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OZET

Bu calismanin amaci; anaerop bakterilerin 3-laktamaz ve in vitro antibiyotik duyarliliklarini belirlemek idi. Klinik 6rneklerder.
soyutlanan 27 anaerop bakteri Gram reaksiyonu, koloni morfolojisi ile Vitek sistemi ve "An-ident" diskler ile tanimlanmugtir.
Daha sonra suslarin amoksisilin klavulanat, siprofloksasin, sefoksitin, imipenem, klindamisin ve metronidazole duyarliliklar.
agar diltisyon ve E test yéntemileri ile belirlenerek sonuclar karsilastirilimistir. Ayrica suslarin B-laktamaz aktiviteleri nitrosefir
cubuklari kullanilarak arastinimistir. Vitek sistemi ile suslarin altisi Bacteroides uniformis (¢t B. fragilis, ikisi B._ureolyticus,
ikisi B. ovatus biri B. vulgatus, biri B. eggerthij biri B. caccae, ikisi Prevotella melaninogenica biri P. buccae, biriP. oris, ikis
C. perfringens, ikisi Clostridium tertium ikisi C. sporogenes ve biri Peptostreptococcus anaerobius olarak tanimlanmigtir.
"An-ident” diskler ile tanimlamada tim suslarda %85.7, Bacteroides tiirlerinde ise %93.8 oraninda Vitek sistemi ile tutarl
sonuglar elde edilmistir. Incelenen suslar genel olarak metronidazol, imipenem, amoksisilin klavulanat, sefoksitin, klindamisir
ve siprofloksasine sirasi ile %100, %96.3, %88.9, %81.5, %81.5, %48.1 oranlarinda duyarli bulunmustur. Anaeror
kékenlerin duyarliliklari géz éniine alindiginda, her iki yéntem arasindaki tutarliik MIK degerleri +2 diliisyon sinirlari icinde
ele alindiginda %88.6, duyarlilik kategorileri ele alindiginda ise %95.8 olarak belirlenmistir. Tiim kékenlerin 16’sinda (%59.2),
Bacteroides tirlerinin ise 11’inde (%40.7) B-laktamaz aktivitesi izlenmistir. Sonuglar dogrultusunda; yazarlarin galistig
hastane agisindan anaerop bakterilere en etkin antibiyotiklerin metronidazol ve imipenem oldugu séylenebilir. Ayrica
bulgular 1s1ginda, anaerop bakterilerin antibiyotik duyarliliklarinin rutin olarak arastirimasinda, referans yéntem ile uyumiv
sonuglar veren ve daha kolay uygulanabilen E test yénteminin alternatif olabilecegi diistintlmdsttir.

SUMMARY

The purpose of this study was to determine the B-lactamase activity and in vitro antibiotic susceptibility of clinica
isolates of anaerobic bacteria. Totally, 27 anaerobic bacteria which were isolated from clinical specimens were
identified with Gram reaction, colony morphology, "An-ident" disks and Vitek system. Susceptibilities of all isolates fc
amoxicillin/clavulanate, ciprofloxacin, cefoxitin, imipenem, clindamycin and metronidazole were determined by bott.
agar dilution and E test methods and the results were compared. Also the B-lactamase activity of the isolates were
determined by using nitrocefin sticks. Vitek system identified six of the isolates as Bacteroides uniformis, three as B.
fragilis two asB. ureolyticus, two as B. ovatus, one asB. vulgatus, one as B. eggerthii, one asB. caccag two as Prevotellz
melaninogenica, one as P. buccae, one as P. oris, two as Clostridium perfringens, two as Clostridium tertium, two as
Clostridium sporogenes and one as Peptostreptococcus anaerobius. An-ident disk identification results agreed witt
Vitek in 85.7% of all strains and 93.8% of Bacteroides isolates. Susceptibility rates of anaerobic bacteria to metronidazole,
imipenem, amoxicillin/clavulanate, cefoxitin, clindamycin and ciprofloxacin were 100%, 96.3%, 88.9%, 81.5%, 81.5%,
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48.1%, respectively. The agreement rate of MIC values by both methods was found to be 88.6% within two-fold
dilutions and 95.8% when the susceptibility categories were considered. Sixteen (59.2%) of all strains and 11 (40.7%) of
Bacteroides species had f -lactamase activity. According to the susceptibility rates of the isolates, metronidazole and
imipenem were found to be the most active agents. Also it was concluded that E test, which is practical and gives
consistent results with the reference test, may be an alternative method for routine susceptibility testing of anaerobic

bacteria.

