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KLINIK ORNEKLERDE ANAEROB ENFEKSiYON ETKENLERININ
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Mehmet OLCU
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal Doktora Tezi
Eyliil 2019
Damsmanlar: Prof. Dr. Duygu PERCIN RENDERS, Do¢. Dr. M. Altay ATALAY

OZET

Anaerob bakteriler ¢ok c¢esitli ciddi enfeksiyonlarin 6nemli etkenlerinden olmakla
birlikte izolasyon ve tamimlamadaki giigliikkler nedeniyle enfeksiyon etiyolojisinde
siklikla goz ardi edilmektedirler. Bu ¢alisma anaerob enfeksiyonlardan en sik izole
edilen  Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella, Veillonella,  Clostridium,
Peptostreptococcus ve Actinomyces bakterilerini ayni anda gesitli klinik 6rneklerden
cins diizeyinde tanimlayabilecek yeni bir multiplex PCR panelinin gelistirilmesi
amactyla yapilmistir.

Calismaya dahil edilen anaerob bakterileri tanimlamak ic¢in her bir cinse 6zgii 16S
rRNA genini hedef alan yeni bir multiplex PCR anaerob tanimlama testi gelistirildi ve
optimize edildi. Calismada tasarlanan multiplex PCR testinin 6zgiilliigli ve analitik
duyarlilig1 ¢aligmaya dahil edilen pozitif ve negatif standart bakteri suslari iizerinde
calisilarak belirlendi.

Calismada anaerob enfeksiyon siiphesiyle laboratuvara gonderilen 46 klinik 6rnegin
aerob ve anaerob kiiltiirii yapildi. Anaerob kiiltiirden izole edilen anaerob bakteriler,
konvansiyonel yontemler ve VITEK 2 otomatize tanimlama sistemi kullanilarak
tanimlandi. Ayni Orneklerden DNA izolasyonu yapilarak c¢aligmada gelistirilen
multiplex PCR testi ile anaerob bakteri tanimlamasi yapildi. Daha sonra multiplex PCR
sonuglari ile rutin laboratuvar sonuglar1 karsilastirildi.

Gelistirilen panel ile tiim pozitif kontrol suslar1 hem tek tek hem de toplu olarak test
edilmis ve tanimlayici bantlarin olustugu gdézlenmistir. Multiplex PCR testinin analitik
duyarliligt bakteri cinsine gore degismekle birlikte 1-10° CFU/ml araliginda
bulunmustur.

Calismamizda 46 klinik 6rnegin 8'inde (%17,4) anaerob iireme olmus ve bunlardan

konvansiyonel yontemler ve VITEK 2 otomatize tanimlama sistemi kullanilarak 9
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anaerob bakteri tanimlanmustir. Gelistirilen multiplex PCR testi ile ise 46 klinik 6rnegin
20'sinden (%43,5) 35 anaerob bakteri cins diizeyinde tanimlanmistir. Anaerob
kiiltiirlinde tireme olan 8 6rnegin 5'i (%62,5) multiplex PCR test sonucu ile uyumlu
cikarken 3'i (%37,5) uyumsuz ¢ikmistir. Multiplex PCR testi ile klinik 6rneklerden en
sik izole edilen anaeroblar Prevotella spp. (%37,1) ve Fusobacterium spp. (%22,9)
cinsleri olurken bunlar1 sirasiyla Clostridium spp. (%14,3), Peptostreptococcus spp.
(%11,4), Bacteroides spp. (%8,6) ve Veillonella spp. (%5,7) cinsleri izlemistir. Anaerob
kiiltir sonucu referans yontem olarak alindiginda multiplex PCR testinin duyarlilik,
ozgilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %75, %63.,2, %30 ve %92,3
bulunmustur.

Sonug olarak, Calismamizda gelistirilen multiplex PCR paneli ile anaeroblarin kiiltiire
dayali tanimlanmalarindaki olumsuzluklar giderilerek, klinik orneklerden kisa siirede
daha dogru anaerob bakteri tanimlamasi yapilabilecegi ve enfeksiyonlarin daha dogru

bir sekilde tedavi edilebilmesine olanak saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Anaerob bakteri tanimlama, Anaerob enfeksiyon tanisi, Multiplex
PCR
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DEVELOPMENT OF MULTIPLEX PCR PANEL FOR IDENTIFICATION OF
ANAEROBIC INFECTIOUS AGENTS IN CLINICAL SAMPLES

Mehmet OLCU
Erciyes University, Institute of Medical Sciences
Department of Medical Microbiology PhD Thesis
September 2019
Supervisors: Prof. Dr. Duygu PERCIN RENDERS, Do¢. Dr. M. Altay ATALAY

ABSTRACT

Although anaerobic bacteria are important agents of a wide variety of serious infections,
they are often overlooked in the etiology of infection due to difficulties in isolation and
identification. The aim of this study was to develop a new multiplex PCR panel that can
identify  Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella, Veillonella, Clostridium,
Peptostreptococcus and Actinomyces bacteria at the genus level which are most
frequently isolated from anaerobic infections.

A new multiplex PCR panel for identification of anaerobic bacteria was developed by
using genus specific 16S rRNA gene of each bacteria included in the study and the test
was optimized. The specificity and analytical sensitivity of the multiplex PCR assay
designed in the study were determined by using the positive and negative standard
strains.

Aerobic and anaerobic cultures of 46 clinical specimens which were sent to the
laboratory with suspicion of anaerobic infection were performed. Anaerobic bacteria
were identified using conventional methods and VITEK 2 automated identification
system. DNA isolation was performed from the same samples and anaerobic bacteria
were identified by multiplex PCR test developed in the study. Multiplex PCR results
and routine laboratory results were compared.

All positive control strains were tested individually and collectively by using the
developed panel and it was observed that descriptive bands were formed in all tests. The
analytical sensitivity of the Multiplex PCR assay was found to be 1-10° CFU / ml,
depending on the bacterial species.

In our study, eight (17.4%) of 46 clinical specimens had anaerobic growth and nine
anaerobic bacteria were identified using conventional methods and VITEK 2 automated

identification system. Multiplex PCR test identified 35 anaerobic bacteria from 20
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(43.5%) of 46 clinical samples. Five (62.5%) of the eight samples which had anaerobic
growth in anaerobe culture were compatible with the multiplex PCR test and three
(37.5%) were incompatible. The most common anaerobes isolated from clinical
specimens by Multiplex PCR assay were Prevotella spp. (37.1%) and Fusobacterium
spp. (22.9%) while Clostridium spp. (14.3%), Peptostreptococcus spp. (11.4%),
Bacteroides spp. (8.6%) and Veillonella spp. (5.7%) followed these genera. When
anaerobic culture was accepted as the reference method, the sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values of the multiplex PCR test were 75%, 63.2%,
30% and 92.3%, respectively.

As a result, we concluded that the multiplex PCR panel developed in our study
eliminates the problems in the identification of anaerobes based on culture and provides
more accurate anaerobic bacteria identification from clinical specimens in a short period
of time and allows more accurate infection treatment.

Keywords: Anaerobic bacteria identification, Anaerobic infection diagnosis, Multiplex

PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Anaerob bakteri enfeksiyonlarmin tanimlanmasi ilk olarak Hipokrat’mn M.O. 4’{incii
yiizyilda tetanosu tanimlamasiyla baslamis ve glinlimiizde gelisen teknolojiyle birlikte
bu alanda biiyiik ilerlemeler olmustur. Dogada ¢ok yaygin olan anaerob bakteriler,
insanlarin st solunum yollari, gastrointestinal ve {irogenital sistem mikrobiyotasinin
onemli bir kismini olustururlar. Normal sartlar altinda konaga yarali olan bu
mikroorganizmalar, konak savunmasinin bozulmasi, travma, doku harabiyeti ve
mukozal bariyerin biitiinliigiiniin bozulmas: gibi durumlarda steril viicut bolgelerine
ulagsarak endojen kaynakli ciddi enfeksiyon ve zehirlenmelere neden olabilen firsatci

patojenlerdir (Willis, 1989; Hentges, 1993; Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011; Brook, 2017).

Anaeroblar viicudun hemen hemen her organinda veya dokusunda enfeksiyoz
stireclerde tek baslarina ya da diger mikroorganizmalarla birlikte yer alabilirler.
Anaeroblar c¢ogu klinik Ornekten izole edilebilirler ancak anaerob enfeksiyonlarin
mikrobiyolojik tanisi her zaman miimkiin degildir (Fader, 2019). Kiiltiirde tiremeleri
icin 6zel cihaz ve ekipmanlara gereksinimleri olan bu bakterilerin klinik 6rneklerden
izolasyonu ve tanimlanmalar1 oldukg¢a giic ve zaman alici mikrobiyolojik ¢aligmalar
gerektirir. Bu nedenle birgok rutin laboratuvarda anaerob bakterilere yonelik tanisal
calismalar yapilamamaktadir. izolasyon ve tanimlanmalarmin zahmetli, zaman alic1 ve
yiiksek maliyetli olmasi nedeniyle anaeroblar, enfeksiyon etiyolojisinde siklikla g6z ardi

edilmektedirler (Song, 2005; Tungkanat, 2008a).

Anaerob bakterilerin klinik Orneklerden izolasyonu ve tanimlanmasi geleneksel
mikrobiyolojik yontemlerin yani sira MALDI-TOF MS ve molekiiler biyolojik
yontemlerle de yapilabilmektedir. Anaerob bakterilerin kiiltiiriindeki diisiik basar1 orani

ve konvansiyonel yontemlerle yapilan tanimlamalardaki yetersizlikler bu bakterilerin



molekiiler yontemler ile tanimlanmasini artirmis ve bu alana olan ilginin artmasin

saglamistir (Song, 2005; Veloo ve ark., 2011).

Bu calismada amag¢ cesitli klinik orneklerde direkt kullanilmak {izere anaerob
enfeksiyonlardan en sik izole edilen, Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella,
Veillonella, Clostridium, Peptostreptococcus ve Actinomyces bakterilerini cins
diizeyinde hizli tanisin1 saglayabilecek yeni bir multiplex PCR panelinin gelistirilmesi
hedeflenmistir. Ayni zamanda klinik 6rnekler {izerinde hem konvansiyonel hem de
calismada gelistirilen multiplex PCR yontemleri kullanilarak anaerob bakteri

tanimlamalarinin yapilmasi ve elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anaerob Bakterilerin Tarihgesi

50 yildan uzun bir siiredir devam eden jeokimyasal aragtirmalar, ilk Diinya atmosferinin
anaerobik oOzellikte oldugunu ortaya koymustur. Giiniimiizden 2 milyar yil Once
atmosferde neredeyse hi¢ molekiiler oksijen olmadigi tahmin edilmektedir. 3.5 milyar
yillik mikroorganizma fosilleri bulundugundan, 1.5 milyar yil boyunca Diinya tizerinde
sadece anaerobik prokaryotlarin oldugu sonucuna varilmistir. Atmosferde oksijen
birikmeye bagladiktan sonra anaeroblarin ¢ogunun 61diigii, bir kisminin ise anaerobik
bolgelere c¢ekilerek hayatta kaldigi ve bugilinkii anaeroblarin atasi oldugu tahmin
edilmektedir (Gest, 2003).

Anaerob bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlarin klinik olarak tanimlanmasi oldukga
eskilere dayanmaktadir. Tetanozu ilk olarak M.O. 4’iincii yiizy1lda Hipokrat daha sonra
M.S. 2'inci yiizy1lda Kapadokyali Aretaeus tarif etmistir. Antonie Van Leeuwenhoek
1680 yilinda Londra Kraliyet Cemiyeti'ne yazdigi {inlii mektuplarinda mikroskopta
gordiigii canlilarin havasiz ortamda hareket ettigini bildirmistir. Louis Pasteur tarafindan
1861 yilinda havasiz ortamda bazi mikroorganizmalarin {iretilmesiyle anaerobik
mikrobiyolojinin temelleri atilmistir. Etiyolojik olarak ¢esitli insan hastaliklarina baglh
bir dizi anaerobik bakterinin kesfinin ardindan, 19. yilizyilin sonunda patojenik
Clostridia'nin ¢ogu, Bacteroides ve Fusobacterium tiirleri dahil olmak {izere sporsuz
anaeroblarin bazilar1 kesfedilmistir. Chabert 1850'de B. anthracis'i, Pasteur ve Joubert
1877'de C. septicum'u, Welch ve Nuttall 1892’de C. perfringens’i, Novy 1894’de C.
novyi’i dretmistir. Gram negatif anaerob basillerin 6nemli bir patojen oldugunu ilk
olarak 1884'de Loeffler hayvanlarda daha sonra 1891'de ise Schmorl insanlarda
gostermistir. Anaerob bakteriyolojiye biiylik katkilar1 olan Veillon ve Zuber 1890'da
kotii kokulu cerahatlerde anaerob bakterilerin rolii oldugunu bildirmislerdir. Mcintosh

ve Fildes tarafindan 1916 yilinda gelistirilen anaerobik kavanoz bulusu, anaerobik



bakterilerin izole edilmesini kolaylastirmistir. Meleney ve Altemeier 1930°1u yillarda
cerrahi ve yumusak doku enfeksiyonlarinda anaerob bakterilerin  Onemini
vurgulamiglardir. 1960'larda anaerob kavanozlarinin ticari olarak gelistirilmesiyle
anaeroblarin izolasyonu nispeten kolaylasmistir. Yine ayni donem igerisinde anaerobik
bakterilerin taksonomik siniflandirilmas1 Virginia Politeknik Enstitiisii tarafindan
yapilmis ve Finegold tarafindan anaerobik enfeksiyonlara karsi ilk ilag tedavisi
uygulanmaya baglanmistir. 1970'lerde yapilan ¢alismalar enfeksiyonlardan anaerobik
bakterilerin identifikasyonuna ve tedavi i¢in uygun antibiyotik kullanimina yo6nelik
olmustur. Anaerobik enfeksiyonlarin tedavisinde en sik klindamisin, metronidazol ve
sefoksitin antibiyotikleri kullanilmigtir. Giiniimiizde yapilan g¢aligsmalarda anaerobik
enfeksiyonlarin  goriilme sikligimmin artmakta oldugu ve tedavi ig¢in kullanilan
antibiyotiklere anaeroblarin direncinin arttig1 belirtilmektedir (Willis, 1989; Gest, 2003;
Bartlett, 2004; Lassmann ve ark., 2007; Garrett ve Onderdonk, 2015).

Giliniimiizde gelisen teknolojiyle birlikte, anaerob bakterilerin izolasyonu ve
tanimlanmas1 geleneksel yontemlerle birlikte molekiiler yontemlerinde kullanimiyla

daha da kolaylagsmis ve bu geligsmeler bu alana olan ilginin artmasini saglamustir.
2.2. Anaerob Bakterilerin Tamimi ve Bakteri Oksijen iliskisi

Bazi1 bakteriler aerobik solunum yoluyla 1 mol glikozdan 38 ATP veya Krebs / Sitrik
Asit dongiisii ile 15 ATP sentezleyerek enerji elde etmektedir. Bu reaksiyonlar sirasinda
hiicrede, sitokromlar, flavinler ve demirli bilesikler kullanilmaktadir. Bu bakterilerin
son elektron alicisi oksijendir. Bu tiir bakterilere aerob bakteriler denir. Bazi bakteriler
ise fermantatif metabolizmay1 kullanarak 1 mol glikozdan 2 ATP elde ederler. Bu tiir
bakterilerin son elektron alicis1 ise inorganik azotlu bilesikler (nitrat, siilfat gibi)
olabilecegi gibi, organik bilesiklerde (fumarat, siyaniir, karbonmonoksit, karbondioksit,
polihidrik alkol gibi) olabilmektedir. Bu bakteriler oksijene gereksinim duymadiklar
gibi ortamdaki oksijen varligi bu bakterilere zarar vermektedir. Bu tiir bakterilere
anaerobik bakteriler denmektedir (Aydin, 2004). Anaerob bakteri, iireme ve
metabolizmalar1  i¢in  oksijen kullanmayan, ancak enerjilerini fermantasyon
tepkimelerinden saglayan bakterilerdir. Anaeroblar i¢in islevsel bir tanimlama, bu
bakterilerin iiremeleri igin diisiik oksijen basincina gereksinim duymalari ve normal
atmosfer kosullarinda %10 CO; varliginda kat1 besiyeri yiizeyinde ilireyememeleri

seklinde yapilabilir (Carroll ve Hobden, 2016).



Tibbi

mikrobiyoloji laboratuvarinda, bakteriler oksijen ya da karbondioksit ile

iligkilerine gore siniflandirilir. Bu siniflandirma bakterilerin secici olmayan genel {iretim

besiyerinde dort farkli ortamda {ireyebilmelerine gore yapilabilir; Hava (ortalama %21

0,), Karbondioksitli ortam (%15 O,), Mikroaerofil ortam (%3-10 O,), Anaerob ortam

(%0 Oy). Bu siniflandirma yontemiyle bakteriler alti grup halinde siniflandirilabilir

(Tablo 2.1) (Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).

1)

2)

3)

4)

5)

Zorunlu aerob: Uremeleri icin %15-21 O,’ye ihtiyaci olan bakterilerdir (Or.
Mycobacterium spp., Pseudomonas spp.). Aerob bakteriler enerjilerini
molekiiler oksijenin oksitleyici ajan ve son elektron alicist oldugu ‘““aerobik

solunum” olarak bilinen bir oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarindan alirlar.

Mikroaerofil aerob: Aerob ortamda kati besiyeri yilizeyinde iireyemeyen,
anaerob ortamda ise minimal iireme gosteren fakat indirgenmis oksijenli
ortamda optimum iireyebilen bakterilerdir. Uremeleri icin yaklasik %3-10 O;’ye

gereksinimi olan bakterilerdir (Or. Campylobacter spp., Lactobacillus spp.).

Anaeroblar: Oksijensiz ortamda yasayan ve lireyebilen bakterilerdir. Molekiiler

oksijen ile iliskilerine gore dort alt guruba ayrilirlar.

Zorunlu anaeroblar: Oksijen konsantrasyonu %0,5’den fazla olan ortamlarda
ireyemeyen ancak mutlak bir anaerob ortamda (%0 O,) iireyebilen
anaeroblardir. Zorunlu anaeroblar kisa siireli hava temasinda oliirler (Or.
Porphyromonas spp., Fusobacterium spp.). Bu grup iginde ilimli anaeroblar
(moderate obligate) olarak adlandirilan %2-8 O, varliginda iireyebilenler de
bulunur (Or. Bacteroides fragilis grubu, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gruplari). Ilimli anaeroblar havadaki oksijenden bir ka¢ saat

etkilenmeyebilir ancak iiremek i¢in anaerob ortama ihtiyag¢ duyarlar.

Mikroaerotolerant anaeroblar: Anaerob ve mikroaerofil ortamlarda
iireyebilen fakat karbondioksitli ortam (%15 O;) ya da havada iireyemeyen

bakterilerdir (Or. Clostridium tertium, Clostridium histolyticum).

Aerotolerant anaeroblar: En iyi iiremeyi anaerob ortamda gerceklestirebilen
ancak hava ve karbondioksitli ortam gibi molekiiler oksijen iceren ortamlarda da

iireyebilen bakterilerdir (Or. C. histolyticum).



6) Fakiiltatif anaeroblar: Oksijenli ya da oksijensiz ortamda yasayabilirler. Bazen
fakiiltatif aerob olarak da adlandirilabilirler. Klinik 6rneklerden rutin olarak
izole edilen bakterilerin ¢ogu fakiiltatif anaerobdur (Or. Proteus spp.,

Streptococcus spp., Staphylococcus spp. vb.).

Tablo 2.1. Bakterilerin ¢esitli molekiiler oksijen konsantrasyonlarinda iireyebilmelerine gére
gruplandirilmasi (Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).

l"Ireme

Grup Hava CO, Mikroaerofil Anaerob

(~%21 0,) (%15 0,) (%3-10 Oy) (%0 Oy)
Zorunlu aerob 9 9 8 1
Mikroaerofil aerob 0 7 9 1
Fakiiltatif anaerob 9 9 9 9
Aerotolerant anaerob 4 6 8 9
Mikroaerotolerant anaerob 0 0 8 8

Zorunlu anaerob 0 0 0 9

0, ireme yok; |, seyrek ufak koloniler; 2, seyrek, kii¢iik ve orta koloniler; 3, seyrek, biiyiik koloniler;
4, orta siklikta, ufak koloniler; 5, orta siklikta, kiigiik ve orta koloniler; 6, orta siklikta, biiyiik koloniler;
7, ¢ok, ufak koloniler; 8, ¢ok, kii¢iik ve orta koloniler; 9, ¢ok, biiyiik koloniler.

2.3. Anaeroblarin Yasam Kosullar:

Anaerobiyoz, molekiiler oksijen eksikliginde olusan yasami anlatmak i¢in kullanilan bir
terimdir. Anaeroblar enerjilerinin ¢ogunu aeroblar gibi oksidasyon-rediiksiyon (redoks)
reaksiyonlarindan elde ederler. Anaeroblar, aeroblardan farkli olarak solunum yerine
fermantasyon reaksiyonlarini kullanirlar. Fermantatif reaksiyonlarda elektronlar, bir
organik bilesikten (elektron vericisi) digerine (elektron alicisi) gecer ve molekiiler
oksijen bu reaksiyona girmez. Oksidasyon (ylikseltgenme), elektron kaybidir yani
okside olursa elektron sayis1 azalir. Rediiksiyon (indirgenme) ise elektron almadir, bir

madde rediikte olursa elektron sayisi artar.

Bazi anaeroblar i¢in molekiiler oksijen tek basina toksik olmasina karsin molekiiler
oksijen rediikte oldugu zaman anaeroblar i¢in ¢ok daha toksik maddeler ortaya ¢ikar. Bu

maddeler su sekildedir;

— 0O+ e =70, (sliperoksit anyon)

— 0O, + 2e = H,0, (hidrojen peroksit)

— O+ 3e =H,0 + OH" (hidroksil radikal)
— 0Oz+4e=H,0



Oksijenin indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikan bu toksik {iirlinler besiyeri igeriklerine,
bakteri enzim sistemine, proteinlere, lipidlere ve hiicre duvarina ciddi zarar verebilirler.
Bu toksik maddeler anaeroblarin iiremesini engeller; kiiltiirde izole edilebilmeleri i¢in

bunlardan kaginilmalidir.

Aerobik solunum yapan canlilarda kendisini siiperoksit anyon ve toksik tiirevlerinden
koruyan bir ya da birden fazla enzim vardir. Bu enzimlerin en onemlisi, siiperoksit
dismutazlar (SOD) enzim grubudur. SOD, aerob solunum yapan tiim hiicre tiplerinde
son elektron alicis1 olarak bulunur. SOD, iki siiperoksit anyonunu katalizleyerek bir
oksijen molekiiliine ve bir hidrojen peroksite doniistiiriir, ortaya ¢ikan hidrojen peroksit
ise katalaz enzimi varliginda su ve oksijene doniisiir. Hidrojen peroksit ayni1 zamanda
peroksidaz enzimi ile de pargalanir (Kiyan, 1999; Kurtz, 2003; Kiilek¢i ve Topcuoglu,
2011).

SOD

20, + 2H* » O0,+H,0,
oH,0, —RATALAZ 51 0+0,
H,0,+H,R —PEROKSIDAZ ., 5 g

Baz1 zorunlu anaeroblar oksijenin toksik etkisini gidermek i¢in degisen miktarlarda
SOD iiretir. Anaerob bakterilerin oksijeni tolere etmesinde katalaz ya da peroksidaz
enzimleri de gérev alir. Zorunlu anaeroblarin ¢ogu katalaz {iretmese de bazilari (Or. B.
fragilis ve Propionibacterium acnes) bu enzimi iretir (Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).
Rolfe ve ark., (1978) yaptiklar ¢caligmada, SOD aktivitesi ile oksijen toleransi arasinda
bir korelasyon oldugunu, ancak dikkate deger istisnalar oldugunu belirtmislerdir. Yine
ayni c¢alismada fakiiltatif bakterilerin tiimii peroksidaz igerirken anaerobik bakterilerin
hicbiri bu enzimin 6lgiilebilir miktarlarina sahip olmadigi, ayrica katalaz aktivitesinin
bakteriler arasinda degisken oldugu ve oksijen toleransi ile higbir iliski gdstermedigi
belirtilmistir. Bu enzimlerin yoklugu oksijen metabolizmasinin toksik iiriinlerinin
birikimine neden olmakta ve bdylece bakteri iizerine toksik etki gostermektedirler.
Oksijenin anaeroblara kisa siireli etkisi bakteriyostatik, uzun stireli etkisi ise bakterisid

seklinde olmaktadir (Kiyan, 1999; Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).

Bazi anaeroblarin liremesinin baslamasi i¢in ortamdan oksijeni ¢ikartmak tek basina

yeterli olmayabilir. Anaerob bakterilerin yasam ve iireme kosullariyla ilgili 6nemli bir



diger parametre de ortamin redoks potansiyelidir. Redoks potansiyeli kisaca Eh olarak
ifade edilir ve volt (V) ya da milivolt (mV) olarak nitelendirilir. Eh, bir sistemin
elektronlar1 alma (+) ya da verme (-) durumunu ifade eder. Ortamin Eh degeri, birisi
Olcme digeri hidrojen referans elektrodu olmak {izere iki elektrod kullanarak ol¢tilebilir.
Resazurin boyasti ile besiyerlerinin Eh degeri 6lgiilebilir. Anaeroblar ancak diisiik ya da
negatif redoks potansiyeli olan ortamlarda iireyebilirler. Resazurin boyasi iceren
besiyerlerinin renksizden pembeye donmesi besiyerinin okside oldugunu gosterir.
Anaerob besiyerlerinin redoks potansiyelini diislirmek i¢in besiyerine dithiothreitol,
thioglycolate ve cysteine gibi indirgeyici maddeler ilave edilir. Bakteriler viicutta
tiredikleri bolgelerdeki redoks potansiyelini diisiirme egilimindedir. Belli bir bdlgenin
Eh degeri, o bolgede yasayan bakteri florasinin en can alic1 belirleyicisidir (Kiyan,

1999; Tunckanat, 2008a; Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).
2.4. Normal Floradaki Anaeroblarin Onemi ve Dagilimi

Anaerob bakteriler insan ve hayvan viicut florasinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir.
Endojen floralarin igerisinde yer alan anaeroblara endojen anaeroblar, viicut disinda
bulunan ya da viicut disindan kaynaklanan enfeksiyon etkeni anaeroblara ise eksojen
anaeroblar denilir. Endojen floralardaki anaeroblarin ¢ogu insan sagliginin korunmasina

onemli katkilar1 vardir.

Anaeroblar floradaki diger mikroorganizmalarla birlikte, konagi eksojen patojen
bakterilere karsi korurlar. Anaeroblar gastrointestinal sistemde (GIS) potansiyel
kanserojen ve toksik maddeleri parcalarlar. Konaga faydali olan yag asitlerinin,
vitaminlerin ve kofaktorlerin kaynagidirlar. Ayni zamanda yeni dogan bagisiklik
sisteminin gelismesinde de gorev alirlar. Endojen anaeroblarin bu yararlarinin yani sira
cogu normal kosullarda hastalik olusturmazken, bazi kosullarda enfeksiyonlara neden
olabildiklerinden  firsatg1  patojendirler. Cesitli  enfeksiyonlarda olusabilecek
kontaminasyonu ayirt etmek i¢in normal viicut floralar1 hakkinda bilgi sahibi olmak tani

icin 6nemlidir (Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).

Insan viicudunda iist solunum yolu (USY), GIS, kadin genital organlar1 ve cilt floras
olmak tiizere dort farkli bolge anaerob bakteriler i¢in 6nemli kaynak olusturmaktadir.
Bununla birlikte anaeroblarin yogunlugunu ve gesitliligini oksijen gerilimi, pH ve
bakteriyel aderens degisiklikleri gibi ortamdaki farkliliklar etkilemektedir (Tablo 2.2)
(Tungkanat, 2008a; Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011; Brook, 2017).



Deri: Deri anaerob floras1 Propionibacterium cinsi (genellikle P. acnes), anaerob Gram
pozitif koklar ve bazen Eubacterium cinsi bakterilerden olusmaktadir (Kiilekgi ve
Topcuoglu, 2011).

Ust solunum sistemi: Agiz boslugu, nazofarinks ve orofarinks dahil iist solunum
yollarinin mikrofloras1 karmasiktir ve bir¢ok zorunlu anaerob tiirii igerir. Tiikiirlikte
bulunan bakterilerin %90'1 anaerobdur. Agiz boslugunda yasayan anaerob bakterilerin
cesitliligi muhtemelen agiz boslugunun bdéliimlerindeki oksijen konsantrasyonundaki
biiyiik farkliliklar nedeniyle ortaya c¢ikar. Agiz lezyonlarinin tamaminda, aspirasyon
pnémonisi olgularinin ¢ogunlugunda ve kulak buran bogaz enfeksiyonlarinda
anaeroblar yer alir. Bu bdlgelerde siklikla Fusobacterium (6zellikle F. nucleatum),
Porphyromonas, pigmentli Prevotella, Peptostreptococcus, Propionibacterium,
Eubacterium, Actinomyces ve Lactobacillus cinsleri bulunur (Hentges, 1993; Kiilekgi ve
Topcuoglu, 2011).

