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OZET

Demir M, Klinik Bacteroides fragilis Grubu Izolatlarda Enterotoksin Ve
Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Prevalansi Ve Molekiiler Tiplendirme, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah Uzmanhk Tezi.
Ankara, 2023. Bacteroides fragilis grubu (BFG) izolatlar1 ile gelisen enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan antibiyotiklere diinya ¢apinda artan diren¢ oranlari
bildirilmektedir. Direng profilleri iilkeler, bdlgeler ve hatta hastaneler arasinda
degistigi igin silirveyans Oonem arz etmektedir. Bu calismada hastanemizde BFG
izolatlarinda antibiyotik direng prevalansinin, direncin genetik mekanizmalarinin
belirlenmesi ve bu izolatlarin molekiiler epidemiyolojisinin saptanmasi amaglanmustir.
Antibiyotik duyarlilik testleri agar diliisyon yontemiyle, direng genleri tespiti gergek
zamanli PZR yontemiyle, molekiiler tiplendirme AP-PCR yontemiyle yapilmistir.
BFG izolatlarinin ampisilin, sefoksitin, piperasilin/tazobaktam, imipenem,
meropenem, klindamisin, metronidazol ve tigesikline karsi1 direng oranlari sirasiyla
%97.8, %28.3, %11.6, %7.9, %5.1, %47.8, %0 ve %4.3’tiir. Tiim izolatlar iginde cepA,
cfxA, cfiA, ermF, ermG, ermB, nim, linA, mefA, msrSA, tetQ, tetX, tetX1 ve bft geni
sirastyla %42.8, %44.9, %8.7, %44.2, %10.9, %2.2, %0.7, %29, %17.4, %7.2, %76.1,
%8, %37.7 ve %16.7 oranlarinda saptanmistir. Klindamisin direng genlerinin (ermF,
ermG, ermB, mefA, msrSA, linA) BFG izolatlarinda yaygin oldugu belirlenmistir.
Karbapenem direng geni (cfiA) tasiyan 12 B. fragilis izolatinin besinde upstream
bolgesinde 1S [1S1187(n=3), ISBf6(n=1), 1S612B(n=1)] saptanmistir. Bu izolatlarda
yiiksek imipenemaz aktivitesi oldugu gozlenmistir. Metronidazole azalmig duyarlilik
saptanan bir izolatta nimE geni saptanmistir. AP-PCR ile 101 farkli genotip saptanmus,
BFG’de yiiksek diizeyde genetik farklilik oldugu gézlenmistir. Bu ¢alismada, BFG
izolatlariin antibiyotiklere direng durumlari ve direng gelisiminde 6nemli role sahip

direng genlerine ait veri saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacteroides, antibiyotik direnci, direng geni, enterotoksin,
ETBF, AP-PCR

Destekleyen  kurulus:  Hacettepe  Universitesi  Bilimsel Arastirmalar

Koordinasyon Birimi, Proje no: THD-2021-19036



ABSTRACT

Demir M, Prevalence of Enterotoxin and Antibiotic Resistance Genes and
Molecular Typing of Clinical Bacteroides fragilis group Isolates, Hacettepe
University, Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Thesis In
Medical Microbiology, Ankara, 2023. Increasing rates of resistance to antibiotics
used in the treatment of infections caused by Bacteroides fragilis group (BFG) isolates
are reported worldwide. Surveillance is important as resistance profiles vary among
countries, regions, and even hospitals. In this study, it was aimed to determine the
prevalence of antibiotic resistance, and genetic mechanisms of resistance in BFG
isolates, and to determine the molecular epidemiology of these isolates in our hospital.
Antibiotic susceptibility tests were performed using the agar dilution method,
resistance genes were determined using the real-time PCR method and molecular
typing was performed using the AP-PCR method. The resistance rates of BFG isolates
against ampicillin, cefoxitin, piperacillin/tazobactam, imipenem, meropenem,
clindamycin, metronidazole, and tigecycline were 97.8%, 28.3%, 11.6%, 7.9%, 5.1%,
47.8%, 0%, and 4.3%, respectively. Among all isolates, cepA, cfxA, cfiA, ermF, ermG,
ermB, nim, linA, mefA, msrSA, tetQ, tetX, tetX1 and bft genes were 42.8%, 44.9%,
8.7%, 44.2%, 10.9%, 2.2%, 0.7%, 29%, 17.4%, 7.2%, 76.1%, 8%, 37.7% and 16.7%,
respectively. Clindamycin resistance genes (ermF, ermG, ermB, mefA, msrSA, linA)
were determined to be common in BFG isolates. ISs [1S1187(n=3), ISBf6(n=1),
1S612B(n=1)] were detected in the upstream region of five out of 12 B. fragilis isolates
carrying the carbapenem resistance gene (cfiA). High imipenemase activity was
observed in these isolates. The nimE gene was detected in one isolate with decreased
susceptibility to metronidazole. A total of 101 different genotypes were detected by
AP-PCR, indicating high genetic diversity within BFG. In this study, data related to
the antibiotic resistance of BFG isolates and the resistance genes that play an important

role in the development of resistance are provided.

Keywords: Bacteroides, antibiotic resistance, resistance gene, ETBF, AP-PCR
Supporting Organization: Hacettepe University Scientific Research Project Unit,
Project No: THD-2021-19036
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Sayfa

B. fragilis'in Brucella kanli agardaki goriintisiic ve Gram boyali
mikroskobik goriintiisii.

Agar diliisyon cihazi ile bakteri inokulumlarinin plaklara inokiilasyonu.
Agar diliisyon ydntemi ile MiK belirlenmesi.

Gergek zamanli PZR’de cfiA geni i¢in elde edilen amplifikasyon egrileri.
Erime egrisi analizi.

BFG izolatlariin 6rnek AP-PCR jel goriintiisii.

Ampisilin MIK degerlerine gére cepA-pozitif ve cepA-negatif BFG
izolatlarinin dagilima.

Sefoksitin MIK degerlerine gore cfxA-pozitif ve cfxA-negatif BFG
izolatlarinin dagilima.

Meropenem MIK degerlerine gore cfiA-pozitif ve cfiA-negatif BFG
izolatlarinin dagilima.

Imipenem MIK degerlerine gore cfiA-pozitif ve cfiA-negatif BFG
izolatlarinin dagilima.

Piperasilin/tazobaktam MIK degerlerine gore cepA, cfxA ve cfiA
genlerinin dagilima.

Klindamisin MIK degerlerine gére ermF, ermB,ermG, mefA, msrSA ve
linA genlerinin dagilimi.

Metronidazol MIK degerleri ve nim geni dagilimu.
Tigesiklin MIK degerlerine gore tetQ, tetX ve tetX1 genlerinin dagilimi.
B. fragilis izolatlarinda upstream PZR sonrasi yapilan jel elektroforezi.

Imipenemaz aktivitesi: M19, M29, M123 ve M172 numarali B. fragilis
izolatlarinda imipenem konsantrasyonunun zamana bagl degisimi.

Imipenemaz aktivitesi: M23, M26, M35, M135 ve M175 numarali B.
fragilis izolatlarinda imipenem konsantrasyonunun zamana bagl
degisimi.
Imipenemaz aktivitesi: M3, M41, M96, M169, M185 ve M188 numarali
B. fragilis izolatlarinda imipenem konsantrasyonunun zamana bagli
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BFG izolatlarinin AP-PCR analizi ile olusturulan dendrogrami.
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Sayfa

Gram negatif anaerop bakterilerde test edilmesi ve raporlanmasi dnerilen
antibiyotikler.

Agar diliisyon testinde calisilan antibiyotiklerin ¢oziicii, sulandirici
soliisyonlar1 ve test edilen MIK araligi (ug/mL).

Anaerop bakteriler i¢in antibiyotik sinir degerleri.
Gergek zamanli PZR i¢in hazirlanan karisimin igerigi.

Gergek zamanli PZR analizi ile diren¢ genlerinin tespiti i¢in kullanilan
oligoniikleotid primerleri ve parametreleri.

2x amplifikasyon karigiminin hazirlanmasi.

50 ul olan amplifikasyon karigiminin hazirlanmasi.

AP-PCR i¢in kullanilan 1s1 dongii profili.

BFG izolatlarin elde edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi.
BFG Izolatlarmin antibiyotik duyarlilik test sonuglari.

BFG izolatlarinda antibiyotik diren¢ genlerinin dagilima.

Kan ve kan dis1 klinik 6rneklerden izole edilen B. fragilis ve diger BFG
tirlerinde antibiyotiklere duyarli olmama durumu ve direng genlerinin
prevalansi.

B. fragilis'te bft-pozitif ve bft-negatif izolatlarda antibiyotik direnci ve
direng genlerinin prevalansi.

Karbapeneme direngli veya karbapenem direng geni (cfiA) pozitif
izolatlarin (n=15) &zellikleri.

Karbapeneme direngli veya karbapenem direng geni (cfiA) pozitif
izolatlarin (n=15) upstream PZR ve imipenemaz aktivitesi sonuglari.
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1. GIRIS VE AMAC

Bacteroides fragilis grubu (BFG) olarak adlandirilan; Bacteroides,
Parabacteroides ve Phocaeicola cinsine ait >20 tiiriin yer aldigi bu bakteri grubu
anaerobik enfeksiyonlarda en sik izole edilen tiirlerdir (1). insanlarda mukozal
bolgelerde, ozellikle gastrointestinal sistem mukozasinda bulunan kommensal
mikrobiyatanin 6nemli iiyeleridirler. Bu bakteriler travma, ameliyat veya kanser gibi
durumlarda mukozal bariyerin bozulmasini takiben normalde steril olan viicut
bolgelerine eristiklerinde ciddi enfeksiyonlara neden olabilirler. Uygun antibiyotik
tedavisi uygulanmadiginda bu enfeksiyonlardan 6liim oranlari %60'a kadar ¢ikabilir
(2-4).

BFG enfeksiyonlarinin tedavisi, anaerobik antibiyotiklere diinya ¢apinda artan
direng raporlar1 nedeni ile giderek daha zor hale gelmistir (5). Direng profilleri iilkeler,
bolgeler ve hatta hastaneler arasinda degistigi i¢in tedavide uygun antibiyotik
protokoliinii belirlemek ©6nem arz etmektedir (6-8). Anaerop duyarlilik testi
yapilamayan merkezlerde, tahmin edilen duyarliik modelleri hasta yonetimine
rehberlik edebilir ve tedavi basarisizliklarini1 6nleyebilir. Bu ¢alismada hastanemizde
BFG’de antibiyotik direnci prevalansinin, direncin genetik mekanizmalarinin
belirlenmesi  ve bu izolatlarin molekiiler epidemiyolojisinin  gésterilmesi
amaclanmistir. Direng prevalansinin ve mekanizmalarinin  bilinmesi antibiyotik
yonetiminin temelini olusturmaktadir. Bu arastirmanin sonuglari ile hastanemizde
izole edilen BFG bakterilerin antibiyotik direng mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve
bu bakterilerle meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisi igin yol gosterebilecek

verilerin ortaya konmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihc¢e ve Taksonomi

Bacteroides fragilis ilk olarak 1898 yilinda Veillon ve Zuber tarafindan
Bacillus fragilis olarak tanimlanmistir. Daha sonra Castellani ve Chalmers tarafindan
1919 yilinda Bacteroides cinsi ve Bacteroidaceae ailesi adlandirilmis, bu siniflandirma
1980 yilinda onaylanmustir (9).

BFG iiyeleri Bacteroidota filumu, Bacteroidia sinifi, Bacteroidales takiminda
bulunmaktadir. Daha 6nce Bacteroides cinsine bagli olan bircok tiir, Porphyromonas
cinsine veya Prevotella cinsine aktarilmistir. Bacteroidaceae ailesinde Bacteroides ve
Phocaeicola cinsi bakteriler yer alirken, Parabacteroides cinsi Tannerellaceae
ailesinde yer alir. Bu cinsler birbiriyle iliskili olup tiimii Bacteroidales takimina aittir.

Tarihsel olarak, BFG’de taksonomik siniflandirmalar 16S rRNA gen
dizilimine gore belirlenmistir. Daha yakin zamanlarda, tiim genom dizileme (WGS)
teknolojisindeki gelismeler ve ortalama niikleotid kimligi (average nucleotide identity,
ANI) ve genom BLAST mesafe filogenisi (genome BLAST distance phylogeny,
GBDRP) gibi daha kapsamli tiir sinirlandirma yontemlerinin gelistirilmesi Bacteroidota
filumu iginde taksonomik revizyonlar yapilmasina neden olmustur. Gegmiste
Bacteroides cinsi i¢inde yer alan Bacteroides distasonis, Bacteroides merdae ve
Bacteroides goldsteinii "Tannerellaceae” familyasinda Parabacteroides cinsi iginde
yeniden smiflandirilmistir (10). Yakin zamanda, 1.000'den fazla Bacteroides
genomunun incelendigi GBDP yontemini kullanan bir calisma sonrasi Bacteroides
vulgatus, Bacteroides dorei ve Bacteroides massiliensis tiirleri Phocaeicola cinsi
icinde smiflandirilmistir (11). Ayrica WGS ¢aligsmalari B. fragilis bolim | (division I)
ve bolim Il (division 11) olmak {izere genetik olarak farkli iki alt gruba ayrildigini
gostermistir. B. fragilis boliim 1 ve boliim Il izolatlar1 genetik farkliligin yaninda
antibiyotik direnci ve patojenite agisindan da farkliliklar gostermektedir (6).
Gilinimiizde BFG bakteriler; Bacteroides tiirlerini (B. acidifaciens, B. caccae, B.
cellulosilyticus, B. eggerthii, B. faecis, B. fragilis, B. helcogenes, B. intestinalis, B.
nordii, B. ovatus, B. pyogenes, B. salyersiae, B. stercoris, B. thetaiotaomicron, B.
uniformis, B. xylanisolvens) ve Phocaeicola tiirlerini (P. coprocola, P. dorei, P.

massiliensis, P. plebeius, P. vulgatus) kapsamaktadir. Aile diizeyinde farklilik



olmasina ragmen Parabacteroides tiirleri (P. distasonis, P. goldsteinii, P. gordonii, P.
johnsonii, P. merdae) klinik arastirmalarda yaygin olarak BFG’ye dahil edilmektedir
(12).

BFG ic¢indeki filogenetik cesitlilik fazla oldugundan ve antibiyotik direnci
tirler arasinda farklilik gosterdiginden taksonomi ve tiir diizeyinde tanimlamalar
biiyiik klinik degere sahiptir (6, 11). Gegmiste tanimlama yontemlerinin kisitlilig
nedeniyle BFG igindeki bakteriler nadiren tiir diizeyinde tanimlanmis ve
raporlanmistir. Ancak molekiiler tan1 yontemlerindeki gelismelerle ve matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS) teknolojisinin kullanima girmesiyle laboratuvarlarin tiir

diizeyinde tanimlama oranlar1 biiyiik 6lglide artmistir (6).
2.2. Patogenez
2.2.1. Konaga Ait Faktorler

Genel olarak enfeksiyona zemin hazirlayan faktorler anaeroblarla gelisen
enfeksiyonlara da zemin hazirlayabilir.  Diabetes mellitus, nétropeni,
hipogamaglobulinemi, malignite, karaciger hastaligi, splenektomi, kollajen vaskiiler
hastalik, sitotoksik ilag tedavisi, kortikosteroid tedavisi ve immiinsiipresyona neden
olan diger durumlar bu kategoriye dahildir. Bununla birlikte diyabetiklerde anaerobik
kolesistit ve anaerobik osteomiyelit; notropenik kolit; akciger, kolon ve uterus
karsinomunda lokal anaerobik enfeksiyonlarin insidansinda artig gibi daha spesifik
iliskiler ve birliktelikler olabilir. Redoks potansiyelinin azalmasina yol agan kosullar,
daha 6zgiil olarak anaerobik enfeksiyonlara zemin hazirlamaktadir. Bu kategoriye
obstriiksiyon Ve staz, doku anoksisi, doku yikimi, vaskiiler yetmezlik, onceki aerobik
enfeksiyon, yaniklar, yabanci cisim implantasyonu ve kiriklar dahildir. Anaerobik
enfeksiyonlara zemin hazirlayan diger klinik durumlar arasinda 16semi, oral,
gastrointestinal ve kadin pelvik cerrahisi, diger viicut bolgelerinde travma, dogum,
aspirasyon pnémonisi, insan ve hayvan siriklart ve aminoglikozidler ya da kinolonlar
gibi anaeroblara kars1 zayif aktiviteye sahip antibiyotiklerle tedavi uygulanmis olmasi
yer alir (13-15).

2.2.2. Viriilans Faktorleri

B. fragilis insanda kolon mikrobiyotasinin sadece %0,5'ini olusturmasina

ragmen, giiclii virlilans faktorlerine bagli olarak en sik izole edilen anaerobik



patojendir. Viriilans faktorleri genel olarak i¢ genis kategoriye ayrilabilir: i) konak
hiicrelere adezyon, ii) konak immiin yanitindan kagma (fagositoz ve oksijen toksisitesi
gibi) ve iii) doku yikimi. B. fragilis'in fimbrialar1 ve agliitininleri, adezinler olarak
islev gorerek, konak dokuda yerlesmeye olanak saglar. Polisakkarit kapsiil,
lipopolisakkarit (LPS) ve ¢esitli enzimler, konak bagisiklik yanitindan korunmada rol
oynar. Kapsiil apse olusumundan sorumludur ve B. fragilis'te bulunan histolitik
enzimler doku yikimina aracilik eder (1).

Pili & Fimbria

B. fragilis'in konak hiicre yiizeyiyle etkilesimine farkli yapilar katkida bulunur.
B. fragilis, adezyon ve hemagliitinasyonda rol oynayan peritrikdz fimbrialara sahiptir.
Pilinin rolii hemagliitinasyon ve bagirsak hiicrelerine yapismada tanimlanmigtir. Hem
pili hem de kapsiil, hedef hiicrelere yapismada rol oynar, ancak pilinin rolii daha
onemlidir (16). B. fragilis konak yiizey molekiilleri ile etkilesime katkida bulunan
kolajen tip I adezyon (kollajen baglayici glikoprotein (cbpl)), laminin baglayici
protein, Ton B'ye bagh bir dis zar proteini (omp), fibrinojen baglayic1 protein ve
plazminojen baglayici protein (pbp) gibi bazi adezyon molekiilleri kodlar (17). Ayrica
reseptor olarak sialik asit ile etkilesime giren lektin benzeri adezyonun varligi
gosterilmistir (18).

Endotoksin/LPS

B. fragilis toksik etkisi E. coli ile kiyaslandiginda 10-1000 kat daha zayif olan
farkl bir LPS’ye sahiptir (19). Antibiyotiklere maruziyet ile endotoksin salinimi B.
fragilis’te diger BFG iiyelerine gore daha belirgindir (20). LPS ve kapsiil bakterinin

enfeksiyon bolgesinde yerlesmesine izin veren adezinler olarak islev goriir (21).

Kapsiiler Polisakkaritler
BFG izolatlarinin ¢ogu kapsiilliidiir ve kapsiil varlig: viiriilansta dnemli rol oynar. B.
fragilis’in kapsiiler polisakkaritleri (PS) giiclii bir sekilde apse olusumunu uyarir (22).
PS-A, PS-B ve PS-C olmak iizere ii¢ farkli PS tanimlanmustir. In vivo bir calismada
piirifiye PS-A ve PS-B’nin her ikisinin de hayvan modellerinde apse olusumunu
indiikledigi gosterilmistir. PS-B ve PS-C sentezleyemeyen mutantlar B. fragilis
National Collection of Type Cultures (NCTC) 9343 izolat1 ile benzer sekilde apse
olusumunu indiiklemistir. Ancak B. fragilis NCTC 9343 izolat1 PS-A olusturamadigi

zaman apse olusumu 6nemli 6l¢lide azalmistir. PS-A apse indiiksiyonu igin gerekli



olan benzersiz bir serbest amino sekere sahiptir (23). PS A ayrica klonal CD4" T hiicre
ekspansiyonunu ve IL-10 olusturan hiicreleri aktive eder (24, 25).

Ekstraselliiler Enzimler

B. fragilis izolatlar1 konakta ekstraselliiler matrikse penetrasyonu saglayan
hiyaliironidaz, kondroitin siilfataz, deoksiriboniikleaz, proteazlar, fosfatazlar ve
lipazlar dahil olmak iizere ¢esitli hiicre disi ve histolojik enzimler {iretir (26).
Hemolizin tiretimi konak hiicrelere ve eritrositlere hasar vererek B. fragilis'in in demir
ve hem erisimini kolaylastirabilir (27). B. fragilis'te sinerjistik etkilesime sahip olan
iki hemolizin (HIyA ve HIyB) tanimlanmistir (28). Noraminidaz H (nanH), B.
fragiliste  miisin  polisakkaritlerini  par¢alayan ve  glikoz  saglayarak
mikroorganizmalarin bliylimesini artiran en yaygin enzimdir. Noraminidaz, siyalik asit
motifini hicrelerin yiizeyinden, 1gG gibi immiinolojik aktif faktorlerden ve
kompleman sisteminin bazi aracilarindan uzaklastirarak konak fonksiyonlarini bozan
onemli bir virtilans faktoridir (17).