GIRiS

Anaerop bakteriler insan ve hayvanlarda normal florayi
olusturan ve patojen olan bakterilerin dnemli bir kismini
olusturmaktadir. Bu grup bakteriler konusunda bilinenler
aerop ve fakultatif anaeroplara oranla ¢ok daha azdir. Ancak
gbzardi edilemeyecek bir nokta ise, anaerop bakterilerin
6lumcdl infeksiyonlara ve intoksikasyonlara yol agabilme-

leridir. Bu nedenle anaerop bakterilere gereken énem
verilmeli ve ileri arastirmalar yapilmahdir (1).

Pek ¢ok merkezde bu bakterilerin izolasyon ve identifikas-
yonlari yeterince yapilamamaktadir. Bu durumun neden-
leri arasinda; 6rnek alimi ve transportunda gerekli kosul-
larin yerine getirilmemesi, laboratuvardaki olanaklarin
sinirli olmasi, bu grup bakterilerin izolasyonu ile identifi-
kasyonlarinin zor ve zaman alici olmasi sayilabilir (2, 3).
Ancak tani agisindan anaerop bakterilerin izolasyon ve
dogru identifikasyonu biyik énem tagimaktadir. Bu amagla,
6zellikle Gram-negatif anaerop bakterileri tanimlamada
cesitli oranlarda antibiyotik emdiriimis diskler kullaniimak-
tadir.

Anaerop bakteriler ile ilgili bir diger nokta da, son yillarda
anaerop etkili oldugu bilinen antibiyotiklere gittikge artan
oranlarda diren¢ gelisiminin saptanmasidir. Bu agidan
anaerop bakterilerin antibiyotik duyarhlik paternlerinin
belirlenmesi gerekmektedir, ancak tiim diinyada klinik
6rneklerden soyutlanan her kdkenin rutin olarak antibiyotik
duyarlliginin bakilmasi zaman alici, pahali ve zor oldu-
gundan, duyarlilik paternlerinin belirli araliklarla referans
merkezlerde gruplar halinde calisiimasi dnerilmektedir
(4). Bu sekilde saptanan sonuglar dogrultusunda ampirik
sagaltim igin antibiyotik segimi yapilabilecektir. Yurt digin-
da yapilan az sayidaki ¢alisma, ne yazik ki, Turkiye ve
bélgemizdeki durumu yansitmamaktadir. Yapilan ¢alisma-
larda antibiyotik diren¢ paternlerinin zamana ve cografi
bélgelere gére degisiklik gésterdigi saptanmistir. Bu neden-
le, mimkunse, her hastanenin kendi kdkenlerini periyo-
dik olarak galismasi gerektigi belirtilmistir (1, 4-7).

Anaerop bakterilerin antibiyotik duyarlilik paternlerinin
belirlenmesi icin National Committee for Clinical Labora-
tory Standards (NCCLS) agar diliisyon yéntemini éner-
mektedir (8). Ancak bu ydntem rutin kullanima uygun
olmayip daha ¢ok bulyik sayidaki bakterilerin duyarlilik-
larinin arastirimasinda ve anaerop kabin gibi genis inku-
basyon ortamlarinin varliginda tercih edilebilecek bir
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tekniktir (5, 7, 9-11). E testi ise NCCLS tarafindan onay-
lanmamis ancak agar diliisyon yéntemindeki gibi minimal
inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerini veren ve kolay
uygulanabilen bir ydntemdir (12).

Bu calismada; ampirik sagaltima ydn verebilmek igin
bdlgedeki infeksiyon etkeni anaerop bakterilerin duyar-
hlik paternlerinin belirlenmesi, bu baglamda b-laktam
antibiyotiklere direncte dnemli rol oynayan b-laktamaz
aktivitesinin de arastiriimasi hedeflenmistir. Ayrica E test
yoénteminin kullanilabilirligini incelemek amaciyla referans
ybéntem olan agar diltsyon ile E test sonuglari karsilasti-
riimigtir.

