KLINIK CALISMA /RESEARCH ARTICLE

FLORA 2022;27(2):383-394 ¢ doi: 10.5578/flora.20224099

Anaerop Bakterilerin Tanimlanmasinda Cesitli
Yontemlerin Karsilastirilimasi ve Antibiyotiklere
Karsi Duyarliliklarin Arastiriimasi

Comparison of Various Methods for Identification of Anaerobic Bacteria
and Investigation of Sensitivity to Antibiotics

Selin UGRAKLI(ID), Metin DOGAN?2

'Konya il Sagik Mudurlig, Halk Saghdi Laboratuvari, Konya, Turkiye
2 Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakuitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Konya, Turkiye

Cite this article as: Ugrakli S, Dogan M. Anaerop bakterilerin tanimlanmasinda cesitli yontemlerin karsilastinimasi ve antibiyotiklere karsi duyarliliklarin
arastinimasi. FLORA 2022,27(2):383-94.

0z
Giris: Bu calismada, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’na anaerop infeksiyon

stiphesiyle kabul edilen klinik orneklerden izole edilen anaerop bakterilerin farkli yontemlerle tanimlanmasi ve cesitli antibiyotiklere karsi
duyarliliklarin belirlenmesi hedeflenmistir.

Materyal ve Metod: Calismaya, Adustos 2019 ile Mart 2020 tarihleri arasinda laboratuvarimiza génderilen 197 klinik 6rnek dahil
edilmistir. Ornekler anaerop kiiltiir teknikleri kullanilarak inkiibe edilmis ve elde edilen izolatlar, konvansiyonel yéntemler, an-ident
diskleri, API 20 A paneli ve Vitek 2 yari otomatize sistem uyumlu ANC kartlar araciligiyla tanimlanmustir. izolatlarin penisilin G, sefok-
sitin, klindamisin, metronidazol, imipenem, piperasilin/tazobaktam, seftolozan/tazobaktam duyarliliklari konsantrasyon gradiyent
yontemiyle belirlenmistir.

Bulgular: Anaerop bakteri lremesi saptanan 37 klinik Ornekten 46 anaerop bakteri izole edilmis ve bu izolatlarin %69.6sini
gram-pozitif anaeroplar, %30.4tinii gram-negatif anaerop bakterilerin olusturdugu tespit edilmistir. Gram-negatif anaeroplardan en
stk Prevotella spp. (n= 7) ve Bacteroides fragilis grup (n= 5) izole edilmistir. Gram-pozitif anaeroplardan ise en sik Clostridium spp.
(n=9) ve Peptostreptococcus spp. (n= 8) soyutlanmistir. APl 20A ile Vitek 2 ANC arasindaki cins ve tiir diizeyinde uyum sirasiyla %79.5
(35/44), %43.2 (19/44) olarak tespit edilmistir. En yiiksek direnc penisiline (%38.6) karsi saptanmustir. Sefoksitin, klindamisin, metroni-
dazol, piperasilin/tazobaktam ve imipenem duyarlilik oranlari ise sirasiyla %93.2; %65.9; %84.1; %93.2 ve %100 olarak bulunmustur.
Yeni antimikrobiyallerden seftolozan-tazobaktamin MIK dederinin bakteri tiiriine gére genis bir aralikta (0.032-12 mg/L) degiskenlik
gésterdigi; en yiiksek MIK degerlerine B. fragilis grup suslarinda rastlanirken; en diisiik MIK seviyeleri Veillonella spp. (MiK= 0.25 mg/L)
ve Fusobacterium spp. (MiK= 0.5 mg/L) izolatlarinda tespit edilmistir.

Sonug: Sonug olarak; rutinde sikca kullanilan anaerop tani testleri arasindaki performans karsilastirmasinin yapildigi bu ¢alismanin
verileri; tanimlama sonucu ile klinik ya da antibiyotik duyarlilik profillerinde uyumsuziuk olmasi durumunda tanimin farkli bir tani testi
ile desteklenmesi gerektigini géstermektedir. izolatlarimizdan birinin, laboratuvarimizda soyutlanan ilk metronidazol direngli B. fragilis
kékeni olmasy; gelisebilecek direng yoniinden takibini gerektirmektedir. Ulkemizde seftolozan-tazobaktamin anti-anaerop etkinliginin
arastinldigi bildigimiz kadariyla bu ilk calismanin sonuclari; saptanan MIK degerlerlerinin literatiir ile uyumlu olarak bakteri tiirleri
arasinda oldukga degiskenlik gostermesi, daha ¢cok bakteri tiirti ve sayisini iceren ¢alismalara gereksinim oldugunu distindtirmdistdir.
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Gelis Tarihi/Received: 18/01/2022 - Kabul Edilis Tarihi/Accepted: 08/06/2022

OTelif Hakki 2022 Flora. Makale metnine www.floradergisi.org web adresinden ulasilabilir.

