 gibi “Insertion Sequences” (IS) elementleri ile
uyarilabilmektedir. Bu c¢alismada, BFG bakterilerinin karbapenem
ve metronidazole duyarlihk durumlari ile cfiA, nim genleri ve iliskili
IS elementleri arastirilmistir. Marmara Universitesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari stoklarinda bulunan, klinik érneklerden
izole edilmis BFG bakteriler ¢calismaya alinmistir. Bakteriler, klasik
ybntemlerle ve ticari olarak bulunan yari otomatize sistemlerle tir
dizeyinde tanimlanmig, CLSI'nin (M11-A7) 6nerdigi agarda
dilisyon ydntemi ile imipenem, meropenem ve 5-nitroimidazol
duyarliiklan arastilmistir.  cfiA ve nim diren¢g genleri ile IS
elementlerinin varligi PZR ile arastinimistir. Calismaya alinan
toplam 66 kdkenin 48’i Bacteroides fragilis, 10’u Bacteroides
thetaiotaomicron, 6’s1 Bacteroides uniformis/ovatus, 1’i Bacteroides
distasonis ve 1’i Bacteroides vulgatus olarak tanimlanmigtir.
Metronizadole direngli kdken bulunmamistir. Bacteroides fragilis
digsindaki BFG bakterilerde karbapenemlere karsi direng



saptanmazken; Bacteroides fragilis kdkenlerinin %8'i imipeneme,
%10’'u ise meropeneme direngli bulunmustur. Hicbir kékende
metronidazol diren¢ genine rastlanmamistir. cfiA geni sadece
B.fragilis tirinde 18 kdkende tespit edilmistir. IS1187 elementi, 10’u
B.fragilis olmak (zere toplam 21 kbékende saptanmigstir. cfiA ile
IS1187’nin beraber oldugu 5 kékenin 4’0 karbapenemlere direncli
bulunmustur. Calismamiz ile elde ettigimiz bulgular, hentiz anaerob
bakterilerdeki antimikrobiyal dirence ait molekiler arastirmalarin
yapilmadigi tlkemizde, BFG bakterilerinin diren¢ genleri hakkinda
bir veri tabani olusturacaktir. Simdilik metronidazol direnci igin bir
risk yokmus gibi gézikmektedir. Bacteroides fragilis disindaki BFG
bakterileri karbapeneme duyarli bulunmakla beraber Bacteroides
fragilis kdkenlerinde yaklasik %10 oraninda karbapenem direnci
bulunmaktadir. Bacteroides fragilis kdkenlerinde cfiA geni ile IS
elementinin fazla bulunmasi nedeniyle, direncli kdken geligimi
acisindan Bacteroides fragilis grubu bakterilerin yakin takibi énem
kazanmaktadir.



SUMMARY

Investigation of Carbapenem and 5-Nitroimidazole Resistance among
Bacteroides fragilis Group Bacteria by Phenotypic and Genotypic
Methods

Bacteroides fragilis group (BFG) is the most commonly encountered
bacteria from anaerobic infections and more resistant to antimicrobial
agents than the other anaerobes. Although carbapenems and
nitroimidazoles are the most effective antibiotics against Bacteroides spp.,
resistant isolates have been reported. The genes, which are responsible
for the resistance against carbapenems and metronidazole, are cfiA and
nim, respectively. Resistance genes should be activated by upstream
“Insertion Sequences” (IS) elements such as 1S1169, IS1170, 1S1186,
IS1187 and 1S4351. In this study the cfiA, nim genes and related IS
elements and susceptibility profiles of BFG against carbapenems and
metronidazole have been investigated. The study was performed in the
strains isolated from clinical specimens at Marmara University Hospital.
The strains were identified by using both conventional test and the
commercially available biochemical kits and antimicrobial susceptibilities
against imipenem, meropenem and 5-nitroimidazole were performed
according to recommendations of CLSI (M11-A7) agar dilution methods.
The resistance genes cfiA and nim , IS elements were determined by
PCR. Among 66 BFG tested strains, 48 were identified as Bacteroides
fragilis, 10 Bacteroides thetaiotaomicron, 6 Bacteroides uniformis/ovatus,
1 Bacteroides distasonis and 1 Bacteroides vulgatus. There were no
resistant strains against metronidazole. Although all non-B.fragilis strains
were susceptible to carbapenems, in Bacteroides fragilis imipenem and
meropenem resistance rates were 8% and 10 % respectively.
Metronidazole resistance genes were not detected in any strains. cfiA
gene (n:18) only has been determined among Bacteroides fragilis strains.



Total of 21 1S1187 positive BFG bacteria have been detected and 10 of
them were Bacteroides fragilis. Four of the five Bacteroides fragilis strains
which have possesed both cfiA and 1S1187 elements together were
phenotypically resistant to carbapenems. Our findings have provided a
database about resistance genes of pathogenic BFG in Turkey, where
molecular investigation of antimicrobial resistance of anaerobes has not
been performed so far. For the time being the present, it looks like that
there is no risk for metronidazole resistance. Although non- Bacteroides
fragilis strains are susceptible to carbapenems, nearly 10% of Bacteroides
fragilis strains are resistant to them. Because of possessing cfiA gene and
IS elements is more common among Bacteroides fragilis, it seems to be

important to monitor Bacteroides fragilis for emergence of resistant strains.



SIMGELER VE KISALTMALAR

BFG: Bacteroides fragilis grubu

IS: Insertion Sequences

PNL: Polimorf nUveli I6kosit
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CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
FDA: Food and Drug Administration

E-test: Epsilon Test

PBP: Penisilin baglayici protein

OMP: Outer membran protein ( Dis membran proteini)
EDTA: Ethylendiaminetetraasetic acid

MiK: Minimal inhibitér Konsantrasyon

CAT: Kloramfenikol asetil transferaz

DNA: Deoksiribonukleik asit

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

IPM: imipenem

MEM: Meropenem
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1.GIRIS$ VE AMAC

Anaerop  bakteriler ciddi hatta  élumcul  enfeksiyonlara  yol
acabilmektedirler. Anaeroplara bagli enfeksiyonlarin ¢ogu, kisinin kendi
mikroflorasindan kaynaklanmaktadir (1). Kolon florasinin énemli bir
béliminl olusturan Bacteroides fragilis grubu (BFG) bakteriler karisik
bakteri enfeksiyonlarindan en fazla izole edilen anaerop patojenler
arasinda yer almakta ve siklikla batin ici apselerine veya bakteriyemiye
neden olmaktadir (2).

Gecmis yillarda, aerop ve anaerop bakterilerin birlikte olusturduklari
enfeksiyonlarin tedavisinde klindamisin ve gentamisin kombinasyonu
yaygin olarak kullaniimaktaydi. Ancak son dénemlerde BFG bakterileri
basta olmak Uzere anaerop bakterilerin antibiyotiklere, 6zellikle klindamisin
ve bazi B-laktamlara giderek artan oranda direng gelistirdikleri saptanmistir
(3, 4).

Bacteroides fragilis grubu bakteriler, anaerop bakteriler iginde
antibiyotiklere en fazla diren¢ gdésterenler olup, bu bakterilerin sebep
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde uygun antibiyotigin secilmesi zorluk arz
etmektedir. Uretilmeleri, tanimlanmalari ve antibiyotik duyarlilik testleri zor,
zahmetli, zaman alici oldugu, 6zel Uretme kosullarini gerektirdigi icin pek
¢cok hastanede rutinde anaerop kiltiri ve antibiyotik duyarlilik testleri
yapilmamaktadir. Bu nedenle anaerobik enfeksiyon distndiren
durumlarda ampirik tedavi uygulanmaktadir (4). Pek cok antibiyotige
direng gbésteren BFG bakteriler, karbapenemler,  laktam- B laktamaz
inhibitdrleri ve metronidazol gibi sinirli sayida antibiyotige duyarlidirlar.
Son yillarda diinyanin bazi Glkelerinde bu antibiyotiklere direncli kdkenler
saptanmistir. Ozellikle Japonya gibi Uzakdogu (ilkelerinde, karbapenemler
de dahil pekcok B-laktam antibiyotigi parcalayabilen metallo-B-laktamaz
dreten BFG kokenleri bildirilmigtir. Karbapenemazlarin Gretimi cfiA geni
tarafindan kodlanmakta, genin ylksek dizeyde ekspresyonu hemen
6nidnde yer alan “Insertion Sequences” (IS) elementleri tarafindan



gerceklestiriimektedir. Metronidazol direnci ise nim genleri tarafindan
kodlanmakta olup bazi IS elementleri bu genlerin ifadesinde rol

oynamaktadir (5).

Bacteroides fragilis grubu bakterilerde direng, kromozomal
mutasyon ya da diren¢ genlerinin plazmid veya konjugatif transpozon gibi
DNA elementleriyle horizontal aktarimiyla gerceklesmektedir (5).
Karbapenemaz enzimini kodlayan cfiA geni bakteri kromozomunda,
metronidazole direncinden sorumlu nim genlerinden bir kismi bakteri
kromozomunda bazilari da plazmid UOzerinde bulunmaktadir. Her iki
antibiyotige direnci kodlayan genlerin hemen 6nlinde, bu genleri aktive
edebilen mobil IS elementleri bulunabilmektedir. Diren¢ genlerinin IS
elementleri ile hareket edebilme yetenegine sahip olmasi, bir bakteriden
digerine kolayca aktarilabileceklerini gdéstermekte ve gelecekte imipenem
veya metronidazole direncli BFG sayisinda artis olasihigini
distnduirmektedir (6). Bu tehlikeyi énlemek veya olusacak direnci kontrol
altinda tutabilmek icin antibiyotik diren¢ paternini belirli araliklarla tayin
etmek ve direngten sorumlu genlerin durumunu yakindan takip etmek
gerekmektedir. Bu amagla hastanemiz Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinin
stoklarinda bulunan, 1997-2008 yillari arasinda cesitli klinik érneklerden
enfeksiyon etkeni olarak izole edilmis BFG bakterilerinin, imipenem,
meropenem ve 5-nitroimidazole olan diren¢ durumu fenotipik olarak,
direncten sorumlu cfiA ve nim genlerinin ve ekspresyonu arttiran IS
elementlerinin varligi genotipik olarak arastirilmis, hastanemiz icin bir veri

tabani olusturulmaya calisiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Anaerop Bakterilerin Tarihgesi

Anaeroplara bagli enfeksiyonlar hakkinda bilinenler millattan dnceki yillara
kadar gitmektedir. M.O 4.yy’da Hipokrat tetanozu, M.S 4.yy’da Xenophon
Yunan askerlerinde akut nekrotizan Ulseratif gingiviti tanimlamiglardir.
Antonie van Leeuvenhoek 1680 yilinda ‘animalcules’ adini verdigi bazi
canlilarin havasiz ortamda yagayabildiklerinden séz etmigtir. 1861°de
Louis Pasteur Clostridium butyricum’u kesfettigi sirada, mikroskop altinda
Islak preparatlarda bakterinin oksijen ile temas eden alanlarda hareketini
kaybettigini gbzlemlemis ve buglnkl ‘anaerobes’ kelimesinin kékeni olan
‘anaerobies kelimesini ilk olarak kullanmigtir. Pasteur, ayrica
C.butyricumun oksijen yoklugunda butirik asidi fermente ettigini tespit
etmistir. 19.yy’In sonuna kadar hayvanlarda ve insanlarda hastalik
yapabilen Clostridiunrlarin ¢ogu sivi ve kati besiyerinde Uretilmis ve

tanimlanmigtir (7).

Bacteroides cinsi bakterilerden B. fragilis, Veillon ve Zuber
tarafindan 1898 yilinda Uretilmis, Bacillus fragilis olarak tanimlanmistir.
Daha sonra, 1919’da Castellani ve Chalmers olusturduklari siniflamada

Bacteroides cinsi icine bu bakteriyi tlr olarak dahil etmiglerdir (8).

Anaerop  bakteri  enfeksiyonlarinin  tedavisinde  1940’larda
antibiyotikler kullanilmaya baglanmig, bu antibiyotiklere 1970’lerde yenileri
eklenmistir (1). Ancak zaman iginde antibiyotiklere direng gelismistir.
Bacteroides cinsi bakterilerde ilk olarak 1966’da penisiline direng
saptanmig, 1972’de tetrasikline, 1976’da metronidazole, 1978'de sefoksitin
ve 1983’'te imipeneme direngli olgular bildiriimistir.  Dinyanin pekgok
Ulkesinde cesitli antibiyotiklere artan oranda direncin gelistigi bildirilmektedir
(3,4).