GEREC VE YONTEM

Bakteriler: Calismaya, cesitli klinik érneklerden soyut-
lanan 27 anaerop bakteri ile kalite kontrol kdkeni olarak
Bacteroides fragilis ATTC 25285 ve Clostridium perfrin-

gens ATCC 13124 alind..

Suslann identifikasyonu: Soyutlanan 27 anaerop bakte-
rinin identifikasyonu aerotolerans testi, metronidazol
duyarliligi, Gram reaksiyonu, koloni morfolojisi, hemoliz
ve pigment varligi ile "An-ident" diskler (eritromisin 60 ng,
rifampisin 15 nyg, kolistin 10 ng, kanamisin 1000 ny,
vankomisin 5 ng, penisilin 2 U) (Oxoid) ve Vitek Anaerobe
Identification (ANI) Card (bio Meérieux) kullanilarak
yapildi.

Antibiyotik duyarliiklannin arastinimasi:

Agar dilisyon yéntemi: Bakterilere NCCLS o&neriler
dogrultusunda agar diliisyon yéntemi uygulandi (8). Anti-
mikrobiyal madde olarak amoksisilin-klavulanat, siproflok-
sasin, sefoksitin, imipenem, klindamisin ve metronidazol
toplam alti konsantrasyonda calisildi. Besiyeri olarak ise
K vitamini ve hemin eklenmis Brucella agar (Oxoid)
kullanildi. NCCLS kriterlerine uygun olarak yapilan deger-
lendirmede minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degeri
olarak tremede farkedilir bir degisikligin oldugu nokta
kabul edildi.

E test: Bakterilere Uretici firma 6nerileri dogrultusunda E
test uygulandi (12). Agar diliisyon yéntemi ile duyarhhgi
arastirilan alti tane antibiyotigin 30 konsantrasyonunu
iceren E test seritleri (AB Biodisk, isveg) ile besiyeri ola-
rak K vitamini ve hemin eklenmis Brucella agar (Oxoid)
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kullanildi. Degerlendirmede eliptik inhibisyon zonunun
serit ile kesistigi nokta MiK degeri olarak okundu.

p-laktamaz aktivitesinin aragtrilmasi:  Suslarin b-lak-
tamaz aktivitelerinin arastirlmasinda bir ucunda nitro-
sefin iceren b-laktamaz ¢ubuklari (Oxoid) kullanild.

Sonuclann analizi: Elde edilen agar dilisyon ve E test
sonuglari karsilastirildi. MiK degerleri +2 diliisyon ara-
sinda olanlar uyumlu kabul edildi. Ayrica her iki yéntem
ile belirlenen MIK degerlerinin karsilik geldigi duyarllik
kategorileri NCCLS kriterlerine gére belirlendi ve bunlar
da karsilastirilarak % uyum bulundu.

BULGULAR

identifikasyon sonuglan:  Vitek sistemi ile suslarin altisi
Bacteroides uniformis, Ggu B. fragilis, ikisi B. ureolyticus,
ikisi B. ovatus, biri B. vulgatus, biri B. eggerthii, biri B.
caccae, ikisi Prevotella melaninogenica, biri P. buccae,
biri P. oris, ikisi Clostridium perfringens, ikisi C. tertium
biri C. sporogenes, biri C. difficile, biri Peptostreptococcus

anaerobius olarak tanimlanmistir. Gram-negatif basil ve
Gram-pozitif kok olan anaerop bakteriler igin Vitek ve
"An-ident" disk sonugclari karsilastiriidiginda 21 kdkenin
18’i (%85.7), 16 Bacteroides spp.’nin ise 15’ (%93.75)
uyumlu olarak belirlenmistir. Bir Peptostreptococcus sp.
ve iki P. melaninogenica kbkeni her iki sistemle de ayni
sekilde tanimlanirken, Vitek ile P. oris ve P. buccae ola-
rak belirlenen tlrler "An-ident" diskleri ile B. fragilis olarak
identifiye edilmigtir.

p-laktamaz testi sonuclan : 27 kdkenin 16’sinda (%59.2)
b-laktamaz enzimi saptanmistir. Bacteroides grubunda
ise 13 (%81.25) susta b-laktamaz aktivitesi izlenmistir.