Cevrim ici Yayin Tarihi: 12.09.2022

|383


https://orcid.org/0000-0001-7210-8377
https://orcid.org/0000-0003-3471-4768

Anaerop Bakterilerin Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarliliklari

ABSTRACT

Comparison of Various Methods for Identification of Anaerobic Bacteria and
Investigation of Sensitivity to Antibiotics

Selin UGRAKLI', Metin DOGAN2

1 Public Health Laboratory, Konya Provincial Directorate of Health, Konya, Turkiye
2 Department of Medical Mirobiology, Necmettin Erbakan University Meram Faculty of Medicine, Konya, Ttrkiye

Introduction: In this study, it was aimed to identify anaerobic bacteria isolated from clinical specimens admitted to Necmettin Erbakan
University Meram Faculty of Medicine Hospital, Microbiology Laboratory with suspicion of anaerobic infection via different methods and
to determine the antibiotic susceptibility against several antibiotics.

Materials and Methods: The study included 197 clinical specimens sent for anaerobic culture between August 2019 and March 2020.
The samples were incubated using anaerobic culture techniques and the isolates obtained were identified by conventional methods,
an-ident discs, APl 20 a panel and Vitek 2 semi-automatic system compatible ANC cards. Penicillin G, cefoxitin, clindamycin, metro-
nidazole, imipenem, piperacillin/tazobactam, ceftolozane /tazobactam susceptibilities of isolates were determined by concentration
gradient method.

Results: A total of 46 anaerobic bacteria were isolated from 37 (18.8%) samples; 69.6% of these isolates were gram-positive anaerobic
bacteria and 30.4% were gram-negative anaerobes. The most frequently isolated anaerobic bacteria were Clostridium spp. (n= 9)
and Peptostreptococcus spp. (n= 8) in gram-positives; Prevotella spp. (n= 7) and Bacteroides fragilis group (n=5) in gram-negatives.
The compatibility between API20A panels and ANC cards was determined 79.5% (35/44), 43.2% (19/44) of test strains at the
genus and species levels respectively. The highest rate of resistance was detected against penicillin G (38.6%). Cefoxitin, clindamycin,
metronidazole, piperacillin/tazobactam and imipenem sensitivity rates were 93.2%, 65.9%, 84.1%, 93.2% and 100% respectively.
The MIC value of ceftolozane-tazobactam, one of the new antimicrobials, varied in a wide range (0.032-12mg/L) according to the
bacterial species. While the highest MIC values were found in B. fragilis group strains, the lowest levels were detected in Veillonella spp.
(MIC= 0.25) and Fusobacterium spp. (MIC= 0.5 mg/L) isolates.

Conclusion: As a result, the data of this study, which is one of the limited number of studies evaluating the performance among
anaerobic diagnostic tests frequently used in routine; suggested that the diagnosis should be supported by a different diagnostic test
in case of inconsistency between the identification result and clinical or antibiotic susceptibility profiles. One of our isolates was the
first strain of metronidazole resistant B. fragilis isolated in our laboratory in which requires monitoring of susceptibility profiles. To our
knowledge, this is the first study to evaluate the efficacy of ceftolozane/tazobactam on anaerobic clinical isolates from our country.
Ceftolozane/tazobactam activity was detected in great variability between bacterial species in accordance with the literature data. So,
it is need optimized studies including more bacterial species and numbers.

Key Words: Anaerobic bacteria; Antibiotic susceptibility; Resistance

GIRIS

Anaerop bakteriler insan endojen mikroflora-
sinin  onemli iiyeleri olup; oral, gastrointestinal
sistem, kadin genital sistem ve deri basta olmak
tizere, viicudumuzun cesitli anatomik bolgelerin-
de degisen oranlarda bulunurlart!, Bu bakteriler
cogunlukla firsatci mikroorganizmalar olup; anae-
robik infeksiyona zemin hazirlayan cesitli durum-
larda infeksiyon etkeni olabilirler!?!. liskili oldugu
durumlar, lokalize apseden hayati tehdit eden
infeksiyonlara kadar genis bir aralikta degisim
gostermektedir®. Bu sebeple cogu zaman goz
ard1 edilen bu patojenlere; gerekli tnem verilmeli

ve rutin laboratuvar isleyisinde tanimlama ve ileri

arastirma calismalari yapllmalldlr[4].