Tip VI Sekresyon Sistemleri (T6SS)

Aragtirmalar B. fragilis'in bakteriyosinler, proteazlar, glikosidazlar ve
hemolizinler, 6nemli metabolik ve patojenik roller oynayan biyolojik aktif molekiiller
salgiladigii  ortaya koymaktadir (29, 30). B. fragilisin genomunda TolC
homologlarinin varligi, gosterilmistir. TolC, antibiyotikleri disart pompalamak i¢in
efluks pompalar1 ve molekiilleri disar1 aktarmak igin tip | sekresyon sistemi ile is
birligi i¢inde olan bir dis zar proteinidir. Ancak, TolC homolog kodlayan genlerin asir
ekspresyonu B. fragilis'te rapor edilmemistir (31). B. fragilis'te Proteobacteria'da
gosterilen tip V1 salg: sisteminden oldukga farkli bir tip VI salgilama sistemi (T6SS)
rapor edilmistir. B. fragilis'in T6SS’nin, hayvan modelinde kolonizasyonu sirasinda
eksprese oldugu ve B. thetaiotaomicron kolonizasyonunu azalttigi gézlemlenmistir
(32). T6SS, lipoproteinlerin hiicre yilizeyi organizasyonunu ve/veya sekretomda tespit
edilebilen bazi molekiillerin salgilanmasini indiikleyebilir. T6SS, hiicre duvarini,
membranlari etkileyen proteinler ve enzimler; DNA yikim enzimleri gibi ¢ok ¢esitli
efektorlere sahiptir (32-35). T6SS, insan bagirsaginda bulunan farkli Bacteroidales
tirleri ile etkilesimlere aracilik eder ve B. fragilis i¢in rekabet avantaj1 saglar (32, 33,
36). Bununla birlikte, B. fragilis T6SS'nin patogenezdeki kesin roliiniin anlasilmasi

icin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.



Bacteroides fragilis Toksin (BFT)

Frajilizin olarak da bilinen BFT, enterotoksijenik B. fragilis (ETBF) izolatlari
tarafindan salgilanir. BFT molekiiler agirligi 21 kDa olan, ¢inko bagimli, 1s1ya duyarh
bir metalloproteazdir. BFT1, BFT2 ve BFT3 olmak tizere ti¢ izoformu gosterilmistir.
En yaygin olan BFT1’dir. BFT E-kadherini parcalayarak zonula adherensi tahrip eder.
Bu da epitel hiicrelerinin aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine, hiicreler
aras1 baglantilarin yikimina bagl olarak gegirgenlikte artisa ve ishale neden olur (1,
37). BFT’nin inflamatuar bagirsak hastalig1 ve kolorektal kanser patogenezinde rolii
oldugu 6ne siiriilmektedir. BFT kolonda inflamasyonda goérevli IL-8 salinimini uyarir.
Ayrica apoptoz protein-2 (c-IAP2) ve spermin oksidazin (SMO) hiicresel
inhibitoriiniin indiiklenmesiyle reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunu, DNA hasarini
ve hiicre proliferasyonunu indiikler. B-katenin'in niikleer birikimi, onkogen c-myc asiri
ekspresyonunu ve insan kolon epitel hiicrelerinin kalic1 proliferasyonuna neden olur.
BFT ek olarak NF-xB aktivasyonu ile pro-kanserojen sinyali indiikler (17, 38, 39).

DNA iInversiyonlar: ve Faz Varyasyonu

B. fragilis, DNA'nin protein kodlayan bolgelerinin yani sira promoter
bolgesinde DNA inversiyonu araciligiyla genleri agik-kapali hale getirebilir ve yiizey
yapilarin1 degistirebilir (40, 41). Bu durum faz varyasyonu olarak adlandirilir. Yiizey
yapilarin1 degistirme yetenegi, B. thetaiotaomicron'a kiyasla mukozal yiizeylerden
siklikla olarak izole edilen B. fragilis’te daha yaygindir (41). B. fragilis'in DNA
inversiyonlarinin farkli yapilarin iretilmesinde rolii oldugu gosterilmistir. Dig
membran proteinlerinin SusC/SusD ailesi (nisasta kullanim sistemi), oto-agregatif
fenotip ile iliskili yiizey proteinleri, dis membran vezikiil (OMV) ve yiiksek molekiiler
agirlikl ekstraselliiler polisakkarit (EPS) bu yapilara 6rnek olarak verilebilir (42-45).
Faz varyasyonlari, konak bagisiklik yanitini, besin alimini ve biyofilm olusumunu
modiile ederek mikroorganizmalarin stabilitesinde 6nemli olabilir (44). B. fragilis'in
promoter inversiyonlari, DNA'nin farkli bolgelerindeki invertaz genleri tarafindan
kontrol edilir. Mpi bunlar arasinda en ¢ok bilinenidir. B. fragilis'in yedi polisakkarit
promoter bdlgesinin tamaminin inversiyonunu ve ayrica tarif edilmemis {riinlerin

ekspresyonunu diizenleyen alti promoterin inversiyonunu kodlar (46).



Aerotolerans

B. fragilis'in diger Bacteroides'lere gore oksijene karsi daha direngli oldugu
gbzlemlenmistir. Hatta B. fragilis'in sitokrom bd oksidaz ekspresyonu ile nanomolar
seviyelerde oksijen tiiketebildigi gosterilmistir (47). B. fragilis'te hem oksijene duyarli
hem de oksijene bagimli riboniikleotit rediiktazlarin varligi, oksijen igeren ortamlarda
DNA'sinin kopyalanabilecegini gosterir. Bununla birlikte, B. thetaiotaomicron'da
oksijene bagimli riboniikleotit rediiktaz izoenziminin varlig1 gézlenmemistir (48). EkK
olarak, B. fragilis'in nispeten H»O2'ye direngli bir fumaraz'a sahip iken, B.
thetaiotaomicron’un fumaraz' daha duyarlidir. Zorunlu bir anaerob olan B. fragilis,
atmosferik oksijene (%21) maruz kaldiginda ¢ogalamaz. Bununla birlikte, B. fragilis
aerotoleran bir bakteridir ve tamamen aerobik kosullarda birka¢ giin canli kalabilir.
Bunun nedeni reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) giiglii ve etkili detoksifikasyonudur
(49). ROS'a yanitta farkli metabolik ve detoksifikasyon enzimlerinin ifadeleri
indiiklenir, nrdAB (aerobik riboniikleotit rediiktaz), oksijenle indiiklenen nisasta
kullanimi, Kkatalaz, siiperoksit dismutaz, alkil hidroperoksit rediiktaz, tioredoksin
peroksidaz, sitokrom C peroksidaz, tiyol bilesikleri, nonspesifik DNA baglayici
protein ve ferritin buna 6rnek olarak verilebilir (17, 50-52). Oksidatif strese karsi
hayatta kalma yetenegi, enfeksiyonu baslatma ve siirdiirme yeteneginde rol oynar.

Demir Alimi

Demir ve hem, Bacteroides tiirlerinin {iremesi ve hayatta kalmasi igin
gereklidir. Hem Bacteroides tiirlerinin tiremesini doza bagl olarak indiikler (53, 54).
Ancak Bacteroides tiirlerinin demir ile etkilesimi ve hiicre i¢ine alimu ile ilgili yeterli
veri yoktur. Bakteriler genellikle ferrik demiri sideroforlar yoluyla alirlar.
Sideroforlar, farkli mikroorganizmalar tarafindan iretilen kiiciik, yiiksek afiniteli
demir gelatlayict maddelerdir (55). Bacteroides tiirlerinin siderofor sentezledigi rapor
edilmemistir. Ancak mikrobiyotada siderofor iireten mikroorganizmalarin yogun
olarak yasadigi bir ortamda bir arada bulunurlar. Bu nedenle, Bacteroides'in demir
almak i¢in ksenosideroforlar1 kullanabilecegi varsayilabilir (56). B. fragilis demir
kisitli anaerobik ortamda demir elde etmek igin Fe(lll)-ferrikromu kullanir.
Bacteroides vulgatus ATCC 8482 ve Bacteroides thetaiotaomicron VPl 5482 ise
Fe(IIT)-enterobaktin and Fe(IlI)-salmochelin S4’i kullanir (57). Fe (111)-ferrikromdan

ayrilan demir, periplazmik araliktan sitoplazmaya FeoAB sistemi ve CobN benzeri



proteinler BtuS1 ve BtuS2 tarafindan tasimir (58). Anaerobik kosullar altinda B.
fragilis'in periplazmasinda ferrik demirin indirgenmesi ve Fe(lll)-ferrikromdan
salinmasina neden olan mekanizma heniiz a¢iklanmamustir.

Biyofilm

B. fragilis izolatlari, kolon mukozasinda biyofilm olusturur (59). Bir ¢alisma,
inflamatuar bagirsak hastalig: (IBH) hastalarmin kolon mukozasi iizerindeki biyofilm
yogunlugunun, kontrol grubundaki miktarin yaklasik iki kat1 oldugunu gostermistir.
IBH bulunan hastalarda biyofilm kiitlesinin >%60"indan B. fragilis'in sorumlu oldugu
bildirilmistir (60). Biyofilm olusumu, enfeksiyon sirasinda konak savunma

mekanizmalarina ve antibiyotiklere karsi direnci arttirmaktadir (61).

2.3. Bacteroides fragilis Grubu Bakteriler ile Olusan Enfeksiyonlar

BFG insan mikrobiyotasinda bulunur ve genellikle mukozal bariyerlerin hasari
sonras1 normalde steril olan viicut bolgelerine gegerek firsatgi, endojen enfeksiyonlara
yol acar. Mukozal hasarin ana nedenleri neoplazmlar, divertikiilit, apandisit,
inflamatuar bagirsak hastaligi, cerrahi veya travma gibi durumlardir. Mikrobiyotada
aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteriler ile birlikte bulunduklarindan anaerobik
enfeksiyonlar genellikle polimikrobiyaldir, ancak tek etken olarak da bulunabilirler.
BFG anaerobik enfeksiyonlarda en sik izole edilen gruptur ve bu grup iginde de B.
fragilis tiirti ilk siradadir. Bu enfeksiyonlar hafif, kendini sinirlayan diyareden, hayati
tehdit eden kan dolasimi enfeksiyonlarma kadar genis bir spektrumdadir (62).
Intraabdominal apse, apandisit, peritonit gibi batin ici enfeksiyonlar BFG’nin neden
oldugu enfeksiyonlar icinde ilk sirada yer almaktadir. Bartolin apsesi, tuboovaryan
apse, pelvik inflamatuar hastalik (PID), endometrit, septik tromboflebit, pyometra,
septik abort, yara enfeksiyonlari gibi jinekolojik enfeksiyonlara neden olabilirler (63).
Intraabdominal enfeksiyonlarda oldugu gibi pelvik enfeksiyonlar da genellikle aerobik
bakterilerin de dahil oldugu polimikrobiyal enfeksiyonlar seklindedir. Ancak pelvik
enfeksiyonlarda saf olarak anaerobik bakteri izole edilmesi durumu intraabdominal
enfeksiyonlara gore daha yiiksektir (62). Cerrahi yara yeri enfeksiyonlarinda;
nekrotizan fasiit diyabetik ayak, dekiibit ilser, kutandz apse ve yara enfeksiyonlari
gibi cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinda BFG bakteriler en sik anaerobik etkenler
arasinda yer alir. BFG iligkili bakteriyemide mortalite %19'dan fazladir. Tedavi

edilmedigi takdirde ise 6liim oraninin yaklasik %60 oldugu bildirilmektedir. Bununla



birlikte, bu 6liim orani, uygun antibiyotik tedavisinin kullanilmasiyla biiyiik 6l¢iide
iyilestirilebilir (4, 64). Bu nedenle, terapdtik rejimler genellikle bu tiirleri kapsayacak
sekilde tasarlanir. BFG ile endokardit gelismesi nadir de olsa goriilebilir. Ancak
gerceklestigi durumda mortalite oraninin %21-43 arasinda oldugu bildirilmistir (1).
Daha nadir olmakla birlikte BFG intrakranial apse, osteomyelit, septik artrit, pndmoni
ve akciger apsesi gibi enfeksiyonlara neden olabilir. ETBF ozellikle 1-5 yas arasi
cocuklarda sulu diyareye yol agabilir. Erigskin hastalarda tan1 konulmayan ishallerde
de ETBF’nin rolii oldugu gosterilmistir. Ayrica ETBF izolatlarinin IBH ve kolorektal
karsinoma ile iligkili oldugu one siiriilmektedir (1, 62, 63).
2.4. Bacteroides fragilis Grubu Bakterilerin Laboratuvar Tanisi

2.4.1. Numune Toplama ve Tasima

Numuneler, mukozal yiizeylerin lokal mikrobiyotasi ile kontaminasyonu en
aza indirecek sekilde toplanmali ve miimkiinse antibiyotik tedavisine baslamadan dnce
ya da bir sonraki ila¢ dozu verilmeden hemen once alinmasi gerektigi de
unutulmamalidir. Optimal numuneler genellikle kan, plevral ve peritoneal sivilar gibi
steril sivilar, derin aspirasyon ve biyopsi 6rnekleridir. Alinan numune, hemen bir
anaerobik tasima ortamina aktarilmali veya alternatif olarak hava miktarin1 ortadan
kaldiracak veya en aza indirecek sekilde steril bir tiipte, oda 1sisinda taginmalidir. Kan
ornekleri anaerobik kan kiiltiirii sisesine alinmalidir. Numuneler mikrobiyolojik
incelemeler i¢in hizli bir sekilde laboratuvara ulastirlmalidir (anaerop tasima

ortaminda <2 saat, steril tiipte <1 saat) (63, 65).

2.4.2. Direkt Inceleme ve Gram Boyama

Numunelerin dogrudan makroskopik incelemesi, kotii koku, nekrotik doku,
piriilan akinti, gaz varlig1 anaerobik enfeksiyon siiphesine neden olabilir. Bununla
birlikte, bu 6zelliklerin olmamasi anaerobik enfeksiyonu dislamaz. Numunenin Gram
boyama ile mikroskobik incelemesi, mikroorganizmalarin sayisin1 ve morfolojisini,
inflamatuar hiicrelerin varhigimi veya kontaminasyona isaret eden yassi epitel
hiicrelerinin varligin1 gostermesi bakimindan kiymetlidir. Anaerobik enfeksiyonlar
genellikle polimikrobiyal oldugundan, Gram boyamada inflamatuar hiicrelerle birlikte
cok ve farkli sayida mikroorganizma goriilmesi anaerobik enfeksiyon gostergesi
olabilir (63, 65).
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2.4.3. Numunelerin Islenmesi: Anaerop Kiiltiir Teknikleri
Numunelerin kiiltiirii igin secici ve se¢ici olmayan besiyerleri kullanilmalidir. Segici
olmayan besiyeri olarak anaerobik Brucella kanli agar (at veya koyun kani, hemin ve
K1 vitamini ilaveli)/CDC Anaerobik Kanli Agar/Schaedler agar/Fastidious Anaerobe
Agar (FAA); segici besiyeri olarak Bacteroides safra-eskiilin agar (BSEA)/kanamisin
vankomisin hemolizli kanli agar/paromomisin vankomisin kanli agar/anaerobik
fenietil alkol kanli agar (FEA) kullanilabilir. Numuneler ayrica zenginlestirilmis
tiyoglikolat buyyona ekilmelidir. Inokiilasyondan sonra plaklar en kisa siirede 35-
37°C’de anaerobik atmosfere kaldirilmalidir. Anaerobik ortam i¢in anaerobik kabin,
kavanozlar (GasPak ile/gaz doldurulabilir kavanozlar) veya plastik torbalar gibi
yontemler kullanilmaktadir. Plaklarin ekiminden sonra ilk degerlendirme 48. saatte
yapilmalidir. Ureme olmamasi durumunda plaklar tekrar inkiibasyona kaldirilmalidir.
Vakalarin ¢ogunda inkiibasyon siiresi 5-7 giin olmalidir (63). BFG, ticari kan kiiltiirti
sistemlerinin anaerobik sisesinde etkin bir sekilde saptanir . BFG ig¢in kan kiiltiirti
pozitifligine kadar gegen siire nispeten kisadir; 6rnegin, bir rapor, kan kiiltiiri
pozitifligi i¢in ortalama siirenin 32 saat oldugunu ve kiiltiirlerin %99’unda BFG
sinyalinin 60 saat iginde pozitif oldugunu belirtmektedir (66).

2.4.4, Tammmlama

Kiiltiirlerde tireyen kolonilerin ilk incelemesi bir stereomikroskop veya en
azindan biiylite¢ kullanilarak yapilmalidir. Uzaktan bakildiginda benzer goriinen
koloni morfolojileri, biiyiitilldiigiinde ayirt edilebilir ve daha biiyiik kolonilerin
yakimindaki kiigiik kolonilerin varlig: fark edilebilir. BFG bakteriler anaerobik kanli
agarda 1-4 mm c¢apinda, diizgiin kenarli, gri renkli, hemolizsiz, yar1 opak koloniler
olusturur. Eskiilini hidroliz etmeleri ve %20 safraya direngli olmalari nedeniyle
BBEA’da biiyiik, diizgiin kenarli, etrafi ve kendisi siyah koloniler olusturur. P.
vulgatus her zaman siyah koloni olusturmayabilir (67). Tiim farkli kolonilerden Gram
boyama yapilmali, ayrica aerotolerans testi icin bir anaerobik kanli agara ve bir
cikolata agara pasajlanmalidir. BFG bakteriler; 0.5-0.8 um c¢apinda, 1.5-9 pum
uzunlugunda, yuvarlak uc¢lu, gram negatif basillerdir. Siv1 besiyeri kiiltiirtindeki
hiicreler pleomorfizm gdsterme egilimindedir ve vakuollii formlar gdzlenebilir. On

tanimlama igin antibiyotik disklerinden faydalanilabilir. BFG vankomisin (5 pg),
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kolistin (10 ug), penisilin (2 U) ve kanamisin (1000 pg) disklerine direngli, rifampin
(15 pg) diskine duyarlidir.

Sekil 2.1. B. fragilis'in Brucella kanli agardaki goriintiisii (iistte) ve Gram boyali
mikroskobik goriintiisii (altta).
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Yakin zamana kadar cins ve/veya tiir tanimlamasinda biyokimyasal yontemler
kullanilmigtir. Ancak, bu yontemler zaman alicidir (1-5 gilinlik anaerobik
inkiibasyon), kiilfetlidir ve okumalar sirasinda subjektif degerlendirme yapilmaktadir.
Gliniimiizde, sinirli olanaklara sahip laboratuvarlarin klinik agidan énemli anaerobik
bakterileri tanimlamasina izin verecek biyokimyasal testlere dayali, basit ve hizli (4-6
saat) tanimlama sistemleri bulunmaktadir (6rn. APl ANA BioM¢érieux, ANI Card,
BioM¢érieux, MINITEK Becton-Dickinson). Laboratuvarlar ayrica manuel olarak
kendi tamimlama Kitlerini de olusturabilirler, fakat bu yontemlerle tiir diizeyinde
tanimlama imkani kisithdir.

Anaeroplarin  metabolizmalar1 sirasinda olusan friinlerin veya yag asiti
kompozisyonunun  tespitine dayali gaz-likit kromatografisi (GLC) anaerobik
bakterilerin tanimlamasinda kullamilmistir (65, 68, 69). Kiitle spektrometrisinin
(MALDI-TOF MS) laboratuvarlarin rutinine girmesi ise tanida biiytik bir devrim
olmustur . Bu teknik, klinik izolatlarin hizli bir sekilde tanimlanmasi igin kullanigl ve
basit bir yontemdir. MALDI-TOF MS ile tiir tanimlamasinin o6tesinde; sus
tiplendirmesi ve antibiyotik duyarlilik testi yapmak da miimkiindiir (70-72). Klinik
numunelerden anaerop bakterilerin saptanmasinda veya diger ydntemlerle
tanimlanamayan izolatlarin tanimlanmasinda veya diger yontemler ile yapilan
tanimlamanin dogrulanmasinda 16S rRNA gen dizilemesi kullanilabilir (63, 65). BFG
tiyeleri arasinda antibiyotik direng paterni agisindan farkliliklar bulundugundan tiir
diizeyinde ayrim yapilmasi 6nemlidir (12).

2.5. Bacteroides fragilis Grubu Bakteriler ile Meydana Gelen
Enfeksiyonlarin Tedavisi

Anaerobik enfeksiyonlar apse olusumuna ve doku hasarma neden
olabileceginden, bu enfeksiyonlarin tedavisi genellikle etkili antibiyotiklerin
uygulanmasini, cerrahi debridmani ve/veya apse drenajini gerektirir. Ayrica bu
enfeksiyonlarin birgogu polimikrobiyal etiyolojiye sahip oldugundan tedavi igin
antibiyotikleri segerken, aerobik ve anaerobik spektrumlar1 ve oral veya parenteral
formda bulunabilirlikleri dikkate alinmalidir. Karin i¢i enfeksiyonlarin tedavisinde
BFG bakterileri ve Gram negatif aerobik bakterileri kapsamasi zorunludur. Bazi
antibiyotikler sinirli etkinlik araligina sahiptir. Metronidazol sadece anaeroplara karsi

etkilidir ve bu nedenle karisik enfeksiyonlarda tek basina uygulanamaz. Antibiyotik
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secimini etkileyen ek faktorler ilaglarin farmakolojisi, toksisitesi ve mikrobiyota
tizerindeki etkisini igerir (15). Kiiltiir sonuglar1 mevcut oldugunda antibiyotik se¢imi
daha kolaydir. Fakat bu her zaman miimkiin olmaz ve ¢ogu enfeksiyon ampirik olarak
tedavi edilir. Bir¢cok enfeksiyonda yer alan mikroorganizma tiirleri ve bunlarin
antibiyotik duyarlilik modelleri tahmin edilebilse de antibiyotik direng paternleri
degisebilir ve tedavi sirasinda direng ortaya cikabilir. BFG’nin duyarliligi cografi
olarak ve kurumlar arasinda degismektedir ve ge¢miste kullanilan bazi antibiyotikler
artitk ampirik tedavi icin yeterli degildir. Sefoksitin, sefotetan, klindamisin ve
moksifloksasin gibi ilaglara biiyiik oranda direng gelismistir. BFG’de artan direng
oranlart  nedeniyle  klindamisin ~ artik  intraabdominal  enfeksiyonlarda
onerilmemektedir. Giinlimiizde en etkili tedavi secenekleri P-laktam/B-laktamaz
inhibitorleri, karbapenemler, metronidazol, tigesiklin ve kloramfenikoldiir. Fakat bu
antibiyotiklere kars1 da direng gelistigi, hatta ¢ok ilaca direngli (CID) izolatlarm ortaya
ciktigr bilinmektedir (73-76). CID BFG bakterilerin bildirilmesi, duyarlilik testlerinin
ve antibiyotik yonetiminin 6nemini vurgulamaktadir (65, 74, 77).