2.2. Bacteroides fragilis grubu bakteriler (BFG)

Bacteroides cinsi bakteriler insan ve hayvanlarin agiz, tst solunum yolu,
barsak ve Urogenital sistemlerinin normal florasinda yer alan gram negatif
anaerop bakterileridir. Son yillarda, biyokimyasal 6zelliklerine, nlkleik asit
baz kompozisyonu ve homolojisine gére gram negatif anaerop bakterilerin
siniflamasinda birtakim degisiklikler yapilmis olup, halen yeni bakteriler
tanimlanmakta veya siniflamadaki yerleri degistiriimektedir. Yaklasik 30 yil
6nce safra varliginda Ureyebilen, sakkarolitik Bacteroides tirleri,
Bacteroides fragilis grubu olarak tanimlanmis, B. caccae, B. distasonis, B.
eggerthii, B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. merdae, B. ovatus, B.
stercoris, B. uniformis, B. wvulgatus bu grup icinde toplanmistir.
GUnOimizde bu bakterilerin farkli sekilde siniflandirilmasi  egilimi
bulunmaktadir, B. distasonis ve B. merdaein 16S rRNA dizisine gbre
Tannerella forsyhensis cinsine daha yakin oldugu gdésterilmistir (9).

Bacteroides fragilis grubu bakteriler, %20 safrada Ureyebilen,
kanamisin, vankomisin ve Kkolistin antibiyotiklerine direncli, hareketsiz,
soluk boyanan yuvarlak uglu, eni 0,5-0,8 um, boyu 1,5-9 um arasinda
degisen gram negatif basil ya da kokobasillerdir (Resim 1). Ozellikle Klinik
drneklerden ya da sivi besiyerinden hazirlanan preparatlarda pleomorfik
ve vakuolll gérintller belirgindir. Katalaz ve indol reaksiyonlari ile eskulini
hidrolize etme &zellikleri, tlrlere gbére degisiklik gdstermektedir. Diger
yandan hepsi sakkorolitik olup fermente edebildikleri seker cinsine gbére tlr
dizeyinde siniflandiriimaktadir. Bu grup bakteriler, anaerop ortamda 48
saatlik inkilbasyonun ardindan, koyun kanli besiyerinde 1—4 mm g¢apinda
yuvarlak, dizgin sinirli, konveks, gri-beyaz renkli, hemoliz yapmayan

koloniler olustururlar (Resim 2) (10).



Resim 1. Gram y6ntemi ile boyanmis Bacteroides fragilis

Resim 2. Bacteroides fragilis'in %5 koyun kanli agardaki gértntisu



2.2.1.Bacteroides fragilis grubu Bakterilerin Enfeksiyonlarinin

Patogenezi

2.2.1.1. Konaga ait faktorler:

Bacteroides fragilis grubu bakteriler kolon florasinin blyik ¢ogunlugunu
olusturmakta, az oranda kadin genital organlarinda, nadiren agiz boslugu
ve Ust solunum yollari florasinda yer almaktadirlar. Travma, cerrahi, kesici
ve delici alet yaralanmalari, organ perforasyonlari, iskemi gibi nedenlerle
mukoza bitinliginin bozulmasi halinde bu bakteriler dokulara veya
dolagsima gecerek enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Bu sirada,
bakterilerden dogrudan veya kompleman aktivasyonu ile uyarilan polimorf
ndveli |6kositler (PNL), anaerop bakterileri 6ldurebilmektedir. Ayrica
dolagimda bulunan antikor ve kompleman sistemi devreye girerek
bakteriyemi gelisimini dnlenmektedir (1, 9).

2.2.1.2 Viriilans Faktorleri

Enfeksiyonun baslangici genellikle konak faktérlerine bagdli olmakla
birlikte, enfeksiyonun prognozunda bakterilerin virGlansi &nemli rol
oynamaktadir. Anaerop enfeksiyonlarinda en sik izole edilen B. fragilis
tirinin BFG bakterilerinin diger Gyelerine gbére daha fazla virllans
6zelliklerine sahip oldugu bilinmektedir. Patogenezde énemli yere sahip
virllans faktérleri dért ana baslikta incelenebilir (11-14).

1. Kolonizasyonu saglayan ylizey yapilari

Kapsul: Kolonizasyon ya da enfeksiyon icin epitel hicrelerine tutunabilme
yetenedi 6nemlidir. B. fragilisin kapsil yapisiyla barsak mukozasina
baglanabildigi, bdylece barsagin peristaltik hareketlerinden ve diski
olusum slrecinden etkilenmedigi anlasilimistir (14).



Lipopolisakkarit (LPS): Bacteroides fragilis grubu bakteriler, apse
olusumuna katki saglayan lipopolisakkarit tabakasina sahiptirler. Ancak
Lipid A kompozisyonundaki farklihk nedeniyle LPS’nin enterik
bakterilerilerinkine gbére daha zayif etki olusturdugu gdésterilmigtir (13,14).

Dis zar proteinleri: Bacteroides fragilis grubu bakterilerinin kendilerine
6zgl disg zar proteinlerine sahip olduklari saptanmistir. Proteinlerin
kompozisyon ve miktarinin Ureme kosullarina bagli olarak degistigi,
ortamda demirin bulunmasinin, bakterinin Gremesinde ve protein profilinin
belirlenmesinde blylk paya sahip oldugu go6rilmistir. Enfeksiyon
slrecinde demiri kullanma konusunda bakteri ile konak arasinda blyUk bir
yarisma bulunmaktadir. Demir bulunmayan ortamlarda B. fragilis
dretildiginde, G¢ protein yapiminin baskilandigi, bu proteinlerden
IROMP’In antikor yapimini indiklemede énemli isleve sahip oldugu tespit
edilmistir (14).

Pilus ve Lektin: Ozellikle kapsiilsiiz suslarda epitele tutunmadan

sorumlu diger dnemli faktérlerdir (14).

2- invazyon

Epitel ylzeyine tutunan bakterinin enfeksiyon olusturmak igin izleyecegi
ikinci agama invazyondur. Bakterilerin salgiladiklari enzimler invazyonda
6nemlidir (11). Bacteroides’ler invazyona yardim eden, doku hasar
olusturan ya da bakteriyi konak savunmasindan koruyan degisik bir¢ok
enzim Uretmektedir. Bunlara érnek olarak heparinaz, kondroitin silfataz,
kollajenaz, hyallronidaz, néraminidaz, heparinaz ve fibrinolizin verilebilir.
BFG bakterilerin blylk cogunlugu B laktamaz ve diger antibiyotikleri
inaktive eden enzimleri Ureterek penisilin ve tlrevleri basta olmak Uzere

pekcok antibiyotige kargi direng geligtirirler (11,18).



3- Enfeksiyon alaninda cogalma ve konagin savunma sisteminden

kacma

Periton bosluguna gecen BFG bakterilerinin olusturdugu inflamatuvar
yanita bagli olarak sizan plazma, bakteri etrafinda bir fibrin agi
gerceklestirmektedir. Bu fibrin agi, bakterinin yayilmasini dolayisiyla
bakteremiyi énlemekte ayni zamanda bakteriyi fagositozdan korumaktadir
(15). B. fragilis'in polisakkarit yapisindaki kapsuli de antifagositik 6zellige
sahiptir. Diger yandan BFG bakterileri birtakim protein ve kisa zincirli yag
asitleri Ureterek, fagositik hlicrelerin fonksiyonlarini bozmakta ve konagin
savunma sisteminden kagabilmektedirler (16, 17).

4- Salgilanan toksinler

Bazi B. fragilis kbkenleri, 6zellikle cocuklarda sekretuvar tipte ishale neden
olan, frajilizin adi verilen i1siya duyarli metallo-enzim yapisinda sitotoksik
etkiye sahip enterotoksin salgilamaktadirlar (19).

2.3. Bacteroides fragilis grubu Bakterilerin Neden Oldugu

Enfeksiyonlar

Herhangi bir nedenle mukoza bitinliginin bozulmasi durumunda,
siklikla barsak veya jinekolojik cerrahi sonrasinda batin-i¢i enfeksiyonlari
gelismektedir. Karaciger apsesi, apendisit, Kkolesistit, peritonit ve
intraabdominal apse gibi batin i¢i enfeksiyonlarinda, cerrahi yara, diyabetik
ve dekubit Ulserleri gibi deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda, BFG
bakteriler, anaerop etkenler icinde birinci siray1 almaktadir. Bu bakteriler,
daha az siklikla, beyin apsesi, menenjit, kronik otit veya sindzit



yapabilmekte, akciger apsesi, endometrit, servisit, osteomyelit gibi
birtakim enfeksiyonlara yol agcmakta, mortalitesi yiksek bakteriyemilerin
olusmasina neden olabilmektedirler. Bitin bu enfeksiyonlarda B.fragilis
birinci siklikta izole edilmektedir. Diger yandan enterotoksijenik B.fragilis
kdkenleri 6zellikle 1-5 yas arasindaki c¢ocuklarda sulu ishale neden
olabilmektedir (1,19).

2.4. Bacteroides fragilis grubu Bakteri Enfeksiyonlarinin Laboratuvar

Tanisi

Diger anaeroplarda oldugu gibi BFG enfeksiyonlarinin tanisi zahmetli ve
zaman alicidir. Tanida basarili sonuglar alabilmek igin, uygun &6rnegin
alinmasi, laboratuvara uygun sekilde ve kisa sirede gdnderilmesi,
laboratuvarda gerektigi gibi isleme alinmasi, anaerop inklbasyon
kosullarinin saglanmasi ve uygun tanimlama yoéntemlerinin secilmesi
gerekmektedir (20).

Normal flora ile kontamine olan 6&rneklerden anaerop kultar
yapmanin herhangi tanisal degeri bulunmamaktadir. Anaeroplarin Kultart
icin uygun olanlar, normalde steril vicut sivilari, derin apselerden enjektér
ya da igne ile alinan aspirasyon 6rnekleri veya doku biyopsi érnekleridir.
Orneklerin ekiivyonla alinmasi dnerilmemektedir, ancak sadece ekiivyonla
alinabiliyorsa, mutlaka oksijenden yoksun anaerop ortamin saglandigi

transport sistemlere konulmasi gerekmektedir (10,20).

Doku 6&rneklerinin veya enjektoérle alinan &6rneklerin  (6ncelikle
drneklerin alinmasi esnasinda ¢ekilen hava siringadan atiimalidir),
anaerop transport besiyerine aktarilarak oda 1sisinda laboratuvara
nakledilmelidir (10).

Laboratuvara goénderilen 6rneklerden uygun besiyerlerine ekim
yapilmali ve boyall preparat hazirlanmalidir. Gram boyali preparatlarin;

inflamatuvar hulcreler ve bakterilerin varhgi, bakteri morfolojisindeki



farkhliklar, sekil, buytklik ve dizilimleri hakkinda verdigi bilgiler tani igin

birer ipucu olabilmektedir (10).

Anaerop bakteri enfeksiyonlarinin genellikle farkli morfolojiye sahip
bakteriler ile olugsmasi nedeniyle klinik 6rneklerin, taze hazirlanmis
kanamisinli-vankomisinli veya safrali agar gibi secici besiyerlerine ayni
zamanda secici olmayan besiyerlerine ekilmesi &nerilmektedir. Ekilmis
plaklarin 35-37 °C’'de, 48 saat anaerop ortamda inklibe edilmesi, bu
inkibasyonun sonunda plaklarda 0Oremenin olmamasi durumunda
inkilbasyona 5 gin daha devam edilmesi gerekmektedir. Sivi
besiyerlerinin inklbasyonu 7 giin olmali ve her gliin takip edilmelidir (10).

Kultdrlerin ~ inkObasyonunda  kullanilan  degisik  sistemler
bulunmaktadir. Bu amacla; anaerop kabinler, kavanozlar (GasPak, gaz
doldurulabilir kavanozlar) ve plastik torbalar kullaniimaktadir (10).