Anaerop  bakterilerin  klinik numunelerden
izole edilmeleri ve tanimlanmalarinin oldukca glic
oldugu iyi bilinmektedir!. Kiiltiir icin kullamlacak
ozel besi vyerleri, anaerobik ortam kosullarinin
saglanmasi ve uzun siireli inkiibasyon anaerop
bakteri izolasyonunda elzemdir’®!. Gelisen teknolo-
ji, tamsal mikrobiyoloji laboratuvarlarina yenilikler
ve kolaylhklar getirmektedir. Ancak gelistirilen her
yontemin rutin tani laboratuvarlarimizda uygulan-
masi, kapasite ve getirecedi ek maliyet problem-
lerinden dolayr miimkiin olmayabilir[6’7]‘
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Anaerobik bakteriyoloji laboratuvarlarinda gele-
neksel metotlar ile tiir diizeyinde tamimlama
hem zor hem de yogun caba gerektirmektedir.
Rapid ID 32A, API 20A ya da Vitek 2 ANC
kart (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) gibi
ticari sistemler pratik ve hizh olmakla birlikte;
veri tabanlarimin  kisith olmasina ragmen cins
diizeyinde giivenilir tammlamaya imkan saglamak-
tadir'®:9], Ayrica periferden merkeze genis bir
alanda pratik kullanim imkani bulmasi, ulasilabilir
ve kolay yorumlanabilir olmasi nedeniyle bu ilk
basvuru tam testlerinin, anaerop bakteri tam
akisindaki yerini daha uzun vyillar koruyacagim
diistinmekteyiz.

Anaerop bakterilerde son vyillarda artan anti-
biyotik direnci anaerop bakteri infeksiyonlarinda
ampirik tedavi seceneklerinin ongoriilmesini kisit-
lamaktadir1%. Anaerop bakterilere yonelik ulusal
olcekte aktif bir siirveyans agimin bulunmamast;
periyodik araliklara bolgesel antibiyotik direnc
oranlarinin belirlenmesinin onemini ve gerekliligini
ortaya  koymaktadir®® 11 Anaerop bakterilere
etkili ~antibiyotiklerden penisilin/beta  laktamaz
inhtibitorlerine  (ampisilin-sulbaktam/piperasilin-ta-
zobaktam) tiim diinyada azalmis duyarhliklarin
bildirilmesi anaerop bakteri kaynakli infeksiyonla-
rin tedavisinde yeni antimikrobiyallerin kullanimini
diistindiirmiistiir’?!.  Bunlardan  seftolozan-tazo-
baktam 2014 wyilinda komplike intraabdominal
infeksiyonlarda metronidazolle kombine kullanim
endikasyonu ile FDA onayi almis, yeni bir oksi-
mino-sefalosporindir[lg'15]. Anti-anaerop etkinligi-
nin bakteri tiirleri arasinda degiskenlik gosterdigi
bildirilmistir 214, Ancak bildigimiz kadariyla bu
yeni antibiyotik grubunun anaerop bakteriler {ize-
rindeki etkinligini degerlendiren {ilkemizden bildi-
rilmis heniiz bir calisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, anaerop etken tespitinde rutin
tamda sik¢a kullanilan geleneksel yontemler, API
20A ve Vitek 2 ANC tami sistemlerinin perfor-
manslarinin  karsilastirmasi ile sistem uyumlarinin
incelenmesi, cesitli antibiyotiklere karsi direnc
diizeyini belirlemesi ve antibiyotik duyarliliklarinin
saptanmasi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

Calisma icin Necmettin Erbakan Universitesi
flac ve Tibbi Cihaz Disi Arastirmalar Etik Ku-
rulundan 17.02.2017 tarih ve 2017/804 sayih

karar ile onay alindi. Calismaya 1 Agustos 2019
ile 25 Mart 2020 tarihleri arasinda hastanemizin
cesitli kliniklerinden anaerop infeksiyon siiphesiy-
le merkez laboratuvarina gonderilen 197 Klinik
ornek dahil edildi. Apse ve swi materyallerin
biiyiik cogunlugu steril kapakh enjektorlerde, doku
ornekleri ise steril kaplarda ya da tarafimizdan
kliniklere temin edilen hazir ticari tiyoglikolath
st besiyerlerinde (Orbak, Tiirkiye) laboratuvarimi-
za dakikalar icerisinde ulastirildi. Kan ©rnegi ve
bazi swvi bazli numunelerin (periton sivisi, plevra
swvist) ekimi icin hem transport hem de Kkiiltiir
ortamim saglayan otomatize kan Kiiltiir cihazimizla
uyumlu BD BACTEC™ [ytic Anaerobic medium
(Becton-Dickinson, Sparks, MD, ABD) kan Kkiiltiir
siseleri kullanildi ve sise icine 3-10 mL materyal
hasta basinda inokiile edilerek ulastirildi.