Tablo2.2. Insan normal florasindaki aerob, anaerob bakteri sayilar1 ve predominant
anaerobik bakteriler (Brook, 2017).

g ya da ml’deki : )
Anatomik bilge total bakteri sayis1 Predominant _anaeroblk
bakteriler
Aeroblar Anaeroblar

Propionibacterium acnes

Deri - .
Peptostreptococcus spp.

Pigmentli Prevotella

Porphyromonas spp.
Agiz/USY 10%-10° 10°-10"  Fusobacterium spp.

Peptostreptococcus spp.
Actinomyces spp.

Gastrointestinal sistem Bacteroides fragilis grubu
Clostridium spp.
Ust 10%-10° 10°-10° Peptostreptococcus spp.
Alt 10°-10° 10"-10*  Bifidobacterium spp.

Eubacterium spp.

Peptostreptococcus spp.
Kadin genital sistemi 10® 10° Prevotella disiens
Prevotella bivia
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Gastrointestinal sistem: Gastrointestinal flora bakteri konsantrasyonunda farkli
seviyelerde degisiklik gosterir. Mide, duodenum, jejunum ve proksimal ileum normalde
nispeten az sayida bakteri icerir. Bagirsak hareketliliginde kesinti, anaerobik ve aerobik
bakteri sayisinda bir artisa neden olabilir. GIS florasinin en yiiksek sayidaki anaerob
bakterileri B. fragilis grubu, Bifidobacterium, Clostridium, Eubacterium, Lactobacillus,
anaerob Gram pozitif koklar, Prevotella ve Porphyromonas tiirleri ve digerleridir. B.
fragilis grubu iginde en sik rastlanan B. thetaiotaomicron ve B. vulgatus'dur (Brook,
2002; Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).

Kadin genital sistemi: Disi genital florasi karisik aerobik ve anaerobik bakterilerden
olusur. Bununla birlikte bakteri konsantrasyonu ve tipi, gastrointestinal floraninkinden
daha az kararlidir ve antimikrobiyal tedavi, hormonlar, adet dongiisii, gebelik ve
jinekolojik cerrahi ameliyattan etkilenebilir. Peptostreptococcus, Prevotella anaerobik
Lactobacillus ve Actinomyces cinsleri en sik rastlananlardir. Diger anaeroblar aniise
yakinlhigindan &tiirti Clostridium, Eubacterium, Bacteroides, Porphyromonas tiirleridir.
Gram negatif ¢omaklar arasinda P. bivia ve P. disiens en sik rastlananlardir. Bakteriyel
vajinoz, floradaki bakteri sayisindaki degisiklikler ve laktobasil konsantrasyonundaki
azalma ile iligkilidir. Vagina ve servikal siirlintii 6rneklerinde enfeksiyona sebep olan
bakteriyel etken normal floradan ayirt edilemeyeceginden, genitoiiriner sistem siiriintii
ornekleri anaerob bakteriyoloji i¢in uygun degildir (Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011;
Brook, 2017).

2.5. Anaerob Bakterilerin Patojenitesi ve Viriilans Faktorleri

Anaeroblar insanlarin normal florasinda bulunan organizmalardir. Orneklerin
taginmasina 6zen gosterildiginde hemen hemen her enfeksiyon bolgesinden anaeroblar
izole edilebilir. Bununla birlikte, anaerobik organizmalar en sik apse bosluklarinda veya
nekrotik dokularda bulunur (Zaleznik ve Kasper, 1989). Anaerob enfeksiyonlarin
olusmasinda en Onemli faktér, normal florada bulunan bu bakterilerin anatomik
biitiinltiglin bozulmas1 sonucunda, bulunduklar1 bolgeden bagka bolgelere 6zellikle de
steril viicut bolgelerine ge¢meleridir. Enfeksiyonun baslamasi i¢in ayni zamanda
anaerob bakterilerin lireyebilmeleri i¢in gerekli kosullarinda olugmasi gerekir. Travma,
doku harabiyeti, nekroza yol acan durumlar, organ perforasyonlari, cerrahi miidahele,
anatomik bariyerin biitiinliigliniin bozulmasi, immiin sistemin zayiflamasi ve lokal doku

oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin diismesi gibi durumlar anaerob bakterilerin
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tiremesi i¢in gerekli kosullar1 hazirlar (Cohen-Poradosu ve Kasper, 2015). Anaerob
enfeksiyonlar genellikle anaerob ve fakiiltatif anaerob bakterilerin birlikte katildiklar:
mikst enfeksiyonlar seklinde goriiliirler, ancak tek basina etken olduklar
enfeksiyonlarda vardir (Tungkanat, 2008a). Anaerob enfeksiyonlarin ¢cogu genelde
endojen kaynaklidir, ancak bazi klostridyal enfeksiyonlarda (botulizm, tetanoz vb.)

oldugu gibi ekzojen kaynakli da olabilirler (Bartlett, 2004).
Anaerob bakterilerin viriilans faktorleri baslica dort baglik altinda toplanabilir;

1) Aderens: Kolonizasyon veya enfeksiyon olusumu i¢in bir mikroorganizmanin en
onemli yeteneklerinden biri epitel hiicrelerine yapisabilme kabiliyetidir (Zaleznik
ve Kasper, 1989). Bazi anaerob bakterilerin sahip oldugu, konak hiicrelerin
ylizeyine tutunmada rol oynayan fimbrial ve non-fimbrial adezinler bu bakterilerin
onemli  viriilans  faktorleri  arasindadir.  Porphyromonas  gingivalis’te
hemagliitinasyon ve aderensden sorumlu fimbria oldugu gosterilmistir.
Fusobacterium nucleatum’da da aderens ve hemagliitinasyondan sorumlu lektin
benzeri adezinler bulunmaktadir. Anaerob bakterilerin koagrege olabilme

yetenekleri diger bir 6nemli aderens 6zellikleridir (Tunckanat, 2008a).

2) 1Invazyon: Konakg: hiicrelere invaze olma yetenegi birgok patojenik bakteri igin
onemli bir viriilans faktoriidiir. Hiicre i¢i ortam bakteriyi konagin bagisiklik
sisteminden ve bazi antibiyotiklerden korur (Tang ve ark., 1993). Gram pozitif
anaerobik basiller (C. tetani, C. perfringens vb.) ve ¢ogu Gram negatif anaerobik
basil, saglikli epitel veya mukozal yiizeylerde invaziv degillerdir (Duerden, 1994).
Bununla birlikte bazi ¢alismalarda P. gingivalisiin ve F. nucleatum'un insan
epitelyal, endotel ve diiz kas hiicreleri de dahil olmak tiizere farkli hiicre tiplerine
baglanip direkt invazyon yaptig1 ve komsu hiicrelere yayildigini gostermistir. P.
gingivalis'in fimbrialar1 araciligiyla, F. nucleatum'un ise FadA adezinleri,
fosofolipaz C ve proteaz ile konak hiicrelerine invaze oldugu gdosterilmistir
(Zaleznik ve Kasper, 1989; Duerden, 1994; Yilmaz ve ark., 2006; Xu ve ark., 2007,
Li ve ark., 2008).

3) Yiizey bilesenleri: Kapsiiler polisakkarit ve lipopolisakkarit (LPS) gibi yiizey
bilesenleri de anaerob bakterilerin sahip olduklar1 bir diger viriilans faktoriidiir. B.
fragilis’in kapsiil polisakkariti ile yapilan ¢aligsmalar kapsiiliin opsonofagositozu

inhibe etmek suretiyle apse olusumuna yol actigin1 ve kapsiiler materyalin tek



12

basina apse olusturma yeteneginde oldugunu gostermistir (Tunckanat, 2008a).
Fusobacterium, Porphyromonas ve Prevotella tiirlerinde de aymi Ozellikte
kapstilleri vardir. Endotoksik LPS, konakta sistemik inflamasyonun ve septik sokun
olusmasini saglar (Garrett ve Onderdonk, 2015). Gram negatif anaeroblarda
bulunan LPS'nin biyolojik aktivitesi, Gram negatif aerobik bakterilerin LPS'sinden
100-1000 kat daha az oldugu igin konakta inflamatuar yanit olusturmaz. F.
nucleatum'un LPS’si aerob bakterilerinkine benzer bir yapida oldugu igin viriilansi

yiiksektir (Brook, 2017).

4) Enzim ve toksinler: Klinik 6nemi olan anaerob bakterilerin iirettikleri ¢esitli enzim
ve toksinler dokularin bozulmasina yol agarak ya da patojeni konak¢i savunma
mekanizmalarindan  koruyarak bakteri viriilansinda ©6nemli rol oynarlar
(Namikoglu, 1990). Anaerob bakterilerin trettikleri toksin ve enzimler arasinda
kollojenaz, elastaz, hemolizin, lesitinaz, hiyaluronidaz, kondroitin siilfataz, lipaz,
jelatinaz, norominidaz, heparinaz, fosfataz, DNaz, RNaz, immiinoglobulin
proteazlar, gibi ¢ok ¢esitli enzim ve toksinler sayilabilir (Garrett ve Onderdonk,
2015). Baz1 anaeroblarda bulunan SOD enzimi, bu bakterilerin oksijene toleransini
artirarak bir viriilans faktorii olusturmaktadir. B. fragilis suslarinin bazilari
enterotoksin yapmaktadir. Clostridium tiirlerinden C. tetani’nin (tetanospazmin ve
tetanolizin), C. botulinum'un (tip A toksini), C. difficile’nin (toksin A enterotoksin,
toksin B sitotoksin) ve C. perfringens’in (alfa toksin olan fosfolipaz C) toksinleri
anaeroblar arasinda en Onemli patogeneze sahip olanlardir (Zaleznik ve Kasper,
1989; Tungkanat, 2008a; Gerding ve Young, 2015; Hodowanec ve Bleck, 2015b;
2015a; Onderdonk ve Garrett, 2015).

Anaerob bakterilerin potansiyel viriilans faktorlerinden bazilar1 Tablo 2.3’de
Ozetlenmistir (Brazier, 2010; Wren, 2010; Cohen-Poradosu ve Kasper, 2015; Fader,
2019)
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Tablo 2.3.  Anaerob bakterilerin potansiyel viriilans faktorleri (Brazier, 2010; Wren, 2010;
Cohen-Poradosu ve Kasper, 2015; Fader, 2019).

Virulans Faktor Anaeroblar

Kapsiil Bacteroides fragilis, Porphyromonas gingivalis, GPAK

Adherens Faktorleri B. fragilis, P. gingivalis, Fusobacterium spp.

Proteazlar B. fragilis, P. gingivalis, Fusobacterium spp.,
Prevotella spp., Clostridium spp.

Lipopolisakkarit P. gingivalis, Fusobacterium spp., Prevotella spp.,
Veillonella spp.

Hemolizin P. gingivalis, F. necrophorum, Clostridium spp., GPAK

Lokotoksin Fusobacterium spp.

Noraminidaz B. fragilis

Enterotoksin B. fragilis, Clostridium difficile

Fosofolipazlar Clostridium spp., F. necrophorum

Sitotoksin C. difficile

DNaz Clostridium spp., GPAK

Hiyaliironidaz Clostridium spp., GPAK

Lipazlar Clostridium spp.

Norotoksinler C. botulinum, C. tetani

DNaz, Deoksiriboniikleaz; GPAK, Gram pozitif anaerobik koklar.

2.6. Klinik Orneklerden Elde Edilen Anaerob Bakteriler ve Siiflandirma

Bir organizmanin dogru sekilde siniflandirilmast ve tanimlanmasi, hem klinisyenler
hem de mikrobiyologlar i¢in onemlidir. Anaeroblarin ilk yapilan smiflandirilmalari
morfolojik goriintimleri ve fenotipik karakterleri dikkate alinarak yapilmistir (Finegold,
2004). Taksonomi g¢alismalarinda gesitli molekiiler biyolojik tekniklerin kullanilmaya
baslanilmasiyla anaeroblarin siniflandirilmasinda degisikler olmustur. Bu calismalar

birgok yeni tiiriin ve diger taksonlarin tanimlariyla sonuglanmustir (Procop ve ark.,

2017).

Taksonomideki son degisiklikler dikkate alinarak anaerob bakterilerin gram boyama ve
morfolojik 0Ozelliklerine goére genis bir sekilde siniflandirilmast Tablo 2.4'de
gosterilmistir. Klinik olarak énemli olan ve/veya klinik 6rneklerden en sik izole edilen
anaerob bakterilerin gram boyama ve morfolojik Ozelliklerine gore giincel
siniflandiriimasi Tablo 2.5'de gosterilmistir (Hall ve Copsey, 2015; KOnOnen ve ark.,
2015; Song ve Finegold, 2015; Procop ve ark., 2017).



Tablo 2.4.
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Anaerobik bakterilerin Gram boyama ve mikroskobik morfolojilerine gore

smiflandirilmast (Hall ve Copsey, 2015; KOnOnen ve ark., 2015; Song ve
Finegold, 2015; Procop ve ark., 2017).

Gram Negatif Gram Negatif Gram Pozitif Gram Pozitif Gram Pozitif
Basil Kok Sporlu Basil Sporsuz Basil Kok

Alistipes Acidominococcus  Clostridium Adlercreutzia Anaerococcus
Alloprevotella Anaeroglobus Desulfomaculum  Alloscardovia Anaerosphaera
Anaerobiospirillum  Megasphaera Desulfosporosinus  Anaerofustis Atopobium
Bacteroides Negativococcus ~ Caloramator Anaerostipes Blautia
Barnesiella Veillonella Filifactor Anaerotruncus Coprococcus
Bilophila Moorella Actinobaculum Finegoldia
Butyrivibrio Oxobacter Actinomyces Gallicola
Catonella Oxalophagus Atopobium Gemmiger
Christensenella Bifidobacterium Gemella
Coprobacter Bulleidia Murdochiella
Desulfuromonas Catabacter Peptococcus
Desulfovibrio Catenibacterium Peptoniphilus
Dialister Cryptobacterium Peptostreptococcus
Faecalibacterium Collinsella Ruminococcus
Fretibacterium Dorea Sarcina
Fusobacterium Eggerthella Slackia
Johnsonella Eubacterium Staphylococcus
Jonquetella Faecalibacterium Streptococcus
Leptotrichia Flavonifractor
Megamonas Gordonibacter
Mitsuokella Holdemania

Odoribacter
Parabacteroides
Paraprevotella
Parasutterella
Phascolarctobacterium
Phocaeicola
Porphyromonas
Prevotella
Pseudoflavonifractor
Pyramidobacter
Selenomonas
Sneathia
Spirochaeta
Succinatimonas
Succinomonas
Succinivibrio
Sutterella
Tannerella
Tissierella
Treponema

Lachnospira
Lactobacillus
Marvinbryantia

Methanobacterium

Mobiluncus
Mogibacterium
Olsenella
Oribacterium
Paraeggerthella
Parascardovia

Propionibacterium

Propioniferax

Propionimicrobium
Pseudoramibacter

Robinsoniella
Roseburia
Scardovia
Shuttleworthia
Slackia
Solobacterium
Turicibacter
Varibaculum
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Tablo 2.5.  Klinik olarak 6nemli olan ve/veya klinik 6rneklerden en sik izole edilen anaerob
bakteriler (Procop ve ark., 2017).

Gram Negatif Basiller

Bacteroides fragilis grubu  |B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. ovatus

Diger Bacteroides’ler B. ureolyticus
Parabacteroides distasonis
Porphyromonas P. asaccharolytica, P. gingivalis, P. endodontalis

. . P. melaninogenica, P. loescheii, P. denticola, P. tannerae,
Pigmentli Prevotella . . . .

P. intermedia, P. nigrescens, P. corporis

Pigmentsiz Prevotella P. oralis group, P. oris/buccae, P. bivia, P. disiens
Fusobacterium F. nucleatum, F. necrophorum, F. mortiferum, F. varium

Bilophila wadsworthia

Anaerobik Koklar

Finegoldia magna, Parvimonas micra, Anaerococcus prevotii,
Gram Pozitif Koklar Peptoniphilus asaccharolyticus, Peptostreptococcus anaerobius,
Staphylococcus saccharolyticus, Atopobium parvulum

Gram Negatif Koklar Veillonella spp.

Sporsuz Gram Pozitif Basiller

A. israelii, A. meyeri, A. naeslundii, A. odontolyticus,

Actinomyces : X - ;
y A. turicensis, A. graevenitzii, A. viscosus

Propionibacterium P. acnes ve P. propionicum

Atopobium vaginae, Eggerthella lenta, Bifidobacterium dentium,

Diger Gram pozitif basiller Eubacterium limosum, Paraeggerthella spp., Lactobacillus spp.

Sporlu Gram Pozitif Basiller

C. perfringens, C. innocuum, C. ramosum, C. difficile,

C. bifermentans, C. sporogenes, C. septicum, C. sordelli,

C. nowyi, C. histolyticum, C. botulinum, C. tertium, C. tetani
C. clostridioforme grup (C. clostridioforme, C. hathewayi,
C. bolteae, C. citroniae, C. aldenense, C. lavalense)

Clostridium

2.7. Anaerob Bakterilerden Kaynaklanan Enfeksiyonlar

Anaerobik bakteriler normal insan florasinin biiyiik bir kismimi olusturmasina ragmen,
insan enfeksiyonlarinda nispeten az sayida bulunurlar. Anaeroblari igeren enfeksiyonlar
siklikla polimikrobiyaldir fakat tek basina etken oldugu enfeksiyonlar da bulunmaktadir.
Insan viicudundaki tiim enfeksiyon tiplerinde yer alabilirler. Anaerob enfeksiyonlarin
ana kaynagi endojen kaynaklidir. Ancak tetanoz, botulizm, gazli gangren, C.

perfringens besin zehirlenmesi, nekrotizan enterit gibi bazi1 Clostridium cinsi
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bakterilerin enfeksiyonlar1 eksojen kaynaklidir. Bu durumun tek istisnasi C. diffcile ile
iligkili diyare ya da kolit gibi enfeksiyonlar endojen kaynaklidir. Endojen ve eksojen
kaynakli enfeksiyonlar Tablo 2.6'da, anaeroblarin yaygin olarak etken oldugu
enfeksiyon tipleri ve oranlari ise Tablo 2.7'de, 6zetlenmistir (Kiilek¢i ve Topcuoglu,
2011; Cohen-Poradosu ve Kasper, 2015; Procop ve ark., 2017).

Klinik 6rneklerden en sik izole edilen anaeroblar; Bacteroides fragilis grubu (%34),
anaerob Gram pozitif koklar (%28), Fusobacterium tiirleri (%7,9) ve pigmentli Gram-

negatif ¢omaklar (Prevotella ve Porphyromonas) <(%6,4)’dir (Kiilek¢i ve Topcuoglu,

2011).

Tablo 2.6. Ekzojen ve endojen kaynakli anaerob bakteri enfeksiyonlar: (Procop ve ark., 2017).

Ekzojen Kaynakli Anaerob Enfeksiyonlar

Endojen Kaynakh Anaerob
Enfeksiyonlar

C. perfringens kaynakli gastroenterit
Miyonekroz (Gazli Gangren)
Krepitan anaerobik seliilit

Tetanoz

Benign yiizeyel enfeksiyonlar

Infant botulizmi

Gida kaynakli botulizm

Yara botulizmi

Septik abortus

Nozokomiyal C. difficile diyaresi
Hayvan veya insan 1siriklarindan kaynaklanan
enfeksiyonlar

[lag bagimlilarinda gériilen enjeksiyon kaynakl
enfeksiyonlar

Aktinomikoz

Apandisit veya kolesistit komplikasyonlar1
Aspirasyon pndmonisi

Bakteriyel vajinoz

Bakteriyemi

Dental ve periodontal enfeksiyonlar
Endokardit

Herhangi bir organda olusan apse
Krepitan ve nonkrepitan seliilit

Lemierre sendromu (F. necrophorum)

Endoftalmi (genellikle katarakt ameliyati
sonrasi)

Menenjit (genellikle beyin absesisiyle iligkili
komplikasyon)
Kronik siniizit
Kronik otitis media
Osteomyelit
Nekrotizan fasit
Nekrotizan pnémoni
Peritonit

Septik artrit
Subdural ampiyem
Torasik ampiyem
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Tablo 2.7.  Anaeroblarin yaygin olarak etken oldugu enfeksiyon tipleri ve pozitif kiiltir
oranlar1 (Procop ve ark., 2017).

Enfeksiyon Tipi (%)
Pulmoner

Aspirasyon pndmonisi 62-93

Akciger apsesi 58-100

Ampiyem (torasik) 22-36
Bakteriyemi 1-17
Beyin apsesi 62-83
Siniizit

Kronik sintizit 48-100

Akut siniizit <10
Pelvik abse 50-100
Dental, oral, fasiyal 67-100
Yumusak doku enfeksiyonlar1

Klostridiyal gazli gangren 100

Nonklostridial krepitan seliilit 75

Diyabetik ayak iilserleri 50-90

Isirik yaralar 50-70
Abdominal

Intra-abdominal 60-100

Karaciger apsesi <60
Cesitli enfeksiyonlar

Menenjit <10

Uriner sistem enfeksiyonlari <5

Anaerob enfeksiyonlar, belirti gdstermeyen ¢ok diisiik siddetli enfeksiyonlardan, hizla
ilerleyen ve hayat1 tehdit eden enfeksiyonlara kadar cesitlilik gosterebilir. Anaerobik
enfeksiyonlarin teshisi zor olabilir, ancak bazi klinik belirtilerin ve bulgularin
taninmastyla teshis hizlandirilabilir. Klinik belirtilerin en spesifik olan1 enfeksiyon
bolgesinde olusan kotii kokudur. Anaerobik enfeksiyonu diisiindiiren faktorler sunlardir;

(Finegold, 1989; Brook, 2008; Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).
1. Koti kokulu lezyon veya akinti
2. Enfeksiyonun mukozal yiizeye yakin olmasi
3. Apse olusumu veya doku nekrozu ile karakterize enfeksiyonlar
4. Gaz olusumu ile karakterize edilen enfeksiyonlar

5. Aerobik kan kiiltiirlerinde {iremeyen bakteriyemi veya endokardit
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6. Sadece aeroblara karsi etkili antibiyotik kullanimi ile tedavide etkin

sonuglarin alinamadig1 enfeksiyonlar
7. Septik tromboflebit
8. Hayvan veya insan 1sirigindan sonraki gelisen enfeksiyonlar
9. Gazli gangren gibi klasik klinik tablonun olmas1
10. Akintilarda "kiikiirt grantillerinin" varlig1 (aktinomikoz)

11. Gram  boyamasinda  goriilen  organizmalarin  aerobik  olarak

yetistirilememesi
12. Ttimorlerle veya diger yikici siireglerde gelisen enfeksiyonlar

13. Kan igeren eksuda orneklerinin siyah renk degisikligi veya UV 15181
altinda kirmiz1 fliioresans (Prevotella veya Porphyromonas enfeksiyonu)

vermesi

14. Anaerobik enfeksiyona yatkin klinik durum (maternal amniyonit,

bagirsak perforasyonu, vb. sonrasi)
2.8. Bacteroides Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Bacteroides cinsi, esas olarak bagirsaktan izole edilmis sakkarolitik, penisilin ve safraya
direngli, hareketsiz, sporsuz ve pigmentsiz zorunlu anaerob Gram negatif basil veya
kokobasillerdir. Bacteroides'ler bagirsak florasinin yani sira insan ve hayvanlarin st
solunum yolu ve iirogenital sistemlerinin normal florasinda da yer almaktadir.
Bacteroides'ler, diger anaerob Gram negatif basillerden, %20 safrali ortamda
tireyebilmeleri ve kanamisin, kolistin ve vankomisin antibiyotik disklerine direngli olma
Ozellikleriyle ayirt edilmektedirler. Suslarin cogu kapsiilliidiir. Bu bakteriler anaerob
koyun kanli agarda 2-3 mm capinda, beyaz gri renkli, diizgiin kenarli, dairesel, hemoliz
yapmayan parlak koloniler olusturur (Resim 2.1) (Tungkanat, 2008b; Garrett ve
Onderdonk, 2015; KOnOnen ve ark., 2015). Bu bakterilerde ¢ogunluk eskiilini hidrolize
ederken, indol ve katalaz reaksiyonlari tiirler arasinda degisiklik gostermektedir (Fader,

2019).
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Resim 2.1. Bacteroides cinsine ait koloni ve Gram boyama goriintiileri (Orijinal). A, B. fragilis
kolonisi; B, B. fragilis Gram boyamasi; C, B. vulgatus kolonisi; D, B. vulgatus
Gram boyamasi.

Bu cinsin klinik agidan en 6nemli tiirleri B. fragilis grubu iginde yer almaktadir. B.
fragilis ve bu gruba ait diger tiirlerin (B. caccae, B. cellulosilyticus, B. clarus, B.
coprocola, B. coprophilus, B. dorei, B. eggerthii, B. faecis, B. finegoldii, B. fluxus, B.
fragilis, B. intestinalis, B. massiliensis, B. nordii, B. oleiciplenus, B. ovatus, B. plebeius,
B. salyersiae, B. stercoris, B. thetaiotaomicron, B. uniformis, B. vulgatus, B.
xylanisolvens) tanimlanmasi klinik agidan uygun terapétik tedavi ig¢in Onemlidir
(KOnOnen ve ark., 2015). Amerika'da yapilan genis kapsamli bir ¢alismada 1997 ile
2007 yillar arasinda toplanan 6.574 klinik 6rnekte Bacteroides tiirleri arasinda en sik B.
fragilis (%52), B. thetaiotaomicron (%19,3), B. ovatus (%10,3) ve B. vulgatus (%6)
tiirleri izole edilmistir (Snydman ve ark., 2010).
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B. fragilis grubu bakteriler 6nemli anaerob patojenlerdir. B. fragilis grubunda yer alan
tirler diyafram alt bolgesinde gelisen apendisit, kolesistit, pankreatit ve peritonit gibi
intra-abdominal enfeksiyonlar, kadin genital sistem enfeksiyonlar1 basta olmak iizere,
diyabetik ve dekiibit iilserleri, cerrahi yara gibi deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarindan siklikla izole edilmektedirler. Nadir olarak, menenjit, beyin apsesi,
kronik otit veya siniizit, osteomyelit, prostatit, akciger apsesi gibi birtakim
enfeksiyonlarin olusumuna neden olmakta ve mortalitesi yiiksek olan bakteriyemilere

yol agabilmektedirler (Tungkanat, 2008b; Garrett ve Onderdonk, 2015).

B. fragilis grubunda yer alan tiirler, bircok antibiyotige diren¢li olmalarindan dolay1
tedavideki zorluklar1 yiiziinden biiyiik Onem tasimaktadirlar. Direngli olduklar
antibiyotiklerin basinda penisilin grubu antibiyotikler —gelmektedir. Ayrica
karbapenemler disindaki birgok B-laktam antibiyotikler, eski kinolonlar bu bakterilerin
direngli oldugu antibiyotikler igerisinde yer almaktadirlar. Avrupa merkezli bir
calismada B. fragilis grubunun amoksisilin-klavulanat, piperasilin-tazobaktam,
sefoksitin, klindamisin ve moksifloksasin'e karsi direng oranlarinin arttigi gosterilirken,
imipenem, metronidazol ve tigesikline diren¢ oranlarinin ise diisiik oldugu bildirilmistir

(Tungkanat, 2008b; KOnOnen ve ark., 2015).
2.9. Prevotella Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Prevotella tiirleri mikroskobik olarak soluk boyanan, hareketsiz, sporsuz, kiigiilk Gram
negatif kokobasiller olarak gozlenirler. Genellikle kanli agar iizerinde piiriizsiiz,
dairesel, parlak koloniler olustururlar. Kanli agardaki koloniler yar1 saydam, opak, gri,
acik kahverengi veya siyah renkte olabilmektedir. Pigmentli Prevotella tiirerinin
kolonileri koyu kahverengi-siyah renkte, P. melaninogenica'nin ise agik kahverenginde
olmaktadir (Resim 2.2). Pigmentli tiirlerin kolonileri uzun dalga UV 15181 altinda tugla
kirmizisi renginde floresans verme 6zellikleri vardir. Pigmentli Prevotella tiirleri glikoz
ve diger karbonhidratlari fermente etme oOzellikleri ile Porphyromonas cinsine ait
pigmentli bakterilerden ayrilirlar. Onemli bir agiz patojeni olan P. intermedia indol
pozitifligi, lipaz aktivitesine sahip olma ve siikrozu fermente etme Ozellikleri ile diger
pigmentli Prevotella tiirlerinden ayirt edilebilir. Prevotella'lar, diger anaerob Gram
negatif basillerden, kanamisin ve vankomisine direngli, kolistine ise duyarli olma
Ozellikleriyle ayirt edilmektedirler (Tunckanat, 2008b; Shah ve ark., 2010; Garrett ve
Onderdonk, 2015; KOnOnen ve ark., 2015).
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Resim 2.2.  Prevotella cinsine ait koloni ve Gram boyama goriintiileri (Orijinal).
A, P. intermedia kolonisi; B, P. intermedia Gram boyamasi; C, P. melaninogenica
kolonisi; D, P. melaninogenica Gram boyamasi.

