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OZET

Klinik orneklerden izole edilen anaerop bakterilerin laboratuvar tanisi
ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi

Bu calismada hastanemizde degisik kliniklerden anaerop enfeksiyon
suphesiyle gelen 345 cesitli klinik ornek isleme alinarak, anaerop bakterilerin
izolasyonu, identifikasyonu ve antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu 345 klinik 6rnegin 49'u laboratuvar reddetme kriterlerine
gore igleme alinmamisg, geri kalan 296 klinik drnekten 26 anaerop bakteri
izole edilmistir. Calismamizda 26 anaerop bakterinin 18’inin cins ve tir
dizeyinde identifikasyonu vyapilmigtir. Diger 8 anaerop bakterinin
tanimlanmasi ise Gram boyama dizeyinde yapilarak kliniklere bildirilmigtir.
Bakterilerin identifikasyonunda klinik ornegin makroskopik ve mikroskopik
incelemesinin yani sira, yari otomatize sistem API 20A kullaniimistir. izole
edilen bakterilerin  11’inin  antimikrobiyal duyarlihidi belirlenebilmistir.
izolatlarin antimikrobiyal duyarhliklarinin belirlenmesi igin CLSI'in referans
yontem olarak belirledigi agar diliisyon yéntemi kullaniimistir. izolasyon orani
dusuk bulundugundan istatistiksel degerlendirme yapiimamistir.
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SUMMARY

Laboratoary identification of anaerobic bacteria isolated from clinical
specimens and determination of their antibiotic susceptibilities

In this study, it was aimed to isolate and identify the anaerobic
bacteria from different clinical specimens (n: 345) submitted to our laboratory
when an anaerobic infection was suspected in patiens. In addition, the
determination of antimicrobial susceptibilities of isolated organisms was also
planned. Of 345 clinical samples, the 49 samples were rejected when
rejection criteria were applied. A total of 26 anaerobic bacteria was isolated
from the samples (n: 296) handled. Of these 26 isolates, 18 were identified to
genus and species level. The identity of the remaining isolates (n: 8) was
limited to their Gram stained characteristic and they were reported to the
related clinics only with this information. In identification process, both
macroscopic and microscopic examinations along with the use of a semi-
automated identification system, API 20A, were performed. The antimicrobial
susceptibility testing was performed only for 11 anaerobic bacteria isolated.
For the susceptibility testing, the agar dilution technique recommended as
the reference method by CLSI was used. Statistical analysis could not be

performed due to low rate of isolation.
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| - GIRIS

Anaerop bakteri enfeksiyonlarinin klinik olarak tanimlanmasi cok
eskilere dayanmaktadir. ilk olarak Hipokrat M.O. 4’lincii yiizyilda tetanozu
tanimlamig, Antonie Van Leeuwenhoek 17. ylzyilin sonlarinda kendi
gelistirdigi mikroskopta gordugu canlilarin havasiz ortamda hareket ettigini
bildirmistir. Pasteur ise 1861'de havasiz ortamda bazi mikroorganizmalari
Uretmis ve daha sonra 1863 yilinda oksijensiz ortamda Ureme &zelliklerine
gore mikroorganizmalari aerop ve anaeroplar olmak Uzere ikiye ayirmistir.
ilerleyen vyillarda, cesitli Clostridium tirleri izole edilmeye baslanmistir.
Anaerop bakteriyolojiye buyuk katkilari olan Veillon ve Zuber 1800’10 yillarin
sonunda, Meleney ve Altemeier isimli iki cerrah ise 1930’lu yillarda
anaeroplarla ilgili énemli calismalarda bulunmuslar, koéti kokulu cerahatli
yaralarda, anaerop bakterilerin rolu oldugunu belirtmislerdir. Yine 20. yuzyilin
baslarinda fusiform bakteriler ve anaerop spiroketlerin neden oldugu cesitli
enfeksiyonlar arastirmacilarin dikkatini gcekmistir. Bu donemde Schottmueller
lohusalik hummasinin endojen kaynakh oldugunu ve etkenin anaerop koklar

olabilecegini ileri surmustur (1, 2).

Anaerop bakterilerin izolasyonu igin gerekli olan anaerop kosullarin
saglanmasinda kullanilan aneorop kavanozlar, 20’nci yuzyilin ilk ceyreginde
geligtiriimigtir. Clostridium turlerinin neden oldugu enfeksiyonlar 1960’1 yillara
kadar anaerop bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar icinde en c¢ok
incelenen grubu olusturmustur. Bunun nedeni olarak da sporsuz anaerop

bakterilerin izolasyonunda yaganan guglukler gosterilmigtir (1).

Anaerop bakteriler vucutta gastrointestinal sistem, deri ve mukozal
membranlar basta olmak Uzere viicudun birgcok bodlgesinde normal bakteri
florasi olarak yer almaktadir (1, 2, 3). Anaerop bakteriler vicutta pek ¢ok
madde sentezleyerek, enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarin
kolonizasyonunu Onlemekte, hatta bagisiklik sistemini dolayli olarak
etkileyerek vucuda yararli olmaktadir (1). Yag absorbsiyonu ve kolesterol
regulasyonunda da rolleri vardir (4). Ancak malignite, diyabet gibi 6zel

durumlarda, cerrahi mudahale ve travma sonrasi gibi doku butinlagunun



bozuldugu durumlarda, anaerop bakteriler baskin olarak bulunduklari doku
ve organlarda submukozal yluzey ve damarlardan gecis yapak ciddi seyirli
hastaliklara neden olabilmektedirler. Bazi anaerop bakteriler ise enzim ve
toksin yonunden zengindir. Dolayisiyla bu mikroorganizmalar anatomik
bariyerleri agarak toksijenik ve septik sendromlara neden olurlar (2, 3). Buna
ilave olarak, artan antimikrobiyal direng ile birlikte, anaerop bakteriler

morbidite ve mortalitesi yiksek enfeksiyonlara neden olabilmektedirler (5, 6).

Bu calismada, GATF (Gulhane Askeri Tip Fakdltesi) Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji AD. bakteriyoloji laboratuvarina
gelen klinik 6rneklerden, enfeksiyon etkeni olabilecek anaerop bakterilerin
izolasyon oranlarinin belirlenmesi, izole edilen anaerop mikroorganizmalarin
tanimlanmasi ve bu mikroorganizmalarin antimikrobiyal direng profillerinin
belirlenerek bundan sonraki galigmalara yol gosterecek surveyans verilerinin

elde edilmesi ve etkin tedavilere yol gosterilmesi amacglanmigtir.



Il - GENEL BILGILER
2.1.Giris

Bazi bakteriler nonfermantatif olarak enerji temin etmek suretiyle 1
mol glukoz molekiliinden 38 mol ATP veya Kreb’s déngusu ile 15 mol ATP
sentezleyerek enerji elde etmektedir. Bunun icin hicrede flavinler,
sitokromlar ve demirli bilesikler kullaniimaktadir. NAD ve NAD®, NADH,'ye
yukseltgenir. Bu bakterilerin sitoplazmik membranlarindaki son elektron

alicisi oksijendir. Bu nedenle bu bakterilere aerop bakteriler denir.

Bazi bakteriler ise fermantatif metabolizmaya sahiptirler ve 1 mol
glikoz molekulinden 2 mol ATP elde eder. Hucre membranlarinda son
elektron alicisi ise nitrat, sulfat gibi inorganik azotlu bilesikler olabilecegi gibi,
fumarat, siyandr, karbonmonoksit, karbondioksit, polihidrik alkol gibi organik
bilesikler ~de olabilmektedir. Bu bakteriler oksijene gereksinim
duymamaktadir. Hatta ortamdaki oksijen varligi bu bakteriler i¢in zarar
vericidir. Bu grup bakterilere ise anaerobik bakteriler denmektedir (5). Hayati
fonksiyonlarinin devami igin gerekli olan oksijene duyarliliklarina goére

bakteriler su sekilde siniflandirilir (7):

1. Zorunlu aerop bakteriler: Bazi bakteriler oksijensiz ortamda hi¢
ureyemezler ya da cok silik koloniler yaparlar. Bunlara zorunlu aerop adi
verilir.  Bacillus, Legionella, Pseudomonas cinslerinin Gyeleri ve

Mycobacterium tuberculosis bu gruba 6rnektir.

2. Fakultatif anaerop veya fakultatif aerop bakteriler: Hem oksijenli, hem
de oksijensiz ortamda ureyebilen bakterilerdir. Oksijen varliginda enerji elde
etmek igin aerobik solunum, yoklugunda ise fermentasyon veya anaerobik
solunumu kullanirlar. Daha fazla enerji saglayan oksijenli ortamda daha iyi
urerler. Katalaz ve superoksit dismutaz enzimleri vardir. Bu grubun en iyi

ornekleri Klebsiella spp., Proteus spp., Shigella spp. ve Salmonella spp.’dir.

3. Mikroaerofil bakteriler: Bu grup bakteriler ise normal havadaki oksijen
(Havadaki ortalama oksijen orani %21'dir.) konsantrasyonunda canlligini
devam ettirememektedirler. Uremeleri ve canliliklarinin devami igin %4-6

oraninda oksijene ihtiya¢ duymaktadirlar. Lactobacillus ve Camyplobacter



turleri bu gruba iyi birer ornektir. Mikroaerofil bakteriler en iyi %5 O,, %10

CO2 %85 N, bulunan ortamda Uremektedir.

4. Aerotoleran anaeroplar: Normal atmosferde veya %5-10 CO;’li ortamda
ince bir ureme goOsteren, anaerop ortamda daha iyi Ureyen bakterilerdir.
Clostridium histolyticum, C. tertium aerotoleran bakterilerdendir. Aerotoleran

ve mikroaerofil bakteriler arasindaki sinir keskin degildir.

5. Zorunlu anaerop bakteriler: Tamamen oksijensiz ortamda Ureyen veya
%0,5'den daha fazla oksijen varliginda dreyemeyen bakterilerdir. Clostridium
haemolyticum, C. novyi tip B, Selenomonas ruminatum, Treponema

denticola, Bacteroides gracilis bu gruba 6rnektir (7, 8).

2.2. Anaerop bakteri nedir?

Anaerop bakteriler, ortamda oksijen bulunmadiginda Ureyebilen
mikroorganizmalar olarak kabaca tanimlanmalarina ragmen, c¢esitli anaerop
bakterilerin oksijene olan ilgileri farkli olmaktadir. Buna gbre anaerop
bakteriler, oksijene olan duyarlliklari degiskenlik gosteren, Ureyebilmeleri i¢in
ortamdaki serbest oksijenin uzaklastirnimasina ihtiyag duyan, normal
atmosferik kosullarda ve %5-10 karbondioksitli ortamda kati besiyerinde
ureyemeyen bakterilerdir. Anaerop bakterilerin GUremeleri, ortamdaki oksijen
konsantrasyonu, superoksit radikal konsantrasyonu, peroksitler ve

oksidasyon-rediksiyon potansiyeline baglidir (7).

2.3. Anaerop bakterilerin siniflandirmasi ve siniflamada yenilikler
Anaerop bakteriler morfolojik 6zeliklerine gore su sekilde siniflandirilirlar:
1. Gram pozitif koklar
e Peptostreptococcus
e Peptococcus

2. Gram negatif koklar



e Veillonella

3. Gram pozitif basiller
e Clostridium sp.?
e C. perfringens ile benzer turler
e Propionibacterium
e FEubacterium
e Actinomyces
e Bifidobacterium dentium

4. Gram negatif basiller
e Bacteroides fragilis grubu®
e Diger Bacteroides turleri
e Fusobacterium
e Prevotella
e Porphyromonas
¢ Bilophila wadsworthia

&C. histolyticum, C. novyi, C. septicum ve C. sordellii.

 Bacteroides fragilis grubu; B. fragilis, B. ovatus, B. vulgatus, B.

thetaiotaomicron ve diger alt tlrleri icerir.

Kabaca yapilan bu taksonomide molekuller tekniklerin kullanima girmesi,
bakterilerin siniflandirmasinda degisikliklere yol agcmis ve belli taksonlar arasi
iliskiler artarken bazilari ise grubundan ayrilarak farkli bir taksona dahil
edilmigtir. Bunlara ek olarak antimikrobiyal duyarlilik paternleri ile fenotipik
tani  yontemlerinin  sinirliliklarina  ragmen  6nemlerini  korumasi
siniflandirmada biiylk degisikliklere neden olmustur. Ornegin Actinobacteria,
Firmicutes, Bacteroides, Fusobacterium ve Proteobacteria subesi igine pek

cok yeni tur ve cinsler tanimlanmig yeni taksonlara dahil edilmistir (9).



2.4. Anaerop bakterilerin insan florasindaki dagilimi

Anaerop bakteriler, vicudun normal florasinda baskin olarak hatta
bircok organda aerop bakterilerden sayica daha fazla olarak
bulunmaktadirlar (10). Tablo 2.1’de gesitli viicut bdlgelerinde anaerop-aerop

bakteri oranlari verilmigtir.

Tablo 2.1: Vicudun cesitli bélgelerinin floralarinda bulunan anaerop-aerop bakteri
oranlar (4, 11).

Anatomik bolge Anaerop/aerop orani

Ust solunum yollari 1/1
Burun yikanti suyu 1/1
TUkruk 1/1
Dis plaklari, dis ylzeyi cepleri 1000/1
Gastrointestinal sistem, mide 1/1
ince bagirsak 1/1
lleum 1/1
Kolon 1000/1
Kadin genital sistemi

Endoserviks 1-511

Vajina 1-511

2.5. Anaerop bakterilerde virulans faktorleri

Anaerop bakteri enfeksiyonlarinin patogenezinde bakteriye ait
virilans faktorleri dnemli role sahiptir. Bunlar arasinda adezyon faktorleri
(kapsul, fimbria, hemaglutinin, lektin, koagregasyon), invazyon faktorleri
(fosfolipaz C), ekzoenzimler (hemolizin, proteaz, kollajenaz, fibrinolizin,
ndéraminidaz, heparinaz, kondroitin sulfataz, glukronidaz ve N-asetil
glukozaminidaz), antifagositik ve antilitik faktorler (kapsul, lipopolisakkarit,
IgA, proteaz) ve metabolik drlnler (ugucu yag asitleri, sulfur bilesikleri,

aminler) sayilabilir (12).




2.6. Anaerop enfeksiyonlari hazirlayan faktorler

Vucutta flora bakterisi olarak ¢ok fazla sayida bulunan anaerop
bakteriler, normal kosullarda hastalik olusturmamakta, ancak belli kosullarda
enfeksiyona neden olmaktadirlar. Anaerop enfeksiyonu hazirlayici faktorler

asagida siralanmigtir (4, 11):
1. Diyabet,
2. Kortikosteroid kullanimi
3. Notropeni,
4. Hipogamaglobulinemi,
5. Malignite,
6. Immiinsiipresyon,
7. Sitotoksik ilag kullanimi,
8. Splenektomi,
9. Kollajen doku hastaliklari,
10. HIV enfeksiyonu,
11. Konjenital ve sonradan olusan humoral bagisiklik eksiklikleri,
12. Kompleman sistemi bozukluklari.

Yukarida sayilan hastaliklar ve burada sayillamayan pek ¢ok hastalikta,
vucudun anatomik butinligunun bozulmasi sonucunda anaerop bakterilerin
flora bakterisi olarak bulunduklari bolgelerden 6zelikle steril baska bolgelere
gecmesi sonucunda anaerop enfeksiyonlarin gelismesi ortak 6zellik olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Bir baska ifade ile anaerop enfeksiyonlarin ¢ogunlugu
floradan koken aldigindan anaerop enfeksiyonlar endojen kaynakli

enfeksiyonlardir. Bu yizden konagin saglik durumu ile birebir ilikilidir.