Antibiyotik duyarlilik sonuclan  : Calisilan suslar icin agar
dilisyon ve E test ydntemleri ile elde edilen duyarlilik
oranlari Tablo 1’de, MiK deger araliklari ise Tablo 2'de
g6rilmektedir.

En ¢ok ve hizli direncin gézlendigi Bacteroides grubu
kékenlerde metronidazol, imipenem ve amoksisilin klavu-
lanata diren¢ gbzlenmezken siprofloksasin, klindamisin

Tablo 1. Suslar igin agar dilisyon ve E test yontemleri ile elde edilen duyarlilik oranlari

Kullanilan Kullanilan Antibiyotik
Yoéntem Amoksisilin- Siprofloksasin Sefoksitin imipenem Klindamisin Metronidazol
klavulanat (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Agar dilisyon 88.9 48.1 81.5 96.3 81.5 100
E test 92.6 51.4 88.9 96.3 81.5 100
Tablo 2. Suslarin agar diliisyon ve E test yéntemleri ile elde edilen MiK deger araliklari (rg/mL)
Antibiyotikler
Sus adi (n)  Amoksisilin klavulanat = Siprofloksasin Sefoksitin imipenem Klindamisin Metronidazol
AD  Etest AD  Etest AD  Etest AD  Etest AD E test AD Etest
B. fragilis
(ATCC 25285) <1 0.25 4 4 8 8 <1 0.06 <0.5 0.125 <2 0.06
B. fragilis (3) <1-4 025 0.5-8 1-32 8-32 2-8 <1 0.06-0.125 <0.5-1 0.125-025 <2  0.06-0.5
B.vulgatus (1) 8 2 >8 32 16 16 <1 0.38 216 256 <2 0.125
B. eggerthii(1) 2 0.03 >8 32 32 16 <1 0.03 0.25 0.03 <2 0.03
B. uniformis (6) <1-4 0.25-2 1->8 0.25-32 <4-32 2-32 <1-4 0.06-2 <0.5-2 0.06-05 <2-4 0.06-0.25
B.ureolyticus (2) <1 0.06-1 1->8  1-32 <4-16 0.5-16 <1 0.125 <0.5 0.03-0.125 <2 0.03-0.06
B. ovatus(2) 2-4 0.03-4 >8 32 <4-64 0.06-32 <1 0.03-025 1-216 1-256 <2 0.03-0.25
B.caccae(1) <1 0.06 >8 16 16 16 <1 0.25 <0.5 0.06 <2 0.06
C. sporogenes (1) <1 0.03 1 0.5 <4 2 <1 0.25 <0.5 0.15 <2 0.25
C.difficile (1) 16 64 >8 32 64 256 16 32 216 256 8 0.25
C.perfringens(2) <1 0.25-05 0.5-1 0.25-0.5 <4-8 2-8 <1 2 2-4 2-4 <2  0.25-05
C.tertium (2) <1-2  0.25-1 0.5-1 0.25-1 <4 1-2 <1 0.03-0.25 1-2 0.5-2 <2 0.25
P.melaninogenica
) <1-2 0.03-4 1-2 1 <4-8  0.06-1 <1 0.03-0.125 2->16 0.03-256 <2 0.03
P. buccae (1) >32 32 1 1 <4 0.03 <1 0.125 <0.5 0.06 <2 1
P. oris (1) <1 0.03 0.5 0.03 <4 0.03 <1 0.03 2 0.03 <2 0.06
P.anaerobius (1) 4 4 0.5 0.5 <4 4 <1 0.5 2 1 <2 0.25
AD:Agardilisyontesti
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ve sefoksitine sirasiyla %75, %12.5 ve %6.3 oranlarinda
direng saptanmistir.

Anaerop kokenlerin duyarhliklari géz 6niine alindiginda,
her iki yéntem arasindaki tutarlilik MiK degerleri +2 diliis-
yon sinirlari icinde ele alindiginda %88.6, kategoriler
ele alindiginda ise %95.8 olarak belirlenmisgtir.