Kultdrlerde olusan kolonilerin &zellikleri (¢cap, sekil, renk, ylzey
6zellikleri, hemoliz olup olmadigi) incelenip, her bir farkli koloninin gercek
anaerob olup olmadigi aerotolerans testi ile belirlenmelidir. Aerotolerans
testi sonucuna gbére zorunlu anaeroblardan Gram boyama ydnteminde,
soluk ve diizensiz boyanan, tek ya da ciftler halinde bulunan, yuvarlak uglu
gram negatif basil ya da kokobasiller, BFG bakteriyi dislindirmektedir.
Tanimlama amaciyla kullanilan kanamisin, vankomisin ve kolistin
antibiyotiklerine direncli olan bu bakterilerin biyokimyasal &6zelliklerine,
karbonhidratlari fermente etme durumlarina gére tir dizeyinde
tanimlanmalari yapilmaktadir. Bu testlerin yeterli olmadigi durumlarda
veya arastirmalarda gaz-likit kromotografisi ile metabolizmalari sirasinda
olusan UrUnler veya bakteri yag asitleri kompozisyonu tayin edilerek veya
molekdler testler ile bakteri icin 6zgin kisimlarin gen dizisi belirlenerek

daha ileri tanimlamalar da yapilabilmektedir (9).

Bakteriyemi, eklem enfeksiyonlari, protez  enfeksiyonlari,

osteomyelit ya da beyin apsesi gibi 6zel durumlar disinda, rutinde



antimikrobiyal duyarlilik testinin yapilmasi birgok hasta izolati igin
gerekmeyebilir. Antimikrobiyal duyarhlik testinin yapilmasinin gerekli
oldugu durumlarda CLSI (M11-A7)'nin 6nerdigi agarda dilisyon ya da
sivida dilisyon ydntemleri kullaniimalidir. Agarda dilisyon yéntemi tim
anaerop bakteriler igin uygulanabilir iken, sivida dilisyon sadece BFG
bakteriler i¢cin dnerilmektedir. Her iki ydntemin de zor, zahmetli ve zaman
alicc  olmalari nedeniyle daha c¢ok surveyans arastirmalarinda
kullaniimalari tercih edilmektedir (21).

Acil ve 6zel durumlarda, CLSI tarafindan énerilmeyen ancak FDA
tarafindan onaylanan E-test yOntemi antimikrobiyal duyarliigin
saptanmasi icin kullanilabilmektedir (22).

2.5. Antimikrobiyal Tedavi

Bircok laboratuvarda rutinde, anaerop bakterilerin antibiyotiklere duyarlilik
testleri yapilmamakta ve enfeksiyonlarin tedavisine ampirik olarak
baslaniimaktadir. Bacteroides fragilis grubu bakterilere kargi en etkili
antibiyotikler, karbapenemler, metronidazol, kloramfenikol, B-laktamaz
inhibitérl  B-laktam  antibiyotikler,  yeni  tlrev  kinolonlar ile
sefalosporinlerden sefoksitin ve sefotetan'dir. Ancak, ginimizde bu
antibiyotiklere kargl da direng gelisimi bildirilmektedir (23).



2.5.1. Bacteroides fragilisgrubu Bakterilerde Antibiyotiklere Karsi

Diren¢c Mekanizmalan

2.5.1.1. B-laktam antibiyotiklere direnc

B—Ilaktam grubu antibiyotikler, penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler ve monobaktamlar olmak Uzere dért grupta toplanmistir.
Bu antibiyotiklere kargi direng U¢ mekanizma ile gelismektedir. Bunlar,
penisilin baglayan proteinlerde degisikligin olusmasi (BFG’lerdeki B-laktam
antibiyotiklerin  baglandiklari proteinler genellikle PBP2Bfr'dir), dig
membran proteinlerinde (OMP) olugsan degisikliklere bagl gecirgenligin
azalmasi ve B-laktamaz Gretimidir. Bazi B. fragilis kdkenlerinde B-laktamaz
aretimi ile gecirgenligin azalmasi birlikte gérilebilmekte ve bu ylksek
dizeyde dirence neden olmaktadir (24—26).

Bacteroides fragilis grubu bakterilerde iki tip B-laktamaz enzimi;
molekdiler sinif A'da bulunan kromozomal B-laktamazlar ile molekuler sinif
B'de bulunan kromozomal B-laktamazlar Uretilebilmektedir (24).

Bunlardan penisilin ve sefalosporinlere kargi direng gelisimine yol
acan molekuler sinif A B-laktamazlar Bacteroidesler arasinda yaygin
olarak bulunmaktadir. Sinif A B-laktamazlar, aktif bélgelerinde serin tagirlar
ve sefalosporinaz geni (cepA) tarafindan kodlanirlar. Klasik B-laktamaz
inhibitérlerinden etkilenirler. Penisiline direngli ilk olgu 1966°da, sefoksitine
direncli olgu ise ilk kez 1983’te bildirilmistir (24, 25) .

Bacteroides fragilis grubu bakterilerde daha az siklikla bulunan ve
karbapenem direncinden sorumlu B-laktamazlar, molekiler sinif B'de,
Bush siniflamasinda grup 3a'da yer almaktadirlar. Aktif bdlgelerinde Zn*@
bulunduran metallo-B-laktamaz yapisindaki bu enzimler, EDTA varliginda

inhibe olurken, klasik B-laktamazlar inhibitérlerinden etkilenmezler.



Monobaktamlar disinda, karbapenemler de dahil olmak Uzere tim -
laktamlari hidrolize ederler (27). Direngten sorumlu gen, cfiA olup
kromozomda yer alirlar. cfiA direng geni, 'sessiz' olabilecegi gibi degisik
dlzeylerde metallo-B-laktamaz ifade edebilir. Insertion Sequences (IS)
elementi adi verilen hareketli bir DNA parcasinin sessiz cfiA geninin
hemen 6n kismina eklenmesiyle, diren¢ geni uyarilarak enzim Uretimine
baslayabilmektedir. Sessiz cfiA genini uyaran IS elementleri arasinda
1S942, 1S1169, 1S1186, 1S1187, 1S4351 sayilabilir (24, 28, 29).
Karbapenem direncli ilk olgu 1983’te bildiriimis olup, ginimizde direng
%1 -4 oraninda degismektedir.

BFG bakterilerdeki monobaktam direnci, antibiyotigin PBP'lere olan
zay|f affinitesinden kaynaklanmaktadir (4).

B laktam-f laktamaz inhibitérli antibiyotikler BFG bakteriler Gizerine
etkili olup cilt, yumusak doku, jinekolojik ve batin ici enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilmektedir. Sefaperazon-sulbaktam, piperasilin-
tazobaktam, tikarsilin-klavulanik asit ve ampisilin-sulbaktama direng BFG
bakterilerinde yaklasik % 0,5 oraninda bildirilmigtir (30).

2.5.1.2. 5-nitroimidazole karsi direnc¢

Bacteroides fragilis grubu bakterilere etkili olan diger antibiyotik
metronidazol, 5- nitroimidazol tdrevidir ve glcli anaerobisidal etkiye
sahiptir. Metronidazol, bir 6n ilag olup ilacin etkin hale ge¢cmesi igin nitro
grubunun indirgenmesi gerekmektedir. BFG bakterilerdeki 5-nitroimidazol
direncinin, nim (A-E) olarak adlandirilan direng genleri tarafindan kodlanan

'nitroimidazol rediktaz' enzimine bagli oldugu gésterilmistir (31, 33).

Nitroimidazol rediktaz enzimi, nitro grubunun indirgenmesini
6nlemekte ve  metronidazoliin  bakterisidal  etkinligini  ortadan
kaldirmaktadir. nim genleri plazmid ya da kromozomlar tarafindan
kodlanabilmektedir (33). Metronidazol nim direng genlerinin, hareketli DNA

pargalari olan Insertion Sequences (IS) elementleri (1S942, 1S1168,



IS1169, IS1170, I1S1186, 1S4351) ile iligkili oldugu gdsterilmistir (32, 34).
BFG bakterilerde, nim genlerinin var olmasina kargin, metronidazol duyarli
olarak tanimlanan diisiik minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
saptanabilmektedir. Bu durum, kbékenlerde nim genlerinin ifade
edilemedigini ya da ¢ok disuk duzeylerde ifade edildigini gbstermektedir.
nim genlerinde olusacak bir mutasyon ile ya da IS elementinin nim gen 6n
bblgesine eklenmesiyle, sessiz olan nim geni uyarilarak enzim Uretimine
neden olup, bakteriyi metronidazole direngli hale getirebilecektir (35, 36).
Metronidazole direncgli ilk olgu 1978’de bildiriimis olup direnc orani

glindmuizde halen %1’in altindadir (4).
2.5.1.3. Diger antibiyotiklere karsi diren¢

Kloramfenikol direnci

Bacteroides fragilis grubu bakterilerde kloramfenikol direncine,
kloramfenikoliT modifiye eden ' kloramfenikol asetil transferaz-CAT '
enziminin sentezi neden olmaktadir. Modifiye olan kloramfenikol ribozoma
baglanamayip etkisini gésteremez. Bacteroides fragilis grubu bakterilerde

kloramfenikol direnci %1'in altindadir.

Kinolon direnci

Kinolonlarin anaerob bakterilerde pek etkili olmadiklari, ancak son yillarda
yeni elde edilen UrlOnlerin iyi sonuglar verdigi bildirilmektedir. Direng
gelisimi, gecirgenliginin azalmasi sonucu antibiyotigin bakteri igine
girememesine baglanmaktadir (4).



Aminoglikozid direnci

Anaerop bakterilerde elektron transport sistemi bulunmadigindan, bu
sistem ile hicre igine girebilen aminoglikozitlere anaerob bakteriler dogal
olarak direnglidirler (4).

2.5.2. Bacteroides fragilis grubu Bakteriler ve Insertion Sequence (IS)

elementleri

IS elementi, ilk kez 1978'de tanimlanan, 2.5 kb'den kiguk, basit bir
genetik organizasyona sahip, hedef DNA’ya bircok bdlgeden eklenebilme
yeteneginde olan bir transpozondur. Bakteri kromozomu, plazmid ya da
bakteriyofaj genomunda bulunabilir ve vyer aldiklari DNA dizisi
cogaldiginda cogalabilirler. Ters tekrarlarin olmasi ve hareketi saglayan
transpozaz enzimini kodlayan bir genin bulunmasi en énemili iki 6zelligidir.
Yetmis bakteri cinsinin 159 tldrinden 500°den fazla IS elementi
tanimlanmig ve genetik organizasyonlari, transpozaslardaki benzerlik,
terminal kisim ile hedef bdlgeye olan &zgulliklerine gbére 17 aileye
ayrilmiglardir. IS elementleri kapsadiklari genlerle beraber, bulunduklari
DNA bdélgesinden yine ayni DNA (zerinde farkh bir bdlgeye hareket
edebildikleri gibi; plazmid ya da bakteriyofaj ile bir baska bakteriye
tasinabilirler. 1S elementlerinin ¢cogunun komsu gen ifadesini uyardigi
gOsterilmigtir (34).

Bacteroides fragilis grubu bakterilerde, 15942, 1S1168, 1S1169,
IS1170, 151186, 1IS1187 ve 1S4351 gibi IS elementleri tanimlanmistir.
1S942 ve IS1170, IS4 ailesine; IS1168, IS1169 ve 1S1186, IS5 ailesine;
1S4351 ise 1S30 ailesine Uyedirler (28, 29, 32, 34).



1S942, 1IS1186 ve 1S1187 karbapenemlere direngli kbkenlerde ccrA
ve cfiA direng genlerinin, 1IS1170 ise metronidazole direncli kbkende nim C
diren¢g geninin hemen 6ninde yer almaktadir. Diger elementlerden
IS1186’nin nimA, 1S1169’un ise nimD diren¢ genlerinin én bdlgesinde
bulunduklari gézlenmistir (32).
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Resim 3. cfiA ile IS elementinin birlikteliginin sematize hali



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER:

3.1.1. Standart kokenler:

Bacteroides fragilis ATCC 25285

Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741

B. fragilis nimA (nimA, 151186 ve 1S4351 (+) kontrol kbkeni) *
B. fragilis nimB (nimB ve 1S1168 (+) kontrol kdkeni) *

B. fragilis nimC (nimC ve 1S1170 (+) kontrol kékeni) *

B. fragilis nimD (nimD, 1S1169 ve 1S942 (+) kontrol kdkeni) *
B. fragilis nimE (nimE (+) kontrol kdkeni) *

N o kR Db~

* B. fragilis nim A,nim B,nim C,nim D ve nimE (+) kontrol kbkenleri
Prof.Dr. Elizabeth Nagy (Szeged Universitesi, Klinik Mikrobiyoloji
Enstitlist, Szeged, Macaristan) tarafindan temin edilmigtir.