Ornekler bekletilmeden degerlendirilmeye alin-
di. Uygun sartlarda alinmayan ve tasinmayan
ornekler ile pamuklu ekiivyonla alinan ylizeyel
stirlintii  ornekleri calisma disi  birakildi.  Cahs-
maya alinan numunelerin makroskopik ozellikleri
(matervalin nekrotik doku icermesi, kanl, piiriilan
olmasi, siilfiir graniilleri icermesi ve kotii koku)
oncelikli olarak degerlendirildi. Gram boyama ile
direkt mikroskobik incelemesi ve aerop/anaerop
kiiltiirleri yapildi. Aerop Kkiiltiir icin %5 insan
kanli agar ve eosin methylen blue (EMB) agara
ekimi yapildi. Aerop kosullarda 35-37°C’de
24 saat inkiibe edilmek {izere etiivlere yerles-
tirildi. Anaerop kiiltiir i¢cin temel besiyeri ola-
rak %5 defibrine koyun kani ve vitamin K;
(Ipg/mL) eklenerek Scheadler agar laboratuva-
rnimizda hazirlandi. Selektif besiyeri olarak hazir
olarak temin edilen Bacteroides safra eskiilin
(BSE) agar (Orbak, Ankara, Tiirkiye) kullanildi.
Tiyoglikonatli sw1 besiyerleri ise; Gram boyamada
bakteri varligina ragmen Kkiiltiirde iiremenin sap-
tanmadigi ya da cok az bakteri Kkolonisi tespit
ettigimiz ©rneklerde yeniden ekim icin kullanildi.

Anaerop  kiiltlir icin  hazirlanan  plaklar
2.5 L Kkapasiteli anaerop jarlara (Anaerodar,
Oxoid, Ingiltere) ve ticari anaerop plastik poset-
lere konuldu. Anaerop ortam saglayici olarak
AnaeroGen (Thermo Scientific, Oxoid, Ingiltere)
paketler kullanildi. Ortamin denetimi icin reza-
surin emdirilmis kagit stripler Anaerotest (Oxoid,
Ingiltere) kullanildi. Yerlestirilerek striplerin bir-iki

FLORA 2022;27(3):383-394

|385



| Anaerop Bakterilerin Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarliliklari

saat icinde maviden beyaza renk degisimi goz-
lemlendi. Plaklar anaerop atmosfer kosullarinda
36°C’de azami 48 saat inkiibasyona birakildi
ve geredi halinde yedi giine uzatildi. Sonrasinda
sadece anaerop ekimde iireyen kolonilere aeroto-
lerans testi uygulandi ve buna gore zorunlu ana-
erop ozellik gosteren izolatlar tanimlamaya alindi.

Izolatlarin Tamimlanmasi

Soyutlanan anaerop bakterilerin tanimlanmasin-
da; makroskopik Kkoloni goriiniimii, mikroskobik
morfoloji, Gram boyanma o©zellikleri, antibiyotik
tammlama diskleri ve biyokimyasal testlerden fay-
dalanilarak konvansiyonel yontemlerle tammlama
yapildi. Kolistin (10 pg), kanamisin (1000 pg),
vankomisin (5 g), eritromisin (60 pg), penisilin
(2 units), rifampisin (15 pg) disklerinden olusan
“Anldent” diskler (Oxoid, Ingiltere) ©ncesinde,
hazirlanan  bakteri  siispansiyonundan homojen
ekim vyapilmis Scheadler besiyerine yerlestirildi.
Ardindan 48 saatlik anaerop sartlardaki inkiibas-
yon sonrast disklere duyarhlik durumlarina gore
bakteri cinsine karar verildi. Ayrica API 20A ticari
hazir paneller kullamlarak bakterilerin biyokimyasal
ozelliklerinin ~ degerlendirilmesi sonucu tammlama
vapildi. Es zamanli olarak Kkoloniler Vitek 2
(BioMérieux, Fransa) yar1 otomatize sistem uyumlu
Vitek ANC Kkart ile iiretici firma onerileri dogrul-
tusunda cahsilarak identifikasyon sagland.

Antibiyotik Duyarhlik Testi

Calismamizda, ana plaklardan saflastirma yapi-
larak pasajlanmis bakterilerin antibiyotik duyarlilik-
larimi belirlemek amaciyla; benzil-penisilin G (PG),
klindamisin (CM), metronidazol (MZ), imipenem
(IP), sefoksitin (FX) iceren E-test (BioMérieux,
Fransa) stripleri ile piperasilin tazobaktam (TPZ)
ve seftolozan-tazobaktam (C/T) antibiyotiklerini
iceren gradiyent serit testleri (Liofilchem, Italya)
kullanildi.  Antibiyotik duyarhlik testi (ADT) iireti-
ci firma onerileri dogrultusunda uygulandi. ADT
calismasinda Bacteroides fragilis ATCC 25285
standart susu kullanilarak kalite kontrol saglandi.
Minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri
oncelikli olarak EUCAST Version 10.0'® Klinik
simir deg@erlere gore yorumlandi. Ancak bu dokii-
manda sinir deger belirtilmeyen sefoksitin icin
CLSI kriterlerine gore degerlendirme yapildi. Her
iki rehberde de anaerobik bakterilerde sinir dege-

ri belirtilmeyen seftolozan-tazobaktam icin MiKBO
degerleri belirlendi.