Prevotella cinsine ait tiirler agiz boslugunun egemen mikroorganizmalar1 arasinda
bulunurlar ve burada kommensalizmine ragmen hemen hemen her tirli agiz
enfeksiyonuna karisabilirler. Ayrica, Prevotella cinsi bakteriler iist ve alt solunum yolu
sistemleri, gastrointestinal sistem ve genito Uriner sistem florasinda da bulunurlar.
Prevotella cinsi icerisinde pigmentli sakkarolitik tiirler ile (Prevotella melaninogenica,
P. corporis, P. denticola, P. intermedia, P. nigrescens, P. loescheii, P. tannerae, P.
pallens) gene sakkarolitik ancak pigment olusturmayan tiirler (P. bivia, P. buccae, P.
buccalis, P. dentalis, P. disiens, P. enoeca, P. heparynolytica, P. oralis, P. oris, P.
oulorum, P. salivae, P. shahii, P. tannerae - pigment olusturmayan suslar, P. uenoni, P.
veroralis, P. zoogleoformans) yer almaktadir. En sik izole edilenleri P. melaninogenica,

P. intermedia, P. nigrescens, P. bivia ve P. disiens’dir.
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Basta P. intermedia, P. nigrescens, P. melaninogenica olmak iizere Prevotella cinsi
bakteriler ¢cogunlukla iist solunum yollariyla iligkili enfeksiyonlarda bulunurlar. P.
amnii, P. bivia, P. corporis, P. disiens, P. intermedia, P. nigrescens ve P. timonensis
kadin genital sisteminde meydana gelen enfeksiyonlarda goriiliirler. Prevotella tiirleri
ayni zamanda beyin ve akciger apselerinde, deri ve yumusak doku, bas-boyun,
ploropulmoner enfeksiyonlar ve bakteriyemi olgularinda da etken olmaktadirlar

(Tungkanat, 2008b; KOnOnen ve ark., 2015).

Prevotella cinsine ait tilirlerin ¢ogu neomisin (1000 pg), rifampisin (15 pg) ve
kanamisin (1000 pg) disklerine karsi duyarlidir. Birgok sus benzilpenisilin'e duyarlidir,
ancak bazi tilirlerin suslar1 B-laktamaz {iretimi sonucu direng gelismistir (Tunckanat,

2008b; Shah ve ark., 2010).
2.10. Fusobacterium Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Fusobacterium cinsi degisik morfolojideki hareketsiz, sporsuz, diiz, kokobasil ya da
fusifom goriiniimlii anaerob Gram negatif basillerdir. Yaklasik olarak 13 Fusobacterium
tird vardir, ancak klinik olarak, en onemli Fusobacterium tirleri F. nucleatum ve F.
necrophorum'dur. F. nucleatum, ince, uzun ig seklinde fusiform bir basildir. Anaerob
kanli agarda ekmek kirintis1 goriiniimiinde, 1-2 mm. ¢apinda, hafif konveks, diizensiz
kenarli, {izeri benekli beyaz, sari-gri renkli koloniler yaparlar. F. necrophorum ise
yuvarlak uclu, pleomorfik basiller halinde goziikiir. Anaerob kanli agarda gobekli
koloniler yapar ve hemolitik aktivite nedeni ile yesilimsi bir renk olusturur (Resim 2.3)

(Staley ve Whitman, 2010).

Fusobacterium cinsinin vankomisine (5pg) direngli, kolistin (10pg) ve kanamisine
(1000png) ise duyarli olmalar1 ve ayrica ana metabolik iriinlerinin biitirik asit olma
ozellikleriyle diger anaerob Gram negatif basillerden ayirt edilirler. Agiz, iist solunum
yollar1, GIS ve genito-iiriner sistem florasinda bulunur ve gesitli enfeksiyonlardan izole
edilirler (Tungkanat, 2008b). F. nucleatum siklikla peri-implantit, kok kanal
enfeksiyonlari, dentoalveoler apseler ve yayilan odontojenik enfeksiyonlarda 6nemli bir
patojen olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda pléropulmoner enfeksiyonlar, beyin apseleri,
kronik siniizit, bakteriyemi, metastatik osteomiyelit, septik artrit, karaciger apsesi ve
diger intra-abdominal enfeksiyonlarda da etken olabilmektedir (KOnOnen ve ark.,
2015). Son ¢alismalarda kolorektal kanser olusumu ile iliskisi oldugu 6ne siiriilmiistiir

(Abed ve ark., 2017). F. necrophorum oldukga viriilan, Lemierre hastalig1 adi verilen
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komplike bir enfeksiyona ilerleyebilen agir bas ve boyun enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Bunun yani sira bademcik iltihabi, peritonsiller apse, mediastinit, mastoidit,
siniizit, menenjit ve odontojenik enfeksiyonlarda da etken olmaktadirlar (KOnOnen ve
ark., 2015).

Resim 2.3. Fusobacterium cinsine ait koloni ve Gram boyama gorintileri (Orijinal).
A, F. nucleatum kolonisi; B, F. nucleatum Gram boyamasi; C, F. necrophorum
kolonisi; D, F. necrophorum Gram boyamasi.

Fusobacterium'larin biiyiik bir kismi penisilinlere duyarli olmasma ragmen giderek
artan oranlarda B-laktamaz yapimi bildirilmeye baslanmistir. Birgok susu makrolidlere
kars1 direnglidir. F. mortiferum ve F. varium suslar1 amoksisilin-klavulanik aside
direngli olduklar1 ve bir¢ok Fusobacterium susunda tetrasiklin ve klindamisine giderek

artan direng oranlar1 oldugu bildirilmektedir (Tunckanat, 2008b; Brook, 2017).
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2.11. Veillonella Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Veillonella cinsi diplokok halinde veya kisa zincirli goriinen anaerob Gram negatif
koklardir. Sporsuz, hareketsiz, bazi tiirleri katalaz pozitiftir, tiim suslar nitratlar
nitritlere indirgerler. Oksidaz ve iireaz olusturmazlar. Kanli agardaki kolonileri
hemolizsiz, yuvarlak, piiriizsiiz, 1-3 mm capinda opak gri-beyazdir (Resim 2.4).
Veillonella'lar koyun veya at kani igeren beyin kalp infiizyon agar (BHI) tizerinde, UV

15181 altinda pembe ile kirmizi renkte floresans verirler (Rainey, 2009).
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Resim 2.4. Veillonella cinsine ait koloni ve Gram boyama goriintiileri (Orijinal). A, V. atypica
kolonisi; B, V. atypica Gram boyamasi; C, V. parvula kolonisi; D, V. parvula
Gram boyamasi.

Veillonella tiirleri insanlarda agiz boslugunun, iirogenital, st solunum ve
gastrointestinal sistemlerinin normal floralarimin bir parcasidir. Agiz florasinda en
yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar. Veillonella genellikle karisik bir kiiltiiriin parcasi
olan enfeksiyon yerlerinden izole edilmistir. Bilinen 13 tiirden sadece V. alcalescens, V.

parvula, V. dispar, V. atypica, V. denticariosi, V.rogosae ve V. tobetsuensis insanlardan
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izole edilmistir. Veillonella genellikle miks enfeksiyonlarda etken olarak izole
edilmistir. Veillonella enfeksiyonu i¢in risk faktorleri periodontal hastalik, immiin
yetmezlik, intravendz ilag kullanimi ve erken dogumdur. Veillonella nadiren menenjit,
osteomiyelit, protez enfeksiyonu, eklem enfeksiyonu, ploropulmoner enfeksiyon,

bakteriyemi ve endokardit gibi enfeksiyonlarda tek basina etken olabilir.

Veillonella tiirleri tetrasiklin, eritromisin, gentamisin, vankomisin, ramoplanin,
trimetoprim siilfametoksazol ve kanamisine direng gosterirken penisilin G, sefalotin ve
klindamisine kars1 duyarlidirlar. Ayrica kloramfenikol ve linkomisine kars1 orta direng

gosterirler (Rainey, 2009; Song ve Finegold, 2015).
2.12. Peptostreptococcus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Peptostreptococcus cinsi zorunlu anaerob sporsuz Gram pozitif zincirli koktur. Saf
kiiltiirlerin Gram boyal1 preparatlarinda, hiicreler ¢iftler halinde, kisa zincirler, dortliiler,
kiigiik kiimeler seklinde goriilebilir. Anaerob kanli agarda kolonileri hafif kabarik,
yuvarlak, gri-beyaz renktedir (Resim 2.5). Peptostreptococcus tiirleri %5 sodyum
polietanol siilfonata (SPS) >12mm c¢apinda duyarlilik gostermeleriyle diger Gram

pozitif anaerobik koklardan (GPAK) ayirt edilirler (Song ve Finegold, 2015).

Resim 2.5. Peptostreptococcus cinsine ait koloni ve Gram boyama gorintiileri (Orijinal).
A, P. anaerobius kolonisi; B, P. anaerobius Gram boyamasi.

Peptostreptococcus cinsi, molekiiler yontemlerle yapilan son ¢alismalarla elde edilen
veriler sonucunda kapsamli taksonomik degisikliklere ve ayrica yeni cins ve tiirlerin
tanimlanmasina yol agmustir. Bu cins igerisinde P. anaerobius, P. stomatis ve P.

russellii bulunmaktadir. P. anaerobius ve P. stomatis tiirleri insandan izole edilen
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sadece iki tiirdiir. Peptostreptococcus cinsi igerisindeki bir¢ok tiir Anaerococcus,
Finegoldia, Parvimonas ve Peptoniphilus gibi yeni cinslere dahil edilmistir (Murphy ve
Frick, 2013; Song ve Finegold, 2015).

Peptostreptococcus cinsi insanlarda genitoiiriner ve gastrointestinal sistemlerin normal
florasinda  bulunurlar. Genellikle baska mikroorganizmalarla birlikte miks
enfeksiyonlardan izole edilmesine ragmen tek basina etken oldugu enfeksiyon olgular
vardir. Bag, oral, solunum yolu, gastrointestinal sistem, genitoiiriner sistem, cilt ve
yumusak doku, kemik ve eklemler ve kardiyovaskiiler bdlgeler dahil olmak iizere,
viicudun her tarafinda gesitli enfeksiyon tiirlerine dahil oldugu konusunda raporlar

vardir (Song ve Finegold, 2015).

Peptostreptococcus tiirleri klindamisine direng gosterirken B-laktamlara ve p-laktamaz
inhibitdrlerine, sefalosporinlere, karbapenemlere ve kloramfenikole karsi duyarhdirlar

(KOnOnen, 2015; Song ve Finegold, 2015).
2.13. Clostridium Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Clostridium cinsi endospor olusturan, zorunlu anaerob veya aerotoleran, Gram pozitif
basiller yer alir. Clostridium tiirleri pleomorfik bakterilerdir. Bazen saf kiiltiirden
hazirlanan preparatlarda; ayn1 anda hem Gram negatif, hem Gram pozitif boyanmis
basil ve kokobasilden uzun flamentéz sekillere kadar degisebilen karisik bakteriler
halinde goriilebilirler (Resim 2.6). C. ramosum, C. innocuum, C. clostridioforme ve C.
hathewayi Gram negatif boyanabilirler. Ancak vankomisin-kolistin disk testinde
vankomisine duyarli, kolistine direnglidirler. C. perfringens, C. ramosum ve C.
innocuum disindaki tiim tiirler hareket etme yetenegine sahiptirler. Clostridium cinsi
icinde yer alan tiirlerden sadece C. perfringens ve C. butyricum Kkapsiilliidiir.
Clostridium tiirleri sporlu bakterilerdir. Spor oval veya yuvarlak bi¢imde, terminal,
subterminal veya santral yerlesimli olabilir. C. perfringens, C. clostridioforme ve C.
ramosum disindaki tiirlerde sporun ¢api, basil bedeninden daha genis oldugu icin
kolaylikla fark edilebilir. Clostridium tiirlerinde genellikle katalaz, sitokrom oksidaz ve
sliperoksit dismutaz negatif olsa da, C. perfringens gibi bazi suslarda bu enzim

aktivitelerinin bazilar1 eser miktarda olabilir (Kiyan, 2008; Stevens ve ark., 2015).
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Resim 2.6. Clostridium cinsine ait koloni ve Gram boyama gorintileri (Orijinal).
A, C. perfringens kolonisi; B, C. perfringens Gram boyamasi; C, C. septicum
kolonisi; D, C. septicum Gram boyamasi.

Clostridium'lar anaerob kanli agarda genellikle diiz, ortasi hafif kabarik, R tipine benzer
etrafinda ¢ikintilar olan, C. septicum ve C. tetani gibi bazilar1 yayilma 6zelligi gosteren
(swarming) karakteristik koloniler olustururlar. Anaerob kanli agarda C. perfringens,
¢ift zonlu hemolizi olan kenarlar1 ¢ikintili bilyiikk koloniler, C. botulinum irregiiler,
biiyiik, diiz, bazen yayilabilen koloniler ve C. difficile ise nonhemolitik, 2-4 mm c¢apli,
irregiiler, krem-gri beyaz arasi koloniler olustururlar. C. perfringens, kanl agarda ters
CAMP yapma 6zelligi ile digerlerinden ayrilir (Resim 2.7) (Doluca, 2011; Stevens ve
ark., 2015).

Clostridia sinifi, viriilans ile ilgili ekstraselliiler proteinlerin yaninda tabiatta bilinen
botulinum ndrotoksini, tetanoz ndrotoksini ve C. perfringens epsilon toksini gibi en
Olimciil ekzotoksinlerin de i¢inde bulundugu yirmiden fazla farkli toksin

sentezleyebilen en genis ¢esitlilige sahip bakteri genusuna sahiptir. Su an 200'den fazla
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clostridial tlir ve alttiir bilinmektedir, ancak insan enfeksiyonlarindan kaynaklanan

klinik olarak anlamli Clostridium sayis1 sinirhidir. (Stevens ve ark., 2015)

Clostridia, insanlarda agiz mukozasinda, bagirsak ve kadin genitoiiriner sistemlerinin
normal florasinda ¢ok sayida bulunurlar. Klinik olarak en 6nemli tiirleri C. tetani
tetanoza, C. botulinum botulizme, C. perfringens gazli gangrene ve besin
zehirlenmesine, C. difficile psédomembranéz kolite neden olurken, diger taraftan
florada yer alan tiirlere bagli endojen enfeksiyonlar da siklikla bildirilmektedir.
Clostridium tiirlerine bagli, bas boyun enfeksiyonlari, siniizit, beyin apsesi, akciger
apsesi, plevral ampiyem, Kolesistit, bakteriyemi, septik artrit aspirasyon pnomonisi,
batin i¢i ve jinekolojik enfeksiyonlar, kemik ve yumusak doku enfeksiyonlari

bildirilmektedir (Doluca, 2011; Stevens ve ark., 2015).

Resim 2.7. C. perfringens ters CAMP ve ¢ift zon hemoliz gériiniimii (Orijinal).

Clostridium'lar imipenem, metronidazol, vankomisin, kloramfenikol, B-laktamlarin (-
laktam inhibitorleri (6rnegin, ampisilin-sulbaktam) ile kombinasyonlarina duyarliyken,

C. perfringens disindaki pek c¢ok clostridia sefoksitin, sefotaksim, seftazidim,
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seftizoksim, sefoperazon ve diger genis spektrumlu p-laktamlara direnglidir (Stevens ve

ark., 2015).
2.14. Actinomyces Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Actinomyces tiirleri, Gram pozitif, basil, kokobasil, difteroid gomak ve flament6z yapiya
sahip, ¢ogu fakiiltatif bazilar1 ise zorunlu anaerob olan bakterilerdir. Actinomyces'ler
aside dayaniksiz, hareketsiz, spor ve konidyumlar1 olmayan tiirlerdir. Kat1 besiyerindeki
koloni sekli beyaz, gri-beyaz veya kremsi beyaz azi dis seklinde, sivi besiyerindeki
tireme sekli ise ekmek kirintis1 gériiniimiindedir (Resim 2.8). Biiylime ortaminda %5-10

oraninda karbondioksit bulunmasi tiremeyi arttirir (Funke, 2010).

Actinomyces cinsi 41 tiirden olusur ve bunlarin 24'% insandan izole edilmistir (Hall ve
Copsey, 2015). Insanlarda ¢ogunlugu agiz florasinda olmak iizere bagirsak ve kadmn
genital sistemlerinin normal florasinda bulunurlar (Funke, 2010). Aktinomikoza neden
olan Actinomyces tiirleri ayn1 zamanda diger bakteri gruplari ile birlikte dis ve agiz,
servikofasiyal, solunum vyolu, deri ve yumusak doku, bakteriyemi, endokardit,
abdominal ve genital enfeksiyonlara yol agmaktadirlar (Hall ve Copsey, 2015). Hasta
orneklerinden yapilan direk Gram boyamalarda Gram pozitif dallanan comak yapis1 ve
stilfir graniillerinin goriilmesi Actinomyces'ler igin karakteristiktir. Gram boyamada
Actinomyces'lerin Nocardia tiirlerinden ayirimi1 zordur. Nocardia'lar, aerob olma ve
modifiye EZN yontemiyle boyanabilme 6zellikleriyle Actinomyces'lerden ayrilirlar
(Ulger, 2011).

Actinomyces'ler, f-laktam grubu antibiyotiklere karsi oldukca hassastir ve tetrasiklinler,
kloramfenikol, makrolidler, linkomisin, fusidik asit ve vankomisine kars1 yiiksek ve orta
derecede duyarliliga sahiptirler. Genel olarak aminoglikozitlere ve metronidazole kars1
direnglidirler (Funke, 2010). Tiirlerin ¢gogu neomisine duyarli oldugu i¢in neomisinli

besiyerinin kullanilmasindan kaginmak gerekir (Ulger, 2011).
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Resim 2.8. Actinomyces cinsine ait koloni ve Gram boyama gorintileri (Orijinal).
A, A. israelii kolonisi; B, A. israelii siv1 besiyerinde tiremesi; C, A. israelii Gram
boyamasi; D, A. naeslundii kolonisi; E, A. naeslundii siv1 besiyerinde iiremesi;
F, A. naeslundii Gram boyamasi.
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2.15. Anaerob Kiiltiir icin Klinik Orneklerin Toplanmasi, Nakli ve islenmesi

Normal floradaki anaerob bakterilerin kontaminasyonundan kaginarak érneklerin uygun
sekilde alinmasi ¢ok onemlidir. Anaerobik enfeksiyonun tanimlanabilmesi i¢in uygun
orneklerin uygun sekilde toplanmasi, laboratuvara hizli transferi ve laboratuvarda uygun
sekilde isleme alinmasi gerekir. Yetersiz teknikler veya ortam, anaerobik bakterilerin

tanimlanamamasina neden olur (Hall ve Holden, 2016; Brook, 2017).
2.15.1. Orneklerin Toplanmasi

Genel olarak mukozalardan veya deriden Ornek alinirken ylizeyin dekontaminasyon
islemi yapilmalidir. Bu amagla bdlge dncelikle cerrahi sabun ile temizlenir daha sonra
%70 alkol uygulanir, en son olarak 1 dakika %10 povidon iyot ile dekontaminasyon
islemi tamamlanir. Anaerobik kiiltiir i¢in 6rnekler, enfeksiyon bolgesinden, normal flora
ile kontamine edilmeden, steril bir teknikle alinan 6rneklerdir. Anaerobik kiiltiir i¢in en
uygun Ornekler, enjektdr ve benzeri aletler kullanilarak alinan aspiratlar, steril viicut
stvilart, doku veya biyopsi ornekleridir (Hall ve Holden, 2016; Procop ve ark., 2017).
Normal mikrobiyal flora ile kontamine olma riski, alinan Orneklerin az materyal
icermesi gibi nedenlerle ekiivyon ¢ubugu ile drnek alimi &nerilmemektedir. Ornek
almirken ve tasiirken oksijen ile temasi engellemek i¢in 6nlem alinmalidir (Procop ve
ark., 2017; Tille, 2017). Anaerob kiiltiir i¢in uygun olan ve olmayan ornekler Tablo
2.8'de gosterilmistir (Hall ve Holden, 2016).

2.15.2. Orneklerin Nakli

Laboratuvara nakil siiresi 6rnegin hacmine ve cinsine baglidir. Biiylik hacimli piiriilan
ornekler ve biiyiik doku pargalari anaeroblarin canliliklarini saatlerce koruyabilir.
Gerekli durumlarda ekiivyonla alinmis ornekler, kii¢iik hacimli aspirasyon Ornekleri,
biyopsi veya kazinti materyalleri anaerobik ortam saglayan transport sistemiyle
nakledilmeleri gerekir. Igne batma riski ve disariya sizma ihtimali nedeniyle enjektorle

transport risklidir.

Islemde gecikme olmas1 durumunda, drnekler isleme alinincaya kadar oda sicakliginda
bekletilmelidir, asir1 sicak veya soguk ortamda bekletilmemelidir (Hall ve Holden,
2016).
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Tablo 2.8. Anaerob kiiltiir i¢in uygun olan ve olmayan 6rnekler (Hall ve Holden, 2016).

Alinan yer

Kabul edilebilir 6rnekler

Kabul edilemez 6rnekler

Bas ve boyun

Akcigerler

Santral sinir

Karin

Uriner sistem

Kadin genital
sistemi

Kemik ve
eklem

Yumusak
doku

Cerrahi olarak alinan biyopsi 6rnegi
Yiizey dekontaminasyonundan sonra
enjektor ile alian apse aspirati

Transtrakeal aspirat

Perkutandz yolla akcigerden alinan 6rnek
Cerrahi olarak alinan biyopsi 6rnegi
Korunmal firca ile alinan bronkoskopi
Torakotomi 6rnegi

Igne ve enjektor ile alinan apse aspirati
Cerrahi olarak alinan biyopsi 6rnegi

Igne ve enjektor ile alinan peritoneal s1vi
Igne ve enjektor ile alinan apse aspirati
Safra

Cerrahi olarak alinan biyopsi 6rnegi

Suprapubik aspirat

Koldoskopi 6rnekleri

Vakum ile veya korunmali kolektor ile
alimmis endometrial aspirat

Igne ve enjektor ile alinan apse aspirati

Cerrahi olarak alinan biyopsi 6rnegi

Actinomyces tiirleri i¢in ITUD?

Igne ve enjektor ile alinan aspirat
Cerrahi olarak alian biyopsi 6rnegi

Igne ve enjektor ile alinan aspirat

Cerrahi olarak alinan biyopsi 6rnegi

Igne ve kiigiik plastik kateter ile siniis
bolgesinden alinan aspirat

Dekontamine derideki acik yara kenarindan

alinan derin aspirat
Dekontamine derideki yiizeysel iilserden
alinan derin aspirat

Bogaz veya nazofaringeal
stirlinttiler

Gingival stirtintiiler

Ekiivyon ile alinan yiizeysel 6rnek

Oksiirtiilerek alinan balgam
Uyarilarak alinan balgam
Endotrakeal aspirat

Ozel olarak alinmamus

bronkoskopik 6rnekler

Aerobik surintiler

Aerobik surintiler

Bosaltilmis idrar
Sondadan alinan idrar

Vajinal veya servikal siiriintiiler

Ekiivyon ile alinan yiizeysel 6rnek

Deri yiizeyi ve yara kenarlarindan
alman ytizeysel 6rnek

2|UD, Intrauterine device
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2.15.3. Anaerobik Kiiltiir icin Orneklerin Islenmesi

2.15.3.1. Makroskobik inceleme

Ornegin makroskobik incelenmesi ornegin cinsi, kalitesi ve anaeroblarin bulunup
bulunmadig1 hakkinda bilgi verebilir. Ornekte kan, irin, nekrotik doku, hos olmayan
koku, gaz ve siilfiir graniillerinin bulunmas: degerlendirmede dikkat edilmesi gereken
ozelliklerdir. Ayrica orneklerin UV 1s181inda tugla kirmizisi renginde floresans vermesi
ornekte pigmentli anaerob bakterilerin (pigmentli Prevotella veya Porphyromonas spp.)
oldugunu diisiindiiriir. (Hall ve Holden, 2016; Procop ve ark., 2017; Tille, 2017).

2.15.3.2. Ornegin Hazirlanmasi

Irinli Srnekler bakterilerin homojen olarak dagilmasi icin vortekslenir. Doku veya
kemikler 1 ml siv1 besiyeri (Tiyoglikolat, kiymali buyyon vb.) igerisinde parc¢alanarak
homojenize edilir. Irinsiz biiyiik hacimli 6rnekler santrifiij edilerek yogunlastirilmalidir.
Ekiivyonla alinmig 6rneklerin pamuklu ug¢ kismi 0.5 ml sivi besiyeri i¢ine aktarilarak

s1v1 bir 6rnek gibi isleme alinir (Hall ve Holden, 2016).
2.15.3.3. Gram Yontemiyle Boyama

Gram yoOntemiyle boyama, mikroorganizmalarin goreceli olarak sayilarini ve tiplerini ve
konaga ait hiicreleri gosterir. Buna gore bakterilerin Gram negatif veya pozitif, kok-
comak seklinde olduklari, spor olusturup olusturmadiklari saptanir. Ayrica anaerobik
tekniklerin yeterliligi icin bir kalite kontrol onlemi olarak yardimci olur. Gram
boyamada elde edilen bakteri morfolojisi ile Ornek tipi arasindaki korelasyon,

klinisyenin, etken bakteri hakkinda tahmini bilgi edinmesini saglayabilir.

Ornegin lam {izerine yaymasi1 yapilir ve hafifce 1sitilarak ya da saf metanol iginde 1
dakika bekletilerek fiksasyon islemi gergeklestirilir. Daha sonra standart Gram boyama
usulii ve reaktifleri kullanilarak preparat boyanir. Alternatif olarak, bazi Gram negatif

anaeroblarin boyanmasini artirmak i¢in safranin yerine bazik fuksin tercih edilebilir.

Gram boyama yontemi sonucuna gore klinisyeni yoOnlendiren bazi onemli ipuglari

sunlardir (Hall ve Holden, 2016);

e Sporsuz, vagon seklinde biiyilk gram pozitif comaklar genellikle C.

perfringens’i gosterir.
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e Gram negatif kokobasil yapisindaki bakteriler pigment yapan Prevotella

veya Porphyromonas tiirlerini akla getirirler.

e Mekik seklinde, sivri uglu, ince Gram negatif basiller F. nucleatum’u akla
getirirler.

e Pleomorfik, soluk boyanan Gram negatif basil ve kokobasiller Bacteroides

tiirlerini akla getirirler.
e Cok kiiciik Gram negatif koklar Veillonella tiirlerini akla getirirler.
2.16. Besiyeri Se¢imi

Besiyerleri, klinik olarak 6nemli anaeroblarin ihtiya¢ duydugu uygun besinleri ve
takviyeleri icermelidir. Anaerob bakterilerin ¢ok c¢esitli beslenme ihtiyaglar1 vardir,
ancak primer izolasyon i¢in besiyerine hemin, L-sistein ve K1 vitamini ilave edilmesi
gerekir. Anaerob bakterilerin izolasyonu igin segici ve seg¢ici olmayan genel iiretim
besiyerleri kullanilir (Hall ve Mangels, 2016b; Procop ve ark., 2017). Bu besiyerleri
Tablo 2.9'da listelenmistir.

Tablo 2.9. Anaerob bakteri izolasyonunda kullanilan besiyerleri (Hall ve Mangels, 2016b;
Procop ve ark., 2017; Tille, 2017).

Primer izolasyonda Kullanilan Besiyerleri Spesifik Anaeroblarin
Secici Olmayan Secici Izolas"yonunda Kullanilan

Besiyerleri Besiyerleri Ozel Besiyerleri

Beyin kalp infusion kanli agar KVLB Neomisinli anaerob kanl agar

Brucella kanli agar PVLB Forget—Fredette Agar

CDC anaerob agar PEA Hartley’s digest broth

Colombia kanli agar BBE Lombard Dowell Agar

Trypticase soy kanli agar CCFA Triptoz-silfit-sikloserin agar

Schaedler kanli agar EYA Wilkins-Chalgren anaerob broth

Kiyilmali karbonhidrat broth Fusobacterium selective agar

Kiyilmali glikoz broth Fusobacterium necrophorum selective agar

Tiyoglikolatli buyyon Yumurta sarilit McClung-Toabe agar

PYG Shahidi-Ferguson perfringens agar

BBE, Bacteroides safra eskulin agar; CCFA, Sikloserin sefoksitin fruktoz agar; CDC, Centre of
Disease Control; EYA, Yumurta sarili agar; KVLB, Kanamisin vankomisin kanli agar;
PEA, Feniletil alkol kanli agar; PVLB, Paromomisin vankomisin kanli agar; PYG, Pepton
maya 0ziitl glikoz broth.
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Anaerob bakteri kiiltiirii i¢in kullanilacak besiyeri taze hazirlanmali ve kullanilmadan
once oda 1sisinda bekletilmelidir. Oksijen diisiik 1silarda besiyerine daha iyi diflize
olacagindan, buzdolabinda bekletilen besiyerlerinde anaerob bakterilerin izole

edilebilmesi miimkiin degildir (Giirler, 2011).