2.7. Anaerop bakteri enfeksiyonlarini diistinduiren faktorler

Anaerop bakterilerin izole edilmesi ve tanimlanmasinin zahmetli,



zaman alici, maliyetli olmasi ve Oneminin yeterince anlagilamamasi
nedeniyle bu tur enfeksiyonlar siklikla g6z ardi edilmektedir. Ancak bazi
belirti ve bulgular anaerop enfeksiyonu disundirmektedir. Bunlardan en
onemlisi bir organ veya dokuda, lezyon bolgesinden gelen kotu kokudur.
Bunun disinda bazi 6zellikler klinisyenlere enfeksiyon bodlgesinde anaerop

bakteri varligini disindurmelidir (1):

1. Lezyon ve lezyon bolgesinden gelen akintida kotu koku,

N

. Enfeksiyon bdlgesinin mukoza yuzeyine uzaklig,

w

. Dokuda veya akintida gaz gozlenmesi,

AN

. Doku nekrozu, gangren ve apse olusumu (krepitasyon),

a1

. Septik tromboflebitler,

6. Malignitesi olan hastalarda gelisen enfeksiyonlar (Kolon, uterus,

akciger kanserleri gibi)

7. Kanl eksudalarin siyah renk almasi, ultraviyole 1gik altinda

floresans vermesi,
8. insan ve hayvan isiriklarindan sonra gelisen enfeksiyonlar,

9. Aminoglikozidler, trimetoprim-sulfametoksazol, birinci jenerasyon
kinolonlar, monobaktam ve anaeroplara etkisi yetersiz olarak bilinen

seftazidim gibi antibiyotiklerle cevap alinamayan tedauvi,

10. Rutin kulturde Ureme olmamasina ragmen gram boyamada

mikroorganizma gorulmesi.

2.8. Anaerop bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar

Anaerop bakterilerden kaynaklanan hastaliklar Tablo 2.2'de

belirtilmis olup, iki bolumde incelenebilir:
1. Endojen kaynakli anaerop enfeksiyonlar,

2. Ekzojen kaynakl anaerop enfeksiyonlar.



Tablo 2.2: Anaerop bakterilerle olusan hastaliklar (11).

1. Endojen kaynakli anaerop enfeksiyonlar

a. Clostridium tirlerinin neden

oldugu hastaliklar

Tetanoz,

Gazli gangren,

C. difficile kaynakli psédomembranéz
kolit

b. Cerahatli ve septik anaerop

enfeksiyonlar

Dis, kulak-burun-bogaz, merkezi sinir
sistemi, abdominal ve perineal, kadin
genital organ, idrar yolu, kemik-
eklem, deri ve deri alt, kas

enfeksiyonlari, sepsis, endokardit

2. Ekzojen kaynakl anaerop enfeksiyonlar

a. Besin zehirlenmeleri

Botulizm
C. perfringens besin zehirlenmesi,
C. perfringens ile olusan nekrotik

enterokolit

b. Yara enfeksiyonlari

Tetanoz, gazli gangren, krepitan
selllit, benign ylzeyel enfeksiyonlar,
insan ve hayvan siriklari sonrasi

gelisen enfeksiyonlar, yara botulizmi

c. Kontamine aletler

Septik dusukler

d. Hastane kokenli

C. difficile diyareleri

Aneorop bakterilerin neden oldugu bu enfeksiyonlar viicudun pek ¢ok

bdlgesinde gelismektedir. Hem klinisyenler hem de mikrobiyoloji uzmanlari

son yillarda anaerop bakteri enfeksiyonlari hakkinda ¢ok sey bilmelerine

ragmen hala en sik gb6zden kagan mikroorganizma grubudur. Ayrica

izolasyonlarinin hem zahmetli, zaman alici hem de pahali olmasi bir bagka

dezavantajidir. Buna ragmen anaerop enfeksiyon oranlari bazi vicut




bolgelerinde %100 civarindadir. Anaerop bakterilerin neden oldugu

enfeksiyon oranlari ise Tablo 2.3’te sunulmustur.

2.9. Orneklerin alinmasi ve taginmasi

lyi bir anaerop bakteri kultiiri, uygun yerlerden segilmis, uygun olarak
alinmis ve laboratuvara uygun transportla ulastinimis 6Orneklerle
yapilabilmektedir. Anaerop kulturlerin basarili olmasinda klinikler ve
laboratuvarlar arasindaki haber verme/reddetme sisteminin  dnemi
bayuktar(6). Anaerop bakteri enfeksiyonlarinin mikrobiyolojik tanisi klinik
ornegin uygun bir sekilde alinmasi ile baglar (1, 3, 7, 13, 14). Anaerop ekime
uygun ornekler daha c¢ok, etken kaynagi olmasi en muhtemel olan steril
vucut sivilari, doku ornekleri, biyopsi ornekleri, aspirat érnekleri veya cerrahi
aspirasyon sivilandir (3, 5, 7, 13, 16). Cevre dokular ve cilt komsulugu
nedeniyle flora bakterileri ile kontamine olan drneklerin tanisal degeri yoktur.
Derin cilt dokulari ve mukoz membranlardan o6rnek alinirken ylzey
kontaminasyonundan mutlaka kaciniimalidir. Ylzey kontaminasyonundan
kacinmak icin cilt yizeyi %10’luk povidon iyot ile temizlenir. Daha sonra 1
dakika %70’lik etil alkol veya izopropil alkol ile povidon iyot uzaklastirilarak

alkoltn kurumasi beklenir (15).

Ornekler kiltire alinmadan 6nce, oksijenin zarar verici etkisinden
korunmalidir. Anaerop inceleme igin alinan orneklerin, uygun transport
besiyerleri i¢cinde laboratuvara gonderilmesi, transport besiyeri yoksa hasta
basinda zenginlestiriimis tioglikolat broth gibi sivi anaerop besiyerlerine
inokulasyonlari énerilir (16). Oda 1sis1, 6rneklerin transportu icin en uygun

Isidir. CUnkU oksijen dusuk isilarda 6rnege daha iyi difflize olur.
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Tablo 2.3: Anaerop enfeksiyonlarin vicuttaki dagilimi ve anaerobik etkenlerin
oranlari (1).

Enfeksiyon Turi ve Bolgesi Anaeroplarin Orani
Kronik sinuzit %52
Kronik otitis media %59
Boyun bdlgesi enfeksiyonlari %100
Bogaz, boyun bolgesinin operasyonu sonrasi
gelisen yara enfeksiyonlari %95
Peritonsiller apse %94
Dig apseleri %94-100
Dis kanali enfeksiyonlari %100
Aspirasyon pndmonisi %93
Bronsektazi %56
intraabdominal enfeksiyonlar %86-94
Apendisit (peritonitli) %92
Karaciger apsesi %52
Cerrahi sonrasi intraabdominal enfeksiyonlar %93
Safra yollari %45
Obstetrik ve jinekolojik enfeksiyonlar %72-100
Pelvik apseler %88
Vulva-vajinal apse %75
Septik abortus %69
Pelvik inflamatuvar hastalk %2-5
Clostridium disindaki anaeroplarin etken oldugu %75
selllitler 0
insan isirik yaralari %50-56
Diyabetik ayak yaralari %95
Yumusak doku apseleri %60
Bakteriyemili dekubitis Ulserleri %63
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Anaerop bakteriler uygun bir anaerop transport ortaminda, klinik
ornegdin niteligine bagli olarak gunlerce canl kalabilir. Bir 6rnekle agiklayacak
olursak; purilan ornekler birgok indirgen bilesikler igerirler, dolayisiyla bu
orneklerin purtlan olmayan sivi érneklerine gére, anaerop bakterilerin lehine
daha koruyucu bir etkisi vardir. Anaerop bakteriler o6zellikle belirli bir
bayuklukteki doku orneklerinde daha iyi yasamaktadir. Buylk hacimli sivilar
(periton sivisi gibi) ya da buylk doku pargalari (steril tuzlu su ilave edilerek)
steril bir kapta, tagsima besiyerine gereksinim olmaksizin taginabilir. Digki ve
idrar ornekleri gibi bazi ornekler, bakteri icerigini azaltan enzimlere sahip
olduklarindan, olabildigince kisa zamanda ekilmelidirler. Anaerop kualtur igin
plrdlan sivilar en iyi igne ve enjektor ile alinir (7, 16). Aspire edilmis
materyaller siringa ile transport edilmemelidir. Siringa ile yapilan transport,
batma gibi yaralanmalarin yani sira, kolayca hareket edebileceginden
ornegin sizintisina, zedelenmesine ve enjektdrde oksijen sizintisina neden
olabilmektedir. Ancak, tasima ortami saglanamayan ve 0&rnegin hemen
gonderilmesi gerektigi durumlarda taze eksuda ve sivi drnekler igindeki hava
kabarcigi dikkatli bir sekilde cikarildiktan sonra, ignenin ucuna steril bir
koruyucu konularak laboratuvara ulastirimalidir. Cesitli ticari firmalar,
anaerobik ortam igin indirgen madde iceren siseler Uretmektedir. Bu siseler
siringanin kolayca enjekte edilebilecegi plastik kapaga sahip oldugundan,
anaerop bakterilerin canli kalmasini saglamaktadir. Eger anaerobik transport
siseleri yoksa vucut sivilari steril tlplerle transport edilebilir. Bu ornekler
purilan ve miktart 1.0 ml'den fazla ise, icerdikleri anaerop bakteriler
saatlerce canli kalabilir. PUrdlan olmayan sivilar olabildigince hava boslugu
kalmayacak sekilde doldurulan kiglk kaplarla (tlp, sise gibi) tasinabilir.

Ornekler galkalanmayacak sekilde, oda i1sisinda taginmalidir (7).

Svablar ile alinan suruntl ornekleri anaerop bakteri izolasyonu igin
uygun olmayan ve en az kabul goéren orneklerdir. Clnkl svablar bunlar ile
alinan oOrneklerin gercek anlamda anaerop enfeksiyon kaynagr mikro-
organizmalardan ¢ok, yuzeyde kolonize olmus mikroorganizmalari igerdigi
tespit edilmistir (13). Ayni zamanda pamuklu svablarla yeterince Ornek

alinamamasi, svab pamuguna yapisan yag asitleri ve pamugun tuttugu
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oksijenin anaeroplara toksik etki yapmasi gibi nedenlerle, strunti ornekleri
anaerop kultdr icin kabul edilmemelidir. Ancak operasyon sirasinda anaerop
kultdr icin kullanilabilirler (7). Svablar gesitli ticari firmalardan elde edilebilen,
yumusak agar iceren anaerop transport ortaminda tasinabilir. Bu svablar
transport tipunun dibindeki agarin igine yerlestirilir, cubugu kirilir ve agzi
hemen kapatilir. Eger transport besiyeri yoksa laboratuvara kabul edildikten
sonra, svab ile alinan materyal, bir miktar sivi besiyerinin igcinde siUspanse
edilmelidir. Transportta kalan 6rnek olursa, bir pipet yardimiyla alinmali ve
suspanse edilmis sivi besiyerine eklenmelidir. Eger transport iglemi saatlerce
suren bir zaman araligi gerektiriyorsa mutlaka anaerobik transport besiyeri
kullaniimalidir (5, 13).

Doku ornekleri ise agzi gevsek olarak kapatiimis tuplerin iginde,

anaerobik torbalarda transport edilmelidir (13).

Kan kalturleri ticari olarak uretilen anaerop siseler ile tasinabilir.
Esasinda SPS (sodyumpolianetolesulfonat) patojenik Neisseria turlerinin ve
Peptostreptococcus anaerobius’un Uremesini inhibe eder. Ancak kan,
SPS’ye duyarli mikroorganizmalara kargi SPS toksisitesini ndtralize
edebildiginden, maksimum kan hacmi (8—10 ml.) varligi bu organizmalarin
geri kazanimini optimize etmeye yardimci olabilir. Siselere 8 ml.’den az kan

hacimleri inokule edilmemelidir (7, 15).

Burundan alinan nazofaringeal suUrinti solunum sistemi o&rnekleri,
agizdan alinan solunum yolu o6rnekleri (korunmus firca teknigi harig tim
ornekler), mide yikanti suyu, digki érnekleri (C. botulinum ve fazla miktarda
stpheli bakteri Gremesi harig), idrar érnekleri, deri ve mukozalardan surinti
ile alinmig tum ornekler, otopsi ornekleri anaerop kultur agisindan uygun
olmadiklarindan degerlendirmeye alinmamalidir. Anaerop kultlr igin
enfeksiyon bdlgesine gore alinmasi gereken uygun ornek ve ornek alinma

yontemi Tablo 2.4’te verilmigtir.
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Tablo 2.4: Anaerop kiiltir icin enfeksiyon bdlgesine gére uygun oérnek ve o6rnek

alma yéntemi (7).

Anaerop Kiiltiir icin Kabul Edilebilir Ornekler

Enfeksiyon Uygun Ornek Tipi Ornek Alma Yéntemi
Bolgesi
Bas-boyun Aspirat PerkUtanoz igne biyopsisi
Bolgesi Doku biyopsisi Cerrahi girisim ile
Periodontal Gingiva bdlgesi debrisi | Steril ‘paper point’
Bdlge Aspirat igne aspirasyonu
Akciger Akciger aspirati Perkutanoz igne aspirasyonu
Cerrahi girigim ile
Doku biyopsisi Transtrakeal aspirasyon
Derin brons Korunmus bronsiyal brush
sekresyonu Bronkoalveolar lavaj
Plevra sivisi Torasentez
Eklem Eklem sivisi PerkUtan6z igne aspirasyonu
Abdomen Periton sivisi PerkUtan6z igne aspirasyonu
Apse muhtevasi Cerrahi girisim ile aspirat
Safra Cerrahi girisim ile
Doku biyopsisi Cerrahi girisim ile
Kadin Genital | Periton sivisi Kuldosentez
Sistemi Endometriyum Endometriyumdan emilim ile
materyali alinan materyal
Doku biyopsisi Cerrahi girisim ile
Kemik Biyopsi Cerrahi girisim ile
Diger Doku biyopsisi Cerrahi girigsim ile
Yumusak Aspirat Perkltandz igne aspirasyonu
Dokular
Doku Klretaj ile

Uriner Sistem

Mesane idrari

Suprapubik aspirasyon
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Anaerop kultdr igin alinan orneklerin tagsinmasi amaciyla kullanilan

cesitli ticari sistemler vardir (7).

2.9.1. Tup veya siseler

Anaerop mikroorganizmalarin seyrelmesine neden olabilen sivi
transport besiyeri veya anaerop bakterilerin kuruyacaklari bos, steril tlplere
yerlestirilerek transport edildikleri diger yontemlerden farkl olarak, %5 COx'li
ortam, yari katl besiyeri, indirgen madde (%1-5 glikoz, %0.1 sodyum
tiyoglikolat, %0.1 askorbik asit gibi) ve resazurin indikatoru igermektedir. TUp
sekli genelde pamuklu svab ile alinan Orneklerin, sise ise daha ¢ok sivi

orneklerin taginmasi i¢in uygundur.
2.9.2. Ekuivyon/plastik kap sistemi

icinde Cary-Blair, Amies transport medium veya PRAS (Anaerobik
Kosullarda Sterilize Edilen Onceden indirgenmis Besiyeri) bulunan plastik tiip

veya plastik kap icine svab yerlestirilmigtir.
2.9.3. Plastik torba sistemleri

CO;, Uretici sistem, paladyum katalizor ve anaerop indikator igeren
seffaf plastik torbalardir. Bu torbalar kullanilarak, torbadan c¢ikariimaksizin
ekim plaklarinda tremenin olup olmadigi gézlemlenebilir. Ayrica transport
amacl kullanilabilirler. igerdigi CO, miktari %10’dan daha fazla olup,
resazurin veya metilen mavisi indikator ile ortamin anaerobik atmosfer

kontrolU yapilir.
2.10. Orneklerin isleme alinmasi
2.10.1. Makroskopik inceleme

Laboratuvara gelen orneklerin makroskopik ve Gram yaymalarinin
incelenmesi anaerop kiiltir icin blyik dnem tasir. Orneklerin makroskopik ve
Gram yaymalarinin incelenerek bir 6n rapor verilmesi, sonucu gunler sonra
alinabilecek anaerop kultur raporu beklenmeden tedavinin bir an 6nce

baslayabilmesi agisindan ¢ok dnemli olabilmektedir (7, 13, 14).