TARTISMA

Anaerop bakterilerin dogru identifikasyonu tani ve sagal-
tim agisindan blyuk énem tagimaktadir. Ancak bu bakte-
rilerin kesin tlr ayrimi bugin bile pek ¢ok merkezde
yapilamamaktadir. Calismada tanimlamada kullanilan
Vitek ve "An-ident" disk sonuglari arasinda %85.7 uyum
bulunmustur. "An-ident" diskler ile esas olarak B. fragilis
tanimlandigindan Bacteroides tirlerinde bu oranin daha
ylksek oldugu gdzlenmistir. "An-ident" disk yénteminde
antibiyotik disk sonucuna gére daha genel bir tanimlama
yapilmaktadir. Ancak; otomatize sistemler veya karbon-
hidrat fermentasyon testleri ile daha detayli bir identifi-
kasyon yapilabilmektedir. Sonuglar dogrultusunda; kisitli
olanaklarin bulundugu rutin laboratuvarlarda Gram-
negatif anaerop bakterilerin antibiyotik diskleri ile tanim-
lanabilecegi sdylenebilir.

Antimikrobiyal maddelerin daha sik olarak kullanima
girmesi ile anaerop bakterilerde bu maddelere karsi
direng gelisimi de gézlenmeye baslamistir. Bacteroides
fragilis grubu bakteriler klinik érneklerden en sik soyut-
lanan ve antibiyotiklere en direncli anaerop bakteriler
olarak bilinmekte (13, 14) ve duyarlilik paternleri cografi
bodlgelere gore farklilik géstermektedir (15).

Calismada, metronidazole direng saptanmazken, sipro-
floksasine suslarin %48.1’i, klindamisine %14.8’i, amoksi-
silin klavulanat ve sefoksitine %7.4’0, imipeneme %3.7’si
direncli bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda en ¢ok klin-
damisin ve sefoksitin direncinde artis gézlenmigtir (16-
18). Klindamisin direnci tUm dinyada %5 ile %27 ara-
sinda degisirken, Turkiye’de %26 ile %46 arasinda bildi-
rilmistir (4, 14, 16, 17, 19-22). Bu calismada ise, Turkiye'de
belirtilen direng sikhginin altinda bir deger saptanmistir.
Bunun nedeni olarak, yazarlarin ¢alistigi hastanenin anti-
biyotik politikasi veya kdken sayisinin azhigi gosterilebilir.
Calismada sefoksitin direnci dinyada yapilan ¢alisma-
larla uyumlu olarak %7.4 oraninda bulunmustur. Turkiye’'de
yapilan bir calismada (22) B. fragilis grubunda %12 bulu-
nan sefoksitin direnci, bir baska calismada (14) %81.8
olarak belirlenmistir. Bacteroides tlrlerinde saptanan
%6.3'lUk sefoksitin direnci Turkiye’dekinden dlsik olmakla
birlikte, dunyadaki ¢aligsmalar ile paralel oldugu saptan-
migtir. Tirkiye’'de ylksek oranda sefalosporin direncinin
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g6rilmesinin nedeni olarak sefalosporinlerin yaygin kulla-
niimasi gdsterilmektedir.

Bu aragtirmada tim suslar metronidazole, tim Bacteroides
suslari ise imipeneme duyarli olarak saptanmistir. Dinya-
da metronidazole diren¢ ¢ok ender olarak izlenmis olup
sadece bir ¢calismada C. difficile suslarinda direng bildi-
rilmigtir. TUrkiye’de ise Bacteroides tirlerinde %3.6, 6 ve
12 oranlarinda metronidazol direnci belirlenmistir (6, 14,
22, 23). Bacteroides suslan igin bu calismada elde
edilen sonug, Tlrkiye’de yapilan diger calismalardan bu
acidan farkliik gostermektedir. Bu durum, calismadaki
kdken sayisinin az olmasindan ya da hastanedeki metro-
nidazol kullanim politikasindan ortaya ¢ikmis olabilir.

Sonuglar incelendiginde, Bacteroides tirlerinde amoksi:
silin klavulanata diren¢ gbzlenmedigi dikkati ¢ekmek-
tedir. Ote yandan, tiim kékenler icinde bir P. bivia ve bir
C. difficile susunda olmak Uzere toplam iki susta direng
saptanmigtir. Bu calismada eski bir kinolon olan sipro-
floksasine direng tim suslarda %48.1, Bacteroides tirle-
rinde ise %75 olarak bulunmustur. Bu nedenle tim diin-
yada yeni kinolonlar tizerinde ¢alismalar sirmektedir. Bu
arastirmalarda trovafloksasin, moksifloksasin, gemiflok-
sasin, gatifloksasin gibi kinolonlarin daha etkili oldugu
bildirilmigtir (24-27).