Anaeroblarin izolasyonunda kullanilan segici ve 6zel besiyerlerinin kullanim amaglari

su seklidedir (Gtirler, 2011; Hall ve Mangels, 2016b; Procop ve ark., 2017; Tille, 2017);

Kanamisin vankomisin kanh agar: Klinik 6rneklerden ¢ogu Bacteroides, Prevotella,
Fusobacterium ve Veillonella tiirlerinin tiremesini segici olarak desteklerken,
vankomisin (7,5 pg/ml) Porphyromonas tiirlerinin iiremesini inhibe eder.
Porphyromonas tiirlerinin izolasyonu igin vankomisin konsantrasyonu 2 pg/ml olmasi

gerekir.

Paromomisin vankomisin kanh agar: Kullanim amaci KVLB besiyeri ile aynidir,

laboratuvarda sadece biri kullanilir.

Feniletil alkol kanh agar: Cogu Gram pozitif ve Gram negatif zorunlu anaeroblarin
tiremesini destekler. Anaeroblari baskilayabilen enterik ve diger fakiiltatif anaerob
Gram-negatif basillerin liremesini ve Proteus'un yayilmasini inhibe eder. Ayrica belirli

Clostridium'larin yayilmasini inhibe eder.

Bacteroides safra eskulin agar: Bacteroides fragilis grubunun ve Bilophila

wadsworthia’nin ayirimi ve identifikasyonu i¢in kullanilir

Sikloserin sefoksitin fruktoz agar: Clostridium difficilenin identifikasyonu igin

kullanilir.

Yumurta sarith agar: Clostridium spp.'den siiphelenildiginde veya anaerobik bir
izolatin tanimlanabilmesi i¢in proteolitik enzimlerin (lesitinaz veya lipaz) arastirilmasi

gerekli ise bu besiyeri kullanilir.

Neomisinli anaerob kanh agar: Neomisin, ¢ogu Staphylococcus aureus susunu ve

Enterobacteriaceae'nin ¢ogunu inhibe eder
Forget—Fredette agar: Clostridium'larin iiretilmesinde kullanilir.
Hartley’s digest broth: Actinomyces'lerin iiretilmesinde kullanilir.

Lombard Dowell agar: Cogu anaerobun izolasyonunda kullanilir.
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Triptoz-siilfit-sikloserin agar: C. perfringens'in izolasyonu ve kiiltiirii i¢in kullanilir.

Wilkins-Chalgren anaerob broth: Cogu anaerobun ekiminde ve antimikrobiyal

duyarlilik testlerinde kullanilir.

Fusobacterium selective agar: Fusobacterium spp. harig, diger birgok Gram negatif ve

Gram pozitif aerob ve anaerob bakterilerin iiremesini inhibe etmede kullanilir.

Fusobacterium necrophorum selective agar: Bir¢ok Gram negatif ve Gram pozitif
aerob ve anaerob bakterilerin {iremesini inhibe ederken, Lemierre hastaligindan
stiphelenildiginde bogaz ve diger solunum 6rneklerinden F. necrophorum'un izolasyonu

icin kullantlir.

Yumurta sarith McClung-Toabe agar: C. perfringens'in izolasyonu ve kiiltiirii i¢in

kullanilir.

Shahidi-Ferguson perfringens agar: C. perfringens'in izolasyonu ve sayimmi igin

kullanilir; bir ¢okelti ile ¢evrili siyah koloniler olarak goriiniirler.
2.17. Besiyerine Inokiilasyon

Hazirlanan 6rneklerden uygun aerobik ve anaerobik kati/sivi besiyerlerine ekim yapilir
ve Gram yOntemiyle boyama i¢in lam {izerine yayma yapilir. Kat1 besiyerlerine irinli
ornekten 1 damla, irinli olmayan Ornekten 2-3 damla, sivi besiyerlerine ise 0,5-1 ml
aktarilir. Ekiivyon ¢ubugu ile gelen drnekler, énce segici olmayan besiyerine ekilir. Iki
Ekiivyon varsa, biri besiyerine ekim icin, digeri ise Gram boyama preparati

hazirlanmasi i¢in kullanilir (Hall ve Holden, 2016).
2.18. Anaerob Bakterilerin Inkiibasyon Sartlari ve Inkiibasyon Sistemleri

Anaerob bakterilerin primer izolasyonu i¢in en uygun 1s1 35°C ile 37°C’dir. Clostridial
myonekroz kuskusu yoksa besiyeri en az 48 saat inkiibe edilmelidir. Anaeroblarin
oksijene en duyarli olduklar1 dénem tiremenin logaritmik fazi oldugu icin 48 saatten
once oksijene temas etmemelidirler. Bu siire icerisinde lireme olmayan petriler yeniden
anaerob kosullarda 7 giin daha inkiibe edilmelidir. Ozellikle Porphyromonas ve
Actinomyces cinsleri gibi yavas lireyen bakteriler igin 48 saatlik inkiibasyon yeterli
degildir (Gtirler, 2011; Hall ve Mangels, 2016c; Procop ve ark., 2017).

Anaerob bakterilerin izolasyonu i¢in gerekli anaerob ortamin saglanmasi igin ¢esitli

sistemler kullanilmaktadir. Bu sistemler agsagida 6zetlenmistir.
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2.18.1. Anaerobik Kabinler

Anaerob bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu islemlerinin oksijensiz ortamda
yapilmasina olanak saglayan ideal bir kapali sistemdir. i¢ine %80-90 Ny, %5 Hy, ve %5-
10 CO; gaz karisimu verilen ve bir paladyum katalizorii (katalist) bulunduran odacik
seklindedir. Bu tip kabinlerin i¢inde bir pozitif basing bulunur. Kabin i¢ine anaerob
indikator veya biyolojik indikator konularak sistem kontrol edilir (Hall ve Mangels,
2016c¢).

2.18.2. Anaerobik Posetler

Poset sistemleri, katalizor olmadan, iizerine su eklemeye gerek kalmadan, hidrojen
aci8a cikarmaksizin havadaki oksijeni absorbe eden bir kese ile anaerobik ortami
olusturan sistemlerdir. Bir veya iki petri bir torbaya yerlestirilir ve torba kapatilir. Bu
sistem sayesinde petriler posetten ¢ikarilmadan incelenerek iiremenin olup olmadigi
gbzlenebilir. Bu posetler ayrica klinik orneklerin laboratuvara tasinmasi igin de

kullanilabilir (Hall ve Mangels, 2016c¢; Fader, 2019).
2.18.3. Anaerobik Kavanozlar

Anaerobik bir atmosfer olusturmak i¢in en yaygin kullanilan sistem anaerob
kavanozudur. Bu sistemlerin tamaminda, hava sizdirmaz hale getirmek i¢in kenetlenmis
bir kapag1 olan seffaf, agir bir plastik kavanoz kullanir. Kavanozda anaerobik ortam
olusturmak i¢in %80-90 Nj, %5 H, ve %5-10 CO;'den olusmus gaz iireten bir sistem
kullanilir. Anaerob kavanozlar ve ortam saglayicilar ticari olarak bir¢ok sirketten temin
edilebilir. Su ile aktive olan veya susuz anaerobik atmosfer saglayan sistemleri
mevcuttur. Su ile aktive olan sistemin g¢alismasi i¢in kavanoza katalizér konulmasi

gereklidir (Hall ve Mangels, 2016c; Tille, 2017).
2.18.4. Anoxomat Mark Il Sistemi

Anoxomat, anaerobik, mikroaerofilik ve kapnofilik bakterilerin {iretilmesi i¢in dizayn
edilmis bir cihazdir. Uzerinde bulunan valf sayesinde kavanoz iginde otomatik olarak
uygun ortami saglayabilmektedir. Anoxomat, anaerob kavanozun bosaltilmasi ve dolum
kontroliinii hassas basing 6lctimleri ile yapar. Cihazda yer alan bir bilgisayarla islemler
yonetilir. Kavanozdan bosaltilan havanin yerini ii¢ farkli gazdan olusan karigim (N3, H;

ve COy,) alir (Hall ve Mangels, 2016c; Tille, 2017).
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2.19. 1Ik Kiiltiirlerin Anaerob Bakteriler Yoniinden incelenmesi

Ilk kiiltiirler isleme alinirken amag, drnekteki klinik énemi olan anaerob organizmalari
izole etmek, tanimlamak ve endikasyonu varsa antibiyotik duyarlilik testini yapmaktir.
Kiiltiir plaklar1 degerlendirilirken, Gram boyali preparatta goriilen tiim morfolojik
yapilar ile eslestirme yapilmalidir. Anaerob kiiltiir ortaminda fakiiltatif anaerob
bakterilerin de iireyebilecegi akildan ¢ikarilmamalidir. Tiim izolatlarin, anaerob olarak
tanimlanabilmesi i¢in aerotolerans testini gegmesi ve 6zel tanimlama antibiyotik diskleri

ile 6n identifikasyonunun yapilmasi gerekir.

Anaerob bakterilerin koloni 6zellikleri, pigment 6zellikleri ve UV 1s1ginda floresan
verme Ozellikleri muhtemel taniy1 belirlemede yararlidir. Anaerob bakterilerin koloni
Ozelliklerine gére muhtemel tanis1 Tablo 2.10°da gosterilmistir (Giirler, 2011; Hall ve

Byrd, 2016; Tille, 2017).

Tablo 2.10. Anaerob bakterilerin koloni 6zelliklerine gore muhtemel tanis1 (Giirler, 2011;
Hall ve Byrd, 2016; Tille, 2017)

Koloni morfolojisi / 6zelligi  Besiyeri Muhtemel etken
Agari cukurlagtirma AnaBA Bacteroides ureolyticus grubu
Kahverengi - siyah koloni AnaBA  Porphyromonas spp., pigmentli Prevotella spp.

1 mm'den biiyiik siyah koloni BBE Bacteroides fragilis
Etrafi gseffaf ortasi siyah koloni BBE Bilophila wadsworthia

Besiyerinde yesilimsi renk AnaBA  Fusobacterium spp., B. ureolyticus
Sar1 renk buzlu cam goriinimiit CCFA  Clostridium difficile
Pembe - kirmizi koloniler AnaBA  Gram pozitif basil: Actinomyces odontolyticus
Tugla kirmizisi floresans AnaBA  Porphyromonas spp., pigmentli Prevotella spp.
Acik yesil - sar1 floresans AnaBA  Gram negatif basil: Fusobacterium spp.
Gram pozitif basil: C. difficile veya C. innocuum
Kirmiz1 floresans AnaBA  Veillonella spp., Eubacterium lentum
Cift zonlu beta hemoliz AnaBA  Clostridium perfringens
Sahanda yumurta goriiniimii AnaBA  Fusobacterium necrophorum, F. varium
Biiyiik, diizensiz kenarli AnaBA  Clostridium spp.
Medusa bas1 goriiniimii AnaBA  Clostridium septicum
Az1 disi goriinimii AnaBA  Actinomyces spp.
Ekmek kirintis1 goriinim AnaBA  Fusobacterium nucleatum
Yayilan koloni AnaBA C. septicum, C. sordellii, C. tetani
At ahirt kokusu AnaBA C. difficile
Hos olmayan tath koku AnaBA  Peptostreptococcus anaerobius

AnaBA, Anaerobik kanli agar, BBE, Bacteroides safra eskulin agar; CCFA, Sikloserin
sefoksitin fruktoz agar;



39

2.20. Anaeroblarin identifikasyonunda Kullanilan Konvansiyonel Basit Testler
2.20.1. Aerotolerans Testi

Aerotolerans testi, anaerobik kosullar altinda izole edilmis bir mikroorganizmanin
zorunlu veya fakiiltatif bir anaerob olup olmadigini belirler. Anaerob kanli agarda
tireyen her farkli koloniden, anaerob kanli agara ve cikolata besiyerine pasajlar yapilir.
Anaerob kanli agar besiyerleri anaerob ortamda, c¢ikolata besiyerleri ise %5-10
karbondioksitli ortamda 48 saat inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda anaerob ortamda

iireyip karbondioksitli ortamda iiremeyen bakteriler zorunlu anaerob olarak kabul edilir
(Fader, 2019).

2.20.2. Ozel Potensli Antimikrobiyal Diskler

Tanimlama diskleri olarak kanamisin (1mg), vankomisin (5pg) ve kolistin (10ug)
kullanilir (Tablo 2.11). Bu diskler Gram boyamay1 desteklemeye ve 6n gruplandirmaya
yardimer olur, anaerob bakterilerin antimikrobiyal duyarliligini gostermez (Hall ve
Byrd, 2016).

Tablo 2.11. Anaerob bakterilerin identifikasyonunda kullanilan antibiyotik diskleri (Hall ve

Byrd, 2016).
Sonuglar®
Mikroorganizmalar Kanamisin Vankomisin Kolistin
1000 pg 5 ng 10 pg
Gram pozitif anaeroblar V s R
Bacteroides fragilis grubu® R R R
Bacteroides ureolyticus grubu® S R S
Fusobacterium spp. S R S
Porphyromonas spp. R S° R
Prevotella spp. V R \
Gram negatif koklar S R S

R, direngli; S, duyarly; V, kararsiz-degisken. Duyarlilik zonu: > 10 mm, Direng zonu: <10 mm

® Baz1 Clostridium ve Lactobacillus cinsleri direngli olabilir.

¢ Alistipes, Odoribacter, Parabacteroides cinsinden tiirler igerir.

¢ Tannerella, Sutterella, Leptotrichia ve Bilophila cinsindeki tiirlerde de ayni model
goriilmektedir.

® Porphyromonas tiirleri vankomisine duyarlidir ancak pigmentlidir ve floresan verir.
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Resim 2.9. Ozel potensli antibiyotik disklerinin farkli bakterilerdeki goriiniimii (Orijinal).

A, B. wulgatus; B, P. intermedia; C, F. necrophorum; D, V. parvula;
E, P. anaerobius; F, C. septicum.
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2.20.3. Spot indol Testi

Indol testi, anaerobik bakterilerin gruplandirilmasinda ve tanimlanmasinda énemlidir.
Indol, triptofan enzimini iceren bazi organizmalar tarafindan triptofandan ayrilir.
Triptofan igeren kanli veya yumurta sarili besiyerinde iireyen koloniler filtre kagidina
alinip, p-dimetylaminocinnemaldehyde (DMCA) damlatilarak indol olusumu renk
degisimi ile degerlendirilir (Hall ve Summanen, 2016).

2.20.4. Nitrat Rediiksiyon Testi

Nitrat rediiktaz enzimine sahip olan mikroorganizmalar nitrati nitrite indirgeyebilirler.
Anaerob mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde ve gruplandirilmasinda yararlidir (Hall

ve Summanen, 2016).
2.20.5. Katalaz Testi

Anaerob bakterilerde katalaz enziminin varligim1 arastirmak icin geleneksel %3'liik

H20, yerine %15'lik H,0,, ¢ozeltisi tercih edilir (Hall ve Summanen, 2016).
2.20.6. SPS (Sodyum Polianetol Sulfonat) Diski (1mg)

Gram pozitif anaerob kok izole edildiginde SPS diskine duyarli (>12 mm) ise
Peptostreptococcus anaerobius olarak tanimlanir. SPS direngli (<12 mm) gram pozitif
kok, spot indol pozitif ise P. asaccarolyticus olarak tanimlanabilir (Hall ve Summanen,
2016).

2.20.7. Safra Testi

B. fragilis grubu, Fusobacterium mortiferum, Fusobacterium varium ve Bilophila
wadsworthia safra varliginda ¢ogalabilen klinik olarak 6nemli anaerobik Gram negatif
basillerdir. Test BBE agar gibi safra iceren besiyerleri ile ya da %20 safra emdirilmis
disklerle yapilabilir (Hall ve Summanen, 2016).

2.20.8. Floresans Testi
Anaerob bakterilerin UV 15181nda (366nm) floresans verme 6zellikleri Tablo 2.12'de
gosterilmistir (Hall ve Summanen, 2016).
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Tablo 2.12. Anaerobik bakterilerin floresans verme 6zellikleri (Hall ve Summanen, 2016).

Mikroorganizmalar Floresans Rengi
Porphyromonas asaccharolytica Kirmizi®
Porphyromonas endodontalis Kirmizi®
Porphyromonas gingivalis Olusturmaz
Pigmentli Prevotella spp. Kirmizi®
Pigmentsiz Gram-negatif basil Olusturmaz veya pembe,turuncu, sari
Fusobacterium spp. Acik yesil
Veillonella spp. Kirmizi
Eubacterium lentum Kirmizi
Clostridium difficile Acik yesil
Clostridium innocuum Acik yesil

“Siyah pigment olusturdugunda floresans verir.

2.20.9. Lesitinaz, Lipaz ve Proteolitik Enzim Reaksiyonlari

Lesitinaz, lipaz ve proteolitik enzimlerinin aktivitelerini tanimlamak i¢in yumurta sarilt
agar (EYA) kullanilarak Clostridium tiirleri identifiye edilebilir. Lesitinaz, yumurta
sarisinda bulunan lesitini ayirir ve koloninin etrafinda opak bir bolge olusturan
coziinmeyen yag (digliserit) agiga cikarir. Lipaz, trigliserid ve digliseridleri, yag asidi ve
gliserole hidrolize eder. Proteolitik enzim iireten mikroorganizmalar, kolonilerin

etrafinda genellikle oldukg¢a dar ve berrak bir zon olusturur (Fader, 2019).
2.20.10. Ureaz Testi

Mikroorganizmanin iireyi par¢alama yetenegini saptar. Urenin {ireaz enzimi ile hidrolizi
sonucu amonyak serbestlesir ve olusan alkali ortam indikator fenol ile saridan kirmiziya

doner (Hall ve Summanen, 2016).
2.21.  Yar1 ve Tam Otomatize Sistemlerle identifikasyon

Anaerob bakterilerin kesin tanimlarinin yapilabilmesi i¢in biyokimyasal 6zelliklerinin
ve olusturduklart bazi enzimlerin gosterilmesi gerekir. Bu ozelliklerini gosterebilmek
icin laboratuvarda klasik yontemlerle hazirlanan besiyerleri tiir diizeyinde tani icin
yetersiz olabilir. Bunu yerine ¢ok sayida biyokimyasal madde igeren minyatiirize
biyokimyasal yontemler gelistirilmistir. Anaeroblarin identifikasyonunda kullanilan

otomatize sistemler Tablo 2.13'de gosterilmistir (Hall ve Mangels, 2016d; 2016a).
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Tablo 2.13. Otomatize ve yar1 otomatize sistemler ve 6zellikleri

Test / Kit Adi Dretici Firma Inkiibasyon siiresi Biyokimyasal test

(Saat) sayisl

API 20A bioMérieux 24 21
AN MicroPlate Biolog 20-24 95
Rapid ID 32A bioM¢érieux 4 29
RapID-ANA I Remel 4 18
Crystal ANR ID BD Biosciences 4 29
MicroScan Rapid Beckman Coulter 4 24
Anaerobe panel

Vitek 2 ANC bioMérieux 6 64

2.22. Anaerob Bakterileri Tanimlamada Kullanilan Diger Yontemler
Bu yontemler anaerob bakterilerin fenotipik 06zelliklerine dayanmamasina ragmen

identifikasyon i¢in anaerob kiiltiire ihtiya¢ duyan yontemlerdir.

2.22.1. MASS Spektrometri (MS) Sistemleri ile identifikasyon

Kiitle spektrometresi (MS), proteinler, sekerler, lipitler veya DNA gibi biiyiik
molekiilleri analiz eder. Hizli, tekrar iiretilebilir ve dogru tammlamalar saglar. iki farkl
MS teknolojisi kullanilmaktadir, bunlardan ilki ugusun matris destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyon siiresi (MALDI-TOF) ve digeri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
kombine elektrosprey iyonizasyonu (PCR / ESI) teknikleridir. Tim MS uygulamalar

analitin iki 6zgiin 6zelliginin, molekiiler kiitlenin ve yiikiin dogrudan 6l¢timiine dayanir.
1) MALDI - TOF MS Teknigi

Tiim bakteri hiicrelerinden protein parmak izi imzalar1 iiretmek icin kullanilir. Bu
yontemin, geleneksel fenotipik testlerden daha dogru, hizli ve tekrarlanabilir oldugu

bulunmustur (Nolte, 2015; Emery ve ark., 2016; Hall, 2016; Procop ve ark., 2017).
Mevcut MALDI-ToF MS Sistemleri;
» Microflex LT (Bruker Daltonics)
* Vitek MS (bioMérieux)

« Axima@Saramis (Shimadzu Biotech)
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2) PCR - ESI MS Teknigi

Multiplex PCR ile amplikonlar iiretilir ve daha sonra MS ile amplikonlarin kiitle / yiik
orani Olgiiliir. PCR, bir veritabaninda bilinen dizilere kiyasla hem korunmus hem de

tiirlere 6zgii gen dizilerini hedefler (Nolte, 2015; Emery ve ark., 2016).
Mevcut PCR-ESI MS Sistemleri;
* PLEX-ID (Abbott)
» T5000 Universal Biosensor (Ibis)

2.22.2. Gaz Kromatografisi Yontemi ile identifikasyon

Hiicresel yag asidi (CFA) metil esterlerinin analizi yoluyla bakterilerin analizine ve
tanimlanmasina yarayan bir sistemdir. Hiicresel yag asitleri, bakteriyel kromozomlar
tizerinde kodlanir ve basit mutasyonlardan veya plazmid kaybindan etkilenmezler.
Dolayisiyla, belirli bir organizmanin CFA bilesimi, organizma belirli biiyiime kosullari
altinda biyitiildigiinde nispeten kararlidir. CFA profilleri manuel olarak
tanimlanabilmesine ragmen, bilgisayarli, yliksek ¢oziiniirliklii gaz-sivi kromatografisi
(GLC) ve 06zel yazilim programlari ile bilinmeyen mikroorganizmanin CFA profili,
bilinen tiirlerin modelleriyle karsilastirilarak sonug verilir. Bu alandaki mevcut sistem
MIDI Sherlock Microbial Identification sistemidir (Carroll ve Patel, 2015; Emery ve
ark., 2016; Procop ve ark., 2017).

2.23. Anaeroblarin Tamisinda Kullanilan Molekiiler Yontemler

Fenotipik yontemlerin yani sira bakterilerin tanimlanmasinda molekiiler yontemler de
kullanilmaktadir. Molekiiler yontemler, enfeksiyon hastaliklarin patogenezinin ve
epidemiyolojisinin arastirilmasina katkida bulunmustur. Fenotipik yontemlere gore canli
mikroorganizmaya gereksinim duymamasi, daha hizli sonug¢ vermesi, yiiksek duyarliliga
ve spesifiklige sahip olmasi bu yontemlerin tercih edilmesini saglamaktadir (Aksu,

2011; Goniilli, 2015; Emery ve ark., 2016).

Molekiiler yontemlerin biiyiikk cogunlugu PCR dayali yontemlerden olugmaktadir.
Anaerob bakterilerin tanisinda ve tiplendirilmesinde kullanilan baslica molekiiler
teknikler arasinda; Broad-range PCR, konvansiyonel PCR, multiplex PCR, nested PCR,
real-time PCR, rep-PCR, dijital PCR, parmak izi analiz yontemleri (DGGE, TGGE,
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T-RFLP), ribotyping, DNA hibridizasyonu, floresan in-situ hibridizasyon, DNA

mikroarray, dizi analiz (sekans) yontemleri gibi teknikler yer almaktadir.

Bunlar arasinda mikroorganizma tiirlerinin tanimlanmasinda en yaygin kullanilan
yontem, ribozomal RNA (rRNA) genlerinin ve sekans analizine dayanan yontemdir.
Bakterilerde rRNA operonu, 16S, 23S, ve 5S rRNA bdlgelerini ve aralarinda kalan ITS
(intergenic spacer region)'leri igermektedir. rRNA gen dizilimi, bakteri tiirleri arasinda
ylksek oranda korunurken, ayni1 zamanda filogenetik sinyaller i¢ceren farkli bolgeler de
icermektedir. Bu ozellikleriyle rRNA, bakterilerin filogenetik identifikasyonu igin
onemli bir gen bolgesidir. Yaklasik 1,500 baz-¢ifti uzunlugundaki 16S rRNA geni, PCR
primerleri i¢in en uygun kombinasyonlarin olusturulabilecegi korunmus bdlgeler
tasidigindan ve aymi zamanda bakterilerin tiir ve alt-tiir seviyesinde filogenetik
ayirmmina ve smiflandirilmasimma imkan verecek sekilde farkli genomlar arasindaki
evrimsel uzakliga orantili olarak farklilik gosteren degisken boélgeler icerdiginden
filogenetik 1identifikasyon icin diger iki rRNA genine kiyasla daha c¢ok tercih
edilmektedir. Ayrica bakteri hiicresi igerisinde binlerce kopya 16S rRNA
bulundugundan, bu gen bolgesini temel alan yontemlerin duyarhilifinin da yiiksek

oldugu bildirilmektedir (Aksu, 2011; Giirsoy ve Otlu, 2017).



3. GEREC VE YONTEM

Caligsmalara baglamadan once klinik olarak en sik karsilasilan anaerob bakteriler ve
bunlarin tanisinda kullanilan molekiiler biyolojik tan1 yontemleri, ¢aligmaya dahil edilen
7 farkli cinse ait spesifik primer DNA dizi tasarimlar1 ve hedef aldiklar1 genler ile ilgili
literatiir taramasi yapildi. Tez proje onerisinin Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii tarafindan onaylanmasi sonrasinda Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi'ne bagvuru yapilarak deneyler icin gerekli malzemelerin
temini ve uygun alt yap1 olusturulmasi saglandi. Calisma i¢in Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi (ERUTF) Etik Kurulu’ndan 02.06.2017 tarih ve 2017/318 sayili karar ile onay

alindi.

Calisma, ERUTF Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar: ve ERU Genom ve
Kok Hiicre Merkezi Arastirma Laboratuvarinda bulunan asagidaki cihaz (Tablo 3.1) ve

malzemeler (Tablo 3.2) kullanilarak yiiriitiildi.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar.