Klinik drnekteki kotl koku, sivi drneklerdeki purtlan goranuim, nekrotik
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doku varligi, gaz ve sulfur taneciklerinin varligi anaerop bakteriler hakkinda
degderli ipuclar verir. Bakteri metabolizmasindan kaynaklanan ugucu yag
asitleri ve aminlere bagl kotl koku hemen her zaman mevcuttur. Anaerop
bakteriyolojide zaman ¢ok onemli oldugundan bazi durumlarda gegici On
raporlar verilebilir. Bu raporlarda Gram boyanma 0zeligi ile gelen 6rnegin
makroskopik gorunumud onemlidir. Bazi anaerop bakterilerin 365 nm’lik
ultraviyole (UV) isiginda floresans verme 6zelligi incelenir. Siyah renkteki
nekrotik dokularin 365 nm’lik UV 1siginda kirmizi renkte floresans vermesi,

ornekte siyah pigment, anaerop bakterilerin varligini gosterir (1, 4, 7, 14).

2.10.2. Mikroskopik inceleme

Gram boyama her 6rnekten hazirlanmalidir. Gram boyama yontemi ile
karakteristik morfolojideki anaeroplar arastirilir. Gram boyamanin fiksasyon
basamaginda preparat, i1s1 yerine 30 saniye metanol ile fikse edilmelidir.
Cunku preparatlarin metanolle tespit edilmesi bakteri hicre morfolojisinin
bozulmamasini ve daha iyi gérUinmesini saglamaktadir. Zit boyama igin ise
%0.5’lik bazik fuksin yerine safranin kullaniimaldir. Eksida ve kanli
sivilardan hazirlanmis kalin tabakali preparatlar akridin oranjla boyandiginda
mikroorganizmalar daha iyi gorulur. Gram boyamanin yani sira Giemsa ve
Wright yontemiyle boyali preparatlar hazirlanabilir. Anaerop bakterilerin direkt
mikroskopik incelenmesi icin karanlik saha ve faz- kontrast mikroskoplari da

kullanilir. Bu sekilde yapilan incelemede:

1. Dialister pneumosintes gibi kucglk ve iyi boyanmayan bakterilerin

gorulmesi,
2. Campylobacter cinsinin hareketinin incelenmesi,
3. Clostridium cinsinin sporlarinin yerinin ve morfolojisinin incelenmesi,

4. KilturG  yapillamayan anaerop  spiroketlerin  morfolojilerinin

gozlemlenmesi saglanir.

Direkt makroskopik ve mikroskopik inceleme, primer ekim igin

besiyerlerinin secilmesi konusunda mikrobiyoloji uzmanlarini
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yonlendirmektedir (4, 7, 14).

2.10. 3. Ekim ve izolasyon igin Algoritma

Anaerop bakteri enfeksiyonlarinin polimikrobiyal olmasi, klinik
materyalin endojen flora ile kontamine olabilmesi, 6rnegin oksijene maruz
kalmadan hemen laboratuvara ulastirima gerekliligi, anaerop bakterilerin
diger bakterilere gore yavas Uremeleri, saf klltlr Uretimindeki zorluklar ve
tanimlama testlerinin pahali ve zaman alici olmasi anaerop kultur
yontemlerinin temel zorluklaridir. Buna ragmen anaerop mikroorganizmalarin
tanisinda esas olan, kiltur i¢in gelen 6rnegin vakit kaybetmeden ekiminin

yapiimasidir.

Laboratuvara gelen her érnegin %5 koyun kani, vitamin Ky (1 pg/mL)
ve hemin (5 pg/mL) ile zenginlegtiriimis genel Uretim besiyerlerine [CDC
(Centers for Control Disease) anaerop kanl agar, brucella agar gibi] ekimi
yapilir. (1, 17). Gram boyama sonuglarina gore uygun selektif besiyeri (KV
kanli agar gibi) secilir. Ornekler geri dénls sivisina mutlaka isleme
alinmaldir. Ekimi yapilan plaklar 35-37°C’ de 48 saat inklbe edilir.
inklibasyon anaerobik jarlarda veya anaerobik kabinde yapilir. Plaklarda
ureme olmamasi durumunda en az 5 gun inkubasyona devam edilir (1, 7,
17). Eger Clostridium enfeksiyonundan supheleniliyorsa klinik 6rnek EYA’a
(Egg yolk agar) ekilmelidir (17, 20). C. difficile i¢cin gelen digki ornekleri 1:1
oraninda saf etanol ile 30 dakika oda sicakliginda karigtirilmalidir. Spor testi
icin digki Orneklerinin I1s1 veya alkolle muamelesinden sonra CCFA'ya
(Sikloserin-sefoksitin-fruktoz agar) pasajlarinin yapilmasi C. difficile’nin
izolasyon oranini arttirmaktadir (20). 48 saatlik inkliibasyon sonrasinda
ureyen Kkoloniler bir buylute¢ veya stereoskopik mikroskopla incelenir (7).
Plakta Ureyen ve anaerop bakteri oldugundan suphelenilen her bir koloninin
iki ekim olacak sekilde subkulturt yapilir. Plaklardan biri anaerobik sistemde,
digeri CO;'li ortamda inklibe edilerek aerotoleransina bakilir.

Klinik 6rneklerden bu kisima kadar vyapilan makroskopik ve

mikroskopik inceleme ile 6rnegin kulture alinmasi islemlerinin tamamina
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Seviye 1 tanimlama iglemleri denmektedir. Seviye 1 igslemleri asagida Sekil
2.1’de Ozetlenmigtir. Aerotolerans testi sonucu anaerop oldugu kesinlesen

bakterilerin tanimlanmasi igin bakteri Seviye 2 tanimlama testlerine alinir.

KLINiK ORNEK
Gram Boyama < » Makroskopik inceleme
Steril Pdardlan Doku Diski
vucut sivilari materyaller ornekleri ornegi
Digki 6rnekleri saf
alkol ile 1:1 oraninda
Gram karigtirilir.
Boyama
Anaerobik %10 CO; Anaerobik
inkUbasyon inkibasyon inkibasyon
35-37 °C BA, 35-37 °C
BA, *Cikolatal besiyeri KB,
KVB, THIO
THIO
*EYA

Sekil 2.1. Anaerop bakteriler igin baslangic identifikasyonu (Seviye 1) *:Klinik 6rnek
ve Gram boyanma sonucuna goére; BA: %5 koyun kani, vitamin K; (1 pg/ml) ve
hemin (5 pg/ml) ile zenginlestirilmis brucella kanli agar; KVB: Kanamisin-vankomisin
kanl (hemolize olmus) agar; EYA: Egg-yolk agar; THIO: vitamin K; ve hemin ile
zenginlestirilmis tiyoglikolatl sivi besi yeri; KB: Kanamisin kanli agar (15).

18



izole edilen bu bakteriler saf kiiltiirleri elde edilerek daha ileri seviyede
identifikasyonlari yapilmak Uzere bir baska ifade ile Seviye 3 testleri igin

referans laboratuvarlarina génderilmelidir (17, 18).

Sekil 2.2. Kanli-cikolatali genel Uretim besiyerinde pigment yapmis Gram-negatif
anaerop basilin saf kiltirt (Calismamizdan alinmigtir).

2.11. Anaerop Bakteri izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Anaerop kultlirde klinik ornekler isleme alinirken segici ve ayirt edici
besiyerlerinin kullaniimasi, anaerop bakterilerin ayirt edici karakterleri ile (gift
zonlu beta hemoliz, pigment olusturma, alisiimadik koloni morfolojisi, Gram
boyamada fusiform bakterilerin gérilmesi gibi) hizli tanimlamasi ve florada

karigik olarak bulunan fakultatif anaerop mikroorganizmalardan ayirt edilmesi
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bakimindan énem tasir (5, 13).
Anaerop kulturler igin g tip besiyeri 6nerilmektedir (13):
1. Selektif olmayan genel besiyerleri,
2. Selektif agar besiyerleri,
3. Geri donus sivisi.
2.11.1. Selektif Olmayan Genel Uretim Agar Besiyerleri

Bu besiyerleri anaerop bakterilerin ilk izolasyonu igin kullanilan
besiyerleridir. igerigi %5’lik koyun kani, K; vitamini, hemin ve L-sistein ile
zenginlegtirilerek kullanilir. Bu besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan agar
cesidi belirli anaerop gruplarinin Gremesini arttirmak agisindan farkhlik
gosterir. Bu nedenle izolasyon oranini en Ust dlzeye ¢ikarmak icin en az iki

farkll baz agar ile hazirlanan besiyerlerinin kullaniimasi tavsiye edilmektedir
().
2.11.1.1. Anaerop kanli agar (CDC)

Amag: Anaerop kanli agar anaerobik bakteriler icin dnerilen zenginlegtiriimis
genel Uretim besiyeridir. Bu besiyeri uygun anaerop kosullarda anaeroplarin

ve aerop atmosferde ise pek ¢ok bakterinin Uretilmesi igin uygundur .

Prensip: Bu non-selektif besiyeri, hassas anaerobik bakterilerin Gremesini
arttirmak icin koyun kani, L-sistein, vitamin K;, hemin ve maya 06zu ile

zenginlestirilmigtir.

icerigi: Triptikaz veya triptik soy agar 15 gr.
Pepton S5qr.
Sodyum klorid 50r.
Maya 6zu 5qr.
Hemin 500 mg
Vitamin K; (3-phytylmenadione) 10 mg.
L-sistein 400 mg.
Agar 20 gr.
Distile su 1000 ml.
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Hazirlanigi: 1 gr. vitamin K; 99 ml. etanol igerisinde eritilerek stok vitamin K

solisyonu (10 mg/ml) hazirlanir. Bundan 1 ml. besiyerine eklenir. Geri kalan

stok sollisyon kahverengi steril siselerde +4 OC’de saklanir. Hemin ve L-
sistein her defasinda 5 ml., 1 N NaOH igerisinde taze olarak hazirlanip

besiyerine ilave edilir. Tim maddeler bu sekilde karistirildiktan sonra sicak
su banyosunda eritilir. Besiyeri pH’si 7.5 olarak ayarlanir. 121 9C'de 15

dakika otoklavlanarak steril edilir. Besiyeri 50 OC’ye kadar sogutulur ve

icerisine 50 ml defibrine steril koyun kani eklenir. Karistirihp petrilere dokulir.

Plaklar +4 OC’de 6 hafta kadar saklanabilir.

Kalite kontrol: Besiyeri sterilite ve Ureme yoninden incelemeye alinir. F.
necrophorum ATCC 25286 ve C. perfringes ATCC 13124 kalite kontrol susu

olarak kullanilir (21).
2.11.1.2. Brucella kanh agar (BA)
Amag: Anaeroplarin izolasyonu igin kullanilr.

Prensip: Hassas anaerobik bakterilerin Gremesini arttirmak icin defibrine

koyun kani, hemin ve vitamin K; ilave edilen non selektif besiyeri haline

getirilebilir.

icerigi: Brucella broth 1000 ml.
Hemin stok sollsyonu 1 ml.
Vitamin K; sollsyonu 1 ml.
Agar 2.50gr.

Hazirlanigi: Once vitamin K; ve hemin stok sollsyonlari hazirlanir. Bunun
icin 0.2 ml. vitamin K; 20 ml. %95’lik etanol icinde ¢ozulerek (10 mg/ml)
kapakli steril siselerde soJukta ve isiktan uzakta saklanir. Stok hemin
solisyonu (5 mg/ml) ise 0.5 gr. hemin 10 ml. 1N NaOH icinde ¢6zUlip hacmi
100 ml'ye tamamlanarak hazirlanir. Temel besiyeri sicak su banyosunda
isitilarak eritilir, 121 OC’de 15 dakika otoklavda steril edilir. 50 ©C’ye kadar
sogutulur. Temel besiyerine aseptik kosullarda %5 defibrine koyun kani, 1
ml. vitamin K3 ve 1 ml. hemin solUsyonu ilave edilir. Plaklara 20’ser ml olacak

sekilde dagitilir.
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Kalite kontrol: Besiyeri sterilite ve Ureme ydninden incelemeye alinir. B
fragilis ATCC 25285 ve C. perfringes ATCC 13124 kalite kontrol susu olarak
kullanilir (21, 22).

2.11.1.3. Schadler agar

Amag: Anaerobik ve aerobik bakterilein kaltura i¢in kullanilan segici olmayan

besiyeridir.

igerigi: Triptik soy broth 10 gr.
Pepton 50qr.
Maya 6zU 50r.
Dekstroz 5gr.
Tris (Hydromethyl Amino Methane) 3gr.
L-sistein 0.4qgr
Hemin 0.01 gr.
Agar 13.5¢r.

Hazirlanigi: 41,9 gr. igerik 1 litre distile suda tamamen c¢ozulmesi igin
yavasca Isitilir. 121 0C’de 15 dakika otoklavda steril edilir. Zenginlestirilmis

bir besiyeri isteniyorsa, besiyeri aseptik sartlarda 45-50 9C’ye sogutulduktan

sonra %5 defibrine koyun kani eklenir ve karistirilir.

Kalite kontrol: Besiyeri sterilite, inhibisyon ve biyokimyasal yanit yoninden
test edilir. Schadler agardaki Bacteroides fragilis ATCC 25285 kalite kontrol

susu olarak kullanilir (21).
2.11.2. Selektif agar besiyerleri

Selektif olmayan besiyeri ile birlikte selektif besiyerlerinin kullanimi
kultiriin basarisini arttirir. Orneklerin selektif olmayan bir agar ile birlikte tek
bir selektif besiyerine ekilmesi anaeroplarin Uremesini %77'den %94’e
ctkarmaktadir (7).

2.11.2.1. Kanamisin-vankomisin (KV) hemolize kanl agar
Amag: Prevotella ve Bacteroides turleri igin segici besiyeridir.

Prensip: Bu besiyeri, hassas anaerop bakterilerin Uremesini arttirmak igin
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koyun kani, L-sistein, vitamin Ki, hemin ve maya 6zu ile zenginlestirilmis bir
besiyeri olup gram olumlu ve olumsuz birgok bakteriyi baskilar. Kanamisin
genig spektrumlu bir aminoglikozid olup bakterilerde protein sentezini Onler.
Vankomisin ise dar spektrumlu bir antimikrobial olup hucre duvar sentezini
engeller ve bodylece gram negatif ve gram pozitif fakultatif anaerop
bakterilerin inhibisyonu saglanir. KV kanli agar Bacteriodes, Prevotella ve
bazi Fusobacterium turlerinin izolasyonunda ve belirlenmesinde 6nemlidir.
KV kanh agar, birgok Prevotella turlerinin tGremesini ve hizli bir gsekilde
pigmentasyonunu saglar. Ancak vankomisin konsantrasyonu (7.5 pg/ml)
¢ogu Porphyromonas turlerinin Gremesini inhibe eder. Porphyromonas sp.
izolasyonu icin vankomisin konsantrasyonu azaltilmis (2 ug/ml) besiyeri
hazirlanabilmektedir (5, 7, 13, 14, 21).

icerigi: Anaerop kanli agar besiyeri ile aynidir. ilaveten 1 litre besiyerine 100

mg. kanamisin ve 7.5 mg. vankomisin ilave edilir.