3.1.2. Besiyeri:

1. % 5 koyun kanl Columbia agar (bioMérieux-France)
2. Brucella buyyon (Becton Dickinson)

3. Brucella agar (Becton Dickinson)

4. Tiyoglikolatli buyyon (Oxoid)

5. Modifiye Lombard-Dowell Agar



Zenginlestirilmis Brucella Buyyon (21):

Brucella buyyon tozu 28 gr
Hemin stok solisyonu 1 ml
K vitamin (1/10’luk sulandirimdan) 1 ml

1000 ml distile su ile karisim ¢dzlUlinceye kadar isitilip, ardindan
sogutularak pH élcimi yapilmis (pH:7.2—7.4) ve cam tlplere 2,5 ve 4,5 ml

olacak sekilde konulup, otoklavda 15 dakika steril edilmigtir.

Zenginlestirilmis Brucella Agar (21):

Brucella Agar tozu 43 gr

Hemin stok solisyonu 1 ml
K vitamini (1/10’luk sulandirimdan) 1 ml

1000 ml distile su ile karisim ¢dzlUlinceye kadar isitilip, ardindan
sogutularak pH élcimi yapilmis (pH:7.2-7.4) cam balonlar icinde
otoklavda 15 dakika steril edilmigtir. Besiyerinin 50°C’ye kadar sogumasi
beklenildikten sonra Gzerine %5 oraninda koyun kani eklenmigtir.

Tiyoglikolatlh Buyyon (21):

Rezasurinsiz Tiyoglikolatli buyyon tozu 30 gr
Hemin stok solisyonu 1 ml
K vitamin (1/10’luk sulandirimdan) 1 ml

1000 ml distile su ile karisim ¢6zulinceye kadar isitilip, ardindan 5’er ml
cam tlplere konularak otoklavda 15 dakika steril edilmistir. Besiyerine
ekim yapilmadan 6nce her tipe 0.25 ml sodyum bikarbonat stok

solisyonu eklenmistir.



Modifiye Lombard-Dowell Agar (38 nolu kaynaktan laboratuvarimiza

uygun sekilde modifiye edilmigtir)

Triptikaz 5 gr Maya 6z0ti 5 gr
Sodyum klorid 2.5gr Sodyum sulfit 0,1 gr

L- triptofan 0,2 gr Hemin stok sollsyonu 1
mi

L- sistin 0,4 gr K vitamini ¢calisma soltsyonu 1
mi

Agar 20 gr Distile su 1000 ml

Gerekli maddeler tartildiktan sonra karistiriimig isitilarak eritilmis (suda
c6zinmeyen L- tiptofan ve L-sistin karigsima eklenmeden énce 2’ser ml 1
N NaOHda c¢oézdurilmustir) ve pH 7,4e ayarlanmig, 100°er ml cam
balonlara ayrilmigtir. Farkli sekerlerden 0,3 gr farkh balonlara eklenerek
115 °C’de 10 dakika otoklavlanmigtir. Ardindan besiyerinin 50 °C’ye kadar
sogumasi beklenmis, hicre kdlturleri igin kullanilan 24 kuyucuklu steril
plastik kaplarin herbir kuyucuguna 1’er ml besiyerinden konulup,
katilagmaya birakilmistir.

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler, diskler, kitler:

1. Vankomisin disk (5 ug)

2. Kanamisin disk (1000 ug)
3. Kolistin disk (10 ug)

4. Anaerogen (Oxoid)

5. Karbonhidratlar (Trehaloz, Salisin, Ksilan, Arabinoz, Sellobiyoz,
Ramnoz) ( Sigma)

6. Triptikaz (BD Bacto)

7. Maya 6zutu (Fluka)



8. Sodyum klorit (Merck)

9. Sodyum sulfit (Merck)

10.L- triptofan (Sigma)

11.L- sistin (Sigma)

12.Hemin stok solUsyonu (5 mg/ml) (Fluka)

13.Ky vitamini stok (10 mg/ml) ve calisma (1 mg/ml)
solUsyonlari (Konakion-Roche)

14.Sodyum hidroksit (Merck)

15. Bromtimol mavisi (Aldrich)

16.Rapid ID 32 A (bioMérieux- France)
17.Nit1 + Nit2 (bioMérieux- France)

18.James (bioMérieux- France)

19.FB (bioMérieux- France)

20.Suspansiyon besiyeri (bioMérieux- France)
21.Hidrojen Peroksit (Merck)
22.Paradimethylaminocinnamaldehyde (Aldrich)
23.Metronidazol toz (Sigma)

24.imipenem toz (Merck)

25.Meropenem toz (Zeneca)

26.%95 etil alkol (Sigma)

27.PBS pH:7,2

28.Dimetil sulfoksit (Fluka)

29.% 5 Na,CO3 (Merck)

30. Distile su

31.NaHCO3; (Merck)

32.Defibrine koyun kani



33.NaOH ( Merck)
34.HCI (Merck)
35.EDTA ( Sigma)
36.Tris-HCI ( Sigma )
37.Agaroz ( Sigma)

38. Etidyum bromid ( Sigma )

Hemin stok soliisyonu (10):

0.1 gr hemin, 2 ml 1 N NaOH ile ¢6zildu, Uzerine 20 ml distile su
eklendi, 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Stok sollsyon 4—-8°C’de, isiktan
korunacak sekilde saklandi.

K, vitamini stok soliisyonu (10):

0.2 ml Ky vitamini, 20 ml % 95’lik etanole eklendi. Stok sollisyon 4-—
8°C’de, koyu renkli sisede saklandi. 1/10’luk sulandirimi ¢alismada
kullanildi.

Sodyum bikarbonat stok sollisyonu (21):

2 gr NaHCO3 100 ml distile suda ¢6zuldl, 0.2 um’lik filtreden gecirilerek

sterilize edildi. Stok sollsyon ¢alismanin yapilacag! gin hazirlandi.
Bromtimol mavisi ayiraci (38):

1 gr toz bromtimol mavisi 100 ml etil alkolde ¢dzuldU.

indol ayiraci (10):

1 gr paradimethylaminocinnamaldehyde 100 ml %10’luk HCl'de
¢6zuldl. 4-8°C’de, koyu renkli sisede saklandi.



3.1.4.
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PZR Malzemeleri:

. 100 bp Ladder DNA ( MBI Fermentas )

A DNA ( MBI Fermentas )

6 x Loading Dye ( MBI Fermentas )

5XTBE tampon ( Tris, EDTA, Borik asit)

1xTBE tampon ( Tris, EDTA, Borik asit)

2x PCR Master karisimi ( MBI Fermentas )

DNaz - RNaz icermeyen distile su ( MBI Fermentas )

0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 ml'lik ependorflar ( DNaz -RNase icermeyen )
(AXYGEN)

Sari ve mavi pipet uclan (500, 200, 100 ul) ( DNaz -RNase
icermeyen) (AXYGEN)

10.Beyaz pipet uglari (2 yl ) ( DNaz -RNaz Free ) (USA-SCIENTIFIC)
11.Eldiven ( Beybi )
12.cfiA, nim, 1S1169, 1S1170, 1S1186, 1S1187, 1S4351 revers ve

3.1.5.

9.

© N o O kb~

forward primerleri (IDT-Integrated DNA Technologies, USA)

Kullanilan araclar, aygitlar:

AnaeroGen bag, AnaeroGen box (Oxoid)
Anoxomat cihazi (Mart® Microbiology B.V.)
Etlv ( Binder, Dedeoglu )

Isik mikroskobu ( Olympus)

Otomatize sistemler-miniApi (bioMérieux)
Vorteks ( Elektromag, Yellow line )
Santrifdj ( Hettich )

Kaba terazi ( Scaltec)

Su banyosu ( Elektromag )

10.pHmetre cihazi ( Hana instruments )

11.0Otoklav (Hirayama )



12.Pastor firni ( Kermanlar, Elektro mag )

13.Mikrodalga firin ( BEKO )

14.Termal Déngl Cihazi (Techne, BIO RAD)

15. Elektroforez tanki ve cihazi ( Biometra )

16. UV goérintdleyicisi ( Vilber Lourmant )

17. (- 20 °C) Derin dondurucu ( Arcelik, Ugur)

18.(- 45 °C) Derin dondurucu ( Fiocchetti )

19.Buzdolabi ( Argelik )

20.Tek kanalli otomatik pipet (Socorex, Thermo)

21.Pastor pipeti

22.Deney tipl

23.Pipet ucu (Sari, mavi, beyaz )

24.Sporlar

25. Steril plastik ve cam petri, cam balonlar, otomatik ve cam pipetler,
lamlar

26.24 kuyucuklu hlcre kultar plaklar

3.2. YONTEMLER:

Marmara Universitesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari
stoklarinda bulunan, 1997-2008 yillari arasinda klinik &rneklerden
enfeksiyon etkeni olarak izole edilmis BFG bakteriler calismaya
alinmistir. Calisma, Marmara Universitesi Tip Fakultesi Arastirma Etik
Kurulu'nun 06.11.2008 tarihli onayr alinarak yapilmigtir (MAR.
YC.2008,0231). Ornegin cinsi, gdnderilen servis veya poliklinik gibi
hastaya ait bazi bilgiler hastane bilgisayar sisteminden alinmistir.

3.2.1. Bacteroides  fragilis  grubu Bakterilerin

Tanimlanmasi

“Skimmed Milk” besiyerinde, derin dondurucuda, -80°C’de stoklanmis olan

bakterilerden %5 koyun kani bulunduran besiyerlerine ekilmis anaerop



ortamda, 35-37°C'de, 48 saat inkibe edilmistir. Kllttrlerde olusan koloni
morfolojisi, Gram boyanma &zellikleri, biyokimyasal reaksiyonlari,
antibiyotik tanimlama disklerine duyarliliklarina gére bakteriler tar
dizeyinde ayirt edilmeye calisiimigtir.

Aerotolerans testiyle zorunlu anaerop olduklari teyid edilen, soluk
ve dizensiz boyanan, gram negatif basil veya kokobasil morfolojisine
sahip bakteri kolonilerinden kanl agara yayilarak Gzerine yerlestirilen 5 ug
vankomisin, 1000 pg kanamisin ve 10 pg kolistin disklerine ('An-ident
Discs' -Oxoid) anaerobik ortamda, 35-37°C’de, 48 saat inkUbasyon
sonrasl direncgli olan bakteriler BFG olarak degerlendirilmistir. Bakterilerin
katalaz (%3 H>Oz'den O, ve H>O olusturan) enziminin varligi ve indol
aciga cikarma Ozellikleri arastirilmis, klasik yéntemlerle karbohidratlar
kullanma, rapid ID 32 A (bioMérieux- France) ile ise biyokimyasal
6zelliklerine bakilarak bakteriler tir dizeyinde tanimlanmistir.

Klasik karbonhidrat testinde, bakterinin arabinoz, sellobiyoz,
trehaloz, ksilan, ramnoz ve salisini kullanma 6zellikleri arastiriimistir, bu
amacla laboratuvarimiz kosullarina uyarlanmig, herbir bakterinin kendi
reaksiyonunu degerlendirmek igin hlcre Kkaltari plaklarina dékdlmis
Lombard-Dowell besiyeri kullanilmistir (38). BFG olarak tanimlanan her
bakterinin, %9'luk steril tuzlu su ile Mc Farland 1 bulanikhdina gére
hazirlanan sltspansiyonlarindan farkli seker bulunduran herbir kuyucuga
5'er ul damlatilmigtir. Plaklar 35—-37°C'de 48 saat anaerop ortamda inkiibe
edildikten sonra, kuyucuklara 1'er damla bromtimol mavisi ayiraci
damlatilarak asit olusum arastirilmistir. Ayirag, asidik ortamlarda sari, pH 7

ve Uzerindeki ortamlarda yesil renk almaktadir (Resim 4).