Sira

Cihaz/Ad1

© 00 N oo o b~ W N

ST SR N SR S A i = T e ~ O s < =
5 W N B O © © N o o M W N B O

ChemiDoc Mp Jel Goriintilleme Cihazi (Bio-Rad, ABD)
Distile Su Cihaz1 (Elga, Ingiltere)

Etiiv (Niive, Tiirkiye)

Gilig¢ Kaynagi (Bio-Rad, ABD)

Hassas Terazi (Radwag, Polonya)

Isik Mikroskobu (Olympus, Japonya)

Kuru Is1 Blogu (Benchmark, ABD)

Manyetik Karistiric1 (Niive, Tiirkiye)

McFarland Densitometre (BD, ABD)

Mikro Insineratdr (Baygen, Tiirkiye)

Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

Mikrosantrifiij Cihazi (Thermo Scientific, ABD)
NanoDrop 2000c Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)
Otoklav (Niive, Tirkiye)

PCR Cihaz (Sensoquest, Almanya)

Santrifiij Cihaz1 (Niive, Tiirkiye)

Swnif II Biyogiivenlik Giivenlik Kabini (Niive, Tiirkiye)
Vitek 2 DensiCHEK

Vitek 2 Otomatik Bakteri Identifikasyon Cihazi (bioMérieux, Fransa)
Vorteks (Benchmark, ABD)

Yatay Elektroforez Cihazi (Bio-Rad, ABD)

-20 Derin Dondurucu (Siemens, Almanya)

-80 Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)

+4 Buzdolab1 (Ugur, Tiirkiye)
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan malzemeler

Sira Tanimy/Adi

1
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Actinomyces israelii ATCC 12102 (DSM43320, Almanya)
Actinomyces naeslundii ATCC 12104 (CECT 806, Ispanya)
Bacteroides fragilis ATCC 25285 (Microbiologics, ABD)
Bacteroides vulgatus ATCC 8482 (Microbiologics, ABD)
Clostridium perfringens ATCC 13124 (Microbiologics, ABD)
Clostridium septicum ATCC 12464 (Microbiologics, ABD)
Fusobacterium necrophorum ATCC 25286 (Microbiologics, ABD)
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 (Microbiologics, ABD)
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 (Microbiologics, ABD)
Parvimonas micra ATCC 33270 (Microbiologics, ABD)
Prevotella intermedia ATCC 25611 (DSM20706, Almanya)
Prevotella melaninogenica ATCC 25845 (Microbiologics, ABD)
Veillonella atypica ATCC 17744 (DSM20709, Almanya)
Veillonella parvula ATCC 10790 (Microbiologics, ABD)
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (Microbiologics, ABD)
Escherichia coli ATCC 25922 (Microbiologics, ABD)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Microbiologics, ABD)
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Microbiologics, ABD)
Agarose (Carl Roth, Almanya)

Anaerob ortam saglayici (Mitsubishi Gas Chemical (MGC), Japonya)
Anaerob tasima besiyeri (Hardy Diagnostics, ABD)

Anaerobik 2,5L rectangular jar (MGC, Japonya)

Api 20A Bakteri identifikasyon kiti (bioMérieux, Fransa)
Boncuklu bakteri saklama tiipleri (Orbak, Tiirkiye)

Borik asit (Sigma-Aldrich, ABD)

Cikolata agar hazir besiyeri (Liofilchem, italya)

DNA gel loading dye 6X (5x1 ml) (TransGen Biotech, Cin)

DNA Marker/ Step Ladder 100 bp (500 pl ) (TransGen Biotech, Cin)
DNA Marker/ Step Ladder 50 bp (500 ul) (Genedirex, Tayvan)
DNTP mix 10 mM ( 200ul) (Hibrigen, Tiirkiye)

EDTA for electrophoresis (Sigma-Aldrich, ABD)

Ethidium bromide solution (10 ml) (Merck, Almanya)

Hazir Gram boyama seti (4x500 ml/Set) (Liofilchem, italya)

Hot Start Taq DNA Polimeraz 500 units (5 U/uL) (abm, Kanada)
Kanamisin 1000 pg antibiyotik diski (Bioanalyse, Tiirkiye)
Kolistin 10 pg antibiyotik diski (Bioanalyse, Tiirkiye)

Lizozim enzimi (Bioshop, Canada)

PCR Master Mix (Bio-helix, Tayvan)

PCR tiipii (M.plastic, Cin)

Primerler (HPLC safliginda, 100 pmol) (NYZ, Portekiz)



41 RNaz A ¢ozeltisi (Promega, ABD)
42 Schaedler Broth (Liofilchem, Italya)

43 Steril ekiivyon cubugu (LP Italiana, Italya)
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44 Steril filtreli pipet ucu, 0,1-10 pl (M.plastic, Cin)

45 Steril filtreli pipet ucu, 100-1000 ul (M.plastic, Cin)

46 Steril filtreli pipet ucu, 10-100 pl (M.plastic, Cin)

47 Steril plastik petri kutusu (90 mm ¢apli) (Firatmed, Tiirkiye)

48 Steril sar1 kapakli tiip 10 ml (LP Italiana, italya)

49 Total DNA ekstraksiyon Kiti (GeneAll Biotechnology, G. Kore)
50 Tris base (for electrophoresis) (Sigma-Aldrich, ABD)

51 Vankomisin 5 pg antibiyotik diski (Bioanalyse, Tiirkiye)

52 %5 Koyun kanli agar hazir besiyeri (Orbak, Tiirkiye)

53 %5 Koyun kanli Neomisin-Vankomisin Schaedler agar hazir besiyeri (bioMérieux, Fransa)

54 %S5 Koyun kanli Schaedler agar hazir besiyeri (Liofilchem, italya)

Calismada pozitif ve negatif kontrol DNA'larin elde edildigi organizmalar Tablo 3.3'de

gosterildi. Pozitif kontrol i¢in gerekli olan standart bakteri suslar1 ve diger gerecler proje

kapsaminda satin alindi. Negatif kontrol i¢in gerekli olan standart bakteri suslar1 Erciyes

Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji A.D. Bakteriyoloji laboratuvarindan temin edildi.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan pozitif ve negatif kontrol DNA'lar1.

Pozitif Kontrol Suslari

Negatif Kontrol Suslar

Actinomyces israelii ATCC 12102
Actinomyces naeslundii ATCC 12104
Bacteroides fragilis ATCC 25285
Bacteroides vulgatus ATCC 8482
Clostridium perfringens ATCC 13124
Clostridium septicum ATCC 12464
Fusobacterium necrophorum ATCC 25286
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337
Prevotella intermedia ATCC 25611
Prevotella melaninogenica ATCC 25845
Veillonella atypica ATCC 17744
Veillonella parvula ATCC 10790

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922
Parvimonas micra ATCC 33270
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Homo sapiens
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3.1. Standart Bakteri Suslarimin Canlandirilmasi

Calismada kullanilacak olan standart bakteri suslar1 farkli kiiltiir koleksiyonlarindan
temin edildi. Anaerob kiiltiir i¢in kullanilan kat1 besiyeri hazir olarak temin edildi, siv1
besiyeri ise laboratuvarda hazirlandi. Firmalarin belirttigi yonteme uygun olarak

suslarin canlandirilmasi Sinif II biyogiivenlik kabini i¢erisinde yapildi.
3.1.1. Schaedler Siv1 Besiyerinin Hazirlanmilmasi

Schaedler Broth toz besiyerinden (Liofilchem, Italya) 25.4g tartildi ve 1000 ml'ye
tamamlanacak sekilde distile su ile siispanse edildi. Besiyeri siispansiyonu manyetik
karistirict ile homojen hale geldikten sonra 10 ml'lik vida kapakli cam tiiplere 5'er ml
dagitildi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Hemen kullanilmayan sivi
besiyeri tiipleri +4°C’de saklandi.

3.1.2. Ekiivyon Tarzinda Sunulan Liyofilize Standart Suslar1 Canlandirma

Yontemi

1. Acilmamis KWIK-STIK torbast oda sicaklifina gelinceye kadar beklenildi.
Torba ¢entiginden yirtildi ve KWIK-STIK {initesi ¢ikarildi.

2. KWIK-STIK ambalajinin tizerindeki etiket kaldirilarak ekim yapilacak kiiltiir
plakasinin iizerine yapistirildi. KWIK-STIK {initesinin rehidrasyon sirasinda

ayrilmamasina 6zen gosterildi.

3. KWIK-STIK f{initesinin iist kismina bastirilarak ampul kirildi ve i¢inde bulunan

nemlendirici siv1 serbest birakildi.

4. Sivi akisint kolaylastirmak icin KWIK-STIK iinitesi dik olarak tutuldu ve
pelletin bulundugu {iiniteye sivinin ulasmasi ic¢in alt kismi sert bir yiizeye

vuruldu.

5. Pellet siispansiyonu homojen olana kadar KWIK-STIK {initenin alt kism el ile

ezildi.

6. KWIK-STIK iinitenin i¢inde bulunan ekiivyon ¢ubugu asag itilerek homojen
hale gelen pellet siispansiyonu icine batirildi. Ekiivyon ¢ubugu %5 koyun kanl
Schaedler agar (Liofilchem, Italya) besiyerinin iigte biri iizerine siiriildii ve tek
koloni ekimi yapildi. Pellet siispansiyonunun bir kismi ayni ekiivyon ¢ubugu

kullanilarak Schaedler s1v1 besiyeri (Liofilchem, Italya) icine aktarildi.
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Ekim yapilan kati1 besiyeri ters g¢evrilerek, sivi besiyeri tiipleri ise kapaklar
gevsetilerek dik duracak sekilde dikdortgen sekilli anaerobik jar (MGC,
Japonya) igerisine anaerob ortam saglayiciyla birlikte (MGC, Japonya)
yerlestirildi ve jarin kapagi kapatildi. Besiyerleri anaerobik ortamda 37°C'de en
az 48 saat inkiibe edildi.

Islem sonunda arta kalan malzemeler biyolojik tehlike imha yontemlerine gére

¢cOpe atildi.

Cam Ampul icinde Sunulan Liyofilize Standart Suslari Canlandirma

Yontemi

Ampuliin ucu 10-15 saniye boyunca bek alevinde 1sitildi.

Ampulii catlatmak i¢in ucuna iki veya ii¢ damla steril su damlatildi.
Ampuliin ucu steril penset ile dikkatlice kirildi.

Izolasyon malzemesi olan pamuklu tipa, penset ile ampul icerisinden alind1 ve

i¢cinde pellet olan cam tiip disar1 ¢ikartildi.
Cam tiipiin agzinda bulunan pamuk tipalar steril penset kullanilarak ¢ikartildi.
Cam tiipiin ag1z kismi1 bek alevinden gegirildi.

Cam tiipiin i¢ine 1 ml distile su eklenildi ve cam tiipiin agz1 steril bir pamuk tipa
ile kapatilarak pelletin oda sicakliginda anaerobik ortamda 30 dakika boyunca

rehidrate olmas1 saglanildi.

Stispansiyonun yarisi (0,5 ml), %5 koyun kanli Schaedler agar (Liofilchem,
Italya) besiyerine aktarildi ve tek koloni ekimi yapildi. Siispansiyonun kalan

kismu ise Schaedler siv1 besiyeri (Liofilchem, Italya) i¢ine aktarildi.

Ekim yapilan kat1 besiyeri ters gevrilerek, sivi besiyeri tiipleri ise kapaklar
gevsetilerek dik duracak sekilde dikdortgen sekilli anaerobik jar (MGC,
Japonya) igerisine anaerob ortam saglayiciyla birlikte (MGC, Japonya)
yerlestirildi ve jarin kapagi kapatildi. Besiyerleri anaerobik ortamda 37°C'de en
az 48 saat inkiibe edildi.

Ekim sonunda arta kalan malzemeler biyolojik tehlike imha yontemlerine gore

¢cope atildi.
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3.2. Standart Bakteri Suslarimin Stoklanmasi ve Stoktan Canlandirilmasi

Primer kiiltir plaklarinda {reyen bakteri kolonileri 6ze ile toplanarak icinde
kriyoprotektan igeren boncuklu saklama besiyerlerine (mikrobank) (Orbak, Tiirkiye)
pasajlandi. Mikrobank tiipleri, lizerine sus bilgileri yazildiktan sonra vakit kaybetmeden

-80°C'ye ayarli derin dondurucuya kaldirildu.

Mikrobank i¢inde saklanan suslar gerekli oldugu durumlarda yeniden canlandirmak i¢in
derin dondurucudan disar1 ¢ikartildi. Ekim yapilacak olan kati besiyeri iizerine sus
bilgileri ve tarih yazildi. Mikrobank i¢indeki siv1 besiyeri hafif erdikten sonra steril bir
igne ile mikrobank i¢inden bir boncuk alinarak kati besiyeri iizerine konuldu. Boncuk,
besiyeri lizerinde biraz gezdirildikten sonra petrinin kapagi kapatilip ters g¢evrilerek
anaerobik jar (MGC, Japonya) icerisine anaerob ortam saglayiciyla birlikte (MGC,
Japonya) yerlestirildi ve jarin kapagi kapatildi. Besiyerleri anaerobik ortamda 37°C'de
en az 48 saat inkiibe edildi. Aerobik ve fakiiltatif bakteriler %5 koyun kanli agara
(Orbak, Tiirkiye), anaerobik bakteriler ise %5 koyun kanli Schaedler agara (Liofichem,
Italya) ekildi. Ekim islemi tamamlandiktan sonra mikrobank vakit kaybetmeden derin
dondurucuya kaldirildi. Biitlin iglemler Smuf II biyogiivenlik kabini igerisinde

gergeklestirildi.

3.3. Bakteri Kiiltiirlerinden ve Hasta Orneklerinden Total Genomik DNA

izolasyonu

Bakteri kiiltiirlerinden ve hasta Orneklerinden total genomik DNA izolasyonu ig¢in
GeneAll Exgene Clinic SV mini Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore) kullanildi.
Kit'in uygulama prosediiriinde yer alan islem basamaklar1 modifiye edilerek asagidaki

protokoller uygulanda.
3.3.1. Gram Negatif Bakterilerden Total Genomik DNA izolasyonu Protokolii

1. Uygun kat1 besiyerlerine bakterilerin yaygin ekimleri yapilarak anaeroblar i¢in 2
glin aerob ve fakiiltatif bakteriler i¢in 1 glin 37°C'de uygun sartlarda inkiibe
edildi.

2. Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerideki koloniler 6ze ya da steril ekiivyon
cubugu ile toplanarak 1 ml steril serum fizyolojik (SF) soliisyonu ig¢inde

stispanse edildi.
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1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipli igindeki bakteri siispansiyonu tam hizda

(~13.000xg) 1 dakika santrifiij edilerek siipernatant atik kutusuna dokiildii.
Pellet tizerine 200 ul Buffer CL eklenerek hiicre pelleti yeniden siispanse edildi.

Stispansiyon tizerine 20 pl Proteinaz-K ¢ozeltisi (20 mg/ml) eklenerek 15 sn

vortekslendi ve 56°C'ye ayarlanan 1s1 blogunda 60 dakika inkiibe edildi.

Tipe 20 pl RNaz ¢ozeltisi (20 mg/ml) eklenerek vortekslendi ve oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

Tiipe 200 pl Buffer BL eklenerek 15 sn vortekslendi ve tiip 1s1 bloguna
yerlestirilerek 70°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiip oda 1sisina diisiinceye kadar beklenildi. Daha sonra tiipe

200 pl saf (%100) etanol ilave edilerek 15 sn vortekslendi.

Tiiplin i¢indeki biitiin karisim kit icerisinde bulunan SV kolonuna dikkatli bir
sekilde aktarilarak SV kolonu 6,000 xg'de 1 dakika santrifiij edildi ve alt siiziintii

atilarak SV kolonu yeni toplama tiipiine yerlestirildi.

SV kolonuna 600 ul Buffer BW eklenerek 6,000 xg'de 1 dakika santrifiij edildi
ve toplama tiipli yenisiyle degistirildi.

SV kolonuna 700 pl Buffer TW eklenerek 6,000 xg'de 1 dakika santrifiij edildi.

Stiziintii atildiktan sonra SV kolonu toplama tiipiine geri yerlestirildi.

Yikama tamponunu uzaklastirmak i¢in SV kolonu bos olarak tam hizda

(>13,000 xg) 1 dakika santrifiij edildi.

SV kolonu yeni bir 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve tizerine 100

ul tampon AE eklenildi.

SV kolonu oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra tam hizda
(>13,000xg) 1 dakika santrifiij edildi.

Islem sonunda SV kolonu atik kabina atildi. Tiip igerisindeki son siiziintiiden 1
ul alinarak nanodrop spektrofotometre cihazinda (Thermo Scientific, ABD)

DNA miktar1 ve saflik derecesi Olgiilerek not edildi.

Total genomik DNA izolatlar1 PCR basamagina kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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Gram Pozitif Bakterilerden Total Genomik DNA izolasyonu Protokolii

Uygun kat1 besiyerlerine bakterilerin yaygin ekimleri yapilarak anaeroblar i¢in 2
glin aerob ve fakiiltatif bakteriler i¢in 1 giin 37°C'de uygun sartlarda inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerideki koloniler dze ya da steril ekiivyon

cubugu ile toplanarak 1 ml steril SF soliisyonu i¢inde siispanse edildi.

1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipii i¢indeki bakteri siispansiyonu tam hizda

(~13.000xg) 1 dakika santrifiij edilerek siipernatant atik kutusuna dokiildii.

Pellet tizerine 180 pl Lizozim (Bioshop, Kanada) enzimi (30 mg/ml) eklenerek

hiicre pelleti iyice slispanse edildi ve etiivde 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

Tipe 20 pul RNaz A (Promega, ABD) c¢ozeltisi (20 mg/ml) eklenerek
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

Stispansiyon iizerine 20 pl Proteinaz-K ¢ozeltisi (20 mg/ml) ve 200 pul Tampon
BL eklenerek 15sn vortekslendi.

Tiip 1s1 bloguna yerlestirilerek énce 56°C'de 120 dakika daha sonra 70°C'de 30
dakika daha inkiibe edildi.

Bundan sonraki islemlere Gram negatif bakteri DNA izolasyonunun 8. basamagi

ile devam edildi.
Kan ve Viicut Sivisindan Total Genomik DNA izolasyonu Protokolii

1.5 ml'lik bir tiipiin dibine 20 pl Proteinaz-K ¢ozeltisi (20 mg/ml) pipetlendi ve
tizerine 200 pl hasta 6rnegi eklenerek iyice pipetaj yapildi.

Tiipe 20 pul RNaz A (Promega, ABD) cozeltisi (20 mg/ml) eklenerek
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

Tiipe 200 pl Buffer BL eklenerek vortekslendi. Tiip daha sonra 1s1 bloguna
yerlestirilerek 56°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

Bundan sonraki islemlere Gram negatif bakteri DNA izolasyonunun 8. basamagi

ile devam edildi.
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Doku ve Apseden Total Genomik DNA Izolasyonu Protokolii

1.5 ml'lik tiipe 20 mg doku ya da apse konuldu ve iizerine 200 pul Tampon CL

ekleyerek homojenize edildi.

Tiipe 20 pl Proteinaz-K ¢ozeltisi (20 mg/ml) eklenerek 15 sn vortekslendi. Tiip
daha sonra 1s1 bloguna yerlestirilerek 56°C'de 120 dakika inkiibe edildi.

Tipe 20 pul RNaz A (Promega, ABD) cozeltisi (20 mg/ml) eklenerek
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

Tiipe 200 pl Buffer BL eklenerek 15 sn vortekslendi ve tiip daha sonra 1s1
blogunda 70°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

Bundan sonraki islemlere Gram negatif bakteri DNA izolasyonunun 8. basamagi

ile devam edildi.

Ekiivyonlu Tasima Besiyeri ile Gelen Orneklerden Total Genomik DNA

izolasyonu Protokolii

Ekiivyon ¢ubugu 1,5 ml'lik steril mikrosantrifiij tiiptine yerlestirildi. Pamuklu ug
tiip i¢inde kalacak sekilde ekiivyonun sapr steril bisturi ile kesildi ve tiipe 400 pl
1x phosphate buffered saline (PBS) soliisyonu eklendi.

Tiipe 20 pl RNaz A (Promega, ABD) c¢ozeltisi (20 mg/ml) eklenerek
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

Tiipe 20 pl Proteinaz-K (20 mg/ml) ve 400 pul Tampon BL eklenerek 15 sn
vortekslendi ve tlip daha sonra 1s1 bloguna yerlestirilerek 56°C'de 10 dakika
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiip oda 1sisina diisiinceye kadar beklenildi. Daha sonra tiipe

400 pl saf (%100) etanol ilave edilerek 15sn vortekslendi.

Karigimin 700 pl'si kit igerisinde bulunan SV kolonuna dikkatli bir sekilde
aktarilarak SV kolonu 6,000 xg'de 1 dakika santrifiij edildi ve alt sliziintii

atilarak SV kolonu toplama tiipiine geri yerlestirildi.

Kalan tiim karigimlar SV kolonuna uygulanana kadar 5. adimu tekrarlandi. Biitiin

karisim SV kolonundan siiziildiikten sonra toplama tiipii yenisiyle degistirildi.
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7. Bundan sonraki islemlere Gram negatif bakteri DNA izolasyonunun 10.

basamagi ile devam edildi.
3.4. Primer DNA Dizilerinin Tasarimi

Calismaya dahil edilen Fusobacterium spp., Prevotella spp., Bacteroides spp.,
Actinomyces spp. ve Peptostreptococcus spp. cinslerine 6zgli 16S rRNA genini hedef
alan primer DNA dizileri bu ¢alismaya 6zgii olarak tasarlandi. 16S rRNA genini hedef
alan Veillonella cinsine 6zgii primer DNA dizileri Matsuki (2007) tarafindan yapilan
calismadan, Clostridium cinsine 6zgii primer DNA dizileri ise Rinttild ve ark. (2004)
tarafindan yapilan ¢alismadan alindi. Calismada kullanilan primer DNA dizileri ve
genel 6zellikleri Tablo 3.4'de belirtildi.

Primer DNA dizilerinin tasarimi ve analizi i¢in NCBI Primer-BLAST veri tabani

kullanild1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, Erisim tarihi: 10.07.2018).

Tablo 3.4. Calismada kullanilan primer DNA dizleri ve amplikon biiyiikliikleri.

Amplikon
Bakteri Cinsi Primer T™ (°C) Primer dizisi (5'—3") biiyiikliigii | Referans
(bp)
Fuso 112F 54,97 |CCAGCTTACTGGACAGATAC Bu
Fusobacterium spp. 528 bp |caligmaya
Fuso 112R 55,5 |CGACTCTCTGTACTACCCAT ozgii
g-Veillo68-F 54,71 |GAAGAGCGATGGAAGCTT :
. Matsuki
Veillonella spp. 459 bp 2007
g-Veillod90-R | 52 |CCGTGGCTTTCTATTCC (2007)
Act 449F 55,52 |GTGAGTAACACGTGAGCAA Bu
Actinomyces spp. 401bp |c¢aligmaya
Act 449R 56,15 |CTTCTTACCCAGCTACCGT ozgli
Bact 247F 55,19 |GATGAATACTCGCTGTTTGC Bu
Bacteroides spp. 362bp |calismaya
Bact 247R 55,31 |CCTTCCTCACATCTTACGAC ozgii
Prevo 107F 56,89 |[CACAGTAAACGATGGATGCC Bu
Prevotella spp. 291bp |caligmaya
Prevo 107R 56,89 |GTTATGGCACTTAAGCCGAC ozgii
Pepto 907F 54,92 |AAGGTCTTCGGATCGTAAAG Bu
Peptostreptococcus spp. 173bp |calismaya
Pepto 907R 55,6 |CCTTTAACCACCGACTTGAA ozgii
Clost F 56,99 |ATGCAAGTCGAGCGAGG o
Clostridium spp.* 120 bp ;{rlknttlzlgo\f
Clost R 54,74 [TATGCGGTATTAATCTCCCTTT - (2004)

*Clostridioides difficile (eski adiyla Clostridium difficile) disindaki histotoksik Clostridium'lar
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3.5. Primer DNA Dizilerinin Ozgiilliiklerinin Belirlenmesi

NCBI Primer-BLAST veri tabani kullanilarak primer DNA dizilerinin 6zgiilliikleri
teorik olarak belirlendi. Cinse 6zgii tasarlanan her primer ¢iftinin 6zgilliikleri, 6ncelikle
o cins igerisindeki farkli tiirlerin, ¢alismaya dahil edilen diger bakteri cinslerinin ve
tiirlerinin, sonrasinda bakteri filumlarinin (Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria,
Actinobacteria, Enterobacteriaceae, Proteobacteria) ve en son olarak da Bakteria
domaini ve insan (Homo sapiens) genomik DNA sekans verileri ilizerinde capraz
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) yapilarak belirlendi. Arastirilan cins igin
spesifikligi yiiksek olan primer dizileri ¢aligmaya dahil edildi.

Cinse 6zgi tasarlanan primer DNA c¢iftlerinin gerg¢ek ¢alisma ortamindaki 6zgiilliikleri
ise hem 0zgiil olduklar1 bakteri cinsinden hem de ¢alismaya dahil edilen diger bakteri
cinslerinden ve insan kanindan elde edilen total genomik DNA'lar iizerinde PCR

calismasi yapilarak belirlendi.
3.6. Multiplex PCR Reaksiyon Karisimi

Pozitif kontrol ve hasta ornekleri igin multiplex PCR reaksiyon karisimi1 Tablo 3.5 ve
3.6'da belirtildigi sekilde optimize edildi. Primer DNA dizilerinin konsantrasyonu 20

pmol olarak ayarlandi.



Tablo 3.5. Pozitif kontrol i¢in multiplex PCR reaksiyon karigimu.

Bilesen

Her 6rnek icin hacim (ul)

PCR Master miks

12,5 ul

Primer karisimi

Fuso 112F 0,25 ul
Fuso 112R 0,25 pl
Prevo 107F 0,25 ul
Prevo 107R 0,25 ul
Bact 247F 0,25 ul
Bact 247R 0,25 ul
g-Veillo-F 0,25 ul
g-Veillo-R 0,25 wl
Clost F 0,25 ul
ClostR 0,25 ul
Act 449F 1 pl
Act 449R 1l
Pepto 907F 0,25 ul
Pepto 907R 0,25 ul
DNA karisimi1
Fusobacterium necrophorum 0,5 ul
Veillonella atypica 0,7 ul
Actinomyces naeslundii 2 ul
Bacteroides fragilis 0,5 ul
Prevotella intermedia 0,5 ul
Peptostreptococcus anaerobius 0,5 ul
Clostridium septicum 0,5 ul
Distile su 2,3 ul

Toplam Hacim

25 ul




Tablo 3.6. Her hasta 6rnegi icin multiplex PCR reaksiyon karigimi.
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Bilesen Her 6rnek icin hacim (ul)
PCR Master miks 12,5 ul
Primer karisimi
Fuso 112F 0,5 ul
Fuso 112R 0,5 ul
Prevo 107F 0,5 ul
Prevo 107R 0,5 ul
Bact 247F 0,5 ul
Bact 247R 0,5 ul
g-Veillo-F 0,5 ul
g-Veillo-R 0,5 ul
Clost F 0,5 ul
ClostR 0,5 ul
Act 449F 0,5 ul
Act 449R 0,5 ul
Pepto 907F 0,5 ul
Pepto 907R 0,5 ul
Ornek DNA 4l
Distile su 1,5ul
Toplam Hacim 25 ul

3.7. Multiplex PCR Thermal Cycler Cihaz1 Calisma Protokolii

Calismada Labcycler 48 Gradient (Sensoquest, Almanya) PCR cihaz1 kullanildi.

Multiplex PCR c¢alisma protokolii Tablo 3.7'de belirtildigi sekilde optimize edildi.

Tablo 3.7. Thermal cycler cihazi multiplex PCR ¢alisma protokolii

Sicaklik Siire Dongii
95 °C 10 dakika 1 déngii
94°C 30 saniye
55°C 40 saniye 35 dongii
72°C 45 saniye
72°C 7 dakika 1 dongii

4°C 00
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3.8. Multiplex PCR"in Analitik Duyarhhginin Belirlenmesi

Multiplex PCR testinin analitik duyarliligini belirlemek i¢in standart suslarin 0,5
McFarland bulanikligina esdeger bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Birgok bakteri tiirii
icin 0,5 McFarland standardina ayarlanmis kiiltiirler yaklasik 1-2 x 10® CFU/ml igerir.
Bu siispansiyonlarin 1 ml'sinden DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA
izolatlarinin yogunlugu nanodrop spektrofotometre cihazinda (Thermo Scientific, ABD)
ng/ul cinsinden &l¢iildii. Ol¢iim sonuglarma gére 0,5 McFarland bakteri yogunlugundan

elde edilen DNA miktar1 hesapland.

DNA miktar1 belirlendikten sonra DNA izolatlarinin 1/10 oraninda seri diliisyonlari
yapildi. Bu sayede her cins bakteri i¢in 10°-10" bakteriye denk gelen seri DNA izolatlar
elde edildi. Her bir seri diliisyon tiipiinden 1 ul alinarak optimize edilen multiplex PCR
test paneli ile ayr1 ayr1 ¢alisildi. PCR iiriinleri agaroz jel iizerindeki kuyucuklara
sirastyla pipetlendi. Agaroz jel ilizerinde en son goriilen PCR bandi tespit edilerek not
edildi. Bu sayede multiplex PCR testinin analitik duyarliligi her bir cins bakteri i¢in

belirlendi.
3.9. Agaroz Jel Elektroforez Yontemiyle PCR Uriinlerinin Gériintiilenmesi
3.9.1. Elektroforez Tampon Soliisyonunun Hazirlanmasi

Tris-Borik asit-EDTA (TBE) elektroforez tamponunun (5X stok soliisyonu)

hazirlanmasi;
e Trizma-base (Sigma, ABD) 54 ¢
e Borik asit (Sigma, ABD) 2759
e EDTA (Sigma, ABD) 3,729

Tartilan kimyasallar iizerine deiyonize su (dH20) eklenilerek 1 litreye tamamlandi ve
manyetik karistirict ile homojen hale getirildi. Karistmin pH degeri 8’e ayarlandi.
Calismalarda 0,5X TBE soliisyonu kullanildi. 100 ml 5X TBE stok soliisyonu {izerine
900 ml dH,0 eklenerek 0,5X TBE soliisyonu elde edildi.
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3.9.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Birbirine yakin olan PCR bandlarimi ayirmak igin ¢alismada %2,5'luk agaroz jel

kullanildi. Agaroz jelin hazirlanmasi su sekilde yapildi;

1.

2.

2,5g agaroz (Carl Roth, Almanya) tartild1.
Tartilan agaroz tizerine 100 ml 0,5X TBE dokiildii ve iyice karigtirildi.
Bu karisim mikrodalga firinda maksimum derecede ¢oziildii.

Agaroz tamamen eridikten sonra elle tutulur sicakliga gelinceye kadar

sogutuldu.

Sonra agaroz sollisyonunun iizerine 6 pl etidyum bromid (Merck, Almanya)

konuldu ve iyice karistirildi

Tarak jel tepsisine yerlestirildikten sonra, agaroz soliisyonu etrafi kapatilmis

jel tepsisine dokiildii ve jelin katilagsmasi igin 15-20 dakika beklenildi.

Pozitif kontrol bandlarinin birbirinden iyice ayrilabilmesi igin pozitif kontrol
DNA'lariin pipetlendigi kuyucuk genisletildi. Bunun i¢in jel iizerine konan

taragin iki disi selobant ile yapistirildi.

Agaroz jel tamamen katilastiktan sonra tepsi ile beraber elektroforez tankina
yerlestirildi. Agaroz jel icinde kalacak sekilde tankinin i¢i 0,5X TBE
soliisyonu ile dolduruldu. Sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

3.9.3. PCR Uriinlerinin Jele Yiiklenmesi

1.