Hazirlanisi: Sterilizasyondan sonra 50 OC'ye kadar sogutulan besiyerine
aseptik olarak %5 defibrine koyun kani ve hazirlanan antibiyotikler ilave
edilir, homojen olarak karistirilir. Son pH 7.0 + 0.2 olmaldir. Plaklar petrilere

dokulur ve sogumaya birakilir. Nem kaybini onlemek igin plaklar plastik

torbalara yerlestirilir. Bu sekilde +4 0C’de 4 hafta kadar saklanabilir.

Kalite kontrol: Besiyeri sterilite, ireme ve inhibisyon yoniinden incelenir. Bu
maksatla kullanilan suslardan B. fragilis ATCC 25285 besiyerinde
urediginden pozitif kontrol olarak, C. perfringens ATCC 13124 ve E. coli
ATCC 25922 uremediginden negatif kontrol olarak kullanihr (21).

2.11.2.2. Bacteroides safra eskiilin (BBE) agar

Amag: Bacteroides fragilis grubu bakteriler ve Bilophila tirleri i¢in (Bilophilia

wadsworthia) segici besiyeridir.

Prensip: BBE agar cesitli enterik ve gram pozitif organizmalari inhibe eden
gentamisin, %20 safra ve eskulin igerir. Bazi B. vulgatus, B. stercoris, B.
pyogenes c¢omaklari hari¢ B. fragilis grubu mikroorganizmalar eskdulini

hidrolize eder, boylece koloniler BBE agar Uzerinde kahverengi-siyah haleli
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siyah koloniler olarak gorunurler. Koyu pigmentasyon, eskulinin bir hidrolitik
uruinu olan eskduletin ile ferik amonyum sitratin reaksiyonuna baglidir. Eskulini
hidrolize edemeyen anaeroplar bu besiyerinde kahverengi-siyah pigmentli
ureme gostermezler. Bilophila wadsworthia H,S Uretir ve siyah bir merkez
etrafinda soluk koloniler olarak goérullr. Safra ise Prevotella tirlerinin ve bazi
anaerobik gram negatif gomaklarin inhibisyonunu saglamaktadir (5, 7, 13,
14, 21, 24).

icerik: Triptikaz veya triptik soy agar 15 gr.
Pepton Sar.
Oxgall 20 gr.
Eskulin 1qgr.
Ferrik amonyum sitrat 0.5gr.
Hemin 10 mg.
Gentamisin 100 mg.
Sodyum klorid 50r.
Agar 15 gr.
Distile su 1000 ml.

veya,
Triptik soy agar 40 gr.
Oxgall 20 gr.
Eskdlin 1gr.
Ferrik amonyum sitrat 0.5¢r.
Hemin solusyonu (5 mg/ml) 2.0 ml.

Gentamisin solusyonu(40 mg/ml) 2.5 ml.
Distile su 11t

Hazirlanisi: icerik 1 litre distile suda ¢ozilir, pH 7.0'ye ayarlanir, karisim

kaynayana kadar isitiir. 121 9C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilir.

Plaklar petrilere dokulir ve sogumaya birakilir. Nem kaybini 6nlemek igin

plaklar plastik torbalara yerlestirilir, +4 0C’de saklanir.

Kalite kontrol: Besiyeri sterilite ve biyokimyasal yanit bakimindan konrol
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edilir. Kontrol suslari olarak B. fragillis ATCC 25285 pozitif kontrol susu, F.
necrophorum ATCC 25286 ve E. coli ATCC 25922 ise negatif kontrol susu
olarak kullanilir (21).

2.11.2.3. Fenil-etil alkollii (PEA) agar

Amag: Fakultatif gram negatif ¢comaklarin (daha ¢ok Enterobacteriaceae
familyasi) inhibisyonunu sagladigi gibi ¢esitli Clostridium tdrlerinin

yayilmasini 6nleyen besiyerleridir.

Prensip: Enterik organizmalar ve Proteus turlerinin inhibisyonunu saglar,
ancak bazi zorunlu anaerop gram pozitif ve gram negatif anaeroplarin
gelismelerine izin verir. Bu durum o6zellikle polimikrobiyal karigik dérneklerin

elde edildigi intra-abdominal enfeksiyonlarda énemlidir (7, 13, 14, 21, 24).

icerik: Fenil-etil alkol agar 42.5 gr.
Vitamin K; solisyonu (10 mg/ ml) 1ml
Distile su 1000 ml.
Steril defibrine koyun kani 50 ml.

Hazirlanisi: icerik koyun kani disinda karistirilir, kaynayana kadar isitilarak

¢Ozllir. 121 OC’de 15 dakika otoklavda sterilize edilir. 50 OC’ye kadar

sogutulduktan sonra koyun kani ilave edilerek petrilere dokular.

Kalite kontrol: Besiyeri sterilite, Greme ve inhibisyon yéninden incelenir.
Besiyerinde B. fragilis ATCC 25285 suslar Urerken, Proteus mirabilis ATCC
12453 ve E. coli ATCC 25922 susglari tremez (21).

2.11.2.4. Yumurta sanl agar (Egg yolk agar-EYA)

Amag: Yumurta sarili agar besiyeri, ¢esitli aerop ve anaerop bakterileri
lesitinaz, lipaz ve proteaz aktivitelerine gore ayirt etmede Onerilen bir
besiyeridir. Eger klinik olarak veya Gram boyamada Clostridium
enfenksiyonundan supheleniliyorsa, lesitinaz ve lipaz aktivitesine bakilmak
suretiyle, bu besiyeri ile anaeroplarin grup bazinda hizli identifikasyonu
yapilir (5, 13, 14, 21).

Prensip: Bu besiyerinde kullanilan yumurta sarisina bagl olarak G¢ major

enzimatik aktivite arastirilabilir. Lesitinaz aktivitesi, besiyerindeki Ureme
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bolgesinde opak bir zon olarak goézlemlenir. Lipaz aktivitesi, koloni yuzeyinde
veya etrafinda gokkusagi tarzinda bir parlti olusturmasiyla sonuglanir.
Proteaz aktivitesi ise besiyerinin etrafinda ve uUreme bodlgesi disina tasan
saydamlik olarak gozlenir. Mikroorganizmalar bu aktivitelerden bir veya

birkacina sahip olabilirler

igerik: Triptikaz 40 gr.
Monosodyum fosfat 1gr.
Disodyum fosfat 50r.
Magnezyum sulfat 100 mg.
Sodyum klorid 2 gr.
Dekstroz 20r.
Hemin solusyonu(5 mg/ml) 1 ml.
Agar 20 gr.
Distile su 1 litre

Hazirlanigi: Temel besiyeri icerigi, pH'si 7.6 olacak sekilde distile suda

karistirilarak 1sitilir. 121 9C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilir. 50 OC’ye
kadar sogutulduktan sonra laboratuvarda hazirlanmis 50-100 ml. ’lik steril
yumurta sarisi emdulsiyonu ilave edilir, kanigtiriir ve petrilere dokulur.

Petrilerdeki fazla nemi almak icin, kapaklari hafif aralanarak sodumaya

birakilir. Plastik torbalara yerlestirilerek +4 0C’de saklanir.

Steril yumurta sarisi antibiyotiksiz yemle beslenen tavuklarin
yumurtalarinin deterjan ile firgalanmasi ve %9%5lik etil alkolde 1 saat

bekletiimesiyle hazirlanir. Steril aletler kullanilarak kabugu kirilan yumurtanin

sarisi beyazindan ve sari kesesinden ayrilir. 500 ml. temel besiyeri (50 °C’ye
kadar sogutulmus) igin 1 yumurta sarisi eklenir. Petri kutularina 20 ml.
miktarlarinda dokudlar. Clostridium tdrleri igin besiyerine otoklavlanmadan

once 100 mg/ml neomisin ilave edilir.

Kalite kontrol: Lesitinaz aktivitesi i¢cin C. perfiringes ATCC 13124 pozitif
kontrol susu olarak, F. necrophorum ATCC 25286 ise lipaz aktivitesi igin
pozitif kontrol susu olarak kullanilir.  B. fragilis ATCC 25285 EYA'da
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uremesine ragmen proteolitik aktivite gostermediginden negatif kontrol susu

olarak kullantlir.
2.11.2.5. Sikloserin-sefoksitin-fruktoz agar (CCFA)
Amag: C. difficile’nin selektif izolasyonu igin kullanihr (7, 13, 16, 19, 20).

Prensip: C. difficile kolonileri 366 nm UV 1s1g1 altinda CCFA (zerinde sari-

yesil fluoresans verirler (20).

icerik: Pepton 40 gr.
Disodyum fosfat 5gr.
Monopotasyum fosfat 1gr.
Fruktoz 6 or.
Agar 20 gr.
Neutral red (%1 etanol iginde) 3 gr.
Distile su 1000 ml.
Sikloserin 500 mg.
Sefoksitin 16 mg.

Hazirlanigi: Sikloserin ve sefoksitin harig temel besiyeri igerigi, son pH 7.6
olacak sekilde karistirilir ve isitilir. 121 9C’de 15 dakika sterilize edilir. 50
OC'’ye kadar sogutularak sikloserin ve sefoksitin ilave edilir. Plaklara dékaldr.
+4 0C’de 8 hafta saklanabilir.

Kalite kontrol: Besiyeri sterilite, Greme ve inhibisyon yonunden incelenir. C.

difficile ATCC 9689 susu besiyerinde urerken, B. fragilis ATCC 25285 ve E.
coli ATCC 25922 susglari tiremez (21).

2.11.3. Geri-doniis sivisi
2.11.3.1. Zenginlestirilmis tioglikolat broth

Amag: Cesitli 6rneklerden aerobik ve anaerobik bircok bakteri tuartGnin
izolasyonu igin tioglikolat broth, vitamin K; hemin ve serum gibi maddelerin
ilavesiyle zenginlestirilir. Zayif bir Ureme oldugunda veya plaga ekilen
ornekte az sayida bakteri bulundugunda, kultir icin bakterilerin

zenginlestirilmesini saglayan geri-dénus sivisidir (7, 21).
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Prensip: Tioglikolat broth protein, glukoz, sodyum klorir, sodyum tioglikolat,
indirgen maddeler ve agar icerir. Anaerobik bakterilerin izolasyonu icin ek
zenginlestirici maddelerin kullanimi tavsiye edilir. ilave edilen maddeler
thioglycolate, L-sistein, sodyum sllfat ve agar, ortamin oksidasyon-
reduksiyon potansiyelinin dusustine ve sabit kalmasina katkida bulunur. Bu

durum birgok anaerop bakteri tirinin gelismesine izin verir.

icerik: Maya ekstresi 5gr.
Kasiton 15 gr.
Dekstroz 2.5¢r.
Sodyum klorur 2.5¢r.
Sodyum tioglikolat 0.5¢r.
L-sistein 0.5¢r.
Agar 0.75 gr.
Resazurin 0.001 gr.
Distile su 11t

Hazirlanigi: 29.8 gram dehidrate besiyeri son pH 7.1 + 0.2 olacak sekilde

llitre distile suda eritilerek isitilir. Tplere 10 ml. olarak dagitilir. 115 OC’de
15 dakika steril edilir. En iyi sonucu almak igin, kullanmadan énce tioglikolat

broth kaynatilir ve oda sicakligina gelinceye kadar sogutulur .

istege bagdh olarak eklenecek maddeler Son konsantrasyonlar
Vitamin Ky 0.2mmg/ml

Sodyum bikarbonat 1 mg/ml.

Hemin 5 mm/ml.

Fare serumu ya da %10 hacim/hacim
Fildes zenginlegtirici %5 hacim/hacim

Kalite kontrol: Besiyeri sterilite, Ureme ve biyokimyasal yanit yoninden

incelenir. B. fragilis ATCC 25285 susu pozitif kontrol olarak kullanilir (21).
2.11.3.2. Etli-glukozlu besiyeri

Amag: Clostridium tdrlerinin izolasyonu ig¢in zenginlegtiriimis tioglikolat

broth’un yerine alternatif olarak kullanilir (25).
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icerik: Kalp kasindan hazirlanmig (yagi alinmis) kiyma 500 gr.

Distile su 1000 ml.
Sodyum hidroksit (1 N) 25 ml.
Triptikaz 30 gr.
Maya Ozeti 50r.
KoHPO, 50qr.
L-sistein 0.5 gr.
Hemin (%1 solUsyon) 0.5 ml.
K vitamini (%1 solusyon) 0.1 ml.

Hazirlanigi: Karisim kaynatildiktan sonra buzdolabinda bir gece bekletilir.
Ylzeyde olusan yag tabakasi atilir. Gazli bezden suzulir ve sivi kisim bir
kaba alinir. Distile su ile 1000 ml.’ye tamamlanir. Kiyma pargaciklari birkag
defa distile su ile yilkanarak sodyum hidroksit uzaklastirilir. Ardindan temiz
gazh bezler Uzerine yaydirilarak kismen durulanir. Diger taraftan L-sistein
disindaki maddeler karistirilip eriyinceye kadar isitilir ve sogumaya birakilir.
Isisi 50 OC’ye gelince L-sistein ilave edilir. Yaklasik 0.5 gr. kiyma 15x90 mm

Olculerindeki burgulu tuplere konur ve Uzerine 7 ml. sivi kisim eklenerek 121

OC’de 15 dakika steril edilir.

Kalite kontrol: Besiyeri sterilite, GUreme ve biyokimyasal yanit yoninden

incelenir. B. fragilis ATCC 25285 susu pozitif kontrol olarak kullanilir (21).

2.12. Anaerop kiltur igin kullanilan inkiibasyon sistemleri

Anaeroplarin bakteriyolojik incelenmesinde kullanilan gesitli sistemler
vardir ve bu sistemler %80-85 N, %5 H,, %5-10 CO, gaz karisimlarindan
olusmaktadirlar (7, 26).

2.12.1. Anaerop jar teknigi

%80-90 N3, %5 H;, %5-10 CO, gaz karisimi saglayan bir sistem

olup, su ile aktive olan veya susuz anaerop atmosfer sistemleri mevcuttur. Su
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ile aktive olan sistemin galismasi i¢in ortamda paladyum katalizér varligi

gereklidir. Kuru sistem katalizor gerektirmez (25).
2.12.2. Anaerop plastik poset sistemi

Anaerop transport sistemlerinde anlatildigi Gzere, transport olarak da
kullanilan bu posetlerde CO, orani genellikle %10’dan fazladir. Resazurin
veya metilen mavisi indikator stripleri ile ortamin atmosferik kontrolu yapilir.

Plaklarda Gremenin olup olmadidi poset acilmaksizin yapilabilir (25).
2.12.3. Anaerobik kabin sistemi

%80-90 N, %5 H,, %5-10 CO, atmosfer karisimindan olusan
sistemlerdir. Anaerop kultlr ¢alismalarinin her adiminda (besiyeri hazirlama,
kiltar, inokllasyon, inklbasyon, identifikasyon ve antimikrobik duyarlilik
calismalari) kullanilan ideal sistemlerdir. Ancak az sayida kulttrin yapildigi

laboratuvarlarda alternatif sistemler tercih edilmelidir (25).

Bu teknikler oksijene hassas, normal flora Uyesi anaeroplarla
calismak igin gereklidir. Bu teknikleri karsgilastirarak yapilan ¢aligsmalar, klinik
orneklerin uygun bir sekilde alinmasi, transportu ve laboratuvar tarafindan
uygun bir sekilde isleme alinmasi kosuluyla, anaerop bakterilerin diger
kompleks metodlara kiyasla anaerop jarlarda oldukga iyi Gredigini

gostermigtir (26).