BULGULAR

Anaerop infeksiyon siiphesiyle calismaya dahil
edilen 197 Klinikk numune incelenerek aerop ve
anaerop kiiltiirleri yapildi. Bu orneklerin 22’sinde
(%11.2) sadece anaerop, 78'inde (%39.6) sade-
ce aerop/fakiiltatif anaerop, 15’inde (%7.6) hem
aerop hem de anaerop olmak iizere toplamda
numunelerin  115'inde  (%58.4) bakteri iiremesi
tespit edildi. Calismada en fazla anaerop bakteri
izole edilen klinkk numune grubunu; apse 17/76
(%22.4), drenaj 7/52 (%13.5) ve biyopsi 6/26
(%23.08) ornekleri olusturdu. Orneklerin tiirii ve
izole edilen aerop/anaerop bakteri sayi dagihimlari
Tablo 1‘de verilmistir.

Anaerop ilireme saptanan 37 ornekten toplam
46 adet anaerop bakteri izole edildi. Orneklerin
dokuzunda birden fazla anaerop bakteri iiremesi
saptandi. Her bir anaerop iireme basina orta-
lama 1.2 adet anaerop bakteri iiremesi oldu.
Calismamizda soyutlanan 46 anaerop etkenin
44’tinde APl 20A veya Vitek ANC Kkartlarin en
az biriyle (Tablo 2); bu suslarin 41’inde ise her
iki sistemle de identifikasyon saglandi. APl 20A
tarafindan tanmimlanamayan bir izolat; ANC Kkart
tarafindan Lactobacillus hilgardii olarak identifiye
edildi. Vitek ANC kartla tanimlanamayan iki izo-
lat ise, API 20A ile B. fragilis ve Fusobacterium
nucleatum olarak isimlendirildi. Her iki sistemle
de belirlenemeyen iki susun tanmimlanmasinda
geleneksel yontemlerden faydalanildi. izolatlar sira-
swyla ‘gram-pozitif anaerop kok’ ve ‘gram-pozitif
anaerop basil’ olarak belirlendi.

Her iki ticari panelle de tanimlanamayan iki
izolat1 goz ardi ettigimizde APl 20A ve Vitek
ANC Kkartin anaerop bakteri identifikasyonundaki
cins diizeyindeki uyumu 35/44 (%79.5) olarak
saptandi. Cins diizeyinde uyumlu olan 35 izola-
tin 19’unda (%43.2) tiir diizeyinde de uyumluluk
mevcuttu. Cins diizeyinde uyumlu olan ancak tiir
diizeyinde uyumun olmadigi 16 anaerop bakteri
tespit edildi. Bu durumun bakterilerin altisinda
her iki ticari sistemin de farkli tiirleri isaret etme-
sinden kaynaklandigini; 10'unda uyumsuzlugun
sistemlerden en az birinin tir diizeyinde ayrim
yapamamasindan kaynaklandigi belirlendi.
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Tablo 1. Calismaya alinan klinik 6rneklerin tiirii ve iiretilen anaerop bakterilerin 6rneklere gore dagilimi

Sadece anaerop
bakteri izole edilen

Calismaya alinan Calismaya alinan

Sadece fakiiltatif
anaerop bakteri
izole edilen 6rnek

Miks* lireme
goriilen 6rnek

ornegin tiiri ornek sayisi (%) ornek sayisi (%) sayisi (%) sayisi (%)
Apse 72 (36.5) 6 (8) 30 (42) 11 (15)
Biyopsi 26 (13.2) 5(19) 12 (47) 1(4)
Bos 1 (0.5) 0 0 0
Drenaj 52 (26.4) 4(7.7) 22 (42) 3(5.8)
Kesi yeri 2(1) 0 1 (50) 0
Periton sivisi 7 (3.5) 2 (28.6) 0 0
Plevra sivisi 5(2.5) 2 (40) 0] 0
Kan 2(1) 2/2 0 0
Sinoviyal sivi 9 (4.6) 0 2 0
Yara kiltura 21 (10.7) 1(4.8) 11 (52.4) 0
Toplam 197 22 78 15

*Miks treme: Fakiiltatif anaerop ve anaerop bakterinin birlikte izole edildigi 6rnekler.

fzole edilen 46 susun 44’tine antibiyotik
duyarhliklarini belirlemek icin gradiyent strip test
(Etest, BioMérieux, Fransa) yontemi uygulandi.
API20A’'yva gore bakteri tanimlanmasi yapilan
izolatlarin  antibiyotik duyarhhik test sonuclarina
iliskin veriler Tablo 3’te ©zetlenmistir.