Bakteriler ayrica, dehitrate edilmis substratlari tasiyan, toplam 29
parametrenin degerlendirildigi rapid ID 32 A (bioMérieux- France) ile test
edilmis, ortaya cikan metabolik Urlnlere gbére tanimlanmigtir. Anaerob
ortamda Uretilen bakterilerden Mc Farland 4 bulanikhdina esdeger olacak

sekilde hazirlanan stispansiyondan her bir kuyucuga 55 pl eklenerek (Ureli



kuyucuk 2 damla mineral yag ile értGimUstir) aerob ortamda 37°C’de 4
saat inkibe edilmigtir. Bunlari takiben, Uretici firmanin énerdigi sekilde
kuyucuklara uygun ayiraclar ekleyerek acgiga c¢ikan reaksiyonlara goére

degerlendirmeye gidilmistir.

3.2.2. imipenem, meropenem ve 5-nitroimidazol duyarlihginin

saptanmasi (Agarda diliisyon yontemi)

CLSI'nin anaerop bakteriler igin énerdigi agarda dilisyon yéntemi (M11-
A7) ile bakterilerin antibiyotik duyarhliklari arastirilmigtir (21). Calismada
imipenem, meropenem ve metronidazol antibiyotikleri uygun sivilarda
cbzadurulip, 5120 ug/ml olacak sekilde stok sollGsyon hazirlandiktan
sonra ikiser misli azaltilarak hazirlanan seri sulandirimlari, %5 oraninda
koyun kani bulunduran hemin ve K vitamini ile zenginlestiriimis Brucella
agar ile 0.03 — 128 ug/ml arasindaki degerler elde edilecek sekilde
karistinimigtir (Tablo 1 ).

Tablo 1: Antibiyotiklerin sulandirimlari ve duyarlilik sinir degerleri

Antibiyotik Céziicil Sulandirirm Sulandirim arahigi MIK degerleri (ug/ml)

SIvISI (ng/ml) Duyarh Orta direncli Direncli
imipenem  PBS pH: 7,2 PBS pH: 7,2 0.03-128 <4 8 >16
Meropenem %5 Na,COs; Distile su 0.03-128 <4 8 >16
Metronidazol DMSO Distile su 0.03—-128 <8 16 >32

Calismaya alinan bakterilerin ve B. fragilis ATCC 25285, B.
thetaiotaomicron ATCC 29741 kontrol kokenlerinin kanli agardaki 48
saatlik taze kulttrlerinden tiyoglikolatll sivi besiyerine ekim yapilmig, 35°
C'de 24 saat anaerob ortamda inkibe edilmistir. Elde edilen kultlirden
Brucella sivi besiyerine Mc Farland 0,5 bulanikhdina gelinceye kadar

eklenmig, daha sonra olusan bu bakteri sispansiyonundan 500 pl, 4,5 ml



brusella sivi besiyerine aktarilarak 10 misli sulandirimi  yapilmstir.
Hazirlanan bu bakteri stspansiyonlarindan, disik konsantrasyondan
yUksek konsantrasyona dogru antibiyotik iceren Brucella agar plaklarina
10’ar ul inoklle edilmis, kurumasini takiben 48 saat, 35 °C'de anaerob
ortamda inklbe edilmigtir. Ayni zamanda bakteri sspansiyonlarindan,
inokUlasyonun baslanginda ve sonunda ikiger tane antibiyotik icermeyen
Brucella agara ekim yapilmig, birer tanesi aerob digerleri anaerob ortamda
inkilbe  edilmigtir, bdylece islem sirasinda veya Oncesinde
kontaminasyonunun olup olmadigi kontrol edilmistir (21).

Duyarhlik sonuglari CLSI (M11-A7) kriterleri gbz &6niine alinarak
degerlendirilmistir. Uremenin olmadigi veya cok silik gériinimde bir
dremenin oldugu ya da birka¢ klgcik koloninin bulundugu ilk sulandirim
minimal inhibitér konsantrasyon (MIK ) olarak kabul edilmistir (21).

3.2.3. Molekiler Yontemler

Bakteri DNA’sI elde etmek igin; negatif kontrol olarak B. fragilis (ATCC
25285), pozitif kontrol olarak B. fragilis nimA (nimA, 1S1186 ve 1S4351+),
B. fragilis nimB (nimB ve 1S1168 +), B. fragilis nimC (nimC ve IS1170+),
B. fragilis nimD (nimD, 1S1169 ve 1S942 +), B. fragilis nimE (nimE +)
kbékenlerinden ve calismaya alinan kékenlerimizden 4-5 koloni alinarak,
DNaz, RNaz bulundurmayan su (200 pl) icinde slUspanse edilmis
ardindan 20 dakika, 95 °C’de isitilmis ve 12.000 rpm’de, 2 dakika santrif(j
edilerek Ust kisim kullanilmigtir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile cfiA, nim,
IS elementlerinden; 1S1170, I1S1169, 1S1186, 1IS1187 ve 1S4351’e &6zel
“forward” ve “reverse” primerleri ile asagida belirtilen reaksiyon kosullari
kullanilarak direng genlerinin veya IS elementlerinin varligr arastirilmigtir
(Tablo 2 ). Elde edilen PZR Urinleri, etidyum bromid iceren %2’lik agaroz
jelde ve 1xTBE tamponu icinde 90 V’de 1 saat yUrGtiimis ve olusan
bantlar UV 15131 altinda g6zlemlendikten sonra yorumlanarak fotograflari
cekilmistir (39, 40).



Primerler

CfiA-3

cfiA

nim-3

nim-5

1S1169

IS1170

IS1186

1S1187

1S4351

Yén* DNAdizisi

R

M XV M 1V M IV M T M

Y]

*Yon; R- Reverse, F- Forward

5- GGTTGTTGATAACAATCATCCC -3’

5- TTTCCCTGTCGCAGTTATGG -3’
5- GACCAGCATTTCCGTTTGTG -3’

5 -ATGTTCAGAGAAATGCGGCGTAAGCG- 3’

5 -GCTTCCTTGCCTGTCATGTGCTC-3’

5-TGAGTCAGAGAATCGTG-3'
5-CGACTGATGTTATACAC-3’
5-CTTCTGTGTGTCATGAG-3’
5-GTGTTGAAGACATATCC-3
5-GAGAATCAATCGTCTCGCCTT-3'
5-CGCCACATTCGCCTTTGCCCGTA-3’
5-CGTATTGCAGAATGGTAAGTGC-3’

5-GTTCCACGTCGTGGTCCTGTTC-3’

5-TCTATTTTTGCAAACCATACCACTCATGG-3’

5-GTATCCAAGTCTTTTACGAGGTCGATT-3’

**Kyn; Kaynak

Kyn**

39

40

39

39

39

40

39

Reaksiyon

Karigimi

PCRMaster
karigimi 12,5 pl
cfiA-F 1 ul
cfiA-R 1l

DNA 1l
Distile su 9,5 l

PCRMaster
karigimi 12,5 pl
nim-3 1 ul
nim-51pl

DNA 1l
Distile su 9,5 l

PCRMaster
karigimi 12,5 pl
IS-F1u

IS-R 1yl

DNA 1l
Distile su 9,5 ul

Tablo 2: Direncg genleri, IS elementlerinin primer dizileri, PZR kosullar

Reaksiyon
Kosullari

94°C’de 2 dk
94°C’de 45 sn
65°C’de 45 sn } 35
72°C’de 45 sn /déngu
72°C’de 2 dk

95°C’de 2 dk
94°C’de 45 sn
42°C’de 45 sn 30

72°C’de 1 dk— dobngu

95°C’de 5 dk
94°C’'de 30 s
48°C’de 1 d& 35
72°Cde1d doénga
72°C’'de 10 dk



4. BULGULAR

Marmara Universitesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
anaerob Kkultirlerden Uretilip stoklanmig 66 BFG bakteri calismaya
alinmistir. Hastalarin servislere gére dagilimi irdelendiginde, bakterilerin
30°'u (%45) dahili bilimler, 29’u (%44) cerrahi bilimler, 7’si (%11) yogun
bakimda takip edilenlerden izole edilmistir. Bakterilerin cogunu batin igi
enfeksiyon etkeni olusturmakta, bunu ikinci siklikla yumusak doku
enfeksiyon etkenleri izlemektedir. BFG bakterilerinin izole edildigi klinik

orneklerin dagilimi Tablo 3'de gbsterilmistir.

Tablo 3. BFG bakterilerinin izole edildigi klinik érnek tirleri

Toplam
Materyal tiri n (%)
Batinigi aspirasyon sivisi 26 (39)
Yumusak doku 17 (26)
Kan 12 (18)
Diger steril viicut sivisi 10 (15)
Bronkoalveolar La_\{a_lj_ 1(2)
(Korunmus firga teknigi ile)
Toplam 66 (100)




Gram negatif pleomorfik, basil veya kokobasil gérinimli olan ve
kanamisin, vankomisin, kolistine direncli kékenlerin, klasik karbonhidrat
testleri (modifiye Lombard-Dowell besiyeri-Resim 3), katalaz ve indol
reaksiyonlari degerlendirilerek tlr duzeyinde tanimlanmalari yapilmigtir.
Tablo 4a ve 4b’de klasik yontem ile bakterilerin kullandigi karbohidratlar,

indol ve katalaz Uretme reaksiyonlari verilmigtir.

Klasik karbonhidrat testi ile kdkenlerin 48 B. fragilis, 10’u B.
thetaiotaomicron, 4G B. ovatus, 2’si B. uniformis, birer B. distasonis ve B.

vulgatus olarak tanimlanmigtir (Tablo 6).

Resim 4: Klasik karbonhidrat testi (Modifiye Lombard-Dowell agar)
Trehaloz iceren 2, 10 ve 13 numaral kuyucuklarda karbonhidrat
fermentasyonu olusmus iken diger kuyucuklarda olusmamistir. Trehaloz,

B. thetaiotaomicrorn’da pozitif iken B. fragilis'te negatifdir.



Kékenler Arabinoz Ramnoz Ksilan Salisin Sellobiyoz Trehaloz Katalaz indol

D1
D3
D4
D5
D6
D7
D11
D12
D13
D15
D16
D18
D19
D22
D23

D24

D25
D26
D27
D28
D30
D31
D32
D33
D35
D36
D37
D38
D39
D40
D41
D43
D44
D49
D52
D56
D58
D61
D62
D63

Tablo 4a. Klasik yéntemlerle; katalaz, indol olusturma ve karbonhidratlari

kullanma reaksiyonlarina gére BFG bakterilerin tanimlanmasi

+

+ +

+

+ + + + + + + + + + + + o+

+

+

+ + + + + + + + +F F + + F + +

+ + + + + +

Tar
. fragilis
. fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
fragilis
. fragilis
. fragilis

DD NI R D

. fragilis
B. vulgatus
B. fragilis
B. fragilis
B. fragilis
B. fragilis
B. thetaiotaomicron
B. fragilis
B. thetaiotaomicron
B. fragilis
B. fragilis
B. thetaiotaomicron
B. fragilis
B. fragilis
B. fragilis
B. fragilis
B. thetaiotaomicron
B uniformis
B. thetaiotaomicron
B. thetaiotaomicron
B. distasonis
B. fragilis
B. fragilis
B. ovatus



Kékenler Arabinoz Ramnoz Ksilan Salisin Sellobiyoz Trehaloz Katalaz indol

D64
D65
D66
D68
D70
D71
D73
D74
D75
D78
D83
D84
D85
D89
D90
D91
D92
D94
D96
D98
D99
D100
D101
D102
D103

Tablo 4b. Klasik yontemlerle; katalaz, indol olusturma ve karbonhidratlari

kullanma reaksiyonlarina gére BFG bakterilerin tanimlanmasi

+ + - + + + +
- - - - - - +
+ + + + + + +
- - - - - - +
+ + + + + + +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - - - +
+ + - + + + +
- - - - - - +
- - - - - - +
+ + - + + + +
- - - - - - +
- - - - - - +
+ + + + + + +
+ + + + + - -
- - - - - - +
- - - - + - +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - + - +
+ + - + + + +
- - - - - - +
- - - - + - +

+

+

Tar
B. thetaiotaomicron
. fragilis
. ovatus
. fragilis
. ovatus
. fragilis
. fragilis
. fragilis
. fragilis
B. thetaiotaomicron
B. fragilis
B. fragilis
B. thetaiotaomicron
B. fragilis
B. fragilis
B. ovatus
B. uniformis
B. fragilis
B. fragilis
B. fragilis
B. fragilis
B. fragilis
B. thetaiotaomicron
B. fragilis
B. fragilis