2.13. Kilturlerin inkiibasyonu

Anaeroplar igcin uygun inkibasyon sicakhgi 35-370C’ dir. Klinik
orneklerin ilk olarak isleme alinmasi ve inkibasyonu, eder mevcut ise
anaerobik kabinde baglar (12). Eger islem anaerobik kabinde yapilmiyorsa,
ekimi yapilmis besiyerlerinin uzun sure havaya maruz kalmasindan
kaginilmali ve ekim sonrasi derhal anaerobik ortama kaldiriimasi gerekir.
Ekimi yapilan besiyerleri mevcut anaerobik ortamda 48 saat inkube
edilmelidir (7, 13). ister anaerobik kabin, ister anaerobik jarlar olsun,
anaerobik ortamin kalite kontroli mutlaka yapilmahldir (5). Porphyromonas

turleri gibi yavas Ureyen anaeroplar igin inkubasyon suresi 5-7 gune kadar
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uzatilmalidir (5, 7, 13). Kulturler tiyolglikolat, etli glikozlu besiyeri gibi sivi
besiyerlerine ekildiginde, Ureme takip edilmeli ve gozle gorulur bir dreme
olmadigi takdirde en az 5-7 gun bekletiimelidir. BOoylece anaeroplarin treme

orani arttiriimis olur (7).

2.14. Kulturlerin degerlendirilmesi

Kaltur plaklarinda bes veya daha fazla sayida degisik mikroorganizma
Uremesi goruliyorsa, bu bakterilere identifikasyon islemi yapmak klinisyene
fayda saglamayacagi igin 6rnegin ‘karisik flora’ olarak yorumlanmasi uygun
olacaktir. Ancak ‘Bacteroides fragilis grubu’ gibi klinik éneme sahip ve
direncli bir izolat baskin olarak Urediginde identifikasyonunu yapmak anlaml
olabilmektedir. iki veya ikiden fazla degisik anaerop bakteri Giremesi varsa,
bakterilerin  subkulturl yapilarak, zorunlu anaerop olup olmadiklar
degerlendirilebilir ve gram boyamalarindan yola g¢ikilarak ‘anaerobik gram-
pozitif basil’ gibi kismi identifikasyonlari yapilabilmektedir. Ayrica Gram
boyamadaki karakteristik goérinim Clostridium, Fusobacterium turlerine
isaret ediyorsa, bu durum 6n rapora eklenmelidir. TUm Gram negatif anaerop
basillerin B-laktamaz testi yapilmali, ‘anaerop gram negatif basil, B-laktamaz
pozitif veya negatif’ seklinde raporlanmalidir. Bu sekilde yapilan kismi
raporlama dahi, karigik enfeksiyona neden olan anaeroplarin tedavisinde

klinisyene énemli dlgtide yol gdsterici olacaktir (5).

Ayrica kolonilerin incelenmesinde, ve koloni rengi ve morfolojisi,
pigment olusturmalari, UV 1siginda floresan verme 0&zellikleri, agarda
cukurlasma  yapmalari, hemoliz  olusturmalari ve  kokulari da
degerlendiriimelidir. Bu Ozeliklere gore yapilan degerlendirme kriterlerinden

en onemlileri ve muhtemel tanilari Tablo 2.5'te belirtilmigtir.
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Tablo 2.5. Anaerop bakterilerin koloni morfolojileri ve renkleri, pigment
olusturmalari, UV 1s1ginda floresan verme 6zellikleri, agarda gukurlasma yapmalari,

hemoliz olusturmalari ve kokularina gére muhtemel tanilari (4).

OZELLIK

MUHTEMEL ETKEN

Renk/pigment

Kahverengi-siyah koloni

Kirmizi, pembe, ten rengi, sari

Gram-negatif comak ise; Porphyromonas spp.,
Prevotella spp.
Gram-pozitif kok ise; Peptococcus niger

Gram-pozitif gomak ise; Actinomyces

Yiizeyel Koloni (Seffaf Koloni)

Bacteroides ureolyticus grubu

UV Isiginda Floresans Verme

Tugla kirmizisi

Kirmizi

Acik yesil

Gram-negatif gomak ise;
Porphyromonas spp., Prevotella spp.
Gram-negatif kok ise;

Veillonella sp.

Gram-negatif comak ise;
Fusobacterium nucleatum
Gram-pozitif gomak ise;

Clostridium difficile

Agari Gukurlagtirma

B. urealyticus, B. gracilis, Veilllonella spp.

Cift Zonlu Hemoliz

Clostridium perfringens

Cok fazla Yayilan Koloni

Terminal sporlu: Clostridium tetani

Subterminal sporlu: Clostridium septicum

Koku
At ahirt kokusu

Hos olmayan tath kokusu

C. difficile
Gram-pozitif kok ise;

Peptostreptococcus anaerobius

Oriimcek Adi Benzeri Koloni

Gram-pozitif comak ise;
Actinomyces israelii’'nin geng kolonileri

Propionibacterium propionicum

Az Digi Goriinumli Koloni

Gram-pozitif comak ise;
A. israeliinin yagli kolonileri

P. propionicum

Beyaz, Ekmek Kirintisi Gériiniimii

Gram-negatif gomak ise;

F. nucleatum

Sahanda Yumurta Goriiniimi

Gram-negatif gomak ise;

Fusobacterium mortiferum, F. varium

Buzlu Cam Goriintiisi

Gram-negatif gcomak ise; F. nucleatum
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2.15. Anaerop bakterilerin tanimlanmasi

Anaerop bakterilerin konvansiyonel identifikasyonlari hem pahal
hem de zaman alici oldugundan, her laboratuvar maliyet etkinligi acisindan
degerlendirmelidir. Anaerop bakteri tanimlama testlerine goére Seviye 1,
Seviye 2 ve Seviye 3 olmak uzere u¢ farkll seviyede laboratuvar
tanimlanmigtir. Her mikrobiyoloji laboratuvari anaerop bakteriyoloji ¢alisma

sistemini maliyet-yarar iligkisine gore farkli seviyelerde kurabilir(17, 18).
2.15.1. Seviye 1 tanimlama

Bu tanimlama duzeyi, anaerop bakterilerin saf olarak kultar ile
izolasyonu, Gram boyanmasi, besiyerlerinde koloni morfolojilerinin
incelenmesini icermektedir (14,17,18,19). Anaerop bakterilerin gram boyama
ve besiyerlerindeki koloni morfolojilerine gére tanimlanmasi mimkin olsa da
cins duzeyinde identifikasyonlarinin yapilabilmesi i¢in belli konsantrasyonda

antibiyotik iceren disklerle tanimlanmasinin yapilmasi gerekir (4).
2.15.2. Seviye 2 tanimlama

Seviye 1 dizeyindeki tanimlama islemlerine ek olarak katalaz, indol ve nitrat
reaksiyonu, safraya olan direng gibi basit biyokimyasal testlerle anaerop
bakterilerin seviye 2 dizeyinde tanimlamalari yapilir (1, 8, 14, 18, 19).
Anaerop bakterilerin tanisinda kullanilan testler arasinda karbonhidrat
fermantasyon reaksiyonlari, katalaz, eskulin hidrolizi, nitrat redtktaz (nitrat
disk testi), SPS (sodyum polyanetolsulfonat) disk testi, safrada treme varhg,
Ureaz testi, lesitinaz ve lipaz reaksiyonlari, format fumarat (F / F) ile Gremenin
stimllasyonu testi, DNA-az arastiriimasi, jelatin hidrolizi, spor testi, hareket
muayenesi, indol testi, toksin Uretimi ve 6zel potense sahip antimikrobiyal
disklere duyarlilik sayilabili. Anaerop bakterilerin 6zel potense sahip
antibiyotik diskleri kullanilarak yapilan identifikasyonlari Tablo 2.6'da

verilmistir.
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Tablo 2.6. Ozel potense sahip antibiyotik diskleri ile duyarliliklara bakilarak yapilan
tanimlama (4).

BELIRLi POTANSIYELDEKIi ANTIBiYOTiK DiSKLERI
Kanamisin Vankomisin Kalitsin
Mikroorganizma ismi (1000 g) (5 ug) (10 ug)
Gram pozitif anaeroplar \% S* R
Bacteroides fragilis grubu R R R
Bacteroides ureolyticus grubu S R S
Fusobacterium spp. S R R
Porphyromonas spp. R S** R
Prevotella spp. R R \%
Gram negatif anaerop koklar S R S

* Bazi Clostridium cinsleri ve Lactobacillus cinsleri direngli olabilir.

** Porphromonas cinsi vankomisine duyarli, fakat kolonileri UV 1g1ginda floresans
verir ve pigmentlidir.

2.15.3. Seviye 3 tanimlama

Son yillarda yapilan ¢alismalar, anaerobik enfeksiyonlarda enfeksiyon
etkeni anaerop bakterilerin  %50-75 kadarinin  identifikasyonunun
yapilabildigini, %Z27’sinin ise Kkesinlikle identifikasyonunun yapilamadigini
gOstermistir  (27). Bu durum anaerop bakterilerin  konvansiyonel
identifikasyonlarindaki gugcliklerden ve surekli degisen taksonomik
yeniliklerden kaynaklanmaktadir (27, 28, 29). Tum bu belirtilen
olumsuzluklarin sonucunda son yillarda anaerop enfeksiyonlarin rutin
tanisinda molekller yontemler de yaygin bir sekilde kullaniimaya
baglanmigtir. Bugline kadar anaerop bakterilerin dogru tanisinin

konulabilmesi igin gelistirilen sistemlerden bazilari (18):

1. Kdgultulmus biyokimyasal sistemler (API, BBL Crystal Anaerobe, Sceptor

Anaerobe)
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2. Hizli enzim belirleme panelleri (RapID ANAII, ANI Card-Vitek sistemi,
Rapid ID 32A, APl ZYM)

3. Enzim substrati tasiyan diskler (ROSCO tablet)

4. Metabolik son Urunleri tespit eden analizler (gaz-sivi kromotografisi,

serbest yag asidi analizleri, metil ester analizleri, sitotoksisite testleri)
5. Nukleik asit prob teknigi ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)

6. Matrix-aracili lazer desorpsiyon-kitle spektrofotometrisi (MALDI-TOF MS)
dir (28, 30).

2.16. Anaerop bakterilerde duyarlilik test yontemleri

Aerop bakterilere paralel olarak, anaerop bakteriler arasinda da son
20-30 yildir belirgin bir artis gésteren antimikrobiyal diren¢ s6z konusudur (1,
31, 32, 33). Ancak anaerop bakterilerin duyarllik testlerinin rutin olarak
uygulanmasi; izolasyon ve tanimlanmalarindaki guglukler kadar zor ve
zaman alicidir (32, 33, 34, 35). Bundan dolayr anaerop antimikrobiyal
duyarlihk testleri halen pek c¢ok laboratuvar tarafindan nadir olarak
yapilmakta, dolayisiyla anaerop bakteriler i¢in yapilan antimikrobiyal direng
calismalarinin  pek c¢ogu referans laboratuvarlar tarafindan vyapilan
calismalarla kisith kalmaktadir (31, 32). Yapilan antibiyotik duyarlilk
calismalari lokal farklihklar gosterebilmektedir (33). Bu yuzden toplumlarda
ampirik tedaviye yon vermek amacli direng profillerini belirlemek amaciyla
bolgesel ve merkezi antibiyotik duyarliik g¢alismalari yapilmalidir (6). Klinik
izolat olarak anaerop bakterilerin duyarllik testleri siklikla yapilmamaktadir
(29), zaten rutin olarak yapiimasi “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” tarafindan da 6nerilmemektedir (34, 35). Ancak CLSI su durumlarda

duyarlilik testlerinin yapilmasini dnermektedir:

1. Virllansi ylksek bakteriler (B. fragilis, Clostridium perfringens,

Porphyromonas, Prevotella ve Fusobacterium spp. gibi) izole edilmesi (30),
2. Ampirik tedaviye cevap vermeyen enfeksiyonlar (6, 34, 36, 37),

3. Steril vicut sivilarindan anaerop bakteri izole edilmesi (1, 34, 36, 37),
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4. Cografi bolgeler ve yerel hastanelere gore duyarliliklarin belirlenmesi

amacilyla yapilan surveyans ¢alismalari (6, 34, 35).

Nitroimidazoller, imipenem, kloramfenikol, [-laktam-B-laktamaz
inhibitorleri, penisilin, sefoksitin ve klindamisin, sefotetan antibiyotik duyarlilik
calismalarinda yer almasi gereken baslica antibiyotiklerdir (1, 34, 38). B-
laktam-B-laktamaz inhibitdrlerinden sadece ampisilin/sulbaktam in-vitro
olarak tim anaeroplara karsi etkilidir (33). Aminoglikozidler, trimetopirim-
sulfametoksazol, birinci jenerasyon kinolonlar anaerop bakterilere etkisiz,

florokinolonlar ise iyi etkili degildir (1).
2.16.1. Agar dilusyon

CLSI MO07-A8 (2009), 1 ug/ml vitamin K;, 5 ug/ml hemin ve %5
hemolize koyun kani ilavesiyle zenginlestiriimis brucella agar kullanilarak
yapilan agar dilisyon yontemini referans yontem olarak belirtmistir (36, 39,
40). Hazirlanan plaklara antimikrobiyal madde, stabil olmamasindan dolayi
(imipenem, klavulanik asit gibi) kullanilacagi zaman eklenmelidir. Bu yontem
pratk ve ekonomik olmamasina ragmen cesitli laboratuvarlarin MiK
(Minimum  Inhibitér Konsantrasyonu) degerlerinin  dogru bir sekilde

karsilagtiriimasina olanak vermektedir (36).
2.16.2. Broth mikrodillisyon

CLSI M11-A7 (CLSI 2007)'de B. fragilis grubu bakteriler igin
tanimlanmis bir yontemdir (36, 41). Hemin (5 pg/ml), vitamin K;, hemolize

olmus at kani ile zenginlestirilerek hazirlanmig brucella broth kullanilir (36).
2.16.3. Broth disk eliisyon ve disk difflizyon testi

Broth disk elisyon ve disk difflizyon testi, duyarllik sonuglari referans
yontem olan agar dilusyon ile korelasyon gostermedigi icin anaerop

bakterilerde kullaniimamalidir (36).
2.16.4. E-test

E-test yontemi, broth ve agar dilisyon yontemlerinin sagladigi kesin
kantitatif degerleri saglayabilen, disk difiizyon yontemi ile kombine edilmis bir

yontem olup, uygulanabilirligi daha kolay, maliyet—etkin ve guvenilir sonuglar
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verebilen bir yontemdir (42).

Bazi Clostridium tiirlerinde E-test MiK degerlerinin sonucu, 48 saatlik
inkibasyonla 24 saatlik inkibasyon karsilastirildiginda fazla degisiklik
gostermemektedir. Yavas Ureyen anaerop bakteriler ise 48 saatlik
inkilbasyon sonucunda iyi sonug vermektedir. Ancak E-test sonuglarinin,
agar dilusyon testi sonuglarina oranla, 6zellikle imipenem, metronidazol ve
penisilin antibiyotiklerinde hafif dusuklik gdsterme egilimi vardir. Bu gibi
hatalari 6nlemek igin, beta laktamaz pozitif izolatlarda penisilin duyarhligina
bakilmamasi 6nerilmektedir. Klindamisinde ise, olasi gecikmig induklenebilir
direnci gozlemleyebilmek igin E-test plaklarinin 48 saatlik inkibasyonu
gerekebilir. Bazi otoriteler E-testte yanlis metronidazol direncini dnlemek igin
inokulasyondan 24 saat once plaklarin anaerobik ortamda inkube edilmesini

onermektedir (39).

Anaerop bakterilerle yapilan ¢alismalarda duyarlilik test yontemlerine
ait avantaj ve dezavantajlar ile cesitli karsilastirmalar Tablo 2.7 ve Tablo

2.8'de sunulmustur (22).