TARTISMA

Anaerop bakterilerin izolasyon ve identifikas-
yonunda vasanan gticliikler, bu bakterilere yone-
lik calismalann sinirlamakta; ancak basarih anae-
rop kiiltir uygulamalar1 olan merkezlerde degisen
oranlarda anaerop etkenler soyutlanabilmekte-
dirl2517] Demir ve arkadaslan!!! tarafindan yapi-
lan calismada orneklerin 28’inde (%10), anaerop
gram-negatif basil iiredigi bildirilmistir. Cuha-Demir
ve arkadaslarl[lg] kan Kkiiltiiriinden  soyutladiklari
anaerop etken pozitiflik yiizdesini yillara gore si-
rasiyla %0.1; %0.15; %0.2 olarak bulduklarim
ve en sik izole edilen tiiriin Bacteroides fragilis
grubu (%34.2) olup, bunu sirasiyla Cutibacterium
spp. (%23.7), gram-pozitif anaerop koklar (GPAK)
(%14.5), Actinomyces spp. (%12) ve Clostridi-
um spp.-nin (%9.4) takip ettigini bildirmislerdir.
Bu calismada ise 197 Kklinik ornegin 37’sinden
(%18.8) 46 anaerop bakteri izole edildi. Anaerop
bakteri iiremesi olan orneklerin 22’sinde (%11.2)
sadece anaerop, 15’'inde (%7.6) hem aerop hem
de anaerop bakterilerin birlikte iiredigi saptandi.

Soyutlanan izolatlarin %69.6’sim gram-pozitif ana-
eroplar, %30.4’tinli gram-negatif anaerop etkenler
olusturmaktaydi. Gram-pozitif anaeroplardan en
stk Clostridium spp. (n= 9) ikinci siklikta Peptost-
reptococcus spp. (n= 8) izole edilirken; gram-ne-
gatif anaeroplardan en fazla Prevotella spp.
(n= 7) ve B. fragilis grup (n= 5) soyutlanmistir.

Giinlimiizde yeni nesil dizileme teknolojisine

dayalh 16S RNA sekanslama yontemi anaerop
bakterilerin  tanimlamasina  biiyiik  kolayliklar
getirmistir. Bu metod ile sonuclarin pratik,

hizli, giivenilir ve vyeni bakteri tiirlerinin kesfi-
ne imkan vermesi ile referans yontem olarak
kabul gormiistiir. Ancak wverilerin analizinde
biyoinformatik yetkinlik gerekmesi ve rutin mik-
robiyolojik tanida tek basina kullanimlart su an
icin maliyet-etkin olmamas1 sebebiyle kullanimi
sinirhdir!?). Son yillarda kullanimi giderek artan
MALDI-TOF (Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon
fyonlastirma Ucus Zamani) teknolojisi mikrobi-
yolojik tammlamanin hizli, giivenilir ve pratik
olarak gerceklesmesine olanak wverir. Fakat bu

yenilik¢i ~ sistemin  kullanimi ile materyal basi
malivet ucuz olarak degerlendirilse de; gerek
cihaz gerekse teknik-bakim maliyetleri rutin

laboratuvarlarin pek cogu icin halen pahalidirl”),

Bu sebeple mevcut ulasilabilir ticari sistemlerin
veri tabaninin gelistirilmesi ve tutarsizliklarin gide-
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Tablo 2. Klinik 6rneklerden soyutlanan anaerop etkenlerin API20A ve VITEK 2 ANC kart ile karsilagtiriimali

tanimlanmasi
API 20A panel*

VITEK ANC

Actinomyces meyeri/odontolyticus
Actinomyces meyeri/odontolyticus
Actinomyces meyeri/odontolyticus
Actinomyces naeslundii
Actinomyces viscosus
Bacteroides fragilis
Bacteroides fragilis
Bacteroides fragilis
Bacteroides fragilis
Bacteroides ovatus/thetaiotaomicron
Clostridium beijerinckii/butyricum
Clostridium beijerinckii/butyricum
Clostridium beijerinckii/butyricum
Clostridium clostriforme
Clostridium histolyticum
Clostridium innocuum
Clostridium spp.
Clostridium tertium
Clostridium tertium
Fusobacterium nucleatum
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptostreptoccus spp.
Peptostreptoccus spp.
Peptostreptoccus spp.
Peptostreptoccus spp.
Peptostreptoccus spp.
Peptostreptoccus spp.
Peptostreptoccus spp.
Peptostreptoccus spp.
Prevotella bivia
Prevotella intermedia/disiens
Prevotella intermedia/disiens
Prevotella intermedia/disiens
Prevotella intermedia/disiens