2.6. Bacteroides fragilis Grubu’nda Antibiyotik Direncinin Mekanizmalari

BFG bakteriler, diger tiim anaeroplar gibi, aminoglikozitlere intrinsik
direnglidir. Aminoglikozitlerin bakteri hiicresi tarafindan alinmasi, oksijene veya
nitrojene bagli elektron tasima zincirlerinin varligin1 gerektiren iki asamali bir
islemdir. Bu mekanizma anaeroplarda bulunmaz. Bu nedenle antibiyotik hedef
molekiiliine (ribozomun 30S alt birimi) ulasamaz. Anaeroplar ayrica fosfomisin,
trimetoprim, aztreonam, tiim 1. ve 2. kusak Kinolonlara intrinsik diren¢ gosterir (68,
78, 79).

2.6.1. Beta-laktam Antibiyotikler

BFG bakteriler, beta-laktam antibiyotiklere karsi dort ana diren¢ mekanizmast
sergiler; 1) inaktive edici enzimler, 6zellikle penisilinazlar ve sefalosporinazlari igeren
B-laktamazlar ii) disiik afiniteli penisilin baglayict proteinler (PBP'ler) iii) porin
kanalindaki degisiklikler yoluyla azalmis gegirgenlik iv) efluks pompasi. En sik
gozlenen mekanizma p-laktamaz iretimidir. Kromozomal olarak kodlanan bir
penisilinaz enzimi irettikleri icin BFG izolatlarinda >%90 penisilin G direnci goriiliir.
Sefalosporinazlar (cepA ve cfxA genleri tarafindan kodlanan) ¢ogunlukla 2e sinifina
aittir ve klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam tarafindan inhibe edilir. PBP'lerdeki
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degisiklikler, ozellikle PBP1 ve/veya PBP2'deki degisiklikler, BFG tiirlerinin
sefoksitine direncli mutantlarinda B-laktamaz aracili olmayan sefoksitin direnciyle
iliskilendirilmistir (80). Diger beta-laktamlara karsi direng bolgesel olarak ve tiirler
arasinda degiskenlikler gostermektedir. Sefamisinlere ve p-laktam/B-laktamaz
inhibitorlerine kars1 direng oranlar1 B. fragilis disindaki Bacteroides tiirlerinde daha
yaygindir (81). Sefoksitin (7-metoksil yan zincirli) ve sefotetan (N-metiltiyotetrazol
yan zincirli) gibi sefamisinler, anaerobik enfeksiyonlar igin hala uygun tedavi olarak
kabul edilebilir (sefalosporinlerin aksine), ancak 6ncesinde duyarlilik testi yapilmasi
veya direng diizeyleri hakkinda bolgesel epidemiyolojik verilere bagvurulmasi 6nerilir
(68).

Son yillarda ortaya ¢ikan énemli bir sorun, B. fragilis'te bir metallo-laktamaz
enziminin (cfiA geni tarafindan kodlanan bir karbapenemaz; EDTA tarafindan inhibe
edilir) tretimidir. Bu izolatlar karbapenemler dahil tiim p-laktamlara kars1 direnglidir.
Fenotipik direnc saptanan izolatlarin sayisindan daha fazla Bacteroides izolatinin bu
direng genini barindirdig: bildirilmistir (82). Bunun olasi nedeni, bu genlerin azalmis
karbapenem duyarliligi sergileyebilecekleri diizeylerde (“sessiz genler”) ifade
edilmemesidir. Bununla birlikte, tek adimli bir mutasyonla veya cfiA geninin promoter
bolgesine bir insersiyon sekansi (IS) eklenmesiyle, bu izolatlar direngli hale gelebilir.
Yakin zamanda B. xylanisolvens’te yeni bir karbapenemaz geni (crxA) tanimlanmuistir.
CrxA geni yapisal Ozellikleri bakimindan cfiA ile benzer olup, simif B bir
karbapenemaz kodlamaktadir (83).

Porinlerdeki degisiklikler, teorik olarak olast diger p-laktam direng
mekanizmasidir.  B. fragilis’te saptanan 45-kDa porin benzeri protein ve B.
thetaiotaomicron'da 70 kDa'lik bir porin potansiyel olarak p-laktam ajanlara direng ile
iliskilendirilmistir (84, 85). Ancak bugiine kadar, porin proteinleri ile antibiyotik
direnci arasinda kesin bir korelasyon gosterilmemistir (12). Ote yandan, RND
(Resistance-Nodulation-Division) tipi efluks pompast bmeABC1-16’nin asirt
ekspresyonunun ampisilin, sefoksitin, sefoperazon, imipenem, florokinolonlar,
tetrasiklinler, fusidik asit, novobiyosin, metronidazol, triklosan, sodyum dodesil siilfat
ve safra tuzlarinin hiicre disina atilmasini sagladigi gosterilmistir. EK olarak, efluks
pompalarinin B. fragilis'te homoserin laktonlarin tasinmasinda ve quorum sensing’e

aracilik etmede rolii oldugu bildirilmistir (86-90).
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2.6.2. Makrolidler ve Linkozamidler

Makrolidler, bakteriyel ribozomun 23S rRNA molekiiliine (50S alt biriminde)
baglanarak, biiyiiyen peptit zincirinin ¢ikisin1 bloke eder ve protein sentezini inhibe
eder. Linkozamidler (6rn., klindamisin) de 50S ribozomal alt birimine baglanarak
peptidiltransferaz inhibisyonu yapar ve protein sentezini onler. Yaygin olarak
kullanilan bir antianaerobik spektruma sahip olan klindamisine direng son dekatlarda
istikrarli  bir sekilde artmistir. Makrolid-linkozamid-streptogramin B  direng
genlerinin homologlari, Bacteroides'te hem klindamisin hem de eritromisin direnci
saglar. Bu genler, gram-pozitif mikroorganizmalardaki ribozom hedefinin
metilasyonu yoluyla dirence neden olan makrolid—linkozamid-streptogramin B direng
genlerine benzer. Erm genleri ile kodlanan metilazlar, adenin rezidiilerinin
metilasyonu ile 23S rRNA’da degisiklige yol agar ve antibiyotigin hedef bolgeye
baglanmasini engeller. BFG’de direngten sorumlu en sik gen ermF olmakla birlikte
ermB, ermG, ermS, ermFS, ermFU, ermA, ermC, ermE, ermQ ve erm35 genlerinin
varhigr gosterilmistir (91). Bu genler kromozom ya da plazmid tizerinde yerlesebilir.
Plazmidler (pBF4, pBFTM10 (pCP1), pB1136) veya konjugatif transpozonlar
(CTnDQOT) araciligiyla transfer edilebilir. Konjugatif transpozonlarda tetrasiklin
direng geni tetQ ile ermF geninin siklikla birlikte yer aldig1 ve aktarildigi bildirilmistir
(92). Bunun yani sira msrSA ve mefA genleri ile efluks pompasi aracili direng
goriilebilir (8). LinA geni tarafindan kodlanan nukleotidiltransferaz ile antibiyotigin
modifikasyonu ve inaktivasyonu bir diger direng mekanizmasidir (93).

2.6.3. Kloramfenikol

Kloramfenikol bakterilerde ribozomal peptidil transferaza baglanarak protein
biyosentezini engeller. Cat geni ile kodlanan kloramfenikol asetiltransferaz enzimi,
asetil koenzim A'dan bir asetil grubunu kloramfenikoliin C-6 pozisyonundaki birincil
hidroksile aktararak modifiye edilmis antibiyotigin ribozoma baglanarak etkisini
gostermesini engeller (94). BFG’de kloramfenikol direnci nadir olmasina karsin yan
etkileri nedeniyle tedavide sik kullanilan bir antibiyotik degildir. Kloramfenikol ile
fatal aplastik anemi riski arasindaki iligkinin yaklasik tedavi edilen 25.000 ila 40.000
hasta i¢in bir oldugu tahmin edilmektedir. Diger yan etkiler arasinda, yenidoganlara

verildiginde "gri bebek sendromu™ gelisebilmesi, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
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(G6PD) eksikligi olan hastalarda hemolitik anemi ve ilaci uzun siire alanlarda optik
norit gelismesi sayilabilir (95).

2.6.4. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, ribozomun 30S alt birimine baglanip aminoagil-tRNA’nin
ribozoma baglanmasini bloke ederek peptid zincirine yeni aminoasit eklenmesini ve
protein sentezini inhibe eder. Giiniimiizde BFG izolatlarinin neredeyse tamami
tetrasikline direnglidir (>%90). Tet genleri ribozomla etkilesime giren ve onu
tetrasiklin etkisine kars1 koruyan sitoplazmik bir proteini kodlar. TetQ, Bacteroides'te
en yaygm tetrasiklin diren¢ genidir. Diger direng genleri arasinda tetM ve tet36
bulunur. TetA-E genleri araciligiyla antibiyotigin disa atimi1 ve enzimatik inaktivasyon
(tetX-tetX1) diger direng mekanizmalaridir (1, 8, 68).

Tigesiklin yar1 sentetik, tetrasiklin tiirevi, glisilsiklin grubu bir ilag olup klasik
tetrasiklin diren¢ mekanizmalarindan etkilenmemektedir. Komplike cilt ve yumusak
doku enfeksiyonlar1 ve intraabdominal enfeksiyonlarm tedavisinde CID izolatlarda bir
tedavi secenegidir. Tigesiklin direnci BFG’de yaygin degildir. Artmus tigesiklin MiK
degerleri olan izolatlarda tetX ve tetX1 genlerinin varlig:r dikkat cekici bir bulgu
olmakla beraber diren¢ mekanizmasi net olarak ortaya konmamastir (96).

Eravasiklin tetrasiklin tiirevi ve ribozomal koruma, efluks pompasi gibi direng
mekanizmalarindan etkilenmeyen florosiklin grubu bir antibiyotiktir. Yapilan
calismalarda tigesiklin ve minosikline gore daha diisiik MIK degerlerine sahip oldugu
ve tigesiklinden 4-8 kat daha etkili oldugu belirtilmistir (97, 98).

2.6.5. Kinolonlar

BFG iiyeleri 1. ve 2. kusak kinolonlara direngli olmakla beraber, 3. ve 4. kusak
kinolonlar antianaerobik etki gosterebilir. Ancak bu amacgla kullanilan
moksifloksasine karsi direng giderek artmistir. BFG’de kinolon direncinden iki ana
mekanizma sorumludur; hedef bolgede degisiklik ve efluks pompalari. Kinolonlarin
hedef bolgesi olan DNA giraz’in (topoizomeraz Il1) gyrA ve gyrB alt {initelerinde
mutasyonlara bagli olarak BFG’de kinolon direnci meydana gelir (99, 100). Bunun
yani sira Miyamae ve ark. (101) B. fragilis’te norfloksasinin NorA/Bmr’ye (Major
Facilitator Superfamily, MFS tipi) benzer bir pompa tarafindan disa atildigini
bildirmistir. B. thetaiotaomicron ve B. fragilis, florokinolonlari disar1 atan MATE

(Multidrug and Toxic Compound Extrusion) tipi bir efluks pompasina (BexA,
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Bacteroides exporter A) sahiptir (102). Ayrica RND ailesinden bmeABC1-16 pompasi

kinolon direncine yol agan baska bir mekanizmadir (89).

2.6.6. Nitroimidazoller

Anaeroplara kars1 yiiksek etkinlik gosteren metronidazol, 5-nitroimidazol
tirevidir. Metronidazol bir 6n ilag olup bakteri sitoplazmasinda piriivat ferredoksin
oksidorediiktaz (PFOR) enzimi ile nitro grubu indirgenerek aktif metabolitlerine
doniismektedir. Bu metabolitler ise oksidasyon yoluyla DNA’ya hasar vererek hiicre
oliimiine yol acar. Anaeroplarda metronidazole (ve diger nitroimidazollere) dirence
yol acan tiim mekanizmalar heniiz karakterize edilmemistir. Metronidazol direnci
cesitli ve karmasik mekanizmalarin bir kombinasyonuna bagli olabilir. En sik 6ne
stiriilen mekanizma nim genleri ile kodlanan nitroimidazol rediiktaz enziminin
metronidazolii inaktif amino tiirevine indirgemesi ve bu sayede antimikrobiyal aktivite
icin gerekli olan toksik formlarin olusumunu 6nlemesidir. Bugiine kadar nim geninin
12 izoformu tanimlanmistir (nimA-L). Niml yalnizca Prevotella baroniae izolatlarinda
saptanmigtir. Nim genleri kromozomal ya da plazmid yerlesimli olabilir. Bu genlerin
varligi her zaman fenotipik direnci gostermez. Ayni zamanda nim geni tasimadigi
halde metronidazole direncli izolatlar da bildirilmistir (103). Metronidazol direncinde
rolii oldugu one siiriilen diger mekanizmalar ise; bmeRABCS efluks pompasinin agiri
ekspresyonu, DNA onariminda gorevli recA’nin asirt ekspresyonu, demir
transportunda gorevli FeoAB geninde mutasyon, B. thetaiotamicron’da rhaR’nin
(ramnoz katabolizmasi diizenleyici protein) asir1 ekspresyonu ve polimikrobiyal
enfeksiyonlarda diger mikroorganizmalarin metronidazolii inaktive etmesidir (104-
106).

2.6.7. 1S Elemanlari

IS elemanlar1, yalnizca transpozisyon aktivitesinde yer alan proteinleri
kodlayan ¢ift sarmalli kisa (600 ila 2000 bp uzunlugunda), ters tekrarlar ile sinirlanan
DNA dizileridir. Entegrasyonlar1 sirasinda, genellikle hedef bolgede az sayida
niikleotidin duplikasyonuna neden olurlar. Kromozom veya plazmid {izerinde
yerlesim gosterebilirler. Ug bolgelerindeki ters tekrarlar ve transpozaz genlerindeki
korunmusg aminoasit rezidiilerine gore siniflandirilirlar. IS genlerin promoter bolgesine
eklenerek ekspresyonunu uyarabilir. 1S elemanlarinin BFG’de cepA, cfxA, cfiA, crxA

ermF ve nim genlerinin aktivasyonunda rolii oldugu gosterilmistir (107).
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BFG izolatlarinda %1.5 ila %19 arasinda CID oranlar1 bildirilmektedir (74,
108, 109). CiD izolatlardaki direng modelleri, farkli merkezlerde ve iilkelerde biiyiik
farkliliklar gosterebilir. CID BFG izolatlar1 ile iliskili enfeksiyonlarda tedavi
secenekleri biiyiik 6l¢lide azalmaktadir (110, 111).

2.8. Bacteroides fragilis Grubu’nda Antibiyotik Duyarhlik Testleri (ADT)

2.8.1. Duyarhlik Testlerinin Uygulanmasini1 Gerektiren Durumlar
Anaerobik bakterilerde, ADT'nin ne olgiide gergeklestirilmesi gerektigi
tartisilmaya devam eden bir konudur. Anaerobik ADT her zaman istege bagh kalmistir
ve bu enfeksiyonlarda genellikle ampirik tedavi kullanilmaktadir. Karar verme
stirecinde deneyimin rolii olmakla birlikte asagidaki durumlarda saf kiiltiirde {iretilen
klinik olarak anlamli anaerop bakterilere ADT uygulanmasi 6nerilmektedir (77, 112,
113).
(a) Steril viicut bolgesinden izole edilen ve kontaminant olmayan bakteriler
(b) Bakteriyemi, endokardit, beyin apsesi gibi ciddi ve hayati tehdit eden enfeksiyonlar
(c) Ampirik tedavi se¢iminde karar verilemeyen durumlar
(c) Ampirik tedaviye yanit vermeyen enfeksiyonlar
(d) Baslangigta ampirik tedaviye/aerobik tedaviye yanit alinsa da relaps goriilen
enfeksiyonlar
(e) Septik artrit, osteomiyelit, drenaj yapilamayan apse, greft/protez enfeksiyonu gibi
uzun stire tedavi gerektiren durumlar
(f) Bir antibiyotigin hastanin klinik durumu agisindan kritik role sahip oldugu
durumlar
(9) Antibiyotik duyarlilik profili tahmin edilemeyen/antibiyotik direncinin potansiyel
olarak yiiksek olabilecegi viriilans1 yiiksek izolatlar: 6rnegin BFG, Fusobacterium
spp., Prevotella spp., Sutterella wadsworthensis., Bilophila wadsworthia, and C.
perfringens disindaki Clostridium tiirleri
(h) Duyarlilik paterni iyi bilinmeyen bakteriler
(i) Duyarlilik profillerinin saptanarak ampirik tedaviye yon verilmesi amaciyla
epidemiyolojik veri toplanmasi igin
Anaerobik enfeksiyonlarin ¢ogu, hem B-laktamaz-pozitif hem de p-laktamaz-
negatif izolatlar ile gelisen polimikrobiyal enfeksiyonlardir. Polimikrobiyal anaerobik
enfeksiyonlarla tiim izolatlar i¢in test gerekli olmayabilir. Bununla birlikte, duyarlilik
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testi isteniyorsa, en azindan direngli olma olasilig1 en yiiksek olan organizma (6rn.
BFG) test edilmeli ve sonuglar bildirilmelidir (114).

2.8.2. Duyarhlik Testlerinde Kullanilmas1 Onerilen Antibiyotikler

Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) tarafindan gram negatif anaerop bakterilerde test edilmesi
onerilen antibiyotikler Tablo 2.1.’de yer almaktadir (115). Giincel Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) smir deger tablosunda yer alan
antibiyotikler ise klindamisin, meropenem, metronidazol ve piperasilin/tazobaktamdir
(116).

Tablo 2.1. Gram negatif anaerop bakterilerde test edilmesi ve raporlanmasi onerilen
antibiyotikler

1. Basamak* | 2. Basamak** | 3. Basamak*** | 4, Basamak****

Amoksisilin- Penisilin

klavulanat Ampisilin

Ampisilin-

sulbaktam

Piperasilin-

tazobaktam

Klindamisin Sefoksitin
Sefotetan

Ertapenem Seftriakson

Imipenem

Meropenem

Metronidazol Moksifloksasin
Imipenem-relebaktam

*Rutin birincil test ve raporlama i¢in uygun antibiyotikler

**Rutin, birincil testler i¢in uygun olan ancak her kurumda olusturulan
kademeli raporlama kurallarina gére rapor edilebilecek antibiyotikler
***Cok ilaca direngli mikroorganizmalar icin yiiksek risk altindaki hastalara
hizmet veren kurumlarda rutin, birincil testler i¢in uygun olan ancak yalnizca
her kurumda olusturulan kademeli raporlama kurallarina gére rapor edilmesi
gereken antibiyotikler

****Diger basamaklardaki antibiyotiklerin cesitli faktorier nedeniyle uygun
olmamasi durumunda klinisyenin talebi zizerine test edilebilecek ve
raporlanabilecek antibiyotikler
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2.8.3. Duyarhlik Test Yontemleri

2.8.3.1. Agar Diliisyon Yontemi

Agar diliisyon anaerop ADT igin altin standart test yontemidir. Test edilecek
antibiyotigin iki kat seri diliisyonlarini iceren kati besiyerleri kullanilir. CLSI bu
amagla hemin (5 pg/ml), vitamin K (1 ug/ml) ve %5 defibrine koyun kani igeren
Brucella agarin; EUCAST ise %5 defibrine at kani igeren Fastidious Anaerobe Agar
(FAA)’1n kullanilmasin1 énermektedir (114, 117). Hazirlanan antibiyotikli plaklar 2
°C -8 °C’de kapal1 plastik torbalarda rutin testler i¢in bir hafta, arastirma amagcli testler
i¢in {i¢ giin siireyle saklanabilir. Imipenem, klavulanik asit iceren kombinasyonlar gibi
stabilitesi iyi olmayan antibiyotiklerle hazirlanan plaklar ayni giin kullanilmalidir.

Inokulum hazirlanmasi igin dogrudan koloni siispansiyon ydntemi veya
buyyon kiiltiirii yontemi kullanilabilir. Bakteri siispansiyonlari indikatorsiiz
tiyoglikolat buyyon/supplementli beyin kalp infiizyon buyyon/Schaedler buyyon/
Brucella buyyon i¢inde 0.5 McFarland standartina gére hazirlanarak agar yiizeyine son
inokulum 10° KOB/damlatma olacak sekilde inokiile edilir. Inokulumlar kuruduktan
sonra, 30 dakika i¢inde, plaklar ters ¢evrilerek anaerobik atmosfere yerlestirilir.

Plaklar 36 + 1°C’de 42-48 saat inkiibasyonun ardindan gorsel olarak incelenir.
Mikroorganizmanin {iremesinin inhibe oldugu en diisiik antibiyotik konsantrasyonu
mimimal inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak belirlenir. Ek olarak; her seride biri
aerobik kontaminasyonun belirlenmesi igin aerob ortama, digeri iireme kontrolii igin
anaerop ortama konmak tizere iki kontrol plagina antibiyotikli plaklardan 6nce ve
sonra inokiilasyon yapilir (114). Agar diliisyon ¢ok sayida izolati test etmek i¢in veya
slirveyans ¢aligmalari igin tercih edilen bir yontemdir. Ancak emek yogun, ekonomik
olmayan ve tek/az sayida izolatin test edilmesi i¢in uygun olmayan bir yontemdir.
Replikatorler kullanilamiyorsa yontemin siiresi daha da uzamaktadir. Bu kisitliliklar
nedeniyle rutin tani laboratuvarlar tarafindan sik tercih edilmeyen bir yontemdir (65,
77, 112).