TABLO 2.7. Anaerop bakterilerle yapilan c¢alismalarda duyarhlik test
yontemlerine ait karsilastirmalar

" o : - INKUBASYON
YONTEM BESIYERI INOKULUM .. .
SURESI (SAAT)
Zenginlegtiriimig
Agar dilusyon | Brucella kanl 10° hiicre/alan 48
agar
Broth Zenginlegtiriimig 10° hiicre/ml 48
mikrodiliisyon | Brucella broth (10°/ kuyucuk )
0.5 McFarland,
Brucella kanh ekuvyonla
E test o 24-48
agar besiyerine
yayilir.
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TABLO 2.8. Anaerop bakterilerle yapilan calismalarda duyarlilik test yontemlerinin
avantaj ve dezavantajlari

YONTEM AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI

Referans yontem. Cok 5
da izolat Yogun laboratuvar
sayida izolat ve
Agar dilisyon y o N islemleri. Pahali yéntem
antibiyotik denenebilir.

Ekonomik, ticari Donmus panellerin
. paneller mevcut. Cok icindeki besiyeri miktari
Broth mikrodilisyon o _ .
saylida antibiyotik ve az. Bazi cinsler iyi
sus denenebilir. uremez.

Kesin, dogru MIK )
. . _ Surveyans galismalari
E test degerleri. Nadir hasta o
_ o icin pahali
izolatlar i¢in uygundur.

Duyarhlik test yontemlerinde kullanilan kalite kontrol suslarina ait bilgiler

asagida verilmigtir.
1. B. fragilis ATCC 25285 (Kullanimi agar dilisyon ile sinirlidir.)

2. Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741 (Kullanimi agar dilisyon

ile sinirhdir.)
3. C. difficile ATCC 700057 (Kullanimi agar dilusyon ile sinirhdir.)

4. Eggerthella lenta ATCC 43055 (Agar dilisyon, broth dilisyon ve E-
test yontemlerinde kullanilabilir.) (36, 43).

2.17. Anaerop bakterilerde B-laktamaz aktivitesinin saptanmasi

Anaerop bakterilerin B-laktamaz enzimi Uretimini arastirmak icin, ticari
olarak temin edilen, bir ucunda nitrosefin gibi kromojen bir sefalosporin
suspansiyonu bulunan test gubuklari kullaniimaktadir. B-laktamaz aktivitesi
sonucu beta-laktam halkasinin hidrolizi gergekleserek test gubuklarinin ucu
saridan kirmiziya dénusur. Bu reaksiyon pozitif olarak degerlendirilir (34, 44).
Bu reaksiyon 5-10 dakika i¢inde gergeklesirken, bazi Bacteroides turleri igin
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30 dakika gerekebilir (36).

2.18. Anaerop bakterilerde antimikrobiyal direng

Anaerop bakterilerde 6zellikle klindamisin, sefalosporinler, penisilin ve
beta-laktam grubu antibiyotiklere dikkat gekici bir oranda direng bildirilmeye
baglanmigtir (33). Anaerop bakteriler arasinda cgesitli Ulkelerde yapilan

duyarlihk ¢alismalarinda en ylksek direng penisiline karsi bildirilmigstir (34).

B. fragilis grubu bakteriler klinik orneklerden en cok izole edilen
bakteriler oldugu gibi, anaerop bakteriler arasinda en ¢ok antimikrobiyal
direng goOsteren bakterilerdir (1, 24, 31, 32, 35, 45). Bu grup uyelerinin
%95’inden fazlasi penisilin ve ampisiline kargi diren¢ géstermektedir (1, 31).
Ayrica B. fragilis grubu bakterilerde klindamisin, genig spektrumlu
sefalosporinler ve sefamisin direnci dikkat ¢ekici bir sekilde artmakta, son
yillarda ise metronidazole ve imipeneme direngli suglar ortaya ¢gikmaktadir (1,
24, 31, 33, 35). Piperasilin B. fragilis grubu anaeroplara etkisi oldukga iyi
bilinen bir Greidopenisilin olmasina kargin, son 10 yilda bu antibiyotige olan
duyarlihk %90’dan %70’e diusmustir (36). Yine bu grup bakteriler penisiline
%90, sefoksitine % 25, sefotetan ve Uglincu kusak sefalosporinlere %30-85
oraninda direng gostermektedirler (45). Snydman ve ark.lari B. fragilis grubu
bakterilerle yaptiklari calismalarinda karbapenemlere ve (B-laktam/p-laktamaz
inhibitorlerine karsi olusan direnci disuk bulmalarina ragmen, bu ajanlara
karg! olusan minimum inhibitdr konsantrasyonundaki (MiK) dereceli artisa
dikkat cekmektedirler (24, 36). Halen nadir olmakla birlikte, B. fragilis grubu
bakterilerde metronidazol direnci 1978 yilindan bu yana bildiriimeye
baslanmistir (33). Schapiro ve ark.lari (16) 2004 yilinda bir B. fragilis izolati
(JC303) ile yaptiklari calismada metronidazol MiK degerini >256 pg/ml

olarak bulmuslardir.

B. fragilis grubu bakterilerin aksine Prevotella tlrl bakterilerin yaklasik
%50’si penisilin G ve ampisiline kargi diren¢ gostermektedir. Porphyromonas
trlerinde ise penisiline karsi olan antimikrobiyal dirence %8-%17 arasinda

degisen dusuk bir oranda rastlanmaktadir. Her iki cinsin tdrlerinde
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karbapenemlere, metronidazole, kloramfenikole ve [-laktam/B-laktamaz
inhibitér kombinasyonlarina diren¢ hemen hemen aynidir. Buna ragmen
klindamisin direnci Prevotella turleri arasinda %0-11 arasinda iken,

Porphyromonas turlerinde %0-35 arasinda gorulmektedir (31).

Fusobacterium tlrleri arasinda penisilin direncine nadir olarak
rastlanmaktadir. Cesitli B-laktamaz-negatif Fusobacterium tarleri, farkh direng
mekanizmalari ile penisilin direnci gosterebilmektedir (33). Fusobacterium
trlerinin  %90’'nindan fazlasi sefalosporinlere, sefoksitin, sefotetan ve
seftizoksim gibi sefalosporinlere duyarl iken, tetrasiklin direnci giderek artan

bir oranda bildiriimeye baslanmigtir (31).

Bilophila wadsworthia, gastrointestinal sistemde sik rastlanan bir
anaerop gram-negatif bakteri olup, %90’1 B-laktamaz Uretimi ile penisilin,
ampisilin, piperasilin ve seftizoksime direncli iken, klindamisin, sefoksitin, -
laktam/B-laktamaz inhibitor ~ kombinasyonlari, karbapenemler  ve

metronidazole duyarhdir (31).

Actinomyces,  Propionibacterium,  Bifidobacterium  turleri  ve
Eubacterium grubu anaerop sporsuz, gram pozitif basiller genellikle
penisilinler, sefalosporinler, sefamisinler, karbapenemler ve [3-laktam/B-
laktamaz inhibitér kombinasyonlarina duyarlidir. Lactobacillus tlrlerinin
sefalosporinlere karsi duyarliliklari degisken olup, penisilin ile inhibe
olurlar(31).

Anaerop sporlu gram-pozitif bakterilerden Clostridium perfringens
penisilin dahil pek ¢ok anaerobik antimikrobiyal ajana oldukg¢a duyarlidir. Bu
turin disinda kalan Clostridium difficile ve diger Clostridium tarleri ise
oldukca degiskenlik gosteren in-vitro duyarlilik gosterirler. Clostridium
perfringens turleri digindaki turlerde klindamisin ve B-laktam’lara karsi direng
gorulmektedir. Clostridium difficile tiriinde klindamisin direnci oldukga yaygin
karsimiza ¢ikmaktadir (33). Bu tiurde florokinolonlara kargi goérilen direng
yeni bir potansiyel problem olusturmaktadir (31).

Peptostreptococcus niger ile Anaerococcus, Finegoldia, Micromonas

ve Peptoniphilus, tarleri B-laktam/B-laktamaz inhibitdr kombinasyonlari,
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sefalosporinler, karbapenemler ve kloramfenikole kargi duyarh iken,
penisiline %7-10, klindamisine %7-20 ve metronidazole ise %5-10 arasinda

degisen cesitli antimikrobiyal direng oranlari gostermektedirler (31).
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Il - GEREG ve YONTEM

3.1. Kullanilan besiyerleri, cihazlar, kitler
3.1.1. Brucella kanh agar (BA)

Anaeroplarin izolasyonu igin temel besiyeri olarak kullanildi. Anaerop

bakteri Uremesini arttirmak icin defibrine koyun kani, hemin ve vitamin K;

ilave edildi.

icerigi: Brucella broth 1000 ml.
Hemin stok sollsyonu 1 ml.
Vitamin K; sollisyonu 1ml
Agar 2.570gr.

Hazirlanisi: Once vitamin K; ve hemin stok sollisyonlari hazirlandi. Bunun
icin 0.2 gr. vitamin K; 20 ml. %95’lik etanol icinde c¢ozulerek (10 mg/ml)
kapakli steril siselerde sogukta ve isiktan uzakta saklandi. Stok hemin
solisyonunu hazirlamak icin ise 0.5 gr. hemin 10 ml. 1N NaOH icinde

¢6zlildi ve hacmi 100 mlye tamamlandi. Temel besiyeri sicak su
banyosunda isitilarak eritildi ve 121 OC’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edildi. 50 OC’ye kadar sogutuldu. Temel besiyerine aseptik kosullarda %5

defibrine koyun kani, 1 ml. vitamin K; ve 1 ml. hemin solUsyonu ilave edildi.

Plaklara 20’ser ml olacak sekilde dagitildi ve kullanilana kadar 4-6 ©C’de

saklandi.

3.1.2. Zenginlestirilmis tioglikolat besiyeri

icerik: Triptikaz 15 gr.
Maya 6zeti 5gr.
Dekstroz 5.5¢r.
L-sistein 0.5 gr.
Sodyum klorid 2,5gr.
Sodyum tioglikolat 0.5gr.
Resazurin 0.001 gr.
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Agar 0.75 gr.

Hazirlanigi: 29,8 gram igerik, 1 ml. hemin solusyonu, 1ml. vitamin K; ve 1gr.
sodyum bikarbonat 1 litre distile suda ¢ozuldu ve final pHI 7.1 olarak
ayarlandi. Eriyene kadar 1sitildi (1 dakika). 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edildi. 18 ml.’lik steril cam tlplere dagitilarak, karanlik bir

ortamda, oda iIsisinda muhafaza edildi.
3.1.3. Skim milk

Hazirlanigi: 250 ml. distile su iginde 25 gr. skim milk icerigi ¢ozuldu.
Ependorf tiplere 1 ml dagitildi. 121 °C'de 5 dakika otoklavlanarak steril
edildi.

3.1.4. Anaerop kabin

Yaptigimiz ¢calismada anaerop kultir uygulamalari igin Bactron [V
Anaerobic/Environmental Chambers (Shellab, USA) kullanildi.

Sekil 3.1. Anaerobik kabin (GATA Tibbi Mikrobiyolji AD. Bakteriyoloji Laboratuvari)

-

......
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3.1.5. APl 20A

Laboratuvarimizda mevcut olan APl 20A (Anaerobe Phenotipic
Identification, Bio-Merieux, France) yari otomatize identifikasyon sistemi
kullanilarak izole ettigimiz anaerop bakterilerin cins ve tur bazinda

identifikasyonlari yapilmisgtir.

3.1.5.1. Gerekli malzemeler

API 20 A strip

inkiibasyon kutusu

EklGvyon

Pipet

Mini APl System (BioMerieux, France).

3.1.5.2. Ayiraglar
Brom Creosol Purple (BCP)
Ksilol (XYL)
Ehrlich’'s reaktifi (EHR)

API 20 A medium

3.1.6. B-laktamaz varhginin tespiti

izole edilen her bakteri igin B-laktamaz testi yapildi. Bu test icin
kromojenik bir sefalosporin olan nitrosferin gubuklari (Oxoid, UK) Uretici
firmanin Onerileri dogrultusunda kullanildi. Cubuklardaki pembe rengin

olusumu sonucunda, test pozitif olarak degerlendirildi.

3.1.7. Katalaz testi

Kalturden alinan koloniler birkag damla %15’lik H,O, ile lam Uzerinde
muamele edilerek hava kabarcigi olusturup olusturmadigi gézlemlendi. Hava

kabarciginin olusmasi durumunda reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi.
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3.2.Yontem
3.2.1 Orneklerin toplanmasi

Klinik orneklerden izole edilen anaerop bakterilerin sikhigr ve bu
mikroorganizmalarin antimikrobiyal duyarliliklarinin  belirlenmesi  konulu
calismaya, 28.04.2011-01.04.2012 tarihleri arasinda “GATA Askeri Tip
Fakultesi Egitim Hastanesi’nde c¢esitli klinik birimlerden anaerop kultur
istegiyle bakteriyoloji laboratuvarimiza gonderilen 345 rutin 6rnek alinmistir.
Calisma icin Gulhane Askeri Tip Akademisi (GATA) Etik Kurulu’ndan
01.11.2011 Tarih ve Y. ETIK KRL.: 1491-393-11/1539-271 sayil karar ile
onay alinmistir. Alinan klinik 6rnekler laboratuvarimiza ulastirildiktan sonra,
calismanin geriye kalan kismi timuayle GATA Tibbi Mikrobiyoloji AD.
Bakteriyoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismamizin baglamasiyla
birlikte hastanemizdeki pek cok klinikle (Dis klinigi, Deniz ve Sualti Hekimligi,
Genel Cerrahi klinigi, Yogun Bakim Kklinigi, Ortopedi klinigi, ) iletisime
gecilerek calismamizin amaci anlatildi. Anaerop bakteri kultlr istegiyle
laboratuvarimiza génderilecek olan numunelerin niteligi ve kabul edilebilirlilik
Olclleri konusunda bilgi verilmistir. Hastanemizde ticari olarak temin
edilebilen anaerop transport sistemler mevcut olmadigindan, bu kliniklere
laboratuarimiz tarafindan taze hazirlanan tioglikolat sivi besiyeri verilmis,
anaerop ornek alimini takiben, 6rnegin vakit kaybedilmeden laboratuvarimiza
ulastiriimasi gerektigi hatirlatiimistir. Ancak calismamiz slresince kliniklerle

arzu edilen boyutta bir igbirligi saglanamamistir.

3.2.2 Orneklerin igleme alinmasi

Ya steril cam tuplerle, ya steril plastik kaplarla ya da steril siringalarla
laboratuvarimiza anaerop kultlr igin gonderilen tim orneklerin o6ncelikle
anaerop kultur icin uygun o6rnek olup olmadiklari degerlendirildi. Uygun
yontemle alinmamig veya pamuklu svablarla alinmig anaerop kultdr igin
uygun olmayan toplam 49 ornek kliniklere haber veriimek suretiyle isleme

alinmadi. Bu ornekler Tablo 3.1’de verilmigtir.

Kalan 296 klinik 6rnedin makroskopik (Orneklerin puralan, kanh
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olmasi, kotu koku ve sulfur granulleri icermeleri gibi.) o6zellikleri ile gram
boyanma 06zellikleri degerlendirildi. Gram boyamalarda anaerop bakteriler
tipik morfolojik o6zellikleri, pleomorfik boyanma &zellikleri ve spor igerip
icermemeleri yonunden incelendikten sonra ornekler primer kultur plaklarina
ekildi.

3.2.3.Kultir

Uygun olan orneklerin anaerop ve aerop kultur i¢in brucella kanlh agar,
% 5 koyun kanli agar, EMB (Eozin Metilen Blue) agar ve gikolatamsi agara
ekimleri yapildi. Ayrica oOrneklerin %1 hemin ve vitamin K; ile
zenginlestirilmis, geri donlUs sivisi icin kullanilan tioglikolatli buyyona (Fluid
thioglycollate medium, Acumedia, USA) ekimleri yapildi. En iyi sonucu
alabilmek igin tioglikolatl buyyon kullaniimadan once isitildi ve oda isisina
gelmesi beklendi. Anaerop kultur icin kullanilan brucella agar plaklari
anaerop kabinde en az 24 saat (Bactron IV Anaerobic/Environmental
Chambers, USA) inklibe edilerek indirgendi.