WWooHmohhomm

Bakterilerin tlr tayini, ayni zamanda rapid ID 32 A (bioMérieux-

France) ile de yapilmigtir. Klasik karbonhidrat testi ile rapid ID 32 A

(bioMérieux- France) karsilastirildiginda, her iki yéntem ile elde edilen

sonuglar %100 oraninda uyumlu bulunmustur. Alti kékende rapid ID 32 A

(bioMérieux- France) ile B. uniformis veya B.ovatus ayrimi yapilamazken;

katalaz testi ve klasik karbohidrat yontemiyle bakteriler arasinda ayirim

yapilabilmigtir. Tablo 5te her iki yénteme gére bu

tanimlanmalari verilmistir.

bakterilerin



Tablo 5. Rapid ID 32 A (bioMérieux- France) ile klasik ydntemlerin
B.uniformis/ovatus’'u tanimlamasi

Kékenler Rapid ID32 A Klasik yontemler ile
D49 B. uniformis/ovatus B. uniformis
D63 B. uniformis/ovatus B. ovatus
D66 B. uniformis/ovatus B. ovatus
D70 B. uniformis/ovatus B. ovatus
D91 B. uniformis/ovatus B. ovatus
D92 B. uniformis/ovatus B. uniformis

Rapid ID 32 A (bioMérieux- France) ile 66 BFG bakterinin; 48’i (%73) B.
fragilis, 10°’u (%15) B. thetaiotaomicron, 6’si (% 9) B. uniformis/ ovatus ve
1’er susu B. distasonis (%1.5) ve B. vulgatus (%1.5) olarak tanimlanmistir.
Tarlerin 6érnek sayilarina gére dagilimi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Ornek sayilarina gére BFG bakterilerin tiir dagilimi

BFG bakteri tart Klinik 6rnek sayisi n(%)
B. fragilis 48(73)
B. thetaiotaomicron 10(15)
B. uniformis/ ovatus 6(9)
B. distasonis 1(1,5)
B. vulgatus 1(1,5)
Toplam 66(100)

Kékenlerin hicbirinde metronidazol direnci saptanmazken, 4 kdken (%6)
imipeneme ve 5 kdken (%8) meropeneme direncli bulunmustur. Uc
kdkeninde (%5) meropeneme orta derecede duyarlilik gdsterdigi
saptanmistir. Her ¢ antibiyotige ait agar diliisyon yéntemi ile elde edilen
MiK sonuglari Tablo 7a ve 7b’de belirtilmistir.



Tablo 7a. imipenem, meropenem ve metronidazol ile yapilan agar

diliisyon yénteminde saptanan MiK degerleri

Kékenler ir_nipenem Meropenem Metronidazol
(n:66) MIK (ug/ml) MIK(ug/ml) MIK(ug/ml)
D1 0.5 4 1
D3 0.25 4 0.5
D4 0.25 2 0.5
D5 32 32 0.5
D6 0.5 4 0.5
D7 0.5 4 0.5
D11 0.5 0.125 0.5
D12 0.06 0.06 0.25
D13 0.25 0.06 0.5
D15 2 8 0.5
D16 0.5 4 0.5
D18 0.5 0.25 0.5
D19 0.06 0.06 2
D22 0.125 0.125 0.5
D23 0.25 0.125 1
D24 0.5 2 1
D25 0.06 0.125 0.5
D26 0.25 0.125 1
D27 0.125 0.125 1
D28 0.125 0.125 1
D30 0.125 0.06 1
D31 0.5 8 1
D32 0.25 0.25 1
D33 0.25 4 0.5
D35 0.06 0.125 0.5
D36 0.5 4 0.25
D37 0.5 8 1
D38 0.25 0.25 2
D39 0.25 2 0.5
D40 0.5 2 1
D41 16 64 0.5
D43 0.125 4 2
D44 0.5 0.25 0.5
D49 0.25 0.25 2
D52 1 0.5 1
D56 0.25 0.06 1



Tablo 7b. imipenem, meropenem ve metronidazol ile yapilan agarda
dilisyon yonteminde saptanan MIK degerleri

Kékenler imipenem Meropenem Metronidazol
(n:66) MiK (ug/ml) MiK(ng/ml) MiK(ug/ml)
D58 2 1 1
D61 2 0.125 2
D62 0.25 4 0.5
D63 0.125 0.06 2
D64 0.25 0.5 0.5
D65 0.25 0.125 2
D66 0.06 0.06 1
D68 0.125 0.125 0.5
D69 0.125 0.25 0.5
D70 0.25 0.125 2
D71 1 4 0.5
D73 0.06 0.125 0.5
D74 0.06 0.06 0.5
D75 0.25 2 1
D78 0.125 0.125 1
D83 16 64 1
D84 0.125 0.03 1
D85 <0.03 0.125 2
D89 16 32 1
D90 0.06 0.125 0.5
D91 0.125 0.25
D92 0.25 0.25 1
D94 0.06 0.125 0.5
D96 0.5 16 1
D98 0.25 0.25 0.5
D99 2 4 1
D100 0.125 0.06 2
D101 0.5 0.5 1
D102 0.25 4 0.5
D103 0.125 0.06 0.5
ATCC BF* 0.03 0.03 0.5
ATCC BT* 0.125 0.25 2

* B. fragilis ATCC 25285
** B.thetaiotaomicron ATCC 29741



Tlrlere gbére imipenem ve meropenem duyarliliklar incelendiginde
imipeneme direncli 4 kdken ile meropeneme direngli 5 kdkenin ( orta
dlzeyde direncli olan 3 kbkende eklendiginde 8 kdkenin) B. fragilis oldugu
g6ralmastar. ( Tablo 8)

Tablo 8. BFG bakterilerde tirlerin imipenem ve meropenem duyarhliklar

BFG IMP’e* IMP’e MEM'e

Turleri Du;iarll Direong:li N[l)il;/la?; ) Qrta _ é\)/:rEel\r?gi
(n) n (%) n (%) n (%) [;lrigsh n (%)
B. dis(t1a)sonis 1(100) 0 (0) 1(100) 0 (0) 0 (0)
B. fragilis 44 (92) 4 (8)
(48) 40 (83) 3 (6) 5(11)
B. thetaiotaomicron ~ 10(100) 0 (0)
(10) 10(100) 0 (0) 0 (0)
B. uniformis/ovatus 6 (100) 0(0)
(6) 6 (100) 0 (0) 0(0)
B.vzz/1g)aris 1 (100) 0 (0) 1(100) 0 (0) 0 (0)

*IMP, imipenem

*MEM, Meropenem

MiKso ve MiKgo degerleri imipenem igin 0.25 pg/ml ile 2 pg/ml,
meropenem icin 0.25 ug/ml ile 8 pg/ml, metronidazol igin 1 pug/ml olarak
saptanmigtir. Antibiyotik duyarlilik sonuglari ile MiKsy ve MiKgo degerleri
Tablo 9'da gbsterilmistir.

T::_lblo 9. BFG bakterilerin antibiyotiklerin duyarlilk sonuclari ve MiKso,
MiKgo degerleri

Antibiyotik Duyarlihk Sonuglari (n:66)

Duyarh Orta Direngli Direncli ; ;

() nem e ny MiKso (g/imi)  MiKso (ng/mi)
imipenem 62 (94) - (0) 4 (6) 0.25 2
Meropenem 58 (88) 3 (4) 5(8) 0.25 8

Metronidazol 66 (100) -(0) - (0) 1 1



Ayni zamanda imipenem, meropenem ve metronidazoliin MiKs, ve
MiKgo degerleri B. fragilis ile fragilis-disi BFG bakteriler olarak 2 grupta
irdelendiginde, B. fragilis kdkenlerinde karbapenemlere diren¢ oraninin
yaklasik %10 civarinda oldugu saptanmistir. Sonuclar Tablo 10’da
belirtilmistir.

Tablo 10. B. fragilis ve B. fragilis-disi BFG bakterilerin karbapenem ve
metronidazol igin MiKs, ve MiKgo degerleri

B. fragilis (n:48) Fragilis-disi BFG (n:18)
MiKso (ug/ml)  MiKgo ((ug/ml) Direng(%) MiKso (ug/ml)  MiKgo (ug/ml) Direng(%)
Metronidazol 0.5 1 0 1 2 0
imipenem 0.25 2 8 0.25 0.25 0
Meropenem 2 32 10 0.25 0.5 0

Karbapenemlere diren¢ durumu irdelendiginde, 4 kdken hem imipeneme
hem de meropeneme direncli, 1 kodkenin ise imipeneme duyarl,
meropeneme direngli oldugu bulunmustur. Direncli tim kékenler B.
fragilis'tir. Direncli kokenler, tirleri ve MIK degerleri Tablo 11’de
gOsterilmigtir.

Tablo 11. Karbapeneme direncli kdkenlerde tir ve MiK degerleri

Kékenler in_1ipenem Mqropenem
MIK(ng/ml) MIK(ng/ml)
D5 B. fragilis 32 32
D41 B. fragilis 16 64
D83 B. fragilis 16 64
D89 B. fragilis 16 32

D96 B. fragilis 0.5 16



PZR calismasinda karbapenem ve metronidazol direncinden
sorumlu tutulan cfiA ve nim genleri ile her iki diren¢ geniyle iligkili 1S

(Insertion sequences) elementi arastiriimigtir.

Kékenlerin hicbirinde nim genine rastlanmamistir. Atmis alti kbkenin
18’inde (%27) cfiA geni saptanmis ve cfiA geni pozitif kdkenlerin
tamaminin B. fragilis oldugu gérilmastar (Resim 5-6).

151187

23 24 235 26 27 26 20 30 31 32 33 34 33 36 37

14 15 16 17 15 19 20 21 253 24 25 26 27 25 29 30 31 32 33 34 35 36 57

Resim 5. cfiAve 1S1187

151187
123 4 56 - L + 7 8 9 10 111213141516 17 18 1920 21 22 23 2425 26 27 28 29

- r L - _w.fae -——

12 3 45 6 F - L + 89 10 111213 1415161718 19 2021 22 23 24 25 26 27 2829

Resim 6. cfiAve 1IS1187



Karbapenem diren¢ genlerine 6zgl primerler kullanildiginda elde edilen
PZR drinlerinin gercekten cfiA geni olup olmadigini saptamak igin dizi
analizi yapilmigtir. cfiA genine sahip kékenlerden birisi rastgele secilerek
(D37) elde edilen PZR drind, lontek firmasi tarafindan hem ileri hem de
geri primerler kullanilarak her iki yénde otomatik dizi analizériinde
dizilenmigtir. Dizileme sonuclari NCBI-Blast ile incelendiginde dizinin, Kato
ve ark. (29) tarafindan tanimlanan B.fragilis cfiA-2 geni ile %100 uyumlu

oldugu géralmdstar.

D37 kékeni, PZR aranuniin NCBI-Blast programi ile incelenmesi:

>dbj|AB087226.1| Bacteroides fragilis cfiA2 gene for metallo-
beta-lactamase, complete cds, strain:GAI92082 Length=750

Score = 501 bits (271), Expect = 7e-139
Identities = 271/271 (100%), Gaps = 0/271 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 35  AGGTCTATCGTCATCTIGGTTTGCATATGATTGGACACCTTTCTTTTGCAGGTAACCCAGT 94
FEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 380 AGGTCTATCGTCATCTGGTTTGCATATGATTGGACACCTTTCTTTTGCAGGTAACCCAGT 321

Query 95  CCGCCAATACAATCGCCGTGCCAGTGGTTCGGGATAAACGTGGTGACTTTGGCATGCAAA 154
FEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 320 CCGCCAATACAATCGCCGTGCCAGTGGTTCGGGATAAACGTGGTGACTTTGGCATGCAAA 261

Query 155 GAGTCCGCTACCCAGTTGACCAGCGTTTCCGTTTGTGCGTCATTGATCGGTGTGTCCAGC 214
FEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 260 GAGTCCGCTACCCAGTTGACCAGCGTTTCCGTTTGTGCGTCATTGATCGGTGTGTCCAGC 201

Query 215 AACGCTGCCTGATGGTTGTTGATAACAATCATTCCGTTGGAAGGTACCATACCCCATCCT 274
FEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 200 AACGCTGCCTGATGGTTGTTGATAACAATCATTCCGTTGGAAGGTACCATACCCCATCCT 141

Query 275 TCGATTTCGGCGAGGGATACATAAGTGTACA 305

FEEEEEEEEr e e e e
Sbjct 140 TCGATTTCGGCGAGGGATACATAAGTGTACA 110

Bakterilerimizde 151169, [S1170, 1S1186, 1S1187 ve [S4351
elementlerinin varligi arastirimigtir. Kékenlerin 21’inde (%32) 1S1187 ve
3’Unde (%5) 154351 pozitif bulunmus, diger IS elementlerine
rastlanmamistir. IS1187 pozitif kdkenlerin 5’inde (%24) ayni zamanda cfiA
geni de saptanmistir. Bu kdkenlerden 4’0 antibiyotik duyarlilik testi ile

karbapeneme direncli iken 1’i duyarli bulunmustur. Tablo 12’de cfiA geni



ve 1S1187 ile 1S4351 pozitif olan kdkenlerin, tirleri, karbapenem MiK

degerleri verilmigtir.