2.8.3.2. Sivi Mikrodiliisyon Y dntemi

S1vi mikrodiliisyon (SMD) 96 kuyucuklu, U tabanli test edilecek antibiyotigin
iki katlik seri diliisyonlarini igeren mikroplaklarda yapilmaktadir. Besiyeri olarak
hemin (5 pg/mL), vitamin K; (1 pg/mL) ve %5 lize at kani ilave edilmis Brucella

buyyon kullanilmaktadir. Kuyucuklardaki sivi miktarinin en az 100 uL olmasina
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dikkat edilmelidir. Mikroplaktaki son inokulum miktar1 10° KOB/mL olmalidir.
Hazirlanan plaklar anerobik ortamda 36+1°C’de 46-48 saat inkiibe edilir. ADT
sonuglariin okunmasi ve degerlendirilmesi gorsel veya fotometrik olarak yapilabilir.
Bu yontem CLSI tarafindan yalnizca Bacteroides spp. ve Parabacteroides spp. tiirleri
i¢in 6nerilmektedir. Diger anaerop bakteriler SMD plaginda zayif, homojen olmayan
veya tutarsiz iireme gostermektedir. EUCAST rehberinde ise SMD yontemi yer
almamaktadir. SMD plaklarinin in-house hazirlanmasi durumunda test edilecek
antibiyotikler ve konsantrasyon araligi laboratuvarin ihtiyaci ve istegi dogrultusunda
hazirlanabilir. Hazirlanan plaklar kapali plastik ambalajlarda <-20 °C’de (tercihen <-
60 °C’de birkag ay stabil sekilde saklanabilir. Bazi antibiyotikler (6rn.; klavulanik asit
ve imipenem) digerlerine gore daha labildir ve <-60 °C’de saklanmalidir (114).
Mikrodiliisyon plaklarinin ticari olarak da temin edilmesi miimkiindiir. Bu ticari
paneller dondurulmus/havada kurutulmus formlarda satilmaktadir. Bu paneller temel
olarak ayn1t SMD ilkesine dayalidir; ancak aralarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir.
Yaygin olarak kullanilan ticari panellerden Birlesik Devletler Gida ve ilag Dairesi
(FDA) onayli Thermo Scientific™ Sensititre™ Anaerop MIK plaklarinda (Trek
Diagnostic  Systems, Thermo Fisher Scientific, ABD) Brucella buyyon
kullanilmaktadir. MICRONAUT-S Anaerop MIK plaklarinda ise [(Merlin
Diagnostika GmbH, Bornheim, Almanya) (CE/IVD sertifikal1)] Wilkins-Chalgren
besiyeri kullanilmaktadir (118-120).

Bir ¢calismada agar diliisyon ile karsilastirildiginda tek bir izolatin test edilmesi
durumunda in-house panel ile 20,5 kat, ticari panel ile 5,8 kat maliyet diistisii
gorilmiistiir. Ancak, 30 izolat1 test etmenin maliyeti ticari SMD plakalar ile 8,4 kat
artmig, in-house SMD paneli ile yalnizca 1,03 kat azalmistir. Bu nedenle in-house
SMD panelleri az sayida izolatin test edilmesi i¢in kaynaklar kisithi laboratuvarlarda
kullanilabilir (77, 121).

2.8.3.3. Gradient Difiizyon Y 6ntemi

Gradient test, gradient diflizyon seritlerini ve spiral gradient yontemlerini
kapsamaktadir. Gradient diflizyon seritlerinin bir yiiziinde gradient olusturacak sekilde
yerlestirilmis antibiyotik konsantrasyonlar1, diger yiiziinde ise konsantrasyonu
gosteren sayilar bulunur. Zenginlestirilmis tiyoglikolat buyyon veya steril serum

fizyolojik iginde iiretici firmanin anaeroplar i¢in 6nerdigi sekilde inokulum hazirlanir.
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Ardindan inokulum ekiivyon ile agar yiizeyine yayilir ve antibiyotikli seritler plaga
yerlestirilir. Plaklar anerobik ortamda 36 °C + 1°’de 48 saat inkiibasyonun ardindan
okunur (122). Ancak, Bacteroides spp. gibi hizli iireyen anaeroplarda 24 saat sonra
okuma yapilabilecegi belirtilmektedir (123). Gradient difiizyon yéntemi ile MIK
saptanabilir ve referans agar diliisyon yontemi ile uyumu genellikle ytiksektir (123-
125). Ancak klindamisin ve amoksisilin-klavulanik asit ile yanlis duyarls,
metronidazol ile ise yanlis direngli sonuglar alinabilecegi bildirilmistir (125-127).
Gradient difiizyon yontemi heterodirencli izolatlarin tespitini de saglayabilir (128). Az
sayida izolatin test edilmesi igin uygun ve pratik bir yontem olmasina karsin
maliyetinin yiiksek olmasi en biiyiik dezavantajidir.

Autoplate 4000 (Advanced Instruments, Inc., Boston, MA) spiral gradient
endpoint (SGE) sistemi 150 mm’lik agar plagina spiral diizende stok antibiyotik
soliisyonu dagitan bir sistemdir. Boylece plagin merkezinden g¢evresine dogru azalan
bir konsantrasyon gradienti olusur. Antibiyotiklerin difiizyonunun ardindan test
edilecek izolatlarin siispansiyonu agar yiizeyindeki inokulum miktar1 10° KOB/mL
olacak sekilde otomatik inokiilator yardimiyla ya da manuel olarak besiyeri yiizeyine
radyal ¢izgiler seklinde ekilir. Ayni plakta birden fazla bakteri test edilebilir.
Inkiibasyon sonrasi iiremenin bittigi noktalar isaretlenir ve merkeze olan mesafesi
(tail-ending radius, TER) milimetre cinsinden &lgiiliir. Uremenin belirgin sekilde
sonlanmadan silik bir iireme seklinde devam ettigi durumlarda (6zellikle gram negatif
anaerop bakteriler ve beta-laktam ilag kombinasyonunda goriilen bir durum) tireme
karakterinin belirgin olarak degistigi nokta ile merkez arasindaki mesafe (tail-
beginning radius, TBR) 6l¢iiliir. Elde edilen degerler iiretici firmanin sagladigi yazilim
programina girilir ve program tarafindan bir tail-ending konsantrasyonu (TEC)
hesaplanir. TEC degeri konvansiyonel duyarlilik testleriyle karsilastirilmasi icin
kendisine en yakin iki katlik diliisyona yuvarlanir. Yapilan ¢alismalarda bu yontemin
agar dilisyon ile uyumu vyiiksek bulunmustur (129-131). Ayrica diisiik olan
konsantrasyonda tiremeyip daha yiiksek konsantrasyonda iireyen direngli kolonileri de
tespit edebilir. Agar diliisyona gore gereken malzeme miktar1 daha az ve daha kisa
stirede uygulanabilen bir yontemdir. Dezavantaji ise 6zel cihaz ve yazilim gerektirmesi

nedeniyle pahali olmasidir (77).
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2.8.3.4. Disk Difiizyon Yontemi

Gegmiste anaerop bakterilerde disk diflizyon yontemini arastiran gesitli
calismalar olsa da sonuglarin tekrarlanabilirligi ve MIK degerleriyle korelasyonu ile
ilgili sorunlar saptanmistir (132-136). Brucella kanli agarin kullanildig: bir ¢alismada
ilk denemede umut vaat eden sonuglar alinmig ancak farkli iireticilere ait agarlarda
tutarsizliklar oldugu tespit edilmistir (134). Fastidious Anaerobe Agar (FAA)’nin
igerdigi ilave peptonlar sayesinde Brucella kanli agar, Wilkins-Chalgren agar ve beyin
kalp inflizyon agara gore anaeroplarin iiremesini daha iyi destekledigi gosterilmistir
(137). Yakin zamanda Bavelaar ve ark. (138) ve EUCAST Gelistirme Laboratuvari
%5 defibrine at kanli FAA kullanarak disk difiizyon yontemini Bacteroides spp. i¢in
valide etmistir. Daha sonra hizli iireyen ve sik izole edilen Prevotella spp.,
Fusobacterium necrophorum, Clostridium perfringens ve Cutibacterium acnes i¢in de
disk difiizyon yonteminin uygun oldugu gosterilmistir (139). Bu arastirmalarla birlikte
anaerop bakteriler i¢in disk difiizyon yontemi EUCAST rehberine girmistir (116).
Onerilere gére 1 McFarland standardina gére hazirlanan bakteri siispansiyonu %5
defibrine at kani igeren FAA ylizeyine yayilir. Diskler yerlestirildikten sonra plaklar
anaerobik atmosferde, 35-37 °C’de 18+2 saat inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan
inhibisyon zon gaplari, petri kutulariin kapaklar1 ¢ikarilmig ve plaklar yansiyan 1sikla
aydinlatilmig halde plagin 6n yiiziinden &lgiliir (117). Okumanin daha iyi sekilde
yapilmast icin EUCAST’1n Anaerop Bakterilerde Disk Difiizyon Okuma Rehberi’ne
bagvurulabilir (117). Sonuglar EUCAST Sinir Deger Tablolari’na gére degerlendirilir
(116). Disk difiizyon ucuz, kolay uygulanabilen bir yontem olmasi nedeniyle rutin
laboratuvarlarda kullanima ¢ok uygundur. Dezavantaji MIK degeri saptanamamasi ve
glincel durumda her anaerop bakteri ve antibiyotik i¢in sinir deger bulunmamasidir.
Ancak sinir deger bulunan bakteri tiirlerinin ve antibiyotiklerin sayisinin arttirilmasi
icin EUCAST’ 1n ¢alismalar1 devam etmektedir.

2.8.3.5. MALDI-TOF MS

Hizli sonu¢ alinmasi nedeniyle son yillarda MALDI-TOF MS ile
antimikrobiyal direng belirleme konusunda ilgi artmistir (140). Aeroblara kiyasla daha
az sayida olmasina karsin anaerop bakterilerde antibiyotik direng belirlenmesi igin
MALDI-TOF MS’in potansiyel kullanimima dair gesitli ¢alismalar yapilmistir. Bu

caligmalarda, en sik kullanilan tiir B. fragilis’tir.
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B. fragilis’te karbapenemler dahil tiim B-laktamlara dirence neden olan cfiA
geni pozitif izolatlar ile negatif izolatlar arasindaki spektrum farkliligi sayesinde
MALDI-TOF MS’in bu izolatlar1 birbirinden ayirt edebilecegi bildirilmistir (6, 12, 70,
141-145). CfiA tespiti i¢in uygulanan prosediir tanimlama i¢in kullanilandan farkli
degildir, ancak ayr1 bir yazilim kullanilmasi ve analiz sirasinda bu yazilimin se¢ilmesi
gerekmektedir. Onemli bir nokta, optimal cfiA ekspresyonu igin “upstream” bolgesine
IS eklenmesi gerektigi i¢in B. fragilis izolatlarinda tek basma cfiA pozitifliginin
saptanmasinin her zaman fenotipik karbapenem direnci oldugunu géstermemesidir.
MALDI-TOF MS ile karbapenem hidroliz aktivitesinin gosterilmesi baska bir direng
saptama yontemidir. Karbapenem molekiiliiniin karbapenemaz enzimi tarafindan
hidrolizi antibiyotik molekiiliinde bir kiitle degisikligi ile sonuglanir. Bu kiitle
degisikligi MALDI-TOF MS’te dogal antibiyotik piki ve hidrolize olan antibiyotik
piki arasinda farklilik olmasina neden olur ve bu sekilde karbapenemaz iireten izolatlar
saptanabilir (146). Bu teknoloji ile B-laktamaz iiretiminin saptanmasi da miimkiindiir
(147).

MALDI Biotyper Antibiotic Susceptibility Test Rapid Assay (MBT-ASTRA)
yonteminde ise antibiyotikli ve antibiyotiksiz ortamda inkiibe edilen B. fragilis
siispansiyonlarinin  MALDI-TOF spektrumlari  karsilagtirilarak — rolatif  iireme
hesaplanir. Direngli ve duyarli izolatlar arasindaki rolatif tiremede belirgin farkliliklar
bulunmas1 nedeniyle direngli izolatlar tespit edilebilir (148).

2.8.3.6. Molekiiler Yontemler

Niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) antibiyotik direng belirteclerini
basarili sekilde saptayabilir. WGS ile yeni direng belirtegleri de tespit edilebilir. Bu
yontemler ile kiiltirden bagimsiz sekilde direng arastirilabilir. Ancak direngli
genotipler her zaman fenotipik direng ile rtiismez. MIK degeri elde edilememesi ve
yiiksek maliyet nedeniyle rutin laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilamamasi diger
dezavantajlaridir. Bu testler genellikle direng mekanizmalarinin arastirildig: referans
laboratuvarlarda kullanilmaktadir (77, 112).

2.8.3.7. Beta Laktamaz Testi

Anaerobik bakterilerde B-laktamaz varligi nitrosefin diski gibi kromojenik
sefalosporin testi ile tespit edilebilir. Basit ve hizli sonug veren kolorimetrik testlerdir.

Test diretici firmanin talimatlarina gore yapilir. Tedavide penisilin ya da ampisilin
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kullanilmas: diisiiniiliiyorsa faydalidir. BFG izolatlarinin biiyiik cogunlugu p-laktamaz
tiretir; bu nedenle bu grup igin icin B-laktamaz testi yapilmasi ve raporlanmasi
onerilmez. BFG izolatlar1 penisilin, ampisilin ve amoksisiline direngli kabul edilmeli
ve tedavide bu ajanlar kullanilmamalidir. Diger tiirler ise daha az 6ngoriilebilir paterne
sahiptir ve baz1 anaeroplar (6rnegin bazi Clostridium, Fusobacterium ve Prevotella
tirleri) B-laktamaz nedeniyle penisilin ve ampisiline direncgli olabilir. Pozitif f-
laktamaz testi olan izolatlar ek bir teste ihtiyag duyulmadan penisilin ve ampisiline
direngli olarak raporlanmalidir. Ancak negatif test kesin olarak duyarliligi géstermez.
Bazi anaeroplar PBP’de degisiklik veya disa atim pompalari sayesinde [-laktam
antibiyotiklere direng gosterebilir (114). Bu konuda yapilan ¢alisma sayist sinirli
oldugu i¢in bu mekanizmalara sahip izolatlarin yiizdesi bilinmemektedir. Bu yontemin

diger kisitliligi pigmentli anaerop bakterilerde degerlendirmenin gii¢ olmasidir (149).

2.8.3.8. Karbapenemaz Testi

B. fragilis’te karbapenemaz iiretimini tespit etmek igin Enterobacterales ve
Pseudomonas aeruginosa’da kullanilan modifiye karbapenemaz inaktivasyon
metodunu (CIM) temel alan bir anaerobik karbapenemaz inaktivasyon metodu (Ana-
CIM) gelistirilmistir (150). Ana-CIM yonteminde B. fragilis izolatlar ilk alanda 10
ng meropenem diski olan (selektif baskiy1 saglamak igin) Brucella kanli agarda,
anaerobik atmosferde, 35°C’de 24-48 saat inkiibe edilir. Daha sonra 5 mL Brucella
buyyon igeren bir tiipe yeni bir 10 ug meropenem diski konur. Oda 1sisinda 15 dk
bekletilerek antibiyotigin dagilimi saglanir. Kat1 besiyerinde meropenem diskine en
yakin tireyen koloniler alinarak Brucella buyyon iginde 1 McFarland standardina
ulasacak sekilde siispanse edilir. Bu siispansiyonlar anaerobik ortamda, 35°C’de, 6
saat inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra steril &ze ile meropenem diski tiipten ¢ikarilir
ve 0.5 McFarland Escherichia coli ATCC 25922 yayilmis 150 mm’lik Mueller-Hinton
agara (MHA) yerlestirilir. Bir plaga en fazla 8 disk yerlestirilebilir. MHA plaklari
aerobik ortamda 35 °C’de 18 saat inkiibe edilir. Daha sonra yansiyan 1sikta meropenem
diski etrafindaki zon ¢aplari 6l¢iiliir. CLSI M100 Ed30 tarafindan yorumlanan gradient
test ile yapilan ertapenem duyarliligi ile karsilastirildiginda, Ana-CIM ile B. fragilis'te
%87 (52/60) kategorik uyum (KU) ve %0 (0/21) ¢ok biiyiik hata ( CBH), %11 (4/36)
biiyiik hata (BH) ve %7 (4/60) kiiciik hata (MH) bulunmustur.
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Modifiye ANA-CIM yonteminde 600 nm’de optikal dansite ~6 olacak sekilde
inokulum hazirlanir. Buyyon iginde diskle birlikte bakterinin inkiibasyon siiresi 2
saattir. Negatif kontrol olarak %0.85 NaCl i¢inde bekletilen bir disk kullanilir. Test
izolat1 ile negatif kontroliin zon ¢aplar1 arasindaki fark >2 mm ise test pozitif kabul
edilir. Arastirmacilar bu yontem ile cfiA (+) ve cfiA (-) izolatlarin timiinii dogru
sekilde ayirt etmiglerdir (151).

Cift uclu gradient test stripleri (meropenem + EDTA, imipenem = EDTA)
karbapenemaz tespiti icin arastirilan bir diger yontemdir. Ancak kullanilan
karbapenem tiirine ve izolatlarin direng diizeyine gore degiskenlik yiiksektir.
Meropenem + EDTA ve imipenem = EDTA’nin cfiA pozitif B. fragilis izolatlarinda
duyarliliklar1 sirasiyla %87 ve %27 olarak rapor edilmistir (152, 153).

B. fragilis'te karbapenemaz tespiti i¢in bir calisma, Carba-NP testinin,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile upstream IS ve cfiA'nin varliginin
belirlenmesine kiyasla karbapenemaz aktivitesini >%90 duyarlilik ve o6zgiilliikle
saptadigimi bildirmektedir (154). Yakin tarihli bir calismada, MiK degerlerine gore
duyarli olsalar dahi cfiA-pozitif tiim izolatlarda CARBA-NP testi pozitif sonug
vermistir (155). Baska bir ¢alismada CARBA NP testi 27 B. fragilis izolatinda
degerlendirilmis, cfiA (+) ve imipeneme direncli iki izolatta pozitif, cfiA (+) ve
imipenem orta duyarl bir izolatta negatif bulunmustur. imipenem duyarli, cfiA negatif
izolatlarda ise CARBA NP negatif sonug vermistir (156). Bununla birlikte, baska bir
calisma, meropenem MIK araligi 1-32 pug/mL olan 29 cfiA (+) izolattan yalnizca
6'sinin Carba-NP ile karbapenemaz pozitif oldugunu ve bunlardan 5'inin 16 pg/mL
meropenem MIK degerine sahip oldugunu tespit etmistir. Yirmi ii¢ (%79) izolatta
kombinasyon disk testi pozitif iken, 29 izolatin tamami MALDI-TOF bazl bir
yontemle (STAR-Carba) karbapenemaz pozitif saptanmistir. Arastirmacilar hem
Carba-NP hem de kombinasyon disk testi ile karbapenemaz tespitinin meropenem
MIK'e bagli oldugunu ileri siirmektedir (146).

Bu fenotipik yontemler disinda, PZR veya MALDI-TOF MS ile cfiA geminin
tespiti karbapenemaz varligi yoniinden uyarici olabilir, ancak cfiA’nin sessiz
olabilecegi ve varliginin her zaman fenotipik karbapenemaz iiretimini gostermeyecegi

akilda tutulmalidir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. izolatlarin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calismaya 01.07.2018-30.06.2022 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji Unitesi’ne génderilen
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 138 BFG izolati dahil edilmistir. Calisma
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
22.09.2020 tarihli onay1 ile yapilmistir (Say1: 16969557-1456). BFG izolatlar1 kan
(n=65), pliy/apse (n=43), doku (n=14), periton sivist (n=13), plevra sivist (n=3)
orneklerinden izole edilmistir. Ayni hastada ayni tiire ait ardisik tireme olmasi olmasi
durumunda yalmzca ilk iireyen izolat ¢aligmaya alinmistir. Ornek tiirii ve &rnek tarihi
bilgilerine Hacettepe Hastanesi’nde kullanilan Laboratuvar Bilgi Sistemi’nden (LBS)
ulastimistir.

Izolatlarin yeniden canlandirilmasi igin -80°C’de derin dondurucuda %20
gliserol igeren tiyoglikolat s1v1 besiyerinde stoklanmis kiiltiirlerden hemin (5 pg/ml),
vitamin K (1 pg/ml) ve %5 defibrine koyun kani igeren Brucella agara (BD, ABD)
ekim yapilarak en az iki kere pasajlanmis ve safliklar1 kontrol edilmistir. Ekim yapilan
plaklar ticari olarak temin edilen GasPak (Thermo Fisher Scientific, ABD) igeren
anaerop kavanozda (Oxoid, Ingiltere) 36+1 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Calismaya dahil edilen izolatlarin tanimlanmast MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonik
Microflex LT kiitle spektrometre cihazi, Almanya) ile yapilmistir. Bruker Daltonik
IVD bakteri test standardi (ref no: 8290190) MALDI-TOF MS cihazinin kalibrasyonu
ve bakterilerin tanimlama kontrolii i¢in kullanilmistir. MALDI-TOF MS’de
tanimlanmasi istenen izolatlarin kolonilerinden bir miktar alinarak metal plaklar
tizerindeki kuyucuklara siiriildiikten sonra iizerlerine 1 pl matriks soliisyonu ( a-
siyano-4-hidroksisinnamik asit) eklenmis ve kurumaya birakilmistir. Daha sonra
MALDI-TOF MS cihaz ile proteinlerin kiitle farkliligina gore analizére ulasan verileri
cihazin kiitiiphanesi ile karsilastirarak tanimlama yapilmigtir. Uretici firmanin
Onerilerine gore log skoru >2.0 olan bakteriler tiir diizeyinde, 1.7-2.0 arasinda olan

bakteriler cins diizeyinde tanimlanmustir.
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3.2. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

In vitro antibiyotik duyarlilik testleri CLSI’mm Anaerobik Bakterilerin
Antimikrobiyal Duyarlilik Test Yontemleri M11 Rehberi 9.basimina gore yapilmistir
(114).