Kabin i¢i anaerobik atmosferi saglamak igin karigim tapu kullanildi.
Gaz karisim oranlari %5 H;, %5 CO; ve %90 N, olarak belirlendi. YUkleme
odasina ornekler vyerlestirdi. Kontrol paneli Uzerinde bulunan Gas/VAC
anahtari VAC konumuna alinarak basincin 17-20 mmHg atmosferine
ulasmasi saglandiktan sonra GAS/VAC anahtari GAS konumuna alindi ve
gosterge 4 mmHg basing seviyesine ulasana kadar gaz verildi. Bu iglem en
az ug¢ defa uygulandi ve en sonunda basing gostergesi 0 mmHg seviyesine
ulasana kadar tekrar edildi. Kollar eldiven igerisine sokuldu. Ayakla ‘vakum’
pedalina basilarak, kollar eldivenlerin icerisinde iken vakumu alindi. Gaz
pedalina basarak igeriye gaz verildi. Bu iglem en az u¢ kez tekrarlandi.
Kabindeki eldiven kapaklari agildi. igerdeki yiikleme odasinin kapagi acilarak
malzeme ve oOrnekler yukleme tepsisi ile kabine alindi. Anaerop ekimler
yapildi. Kulttr plaklari 35-37 °C’de en az 48 saat inkiibe edildi. Kabinden

¢clkmadan once ‘gaz’ ayak pedalina basildi, eldivenlere gaz verilerek geriye

46



dogru cekildi. Kabinden gikmadan dnce gaz akisi devam ederken kapaklar

kapatildi.

Tablo 3.1. Anaerop kiiltdr icin degerlendirmeye alinan érnekler ve anaerop bakteri
izolasyon oranlari

isleme izole edilen
" .. | Ornek | Alinmayan Anaero izolasyon
Ornek Tipi nmay P yo
Sayisi Ornek Bakteri Orani (%)
Sayisi Sayisi

Doku Kulttru 49 10 2 5
Safra Sivisi 12 1 8
Kemik iligi 6
Plevra Sivisi 46 3 6
BOS 16
Suprapubik idrar 28 27
Kuldosentez

2
Sivisi
Parasentez 13
Sivisi
Perikard Sivisi 21
Sinus Aspirat

5
Sivisi
Yara Aspirasyon 27 3 5 10
Sivisi
Transtrakeal
Aspirasyon 6 1 16
Sivisi
Vitreus Sivisi 6 4
Bronkoalveolar 4
Lavaj Sivisi
Eklem Sivisi 16 1 6
Sinoviyal Sivi 9
Amniyon Sivisi 1
Apse Aspirat 74 16 21
Sivisi
Torasentez

4
Sivisi
Toplam 345 49
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3.2.4 izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmasi

inkiibasyon sonunda karisik Greme olan plaklar tek koloni diisecek

tarzda subkultire edildi. Anerop plaginda ureme olmadigi halde gram
boyasinda mikroorganizma goérilen tim o6rneklerin THIO geri donus
sivisindan tekrar anaerop ekimi yapildi. Anaerop ekim plaklarinda Greme
olmamasi durumunda, ge¢ Ureyen anaerop bakteriler igin inkibasyon suresi
5-7 guin kadar uzatildi. inkiibasyon sonrasi anaerop ortamda lireyen siipheli
tim koloniler gikolatamsi agarlara ekilip, hem CO_’li etiivde, hem de anaerop
kabinin inkubatorinde 48 saat inkibe edildi. Aerop ortamda Uremeyip,
anaerop kabinde Ureyen (Aerotolerans testi pozitif olan) tum izolatlar anaerop
bakteri olarak degerlendirildi. izole ettigimiz anaerop bakterilerin
biyokimyasal identifikasyonu icin laboratuvarimizda mevcut olan APl 20A
(Anaerobe Phenotipic Identification, Bio-Merieux, France) yari otomatize
identifikasyon sistemi kullanildi. Bu islem i¢in anaerop ortamdan elde edilmis
24 saatlik taze kultirden eklvyonla bakteri toplandi. APl suspansiyon
mediumda Mc Farland 3 bulaniklik ayari yapildi. inkiibasyon kutusunun
kapak kisimlari 10 ml. distile su ile doldurularak nemli ortam saglandi. GEL
(jelatin) testi icin kuyucuk tamamen doldurulurken, IND-ARA (indol-arabinoz)
kismina kadar yarim bakteri sUspansiyonu koyuldu. IND kismina
buharlasmayi engellemek icin mineral yag damlatildi. inkiibasyon kutusunun
kapagi kapatilarak 37 °C'de 24 saat anaerobik kabinde inklbe edildi.
inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara ayiraclar damlatilarak biyokimyasal
analizi yapildi. IND kuyucuguna 1 damla ksilol ve 2-3 dakika sonra 1damla
Erlich reaktifi damlatildi. Kirmizi renk olusumu pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilirken renk olusmamasi negatif reaksiyon olarak degerlendirildi.
Glukoz-arabinoz araligina 1 damla Brom Creosol Purple reakiifi
damlatilmasi sonucunda sari/sari-yesil renk olusumu pozitif reaksiyon olarak
degerlendirildi. Gliserol-trehaloz araligina 1 damla Brom Creosol Purple
reaktifi damlatildi, sari/sari-yesil renk olusumu pozitif reaksiyon olarak
degerlendirildi. Reaksiyon sonuglari Mini APl cihazindaki veri tabanina

girilerek bakterilerin tanimlanmasi yapildi.

Tdm anaerop izolatlar, % 20 oraninda kaymagi alinmig sut tozu besiyeri
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(Skim milk powder, Oxoid, UK) igerisinde -70°C’de saklanmistir (46).

Sekil 3.2. API 20A ile yapilan anaerop bakteri identifikasyonu (Calismamizdan
alinmistir.).

3.2.5. lizole edilen anaerop bakterilerde antimikrobiyal direncin
belirlenmesi

Calismamizda, izole edilen bakterilerin antimikrobiyal direncini
belirlemek icin sefoksitin (Sigma, USA), kloramfenikol (Sigma, USA),
metronidazole (Sigma, USA), penisilin G (Sigma, USA) ve klindamisin
(Sigma, USA) antibiyotikleri ve CLSI M100-S18 (2008)’in referans ydntem

olarak kabul ettigi agar dilisyon yontemi kullaniimigtir (47).

3.2.6. Agar diliisyon i¢in kullanilan besiyerinin hazirlanmasi

CLSI'in 6énerdigi dogrultuda vitamin K; (10 mg/mL) ve hemin (5 mg/ml)
ile zenginlestirilmis brucella kanl agar (Mast, UK) besiyeri kullanildi. Brucella

kanli agar, otoklavlanmadan 6nce hemin ve vitamin Kj ilave edildi. Otoklav ile

sterilize edildikten sonra 48-50 O9C’ye sogutuldu ve bir litrelik besiyerine 50 ml
dondurulup ¢6zdurilmus (hemolize) koyun kani ilavesi ile zenginlestirme
yapildi (22, 40). Agar dilisyon yapilmak Uuzere plaklara, hazirlanan
besiyerinden kalinhdi 4 mm olacak sekilde 18 ml., konsantrasyonu belli

antimikrobiyal solusyonlardan 2ml olacak sekilde, ayni gin i¢cinde dokuldu.
3.2.7. Antimikrobik ilaglarin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Antibiyotiklerin seri dilisyonlari CLSI M100-S18 (2008)'de belirttigi

sulandirnm semasina goére hazirlandi (47). Bunun igin kullanilan antimikrobik
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ilaclarin potens degerleri Uretici firma ile gorusulerek alinmistir. Antimikrobik
ilaglarin potens degerleri ile CLSI'nin belirttigi antimikrobiklerin ¢6zicu ve

sulandiricilari Tablo 3.2'de verilmistir.

Tablo 3.2. Antimikrobik ilaglarin stok c¢oézeltilerinin hazirlanmasi icin gerekli
¢ozuculer, sulandiricilar ve bu antimikrobiklerin potens degerleri (47).

KULLANILAN
- . e POTENS
ANTIMIKROBIK cozucu SULANDIRICI o .
. DEGERLERI
ILAC
Klindamisin Su - 1 pg/ml
Kloramfenikol %95 etanol Su 25 pug/ml
Metronidazol DMSO Su 1 pg/ml
Penisilin G Su - 1215 Unite/mg
Sefoksitin Su - 934 pg/mg

Batin antimikrobiyal ilaglar igin stok c¢ozeltileri 5120 pg/ml. olacak
sekilde hazirlandi. Bunun i¢in CLSI tarafindan dénerilen formdller kullanildi

(48). Bu formdiller tartilacak olan agirliga ya da hacme gére hazirlandi:

Agirlik (mg.) X Antimikrobiyal Potensi

Hacim (ml.) =
istenen Konsantrasyon (ug/ml)

Hacim (ml.) X Istenen Konsantrasyon (ug/ml)

Agirlik (mg.) =
Antimikrobiyal Potensi
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Tam stok solusyonlari 50 ml. olacak sekilde hazirlandi. Buna gore
yukaridaki formudl kullanilarak tartilacak antimikrobiyal miktari belirlendi ve
Tablo 3.2’de belirtilen ¢dzlculer ile hazirlanan sollsyon steril tlplere 10’ar
mililitre paylastirilarak kullanilincaya kadar —20°C’de saklandi. Agar dilisyon
yapilacagi zaman, ¢oOzulen stok soliUsyonundan 1'den 12'ye kadar
numaralandirilan cam tuplerin ilk Gg tupune sirasiyla 2, 1, 1 ml olacak sekilde
antimikrobiyal madde dagitildi. Sulandiricilar ise sirasiyla ilk Ug tlpe 2, 3, 7
ml olacak sekilde ilave edildi. Daha sonra U¢ numarah tipten 4, 5 ve 6
numarall tuplere sirasiyla 2, 1, 1 ml antimikrobiyal ¢ozelti dagitildi ve bu
tuplere sirasiyla 2, 3, 7 ml sulandirici ilave edildi. Altinci tipten 7, 8 ve 9
numaral tuplere sirasiyla 2, 1, 1 ml antimikrobiyal dagitildi ve bu tuplere
sirasiyla 2, 3, 7 ml sulandirici ilave edildi. Son olarak dokuzuncu tupten 10,
11 ve 12 numaral tiplere sirasiyla 2, 1, 1 ml antimikrobiyal dagitildi ve bu
tiplere sirasiyla 2, 3, 7 ml sulandirici ilave edildi. Yukarida belirtilen
sulandiricilar Tablo 3.2° de belirtiimistir. Bdylece tum antimikrobiyaller igin
5120 ile 1.25 pg/ml.’lik ara konsantrasyona sahip 13 antimikrobiyal sollsyon
olusturuldu. Bu hazirlanan ¢ozeltilerden alinan 2 ml.’lik antimikrobiyal
solisyon, 18 ml dokulmus olan besiyeri plaklar ile karistirildiginda 1:10

sulandirildi ve son konsantrasyon 512 ile 0.125 pg/ml. olarak hazirlandi.

3.2.8. Bakteri inokiilumunun hazirlanmasi

Saklanan tum anaerop izolatlar canlandirma igin Brucella kanli agar
besiyerine ekildi. Anaerobik ortamda 24-48 saatlik inkibasyona birakildi.
Canlandirilan izolatlar subkultiri yapildiktan sonra spektrofotometre
kullanilarak (BD Phoenix, Spectro., USA) tioglikolatli buyyon icerisinde 0,5
McFarland  (1,5x10®  CFU/ml.) bulanikhk  standartina  getirildi.
Mikroorganizmalarin suspansiyonlari, antimikrobiyal maddenin en dusuk
oldugu petriden baglamak kosulu ile, incelenen her bir bakteri igcin petri
Uzerinde bolunmus karelere 5 ul olacak sekilde inokule edildi.
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3.2.9. Ekim ve degerlendirme

Antimikrobiyal solusyonlu Brucella kanli agar besiyerine 5 pl. bakteri
suspansiyonu inokule edildi. Daha sonra anaerobik kabinde 35-37°C’de 48
saat inkibe edildi. Bu sure sonunda uUremenin gozlenmedigi en dusuk
antimikrobiyal ilag konsantrasyonu MIK olarak degerlendirildi. Inokilum
birakilmasina bagli izler ile tek bir koloni seklinde Gremeler dikkate alinmadi.
Duyarlilik ydniinden CLSI M100-S21 (2011)‘de belirtilen MiK kriterlerine gére
yorumlandi (43). Degerlendirmesi yapilmis bir agar dilisyon plagi Sekil 3.3’te

belirtilmigtir.
Tablo 3.3. Minimum inhibitér Konsantrasyonu (MiK) Referans Araliklari (ug/ml)(43)
MiNIMUM iNHIBITOR
ANTIMIKROBIYAL MADDE KONSANTRASYONU (MIK)
R ! S

Kloramfenikol <8 16 >32
Penisilin G <0.5 1 >2
Metronidazol <8 16 >32
Klindamisin <2 4 >8
Sefoksitin <16 32 >64

R: direngli, I: orta duyarl, S: duyarh
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Sekil 3.3. Agar dilisyon yapilmis antibiyogram plagi (Calismamizdan alinmistir).

3.2.10. Sonuglarin yorumlanmasi

Agar dilisyon petrilerinde Uremenin inhibe edildigi son konsantrasyon
minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) olarak degerlendirildi. Buna gére
CLSI (2011) referans araliklarina gore bakteriler direngli/duyarl olarak
belirlendi. (43).
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IV-BULGULAR

Laboratuvarimiza anaerop bakteri kultur istegi ile gelen 345 6rnegin
49'u reddetme kriterlerine gére kabul ediimedi. Isleme alinan 296 klinik
ornekten 26 anaerop bakteri (%8.8) izole edildi. Bu izolatlarin 14’G sporsuz
anaerop Gram negatif basil, 7’si anaerop Gram pozitif basil, 5'i ise Anaerop
Gram pozitif kok olarak tanimlanmigtir. 26 izolattan 18’inin identifikasyonu
APl 20A ile yapilabilirken, 8’inin tanimlanmasi yapilamadi. Bu 8 izolatin
tanimlanmasi, gram boyama duzeyinde rapor edilerek kliniklere bildirildi.
izole edilen bakteriler ve klinik érnek tipleri Tablo 4.1'de verilmistir. Agar
dilisyon yapilmadan once -70 °C’de stoklanan bakteriler anaerop kabin
icerisinde canlandirildi. Bakterilerin Brucella kanli agara pasajlari yapilarak,
kabin icerisinde 48 saat inkiibasyonu yapildi. Ureme olmayan plaklarin
inklbasyonu 5-7 glne kadar uzatildi. Pasaji yapilan 26 bakterinin 11’i
plaklarda Uredi. Dolayisiyla, ¢alismamizda ancak 11 anaerop bakteri icin
agar dilusyon duyarllik testi yapilabilmigtir. Anaerop bakteri Gremesi olan bu
11 klinik 6érnegin 10 tanesinde B-laktamaz varligina rastlanirken, yalnizca 1
tanesinde (P. acnes) B-laktamaz varligina rastlanmadi. Agar dilisyon
yontemi kullanilarak  antimikrobiyal duyarhliklari  belirlenen anaerop

bakterilerin MiK degerleri asagida Tablo 4.2’de verilmistir
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Tablo 4.1. Klinik 6rnek tiplerine goére izole edilen bakteriler

iZOLE EDILEN BAKTERILER

Klinik Ornek

Anaerop Bakteriler

Aerop Bakteriler

Apse (n=16)

Bacteroides fragilis

E. coli

Prevotella intermedia/disiens

*Anaerop gram-pozitif kok

Bacteroides ureolyticus

*Gram-negatif anaerop basil

*Gram-pozitif anaerop kok

E. coli

*Gram-pozitif anaerop kok

E. coli

Bacteroides distasonis

Lactobacillus acid/jense

Prevotella intermedia

Bifidobacterium sp.