Her PCR iirliniiniin 20 pl’si birbirini izleyen kuyucuklarin igine yavasca

pipetlendi.
Genis kuyucuga pozitif kontrol PCR iiriinii pipetlendi.

Ilk ve son kuyucuga 50bp'lik DNA marker (Genedirex, Tayvan) yavasca
pipetlendi.

3.9.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

1.

DNA’nin anoda dogru hareket edecegi bigimde elektroforez tankinin kapagi

kapatildi.
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2. Gili¢ kaynaginin voltaji1 100 V'a ayarlandiktan sonra PCR iiriinleri jelin i¢inde
uygun uzakliga hareket edene kadar 65 dakika yiiriitiildii.

3. Daha sonra ChemiDoc Mp goériintiileme cihazinda (BioRad, Almanya) UV
15181 altinda jel goriintiilendi ve pozitif kontrollere gére PCR bandlarinin

yerleri belirlenerek not edildi.

3.10. Hasta Orneklerinin Geleneksel Mikrobiyolojik Yontemlerle Isleme

Alinmasi
3.10.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Anaerobik bakterileri tanimlamaya yonelik gelistirilen multiplex PCR panelinin hasta
ornekleri {izerinde ¢alisilmasi i¢in ERUTF Hastanesi'nde ¢esitli klinik birimlerden 02
Agustos 2018 ile 06 Subat 2019 tarihleri arasinda anaerob Kkiiltiir istemiyle Tibbi
Mikrobiyoloji A. D. Bakteriyoloji Laboratuvarina gonderilen 46 rutin klinik 6rnek
isleme alind1. Orneklerin anaerob ortamda laboratuvara tasinmasi icin bazi kliniklere
anaerob tagima besiyeri (Hardy Diagnostics, ABD) dagitildi. Geleneksel mikrobiyolojik
tanimlama isleminden sonra Orneklerin artakalan kismi multiplex PCR yontemi ile

calisilmak tizere -20°C de saklandi.
3.10.2. Orneklerin On inceleme islemleri

Bakteriyoloji laboratuvarina anaerob kiiltiir i¢in gonderilen tiim hasta drnekleri, anaerob
kiiltiir i¢in uygun 6rnek olup olmadiklarina bakilmaksizin isleme alindi. Isleme alman
hasta ornekleri makroskobik 6zellikleri (6rnegin gorliniimii, rengi, kokusu, gaz igerip,
icermemesi, sar1 renkte silfiir graniillerinin varligi gibi) incelendikten sonra Gram
boyama yapilarak mikroskobik 6zellikleri incelendi. Gram boyama yontemiyle anaerob
bakterilerin tipik morfolojik ozellikleri ve spor yapilar1 incelendi. On inceleme

isleminden sonra ornekler kiiltiir islemine alindi.
3.10.3. Kiiltiir

Isleme alman biitiin 6rneklerin aerob ve anaerob kiiltiirleri yapildi. Aerob kiiltiir igin
ornekler %5 koyun kanli agara (Orbak, Tiirkiye) ekilerek 35-37°C'de 48 saat inkiibe
edildi. Anaerob kiiltiir i¢in drnekler %5 koyun kanli Schaedler agar (Liofilchem, italya)
ve %5 koyun kanli Neomisinli-Vankomisinli Schaedler agar (bioMérieux, Fransa)
besiyerlerine ekilerek anaerobik jar (MGC, Japonya) igerisine anaerob ortam

saglayiciyla birlikte (MGC, Japonya) yerlestirildi ve jarin kapag1 kapatildi. Besiyerleri
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anaerobik ortamda 35-37°C'de en az 48 saat, en ¢ok bir hafta inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda anaerob kiiltiir plaklar1 ile aerob kiiltiir plaklar1 karsilagtirmali olarak
degerlendirildi. Anaerob kanli agarda iireyen her farkli koloni incelenerek morfolojik
ozellikleri (agar1 ¢ukurlastirma, ekmek kirintis1 goriiniimii, sahanda yumurta goriiniimii,
agarda yesilimsi renk olusumu, esmer pigment olusturma vb.) ayrintili bir sekilde not
edildi. Daha sonra bu kolonilere aerotolerans testi yapildi. Aerotolerans testi i¢in
pasajlar1 yapilan kolonilerin Gram boyamasi yapilarak mikroskobik 6zellikleri

incelendi.
3.10.4. izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi

Aerotolerans testi sonucunda zorunlu anaerob oldugu kesinlesen bakteri kolonileri
identifikasyon islemine alindi. Anaerob bakterilerin identifikasyon islemi i¢in Vitek 2
(bioM¢érieux, Fransa) otomatize tanimlama ve Api 20 A (bioMérieux, Fransa) yari

otomatize tanimlama sistemleri kullanild.
a. Vitek 2 cihaz ile identifikasyon

Anaerob kanli agarda iireyen saf koloniler steril ekiivyon ¢ubugu ile alinarak kit ile
birlikte verilen 6zel soliisyona inokiile edildi. Vitek 2 DensiCHEK (bioMérieux, Fransa)
cihaz1 kullanilarak 3 McFarland bulanikligina esdeger bakteri siispansiyonu hazirlandi.
Vitek 2 ANC ID kart1 ve bakteri slispansiyonu cihaza yerlestirildi. Siispansiyonlarin
kartlara dolumu, okuma, degerlendirme ve raporlama Vitek 2 cihazi tarafindan otomatik

olarak yapildu.
b. Api 20 A Kiti ile identifikasyon

Anaerob kanli agarda iireyen saf koloniler steril ekiivyon ¢ubugu ile alinarak kit ile
birlikte verilen 0zel besiyerine inokiile edildi. Vitek 2 DensiCHEK (bioM¢érieux,
Fransa) cihaz1 kullanilarak 3 McFarland bulanikligina esdeger bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Nemli ortam olusturmak igin inkiibasyon kapaklarinin i¢i 5 ml distile su ile
dolduruldu. API 20 A stribinin tizerindeki kuyucuklar steril bir pipet kullanilarak bakteri
siispansiyonu ile dolduruldu. GEL testi i¢in hem kuyucuk hem de kiiptil kismi
siispansiyonla doldurulurken, IND testi i¢in kuyucuk siispansiyonla, kiipiil kismi ise
buharlagsma sonucunda indol olusumunu 6nlemek i¢in mineral yag ile dolduruldu. Diger
testlerin kuyucuklari siispansiyon ile doldurulup kiipiil kism1 bos birakildi. Inkiibasyon

kutusunun kapagi kapatilarak 37°C’de 24 saat anaerobik kavanozda inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara ayiraglar damlatilarak biyokimyasal analizi yapilds.
Reaksiyon sonuglari apiweb programi (https://apiweb.biomerieux.com, Erisim tarihi:

23.02.2019) veri tabanina girilerek bakterilerin tanimlanmasi yapildi.



4. BULGULAR

4.1. DNA Olgiim Sonuclar:

Bakteri suslarindan ve insan kanindan Exgene Clinic SV mini Kit (GeneAll
Biotechnology, G. Kore) kullanilarak elde edilen DNA'larin 1pl'si nanodrop cihazina
(Thermo Scientific, ABD) yiiklenerek DNA miktarlar1 dlgiilmiistiir. Olgiim sonuglar
Tablo 4.1'de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Calismada kullanilan DNA'larin 6l¢iim sonuglari

DNA'lar Olciim sonucu (ng/pl)

Bacteroides fragilis ATCC 25285 35,8
Bacteroides vulgatus ATCC 8482 41,1
Clostridium perfringens ATCC 13124 97,4
Clostridium septicum ATCC 12464 286,9
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 31,2
Fusobacterium necrophorum ATCC 25286 19,2
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 21,4
Prevotella melaninogenica ATCC 25845 266,6
Prevotella intermedia ATCC 25611 56,2
Veillonella parvula ATCC 10790 31,3
Veillonella atypica ATCC 17744 12,4
Actinomyces israelii ATCC 12102 11,4
Actinomyces naeslundii ATCC 12104 80

Enterococcus faecalis ATCC 29212 34,3
Escherichia coli ATCC 25922 75,1
Parvimonas micra ATCC 33270 5,7

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 13,2
Staphylococcus aureus ATCC 29213 7,1

Homo sapiens 36
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4.2. Multiplex PCR Yontemiyle Primer DNA Dizilerinin Dogrulanmas1 ve

Ozgiilliiklerinin Belirlenmesi

Cinse 0zgii tasarlanan primer DNA c¢iftlerinin dogrulanmasi ve ozgiilliikklerinin
belirlenmesi i¢in hem 6zgiil olduklar1 bakteri cinsinden hem de ¢alismaya dahil edilen
diger bakteri cinslerinden ve insan kanindan elde edilen total genomik DNA'lar {izerinde
multiplex PCR reaksiyon karisimi ile g¢alisma yapilmistir. Pozitif kontrol grubu
bakterilerin DNA'lar1 iizerinde yapilan ¢alismanin agaroz jel elektroforez goriintiisi
Sekil 4.1'de, negatif kontrol grubu bakterilerin ve insan DNA'lar1 lizerindeki yapilan

calismanin agaroz jel elektroforez goriintiileri ise Sekil 4.2'de gosterilmistir.

Fusobacterium spp.

Jeillonella spp.

Actinomyces spp.
Bacteroides spp.
Prevotella spp.

Peptostreptococcus spp.
Clostridium spp.

Sekil 4.1. Pozitif kontrol DNA'lar1 ile yapilan multiplex PCR iirlinlerinin agaroz jel
elektroforezde goriiniimii. M, 50 bp.’lik DNA marker (Genedirex, Tayvan);
P, Pozitif kontrol; 1, Fusobacterium spp.; 2, Veillonella spp.; 3, Actinomyces spp.;
4, Bacteroides spp.; 5, Prevotella spp.; 6, Peptostreptococcus spp.; 7, Clostridium
spp.; N, Negatif kontrol (steril distile su).
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Fusobacterium spp.
Veillonella spp.
Actinomyces spp.
Bacteroides spp.
Prevotella spp.
Peptostreptococcus spp.
Clostridium spp.

Sekil 4.2. Negatif kontrol DNA'lar1 ile yapilan multiplex PCR {riinlerinin agaroz jel
elektroforezde goriinimii. M, 50 bp.’lik DNA marker (Genedirex, Tayvan);
P, Pozitif kontrol; 1, Homo sapiens; 2, Escherichia coli; 3, Pseudomonas
aeruginosa; 4, Parvimonas micra; 5, Enterococcus faecalis; 6, Staphylococcus
aureus; N, Negatif kontrol (steril distile su).

Bu sonuglara gore negatif kontrol grubu DNA'larinda calisma sonucunu etkileyecek
herhangi bir PCR bandi gézlenmezken, pozitif kontrol grubu DNA'larinda Bacteroides
cinsinde 300 bp. ve 700 bp. civarinda, Peptostreptococcus cinsinde ise 600 bp. ve 800
bp. civarinda nonspesifik PCR bandlar1 gdzlenmistir. Agaroz jel iizerinde 528 bp.
tizerinde ¢ikan PCR bandlar calisma sonucunu etkilemediginden onemsiz kabul
edilmistir. Bacteroides cinsinde olusan yaklasik 300 bp.'lik zayif PCR bandinin,
Prevotella cinsine 6zgii PCR bandi ile ayn1 seviyede olmasindan dolayr PCR sonucunu
etkileyebilecegi belirlenmistir. Bu sorunu ¢ozmek icin Prevotella ve Bacteroides
cinslerinin 10°-10" CFU/ml bakteriye denk gelen seri DNA izolatlari elde edilmistir.
Her bir seri diliisyon tlipinden 1 pl alinarak optimize edilen multiplex PCR test paneli
ile ayr1 ayr1 ¢alisilmistir. Calisma sonucuna gore ortamda sadece Bacteroides cinsi varsa
362 bp.'lik spesifik parlak PCR bandi ve 291 bp.lik nonspesifik zayif PCR bandi
olustugu, ortamda her iki bakterinin olmasi durumunda ise 362 bp. ve 291 bp.'lik PCR
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bandlarinin parlakliginin yaklasik olarak ayni yogunlukta oldugu gozlenmistir (Sekil
4.3).

Sekil 4.3. Bacteroides ve Prevotella cinslerinin PCR bandlarinin karsilastirilmasi. A, Sadece
Bacteroides cinsinin DNA izolatlarinin; B, Esit oranda Bacteroides ve Prevotella
cinslerinin DNA izolatlarinin multiplex PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezde
gbriiniimii; M, 100 bp.’lik DNA marker (TransGen Biotech, Cin); 1, 10° CFU/m;
2, 10° CFU/ml; 3, 10* CFU/mI; 4, 10° CFU/ml; 5, 10> CFU/ml; 6, 10" CFU/mI.

4.3. Multiplex PCR Analitik Duyarhlik Sonuclari

Duyarlilik calismasina dahil edilen standart suslarin 0,5 McFarland bulanikligina
esdeger bakteri siispansiyonlart hazirlanmistir ve bunlardan Exgene Clinic SV mini Kit
(GeneAll Biotechnology, G. Kore) kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen DNA izolatlarmmin 1pl'si nanodrop cihazina (Thermo Scientific, ABD)

yiiklenerek DNA miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Olciim sonuglar1 Tablo 4.2'de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Analitik duyarlilik galismasinda kullanilan DNA'larin 6l¢iim sonuglart

DNA'lar Olciim sonucu (ng/pl)
Bacteroides fragilis ATCC 25285 18
Bacteroides vulgatus ATCC 8482 3,7
Clostridium perfringens ATCC 13124 9
Clostridium septicum ATCC 12464 28
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 4,9
Fusobacterium necrophorum ATCC 25286 4,7
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 12,4
Prevotella melaninogenica ATCC 25845 7
Prevotella intermedia ATCC 25611 6,4
Veillonella parvula ATCC 10790 11,4
Veillonella atypica ATCC 17744 7,2
Actinomyces israelii ATCC 12102 7,5
Actinomyces naeslundii ATCC 12104 16

Analitik duyarlilik ¢caligmalarinin agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.4 - 4.10'da,
calismanin sonuclar1 ise Tablo 4.3'de gosterilmistir. Bu sonuglara gore gelistirilen
multiplex PCR panelinin Veillonella spp. (1 CFU/mI), Prevotella spp. (10' CFU/mI),
Peptostreptococcus spp. (10° CFU/mI) ve Bacteroides spp. (10* CFU/mI) cinslerine
duyarhligmn yiiksek oldugu, Clostridium spp. (10° CFU/ml) cinsine ise duyarliliginin

en diisiik oldugu gosterilmistir.

Tablo 4.3. Multiplex PCR paneli analitik duyarlilik sonuglari

L. ) Duyarhhik Sonug¢lar
Bakteri Cinsleri CEUmI DNA (ng/nl)
Veillonella spp. 1 0,0000114
Prevotella spp. 10! 0,00007
Peptostreptococcus spp. 10! 0,000124
Bacteroides spp. 10 0,00018
Fusobacterium spp. 10? 0,00049
Actinomyces spp. 10 0,0016

Clostridium spp. 10° 0,028
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Fusobacterium spp.
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Sekil 4.4. Fusobacterium spp. duyarlilik caligmasi agaroz jel elektroforez goriintiisii. M, 100
bp.’lik DNA marker (TransGen Biotech, Cin); 1, 10° CFU/ml; 2, 10° CFU/ml; 3, 10*
CFU/ml; 4, 10° CFU/ml; 5, 10° CFU/ml; 6, 10" CFU/m.

10° 100 10° 10
2 2 L 2 2 2
Jeillonella spp. 45200, EERUIUSSS FSSg

Sekil 4.5. Veillonella spp. duyarlilik ¢alismas1 agaroz jel elektroforez goriintiisii. M, 100 bp.’lik
DNA marker (TransGen Biotech, Cin); 1, 10° CFU/ml; 2, 10° CFU/ml; 3, 10
CFU/ml; 4, 10° CFU/ml; 5, 10° CFU/ml; 6, 10" CFU/mlI; 7, 1 CFU/m.
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Sekil 4.6. Actinomyces spp. duyarlilik galismas1 agaroz jel elektroforez goriintiisii. M, 100
bp.’lik DNA marker (TransGen Biotech, Cin); 1, 10° CFU/ml; 2, 10° CFU/ml; 3, 10*
CFU/ml; 4, 10° CFU/ml; 5, 10° CFU/ml; 6, 10" CFU/m.

Bacteroides spp. 392Pp-

Sekil 4.7. Bacteroides spp. duyarlilik ¢alismasi agaroz jel elektroforez goriinttsii. M, 100
bp.’lik DNA marker (TransGen Biotech, Cin); 1, 10° CFU/mI: 2, 10° CFU/mlI; 3, 10*
CFU/ml; 4, 10° CFU/ml; 5, 10 CFU/ml; 6, 10" CFU/ml.
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Sekil 4.8. Prevotella spp. duyarlilik calismasi agaroz jel elektroforez goriintiisii. M, 100 bp.’lik
DNA marker (TransGen Biotech, Cin); 1, 10° CFU/mI; 2, 10° CFU/ml; 3, 10*
CFU/ml; 4, 10° CFU/ml; 5, 10° CFU/ml; 6, 10" CFU/mL.

Peptostreptococcus spp.

Sekil 4.9. Peptostreptococcus spp. duyarlilik ¢aligmasi agaroz jel elektroforez goriintiisii.
M, 100 bp.’lik DNA marker (TransGen Biotech, Cin); 1, 10° CFU/ml; 2, 10°
CFU/ml; 3, 10* CFU/ml; 4, 10° CFU/ml; 5, 10> CFU/ml; 6, 10* CFU/m.
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Clostridium spp. 120bp.

Sekil 4.10. Clostridium spp. duyarlilik galismasi agaroz jel elektroforez goriintiisi. M, 100
bp.’lik DNA marker (TransGen Biotech, Cin); 1, 10° CFU/mI; 2, 10° CFU/ml;
3, 10° CFU/ml; 4, 10° CFU/ml; 5, 10° CFU/ml; 6, 10" CFU/m.

4.4. Hasta Orneklerinde Anaerob Bakterilerin Tanimlanmasi

Hasta orneklerinden izole edilen DNA'lar multiplex PCR reaksiyon karisimina
eklenerek PCR caligilmistir. Hasta oOrnekleri ile yapilan multiplex PCR testlerinin
agaroz jel goriintiileri Sekil 4.11 - 4.14'de gdsterilmistir.
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Fusobacterium spp.
Teillonella spp.

Actinomyces spp.
Bacteroides spp.
Prevotella spp.

Peptostreptococcus spp.
Clostridium spp.

Sekil 4.11. 1-10 no'lu hasta o6rneklerinin multiplex PCR c¢aligsmasi agaroz jel elektroforez
gortintiisii. M, 50 bp.’lik DNA marker (Genedirex, Tayvan); P, Pozitif kontrol;
1-10, Hasta 6rneklerinin DNA'lart; N, Negatif kontrol (steril distile su).

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 N

Fusobacterium spp.
Teillonella spp.

Actinomyces spp.
Bacteroides spp.
Prevotella spp.

Peptostreptococcus spp.
Clostridium spp.

Sekil 4.12. 11-22 no'lu hasta 6rneklerinin multiplex PCR ¢alismas1 agaroz jel elektroforez
goriintiisii. M, 50 bp.’lik DNA marker (Genedirex, Tayvan); P, Pozitif kontrol;
11-22, Hasta 6rneklerinin DNA'lari; N, Negatif kontrol (steril distile su).
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Sekil 4.13. 23-34 no'lu hasta orneklerinin multiplex PCR ¢alismas1 agaroz jel elektroforez
goriintiisii. M, 50 bp.’lik DNA marker (Genedirex, Tayvan); P, Pozitif kontrol;
23-34, Hasta orneklerinin DNA'lar1; N, Negatif kontrol (steril distile su).

35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 N M

Fusobacterium spp.
Jeillonella spp.

Actinomyces spp.
Bacteroides spp.
Prevotella spp.

Peptostreptococcus spp.
Clostridium spp.

Sekil 4.14. 35-46 no'lu hasta orneklerinin multiplex PCR c¢aligmasi agaroz jel elektroforez
goriintiisii. M, 50 bp.’lik DNA marker (Genedirex, Tayvan); P, Pozitif kontrol;
35-46, Hasta orneklerinin DNA'lar1; N, Negatif kontrol (steril distile su).

Hasta Orneklerinin laboratuvara tasinma sekilleri, Gram boyama, kiiltiir ve multiplex
PCR sonuglar1 Tablo 4.4'de gosterilmistir. Tabloya gore 46 6rnegin 20 (%43,5)'sinde
multiplex PCR ile bir ya da daha fazla anaerob bakteri pozitif bulunurken, bunlarin
14'inde (%70) anaerob lireme olmamis, 6'sinda (%30) ise hem anaerob kiiltiir hem de
multiplex PCR sonucu pozitif bulunmustur. Bir 6rnekte hem aerob hem de anaerob

tireme olmustur.



Tablo 4.4. Hasta 6rneklerinin taginma gekilleri ve anaerob bakterilerin tanimlama sonuglari
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S.No Ornek Tipi Taslnl‘fla Gram Boyama Aerob Kiiltiir Sonug Anaerob Kiiltiir Multiplex PCR
Sekli Sonug¢ Sonug¢ Sonug¢
1 [Plevra Sivisi ATB - - - -
2 |[Eklem Sivisi ATB - - - -
3 |Apse ATB - - - Prevotella spp.
Bacteroides spp.
4 |Plevra Sivist BKST - - . Fusobacterium spp.
Prevotella spp.
Veillonella spp.
5 [Periton BKST - - - Prevotella spp.
6 |Apse ATB - E. coli .. .. - Prevotella spp.
M. morganii ssp. morganii
7 |Apse ETB - Az Gr (+) kiimeli kok Peptostreptococcus spp. -
8 |Plasenta ETB - - - -
9 [Kist BKST - - - -
Bacteroides spp.
. ... |Bol Gr (-) basil , i Fusobacterium spp.
10 |Apse Enjektor Az Gr (+) basil Bacillus spp. Prevotella spp.
Veillonella spp.
11 |BAL Enjektor - - - -
12 |Apse Enjektor |Nadir Gr (-) basil - - Fusobacterium spp.
Prevotella spp.
13 |Apse Enjektor - E. coli - -
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Prevotella spp.

14 |Yara Enjektor |Nadir Gr (+) kok - Gr (+) kok Fusobacterium spp.
Peptostreptococcus spp.

15 |Yara Enjektor - S. aureus - -

16 [|Yara Enjektor - - - Fusobacterium spp.

17 |Yara Enjektor - - - -

18 [Yara Enjektor - - - -

19 |Apse Enjektor |Bol Gr (+) kok i Gr (-) basil Peptostreptococcus spp.
Fusobacterium spp.

20 |Yara Enjektor - - - -

21 |Apse ETB - - - -

22 |Apse Enjektor - Enterococcus spp. - Clostridium spp.

23 |Yara Enjektor - - - -

S. agalactiae
24 |Apse Enjektor |Nadir Gr (+) kok Enterococcus spp. - -
Klebsiella oxytoca

25 |Apse Enjektor - - - -

26 |Apse Enjektor - - Propionibacterium acnes -

27 |Apse Enjektor - - - -

28 |Apse ETB ) i i Prevotella spp.
Peptostreptococcus spp.

29 |Vajinal Akinti ETB - - Prevotella spp. Prevotella spp.
Peptostreptococcus spp.

30 |Yara ETB - P. aeruginosa - -

31 |Apse ETB  |Bol Gr (-) basil - Prevotella spp. Prevotella spp.

32 |Yara ETB - - - -
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33 |Vajinal Akint ETB ; - g{ §+)) bkaosl'(' Prevotella spp.
34 |Vajinal Akint1 ETB - \Vajen flora ve maya - -
35 |Yara ETB - - - -
Fusobacterium spp.
36 |Apse Enjektor - - Gr (+) kok Prevotella spp.
Bacteroides spp.
37 |Apse Enjektor - - - -
38 |Apse Enjektor - - - -
39 |Yara Enjektor - - - Clostridium spp.
40 |Apse Enjektor - - - Clostridium spp.
41 |Apse Enjektor - - - Clostridium spp.
42 |Apse Enjektor - - - -
43 |Apse Enjektor - - - -
44  |Apse Enjektor - - - -
45 |Apse BKST  |Nadir Gr (-) basil : : Prevotella spp.
usobacterium spp.
46 |Apse ATB  |Nadir Gr (+) kok KNS - Clostridium spp.

ATB, Anaerobik tasima besiyeri; BAL, Bronkoalveoler lavaj; BKST, Burgu kapakli steril tiip; ETB, Ekiivyonlu tasima besiyeri, KNS, Koagiilaz negatif
Stafilokoklar
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Anaerob bakterilerin kiiltiir ve multiplex PCR sonuglarinin 6rnek tiiriine gore dagilimi
Grafik 4.1’de gosterilmistir. Buna gore anaerob kiiltiir i¢in laboratuvara gonderilen

orneklerin basinda apse (%54,3) ve yara yeri (%23,9) 6rnekleri yer almistir.

Hasta orneklerinin 8'inde (%17,4) anaerob bakteri iiremesi gergeklesirken, bunlarin 5'i
(%62,5) apse, 2'st (%25) vajinal akint1 ve 1'1 (%12,5) yara yeri 6rneginden olugmustur.
Multiplex PCR testi ile en ¢ok bakteri tanimlamasinin yapildigi hasta 6rnekleri apse
(%65) ve yara yeri (%15) ornekleri olmustur. BAL, eklem sivisi, kist ve plasenta
orneklerinde ne kiiltiir yontemiyle ne de multiplex PCR yontemiyle anaerob bakteri

tanimlanamamustir (Grafik 4.1).

Grafik 4.1.  Anaerob bakterilerin kiiltir ve multiplex PCR sonuglarinin 6rnek tiiriine gore
dagilimi

Periton [

Plevrasivisi [l

Vajinal alkinta .
vara [ N
Apse I I

0 5 10 15 20 25 30

m Sadece anaerob kiltiir ile pozitif ®m Sadece Multiplex PCE_1le pozitif

Her iki y ontemle pozitif m Negatif

Anaerob bakterilerin kiiltlir ve multiplex PCR sonuglarinin 6rneklerin tasinma
sekillerine gore dagilimi Grafik 4.2'de gdsterilmistir. Buna gore anaerob kiiltiir i¢in
laboratuvara gonderilen 6rnekler en ¢ok enjektor (%56,5) ve ekiivyonlu tagima besiyeri
(%23,9) ile laboratuvara gonderilmistir. Anaerob bakteri {iiremesi olan hasta
orneklerinin 4'i (%50) enjektor ile 41U de (%50) ekiivyonlu tasinma besiyeri ile
laboratuvara gelmistir. Anaerob tagima besiyeri (Hardy Diagnostic, ABD) ve burgu

kapakl steril tiip ile laboratuvara gelen 6rneklerde anaerob bakteri tiremesi olmamustir.
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Multiplex PCR paneli ile sirasiyla, enjektor (%50) ile gelen orneklerden, ekiivyonlu
tasima besiyeri (%20) ile gelen 6rneklerden ve anaerob tagima besiyeri-burgu kapakl

steril tiip (%15) ile gelen Orneklerden anaerob bakteri identifikasyonu yapilmigtir
(Grafik 4.2).

Grafik 4.2.  Anaerob bakterilerin kiiltiir ve multiplex PCR sonuglarmin érneklerin taginma
sekillerine gore dagilim

Burgu kapalkli steril tiip -
Anaerob tagima besiyeri -
Ekitvyonlu tasunabesiyeri . -
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Her iki v ontemle pozitif m Negatif

Anaerob kiiltiirii pozitif olan hasta 6rneklerindeki bakteriler, Gram boyama yontemiyle,
VITEK 2 / API 20A tanimlama sistemleriyle ve multiplex PCR yontemiyle
tanimlanmiglardir. Anaerob Kkiiltiirii pozitif olan 8 hasta 6rneginin 4 (%50)"lindeki
bakteriler VITEK 2 / API 20A tanimlama sistemleriyle tanimlanirken, tanimlanamayan
4 (%50) ornekteki bakteriler ise Gram boyama 6zelliklerine gore tanimlanarak sonug
verilmigtir. Multiplex PCR paneli ile ise 8 hasta 6rneginin 6 (%75)'sindaki bakteriler

tanimlanabilmisgtir.