3.2.1. Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilan ampisilin (Sigma-Aldrich, ABD),
sefoksitin (Sigma-Aldrich, ABD), piperasilin (Sigma-Aldrich, ABD), tazobaktam
(Sigma-Aldrich, ABD), klindamisin (Sigma-Aldrich, ABD), tigesiklin (Sigma-
Aldrich, ABD), metronidazol (Sigma-Aldrich, ABD) ve meropenem (Abcr GmbH,
Almanya) toz seklinde temin edilmistir. Coziicii olarak ampisilin i¢in fosfat tamponu
( pH 8.0, 0.1 mol/L), imipenem i¢in fosfat tamponu (pH 7.2, 0.01 mol/L),
metronidazol i¢in dimetil stilfoksit (DMSO), diger antibiyotikler i¢in steril distile su
kullanilmistir. ilag tozuna ait iiretici firmanin bildirdigi potens géz dniine almarak ve
“Coziicii Hacmi (mL)= Agirlik (mg)xPotens (ng/mg)/stok antibiyotik konsantrasyonu
(ug/mL)” formiilii kullanilarak istenen konsantrasyonda stok soliisyonlari
hazirlanmistir. Buna gore stok g¢ozeltileri ampisilin 5120 pg/mL, sefoksitin 5120
pg/mL, piperasilin 5120 pg/mL, tazobaktam 1600 pg/mL, klindamisin 6400 pg/mL,
tigesiklin 6400 pg/mL, metronidazol 6400 pg/mL, meropenem 2560 pg/mL,
imipenem 2560 pg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan
antibiyotik stok soliisyonlar: steril mikrosantrifiij tliplerine bir seferde kullanilacak
hacimlerde béliiniip -80 °C’de saklanmistir. Stok ¢ozeltiler 6 ay icinde kullanilmistir
ve her biri kullanim 6ncesi yalnizca bir kez eritilmistir.

3.2.1. Agar Diliisyon Plaklarimin Hazirlanmasi

Duyarlilik testi i¢in hemin (5 pg/ml), vitamin K (1 pg/ml) ve %5 defibrine
koyun kan1 igeren Brucella agar kullanilmustir. Test edilecek antibiyotik i¢in MIK
aralig1 belirlenmesinde American Type Culture Collection (ATCC) B. fragilis 25285
kalite kontrol izolatinin beklenen MIK araligi ve CLSI’1n duyarli (S)/direngli (R) sinir
degerleri dikkate alinmistir. Antibiyotik stok soliisyonu -80 °C’lik dondurucudan
cikarillarak oda sicaklifina getirilmistir. Uygun ¢6ziici kullanilarak  son
konsantrasyonun 10 kati olacak sekilde seri diliisyonlar hazirlanmistir. Bu
diliisyonlardan 2 mL antibiyotik, 18 mL besiyeri oraninda olacak sekilde 90 mmlik

petri plaklarina aktarilmis ve dairesel hareketlerle karistirilarak homojenize edilmistir.
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Ek olarak iireme kontroliinde kullanmak amaciyla antibiyotik igermeyen, bunun yerine
antibiyotik hacminde steril distile su eklenmis plaklar hazirlanmistir. Hazirlanan
plaklar ayni1 giin kullanilmistir. Test edilen antibiyotik konsantrasyonlari, ¢oziicii ve

sulandirici soliisyonlarin listesi Tablo 3.1.’de gdsterilmistir.

Tablo 3.1. Agar diliisyon testinde calisilan antibiyotiklerin ¢oziicii, sulandiric

soliisyonlar1 ve test edilen MiK aralig1 (ng/mL)

L . MIK Arahig
Antibiyotik ozicil Sulandiric1
Y ¢ (ng/mL)
- Fosfat tamponu, pH | Fosfat tamponu, pH
Ampisilin 8, 0.1 mol/L 6, 0.1 mol/L 0.06-256
Sefoksitin Su Su 0.5-256
Wiperasiiig Su Su 0.06/4-256/4
tazobaktam
- Fosfat tamponu, pH | Fosfat tamponu, pH
TipCH 7.2,0.01 mol/L 7.2,0.01 mol/L 0.015-128
Meropenem Su Su 0.015-128
Klindamisin Su Su 0.25-32
. Dimetil sulfoksit
Metronidazol (DMSO) Su 0.12-64
Tigesiklin Su Su 0.12-32
Linezolid Su Su 0.06-64

3.2.2. Bakteri inokulumu Hazirlanmas ve inokiilasyon

Inokiilum, 48 saatlik Brucella agar kiiltiiriinden, Brucella buyyon igerisinde
0.5 McFarland (1,5x108 KOB/ml) standart bulaniklikta olacak sekilde, dogrudan
koloni siispansiyonu yontemi ile hazirlanmistir. Agar plaklari inokulumlarin sirasina
gore isaretlenmistir. Bakteri inokulumlar steril edilebilen 21 metal kuyucuklu, 3 mm
capinda igneleri olan ve 2 plL damlatabilen replikatorlere sahip agar diliisyon cihazi
(multipoint inoculator, Jencons, UK) ile es zamanli olarak agar yiizeyine aktarilmistir
(Sekil 3.1.). Oncelikle antibiyotik igermeyen aerop ve anaerop iireme kontrol
plaklarina, daha sonra diisiik konsantrasyondan yiiksege dogru antibiyotikli plaklara

ekim yapilmistir.
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Tiim duyarlilik testlerinde kalite kontrol kdkeni olarak ATCC Bacteroides fragilis
25285 kullanilmustir.

3.2.3. Agar Diliisyon Plaklarimin Inkiibasyonu

Agar diliisyon plaklart inokulumlarin kurumasini takiben ters g¢evrilerek
anaerop kavanoza yerlestirilmistir. GasPak yerlestirilen kavanoz 36+1 °C’de 42-48
saat anaerobik atmosferde (%80-90 N2, %5-10 Hz, %5-10 COz) inkiibe edilmistir.
Aerop iireme kontrolii i¢in ekim yapilan plak CO2’li etiivde 36+£1°C’de 42-48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda anaerobiozisin kontrolii igin rezasurin

indikator strip (Oxoid, Ingiltere) kullanilmustir.

Sekil 3.1. Agar diliisyon cihazi ile bakteri inokulumlarinin plaklara inokiilasyonu.

3.2.4. Agar Diliisyon Plaklarimin Okunmasi ve Degerlendirilmesi

Inkiibasyon sonras1 plaklar MIKlerin belirlenmesi amaciyla agik renkli, 15181
yansitmayan bir yiizey tizerine yerlestirilmistir. Aerop ortamda inkiibe edilen plaklar
kontaminasyon olup olmadigini saptamak amaci ile kontrol edilmistir. Kontaminasyon

oldugu diisiiniilen izolatlar tekrar ¢alismaya alinmistir. Anaerop ortamda inkiibe edilen
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iireme kontrol plaginda iireme olup olmadigi degerlendirilmistir. Ureme kontrol
plaginda iiremeyen izolatlar tekrar calismaya alinmistir. Plaklar diisiik antibiyotik
konsantrasyonu iceren plaktan yiiksege dogru okunmustur. Uremeyi inhibe eden en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak kaydedilmis; CLSI M11 (9.basim)
rehberinin Oneriler dogrultusunda inokiillumun neden oldugu iireme benzeri iz, 1-3
adet normal biiyiikliikte veya <10 ¢ok kii¢iik koloni liremesi dikkate alinmamistir
(Sekil 3.2.) (114).

A

Sekil 3.2. : Agar diliisyon ydntemi ile MIK belirlenmesi: A, Ureme kontrol plag:; B-
I, Sefoksitin igeren plaklar (B, 1 ug/mL; C, 2 ug/mL; D, 4 ng/mL; E, 8 ng/mL; F, 16
ug/mL; G, 32 pg/mL; H, 64 pg/mL; I, 128 ng/mL).
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MIK degerleri CLSI rehberinin standartlar1 dogrultusunda yorumlanmistir

(115). CLSI kilavuzunda tigesiklin i¢in sinir deger olmadigindan sonuglar FDA sinir

degerine goére yorumlanmistir (157). Kullanilan smir degerler Tablo 3.2.°de

gdsterilmistir. Anaeroplar igin sinir deger bulunmayan linezolid i¢in ise MiKso ve

MiKgo degerleri belirlenmistir. MiKso ve MiKgo degerleri sirastyla izolatlarin %50’sini

ve %90’1n1 inhibe eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu olarak tanimlanmistir.

Tablo 3.2. Anaerop bakteriler i¢in antibiyotik sinir degerleri

Antibiyotik

Ampisilin
Sefoksitin

Piperasilin/
tazobaktam

Imipenem
Meropenem
Klindamisin
Metronidazol
Tigesiklin

Linezolid

B. fragilis ATCC
25285 MIK
Arahig1 (ug/mL)

1664

4-16

0.125/4-0.5/4

0.03-0.125

0.03-0.25

0.5-2

0.25-1

0.125-1

2-8

Kategoriler ve MiK Simir Degerleri

(ng/mL)

Duyarh Dg;;ih Direncli
<0.5 1 >2
<16 32 >64

<16/4 32/4-64/4 >128/4
<4 8 >16
<4 8 >16
<2 4 >8
<8 16 >32
<4 8 >16

3.2.5. Beta laktamaz Aktivitesinin Tespit Edilmesi

Bakterilerin p-laktamaz aktivitesi

nitrosefin  diski

(BD, ABD) ile

belirlenmistir. Nitrosefin diskine bir damla steril distile su damlatildiktan sonra, test

edilecek saf bakteri kiiltiirlinden tahta ¢ubukla alinan 6rnek disk yiizeyine siiriilmistiir.

Otuz dakika i¢inde pembe—kirmizi renk olusmasi pozitif, renk degisikligi olmamasi

negatif sonug olarak degerlendirilmistir (114).
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3.2.6. Iimipenemaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Test edilecek bakteri 8 mL beyin kalp infiizyon buyyon (BHIS; 0.5% maya
ekstrakti, 5 mg/L hemin ve 1 mg/L vitamin K1) iginde siispanse edilerek bir gece
anaerop ortamda inkiibe edilmistir (128). Ertesi giin BHIS kiiltiirii 4 °C'de, 8000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan atilarak 3 mL soguk fosfat tampon
tuz ¢ozeltisi (PBS) eklenmis ve 4 °C'de, 8000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir. PBS ile
yikama iglemi ii¢ kez tekrarlanmis ve ardindan sonikasyon yapilmistir. Sonikasyonu
takiben 4°C, 8000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmistir. Elde edilen hiicre ekstraktlari
imipenemaz aktivitesi tayini igin kullanilmistir. Protein konsantrasyonlar1 Qubit
Protein Assay Kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
Imipenemin lineer bozunmasinm1 Slgmek igin seffaf plastik kiivetlerde 0.1 mM
imipenem konsantrasyonu igeren 1 mL reaksiyon tamponu (50 mM HEPES, 25 M
ZnSO4, pH 7) kullanilmistir. Tampon i¢inde uygun hiicre ekstrakti miktari ayarlanarak
299 nm’de 0., 2., 5., 10., 15., 20. ve 30. dakikalarda 6l¢iim yapilmis ve absorbans
degisiklikleri kaydedilmistir. imipenemaz aktivitesi 1 dakikada hidrolize olan 1 nmol
imipenem (U) ile ifade edilmis ve sonikasyon sonrasi ekstraktlarin protein

konsantrasyonuna gore standardize (U/mg) edilmistir (158).

3.3. Molekiiler Yontemler
3.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Bakteri DNA’larinin izolasyonu i¢in daha dnce tanimlanan kaynatma yontemi
kullanilmigtir (8). Anaerop agar yiizeyinden bakteri kolonileri alinarak 1.5 ml
mikrosantrifij tiiplerinde, 100 pl steril distile suda siispanse edilmis ve ardindan 1s1
bloguna konarak 100 °C’de 10 dk bekletilmistir. Daha sonra 14.000 rpm’de 2 dk
santrifiij yapilmistir. Santrifiijlenmis silispansiyonlarin siipernatanlar1 steril bir
mikrosantrifiij tlipiine alinarak -20 °C’de saklanmis ve PZR deneylerinde kalip DNA

olarak kullanilmstir.

3.3.2. PZR ile Enterotoksin ve Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Saptanmasi
Gergek zamanli PZR’de genlerin amplifikasyonu i¢in daha 6nce tanimlanmis

primerler kullanilmistir (8, 159-162). PZR karisimi Tablo 3.3.’e gore hazirlanmistir.
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Tablo 3.3. Gergek zamanli PZR igin hazirlanan karigimin igerigi

Icerik Hacim
Master miks [5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus 4 ul
(NO ROX)] (Solis BioDyne, Estonya)

Forward primer (10 uM) 0.5 ul
Reverse primer (10 uM) 0.5 ul
Steril DNaz ve RNaz icermeyen su 13 pl
Kalip DNA 2 ul
Toplam hacim 20 wl

PZR islemi gergek zamanli PZR cihazinda (Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System, ABD) ger¢eklestirilmistir. Tiim izolatlarda antibiyotik direng
genleri (cepA, cfxA, cfiA, ermF, ermB, ermG, InuA, mefA, msrSA, nim, tetQ, tetX,
tetX1) ve enterotoksin geni (bft) varligi arastirilmistir. Kullanilan primerler ve
reaksiyon kosullar1 Tablo 3.4.’te gosterilmistir. Cogaltilan DNA’nin hedef bolge
oldugunu kesinlestirmek amaciyla erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir.
PZR protokolii tamamlandiktan sonra 6rnegin sicakligi 65 °C’den 95 °C’ye yavas
yavas artirilarak floresan sinyalin sicakliga bagli degisimini gosteren bir grafik
olusturulmustur. Floresan sinyalin ani diisiisti ile olusan pikler araciligiyla, DNA
iplik¢iklerinin birbirlerinden ayrilmalar1 gozlemlenmis ve c¢ogaltilan DNA’nin
istenilen hedef bolge olup olmadigi belirlenmistir. Ger¢ek zamanli PZR ve erime egrisi

analizi grafiklerinin 6rnekleri Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.’te sunulmustur.

IS yalnizca cfiA geni tasiyan izolatlarda arastirilmistir. CfiA geni tasiyan
izolatlarda, genin upstream bdlgesinde IS olup olmadigini tespit etmek icin upstream
PZR yapilmigtir. CfiA-upstream PZR i¢in 94 °C’de 5 dk 6n denatiirasyon, 72 °C’de
10 dk final ekstansiyon uygulanmistir. Diger genlerin amplifikasyonunda 95 °C’de 12
dk 6n denatiirasyon yapilmistir. PZR ile enteroksin ve antibiyotik direng genlerinin
saptanmasinda pozitif kontrol olarak B. fragilis 638R (cepA)(8), B. fragilis O:21 (cfiA,
nimB, ermF, tetQ, tetX)(75), B. vulgatus CLA341 (cfxA, tetQ)(159), C. difficile 630
(ermB, tetM)(8), B. fragilis BM13 (tetX, tetX1)(8), B. fragilis 83915 (cepA, tetQ,
ermG, mefA, msrSA, 1inA)(8), B. fragilis 20985 (bft)(163); negatif kontrol olarak DNA
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eklenmemis reaksiyon karigimi kullanilmistir. Pozitif kontrol ve negatif kontrol her

calismaya dahil edilmistir.

Tablo 3.4. Gergek zamanli PZR analizi ile direng genlerinin tespiti igin kullanilan
oligoniikleotid primerleri ve parametreleri

Gen Primer (5°—3?) PZR Protokolii Kaynak
cFxA F: TGACTGGCCCTGAATAATCT 95°C 15 sn, 55°C 20 ®
R: ACAAAAGATAGCGCAAATCC sn, 72°C 20 sn, 35x
0 0,
cenA F: TTTCTGCTATGTCCTGCCT gg S(ri 715’0@”' f’%f @
P R: ATCTTTCACGAAGACGGC bl !
0, 0
A F: AATCGAAGGATGGGGTATGG oo o 8 @
R: CGGTCAGTGAATCGGTGAAT o ’
i F: ATGTTCAGAGAAATGCGGCGTAAGCG | 94°C 30 s, 62°C (161)
R: GCTTCCTTGCCTGTCATGTGCTC dk, 72°C 1 dk, 35x
tetQ F: ATCGGTATCAATGAGTTGTT gy 15 sn, S0°C 1 ©
R: GACTGATTCTGGAGGAAGTA dk, 72°C 30 sn, 35x
0, 0
ot F: TTAGCCTTACCAATGGGTGT gg gn 712505”'23555 @
R: CAAATCTGCTGTTTCATTCG . ’
- F: TCAGGACAAGAAGCAATGAA 95°C A 50°C 1 @
R: TATTTCGGGGTTGTCAAACT dk, 72°C 30 sn, 32x
0, 0,
o F: TAGATATTGGGGCAGGCAAG oo, ST .
R: GGAAATTGCGGAACTGCAAA o ’
ormB F: GCGGAATGCTTTCATCCTAA 95°C 15sn, 59°C 20 @
R: GCGTGTTTCATTGCTTGATG sn, 72°C 20 sn, 35x
ormG F: ATAGGTGCAGGGAAAGGTCA 95°C 15sn, 59°C 20 @)
R: TGGATTGTGGCTAGGAAATGT sn, 72°C 20 sn, 35x
linA F: CTGGGGAGTGGATGTCTTGT 95°C 155n, 60°C 30 ©
R: AGTTGGCTTGTTTGGAAGTG sn, 72°C 30 sn, 35x
mefA F: ATACCCCAGCACTCAATTCG 95°C 15sn, S1°C 1 @
R: CAATCACAGCACCCAATACG dk, 72°C 30 sn, 35x
mSrSA F: GGGAACTGAAAGATGGCAAA 95°C 15sn, 60°C 20 @
R: TACGAGCCTGTTTTCGCTTT sn, 72°C 20 sn, 35x
ot F: CGAACTCGGTTTATGCAGTT gg an 1;52%" 286an (160)
R: GGATACATCAGCTGGGTTGT il ’
cfiA- F (G): CGCCAAGCTTTGCCTGCCATTA 94°C 30 sn, 52°C 1
©) dk, 72°C 3 dk, 35x (162)

Upstream

R(Up2):TACGCTTTTCTGTGCCATAACTGC



Sekil 3.3. Gergek zamanli PZR’de cfiA geni i¢in elde edilen amplifikasyon egrileri:
kalin ¢izgi, M188 numaral1 B. fragilis izolati; ince ¢izgi, pozitif kontrol izolati.

my

Sekil 3.4. Erime egrisi analizi: kalin kalin ¢izgi, M188 numarali B. fragilis izolat;
ince ¢izgi, pozitif kontrol izolat.

36
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3.3.3. DNA Dizi Analizi

Nim geni saptanan M29 numarali B. fragilis izolatinda nim geninin alt tipini,
IS saptanan izolatlarda ise IS tipini belirlemek i¢in, DNA dizi analizi yapilmistir. PZR
iiriinleri, Roche High Pure PCR Product Purification kiti (Roche, Isvigre) kullanilip,
kitin prosediirlerine uyarak saflastirilmigtir. Sanger Dizileme Ornekleri i¢in ABI
3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, ABD) ve BigDye Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster, ABD). Elde
edilen  diziler  Basic  Local  Alignment  Search  Tool  (BLAST)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) adresindeki veriler kullanilarak

degerlendirilmistir.

3.3.4. Rastgele Baslatilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Arbitrarily
Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR)]

QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit’i (QIAGEN GmbH, Almanya)
kullanilarak kit talimatlarina uygun sekilde DNA izolasyonu yapilmigtir. Daha sonra
UV spektrofotometre ile dlclilen DNA siispansiyonlart 50 ng/uL olacak sekilde

sulandirilmastir.

AP-PCR yontemi i¢in daha Once standardize edilmis M13 primerinin
kullanildig1 protokol uygulanmustir (164). Oncelikle 2x amplifikasyon karisimi Tablo
3.5.’te gosterildigi sekilde hazirlanmistir. Ardindan her bir izolat i¢in 25 pL 2x
amplifikasyon karisimina; M13 primeri (5’-GAG GGT GGC GGT TCT-3'), Tag DNA
polimeraz, ddH>O ve DNA Tablo 3.6.’da belirtildigi sekilde eklenerek 50 uL PZR
karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan PZR karigimi ile termal dongii cihazinda Tablo
3.7.°de belirtilen 1s1 dongiisii kullanilarak M13 primerine 6zgii DNA bolgeleri

amplifiye edilmistir.

Tablo 3.5. 2x amplifikasyon karigiminin hazirlanmasi (164)

10 x Amplifikasyon tamponu 5ul
dNTP karigimi 1l
MgCl. (50 mM) 4 ul
Steril DNaz ve RNaz icermeyen su 15 ul

Toplam hacim 25 ul


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tablo 3.6. 50 pul olan amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi (164)

2 x Amplifikasyon karisimi 25 pl
Primer M13 (100 pmol/pul) 1l
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.5 ul
Steril Dnaz ve Rnaz icermeyen su 21.5 ul
Ekstraksiyon tirtiniit DNA (50 ng/ul) 2 ul
Toplam hacim 50 pl

Tablo 3.7. AP-PCR igin kullanilan 1s1 dongii profili (164)
Sicaklik = Siire Dongii

Denatiirasyon 94°C 5 dk

Primer baglanmasi 40°C 5dk 2 siklus
Primer uzamasi 72°C 5dk
Denatiirasyon 94°C 1dk

Primer baglanmasi 40°C 1dk 40 siklus
Primer uzamasi 72°C 2 dk

Amplifikasyon sonrasinda 12 pl amplifikasyon tirliniine % oraninda bromfenol
mavisi eklendikten sonra %2 agaroz jel iginde 1x TBE buffer (0.089 M Tris, 0.089 M
borate, 2 mM EDTA, pH 8.2-8.4) ile 250 dk 120 V’ta elektroforeze tabi tutulmustur.
Gel Logic 2200 goriintiileme sistemi (Kodak Co., Rochester, NY, ABD) ile
fotograflar1 ¢ekilerek izolatlarin bant profilleri karsilastirilmistir (Sekil 3.5.). Bant
profilleri GelCompar II yazilim sistemi (version 6.5; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullanilarak analiz edilmistir. Bant analizleri i¢in benzerlik
hesaplarinin yapilmasinda Dice Korelasyon katsayisi ve kiimelesme analizi i¢in de
unweighted pair group method with arithmetic mean (matematiksel ortalamayla

agirliksiz giftlerin gruplandirilmasi, UPGMA) yontemi kullanilmigtir.
3.4. Istatistiksel Analiz

Farkli izolat gruplarinda farkli genlerin veya antibiyotik direnci prevalansi
karsilagtirmalar1, IBM SPSS Statistics, version 26.0 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA)
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ile ki-kare veya Fischer's exact test kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik esik

diizeyi (p degeri) < 0.05 olarak belirlenmistir.