Tablo 12. cfiA geni ,1IS1187 ile 1S4351 pozitif kokenler ve MiK degerleri

Koékenler in_1ipenem Mqropenem cliA IS IS
MIK(ug/ml) MIK(ug/ml) 1187 4351

D5 B. fragilis 32 32 + + -
D11 B. fragilis 0.5 0.125 + - -
D16 B. fragilis 0.5 4 + - -
D18 B. fragilis 0.5 0.25 - + -
D19 B. fragilis 0.06 0.06 - + -
D24 B. fragilis 0.5 2 + - -
D28 B. fragilis 0.125 0.125 + - -
D31 B. fragilis 0.5 8 + - -
D32 B. thetaiotaomicron 0.25 0.25 - + -
D33 B. fragilis 0.25 4 - + -
D35 B. thetaiotaomicron 0.06 0.125 - + -
D36 B. fragilis 0.5 4 + - -
D37 B. fragilis 0.5 8 + - -
D39 B. fragilis 0.25 2 + - -
D40 B. fragilis 0.5 2 + - -
D41 B. fragilis 16 64 + + -
D44 B. thetaiotaomicron 0.5 0.25 - + +
D52 B. thetaiotaomicron 1 0.5 - + -
D58 B. distasonis 2 1 - + -
D62 B. fragilis 0.25 4 + - -
D63 B. ovatus 0.125 0.06 - + -
D64 B. thetaiotaomicron 0.25 0.5 - + -
D65 B. fragilis 0.25 0.125 - + -
D66 B. ovatus 0.06 0.06 - + -
D70 B. ovatus 0.25 0.125 - + -
D71 B. fragilis 1 4 + - -
D75 B. fragilis 0.25 2 + - -
D83 B. fragilis 16 64 + + -
D89 B. fragilis 16 32 + + -
D90 B. fragilis 0.0625 0.125 - + -
D1 B. ovatus 0.125 0.25 - + +
D92 B. uniformis 0.25 0.25 - + +
D96 B. fragilis 0.5 16 + - -
D102 B. fragilis 0.25 4 + + -

* Koyu renkle cfiA ve 1S118 pozitif kdkenler belirtilmistir.



Hem cfiA hemde IS1187’inin beraber bulunmasinin karbapeneme
diren¢ gelisimindeki etkisi incelendiginde, her iki parametrenin beraber
bulundugu 5 kbdkenden 4’0 (%80) karbapenemlerden herhangi birine
direng gdsterirken, bir kdken duyarli bulunmustur. Pearson x? ile p degeri
p<0.001 olarak saptanmig ve anlamli olarak degerlendirilmistir.

cfiA ile 1S1187’nin beraber oldugu kdkenlerde IS elementinin cfiA
geni éninde yer alip almadigini saptamak amaciyla cfiA-3 reverse primeri
ile 1IS1187 forward primerleri kullanilarak PZR yapildi. PZR deneyinde, bu
kékende herhangi bir bant gérilmez iken diger cfiA ve 1S1187 pozitif
karbapenemlere direncli kékenlerde PZR Urlni elde edilmistir (Resim 7).

Resim 7. Oniinde IS1187'nin yer aldi§i cfiA pozitif kdkenler

Karbapenem duyarliliklari kiyaslandiginda, meropenemin MiK
degerleri imipenemin MIK degerlerine gdére daha yliksek seyretmektedir.
Tablo 13'de cfiA pozitif ve negatif B.fragilis kdkenlerinin MiKsy ve MiKgo
degerleri ile farkli diliisyonlardaki MiK degerine sahip kdkenlerin oranlari
verilmistir. Tablo 14’te ise cfiA geni ve 1S1187’nin beraber bulunma, cfiA



pozitif ama IS1187 negatif kdkenler ile cfiA ve I1S1187 negatif kdkenlerin

karbapenemlere karsi MiK dagiliminin karsilastirilmistir.

Tablo 13: cfiA varhgina goére B.fragilis kdkenlerinin MiKsy ve MiKgg

degerleri
3 imipenem Meropenem
B.fragilis : : : :
MIK 50 (ug/ml) - MIKgo ((ug/ml) MiKso (ng/ml)  MiKgo (ng/ml)
CfiA + (n:18) 0.5 16 4 64
CfiA — (n:30) 0.125 2 0.125 4

Tablo 14. cfiA geni ve [S1187 pozitifliklerine gore kokenlerin
karbapenemlere karsi MIK dagiliminin karsilastiriimasi

MiK (ug/ml) degerlerinin dagilim sayilari
<0.125 025 05 1 2 4 8 16 32
imipenem
CfiA( +), 1S1187(+) (n:5) - 1 - - - - - 3 1
CfiA( +), 1IS1187(-) (n:18) 1 3 7 1 - - - - -

cfiA (-), 1IS1187(-) (n:43) 22 15 7 1 4 - - - -
Meropenem

CfiA( +), 1S1187(+) (n:5) - i e
CfiA( +), 1S1187(-) (n:18) 2 . - - 4 4 2 - -

cfiA (-), 1IS1187(-) (n:61) 26 9 4 1 - 7 1 1 -

64



5. TARTISMA ve SONUCLAR

Anaerop bakteriler insan ve hayvan patojenleri arasinda énemli yere
sahip, ciddi hatta fatal seyirli enfeksiyonlara neden olabilen
mikroorganizmalardir  (1). Anaeroplarin  1970’lerin  basindan beri
antibiyotiklere artan oranda diren¢ gdsterdikleri, direncin Bacteroides
tarleri, 6zellikle BFG bakterileri arasinda fazla goéraldagu bildirilmektedir.
Antibiyotiklere direnci kodlayan genlerin blyUk bir bélimindn plazmid
veya tranpozonlar Uzerinde yer almasi, bir bakteriden digerine kolayca
aktarilabilmesi ve BFG bakterilerin, siklikla izole edilen patojenlerden
olmasi tehlikenin blydkligint gézler 6nline sermektedir. Bu sebeplerden
dolay! anaerop bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi, tedavi yéninden

blyldk 6nem tagimaktadir (3, 4).

Bacteroides fragilis grubu bakteriler ¢ogunlukla diyafram alti
enfeksiyonlarindan; batin i¢i apsesi, karaciger apsesi ve diyabetik ayak
enfeksiyonlarindan izole edilmekte ve bakteriyemiye neden olmaktadir.
Kolon florasinin énemli bir bélimini olusturan BFG bakterilerinden
Bacteroides fragilis, anaerop enfeksiyonlarda birinci sirayl almakta bunu
Bacteroides thetaiotaomicron izlemekte daha az siklikla ise B.distasonis,
B.caccae, B.uniformis, B.vulgatus, B.merdae, B.ovatus, B.eggerthii,
B.variabilis, B.stercoralis izole edilmektedir (41). Calismamizda 12’si
bakteriyemi etkeni, 26’s1 batin ici, 17’si yumusak doku enfeksiyonlarindan,
digerleri normalde steril vicut bdélgelerinden izole edilmis toplam 66
kékenin rapid ID 32 A (bioMérieux- France) ile yapilan tanimlamasinda,
48'i (%73) B. fragilis, 10’'u (%15) B. thetaiotaomicron digerleri ise B.
uniformis/ ovatus (n:6), B. distasonis ve B. wulgatus olarak
isimlendirilmigtir (Tablo 4).

Yari otomatize sistem rapid ID 32 A (bioMérieux- France)’in
yanisira Whaley ve ark. (38) gelistirdikleri Lombard-Dowell besiyeri
laboratuvarimiz  kosullarina uyarlanarak, bakterilerin karbohidratlar

kullanma 6zellikleri arastinlmistir.  Arastiricilar  yaptiklari calismada



besiyerlerini plaklara dékms, birka¢c kékeni ayni plaga ekerek ortamda
bulunan indikator ile bakterinin metabolizma Grinlerini tespit etmiglerdir.
Ayni yéntemle farkli sekerler ekleyerek hazirladigimiz besiyerine birden
fazla 6rnek ektigimizde reaksiyonlarin birbirini érttGgini goérdik, bunun
Uzerine herbir bakterinin reaksiyonunu tam olarak d&lgebilmek igin
besiyerlerini hlcre kultdrleri igin kullanilan 24 kuyucuklu steril plaklara
dékip herbir bakteriyi bir kuyucuga ekerek karbohidratlari kullanma
6zelliklerini inceledik (Resim 1). Karbonhidrat testlerimiz rapid ID 32 A
(bioMérieux- France) ile %91 oraninda uyumlu sonug¢ vermistir, test
sonuclarimiz katalaz aktivitesi ile desteklendignde, rapid ID 32 A
(bioMérieux- France)'nin B. uniformis/ ovatus seklinde sonuclandirdigi
kdkenleri ayird edebilmistir (Tablo 5). Laboratuvarimiza uyarladigimiz bu
karbohidrat testi Ozellikle ¢ok sayida kdkenin caligiimasi gereken
durumlarda maliyeti disUk oldugu i¢in yararli olmaktadir. Ancak 48 saatlik
inkllbasyonu gerektirdigi icin, hayati organlarl tutan enfeksiyonlarda hizh
tanimlama gerektiginden, doért saat iginde sonug¢ veren rapid ID 32 A’nin
kullaniimasi gereklidir.

Bu calismada hastanemizdeki BFG bakterilerinin karbapenemlere
ve metronidazole direng durumlari ve direncin genetik temeli
arastinlmistir.  CLSI'nin  6nerilerine gbére yapilan agarda dillisyon
ybntemiyle kokenlerin 4°0 (%6) hem imipeneme (16-32ug/ml) hem de
meropeneme direncgli (16—64ug/ml), 1(%2) kdken imipeneme duyarl,
meropeneme direngli bulunmustur (21). Direngli kdkenlerin tamami
B.fragilis olup diger BFG tlrlerinde diren¢g goérllmemistir. Dlnya
dlkelerinden bazilarinin verileriyle kiyasladigimizda, karbapenemlere
diren¢ oranlarimiz bir hayli yiksek goérilmektedir. A.B.D ve Kanada'da
karbapenem direnci yillar iginde stabil sekilde %0.2-1’lerde seyretmis,
Avrupa Ulkelerinde az ancak giderek artan oranda (1989'da %0.3 iken
2000 yilinda %0.77) direng bildirilmistir (42—47). Uzakdogu Ulkelerinden,
Japonya’da yaklasik % 2—4 oraninda bildirilen imipeneme diren¢ oraninda
15 yil icinde belirgin bir degisiklik olmamistir (48). Tayvan’da 2000—-2007
yillari arasinda hastane kaynakli enfeksiyonlardan Uretilen 60 B.fragilisin



%7’sinde imipeneme, %12’sinde meropeneme, 30 B. thetaiotamicron
kbékenin ise %4’Unde her iki karbapeneme de direngc saptanmistir (49).
Ulkemizdeki degerler incelendiginde Sen ve ark. (50), Zandi ve ark. (51),
Mamal Torun ve ark. (52) ve Mutlu ve ark. (53) yaptiklari arastirmalarda
BFG bakterilerde imipeneme ve meropeneme diren¢ saptamazlarken,
Ercis ve ark. (54), 29 BFG ile yaptiklari ¢alismada, B.fragilis olmayan 1
BFG bakteride imipeneme direnc bulmuslardir. Hastanemizde ilk
imipeneme direngli kdken 1999 yilinda, suuru kapali, yogun bakimda
yatan ve aspirasyon pnémonili, imipenem tedavisi almakta olan bir
hastadan korunmus firca teknigiyla alinan bronko alveolar lavaj sivisinda
aretilmistir (55). Diger 4 karbapeneme direncli kbkenler ise 2002 yilindan
sonra izole edilmigtir. Uygulanan antibiyotik politikasina bagli olarak
dlkeler arasinda, ayni Ulkede sehirlerarasinda, hatta ayni hastanede
servisler arasinda bile antibiyotiklere direng oraninda farkhliklar
gbrulebilmektedir. Hastanemizde imipenemin, enfeksiyonlarin tedavisinde
siklikla kullaniliyor olmasi 6zellikle son yillarda direng oranimizdaki artigin

muhtemel nedeni olabilir.