Multiplex PCR paneli ile tanimlanan bakterilerin hasta 6rneklerine gore dagilimi Tablo
4.5'de gosterilmistir. Bu tabloda da goriildiigli lizere en ¢ok tanimlanan bakteriler
igerisinde ilk siray1 Prevotella spp. (%37,1) ve Fusobacterium spp. (%22,9) cinsleri
alirken bunlar1 Clostridium spp. (%14,3), Peptostreptococcus spp. (%11,4), Bacteroides
spp. (%8,6) ve Veillonella spp. (%5,7) cinsleri izlemistir. Actinomyces spp. cinsi ise

hi¢bir 6rnekte tanimlanamamustir.
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Tablo 4.5. Multiplex PCR paneli ile tanimlanan bakterilerin hasta 6rneklerine gére dagilimi

Plevra Vajinal
sivis1 ~ akinti

Prevotella spp. 8 1 1 2 1 13 (37,1)

Mikroorganizma Apse  Yara Periton Toplam (%)

Fusobacterium spp. 5 2 1 - - 8 (22,9)
Clostridium spp. 4 1 - - - 5(14,3)
Peptostreptococcus spp. 2 1 - 1 - 4(11,4)
Bacteroides spp. 2 - 1 - - 3(8,6)
Veillonella spp. 1 - 1 - - 2 (5,7)
Actinomyces spp. - - - - - -
Toplam 22 5 4 3 1 35
(%) (62,9) (14,3) (11,4 (8,6) (29

4.5. Geleneksel Mikrobiyolojik Yontemler ile Multiplex PCR Panelinin

Karsilastirilmasi

Multiplex PCR panelinin duyarlilik, 6zgiillik, pozitif ve negatif prediktif degerleri
hesaplanirken Gram boyama yontemi ve kiiltiir yontemi referans test olarak

kullanilmustir. Hesaplamalarda asagidaki formiiller kullanilmustir (Parikh ve ark., 2008).
e Duyarlilik = Gergek pozitif (GP) / (Yanhs Negatif (YN) + GP) x 100
e Ozgiilliik = Gergek Negatif (GN) / (Yanlis Pozitif (YP) + GN) x 100
e Pozitif Prediktif Deger = GP / (GP + YP) x 100
e Negatif Prediktif Deger = GN / (GN + YN) x 100

Referans test olarak Gram boyama yontemi baz alindiginda multiplex PCR panelinin
duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %100, %65, %30 ve
%100 olarak bulunmustur (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Gram boyama sonuglarina gére multiplex PCR panelinin degerlerinin hesaplanmasi.

Gram Boyama

Multiplex PCR Sonucu (Referans Test) Toplam
Pozitif Ornek Negatif Ornek
PCR Pozitif 6 (GP) 14 (YP) 20
PCR Negatif 0 (YN) 26 (GN) 26

Toplam 6 (GP+YN) 40 (YP+GN) 46
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Gram boyama ile multiplex PCR panelinin sonuglarinin karsilastirilmasi yapildiginda 8

ornegin 6's1 birbirini dogrularken, 24 ve 46 no'lu 6rneklerin Gram boyama sonuglari

aerob kiiltiir sonuglariyla benzer bulunmustur. Buna gore klinik 6rneklerden yapilan

Gram boyama sonuglar1 ile multiplex PCR panelinin sonuglar1 benzer bulunmustur

(Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Gram boyama sonuglari ile multiplex PCR panelinin sonug¢larinin karsilastirilmasi

S No Orpgk Gram Boyama Multiplex PCR Aerob Kiiltiir Sonug
Tipi Sonug¢ Sonug
Bacteroides spp.
Bol Gr (-) basil Fusobacterium spp. .

~ Apse Az Gr (+) basil Prevotella spp. Bacillus spp.
Veillonella spp.

12 Apse [Nadir Gr (-) basil Fusobaggiim spog -
Prevotella spp.
Prevotella spp.

14 Yara |Nadir Gr (+) kok  |Fusobacterium spp. -
Peptostreptococcus spp.

19 Apse |Bol Gr (+) kok Eeptostrept_ococcus spp. i

usobacterium spp.
S. agalactiae
24 Apse |Nadir Gr (+) kok - Enterococcus spp.
K. oxytoca
31 Apse |Bol Gr (-) basil Prevotella spp. -
. . Prevotella spp.
45 Apse |Nadir Gr (-) basil Fusobacterium spp. -
46 Apse |Nadir Gr (+) kok  [Clostridium spp. KNS

Referans test olarak anaerob kiiltiir sonuglart baz alindiginda multiplex PCR panelinin

duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %75, %63,2, %30 ve
%92,3 bulunmustur (Tablo 4.8).



83

Tablo 4.8. Anaerob kiiltiir sonuglarina gére multiplex PCR panelinin degerlerinin hesaplanmasi.

Kiiltiir Sonucu

Multiplex PCR Sonucu (Referans Test) Toplam
Pozitif Ornek Negatif Ornek
PCR Pozitif 6 (GP) 14 (YP) 20
PCR Negatif 2 (YN) 24 (GN) 26
Toplam 8 (GP+YN) 38 (YP+GN) 46

Anaerob kiiltiir sonuglar1 ile multiplex PCR panelinin sonuglarinin karsilastirilmasi
Tablo 4.12'de gosterilmistir. Tabloya gore 8 drnegin 5'1 birbiri ile uyumluyken, 7, 26 ve
36 no'lu oOrnekler uyumlu bulunmamistir. 26 no'lu  Ornekte tanimlanan
Propionibacterium acnes bakterisi multiplex PCR panelinde yer almagindan
tamimlanamamustir. 36 no'lu ornekteki Gram (+) kok morfolojisi multiplex PCR
panelindeki sonuglarla uyumlu ¢ikmamistir. 7 no'lu 6rnekteki Peptostreptococcus spp.
multiplex PCR panelinde yer almasina ragmen tanimlanamamistir. Bu sonuglara gore
anaerob kiiltiir sonuglar1 ile multiplex PCR paneli sonuglart %62,5 oraninda uyumlu

bulunmustur.

7 ve 36 no'lu orneklerin fenotipik sonuclarmin multiplex PCR panelinin sonucu ile
uyumlu olmamasimin nedenini arastirmak icin farkli bir Gram pozitif anaerob kok
(GPAK) olan ATCC 33270 Parvimonas micra'min kiltiiri yapilarak API 20A ve
VITEK 2 cihaziyla fenotipik olarak, multiplex PCR paneliyle ise molekiiler olarak
tanimlama islemine alinmistir. VITEK 2 bu kiiltiirii %92 olasilikla Peptostreptococcus
anaerobius olarak (Sekil 4.15), API 20A ise Peptococcus niger olarak sonuglandirirken
(Sekil 4.16), multiplex PCR paneli ile yapilan ¢alisilmada ise her hangi bir PCR bandi
goriilmemistir. Bu sonu¢ API 20A'nin ve VITEK 2 tanimlama sistemlerinin GPAK'lar1
tam olarak tanimlayamadiklarini ve dolayisiyla 7 no'lu Ornekteki bakterinin
Peptostreptococcus spp. olma ihtimalinin diisiik oldugunu, 36 no'lu 6rnekteki bakterinin
ise Peptostreptococcus spp.'den farkli bir GPAK olma ihtimalinin yiiksek oldugunu
gostermistir.

Ayrica bu sonug birbirine ¢ok yakin olan Parvimonas ve Peptostreptococcus cinslerini
birbirinden ayirdigi  icin  projede  gelistirilen multiplex PCR  panelinin

Peptostreptococcus cinsine kars1 6zgiilliigiiniin yiiksek oldugunu gostermistir.
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Tablo 4.9. Anaerob kiiltiir sonuglari ile multiplex PCR panelinin sonug¢larinin karsilastiriimasi

No Ornek Tipi Anaerob Kiiltiir Multiplex PCR
Sonug¢ Sonug¢

7 | Apse Peptostreptococcus spp. -
Prevotella spp.

14 |Yara Gr (+) kok Fusobacterium spp.
Peptostreptococcus spp.

19 | Apse Gr (-) basil Peptostreptococcus spp.
Fusobacterium spp.

26 | Apse Propionibacterium acnes -

29 | Vajinal Akint1 | Prevotella spp. Prevotella spp.
Peptostreptococcus spp.

31 | Apse Prevotella spp. Prevotella spp.

. Gr (-) basil

33 | Vajinal Akmti Gr (+) kok Prevotella spp.
Fusobacterium spp.

36 | Apse Gr (+) kok Prevotella spp.

Bacteroides spp.
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5. TARTISMA VE SONUC

Insan viicudunun neredeyse tiim yiizeyleri normal flora olarak adlandirilan
mikroorganizmalar tarafindan kolonize edilmistir. Anaerob bakteriler iist solunum
yollari, gastrointestinal ve iirogenital sistem mikrobiyotasinin 6nemli bir kismini
olustururlar. Normal sartlar altinda konaga yararli olan bu mikroorganizmalar, konak
savunmasinin bozulmasi gibi uygun sartlarin olusmasi durumunda ciddi enfeksiyonlara

neden olabilirler (Hentges, 1993; Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011; Brook, 2017).

Anaeroblar viicudun hemen hemen her organinda veya dokusunda enfeksiyoz
stireclerde tek baglarina ya da aerob bakterilerle birlikte yer alabilirler. Anaeroblar cogu
klinik ornekten izole edilebilir ancak anaeroblarin Orneklerden izolasyonu zordur ve
cogunlukla gozden kacarlar (Fader, 2019). Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi igin
klinik 6rneklerden anaeroblarin tanimlanmasi 6nem arz etmektedir. Klinik 6rneklerden
en sik izole edilen anaeroblar; Bacteroides fragilis grubu, Fusobacterium tiirleri,
pigmentli Gram-negatif ¢omaklar (Prevotella ve Porphyromonas), anaerob Gram
pozitif koklar (genellikle Peptostreptococcus) ve Clostridium tiirleridir (Brook, 1988;

Kiilek¢i ve Topcuoglu, 2011).

Ozel iireme gereksinimleri olan bu bakterilerin klinik 6rneklerden izolasyonu ve
tanimlanmalar1 oldukca giic ve zaman alict olsa da kiiltlir altin standarttir. Klinik
orneklerden izole edilen anaerob bakteriler, Diinya genelinde agirlikli olarak kiiltiire
dayali konvansiyonel yontemler ve ticari biyokimyasal tanimlama sistemleri ile
tanimlanmaya calisilmaktadir. Bu yotemlerle yapilan ¢aligsmalarda klinik 6rneklerden en

¢ok Gram negatif anaeroblarin izole edildigi goriilmektedir.

Marchand-Austin ve ark. (2014) Kanada'da geleneksel biyokimyasal yontemler
kullanarak 2527 anaerobik bakteri izole etmislerdir. Calismada en sik izole edilen
bakteri cinsleri sirasiyla Bacteroides spp. (%16,5), Actinomyces spp. (%14,9),
Clostridium spp. (%14,1) ve Propionibacterium spp. (%10,2) olurken diger bakteriler
Fusobacterium spp. (%5,9), Prevotella spp. (%4), Veillonella spp. (%1,1) ve
Peptostreptococcus spp. (%0,3) olmustur.
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Glupczynski ve ark. (2009) Belgika'da konvansiyonel yontemler ve Rapid IDTM ANA
II panel (Remel Europe, Dartford, UK) kiti ile ¢esitli 6rneklerden 333 anaerob bakteri
izole etmislerdir. Calismada en sik izole edilen bakteri cinsleri sirasiyla Bacteroides
spp. (%42) ve Prevotella spp. (%24) olurken Fusobacterium spp. (%7), Clostridium
spp. (%6), Peptostreptococcus spp. (%4,8), Actinomyces spp. (%0,6) ve Veillonella spp.

(%0,3) cinsleri de izole edilmistir.

Kuveyt genelinde yapilan bir ¢alismada ¢esitli 6rneklerden konvansiyonel yontemler,
Api 20A (bioMérieux) ve gaz-likid kromotografi (Gas chromatography, Chrompak,
CPO001) yontemleri kullanilarak 2557 anaerob bakteri izolat1 tanimlanmistir. Calismada
tanimlanan cinsler; Bacteroides spp. (%53,3), Prevotella spp. (%20,8),
Peptostreptococcus spp. (%19,4), Fusobacterium spp. (%2,9) ve Clostridium spp. (%1)
olmustur (Jamal ve ark., 2010).

Sheikh ve ark. (2015) Pakistan'da konvansiyonel yontemler ve Api 20A (bioMéricux)
kiti kullanarak ¢esitli 6rneklerden 121 anaerob bakteri izole etmislerdir. Calismada izole
edilen bakteri cinsleri sirasiyla Bacteroides spp. (%55,4), Clostridium spp. (%26,4),
Peptostreptococcus spp. (%11,6), Prevotella spp. (%5) ve Fusobacterium spp. (%0,8)

olmustur.

Yeni Zelanda'da yapilan bir ¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerden 384 anaerob bakteri
izole edilmistir. Calismada Bacteroides spp. (%30,2), Clostridium spp. (%14,3),
Prevotella spp. (%12,4), Fusobacterium spp. (%12,9), Peptostreptococcus spp. (%5,5)
ve Veillonella spp. (%2,5) izole edildigi bildirilmistir (Roberts ve ark., 2006).

Aldridge ve ark. (2001) Amerika'da dort farkli merkezde izole edilen 556 anaerob
bakteriyi konvansiyonel yontemler ve gaz-likid kromotografi yontemleri kullanarak
tanimlamiglardir. Calismada tanimlanan Dbakteriler; Bacteroides spp. (%72,1),
Prevotella spp. (%11,7), Fusobacterium spp. (%4), Porphyromonas spp. (%3,4) ve

Peptostreptococcus anaerobius (%]1,1) olmustur.

Giliney Kore'de yapilan bir ¢alismada Api Rapid ID 32A ve VITEK 2 (bioM¢érieux)
tanimlama sistemlerini kullanarak ¢esitli klinik 6rneklerden 274 anaerobik bakteri izole
edilmistir. Calismada, Bacteroides spp. (%52,6), Clostridium spp. (%11,7), Prevotella
spp. (%5,5), Veillonella spp. (%4,4), Actinomyces spp. (%0,7) ve Peptostreptococcus
spp. (%0,4) saptanmustir (Lee ve ark., 2015).
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Kierzkowska ve ark. (2014) organ nakli olan hastalardan alinan 87 klinik Grnekten
toplam 104 anaerob bakteri susu izole etmislerdir. Konvansiyonel biyokimyasal testler
ve Api 20A (bioMérieux) kiti kullanilarak tanimlanan bakteri cinslerinin oranlari;
Peptostreptococcus spp. (%39,4), Bacteroides spp. (%20,2), Prevotella spp. (%7,6),
Veillonella spp. (%3,8), Fusobacterium spp. (%2,9), Actinomyces spp. (%2,9) ve
Clostridium spp. (%1) seklinde bulunmustur.

Kosta Rika'da yapilan on yillik bir ¢alismada cesitli klinik 6rneklerden toplanan 1010
anaerob bakteri susu Rapid ID 32A ve Api 20A (bioMérieux) tanimlama Kkitleri ile
tiplendirilmistir. Calismada izole dilen bakteriler, Bacteroides spp. (%25,5),
Clostridium spp. (%9,5), Propionibacterium spp. (%9,1), Prevotella spp. (%4,3),
Peptostreptococcus spp. (%3,9), Veillonella spp. (%3,4), Fusobacterium spp. (%3,3) ve
Actinomyces spp. (%2,5) olmustur (Rodriguez-Cavallini ve ark., 2011).

Tirkiye'de yapilan ¢alismalarda, Koru ve Ozyurt (2008) 322 klinik Ornekten
konvansiyonel yontemler ve Api 20A (bioMérieux) kiti kullanarak 60 anaerob bakteri
izole etmislerdir. Calismada, Bacteroides spp. (%48,3), Prevotella spp. (%10),
Fusobacterium spp. (%8,3), Peptostreptococcus spp. (%5), Clostridium spp. (%3,3),
Veillonella spp. (%1,7) ve Actinomyces spp. (%]1,7) saptanmistir. Sengoz ve ark. (2005)
yedi yil boyunca ¢esitli klinik 6rneklerden (n:1503) topladiklar1 127 anaerobik bakteriyi
konvansiyonel biyokimyasal testler ve Api Rapid ID32A (bioMérieux) kiti ile
tanimlamiglardir. Calismada izole edilen bakteriler, Bacteroides spp. (%47,2),
Peptostreptococcus spp. (%29,1), Clostridium spp. (%4,7), Prevotella spp. (%3,2),
Actinomyces spp. (%3,2), Veillonella spp. (%1,6) ve Fusobacterium spp. (%0,8)
seklinde olmustur. Uysal ve ark. (2014) yedi yillik arastirmalarinda 543 klinik drnekten
izole ettikleri 134 anaerob bakteriyi BBL Crystal System (BectonDickinson, USA)
kitini kullanarak tiplendirmislerdir. Caligmada en fazla iireyen bakteri cinslerinin
Bacteroides spp. (%29,9), Peptostreptococcus spp. (%23,1) ve Propionibacterium spp.
(%20,2) oldugunu bildirmisledir.

Anaerob bakterilerin tanimlanmasinda konvansiyonel sistemlerin yani1 sira gelisen
veritabaniyla birlikte MALDI-TOF MS tanimlama sistemlerinin de kullanimi giin
gectikce artmaya baslamistir. MALDI-TOF MS tanimlama sistemleri ile yapilan
calismalarda da klinik 6rneklerden en ¢ok Gram negatif anaeroblarin tanimlandigi

goriilmektedir.
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Veloo ve van Winkelhoff (2015) MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik) yOntemini
kullanarak klinik &rneklerden 799 anaerob bakteri tanimlamuslardir. Ug yillik calismada
izole edilen bakteri cinsleri sirasiyla; Bacteroides spp. (%35,4), GPAK (%31,2),
Prevotella spp. (%15,4), Clostridium spp. (%7,8), Fusobacterium spp. (%4,9) ve
Veillonella spp. (%2,4) olmustur.

Wybo ve ark. (2014) Belgika'da yaptiklar1 ¢ok merkezli bir arastirmada MALDI-TOF
MS (Microflex LT, Bruker Daltonik) yontemini kullanarak cesitli 6rneklerden 403
anaerob bakteri tamimlamislardir. En sik izole edilen bakteriler; Bacteroides spp.
(%42,4), Prevotella spp. (%11,2) ve Clostridium spp. (%9,4) olurken bunlar
Fusobacterium spp. (%5,2), Peptostreptococcus spp. (%3,5), Veillonella spp. (%2) ve
Actinomyces spp. (%]1) takip etmistir.

Barreau ve ark. (2013) Fransa'da MALDI-TOF MS (Microflex LT, Bruker Daltonik)
yontemini kullanarak ¢esitli 6rneklerden 1325 anaerob bakteri tanimlamislardir. En sik
izole edilen bakteriler; Propionibacterium spp. (%28,6) ve Bacteroides spp. (%22,8)
olurken Fusobacterium spp. (%6,6), Prevotella spp. (%6,1), Clostridium spp. (%3,3),
Veillonella spp. (%2,2) ve Peptostreptococcus spp. (%0,7) cinsleri de tanimlanmustir.

Veloo ve ark. (2018) Avrupa'da yaptiklar1 ¢ok merkezli bir arastirmada MALDI-TOF
MS (Biotyper, Bruker Daltonik) yontemini kullanarak ¢esitli 6rneklerden 6309 anaerob
bakteri tanimlamiglardir. Calismada, Bacteroides spp. (%14,8), Prevotella spp. (%9,2),
Actinomyces spp. (%4,9), Fusobacterium spp. (%4,8), Veillonella spp. (%3,8),

Clostridium spp. (%3,6) ve Peptostreptococcus spp. (%2,1) cinslerini saptamiglardir.

Jeverica ve ark. (2017) Slovenya'da MALDI-TOF MS (Microflex LT, Bruker Daltonik)
yontemini kullanarak g¢esitli 6rneklerden 2673 anaerob bakteri tanimlamislardir. En sik
izole ettikleri bakteriler; Bacteroides spp. (%31) ve Prevotella spp. (%14) olurken
digerleri Fusobacterium spp. (%7), Clostridium spp. (%7), Actinomyces spp. (%4),
Veillonella spp. (%3) ve Peptostreptococcus spp. (%2) olmustur.

Molekiiler yontemler, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin kiiltiir temelli yontemlere
bagimliligini azaltmistir. Birgok 6rnekte anaerobik etken, kiiltiir ile izole edilememesine
ragmen, molekiiler yontemlerle tespit edilebilir ve tanimlanabilir. Diger yontemlere
gore daha hizli, giivenli, duyarli ve 6zgiil olmasi nedeniyle molekiiler yontemlerin

laboratuvarlardaki kullanim1 giin gectikge artmaktadir. Molekiiler yontemlerle yapilan
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caligmalarda incelendiginde diger yontemlere benzer olarak klinik 6rneklerden en ¢ok

Gram negatif anaeroblarin tanimlandig1 goriilmektedir.

Coltella ve ark. (2013) Italya'da bir ¢ocuk hastanesinde 16S rRNA sekans analizi
(MicroSeq, Applied Biosystems) ile 318 cocuktan alinan klinik 6rnekten 484 anaerob
bakteri tanimlamislardir. Calismada tiir bazinda en ¢ok C. difficile (%70) tanimlanirken
klinik 6rneklerden tanimlanan cinsler, Bacteroides spp. (%7,4), Clostridium spp. (C.
difficile hari¢) (%7), Propionibacterium spp. (%4,3), Prevotella spp. (%3,5),
Fusobacterium spp. (%1,7), Peptostreptococcus spp. (%1,4), Veillonella spp. (%1,4) ve
Actinomyces spp. (%0,5) olmustur.

Simmon ve ark. (2008) Amerika'da kiiltiirden izole edilen 316 anaerobik bakteriyi
geriye doniik olarak 16S rRNA sekans analizi yontemi ile tanimlamiglardir. Tanimlanan
bakteri cinsleri ve oranlari, Bacteroides spp. (%40,8), Clostridium spp. (%30,7),
Fusobacterium spp. (%4,7), Prevotella spp. (%3,5) ve Veillonella spp. (%1,3) seklinde

sonuglanmuistir.

Yunoki ve ark. (2017) Japonya'da yaptiklari ¢ok merkezli bir aragtirmada 16S rRNA
sekans analizi metodunu kullanarak ¢esitli Orneklerden 526 anaerob bakteri
tanimlamiglardir. Caligmada en yaygin izole edilen cins Bacteroides spp. (%40) olurken
diger tanimlanan cinsler Prevotella spp. (%8,3), Clostridium spp. (%7,7), Peptoniphilus
spp. (%7,7), Finegoldia spp. (%4,1), Fusobacterium spp. (%2,3), Peptostreptococcus
spp. (%2,1) ve Veillonella spp. (%1,2) olmustur.

Ng ve ark. (2008) diyabetik ayak enfeksiyonlarinda, Api 20A (bioMérieux) kiti ve 16S
rRNA sekans analizi metodu kullanarak 102 anaerobik bakteri tiplendirmislerdir.
Calismada en sik tiplendirilen bakteriler Peptostreptococcus spp. (%47), Bacteroides
spp. (%19) ve Prevotella spp. (%17) olurken diger tanimlanan cinsler Veillonella spp.
(%4), Clostridium spp. (%2) ve Fusobacterium spp. (%2) olmustur.

Percin ve Ekincioglu (2012) 136 6rnekten 74 anaerob bakteriyi multiplex PCR (FC
Biotek, Tiirkiye) kiti ile tanimlamislardir. Calismada en ¢ok Bacteroides spp. (%17,6),
Fusobacterium spp. (%14,9) ve Prevotella spp. (%5,3) cinslerini tiplendirdiklerini

bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda, gelistirilen multiplex PCR paneliyle 46 6rnegin 20'sinden (%43,5)

35 anaerob bakteri cins diizeyinde tanimlanmistir. Bunlarin %74,3"inii Gram negatif
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anaeroblar, %25,7'sini Gram pozitif bakteriler olusturmustur. En sik izole edilen Gram
negatif anaeroblar Prevotella spp. (%37,1) ve Fusobacterium spp. (%22,9) olurken
bunlar1 sirasiyla Bacteroides spp. (%8,6) ve Veillonella spp. (%5,7) izlemistir. Gram
pozitif anaeroblardan ise Clostridium spp. (%14,3) ve Peptostreptococcus spp. (%11,4)
saptanmustir. Multiplex PCR panelinde yer almasina ragmen Actinomyces spp. higbir
ornekten izole edilememistir. Yukaridaki cofu calismaya benzer olarak bizim
calismamizda da multiplex PCR ile en sik olarak Gram negatif anaerob basiller (%68,6)
tanimlanirken bunu sirasiyla Gram pozitif anaerob basiller (%14,3), Gram pozitif
anaerob koklar (%11,4) ve Gram negatif anaerob koklar (%5,7) izlemistir. Bununla
birlikte Bacteroides spp. benzer calismalara gore ¢ok daha diisiik bir oranda

gozlenmistir.

Calismamizda 46 Ornegin 8'inde (%17,4) anaerob iireme olmus ve bunlardan
konvansiyonel yontemler ile 9 anaerob bakteri izole edilmistir. VITEK 2 (bioMérieux)
ile tanimlanan 4 izolatin 30 cins diizeyinde, 1'1 tiir diizeyinde tiplendirilmistir. Geri
kalan 5 izolat ise Gram boyanma Ozelliklerine gore tanimlanmustir. VITEK 2'min
tanimladig1 izolatlar Prevotella spp. (n:2), Peptostreptococcus spp. (n:1) ve
Propionibacterium acnes (n:1) olmustur. Genel itibariyle izolatlar1 Gram boyama
ozelliklerine gore degerlendirdigimizde 9 izolatin %44,4'iinii Gram pozitif anaerob
koklar, %44,4'tinli Gram negatif anaerob basiller ve %11,2'ini ise Gram pozitif anaerob

basiller olusturmustur.

Anaeroblarin izole edilmeleri zahmetli oldugu gibi ¢ogu zaman da identifikasyonlari
yapilamamaktadir. Uygun tedavinin zamaninda uygulanamamasi klinik basarisizliklara
neden olabilmektedir. Anaerob bakterilerin izolasyonu ig¢in, Orneklerin alinmasi,
taginmasi ve ekim yontemlerinin uygun sekilde yapilmasi 6nemlidir (Brook, 2016).
Orneklerin tasinmasina 6zen gosterildiginde hemen hemen her enfeksiyon bolgesinden
anaeroblar izole edilebilir. Bununla birlikte, anaerobik organizmalar en sik apse

bosluklarinda veya nekrotik dokularda bulunurlar (Zaleznik ve Kasper, 1989).

Glupczynski ve ark. (2009) 333 anaerob izolati en ¢ok karin bolgesinden (%19,2),
yara/irinden (%18,6) ve apseden (%17,1) izole etmislerdir. Fransa'da yapilan bir
calismada MALDI-TOF MS yontemi kullanarak izole edilen 1325 anaerobik izolati en
cok kan kiiltiirii (%27,3), doku biyopsisi (%24,1), apse ve viicut sivisit (%21,7)
orneklerinden izole etmislerdir (Barreau ve ark., 2013). Shore ve ark. (1999) yedi yillik
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arastirmalarinda izole ettikleri 357 anaerob izolatin ¢ogunu kan (%39,2), apse (%22,4)
ve yumusak doku (%13,4) orneklerinden elde etmislerdir. Wybo ve ark. (2014)
MALDI-TOF MS yontemi kullanarak izole ettikleri 403 anaerobik izolatin gogunlugunu
karin bolgesi (%38), yara/irin (%16), apse (%15) ve kan (%10) orneklerinden izole
etmislerdir. Shenoy ve ark. (2017) bes yillik arastirmalarinda anaerob kiiltiiri yapilan
2227 ornegin %12,5'inden (n:278) 336 anaerob bakteri (ort. 1,2 izolat/6rnek) izole
etmiglerdir. Suslar1 agirlikli olarak apse (%23,9), diyabetik ayak (%20) ve nekrotizan
fasiit (%15,6) orneklerinden elde etmislerdir. Rodriguez-Cavallini ve ark. (2011)
anaerob kiiltiiri yapilan 1061 6rnegin %48,8'inden (n:518) 1010 anaerob bakteri (ort.
1,9 izolat/drnek) izole etmislerdir. Suslar1 cogunlukla intraabdominal (%28,1),
genitoiiriner sistem (%21,4), deri-yumusak doku-kemik (%21,1) ve apse (%18,8)

orneklerinden izole etmislerdir.

Ispanya'da yapilan bazi1 ¢alismalarda, Barba ve ark. (2014) MALDI-TOF MS y6ntemini
kullanarak izole ettikleri 135 anaerob bakterinin en ¢ok kan kiiltiirii (%64,4) ve apse
(%26,7) orneklerinden tirediklerini bildirmislerdir. Rodriguez-Sanchez ve ark. (2016)
201 klinik ornekten tanimladiklar1 295 anaerob (ort. 1,5 izolat/6rnek) izolati, en ¢ok
apse (%27,9), yumusak doku (%20,9) ve yara (%14,9) orneklerinden izole etmislerdir.
Farkli bir ¢caligmada Cobo ve ark. (2019) MALDI-TOF MS yontemi kullanarak 243
ornekten 276 anaerobik bakteri (ort. 1,1 izolat/6rnek) izole etmigler ve bu izolatlarin
¢ogunlugunu abdominal apselerden (%32), disk1 6rneklerinden (C. difficile) (%18,1),
cilt ve yumusak dokulardan (%17,6) ve iirogenital bolgelerden (%10,6) izole ettiklerini
bildirmislerdir.