Sekil 3.5. BFG izolatlarinin 6rnek AP-PCR jel goriintiisii; soldan saga sirasiyla DNA
Ladder 100 bp, M177, M178, M179, M180, M181, M182, M183, M184, DNA Ladder
100 bp, M185, M186, M187, M188, M189, M190, M192, M193, M194, DNA Ladder
100 bp.
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4. BULGULAR

4.1. Tammimlama Sonuclari

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvari
Bakteriyoloji Unitesi’ne 01.07.2018-30.06.2022 tarihleri arasinda gelen kan (n=61),
piiy/apse (n=47), doku (n=7), periton sivist (n=11) ve plevra sivisi (n=3) dérneklerinden
toplam 138 BFG bakteri izole edilmistir. Bu izolatlar MALDI-TOF MS ile B. fragilis
(n=71), B. thetaiotamicron (n=23), B. ovatus (n=15), B. faecis (n=9), B. uniformis
(n=6), B. salyersiae (n=1), P. wvulgatus (n=9) ve P. distanosis (n=4) olarak
tanimlanmistir. Bazi1 kan (n=4), doku (n=2), periton sivisi1 (n=2) ve piy (n=1)
orneklerinde iki farkli tirde BFG izolat1 iiremistir. Orneklerin 64 tanesinde
monomikrobiyal tireme saptanmustir. Polimikrobiyal {ireme saptanan oOrneklerin
28’inde iki, 19°unda iig, 13’tinde dort, dordiinde bes, ikisinde altt mikroorganizma
tiremesi oldugu belirlenmistir. Klinik izolatlarin, bakteri tiirii ve 6rnek tiiriine goére

dagilimlar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. BFG izolatlarin elde edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi

BFG (izolat Sayisi) Kan | Plevra | Periton = Doku | Piiy/Apse
Sivisi Sivisi

B. fragilis (n=71) 40 - 6 2 23
B. thetaiotamicron (n=23) 10 1 1 2 9
B. ovatus (n=15) 4 2 1 1 7
B. faecis (n=9) 4 - 2 - 3
B. uniformis (n=6) 1 - - 3 2
B. salyersiae (n=1) 1 - - -
P. vulgatus (n=9) 3 - 3 - 3
P. distanosis (n=4) 2 - - 1 1
Toplam (n=138) 65 3 13 9 48

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Test Sonuglar:

BFG izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 Tablo 4.2.”de verilmistir.
B. fragilis izolatlarinin ampisilin, sefoksitin, piperasilin/tazobaktam, imipenem,
meropenem, klindamisin, metronidazol ve tigesikline kars1 duyarlilik oranlari sirasiyla
%0, %67.6, %83.1, %85.9, %84.5, %60.6, %98.6 ve %87.3 olarak saptanmistir. B.
fragilis disindaki diger BFG izolatlarinda bu oranlar sirasiyla %3.0, %29.8, %64.2,
%100, %100, %37.3, %100 ve %91.0 olarak saptanmistir. Tiim Bacteroides spp.’de
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bu antibiyotiklere duyarlilik oranlar1 sirasiyla %1.4, %49.3, %73.9, %92.0, %92.7,
%49.3, %99.3 ve %89.1; direng oranlari ise %97.8, %28.3, %11.6, %7.9, %5.1, %47.8,
%0 ve %4.3’tiir.

Tablo 4.2. BFG izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglari

MiK
Bakteri Tiirii Antibiyotik | Arahg  MiKs,  MiKe (%S %1 | %R
(ng/ml)
B. fragilis -
(n=71) Ampisilin 1—>256 32 >256 0 1.4 | 98.6
Sefoksitin | 2->256 16 64 | 676 169 155
Piperasilin/ 0.125-
tarobaktam | Soes 1 128 831 28 @ 141
imipenem 0.06- 25 8 859 42 99
8 . ; . .
Meropenem = 998~ 925 32 845 0 | 155
i . . .
Klindamisin = <02~ | 1 >32 | 606 28 | 366
>32
Metronidazol 50'1155‘ 0.5 2 986 14 0
Tigesiklin 50'3}225_ 1 8 873 71 56
Linezolid 1-32 4 4 - - -
Diger BFG - 0.25-
izolatlar1 (n=67) Ampisilin >256 >256 >256 3.0 0 97.0
Sefoksitin 2128 @ 32 64 | 298 284 418
Piperasilin/
ookt | 1->256 16 64 | 642 269 89
Imipenem 0.06-2 05 2 100 0 0
Meropenem 0.064 0.5 1 100 0 0
Klindamisin 50>~§25‘ >32 | >3 | 373 30 597
Metronidazol 50'1225_ 0.5 2 10 0 0
o <0.125—
Tigesiklin >32 1 4 91.0 | 6.0 3.0
Linezolid 1-32 4 4 - - -

Kisaltmalar: MIK, Minimal inhibitér konsantrasyon; S, duyarli; I, orta duyarly; R,

direncli.

Linezolid i¢in CLSI, EUCAST ve FDA’da smir deger bulunmadigindan MiK
araligl, MiKso ve MIKgo degerleri tespit edilmistir. MiKso ve MiKgo degerleri B.
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fragilis ve non-fragilis BFG’de 4 pg/mL olarak saptanmistir. Sefoksitin,
piperasilin/tazobaktam ve klindamisin duyarlilig1 diger BFG tiirlerinde B. fragilis’e
gore daha disiik bulunmustur. B. fragilis’te yedi izolat meropenem ve imipeneme
direngli iken; meropeneme direngli dort izolattan ikisi imipeneme orta duyarli, iKisi
ise duyarli saptanmigtir. Imipeneme orta duyarli (MIK: 8 ug/mL) olan bir izolat ise
meropeneme duyarli (MIK: 0.5 pg/mL) bulunmustur. Diger BFG tiirlerinde
karbapenem direnci tespit edilmemistir. Metronidazol direnci, test edilen 137 BFG
izolatinda saptanmamus, sadece bir B. fragilis izolatt metronidazole orta duyarli
bulunmustur. B. fragilis izolatlarinda 65 (%91.5), diger BFG izolatlarinda 57 (%85.1)
izolatta B-laktamaz testinde pozitif sonu¢ alinmistir. B. fragilis’te 10 izolat (%14.1)
CID saptanmistir. Diger BFG izolatlarinda iki B. faecis, iki B. ovatus ve bir B.
thetaiotamicron olmak iizere toplam bes izolat (%7.5) CID tespit edilmistir. Tiim tiirler

birlikte degerlendirildiginde CID oran1 %10.9 bulunmustur.

4.3. BFG’de Enterotoksin ve Diren¢ Genlerinin Prevalansi

BFG izolatlarinda direng genlerinin antibiyotik duyarlilik durumlarina gore
dagilimi Tablo 4.3.’te gosterilmistir. Tiim izolatlar iginde cepA, cfxA, cfiA, ermF,
ermG, ermB, nim, linA, mefA, msrSA, tetQ, tetX, tetX1 ve bft geni tasiyan izolat sayisi
sirasiyla 59 (%42.8), 62 (%44.9), 12 (%8.7), 61 (%44.2), 15 (%10.9), 3 (%2.2), 1
(960.7), 40 (%29), 24 (%17.4), 10 (%7.2), 105 (%76.1), 11 (%8), 52 (%37.7) ve 23 tiir
(%16.7). B. fragilis ve diger BFG tiirleri karsilastirildiginda; B. fragilis’te cepA
(p<0.001), cfiA (p<0.001) ve tetX1 (p<0.001) genlerinin; diger BFG tiirlerinde cfxA
(p=0.002), ermF (p=0.011), linA (p=0.036) ve mefA (p=0.016) genlerinin prevalansi
daha yiiksek bulunmustur. B. fragilis’te ve diger BFG’de sefoksitine azalmig duyarlilik
ile cfXA geni varligi arasinda ve tigesikline azalmis duyarlilik ile tetQ, tetX, tetX1
genleri arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir (p>0.05). Piperasilin/tazobaktama
duyarhigi azalmig B. fragilis izolatlarinda cepA geni (p<0.001), duyarli olmayan
izolatlarda cfiA geni (p<0.001) daha yiiksek oranda saptanmustir. Diger BFG tiirlerinde
piperasilin/tazobaktama duyarliligi azalmis izolatlarda cfxA geni, duyarl: izolatlara
oranla daha yiiksek bulunmustur (p=0.011). Meropenem direnci olan 11 izolatin
sekizinde (%72.7) ve duyarli olan dort (%6.7) izolatta cfiA geni tespit edilmistir
(p<0.001). Imipeneme azalmis duyarlilik saptanan 10 izolatin yedisinde ve duyarl

izolatlarin besinde cfiA geni saptanmistir (p<0.001). B. fragilis’te tiim izolatlarda
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(n=71) cfiA-pozitiflik oran1 %16.9 bulunmustur. Metronidazole azalmig duyarlilik
gosteren bir izolatta nim geni saptanmistir. Nim geni Sanger sekanslama ile dizilenmis,
BLAST veritabani ile karsilastirilmis ve nimg (MH341532.1) ile %100 oraninda

benzer oldugu tespit edilmistir .
Tablo 4.3. BFG izolatlarinda antibiyotik direng genlerinin dagilimi

Klindamisine azalmig duyarlilik saptanan B. fragilis izolatlarinda, ermF
(p<0.001), ermG (p=0.032) ve mefA (p=0.013) genleri anlamli sekilde yiiksek

B. fragilis Diger BFG Tiirleri
(n=71) (n=67)
. izolat Sayis1 (%
Antibiyotik Dcl;(‘aennig: Di Direng ’ ( ) Direng
ireng p Direng .
Geni (), M) Geni(n, G
Duyarh uyarh Duyarh Duyarh
Olmayan Olmayan
Ampisilin cepA 0 (0) 59 (83.1) 0 (0) 0 (0)
Sefoksitin cfxA 15 (31.2) 8 (34.8) 11 (55.0) 28 (59.6)
) v cepA 53 (89.8) 4 (25) 0(0) 0(0)
f;fgg:f(‘t';% chA | 18(305)  5(AL7) | 20(465) | 19(792)
cfiA 4 (6.8) 8 (75) 0(0) 0(0)
Imipenem cfiA 5(8.2) 7 (70.0) 0 (0) -
Meropenem cfiA 4 (6.7) 8 (72.7) 0 (0) -
Metronidazol nim 0 (0) 1 (100) 0 (0) -
tetQ | 45 (72.6) 9 (100) 45 (73.8) 6 (100)
Tigesiklin tetX 6 (9.7) 0(0) 4 (6.6) 1(16.7)
tetX1 38 (61.3) 8 (88.9) 5(8.2) 1(16.7)
ermF 3(6.9) 21 (75) 5 (20) 32 (76.2)
ermB 0(0) 1(3.6) 1(4) 1(2.4)
: - ermG 1(2.3) 5(17.9) 2(8) 7 (16.7)
Klindamisin =~ pon™ ' 12279)  3(107) 10 (40) = 15(35.7)
mefA 1(2.3) 6 (21.4) 2(8) 15 (35.7)
MsrSA 0(0) 3(10.7) 1 (4) 6 (14.3)

saptanmistir. Diger BFG tiirlerinde ise ermF (p<0.001) ve mefA (p=0.018) genleri
klindamisine azalmis duyarlilik gosteren izolatlarda daha yiiksek bulunmustur. BFG
izolatlarinda ampisilin, sefoksitin, imipenem, meropenem, piperasilin/tazobaktam,
klindamisin, metronidazol ve tigesiklin MIK degerlerine gore ilgili direnc genlerinin
dagilimi Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6, Sekil 4.7. ve
Sekil 4.8.’de gosterilmistir. CfiA-pozitif izolatlarm meropenem MIK degerleri,
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imipeneme gore, daha homojen olarak yiiksek bir dagilim gostermistir. Ampisilin MIK
degerleri ile cepA varligi arasinda ve sefoksitin MIK degerleri ile c¢fxA varlig arasinda

bir korelasyon saptanmamustir.

50
45 mcepA (+) mcepA(-)

o

Izolat say1s1
= = N N W
o o1 O O

(¢, ]

0125025 05 1 2 64 128 256 >256
Ampisilin MIK Degerlerl (ug/mL)

o

Sekil 4.1. Ampisilin MIK degerlerine gore cepA-pozitif ve cepA-negatif BFG

izolatlarinin dagilima.
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18 m CfxA (+) ®CixA ()

16
14
12
10 ‘
.| II | .

1 128 256 >256
Sefoksmn MIK Degerlerl (pg/mL)

Izolat say1s1

o N A OO ©

Sekil 4.2. Sefoksitin MIK degerlerine gore cfxA-pozitif ve cfxA-negatif BFG

izolatlarinin dagilima.
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Sekil 4.3. Meropenem MIK degerlerine gore cfiA-pozitif ve cfiA-negatif BFG
izolatlarinin dagilimai.
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Sekil 4.4. Imipenem MIK degerlerine gore cfiA-pozitif ve cfiA-negatif BFG
izolatlarinin dagilimai.
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Sekil 4.5. Piperasilin/tazobaktam MIK degerlerine gore cepA, cfxA ve cfiA genlerinin
dagilimi. *Tazobaktam konsantrasyonu 4 ng/mL’de sabitlenmistir.

120
® Negatif mermF mermB “ermG mmefA mmsrSA mlinA
100
_ 80
2
~ 60
< | ]
40
? I E N
<0.25 05 1 2 4 8 16 32 >32

Klindamisin MIK Degerleri (ng/mL)

Sekil 4.6. Klindamisin MIK degerlerine gére ermF, ermB,ermG, mefA, msrSA ve linA

genlerinin dagilimu.
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Sekil 4.7. Metronidazol MiK degerleri ve nim geni dagilima.
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Sekil 4.8. Tigesiklin MIK degerlerine gore tetQ, tetX ve tetX1 genlerinin dagilima.

B. fragilis ve diger BFG tiirlerinin kan ve kan dis1 klinik 6rneklerden elde
edilen izolatlarinda antibiyotik direnci ve direng¢ genlerinin prevalansinin
karsilastirilmast Tablo 4.5.’te gosterilmistir. B. fragilis kan izolatlarinda sefoksitin
(p=0.0116), piperasilin/tazobaktam (p=0.009), imipenem (p=0.003) ve meropeneme
(p=0.018) duyarli olmama durumu ve cfiA geni varligi (p<0.001); kan dis1 izolatlarda
ise cepA (p=0.002) ve tetX1 (p=0.013) genlerinin varligi anlamli derecede daha yiiksek
saptanmistir. Diger BFG tiirlerinde kan dis1 izolatlarda ermF (p=0.029) geninin
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prevalanst kan izolatlarina gore anlamli 6lgiide daha yiiksek bulunmustur. Diger

antibiyotikler ve genler i¢in kan ve kan dis1 izolatlar arasinda bir fark saptanmamastir.

Tablo 4.4. Kan ve kan dis1 klinik 6rneklerden izole edilen B. fragilis ve diger BFG
tiirlerinde antibiyotiklere duyarli olmama durumu ve direng genlerinin prevalansi.

Izolat Sayis1 (%)
B. fragilis Diger BFG
Antibiyotik (rlfzir(])) (lr)ulgsff) (r|1<=azr21) (l;l%fg)
Ampisilin 40 (100) 31 (100) 24 (100) 41 (95.3)
Sefoksitin 18 (45) 5(16.1) 18 (75) 29 (67.4)
Piperasilin/tazobaktam | 11 (27.5) 1(3.2) 12 (50) 12 (27.9)
Imipenem 10 (25) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Meropenem 10 (25) 1(3.2) 0 (0) 0(0)
Klindamisin 15 (37.5) 13 (41.9) 12 (50) 30 (69.8)
Metronidazol 1(2.5) 0 (0) 0 (0) 0(0)
Tigesiklin 6 (15) 3(9.7) 2 (8.3) 4(9.3)
Diren¢ Genleri
cepA 27 (67.5) 30 (96.8) 0 (0) 0 (0)
cfxA 11 (27.5) 12 (38.7) 17 (70.8) 22 (51.2)
cfiA 12 (30) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
nim 1(2.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
tetQ 30 (75) 24 (77.4) 18 (75) 33 (76.7)
tetX 3(7.5) 3(9.7) 2 (8.3) 3(7)
tetX1 21 (52.5) 25 (80.6) 2 (8.3) 4(9.3)
ermF 13 (32.5) 11 (35.5) 9 (37.5) 28 (65.1)
ermB 1(2.5) 0 (0) 0 (0) 2 (4.6)
ermG 3(7.5) 3(9.7) 6 (25) 3(7)
linA 10 (25) 5(16.1) 6 (25) 19 (44.2)
mefA 4 (10) 3(9.7) 9 (37.5) 8 (18.6)
msrSA 2 (5) 1(3.2) 4 (16.7) 3(7)

B. fragilis'te 23 izolatin enterotoksin geni (bft) icerdigi saptanmistir. Bft pozitif

ve bft negatif izolatlarda antibiyotik direnci ve direng genlerinin prevalansinin

karsilastirilmasi1 Tablo 4.4.’te verilmistir. Bft negatif izolatlarda sefoksitin (p=0.003),

piperasilin/tazobaktam (p= 0.006), imipenem (p=0.024), meropeneme azalmis
duyarhilik (p=0.012) ve cfiA (p=0.006) geni; bft pozitif izolatlarda ise cepA (p=0.003)
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ve msrSA (p=0.031) genleri istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha yiiksek
bulunmustur. Diger antibiyotikler ve genler i¢in istatistiksel olarak anlamli bir fark

tespit edilmemistir.

Tablo 4.5. B. fragilis'te bft-pozitif ve bft-negatif izolatlarda antibiyotik direnci ve
direng genlerinin prevalansi.

Duyarh Olmayan izolat Sayisi (%)

Antibiyotik bft (+) (n=23) bft (-) (n=48)
Ampisilin 23 (100) 48 (100)
Sefoksitin 2(8.7) 21 (43.7)
Piperasilin/tazobaktam 0 (0) 12 (48)
Imipenem 0 (0) 10 (20.8)
Meropenem 0 (0) 11 (22.9)
Klindamisin 7 (30.4) 21 (43.7)
Metronidazol 0(0) 1(2.1)
Tigesiklin 3(13.0) 6 (12.5)

Diren¢ Genleri
CepA 23 (100) 34 (70.8)
cfxA 5(21.7) 18 (37.5)
cfiA 0(0) 12 (25)
nim 0 (0) 1(2.1)
tetQ 17 (73.9) 37 (77.1)
tetX 1(4.3) 5(10.4)
tetX1 13 (56.5) 33 (68.7)
ermF 4 (17.4) 20 (41.7)
ermB 1(4.3) 0(0)
ermG 4 (17.4) 2(4.2)
linA 6 (26.1) 9(18.7)
mefA 3(13.0) 4 (8.3)
msrSA 3 (13.0) 0 (0)

Karbapeneme direngli veya karbapenem direng geni (cfiA) barindiran
izolatlarin 6zellikleri Tablo 4.6.’da verilmistir. Izolatlarm 14’ii kandan, biri psoas
apsesinden alinan piiy drneginden iiretilmistir. Imipenem MIK degerlerinin genelikle
meropenem MIK degerlerinden diisiik oldugu gdzlenmistir. Karbapeneme direngli
olan {ig izolatta cfiA geni saptanmamistir. Dort izolatta ise cfiA geni tasimalarina karsin

fenotipik direng tespit edilmemistir.
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Tablo 4.6. Karbapeneme direngli veya karbapenem direng geni (cfiA) pozitif
izolatlarin (n=15) 6zellikleri.

Klinik IMI MEM . .r e .
No Ornek MiK MiK cfiA | Diger Ab R | Diger R Gen(ler)i
M3 Kan 128 128 + FOX, cfxA, ermF, tetQ
TZP,CM ' '
FOX,
M19 Kan 32 64 + TZP.CM ermF, tetQ
Piiy (psoas i cepA, cfxA, ermF,
M23 apsesi) 2 16 FOX, CM tetQ, tetX1, linA
M26 Kan 2 16 + | FOX mefA
M29 Kan 128 >128 + | FOX, TZP cfxA, tetQ, nim
M35 Kan 1 2 + | FOX -
i cepA, cfxA, ermF,
M41 Kan 8 32 CM, TGC {etQ, tetx1
M96 Kan 64 128 + | FOX, TZP cfxA, linA, tetQ
FOX, mefA, ermF, tetQ,
M123 Kan 128 128 + TZP.CM BtX
M135 Kan 1 4 + |CM -
M169 Kan 32 >128 + | FOX, TZP -
FOX,
M172 Kan 32 >128 + TZP.CM ermF, tetQ, tetX
M175 Kan 8 16 . FOXT1zP CepA, tetX1
M185  Kan 1 2 - CIXA, tetQ
M188 Kan 0.5 2 + tetQ

Kisaltmalar: IMI, imipenem; MEM, meropenem; Ab, antibiyotik; R, direng; FOX,
sefoksitin; TZP, piperasilin/tazobaktam; CM, klindamisin; TGC, tigesiklin

Karbapeneme direngli veya karbapenem direng geni (cfiA) pozitif toplam 15
izolata upstream PZR yapilmis ve imipenemaz aktivitesi 6l¢iilmiistiir. Bu deneylerin
sonuglar1 Tablo 4.7.’de sunulmustur. Upstream PZR sonrasi jel elektroforezinde bant
elde edilmemesi izolatin cfiA geni tasimadigini, yaklasik 0.3 kb boyutunda bant
goriilmesi cfiA genini tasidigimi ancak upstream bolgesinde 1S olmadigini
gostermektedir. CfiA geni ve genin upstream bolgesinde IS barindiran izolatlarda >1

kb boyutunda bant olustugu saptanmistir (Sekil 4.9) (162). IS saptanan izolatlarda IS
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tipini belirlemek i¢in dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi sonuglarina gore ii¢ izolatta
1S1187, bir izolatta ISBf6, bir izolatta 1S612B bulunmustur. Bu izolatlarda imipenemaz
Ol¢timii sirasinda elde edilen, imipenemin zamana bagli bozunmasmi gosteren
grafikler Sekil 4.10., Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.’da verilmistir. Izolatlarin imipenemaz
aktivitesinin U/mg cinsinden degerleri Tablo 4.7.’de belirtilmistir. 1S saptanan
izolatlarin yiiksek imipenemaz aktivitesine sahip oldugu gézlenmistir. M169 numarali
izolatta yiiksek imipenemaz aktivitesi saptanmais, fakat IS tespit edilmemistir. Kandan
izole edilen bu B. fragilis izolatinin ampisilin, sefoksitin, piperasilin/tazobaktam ve

karbapenemlere direngli oldugu; cfiA disinda bir direng geni tasimadigi saptanmuistir.