Actinomyces odontolyticus
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces odontolyticus
Actinomyces viscosus
Clostridium clostriforme
Prevotella disiens
Prevotella oralis
Tanimlanamadi
Bacteroides stercoris
Clostridium clostriforme
Clostridium bifermentans
Clostridium bifermentans
Clostridium group
Clostridium clostriforme
Clostridium innocuum
Clostridium innocuum
Clostridium tertium
Clostridium tertium
Tanimlanamadi
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptoniphilus asaccharolyticus
Anaerococcus prevotii
Peptoniphilus asaccharolyticus
Finegoldia magna
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus anaerobicus
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus anaerobius
Peptostreptococcus anaerobicus
Prevotella bivia
Prevotella disiens
Prevotella disiens
Prevotella intermedia

Prevotella disiens
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Tablo 2. Klinik 6rneklerden soyutlanan anaerop etkenlerin API20A ve VITEK 2 ANC kart ile karsilastiriimali

tanimlanmasi (devami)
API 20A panel*

VITEK ANC

Prevotella melaninogenica/oralis
Prevotella melaninogenica/oralis
Streptococcus constellatus
Tanimlanamadi
Tanimlanamadi
Tanimlanamadi

Veionella spp.

Prevotella melaninogenica
Prevotella oralis
Peptoniphilus asaccharolyticus
Lactobacillus hilgardii
Tanimlanamadi
Tanimlanamadi

Veionella spp.

*Bakteri isimleri alfabetik siraya gore dizilerek tablo olusturulmustur.

rilebilmesi icin ©zellikle kisith sayida calismanin
bulundugu anaerop bakterilere yonelik yontem
performanslarinin  karsilastirildigi  uygulamalara
ihtivac duyulmaktadir. Bu c¢alismada anaeropla-
rin tammlanmasinda geleneksel yontemler, API
20A panel ve Vitek 2 ANC Kkart ile es zamanh
tanimlama calismalar1 yapildi. Yontemler arasi
uyum cins ve tlir diizeyinde degerlendirildi.

Her iki panelle de identifiye edilemeyen iki
izolat goz ardi edildiginde API 20 A ve Vitek
2 ANC Kkartin anaerop bakteri tanimlamasindaki
cins diizeyindeki uyumu 35/44 (%79.5) olarak;
cins seviyesinde uyumlu olan 35 susun 19’unda
(%43.2) tir diizeyinde de uyumluluk sz konu-
suydu.

Park ve arkadaslan®® tarafindan vyapilan

calismada anaerop tamimlama yontemlerinden API
20A panel ve Vitek 2 ANC otomatize sistem ile
referans metod 16S rRNA dizi analizi karsilasti-
rlmustir. flgili cahsmada API 20A, Vitek 2 ANC
ve 16S rRNA ile sirasyla %15.4; %54.3; %94.3
tir diizeyinde dogru ve uyumlu tanimlama yapi-
lirken; cins diizeyinde %42.3; %77.1 ve %100
oranlarinda identifikasyon saglandigi bildirilmistir.

Wang ve arkadaslan(?!l  tarafindan yapilan

calismada B. fragilis gruba ait 137 anaerop
bakterinin tanimlanmasinda Vitek 2 ANC Kkart ile
16S rRNA gen sekans analizi metodu Kkarsilasti-
nlmistir. Buna gore veri tabaninda yer almayan
Bacteroides intestinalisin Vitek 2 ANC tarafindan
B. ovatus olarak tammlandigi bildirilmistir. Ayri-
ca iki adet B. fragilis izolatinin ANC tarafindan
B. stercoralis ve bir susunun ise B. uniformis
olarak vanlis identifiye edildigi saptanmistir.

Bu calismada ise APl 20A ve Vitek 2 ANC
arasinda uyumsuzluk saptanan izolatlarda sonug-
larin  geleneksel yontemler ile uyumu da deger-
lendirildi. API 20A ve geleneksel yontemler ile
tam uyum gosteren ancak ANC kartin uyumsuz
sonuc verdigi iic sus, APl 20A ve ANIDENT
diskler tarafindan B. fragilis olarak tammland.
Eskiilin hidrolizi de tespit edilen bu izolatlar, ANC
tarafindan C. clostriforme, P. disiens ve P. oralis
olarak identifiye edildi. Wang ve arkadaslarinin
verilerine benzer olarak calismamizda B. fragilis
izolatlarinin  tanimlanmasinda ANC  kartin  cins
diizeyinde kategorik uyumsuzlugunu tespit edildi.
B. fragilis gibi Klinik izolatlarda sikca karsilasilan,
artan antibiyotik direnci ve vyiiksek viriilans ©zel-
liklerine sahip bir anaerop bakteri tiiriiniin Vitek
2 ANC Kkart ile yanlis tanimlanmasinin dikkate
deger oldugunu diistiinmekteyiz. APl 20A tarafin-
dan Streptococcus constellatus olarak tammlanan
izolat, ANC ile Peptoniphilus asaccharolyticus
olarak identifiye edildi. Ilgili susun antibiyotik
duyarliik profili degerlendirildiginde metronidazol
duyarli olarak bulundu. Ancak S. constellatus
gibi pek c¢ok mikroaerofilik streptokok tiiriiniin
ise metronidazole direncli oldugu bilinmektedirl22.
Bu sebeple tanimlanan anaerop bakteri tiirii ile
antibiyotik duyarhlik testi birlikte degerlendirilmeli
ve uyumsuzluk durumunda tammlama gozden
gecirilmelidir. Bu amacla en azindan iki sistemle
fikir birligine varllamayan ya da tanimlanamayan
bakteriler icin 16S rRNA dizi analizinin yapilmasi
faydal olacaktir.