Tiirkiye'de yapilan bazi ¢alismalarda, Durmaz ve Tastekin (1997) anaerob isleme alinan
91 6rnegin %44'den (n:40) 65 anaerob bakteri (ort. 1,6 izolat/d6rnek) izole etmislerdir.
Izolatlarm c¢ogunu apse (%38,5), intraabdominal (%20) ve eklem sivist (%15,4)
orneklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir. Ercis ve ark. (2005) 367 klinik 6rnegin
%28'inden (n:103) 217 anaerob bakteri (ort. 2,1 izolat/drnek) saptamislardir. Izolatlar:
en c¢cok piy (%47), apse (%24,4) ve doku (%10,6) orneklerinden izole ettiklerini
bildirmislerdir. Bozkurt ve ark. (2004) 238 6rnegin %28,2'sinden (n:67) 39 anaerob
bakteri (ort. 1,7) izole etmislerdir. Izolatlar1 en ¢ok kan (%28), endometrium (%20,5) ve
yara (%12,8) orneklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir. Dogan ve Baysal (2010)

anaerob igleme aliman 100 klinik 6rnegin %14'tinden 22 anaerob bakteri (ort. 1,6
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izolat/6rnek) izole etmislerdir. Anaerob bakterileri apse (%57) ve periton mayi (%42)
orneklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir. Uysal ve ark. (2014) anaerob isleme
alman 543 Ornegin %24,6'sindan 134 anaerob bakteri izole etmislerdir. Izolatlarin

cogunu apse (%44,8) ve yara (%22,4) 6rneklerinden izole ettiklerini bildirmislerdir.

Bizim calismamizda anaerob kiiltiir islemine alinan 46 klinik 6rnegin %17,4'tinde 9
anaerob bakteri iiremistir. Ureme olan her bir drnekten konvansiyonel ydntemlerle
ortalama 1,1 bakteri tanimlanmigtir. Anaerob lireme en ¢ok apse (%62,5) 6rneklerinde
olmustur. Klinik drnekler, gelistirlen multiplex PCR paneli ile analiz edildiginde ise 46
ornegin %43,5'inden 35 anaerob bakteri tanimlanmistir. Multiplex PCR ile anaerob
bakteri tanimlanan her bir 6rnekten ortalama 1,8 bakteri tantmlanmistir. Multiplex PCR
ile anaeroblar en c¢ok apse (%62,9) ve yara (%14,3) Orneklerinden tanimlanmustir.
Konuyla ilgili yapilan ¢aligmalar incelendiginde genel olarak anaeroblar en sik apse ve
yara Orneklerinden izole edildigi gorilmektedir, bizim caligmamizdaki veriler hem
iilkemizdeki hem de yurt disindaki c¢alismalarla benzer bulunmustur. Ayrica bu
sonuglara gére multiplex PCR ile anaerob bakteri saptanan drnek sayis1 konvansiyonel
yontemlere gore 2,5 kat daha fazla olmus, tanimlanan anaerob bakteri sayisi1 ise 3,9 kat

daha fazla olmustur.

Anaerob kiiltiiriin basarisini, Orneklerin alindigr yer ve alinma sekli, laboratuvara
taginma sekli ve laboratuvardaki identifikasyon asamalar1 etkilemektedir. Calismamizda
46 Ornegin %56,5'1 enjektor, %23,9'u ekiivyonlu tasima besiyeri, %10,9'u anaerob
tasima besiyeri ve %38,7'si steril tlip ile laboratuvara ulastirilmistir. Kiiltiiriinde tireme
olan 8 Ornegin 4'i enjektor (%50), 41 de ekiivyonlu tasima besiyeri (%50) ile
laboratuvara ulasmistir. Diger tasima sistemleri ile gelen 6rneklerde {ireme olmamasi
dikkat ¢ekicidir. Anaerob Orneklerin laboratuvara tasinmasinda kullanilmasi ig¢in bazi
kliniklere hazir anaerob tasima besiyeri dagitilmasina ragmen ¢aligsma siiresince isleme
aldigimiz sadece 5 6rnek bu tasima sistemiyle laboratuvara gelmistir. Anaerob tasima
besiyeri ile yeterince ornek gelmedigi i¢in bu tagima seklinin iireme iizerine etkisi

yeterince aragtirilamamuistir.

Multiplex PCR ile pozitif bulunan 20 6rnegin %50'si enjektor, %20'si ekiivyonlu tasima
besiyeri, %151 anaerob tasima besiyeri-burgu kapakli steril tiip ile laboratuvara
ulagmistir. Caligmamizda anaerob Orneklerin kiiltiirdeki iireme oraninin diisiik ¢ikmasi

ve multiplex PCR ile iireme olmayan 6rneklerde de anaerob bakteri saptanmis olmasi
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bize anaerob kiiltlir asamalarinin  tekrar gézden gecirilmesi  gerektigini

diistindiirmektedir.

Anaeroblar genellikle anaerob ve fakiiltatif anaerob bakterilerin birlikte katildiklar
mikst enfeksiyonlara neden olurlar, ancak tek basina etken olduklari enfeksiyonlarda
vardir (Tungkanat, 2008a; Cohen-Poradosu ve Kasper, 2015; Brook, 2017; Fader,
2019).

Sheikh ve ark. (2015) anaerob kiiltiir islemine alinan 121 O6rnegin %60'inda
monomikrobiyal, %40'inda ise polimikrobiyal ilireme oldugunu ve polimikrobiyal
enfeksiyonlarda anaeroblara en ¢ok eslik eden aeroblarin E. coli (%7,5) ve
Streptococcus milleri (%7,2) oldugunu bildirmislerdir. Tan ve ark. (2017) isleme alinan
anaerob kan kiiltiiri orneklerinin  %57'sinde  polimikrobiyal, %43'liinde ise
monomikrobiyal tireme oldugunu, polimikrobiyal bakteriyemilere en c¢ok eslik eden
aerob bakterilerin, Enterobacteriaceae (%29) iiyeleri, koagiilaz negatif stafilokoklar
(%11), Enterococcus tiirleri (%7) ve Anginosus grubu streptokoklar (%7) oldugunu
bildirmislerdir. Ispanya'da yapilan bir calismada 711 anaerobik bakteriyemi vakasmin
%65,5'iInde  monomikrobiyal ve %34,5'inde ise polimikrobiyal {ireme oldugu,
polimikrobiyal iiremede anaeroblara eslik eden mikroorganizmalarin, Gram negatif
aerobik bakteriler (%42,4), Gram pozitif aerobik bakteriler (%22,7) ve Candida spp.
(%2) oldugu rapor edilmistir (Vena ve ark., 2015). Shenoy ve ark. (2017) 278 6rnegin
%47,1'inde polimikrobiyal anaerob-aerob, 9%10,1'inde polimikrobiyal anaerob ve
%42,8'inde ise monomikrobiyal anaerob bakteri iiremesi oldugunu ve polimikrobiyal
tiremelerde anaeroblara en ¢ok eslik eden aeroblarin E. coli (%32,8) ve Klebsiella
pneumoniae (%23,7) oldugunu bildirmislerdir. Ayrica B. fragilis grubu bakterilerin
(%35,9) aerobik bakteriyel patojenlerle birlikte polimikrobiyal enfeksiyonlarda bulunan
en yaygin anaerobik bakteri oldugunu rapor etmislerdir. Cobo ve ark. (2019) C. difficile
suglarini goz ardi ettiklerinde enfeksiyonlarin %53,7'inin polimikrobiyal anaerob-aerob
ve %7'sinin ise polimikrobiyal anaerob enfeksiyon seklinde sonuglandigini
bildirmislerdir. Ngo ve ark. (2013) Kanada'da 904 klinik &rnegin %74,1'inde
monomikrobiyal anaerob, %22,5'inde polimikrobiyal anaerob-aerob ve %3,3'linde
polimikrobiyal anaerob bakteri liremesi oldugunu ve polimikrobiyal enfeksiyonlarda

anaeroblara en c¢ok eslik eden aeroblarin Enterobacteriaceae (%43) iiyelerinin,
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streptokoklarin  (%15), enterokoklarin (%12) ve stafilokoklarin (%8) oldugunu
bildirmislerdir.

Tiirkiye'de yapilan bazi ¢aligmalarda, Ercis ve ark. (2005) anaerob kiiltiirii yapilan 367
ornegin %7,6'sinda monomikrobiyal anaerob, %20,5’inde polimikrobiyal anaerob-aerob
tireme oldugunu saptamislardir. Uysal ve ark. (2014) anaerob kiiltiirii yapilan 543
ornegin %11,1'inde monomikrobiyal anaerob, %13,5'inde polimikrobiyal anaerob-aerob
tireme oldugunu bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada Kiremitgi ve ark. (2008) anaerob
kiltirti yapilan 243 6rnegin %S5,8'inde sadece anaerob, %7,8'inde ise anaerob-aerob

bakteri tiredigini bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda anaerob kiiltiirii yapilan 46 6rnegin 6'sinda (%13) monomikrobiyal
anaerob, 1'inde (%2,2) polimikrobiyal anaerob-aerob ve l'inde de (%2,2)
polimikrobiyal anaerob iireme olmustur. Multiplex PCR paneli ile yaptigimiz
analizlerde 46 6rnegin 11'inde (%23,9) monomikrobiyal anaerob, 9'unda (%19,6) ise
polimikrobiyal anaerob bakteri tespit edilmistir. Multiplex PCR paneli ile tespit
ettigimiz bakterileri, aerob kiiltiir sonuglari ile birlikte degerlendirdigimizde 46 6rnegin
8'inde (%17,4) monomikrobiyal anaerob, 8'inde (%17,4) polimikrobiyal anaerob ve
4'tinde (%38,7) ise polimikrobiyal anaerob-aerob bakteri tespit edilmistir. Polimikrobiyal
enfeksiyonlarda anaeroblara eslik eden aeroblarin E. coli (n:1, %Z20), Morganella
morganii (n:1, %20), Bacillus spp. (n:1, %20), Enterococcus spp. (n:1, %20) ve KNS
(n:1, %20) oldugu bulunmustur.

Yapilan c¢aligmalar incelendiginde anaerob bakterileri en hassas ve dogru olarak
molekiiler yontemlerin tespit ettigi goriilmektedir. Molekiiler yontemleri sirasiyla
MALDI-TOF MS yontemi ve ticari biyokimyasal yontemler izlemektedir. Molekiiler
yontemlerin diger yontemlere gore canli mikroorganizmaya gereksinim duymamasi,
daha hizli sonug vermesi, yiiksek duyarliliga ve 6zgiilliige sahip olmasi bu yontemlerin

tercih edilmesine neden olmaktadir (Aksu, 2011; Goniilli, 2015; Emery ve ark., 2016).

Fedorko ve ark. (2012) NIH (Nationals Institutes of Health) klinik merkezinde hasta
orneklerinden izole edilmis 152 anaerobik izolati 16S rDNA sekans analizi (MicroSeq,
Applied Biosystems) ile tanimlamiglar ve ayni izolatlar1t MALDI-TOF MS (Microflex
LT, Bruker Daltonik) ile test etmislerdir. Elde edilen sonuglara gére MALDI-TOF MS
tarafindan 152 anaerob izolatin %86's1 tiir diizeyinde, %89'u ise cins diizeyinde dogru

olarak tanimlandig1 rapor edilmistir.
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Amerika'da yapilan ¢ok merkezli bir calismada VITEK MS (bioMérieux) sonuglari, 16S
rRNA sekans analizi (MicroSeq, Applied Biosystems) sonuglarina gore
degerlendirilmistir. Calismada 11 cins ve 26 ayri tiirli iceren 651 anaerobik izolat analiz
edilmistir. Sonuglara gore VITEK MS sistemi tarafindan 651 izolatin %91,2'si tiir
diizeyinde, %92,5'nin cins diizeyinde dogru olarak tanimladigi, %7,5'nin ise tespit

edilemedigi rapor edilmistir (Garner ve ark., 2014).

Handal ve ark. (2015). Norve¢'te kan kiltiirlerinden izole edilen 197 anaerobik izolati
MALDI-TOF MS (Biotyper, Bruker Daltonik) ve 16S rRNA sekans analizi (MicroSEC,
Life Technologies) ile tanimlamislar ve elde edilen sonuglar1 karsilastirmiglardir. 16S
rRNA sekans analizine gore MALDI-TOF MS'in, 197 anaerobik izolatin %94,9'unu

cins seviyesinde, %86,8'ini tiir seviyesinde tanimladig1 bildirilmistir.

Lee ve ark. (2015) cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 274 anaerobik izolatin 16S
rRNA sekans analizi sonucuna gore ayni izolatlarin VITEK MS (bioM¢érieux) ve Api
Rapid ID 32A / VITEK 2 (bioMérieux) sonuglar1 karsilastirmiglardir. VITEK MS,
veritabaninda bulunmayan 25 izolati tiir seviyesinde tespit edemediginden, sonuglari
veritabaninda bulunan 249 izolata gore degerlendirmislerdir. Sonuglara gére VITEK
MS'in, 249 izolatin %83,9'unu tiir seviyesinde, %91,2'sini cins seviyesinde tanimladigi,
%8,8 izolat1 ise tanimlayamadig1 bildirilmistir. Api Rapid ID 32A / VITEK 2 ticari
biyokimyasal tanimlama sistemlerinin tanimlayamadigi 38 izolatin 14'lini VITEK
MS'in tanimladigimi ve bu sonucglara gore de VITEK MS'in ticari biyokimyasal

sistemlerden daha iyi performans gosterdigi rapor edilmistir.

Ispanya'da yapilan bir calismada 295 anaerobik izolat, MALDI-TOF MS (Microflex
LT, Bruker Daltonik) ve Rapid ID 32A (bioM¢érieux) sistemleri tarafindan analiz
edilmis ve her iki yOnteminin sonuglari, 16S rRNA sekans analizi yonteminin
sonucglariyla karsilastirilmistir.  Calismanin  sonuglarina gére MALDI-TOF MS,
izolatlarin %85,5"ini tiir seviyesinde, %97'sini cins seviyesinde tanimlamis, %3'linii ise
tanimlayamamigstir. Rapid ID 32A kitinin ise izolatlarin %49,8'ini tlir seviyesinde,
%78,6'sin1 cins seviyesinde tanimladigt 63 (%21,4) izolati ise tanimlayamadigi

bildirilmistir (Rodriguez-Sanchez ve ark., 2016).

Xiao ve ark. (2016). Cin'de ¢ok merkezli yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli 6rneklerden izole
edilen 85 anaerobik izolatt ve 5 standart anaerobik susu, 16S rRNA sekans analizi
(Takara Biotechnology, Cin), VITEK 2 (bioMérieux) ve VITEK MS (bioMérieux)
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tanimlama sistemleri ile tiplendirerek sonuglar1 karsilastirmiglardir. Bes standart
anaerob susun her {i¢ sistem tarafindan tiir diizeyinde dogru olarak tanimlandig
gosterilmistir. Calismada 16S rRNA sekans analizi ile 85 izolatin %97,6's1 tiir
diizeyinde, %100'i ise cins diizeyinde tanimlanmistir. VITEK 2 ile 85 izolatin
%61,1'nin tiir diizeyinde, VITEK MS'in ise %81,2'sinin tiir diizeyinde 16S rRNA ile
tutarli oldugu bulunmustur. Ug ydntemin hepsinde 90 anaerob izolatin 54'i (%60) igin
tutarli oldugu ve 16S rRNA sekans analizi sonuglarina gére, VITEK MS sisteminin

sonuglarinin, VITEK 2 sisteminin sonuglarindan daha tutarli oldugu bildirilmistir.

Lee ve ark. (2011) Hollanda'da ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettikleri 301 anaerobik
izolati, 16S rRNA sekans analizi ile tiplendirmisler ve VITEK 2 (bioMérieux) sonuglari
ile karsilagtirmiglardir. 16S rRNA sekans analiz sonucuna gére VITEK 2, izolatlarin
%60,1'ini tiir seviyesinde, %79,4'linii cins seviyesinde dogru olarak tanimladig:
belirtilmistir. Calismada, 301 izolatin 100%iniin VITEK 2 veri tabaninda bulunmadigi
belirtilmis ve sonuglar bu duruma gore tekrar hesaplandiginda VITEK 2'nin izolatlarin
%90'm1 tiir seviyesinde, %95,5'ini cins seviyesinde dogru olarak tanimladigi rapor

edilmistir.

Rennie ve ark. (2008) Amerika'da yaptiklar1 ¢ok merkezli bir ¢alismada 365 klinik
izolati, VITEK 2 (bioMérieux) ve 16S rRNA sekans analizi ile tiplendirmislerdir. 16S
rRNA sekans analizi sonucuna gore VITEK 2'nin 365 izolatin %95'ini dogru
tanimladigi, %98,9'unu cins seviyesinde dogru tanimladigi, %]1,1'ini ise

tanimlayamadigi rapor edilmistir.

Simmon ve ark. (2008) bes yil siire zarfinda Api 20A (bioM¢érieux) ve Sherlock (MIDI
Inc) ticari biyokimyasal tanimlama sistemleri ile kan kiiltiirlinden izole edilen 316
anaerob izolat1 16S rRNA sekans analizi ile tiplendirerek sonuglar1 karsilastirmiglardir.
16S rRNA sekans analizi ile 316 izolatin %91'ini tiir seviyesinde, %100"in{ cins
seviyesinde tanimladiklarini ve ticari biyokimyasal tanimlama sistemleri ile 316 izolatin

%66's11 tiir seviyesinde, %88'ini ise cins seviyesinde tanimladiklarini bildirmislerdir.

Yunoki ve ark. (2016) Japonya'da bir iiniversite hastanesinde gesitli 6rneklerden izole
edilen 170 anaerobik bakteriyi VITEK 2 (bioMéricux) ve MALDI-TOF MS (Microflex
LT, Bruker Daltonik) kullanarak tiplendirmisler ve sonuglar1 16S rRNA sekans analiz
sonuglariyla karsilagtirmiglardir. MALDI-TOF MS ile 170 izolatin %80" tiir

seviyesinde, %85'1 cins seviyesinde tanimlandigi, %14,7'sinin ise tanimlanamadigini
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bildirmislerdir. VITEK 2'nin 170 izolatin %58'ini tiir seviyesinde, %71'ini cins
seviyesinde dogru tanimladigi, 9%29,4'linii ise tanimlayamadigi ya da yanls

tanimladigini rapor etmislerdir.

Li ve ark. (2014) daha once izole edilen 50 klinik izolat1 ve 5 standart susu, VITEK MS
(bioM¢érieux) ve VITEK 2 (bioM¢érieux) tanimlama sistemleri ile tiplendirerek sonuglari
16S rRNA sekans analizine gore degerlendirmislerdir. Her iki sistemin, referans suglari
dogru olarak tanimladigini bildirmigledir. VITEK MS ile 50 izolatin %92'sini tiir
seviyesinde, %94'linii cins seviyesinde tanimladiklarini, VITEK 2 ile ise %86'sim tiir

seviyesinde, %94'linii cins seviyesinde dogru olarak tanimladiklarini bildirilmislerdir.

Tiirkiye'de Percin ve Ekincioglu (2012) anaerob enfeksiyonlarin identifikasyonunda
kiiltiir altin standart alindiginda multiplex PCR yonteminin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif
ve negatif prediktif degerlerini sirasiyla %100, %54, %28,4 ve %100 olarak
bulmuslardir. Gram boyama altin standart alindiginda ayni degerleri sirasiyla %100,
%84,2, %85,5 ve %100 olarak bulmuslardir. Ayrica multiplex PCR ile pozitif
sonuclarinin konvansiyonel yontemlere gore %6,7'den %54.,4'e ¢iktig1 gosterilmistir.
Tuzuner Oncul ve ark. (2015) multiplex PCR ile GPAK'larin dogrudan odontojenik
orneklerden saptanmasi iizerine yaptiklar1 ¢alismada, GPAK'larin klinik 6rneklerden
direkt PCR ile %94,3 oraninda, ayn1 orneklerin kiiltiiriinden yapilan PCR ile ise %66

oraninda tespit edildiklerini bildirmiglerdir.

Bizim ¢alismamizda da molekiiler yontem olarak kullandigimiz multiplex PCR teknigi,
konvansiyonel ve ticari biyokimyasal tanimlama yontemlerine gore ¢ok daha fazla
anaerob bakteriyi tanimlayabilmistir. Calismamizda kiiltiirlerden anaerob bakterilerin
tanimlanma sans1 konvansiyonel yontemlere gére multiplex PCR ile %17,4'ten %43,5'e
ciktig1 gortilmistiir. Caligmada gelistirdigimiz multiplex PCR panelinin etkinligini tam

olarak degerlendirmek i¢in daha fazla klinik ¢alismaya ihtiyag vardir.

Calismamizda anaerob kiiltliriinde {ireme olan 8 6rnegin 5'1 (%62,5) multiplex PCR
panelinin sonucu ile uyumlu ¢ikarken 3'd (%37,5) uyumsuz ¢ikmistir. Uyumsuz ¢ikan
orneklerden 26 numarali o6rnek Propionibacterium acnes, 7 numarali &6rnek
Peptostreptococcus spp. ve 36 numarali 6rnek ise Gram pozitif kok olarak
konvansiyonel yontemlerle tanimlanmistir (Tablo 4.12). Propionibacterium acnes,
multiplex PCR panelinde yer almadigindan bu yontemle tanimlanamamistir. Diger iki

ornekteki Peptostreptococcus spp. ve Gram pozitif kok i¢in yaptigimiz arastirma
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sonucunda Api 20A'nin ve VITEK 2 tanimlama sistemlerinin GPAK'lar1 tam olarak
tanimlayamadiklarin1 ve dolayisiyla 7 no'lu 6rnekteki bakterinin Peptostreptococcus
spp. olma ihtimalinin disik oldugunu, 36 no'lu Ornekteki bakterinin ise
Peptostreptococcus spp.'den farkli bir GPAK olma ihtimalinin yiliksek oldugunu
gostermektedir. GPAK'lar iizerine yaptigimiz bu aragtirmayr bazi yaymlar da
desteklemektedir (Simmon ve ark., 2008; Nagy ve ark., 2012; Yunoki ve ark., 2016;
Oncii, 2018).

Calismamizda referans suslarla yapilan Ozgiillik calismalarinda multiplex PCR
panelinin 6zgiilliigiiniin, test panelinde yer alan her bir bakteri cinsi i¢in yliksek oldugu
bulunmustur. Klinik 6rneklerle yapilan ¢aligmalarda konvansiyonel yontemlerle elde
edilen sonuglar, multiplex PCR panelinin sonuglartyla karsilagtirilmigtir. Bu baglamda
anaerob Kkiiltiir sonucunu referans yontem olarak baz aldigimizda multiplex PCR
panelinin duyarlilik, 6zgiillik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %75,
%63.2, %30 ve %92,3 bulunmustur. Referans test olarak Gram boyama yontemi baz
alindiginda ise multiplex PCR panelinin duyarhilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif
degerleri sirasiyla %100, %65, %30 ve %100 olarak bulunmustur. Konvansiyonel
yontemlere gore hesaplanan tanisal degerler her ne kadar referans suslarla yapilan
Ozgilliik caligmalarina gore diisiik c¢iksa da calismamizda gelistirilen multiplex PCR
panelinin konvansiyonel yontemlere gore klinik orneklerden ¢ok daha fazla anaerob

bakteriyi ¢cok daha kisa siirede saptadig1 belirlenmistir.

Klinik orneklerde enfeksiyon etkeni replike olmasa da ya da enfeksiyonun diger
kanitlarin1 olusturmasa da, molekiiler yontemlerin yiliksek duyarliliklar1 sayesinde
ornekteki mikrobiyal DNA'nin ¢ok diisiik miktarlart tespit edilebilir (Murray ve ark.,
2016). PCR yontemiyle bakterilerin minimum tespit limitini arastiran bazi ¢alismalar
incelendiginde genellikle 10*-10* CFU/ml bakterinin rneklerden tespit edilebildikleri
goriilmiistiir. Portnoi ve ark. (2006) Borrelia burgdorferi'yi real-time PCR teknigi ile
10'/ml bakteri olarak Grneklerden tespit edebildiklerini belirtmislerdir. Wang ve ark.
(2013) E. coli DNA'sin1 PicoGreen (Quant-iT) floresan metodu ile 0,781 ng/mL
yogunlukta, g-PCR metodu ile ise 1fg/mL yogunlukta tespit edebildiklerini
gostermislerdir. Marin ve ark. (2012) S. aureus i¢in 16S rRNA PCR yonteminin alt
tespit st 10° CFU/ml bulmuslardir. De Gregorio ve ark. (2015) Acinetobacter
baumannii'yi real-time PCR teknigini kullanarak 20 CFU/ml olarak kan &rneklerinden



101

tespit edebildiklerini géstermislerdir. Chon ve ark. (2012) C. perfringens'i real-time
PCR teknigi kullanarak 10° CFU/ml olarak gida iiriinleri igerisinden tespit
edebildiklerini gostermislerdir. Carloni ve ark. (2018) Salmonella spp., Escherichia coli
0157 ve Listeria monocytogenes tiirlerini hizli ve es zamanli tespit etmek igin
gelistirdikleri multiplex real-time PCR metodu ile her bir patojeni 10° CFU/mI olarak
ayn1 anda orneklerden tespit edebildiklerini gostermislerdir. Sepsisli hastalarda en sik
rastlanan patojenik bakterilerin multiplex PCR ile tanimlanmasina dayali bir ¢alismada
patojenlerin tespit limiti, E. faecalis ve S. aureus i¢in 10*° CFU/ml, A. baumannii, P.
aeruginosa, ve E. coli i¢in ise 50 CFU/ml bulundugu bildirilmistir (Arabestani ve ark.,
2014). Menenjit hastalarinda BOS &rneklerinin 16S rRNA PCR ile analiz edildigi bir
calismada patojenlerin alt tespit smir1 S. aureus ve E. coli i¢in 10°, Campylobacter
jejuni igin ise 10? CFU/ml oldugu bildirilmistir (Xu ve ark., 2003).

Bizim c¢alismamizda gelistirilen multiplex PCR panelinin minimum tespit degerleri
Tablo 4.3'de gosterilmistir. Bu sonuglara gore gelistirilen multiplex PCR panelinin,
Veillonella spp. (1 CFU/mI), Prevotella spp. (10" CFU/mI), Peptostreptococcus spp.
(10 CFU/ml), Bacteroides spp. (10 CFU/mI), Fusobacterium spp. (10> CFU/mI),
Actinomyces spp. (102 CFU/ml), cinslerini tespit etme duyarliligi diger calismalara
benzer bulunurken, Clostridium spp. (10° CFU/ml) cinsine duyarliligi digerlerine gore
diistik bulunmustur. Bir¢cok primer seti kullanilarak yapilan multiplex PCR'm, tekli
PCR'a gore analitik duyarliliginda azalma oldugu (Song, 2005) g6z Oniinde
bulunduruldugunda, calismamizda gelistirilen multiplex PCR panelinin bakterileri tespit
etme duyarliligt yukaridaki c¢ogu tekli PCR c¢alismalariyla benzer degerlerde

bulunmustur.

Sonug olarak, anaerobik bakterilerin 6nemli 6l¢iide morbidite ve mortalite ile iligkili
olan c¢esitli ciddi enfeksiyonlarda onemli siklikta bulunmalarina ragmen, geleneksel
mikrobiyolojik yontemlerin yetersiz, karmasik, pahali ve zaman alict olmasi gibi
nedenlerle klinik orneklerden yeterince saptanamadiklar1 goriilmektedir. Anaerob
kiiltiirdeki basariy1 ayni zamanda orneklerin alindig1 yer ve alinma sekli, laboratuvara
tasinma sekli ve siiresi gibi 6n islem basamaklar1 da etkilemektedir ve bu islem
basamaklar1 biiyiik 6l¢iide klinisyene baglhidir. Bu ylizden anaerob kiiltiirde basarili bir
sonug icin klinisyenle isbirligi i¢inde olunmasi ve laboratuvarda dogru ekipmanlarin

kullanilmas1 gerekmektedir.
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Multiplex PCR, aymi reaksiyonda ayni anda birden fazla gen bdlgesinin ¢ogaltildigi
degisken bir PCR yontemidir. Laboratuvarda 6nemli miktarda zaman ve emek tasarrufu
saglama ve bakterileri daha dogru tanmimlama potansiyeli vardir. Caligmamizda
gelistirilen multiplex PCR paneli, anaerob bakterilerin kiiltiirde {liremesine gerek
kalmadan, klinik 6rneklerden direkt olarak hizli tanisini saglayan bir tanimlama kiti
olmaya adaydir. Gelistirilmeye agik olan bu multiplex PCR paneli ile anaeroblarin
kiiltiire dayali tanimlanmalarindaki olumsuzluklar giderilerek, klinik 6rneklerden kisa
sirede daha dogru anaerob bakteri tamimlamasi yapilabilece§i ve bu sayede
antimikrobiyal duyarlilik testleri yapilmasa da enfeksiyonlarin tedavisinde klinisyenlere

yardimet1 olacagi kanaatindeyiz.
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