3 19 23 26 29 35 41 96 123 135169 172

-
- - e
— p— - —— -
cfiA (+)
175 185 188 Lontaol

Sekil 4.9. B. fragilis izolatlarinda upstream PZR sonrasi yapilan jel elektroforezi. Her
slitun baginda test edilen izolat numarasi yer almaktadir.
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Tablo 4.7. Karbapeneme direngli veya karbapenem direng geni (cfiA) pozitif
izolatlarin (n=15) upstream PZR ve imipenemaz aktivitesi sonuglari.

. . : Imipenemaz
No IMIMIK | MEMMIK | cfiA Upstream PZR Aktivitesi (u/mg)
M3 128 128 + 1S1187 61,3839

M19 32 64 + 1S1187 109,7633
M23 4 16 - - 0,5845
M26 4 16 + 0.3kb 2,6325
M29 128 >128 + I1SBf6 163,7012
M35 1 2 + 0.3 kb 7,1376
M41 8 32 - - 0
M96 64 128 + 0.3 kb 5,7096
M123 128 128 + 1S612B 151,6339
M135 1 4 + 0.3 kb 6,4667
M169 32 >128 + 0.3 kb 83,3489
M172 32 >128 + 151187 85,051
M175 8 16 - - 0,1527
M185 1 2 + 0.3 kb 2,9047
M188 0.5 2 + 0.3 kb 4,6542

< 0% *—o0—o— ———o0— o
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'z 08
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2 07
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0 10 15 20 25 30 35
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—o—1IP M19 M29 M123 —e—M172

Sekil 4.10. Imipenemaz aktivitesi: M19, M29, M123 ve M172 numaral B. fragilis
izolatlarinda imipenem konsantrasyonunun zamana bagli degisimi.
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Sekil 4.11. imipenemaz aktivitesi: M23, M26, M35, M135 ve M175 numarali B.
fragilis izolatlarinda imipenem konsantrasyonunun zamana bagli degisimi
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Sekil 4.12. imipenemaz aktivitesi: M3, M41, M96, M169, M185 ve M188 numarali
B. fragilis izolatlarinda imipenem konsantrasyonunun zamana bagl degisimi

4.4, BFG lIzolatlarimn AP-PCR ile Genotiplendirilmesi

AP-PCR sonrasi olugsan bant profillerinin GelCompar Il yazilim sistemi
kullanilarak analizi ile olusturulan dendrogram Sekil 4.13.’de segilenmistir. Toplam
138 izolat incelenmis ve 101 farkli genotip saptanmistir. Farkli BFG tiirlerinin AP-
PCR ile farkli genotiplere ayrildig: tespit edilmistir. Kiimelesme gosteren izolatlar 27
farkli kiime iginde toplanmustir (tolerans 1.0, optimizasyon 1.0, esik deger: %90). BFG
izolatlarmin 64’4 herhangi bir kiime i¢inde yer almakta olup, kiimelesme orani
%46.3’tiir. En biiyiik kiime bes izolatin yer aldigi genotip 1 kiimesidir. Calismamizda

baskin bir salgin izolatina rastlanmamustir.
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5. TARTISMA

BFG bakteriler insan mikrobiyotasinin yaygin tiyeleridir. Saglikli kisilerde
cesitli maddelerin metabolizmasinda aktif rol oynamalarina karsin; intraabdominal
enfeksiyonlar, apseler ve kan dolasimi enfeksiyonlar1 dahil olmak {izere, insan
enfeksiyonlarindan en yaygin izole edilen anaerob bakterilerdir (165). Kan dolasimi
enfeksiyonlari en sik intraabdominal enfeksiyonlara, yumusak doku enfeksiyonlarina,
cerrahi uygulamalara ve onkolojik durumlara sekonder gelismektedir. Anaerobik
bakterilerin neden oldugu bakteriyemi orani cografi konuma, hasta 6zelliklerine ve
zamana gore farklilik gostermektedir (166-168). BFG’ye bagli bakteriyemi oranlari
caligmalarda %20-%71 arasinda degismektedir (1, 166, 168). Bu ¢alismada incelenen
138 BFG bakterinin 65’1 (%47.1) kan oOrneklerinden izole edilmistir. Kan
orneklerinden izole edilen BFG tiirleri i¢inde B. fragilis’in (n=40) oran1 %61.5’tir.
Tim ornekler dikkate alindiginda en sik izole edilen tiir yine B. fragilis’tir (n=71,
%51.4). Bunun nedeni B. fragilis’in doku adezyonu, konak immiin yanitindan kagma,

aerotolerans gibi 6nemli viriilans faktorleri barindirmasidir (17).

Hastalikla iligkili diger birgok anaeropla karsilastirildiginda, BFG iiyelerinin
genis spektrumlu beta laktamlar ve metronidazol dahil olmak iizere anaerop
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere direng oran1 daha
yiiksektir (12). Buna bagli olarak, BFG bakteriler ile gelisen enfeksiyonlar, kotii klinik
sonuglarla iliskilendirilebilir (169). Ge¢miste, bu mikroorganizmalarin antibiyotik
duyarliligi  Ongoriilebilir  bir profil gostermis ve ampirik tedavi giivenle
uygulanabilmistir. Ancak son zamanlarda tiim diinyada anaeroplara etkinlik gosteren
birgok Onemli antibiyotige (B-laktamlar, klindamisin) kars1 direngte istikrarli ve
anlamli bir artis gézlemlenmistir (68, 170). The Antimicrobial Testing Leadership and
Surveillance (ATLAS) programi kapsaminda Belgika, Cek Cumhuriyeti, Fransa,
Almanya, Yunanistan, Macaristan, Italya, Ispanya, Isveg, Birlesik Krallik, Japonya ve
ABD’de 2007-2020 yillar1 arasinda izole edilen 4973 klinik Bacteroides spp.
izolatinin dahil edildigi bir ¢alismada ADT agar diliisyon yontemiyle ¢alisilmis ve
CLSI’a gore degerlendirilmistir (81). Bu ¢alismada Bacteroides spp.’de sefoksitin,
piperasilin/tazobaktam, meropenem, klindamisin, metronidazol ve tigesiklin
duyarhiliklar1 sirasiyla %82, %95.9, %97.7, %65.1, %99.7 ve %95 oranlarinda
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bulunmustur. Benzer metodoloji ile yapilan bizim ¢alismamizda bu oranlar %49.3,
%73.9, %92.0, %49.3, %99.3 ve %89.1 oranlarinda saptanmistir. ATLAS calismasi
ile karsilastirildiginda, hastanemiz izolatlarinda sefoksitin, piperasilin/tazobaktam,
meropenem, klindamisin ve tigesiklin duyarliliginin daha diisiik olmasi1 dikkat
¢ekmektedir. ATLAS calismasinda B. fragilis’e gore, non- fragilis Bacteroides spp.’de
sefoksitin, klindamisin, piperasilin/tazobaktam ve tigesiklin direnci istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da tigesiklin disindaki
ic antibiyotik i¢in benzer bulgu saptanmistir. Bu farklilik tigesiklin direngli izolat
saymmizin az olmasidan kaynaklanmig olabilir. Bunun yani sira ¢esitli ¢alismalarda
non-fragilis Bacteroides spp.'de yillar icinde sefoksitine, klindamisine, p-laktam/f-
laktamaz inhibitorleri ve karbapenemlere duyarliligin azaldigi gosterilmistir (5, 81,
171, 172). Avrupa'nin bazi bolgelerinde, %8 ila %74 arasinda degisen sefoksitin
direnci oranlar1 bildirilmistir (173). Global olarak, B-laktam/B-laktamaz inhibitor
kombinasyonlarina direng diisiik seyretmeye devam etmektedir ancak bazi cografik
bolgelerde yiiksek direng oranlari bildirilmektedir. Avrupa'daki birgok iilke
piperasilin-tazobaktama diren¢ oranlarimi <%210 olarak bildirirken, Cin ve
Japonya'daki son arastirmalar amoksisilin-klavulanik asite %34 ve piperasilin-
tazobaktama karst %11 ila %12 oranlarinda direng bildirmektedir (174, 175).
Kanada’da yapilan bir g¢alismada 2012 yili ile kiyaslandiginda 2019°da
piperasilin/tazobaktam duyarlihigmin B. fragilis dist BFG iiyelerinde %98.1°den
%77.8’e, Parabacteroides spp.’de %100’den %25’e diistiigii gosterilmistir (172).

Tiirkiye’de anaerop bakterilerin antibiyotiklere duyarlilik durumlarini ve
diren¢ mekanizmalari arastiran az sayida calisma bulunmaktadir. Ulger-Toprak ve
ark. (176) 1999-2002 yillar1 arasinda izole edilen 45 klinik BFG izolatinda agar
diliisyon ile ampisilin, piperasilin, sefoksitin, amoksisilin/klavulanik asit, imipenem,
klindamisin, metronidazol ve kloramfenikole karsi sirasiyla %93, %13, %11, %2, %2,
%36, %0 ve %2 oranlarinda direng tespit etmislerdir. Dogan ve ark. (177)’nin 2007
yilina ait izolatlar ile yaptiklar1 ¢aligmada gradient test yontemiyle on BFG izolatinin
sekizinin penisiline, ti¢iiniin klindamisine direngli oldugu saptanmustir. Sefoksitin,
piperasilin/tazobaktam, imipenem ve metronidazol direnci tespit edilmemistir.
Kangaba ve ark. (178)’nin 2012 ve 2013 yillarinda izole edilen 50 B. fragilis izolati

(25 klinik, 25 intestinal 6rnek) ile yaptiklari ¢aligmada agar diliisyon ile ampisilin,
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amoksisilin/klavulanik asit, imipenem, sefoksitin, klindamisin, metronidazol ve
tetrasiklin antibiyotiklerine direng oranlar1 %94, %8, %8, %30, %58, %8 ve %84
saptanmustir. Ayrica izolatlarda cepA, cfiA, ermF, nim ve tetQ genleri arastirilmis ve
sirasi ile %90, %12, %58, %6, %78 oranlarinda pozitiflik saptanmistir (178). Demir
ve ark. gradient test ile 2014-2015 yillarina ait 14 BFG izolatinin 13’{iniin penisiline,
besinin sefoksitine ve dordiiniin klindamisine direngli oldugunu bildirmistir.
Moksifloksasin, imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem ve metronidazol
direnci ise saptanmamistir. Eminoglu ve ark. (179) agar diliisyon ile 2017-2018
yillarina ait 56 BFG izolatinin ampisilin, ampisilin/sulbaktam, sefoksitin, imipenem,
klindamisin, tigesiklin, moksifloksasin ve metronidazole duyarlilik oranlarini sirasi ile
%0, %66.1, %68, %98.2, %46.4, %89.3, %57.1, %98.2 olarak saptamustir.
Tiirkiye’den 2017 yilinda izole edilen 75 Bacteroides spp.’nin de incelendigi
uluslararas1 ¢ok merkezli bir galismada, Tiirkiye izolatlarinda gradient test ile
penisilin, piperasilin/tazobaktam, klindamisin ve sefoksitin direnci sirasiyla %90.6,
%10.6, 9%22.6, %46.6 oranlarinda bulunmustur. Amoksisilin/klavulanik asit,
metronidazol, imipenem ve meropenem direnci ise saptanmamistir (173). Diinyadaki
farkli ¢aligmalar1 karsilastirmanin temel zorluklari kullanilan antibiyotik duyarlilik test
yontemlerinin farkli olmasi ve yorumlama igin farkli rehberlerin (EUCAST, CLSI)

kullanilmasidir.

Eitel ve ark. (8)’nin yiiriittiigii, Tiirkiye’den 16 BFG izolatinin dahil edildigi
cok merkezli bir Avrupa ¢alismasinda, Tirkiye izolatlarinda cepA (%62.5), cfxA
(9%31.3), cfiA (%6.3), ermF (%56.3), ermG(%31.3), linA (%25.0), mefA (%43.8),
msrSA (%31.3), tetQ (%87.5), tetX (%25.0), tetX1 (%25.0) ve bexA (%12.5) genleri
saptanmistir. Arastirilan diger direng genleri nim, ermB, tetM, tet36 ise tespit
edilmemistir. Bu c¢alismalarda Belgika, Hirvatistan, Cek Cumbhuriyeti, Fransa,
Almanya, Yunanistan, Macaristan ve isve¢’ten izolatlar dahil edildiginde toplamda
161 BFG izolati incelenmis, cepA (%70.2), cfxA (%18), cfiA (%7.5) ermF (%24.2),
ermB (%0.6), ermG (%5.6), linA (%21.7), mefA (%12.4), msrSA (%5.6), tetQ (80.1),
tetX (%9.9), tetX1 (%4.3) ve bexA (%7.5) genleri tespit edilmistir. Higbir izolatta nim,
tetM ve tet36 geni saptanmamustir. Bizim ¢alismamizda ise tiim izolatlar i¢inde cepA,
cfxA, cfiA, ermF, ermG, ermB, nim, linA, mefA, msrSA, tetQ, tetX, tetX1 ve bft geni
tasiyan izolat sayisinin sirasiyla 59 (%42.8), 62 (%44.9), 12 (%8.7), 61 (%44.2), 15
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(9%10.9), 3 (%2.2), 1 (%0.7), 40 (%29), 24 (%17.4), 10 (%7.2), 105 (%76.1), 11 (%8),
52 (%37.7) ve 23 (%16.7) oldugu belirlenmistir. B. fragilis ve diger BFG tiirleri
karsilastirildiginda; B. fragilis’te cepA (p<0.001), cfiA (p<0.001) ve tetX1 (p<0.001)
genlerinin; diger BFG tiirlerinde cfxA (p=0.002), ermF (p=0.011), linA (p=0.036) ve
mefA (p=0.016) genlerinin prevalansi daha yiiksek bulunmustur. Bizim bulgularimiza
benzer olarak Eitel ve ark.(8)’nin ¢alismasinda cepA ve cfiA geni B. fragilis’te, cfxA
geni diger BFG’de daha yiiksek saptanmistir. Farkli olarak ise erm genleri, linA ve
tetX1 i¢in B. fragilis ve diger BFG tiirleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmamus,
mefA geni ise B. fragilis’de daha yiiksek oranda saptanmistir. Ayrica ¢alismamiza
benzer sekilde ampisilin MIK degerleri ile cepA varlig1 arasinda, sefoksitin MIK
degerleri ile cfxA varligi arasinda ve tigesiklin direnci ile tet genleri arasinda bir
korelasyon bulunmamistir. Bu sonuglar ampisilin ve sefoksitin direncinde cepA ve
cfxA genlerinin yan1 sira PBP’lerde degisiklik veya efluks pompalarinin rolii
olabilecegini digiindiirmektedir. Soki ve ark.(159) nin yaptigi bir calismada sefoksitin
direncinin birden fazla faktore bagl oldugu; PBP’lerin major, cfxA ekspresyonun ise
mindr rol oynadigi belirtilmistir. BFG izolatlarinda piperasilin/tazobaktam direng

mekanizmalarinin ortaya konmasi igin daha ileri calismalar gereklidir.

Beta-laktam antibiyotikler arasinda karbapenemler, anaerobik bakterilere karsi
en genis spektruma sahip antibiyotik grubudur. Literatiire bakildiginda, diinya ¢apinda
karbapenem diren¢li BFG izolatlarinin oranimin %0 ila %29.5, cfiA genine sahip
izolatlarin oraninin da %7,6 ila %38,9 arasinda degistigi goriilmektedir (128, 142, 143,
146, 174, 180, 181). Karbapenem direnci, B. fragilis izolatlarinda B. fragilis dis1 BFG
tirlerine gore daha yiiksek goriilmektedir. Karbapenem direng oranlarindaki
farkliliklar cografi bolge, antibiyotik tiiketim oranlarinin yani sira; ornek tiiri, test
edilen izolat sayisi, karbapenem tiirii, test yontemi ve rehberlerdeki sinir degerlerin
farkliigindan  kaynaklanmaktadir. Ulkemizde yapilan arastirmalarda  Klinik
orneklerden izole edilen B. fragilis izolatlarinda karbapenem direnci %0-%8, cfiA
varligi da %8-%33 arasinda bildirilmistir (82, 176, 178, 182). CfiA geni, upstream
bolgesinde IS varligia bagl olarak cesitli seviyelerde eksprese edilebilir (107). Ulger-
Toprak ve ark. (82) B. fragilis izolatlariin genomunda %32 oraninda 1S1187
tasidigint saptamis; IS lerin %7.5 oraninda cfiA’nin upstream bolgesinde yer aldigini

ve bu genleri birlikte tastyan izolatlarin meropeneme direngli oldugunu belirtmislerdir.
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B. fragilis’te 1S942, 1S1186, 151187, 151188, 1S612, 1S613, 15614, 15615, 15616,
1S4351 ve ISBf6’nin cfiA ile iliskili oldugu gosterilmistir (107, 183). Bu ¢aligmada B.
fragilis’te meropenem direnci %15.5 oraninda, cfiA-pozitifligi de %16.9 oraninda
bulunmustur. Bes izolatta (M3, M19, M29, M123, M172) cfiA geninin upstream
bolgesinde 1S [1S1187 (n=3), ISBf6 (n=1), 1IS612B (n=1)] saptanmistir. Bu izolatlarin
aym1 zamanda yiiksek karbapenem MIK degerlerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. CfiA-
pozitif ve cfiA-upstream bolgesinde IS saptanan izolatlarin yiiksek imipenemaz
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. CfiA-pozitif, ancak cfiA-upstream bolgesinde
IS saptanmayan ve fenotipik olarak karbapenemlere duyarl izolatlarda (M35, M135,
M185, M188) IS saptanan izolatlara gore daha diisik imipenemaz aktivitesi
saptanmustir. En diisiik imipenemaz aktiviteleri ise cfiA-negatif izolatlarda (M23, M41,
M175) gozlenmistir (Bkz. Tablo 4.7.). CfiA geni varliginin diisiik diizey imipenemaz
aktivitesiyle, cfiA-upstream bolgesine 1S eklenmesinin ise yiiksek imipenemaz
aktivitesiyle iliskili olabilecegi diistintilmistiir. Bir izolatta ise IS saptanmamasina
ragmen, yiiksek MIK degerleri ve imipenemaz aktivitesi tespit edilmistir. Literatiirde
benzer izolatlarin varhigi bildirilmis ve farkli bir cfiA aktivasyon mekanizmasi
olabilecegi 6ne stiriilmiistiir; ancak bu mekanizma net olarak ortaya konmamistir (162,
184).

Calismamizda cfiA geni bulunan tiim izolatlarda meropenem MIK degerinin
>2 ug/ml oldugu tespit edilmistir. Ayrica cfiA pozitif izolatlarda meropenem MIK
degerleri imipeneme gore daha yiiksek bulunmustur ve cfiA-pozitif izolatlar
meropenem MIK degerleriyle, imipeneme gore, daha uyumlu bir dagilim gstermistir.
EUCAST, giincel sinir deger tablolarinda meropenem sinir degerlerinin (MiK>1
ng/ml, disk zon ¢ap1 <28 mm) cfiA aracili direnci saptayabilecegini, ancak meropenem
MIK degeri 1 pg/ml olan baz1 izolatlarin da cfiA geni tasiyabilecegini belirtmistir
(116). Tirkiye’de 63 B. fragilis izolat1 ile yapilan bir ¢alismada, imipenem ve
meropenem MIK degerleri gradient test yontemiyle belirlenmis, cfiA geni varligi ile
yiiksek meropenem MIK degerleri (MIK > 0.5 pg/ml) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki saptanmustir (p< 0.0001) (165). Bu ¢alismalar arasinda cfiA saptamak
icin belirlenen esik degerlerde farkliliklar olsa da meropenem MIK degerleri ve cfiA
varlig1 arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmistir (155). Bu bulgular, fenotipik test

yapildiginda meropenemin karbapenem direncini saptamada imipeneme goére daha
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duyarli olduguna isaret etmektedir. CfiA saptamak icin Onerilen meropenem esik
degerlerindeki farkliliklarin kaynagi ise orneklem biiyiikliigii, izolatlarin kokeni,

kullanilan yontemlerin birbirinden farkli olmasi olabilir.

Literatiirde, bir B. fragilis susu cfiA-pozitif ancak fenotipik olarak meropeneme
duyarl oldugunda, tedavide karbapenem kullaniminin uygun olup olmadigi konusu
tartismalidir. Bu tiir mikrobiyolojik bulgularin Klinik etkileri hakkinda ¢ok az veri
bulunmaktadir. Izolat fenotipik olarak duyarli olsa bile, klinisyenlerin cfiA-pozitif B.
fragilis enfeksiyonlarin1 karbapenemlerle tedavi etme konusunda dikkatli olmalari
akilc1 gériinmektedir (185). Hastanin tedavisi sirasinda meropenem MiK degerlerinde
potansiyel bir artis1 saptamak igin takip kiiltiirleri alinmasi1 ve meropenem MIK'inin
izlenmesi  Onerilmektedir (142, 186). Ayrica bir ¢alismada, B. fragilis'te
karbapenemlere karsi heterodireng gozlenebilecegi bildirilmistir (158). Heterojen
direngli izolatlar genellikle karbapenemlerin segici baskisindan etkilenmektedir.
Hashimoto ve ark. (187), direng oranlar1 g6z oniine alindiginda Bacteroides spp.’de
ampirik karbapenem tedavisi uygulamasinin yeniden degerlendirilmesi gerektigini
vurgulamistir. Calismamizda meropenem direnci veya cfiA pozitifligi saptanan
izolatlarin (n=15) 14’iinlin kan izolati olmas: dikkat ¢ekicidir. Kan izolatlarinda
sefoksitin, piperasilin/tazobaktam, imipenem, meropenem direnci ve cfiA geni varlig
anlamli 6lgiide yiiksek saptanmustir. Jeverica ve ark. (142) da Slovenya’da kan
izolatlarinda cfiA prevalansimin kan disi izolatlara gére daha yiiksek oldugunu
bildirmistir. Bu sonuglar karbapenem direngli B. fragilis kan dolagimi
enfeksiyonlarmin 6nemini, direng trendinin takip edilmesinin ve anaeroplarda

antimikrobiyal yonetisim programlarinin gerekliligini gostermektedir.