Prevotella sp.

Bacteroides fragilis

Bifidobacterium sp.

Streptococcus anginosus

Bifidobacterium sp.

Peptostreptococcus sp.

Eikenella corrodens

Cerrahi yara (n=1)

*Anaerop gram-pozitif basil

Doku (n=2)

Porphyromonas assaccarolytica

E. coli

*Anaerop gram-negatif basil

Streptococcus anginosus

Eklem sivisi (n=1)

Propionibacterium acnes

Plevra (n=3)

Bacteroides ovatus

Streptococcus viridans

Prevotella melaninogenica/oralis

Bifidobacterium sp.

Enterococcus sp.

Safra sivisi (n=1) *Anaerop gram-pozitif kok E. coli
K. oxytoca
TTA (n=2) *Anaerop gram-negatif basil -
Bacteroides ureolyticus S. aureus

*: identifikasyonu yapilamayip, gram boyamasina gére sonucu klinige bildirilen

anaerop bakteriler.
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Tablo 4.2. Agar diliisyon yapilarak MiK degerleri belirlenen anaerop bakteriler ve -

laktamaz sonuglari

KULLANILAN ANTIMIKROBIYAL MADDELER VE AGAR
DILUSYON SONUGLARI (ug/ml)

g o g T = S
; . = c £ - < = E ol e 3
Izole edilen Ornek E.GE_’ g z 8 .'§ g -CE g % (z) E >
bakteri tipi g SC_) = = £ "(%3 = ;‘F_ 2
¥ = x
Porphyromonas Doku <0.125 2 <0.125 | <0.125 | <0.125 +
assaccharolytica (S) (R) (S) (S) (S)
*Bacteroides Apse <0.125 128 32 16 16 +
fragilis (S) (R) (R) (R) (S)
*Bacteroides Apse <0.125 2 4 16 64 +
fragilis (S) (R) (S) (R) (R)
Prevotella Apse <0.125 2 <0.125 | <0.125 | <0.125 +
intermedia/disiens (S) (R) (S) (S) (S)
*Bifidobacterium Plevra | <0.125 2 16 0.25 0.25 +
sp. SIVISI (S) (R) (1) (S) (S)
*Bifidobacterium | Apse <0.125 2 <0.125 | <0.125 | <0.125 +
spp. (n=2) S) (R) S) S) S)
*Bifidobacterium | Apse <0.125 2 4 4 32 +
Sp. (S (R) (S 0] (1
Propionibacterium | Plevra | <0.125 | <0.125 512 0.2 0.5
acnes Sivisi (S) (S) (R) (S) (S)
Prevotella Apse <0.125 | >512 4 16 64 +
intermedia (S) (R) (S) (R) (R)
Bacteroides TTA <0.125 2 <0.125 | <0.125 | <0.125 +
ureolyticus (S) (R) (S) (S) (S)

S: Duyarli, I: Orta duyarli, R: Direncli, n: izolat sayisi

* : Antibiyotik duyarhliklari farkli oldugu igin, ayni izolatlar ayri olarak tabloda

belirtilmistir.
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V-TARTISMA VE SONUC

Anaerop bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlar c¢ogunlukla mikst
enfeksiyonlar seklinde olup, agir tablolar seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
durum, agir seyreden enfeksiyon tablosu kargisinda, etken oldugu dusunulen
bakterilerin antimikrobiyal maddelere olan duyarliliklarinin saptanmasini
gerekli kilmaktadir (49). Ancak anaerop bakterilerin rutin antibiyotik duyarhlik
calismalarinin yapilmasi olduk¢ga zahmetli ve zaman alici oldugu igin
klinisyenler daha ¢ok ampirik tedaviye yonelmekte, bu da gunumuzde
anaerop bakteriler arasinda gittikge artan antimikrobiyal dirence neden

olmaktadir.

Anaerop bakteri izolasyonunda normal sartlarda muayene
materyallerinin ortalama %25-50’sinde anaerop bakterilerin izole edilmesi
beklenirken, bu oran kan kultlrlerinde %10-15, batin ici pelvik apselerde
%100, aspirasyon pnomonilerinde %62-93, beyin apselerinde %68-90

civarinda olmaktadir (10).

Ulkemizde yapilan calismalara baktigimizda; Ercis ve ark. lari (50)
yaptiklari galismada incelenen 394 klinik 6rnekten 28 (%7.6) 6rnekte sadece
anaerop ve 75 (%20.5) 6rnekte ise aerop ve anaerop bakterileri birlikte izole
etmiglerdir. Anaerop uremesi olan 103 ornekten 217 anaerop bakteri izole
edilmis, érneklerin 15’'inde tek, 88’inde ise aerop ve anaerop karisik olarak

birden fazla bakteri Gremesi olmustur.

Bozkurt ve ark. lar (10) yaptiklan calismada 238 oOrnekten 67
(%28.2)'sinde anaerop bakteri izole ederken, bu drneklerden 6’sinin apse
materyali oldugunu, bu apse 6rneklerinin sadece 1’inde (%16,6) etken olarak

anaerop bakteri izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Dogan ve ark. lari (34) calismalarinda 100 klinik 6rnegin 14’Gnden
(%14) anaerop bakteri izole etmiglerdir. Bu oOrneklerin 7’sinde ayni anda
birden fazla anaerop bakteri saptanirken, 8 6rnekte anaerop ve fakultatif

anaerop bakterilerin birlikte Uredigini gdzlemlemiglerdir. Anaerop bakteri izole
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edilen 14 6rnegin 8’inin apse (%57), 6’sinin ise periton sivisi (%42) oldugunu

bildirmiglerdir.

Kiremitci ve ark. lari (51) yaptigi ¢alismada 243 klinik érnekten 54
anaerop izolat soyutlamisglardir. Klinik érneklerin ¢cogunu kan (% 39.5) ve
apse ornekleri (% 28.8) olusturmus, 6rneklerin 33’Unde (% 13.6) anaerop
ureme saptanmig, bunlarin 14’Gnde (% 5.8) sadece anaerop, 19unda (%
7.8) ise aerop ve anaeroplar birlikte Uretilmistir. Anaeroplardan en ¢ok
Bacteroides sp. (% 28), Porphyromonas sp. (% 19) ve Peptostreptococcus
sp. (% 11) izole edilmigtir. Bacteroides sp. izolatlarinin % 80’inde nitrosefin

testiyle beta-laktamaz dretimi saptanmistir.

Bu calismada ise anaerop enfeksiyon slphesiyle gelen 296 klinik
ornekten 26 anerop bakteri (%8.7) izole edildi. izole edilen 26 anaerop
bakterinin 11’ine (%42.3) fakultatif anaerop bakterilerin eslik ettigi gozlendi.
izole ettigimiz anaerop bakterilerin daha ¢ok apse o6rneklerinden izole
edilmesi (%21.6) giris kisminda belirttigimiz gibi klinik érnegin niteliginin ve
miktarinin anaerop bakterilerin izolasyonu Uzerinde etkili oldugunu bize
hatirlatmistir.16 apse 6rneginin 2’'sinde ise (%12.5) etken olarak birden fazla
anaerop bakteri izole edildi. Ozellikle bakteri izolasyonumuzun yiiksek
oranda apse materyallerinden yapildigini géz 6nune alirsak, bu oranin

ulkemizde yapilmis diger calismalarla uyumlu oldugunu sdyleyebiliriz.

Kliniklerle yapilan gorugsmelerde anaerobik ornek alim sekli ve 6rnegin
bir an 6nce laboratuvara ulastiriimasi ile ilgili hassasiyet anlatiimasina
ragmen bu konuda ayni duyarlihgin gosteriimedigi dusundlmektedir. Bu
yuzden 6rnek alimi ve ekiminde gecikmeler yasanmis ve bu durumun izolat
sayisinin  istenilen dlizeye ulasamamasinda bir etken oldugu
degerlendirilmistir. Orneklerin transportunda ticari olarak temin edilebilen
anaerop transport sistemlerinin kullaniimaya baslamasinin hastanemizde

anaerop izolasyon etkinligimizi arttiracagini dusunmekteyiz.

Mikrobiyolojik tanida, laboratuvarin etkinligi agisindan, higbir sey,
uygun orneklerin segilmesi ve alinmasi ve de uygun olarak isleme alinmalari

kadar onemli degildir. Bu konulara oOncelikli 6nem verilmedikgce, hasta
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tedavisine laboratuvar tarafindan pek az katki saglanabilir. Dolayisiyla,
surece katilan tibbi personelin her bir Uyesi nitelikli 6rnek elde edilmesinin
kritik onemini bilmek ve 6nem vermek zorundadir. Anaerop kultur igin
orneklerin alinmasinda birincil sorumluluk tagiyan saglik personeline dogru
ve yeterli bilgi verilmesi icin gerekli galigmalar yapiimahdir. Bu bilgiler,
guvenlik, segme, alma, laboratuvara aktarim, kabul edilebilirlik Olguleri ve
etiketleme konularini kapsamalidir. Hastanemizde ornegin alindigi andan
itibaren ekim yapilana kadar gecen sure, alim teknigi, laboratuvara
ulastirlma hizi, sekli ve benzeri konularda Klinikler daha dikkatli ve 6zenli
davrandiginda anaerop bakteri izolasyon oraninin daha c¢ok artacagini

disunmekteyiz.

Anaerop bakteri suslarinin stoklanarak uzun slre canl kalabilmesi
liyofilizasyon ile daha iyi yapilmaktadir. Calismamizda izolasyonu yapilan ve
skim milk’de stoklanan 26 anaerop bakterinin ancak 11’ine agar dilisyon testi
yapilabilmistir. Diger 15 anaerop bakteri susu tekrar canlandirilamamistir.
Stoklanan bakterilerin g¢alisma esnasinda canlandirilamamasi bizlere
anaerop bakterilerin oksijene olan hassasiyetinden kaynaklanan c¢alisma

zorluklarini tekrar hatirlatmigtir.

Calismamizda izole edilen 11 bakterinin 10 tanesinde B-laktamaz
varhgina rastlanmistir. Yine bu B-laktamaz pozitif 10 anaerop bakteri
penisiline direncli bulunmustur. identifiye ettigimiz iki B. fragilis izolatindan
birinde ve P. intermedia’da yiikksek MiK degerinde penisiline karsi direng

bulunmustur.

Goldstein ve ark. larn (40) yaptiklari calismada izole ettikleri tim
Bacteroides turlerinin B-laktamaz drettigini ve penisiline karsi direngli

oldugunu gostermisgtir.

M. Lorenzo ve ark. lar (52) ise 36 gram-negatif anaerop basil ile
yaptiklari ¢alismada, izole ettikleri 10 B. fragilis tirintn tumdna penisiline ve

birinci kugsak sefalosporinlere direngli olarak bulmuslardir.

Metronidazol direnci dunya genelinde Ozellikle Bacteroides fragilis

grubu bakterilerde siklikla bildirilmektedir. Ayrica metronidazol direnci
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zorunlu anaerop olmayan sporsuz gram-pozitif anaerop bakterilerde ve

Actinomyces tlrlerinde de yaygin olarak bildiriimeye baslanmistir (36, 45).

Hastanemizde 2000 yilinda agar dilusyon yontemi kullanilarak yapilan
bir calismada (53) izole edilen Bacteroides turlerinde metronidazol duyarlligi
%100 olarak bulunurken, bu ¢alismada izole edilen B. fragilis izolatlarindan
bir tanesinde ve P. acnes izolatinda metronidazol direnci saptanmis, bir

Bifidobacterium turiinde metronidazol orta dizey direngli bulunmustur.

Calismamizda agar dilisyonu yapilan tim anaerop bakteriler
kloramfenikole karsi duyarli bulunmustur. Kloramfenikol direnci tum anaerop
bakteriler arasinda oldukga nadir gérilmektedir. in-vitro 6zelligi mikemmel
olmasina ragmen USA’da hematopoetik etkisinden dolayi kullanimi oldukc¢a
sinirhidir (36).

Klindamisin direnci, son on yilda yapilan surveyans calismalarinda B.
fragilis gurubu bakteriler arasinda %10-%40 oraninda bildirilmektedir (31,
33). Dlnya genelinde artan ve cografik olarak degiskenlik gdsteren
klindamisin direncinden dolayi B. fragilis gurubu bakterilerin neden oldugu
intra-abdominal enfeksiyonlarda klindamisin kullanimi ampirik tedavide

onerilmemektedir (45).

Letournel-Glomaud ve ark. lar1 (19) yaptiklari ¢galismada izole ettikleri
gram negatif anaerop bakterilerin %21’inde (19/89), gram pozitif anaerop
bakterilerin %17’sinde (18/105) klindamisin direncine rastlamiglardir. Dogan
ve ark. lari (34) yaptiklari galismada izole ettikleri gram pozitif koklarin
tumind (n=7), 12 anaerop gram-negatif basilin 4’4nu (%33), 3 anaerop

gram-pozitif basilden birini klindamisine direncli olarak bulmuslardir.

Léivukene ve ark. lari (33) 1999-2001 yilinda izole ettikleri anaeroplar
ile yaptiklari ¢calismada klindamisinin az kullanimina ragmen, sasirtici olarak

klindamisine karsi yiksek oranda direng gelistigini gostermislerdir.

Calismamizda izole edilen anaerop bakterilerden 7’si klindamisine
karsi duyarl iken, B. fragilis (n=2) ve P. intermedia klindamisin direngli,
Bifidobacterium sp. turlerinden biri de klindamisine orta duzey duyarli

bulunmustur.
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Ayrica izole ettigimiz 11 anaerop bakterinin 2’si (B. fragilis ve P.
intermedia) sefoksitine direngli, 4 Bifidobacterium sp. tlrinden biri orta
dizeyde duyarh bulurken, geri kalan 8 anaerop bakteri sefoksitine karsi

duyarli bulunmustur.

Anaerop bakterilerin  rutin identifikasyonu ve antimikrobiyal
duyarlliklarini belirlemek zaman alici ve zahmetli oldugu kadar, bu alanda
calisacak deneyimli eleman ve donanimh bir alt yapi gerektirmektedir.
Calismamizda istenilen rakamlara ulasamamamiza ragmen, agar dilisyon
yontemi ile buldugumuz MIK degerleri, yurtici ve yurtdisinda anaeroplarla

yapilan duyarllk testleri ile uyum gostermektedir.

Klinisyenlerle iletisim halinde olmak anaerop bakteriyoloji i¢in bluyuk
onem tasimaktadir. Anaerop bakteri identifikasyonu zaman alan bir sireg¢
oldugundan, izole edilen anaerop bakterinin en azindan gram boyamasinin
kisa bir raporla klinige bildiriimesi hasta acgisindan kritik bir 6neme sahip
olacaktir. Anaerop bakteriler icin CLSI'In referans yontem olarak kabul ettigi
agar dilusyon testini rutin olarak yapmak pek pratik olamamaktadir. Bunun
yerine laboratuvarlar izole edilen anaerop bakterileri uygun kosullarda
saklamali, belirli araliklarla bu suslara antimikrobiyal duyarlilik testleri
yaparak ampirik tedavilere destek olmak igin direng gelisimini takip
etmelidirler. Eger antimikrobiyal duyarlilik testi hasta icin kritik bir énem
tasiyorsa, agar dilisyon yontemi disinda E-test veya identifikasyonla birlikte
antimikrobiyal direnci belirleyen cgesitli ticari sistemler kullanilabilir. Ancak
laboratuvarlarin kendileri igin en uygun yontemi belirlemesinde fayda vardir.
Ulkemizde anaerop bakterilerle yapilan ¢alismalar, gelisen yeni tekniklerin de
etkisiyle hiz kazanmaktadir. Bu durum bizim i¢in umut verici olmakla birlikte,
yapilan bu calismalarin hastanelerde uygun antibiyotik secimini ve tedavi

stratejilerini yonlendirecegi acgiktir.
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