Genel olarak b-laktam antibiyotiklere direncin b-laktamaz
enzimi ile ilacin inaktivasyonu, penisilin baglayan protein:
lerde degisim ve azalmig hiicre duvar gegirgenligi ile
olustugu bildiriimektedir. Anaerop bakterilerde bu diren-
cin en sik b-laktamaz uretimi sonucu ortaya ciktigi belir-
tilmistir (1, 28).

Calismada tim anaerop suslarda %59.2, Bacteroides
tirlerinde ise %81.25 oraninda b-laktamaz aktivitesi sap-
tanmistir. Yapilan cesitli calismalarda bu oranlar %29 ile
%88 arasinda belirlenmistir (4, 14, 22, 29, 30). Bu calis-
manin sonuglari bu bulgular ile uyumludur.

Anaerop bakterilerin antibiyotik duyarlilik paternlerinin
belirlenmesi icin NCCLS'’in énerdigi agar dilisyon ydnte-
mi genellikle arastirma amagli ve ¢cok sayida bakteri ¢ali-
sllimasi durumunda yeglenmektedir. Zor ve zaman alici
olan bu yénteme, uygulanmasi daha kolay olan ve bir
kerede bir bakterinin bile antibiyotik duyarliiginin belir-
lenmesine olanak taniyan alternatif yéntem arayislari
stirmektedir (31-36). Uzerinde en cok calisilan yéntem
olan E test, agar diliisyona benzer sekilde MK degerini
vermektedir (4, 5, 9). Bu c¢alismada her iki ydntem ara-
sindaki tutarlilik orani tim antibiyotikler icin MiK deger-
leri £2 dilisyon sinirlan icinde ele alindiginda %88.6,
duyarlilk durumlari ele alindiginda ise %95.8 olarak belir-
lenmisgtir.
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Antibiyotik duyarllk 6lgiminde uygulanan E test ve agar
dilisyon ydntemlerinde, daha ©nceki calismalarda en
uygun oldugu saptanan at kani, K1 vitamini ve hemin
eklenmis Brucella agar ve 1 McFarland yogunlugunda
inokulum kullanilmistir. Sonugclar yine yapilan ¢alismalar
Isiginda 48 saatte deg@erlendirilmistir. Her iki ydntem
arasinda MiK degerleri ve duyarlilik durumlari ele alin-
diginda, elde edilen tutarliliklar diger ¢alismalarla uyumlu
bulunmustur (24, 32-38). Calismamizda duyarlilik durum-
larinda uyumsuzluklar daha ¢ok siprofloksasin ve sefok-
sitin ile gdzlenmistir. Ayrica E test MiK'leri diger calis-
malarda oldugu gibi, agar diliisyonla elde edilen MiK
degerlerinden daha dusik olma egiliminde bulunmustur
(33, 36). Bunun nedenini Citron ve ark. (33) agar dilus-
yonda besiyerinde mm?ye diisen mikro-organizma sayi-
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sinin E test yéntemindekinden daha fazla olmasi ile agik-
lamistir. E test yonteminin en énemli dezavantaji maliye-
tinin ylksek olmasidir.

Bulgular 1s1ginda; kisith olanaklarin bulundugu rutin labo-
ratuvarlarda anaerop bakterilerin antibiyotik diskleri ile
tanimlanabilecegi diistinilmektedir. Ote yandan, hasta-
neden soyutlanan kékenlerde metronidazole direng goz-
lenmez iken en yiksek diren¢ siprofloksasin icin elde
edilmistir. Buna gére, hastanede gérilen anaerop infek-
siyonlarin sagaltiminda basta metronidazol olmak Uzere
imipenem, amoksisilin klavulanat ve sefoksitin kullanila-
bilecegi stylenebilir. Ayrica ¢alismada, anaerop bakteri-
lerin antibiyotik duyarllik élcimiinde referans yéntem ile
uyumlu sonuglar veren ve daha kolay uygulanan E test
yoéntemi alternatif olabilir.
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