Klindamisin direncinde en sik erm genleri aracili mekanizma rol oynamaktadir.
Calismamizda da en sik ermF geni olmak iizere ermB ve ermG genleri de tespit
edilmistir. Bununla birlikte c¢alismamizda klindamisin direncinde rolii oldugu
gosterilen mefA, msrSA ve linA genlerinin hem B. fragilis hem de diger BFG tiirlerinde
varligi gésterilmistir. Tiirkiye’de Tekes ve ark. (188)’nin yaptigi bir ¢calismada BFG
izolatlarinda (n=82) %54.9 klindamisin, %84,1 tetrasiklin ve %4,9 tigesiklin direnci
saptanmustir. Izolatlarda ermF (%57.3), tetQ (%51.2), tetX (%40.2), tetX1 (%25.6),
tetM (%31.7) ve tet36 (%25.6) genlerinin yaygin olarak bulundugu gosterilmistir.

Literatiirde daha 6nce Bacteroides spp.’de direng genlerinin aktarilmasinda konjugatif
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transpozonlarin 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (189). ErmF ve tet genlerinin
CTnDOT tiizerinde, ermG, mefA ve msrSA genlerinin CTnGERML1 iizerinde birlikte
aktarildig1 bilinmektedir (8, 92, 190). Calismamizda, izolatlarimizin 51’inde (%36.9)
ermF ve tet genlerinin birlikte bulunmasi, konjugatif transpozon CTnDOT *un varligini
diistindiirmektedir (92). Ayrica yedi izolatimizin ermG, mefA ve msrSA genlerini
birlikte barindirmasi, bu izolatlarin muhtemelen konjugatif transpozon CTnGERM1’i
tasidigini  diisiindiirmektedir (190). Eitel ve ark. (8)’min yaptigi ¢ok merkezli
arastirmada bu paterne (ermG, mefA ve msrSA) sahip dokuz B. fragilis izolatindan
besinin Tiirkiye’den oldugu belirtilmistir. Calismamizda klindamisine duyarh
izolatlarin sekizinde ermF, iiciinde ermG ve birinde ermB geni saptanmistir. Erm
genlerinin Klindamisin duyarli izolatlarda da saptanmasi indiiklenebilir klindamisin
direncine isaret etmektedir. Anaeroplarda indiiklenebilir klindamisin direncini
saptamak icin heniiz standart bir yontem bulunmamaktadir. En duyarli yontem erm

genlerinin molekiiler tespitidir (91).

Giintimiizde BFG’de tetrasikline karst >%80 oraninda direng goriilmektedir.
Bu nedenle artik BFG enfeksiyonlarmin tedavisinde tetrasiklin kullanimi
onerilmemektedir (15, 68). En yaygin direng mekanizmasi tetQ geninin bir ribozomal
koruma proteinini kodlamasidir. TetX geni, oksijen varliginda tetrasiklin inaktive eden
bir FAD ve NADPH gerektiren oksidorediiktaz kodlar, ancak ilging bir sekilde
Bacteroides spp. gibi zorunlu anaeroplarda varligi gosterilmistir (191). TetX1 geni,
yapisal olarak tetX geniyle %66 oraninda benzerlik gostermektedir. Tigesiklinin,
tetrasikline kars1 kazanilan dirence neden olan efluks pompalarindan etkilenmedigi ve
ribozomal koruma proteinleri tarafindan modifiye edilmis bakteriyel ribozomlara
baglanabildigi ifade edilmektedir.  Tigesiklin, komplike intraabdominal
enfeksiyonlarn, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarmin yani sira polimikrobiyal
etiyoloji, CID patojenler veya eslik eden anaerobik bakterilerden siiphelenilen
enfeksiyonlarn tedavisinde onerilmektedir (192). Farkli siirveyans calismalarinda
tigesiklin diren¢ oranlarinin genellikle %10’un altinda oldugu belirtilmektedir (81,
192-194). Bizim c¢alismamizda tigesiklin duyarliligi %89.1 oraninda saptanmuistir.
Tiim izolatlarimizda tetQ, tetX ve tetX1 oranlar1 %76.1, %8 ve %37.7. bulunmustur.
Calismamizda tetQ ve tetX1 genleri tigesikline azalmis duyarlilik gosteren izolatlarda

daha sik bulunmakla beraber istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir (Bkz.
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Tablo 4.3.). Ancak tigesikline azalmis duyarlilik gosteren yalnizca 15 izolatimiz
olmasi kisitlayici bir faktordiir. Eitel ve ark. (8)’nin ¢alismasinda 161 BFG izolatinda
sirasiyla 129 (80.1%), 16 (9.9%) ve 8 (5.0%) izolatta tetQ, tetX ve tetX1 genleri tespit
edilmistir. Tet genlerinin prevalansi agisindan B. fragilis ve diger BFG izolatlarinda
bir fark bulunmamustir. Ug B. fragilis izolatinda tigesiklin direnci tespit edilmis ve
direngli izolatlarin tiimiinde tetQ geni saptanmis, tetX ve tetX1 genleri saptanmamustir.
Direngli izolat sayisinin az olmasi nedeniyle (n=3) tigesiklin direncinin direng
genleriyle iliskisi istatistiksel olarak degerlendirilememistir. Bartha ve ark. (96) da 35
B. fragilis izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada tigesiklin MIK degerleri yiiksek izolatlarda
tet genlerinin prevalansinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Ancak sonuglarin
dogrulanmasi, direng ve transfer mekanizmalarinin aydinlatilmasi ig¢in genis 6lgekli,

daha ileri ¢aligsmalara ihtiyag¢ vardir.

Metronidazol, anaerobik enfeksiyonlarin tedavisinde 1960'lardan bu yana uzun
stireli kullanimina ragmen, Bat1 iilkelerinde %1'den daha az oranda direng gelisen,
oldukga etkili bir antibiyotiktir. Diinya ¢apinda, BFG’de metronidazol duyarlilik
oranlart tiim tiirlerde yiiksek (>%90) olmaya devam etmektedir (12). Ancak
gelismekte olan iilkelerde metronidazol direng oranlarinda artis gézlenmektedir (195).
Hindistan’da yapilan bir aragtirmada B. fragilis izolatlarinda %41 oraninda
metronidazol direnci saptanmistir (185). Pakistan'dan bir raporda, 2014-2017 yillari
arasinda toplanan BFG izolatlarinda %20 oraninda metronidazol direnci bildirilmistir
(196). Aynmi bolgede 2010-2011 yillarinda toplanan BFG izolatlariyla yapilan bir
arastirmada da metronidazol direnci %3 oraninda saptanmustir (197). Bu durum
metronidazol direncinde hizli bir artis potansiyeli oldugunu gostermektedir (196, 197).
Karbapenem ve metronidazole birlikte direng goriilmesi nadir olmakla beraber birgok
bolgede bu tiir izolatlar bildirilmistir (7, 75, 198). Metronidazol direnci, gesitli
mekanizmalar (alternatif nitro-rediiktaz yapimi, DNA onarmm veya efluks pompasi)
yoluyla ortaya ¢ikabilir; ancak en iyi karakterize edileni 1980'lerde ve 1990'larda esas
olarak Bacteroides spp. i¢in tanimlanan, nim genleri tarafindan kontrol edilen
mekanizmadir (199). Nim genlerinin ekspresyonu upstream bdolgelerine yerlesen 1S
elemanlar tarafindan diizenlenmektedir. Fakat nim geni tasiyan her izolatta fenotipik
metronidazol direnci saptanmadigi gibi, nim geninin ekspresyon diizeyleri ile

metronidazol MIK degerleri arasinda Kkorelasyon goriilmemektedir. Bu durum
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metronidazol direncinde birden ¢ok faktdriin rol oynadigimi gostermektedir (200).
Tiirkiye’de ilk metronidazol direncli Bacteroides spp. olgusu, 2013 yilinda Ulger-
Toprak ve ark. (201) tarafindan kandan izole edilen bir B. thetaiotamicron’dur.
Izolatin metronidazol MIK’inin 16 pg/mL oldugu saptanmustir. Bu deger CLSI
rehberine gore “I” kategorisinde yer almakla beraber, EUCAST kriterlerine gore
direncli kabul edilmistir. Izolatta diren¢ mekanizmas arastirildiginda PZR ile nim geni
saptanmis, dizi analizi ile nimE oldugu ortaya konmustur. Diger yandan izolat
karbapenemlere ve ampisilin/sulbaktama duyarli bulunmustur. Bizim ¢alismamizda
metronidazol MIK degeri 16 ng/mL olan bir B. fragilis izolatinda nim geni saptanmus,
DNA dizilemesi ile nimE oldugu belirlenmistir. Bu izolatin ayn1 zamanda sefoksitin,
piperasilin/tazobaktam ve karbapenemlere de direngli oldugu ve cfiA, cfxA ve tetQ
genlerini barindirdigi saptanmustir. Izolat klindamisin ve tigesikline duyarh
bulunmustur. Kangaba ve ark. (178) calismalarinda dort B. fragilis izolatinin
metronidazole direngli oldugunu, bunlardan tg¢iiniin nim geni tasidigini bildirmistir.
Ancak saptadiklari nim genlerinin alt tipi belirlenmemistir. Husain ve ark. (202)
2013’te iki c¢ok ilaca direngli B. fragilis izolatinda evrensel nim primerleri ile
saptanamayan yeni bir nim geni (nimJ) tanimlamistir. Kangaba ve ark. (178)’nin
calismasindaki nim geni negatif olan metronidazol direngli izolatta evrensel nim
primerleri ile saptanamayan bir nim varyanti veya nim dis1 direng mekanizmalari

olabilecegi disiiniilmiistiir.

Bft B. fragilis’in viriilansinda rol oynayan faktorlerden biridir. ETBF
izolatlarinin bagirsakta asemptomatik tasinma oraninin %6,2 ile %20,0 arasinda (203-
205) oldugu, ekstraintestinal B. fragilis suslar1 arasinda ETBF prevalansinin %9,0 ile
%38,2 arasinda oldugu bildirilmistir (163, 203, 205-207). Kato ve ark. (208) kan
kiiltirlerinden izole edilen B. fragilis izolatlarinin diger kaynaklardan izole edilen
izolatlara gore ETBF olma ihtimalinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Benzer
sekilde Claros ve ark. (206) da kan kiiltiirlerinden izole edilen B. fragilis izolatlarinin
bft tasima oraninin diger o6rneklerden izole edilen izolatlara gore daha yiiksek
oldugunu belirtmistir. Ancak Sarvari ve ark. (163)’nin ¢alismasinda kandan ve diger
orneklerden izole edilen B. fragilis izolatlarinda bft prevalansi agisindan bir fark tespit
edilmemistir. Bizim B. fragilis izolatlarimizda da kan (n=40) ve kan dis1 (n=31)

izolatlar arasinda Dbft tasiyicilign agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunmamistir. Kangaba ve ark. (178) cepA, cfiA, ermF, nim ve tetQ genlerinin bft-
pozitif izolatlarda %100, %20, %80, %10 ve %100; bft-negatif izolatlarda %92,5,
%10, %67,5, %5 ve %725 oranlarinda bulundugunu saptamistir. Bft-pozitif
izolatlarda diren¢ genlerinin orani daha yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigi belirtilmistir. Benzer sekilde Kierzkowska ve ark. (209)’nin
calismasinda bft-pozitif ve bft-negatif izolatlar arasinda penisilin G, klindamisin,
sefoksitin, amoksisilin/klavulanik asit, imipenem ve metronidazol duyarliliklar veya
cepA, cfxA, cfiA, ermF, ermB, ermG ve nim genleri varlig1 agisindan anlamli fark
saptanmamustir. Jamal ve ark. (160) ¢alismalarinda bft-pozitif izolatlarda klindamisin
ve tigesiklin direncinin bft-negatif izolatlara gére daha yiiksek oldugunu, ancak sadece
Klindamisin direncinde istatistiksel olarak anlamli seviyede bir fark oldugunu
belirtmislerdir. Farkli olarak bizim ¢alismamizda bft-negatif izolatlarda sefoksitin
(p=0.003), piperasilin/tazobaktam (p= 0.006), imipenem (p=0.024) ve meropeneme
azalmis duyarlilik (p=0.012) ve cfiA (p= 0.006) geni; bft pozitif izolatlarda ise cepA
(p=0.003) ve msrSA (p=0.031) genleri istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
saptanmigtir. Sarvari ve ark. (163) B. fragilis enterotoksinin aktivasyonunda rol
oynayan fpn geni ile cfiA varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir negatif
korelasyon bulundugunu bildirmistir. Bu bulgularin 6nemi ve B. fragilis
enfeksiyonlarinin patogenezindeki rolleri ile ilgili daha fazla arastirma gereklidir.
Literatirde BFG tiirlerinde genetik yakinligin incelendigi ¢alisma sayisi
kisithdir. Kleivdal ve Hofstad (210) restriksiyon endoniikleaz analizi ve ribotipleme
ile 18 kan izolatinda 14 farkl ribotip, dort fekal izolatta ti¢ farkl: ribotip gostermistir.
Khodaei ve ark. (211) ¢ok lokuslu degisken sayili ardisik tekrarlarin analizi (MLVA)
ile 50 B. fragilis izolatinda 27 farkli MLVA tipi saptamistir. Vallim ve ark. (212) 71
B. fragilis izolatinda AP-PCR ve Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) yontemlerini
karsilastirmustir. Izolatlarin AP-PCR ile dokuz farkli, PFGE ile 25 farkli tipe
ayrildigin1 saptamis ve PFGE’nin ayrim giiciiniin AP-PCR’a gore daha iyi oldugu
sonucuna varmiglardir. Martirosian ve ark. (213) ve Meisel-Mikolajczyk ve ark. (214),
Polonya'da ¢esitli kaynaklardan izole edilen ETBF izolatlarint AP-PCR yontemiyle
referans izolatlarla genotipik olarak karsilagtirmistir. Bu arastirmacilar, analiz edilen
tim izolatlar arasinda ¢ok az benzerlik bulmus ve incelenen ETBF izolatlarinin

poliklonal oldugu sonucuna varmislardir. Moraes ve ark. (215) AP-PCR ile 33 B.



66

fragilis izolatinda 25 farkli genotip saptamistir. Sarma ve ark. (216) insanlardan izole
edilen 20 B. fragilis izolatinin on sekiz farkli genotipe ayrildigini tespit etmistir.
Calismamizda 138 klinik BFG izolatlar1 arasinda yiiksek derecede heterojenite (101
farkli genotip) saptanmustir. B. fragilis (n=71) izolatlarimizda 49, ETBF (n=23)
izolatlarimizda 18 farkli genotip saptanmistir. Bulgularimiz ve literatiirdeki veriler
Bacteroides spp.’de yiiksek diizeyde genetik gesitlilik oldugunu desteklemektedir.
Bacteroides spp.’de bagirsakta diger bakteri tiirleriyle temasin, genetik alisverise bagl
olarak yiiksek genomik rekombinasyon sikligi sagladigi ve evrimlerinde 6nemli bir
faktor oldugu 6ne stirilmiistiir (189, 212). Calismamizin kisitliligi genetik yakinligin
incelenmesinde kullandigimiz AP-PCR’1n tekrarlanabilirligini test etmek igin birden
fazla kez ¢alisilmamasidir. PZR temelli tiplendirme yontemlerinde labaoratuvar igi ve
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirliklerinin diisikk olmasi en onemli dezavantajdir
(217).

Yakin zamanda Nielsen ve ark. (218) B. fragilis izolatlarinda genetik
yakinhigin incelenebilmesi i¢in ilk defa bir multilokus dizi tiplendirmesi (MLST)
semasi olusturmustur. Sema, korunan yedi gen [groL (hsp60), rpoB, recA, dnaJ, rprX,
prfA ve fusA arasinda kalan bolgelerin PZR ile ¢ogaltilmasi ve olusan PZR {iriinlerinin
dizi analizine dayanmaktadir. Semanmn, B. fragilis izolatlarin1 sus diizeyinde ayirt
edebildigi kanitlanmistir. Bu ¢alismada toplamda 567 B. fragilis genomunun dizi tipi
belirlenmis ve izolat verileri toplanmistir. Bu sema ile B. fragilis'in global olarak
standart bir yontemle tiplendirilmesi ve izlenmesi amaglanmaktadir. B. fragilis'in
yakindan izlenmesi 6zellikle genis spektrumlu antibiyotiklere karsi giderek daha
direncli hale gelmesi ve diger bakterilerle horizontal gen aktarimi yapmasi nedeniyle
onemlidir. EK olarak, sema potansiyel olarak Bacteroides cinsinin diger tiirlerine de

uygulanabilir (218).
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6. SONUC VE ONERILER

Anaerop bakterilerin laboratuvar tanisi, klinik bakteriyoloji laboratuvarlarinda
yasanan zorluklardan biridir. Anaerop bakterilerin izolasyonu, tanimlamasi ve
ADT’leri zaman alici1 ve emek yogundur. Bu nedenle anaerop bakteriler birgok
laboratuvarda rutin tan1 ve/veya ADT akisindan g¢ikarilmaktadir (149, 160). Son
yillarda, 6nceki dekatlara gore anaerop bakterilerde antibiyotik direng oranlarinda artis
oldugu bildirilmektedir (5). Direnci etkileyen faktorler tiir, tilke, merkez, antibiyotik

tiiketimi ve 6rnek tipidir.

Calismamizda dort yillik bir dénemde izole edilen 138 BFG izolatinin
antibiyotik duyarlilik profili referans agar diliisyon yontemiyle belirlenmis, antibiyotik

direncinin genetik mekanizmalari arastirilmis ve asagidaki sonuglara ulagilmistir.

1) Metronidazol, tim BFG izolatlarina kars1 in vitro en etkili antibiyotik olarak
saptanmistir ve BFG enfeksiyonlarmin ampirik tedavisi icin birinci basamak

antibiyotik olarak diistiniilmelidir.

2) Sefoksitin, klindamisin ve beta laktam/beta laktamaz inhibitorlerine
duyarhilik oranlari, 6zellikle B. fragilis dis1 BFG tiirlerinde olmakla birlikte, her iki

grupta da diisiik saptanmistir ve ampirik tedavide tercih edilmemelidir.

3) Klindamisin direncinin ve direng genlerinin (ermF, ermG, ermB, mefA,

msrSA, linA) BFG’de yaygin olarak bulundugu gézlenmistir.

4) Sefoksitin MIK degerleri ile cfxA varlig1 arasinda bir korelasyon olmadig
saptanmigtir. Farkli diren¢ mekanizmalarimin (PBP degisikligi, efluks) sefoksitin

direncinde rol oynadigi diigtiniilmiistiir.

5) B. fragilis izolatlarinda saptanan yiiksek karbapenem direnci ve cfiA
pozitifligi endise vericidir. B. fragilis ile gelisen ciddi enfeksiyonlarda ampirik
karbapenem tedavisi ile klinik basarisizlik gortilebilir ve fatal sonuglar ortaya ¢ikabilir.

6) Genis spektrumu nedeniyle CID patojenlerle meydana gelen intraabdominal
enfeksiyonlarin ve yumusak doku enfeksiyonlarmin tedavisinde tercih edilen

tigesikline kars1 azalmig duyarlilik gosteren BFG izolatlart oldugu belirlenmistir.
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Ciddi enfeksiyonlarda tedavide tigesiklin tercih edilecekse oncesinde ADT

yapilmasinin uygun olacag diistiniilmiistiir.

7) Bft-negatif B. fragilis izolatlarinda sefoksitin, piperasilin/tazobaktam,
imipenem ve meropeneme azalmis duyarlilik ve cfiA geni varliginin daha yaygin
oldugu gozlenmistir. Kan ve kan dis1 izolatlarda bft varligi agisindan fark
saptanmamustir. Bft geninin ekstraintestinal enfeksiyonlarda patogenezdeki rolii ile

ilgili daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

8)AP-PCR ile BFG’de yiiksek diizeyde genetik gesitlilik oldugu saptanmustir.
AP-PCR’in ucuz, hizli ve basit bir yontem olmasi sayesinde BFG’nin yerel
epidemiyolojik analizinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Ancak uluslararasi
diizeyde karsilastirmalar yapmak i¢in MLST veya WGS yontemlerinin kullanilmasi

Onerilmektedir.

9)BFG’de bircok antibiyotik grubuna diren¢ goriilmesi, CID izolatlar
saptanmasi nedeniyle yeni antibiyotiklerin ve kombinasyon tedavilerinin etkinligini

degerlendiren caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sonug¢ olarak, anaerob bakterilerde antibiyotik direng oranlart degiskenlik
gostermektedir. Siirveyans ¢alismalari, anaerob bakterilerin bolgesel, ulusal ve kiiresel
direng modelleri hakkindaki bilgileri genisletmek i¢in 6nemlidir. Anaerop bakterilerde
antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasinin ve diizenli araliklarla yapilacak
ulusal antibiyotik direng arastirmalarinin giderek daha degerli hale geldigi sonucuna
vartlmistir. Yakin zamanda EUCAST’in anaeroplar i¢in disk difiizyon ydntemini
gelistirmesi, rutin laboratuvar akisina anaerop ADT’nin dahil edilmesi igin tesvik
edicidir. Anaerop bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin, yiiksek oranda mortalite
ve morbiditeye neden olabilmesi, tedavi etkinliginin cins ve tiirler arasindaki direng
farkliliklar1 nedeniyle degiskenlik gostemesinden dolay: anaerop bakterilerin cins ve

tiir diizeyinde tanimlanmasi ve ADT uygulanmas1 gerektigi diigiiniilmiistiir.
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