Karbapenemlere diren¢ geni arastinidiginda koékenlerin 18’inde
(%27) ve de sadece B. fragilis turinde cfiA pozitif bulunmustur.
Karbapenemlerden en az birine direngli olan 5 kékenin beginde cfiA geni
saptanmig, cfiA varligi ile karbapeneme direng arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki bulunmustur (p< 0.001). Kdkenlerimizde cfiA pozitifliginde
yilllara gore bir artis gézlenmektedir. Her ne kadar bu artis istatistiksel
olarak anlamli olmasa da 2002’den sonra cfiA pozitifligi %30, daha énceki
yillarda ise %20 bulunmustur. Ulkemizde BFG bakterilerinde
antibiyotiklere direng genlerini arastiran herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Dlnya verilerini inceledigimizde, karbapenemlere direncli
olmayip, ancak yuksek MIK degerlerine sahip kokenlerde, &zellikle
B.fragilis tirlerinde yaklasik %2—7 oraninda cfiA pozitifligi bildirilmistir
(37,39).



YUksek dizeyde karbapenemlere direng gésteren Bacteroides'lerde
cfiAgeninin hemen 6ninde yer alan ve bu direnc genini aktifleyen 1S
elementleri tespit edilmistir ve ylksek dizey karbapenem direnci olan
bakteriler %1’den daha az oranda bildirilmigtir. cfiA geni kromozom iginde
bulunurken, IS elementleri hareketlidir. Avrupa’nin 19 Ulkesinde toplanan
1284 BFG kdkenlerinde elde edilen ve imipenem MIK degeri 1 ‘den blyuk
olan 65 kdken calisiimis, cfiA ile birlikte bulunan 6 farkli IS elementi
tanimlanmigtir. Bunlar; 1S613, 1S614, IS1169, 1S1186, 1S1187, 1S4351
olup, belli IS elementleri belli Ulkelerde daha fazla yogunlasmistir (39, 46).
Galismamizda bu IS elementlerinin primerlerini kullanarak kékenlerimizde
IS varligini arastirdik. Koékenlerimizin 21’inde (11’i B.fragilis, 10'u B.
fragilis-digit BFG kokenlerinde) 151187, 3’Unde 1S4351 elementi
saptanmig, diger IS elementlerine rastlanmamigstir. Ayni IS elementlerinin
bulundugu Ulkelere baktigimizda I1IS1187 Fransa’dan, 1S4351 elementinin
Gek Cumhuriyetinden gelen B. fragilis kdkenlerinde bulundugu

g6ralmagtar.

Kbékenlerimizde IS elementi ve cfiA geni beraberligini
irdeledigimizde 5 kékende IS elementi ve cfiA geninin ikisi saptanmistir.
Bunlardan 4’0 hem imipeneme hem de meropeneme direncli bulunmustur.
Diger cfiA geni ve IS 1187 elementi pozitif olan ancak karbapenemlere
duyarh kékenin (D102) imipenem MIK degeri 0.25 pg/ml, meropenem MIK
degeri ise 4pg/ml bulunmustur. Direng geni ve IS elementi ayni kékende
oldugu halde karbapenemlere direng gdstermemesi (direng sinirinda
olmamakla beraber meropenem MIK degeri yiksek bulunmustur) 1S'nin
hemen cfiAnin 6ninde yer almamis olabilecegini dolayisiyla direng
geninin IS tarafindan aktive edilmedigi distndirmagstir. Nitekim 1S
elementinin cfiAnin hemen éninde yer alip almadigini arastirmak igin;
IS1187’nin forward primerini, cfiAnin ise reverse primerini kullanarak
yaptigimiz PZR deneyinde, bu kdkende herhangi bir bant gérilmez iken
diger cfiA ve 1S1187 pozitif karbapenemlere direncli kékenlerde PZR
arind elde edilmistir.(Resim 4). Zaman iginde hareket etme &zelligine



sahip olan IS elementinin cfiAnin éniine gelerek sessiz geni aktive

edebilecegi, bakteriyi direncli hale getirebilecedi varsayimi yapilabilir.

Bacteroides fragilis kokenlerinden, herhangi bir IS elementi
bulunmayan, cfiA geni pozitif olan D96’in imipenem MIK degeri 0,5,
meropenem MIK degeri ise 16 ug/ml bulunmustur. Muhtemelen IS
elementi yokluguna bagh disik dizey karbapenem direnci bu bakteride
hareketli bir IS elementi geldiginde ylksek dizey diren¢ seklinde ifade
edilecektir. Yaklasik kdkenlerimizin Ggte birinde IS elementi bulunmasi bu
olasihgin cok ylksek oldugunu gbstermektedir. Sadece B.fragilis
kdkenlerinde cfiAnin bulunmasi g6z Ondne alinirsa, diger BFG
bakterilerde karbepenemlere diren¢ gelisme riski zayif gibi gbzikmektedir
ancak bu bakterilerin de IS elementlerine sahip olmasi, B. fragilis
kdkenlerine, Ozellikle sessiz cfiA geni tasiyanlara IS elementlerini
aktararak onlarin direngli hale gelmesine neden olabileceklerdir.

Yapilan calismalarda meropenem MiK degerleri imipenem MiK
degerlerine gbére 2 veya 4 kat daha ylksek bulunmustur (37).
Sonuclarimiz irdelendiginde iki kéken imipeneme duyarli oldugu halde, bu
kdékenlerin birinde (D96) meropeneme direng, digerinde (D102) ise
meropeneme duyarlilik sinirinda ancak yiksek MIK degeri (4ug/ml) elde
edilmistir. Diger yandan B. fragilis kdkenlerinden cfiA geni olanlar ile
olmayanlarin meropenem MIK degerleri kiyaslandiginda, cfiA genine sahip
olanlarin MIKsy degeri 4ug/ml iken olmayanlarin MIKg degeri 4ug/mi
bulunmustur (Tablo 13). Meropenem ile imipenem MiIK degerlerindeki
farkhlik bize bakterilerin duyarliliklarini takip etmede yol gésterici olabilir.
Ornegin sonuclarimiza bakilarak B. fragilis kékenlerinde meropenem MIK
degerleri 4 pg/ml ve Uzerinde olanlarin, cfiA bulundurma olasiliginin
ylksek oldugu varsayiminda bulunabiliriz. Laboratuvarimiz kosullarinda
yiksek MiK degerine sahip kdkenleri daha kolay saptayacagimiz ve bu
kdkenleri daha yakindan izleyecegimiz yéntemler gelistirmemiz gerektigi
kanisindayiz. Bu amagla meropenem E-test ya da tarama amach 4 ug/ml
meropenem bulunduran besiyerleri kullanilabilir veya kdkenlerin diger



karbapenemlerden ertapeneme duyarliliklari test edilerek eldeki sonuclarla

bir baglantinin olup olmadidi arastirilabilir.

Calismamizda kékenlerimizin metronidazole duyarllik durumlari da
arastirilmistir. CLSI’nin ‘8 ug/ml ve altindaki degerler duyarli, 16 ug/ml orta
direncli, 32 pg/ml ve Uzerindeki degerler direncli’ Olcltlerine gbre
degerlendirilen kdkenlerin tamami metronidazole duyarli, MiKsy ve MiKgg
degerleri 1 pg/ml olarak bulunmustur. Ulkemizde yapilan diger calismalar
dan bulundugumuz ilde, istanbul Universitesi'nin iki ayri fakiltesinde; BFG
bakterilerinin metronidazol direnci istanbul Tip Fakiiltesinde % 6,
Cerrahpasa Tip Fakiltesi’nde % 4 olarak, diger illerde farkli hastanelerden
ise %0-14 arasinda bildirilmistir (50-54). Dinya Ulkelerinin degerleri ise
%1’in altinda seyretmektedir (42—49).

Metronidazole direng olusumundan sorumlu nimA-G direng genleri
saptanmigtir. Tim Bacteroides kokenlerinde gorilebilen, plazmidlerde
veya kromozomda hareketli DNA parcalari Uzerinde yer alan, bir
bakteriden digerine aktarilabilen, yaklasik %70 oraninda gen benzerlidi
tastyan nim genleri 6nlerine gelen 6zgin IS elementleri ile aktive
olmaktadirlar. Son zamanlarda tanimlanan nimk, F ve G ile yeterli bilgi
olmamakla beraber nimA, nimC ve nimD'nin farkh plazmidler Gzerinde,
nimB’nin ise kromozom da bulunduklari saptanmistir. nimA ve nimB'nin
IS1186, nimCnin 1S1170, nimD'nin ise 1S1169 ile aktive oldugu
anlasiimistir (32, 35, 36). Bu IS elementlerin bazilarinin ayni zamanda cfiA
genini de aktive ettigi gdézénlne alinirsa ileride direncin boyutlarinin
tahmin edilenden daha blyik olacagi séylenebilir. Kékenlerimizde PZR ile
metronidazol direncinden sorumlu nim direng genlerine rastlanmamistir.
Galismamizda metronidazole direncin gérilmemesi, direng geninin
olmamasi bu antibiyotiklerin kullaniminda risk altinda olmadigimiz
izlenimini vermekle beraber, BFG kbkenlerimizin yaklasik Ugte birinde 1S
elementlerinin bulunmasi, ileride herhangi bir sekilde direncin baslamasi



halinde hizli yayilim gdsterebilecedi ve ylksek oranda seyredecegini

disindirmektedir.

Anaerop enfeksiyonlarin yaygin olarak goértlmesi, mortalite ve morbitide
oranlarinin yuksek seyretmesi, klinik ipuglarinin ¢ok 6zel olmamasi,
tedavinin bakterinin tlrline gbre degdisiyor olmasi, son yillarda artan
oranda diren¢ varhd@nin  bildiriimesi etken  mikroorganizmanin
tanimlanmasini ve antibiyotik direncinin bilinmesini gerekli kilmaktadir.
Anaerop enfeksiyonlardan en sik izole edilen BFG bakteriler Gizerine etkili
olan karbapenem ve metronidazole direng varlidi ddnyanin cesitli
tlkelerinden bildirilmis, direnci kodlayan genler tanimlanmistir. Hareketli
DNA parcalari Gzerinde yer alan, bir bakteriden digerine aktarilabilen bu
diren¢ genlerinin gelecekte dnemli direng problemi yapacagi varsayimi
6ne sdrllmektedir. Calismamizda, hastanemizde izole edilen BFG
bakterilerinin metronidazol ve karbapeneme diren¢c durumu ve direng
genleri arastirnimigtir. Elde ettigimiz, diren¢ genleri (nim ve cfiA) ve IS
elementleri ile ilgili veriler gerek hastanemiz gerekse henliz bu konuda
molekuler verilerin bulunmadigi tlkemizde bir veri tabani olusturacaktir.
cfiA geni ve IS elementi tasiyan kokenlerimizin fazla olmasi, ayni IS
elementlerinin  karbapenem ve metronidazole direng genlerini
aktifliyebilmesi, ileride diren¢ genleri ile IS elementlerinin biraraya gelip
direnc¢ olusturma olasiliginin yiksek oldugunu gdéstermektedir. Bu durum,
belirli araliklarla ve dizenli olarak antimikrobiyallere diren¢ durumunun
saptanmasini, direngten sorumlu gen ve IS elementlerinin arastiriimasini

gerekli kilmaktadir.
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