Son dekadlarda artan antibiyotik diren¢ oran-
lari nedeniyle anti-anaerop etkili antibiyotiklerin

FLORA 2022;27(3):383-394
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*Gram-pozitif sporsuz basillerden Actinomyces spp. metranidazole dogal direncli.

Gram-negatif kok

9 (69)
29 (65.9)

6 (46)
27 (61.4)

Gram-negatif basil

Toplam

ampirik olarak kullanimi ozellikle B. fragilis gibi
virlilanst yiiksek izolatlarin duyarhhklar icin ©ngo-
rilemez hale gelmistir[15]. Anaerop bakterilerin
duyarliik paternleri cografi bolgelere, hatta aym
merkezde Kkliniklere gore farklilik gostermekle
beraber calismalar, en aktif antibiyotiklerden met-
ronidazol, piperasilin-tazobaktam ve karbapenem-
lere dahi diren¢ gelistigini gbstermistir[2’23]. Bu
sebeple, her merkezin giincel antibiyotik direng
oranlarini belirlemesi ve ampirik tedavi semalarini
gozden gecirmesi gerekmektedirl?!.

Anaerop bakteriler arasinda cesitli antibiyotik-
lere karsi duyarlihigin azaldigim bildiren calismalar
mevcuttur. Demir ve arkadaslarinin calismasinda
izole edilen anaerop etkenlerde en yiiksek direnc
oranlar1 penisiline (%78.5) ve sefoksitine (%21.4)
karst bildirilmistir. Klindamisine direnc en fazla
B. fragilis izolatlarinda (%28.5) tespit edilmis ve
bu suslarin hicbirinde metronidazol direnci sap-
tanmanustir! 1], Ulger ve arkadaslarlnln[ZS] 100
B. fragilis izolat1 ile gercektirdikleri calismada,
suslarin tamami imipenem, amoksisilin klavulonat
ve metronidazol duyarh bulunmustur. Ancak 2013
yiinda Ulger ve arkadaslan(?® tarafindan ayni
merkezin ilk metronidazol direncli Bacteroides
thetaiotaomicron susunun izole edildigi bildirilmis-

tir26].

Sunulan calismada, 14’ti gram-negatif olmak
lizere 44 anaerop bakteriye antibiyotik duyarlilik
testi calisildi ve sonuclart degerlendirildi. Buna
gore; calismamizda penisiline duyarlilk  %61.4
olarak bulundu. Ancak cahsilan izolatlardan B.
fragilis kokenleri (n= 4) icin penisilin direnci
%100, Clostridium spp. (n= 9) icin %55.5, Pre-
votella spp. (n= 7) icin %28.6 ve gram-pozitif
koklardan Peptoniphilus spp. (n= 6) icin %34.4
oraninda  saptandi.  Peptostreptococcus — spp.
(n= 8) ve Fusobacterium spp. (n= 1) izolatlarinda
penisilin direnci saptanmadi. Bakteri tiirline ve
bolgesel olarak degiskenlik gostermekle beraber
genel olarak penisilin en yiiksek direncin goriil-
digii antibiyotik grubunu olusturmaktadir.

Calismamizda sefoksitin, metronidazol, pipe-
rasilin-tazobaktam ve Kklindamisin icin saptanan
direnc oranlar1 sirasiyla  %7; %15.9; %7 ve
%34.1°dir. Fakat tiim izolatlar birlikte degerlen-
dirildiginde sefoksitin icin saptanan diisiik direnc
oranlart B. fragilis (n= 4) izolatlar1 icin %50 ola-

FLORA 2022;27(3):383-394

[391



| Anaerop Bakterilerin Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarliliklari

rak tespit edildi. Imipeneme hicbir izolatta direnc
gozlenmedi. Metronidazol direnci saptanan yedi
klinik izolatin altisimin intrensek direnci bulunan
Actinomyces ve Lactobacillus tiirli bakterilerin
olusturdugu belirlendi. Soyutlanan bir B. fragilis
kokeninde ise; metronidazol direncinin saptanma-
st duyarhihk profillerinin yakindan takip edilmesi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Calismamizda en
yiiksek diren¢ penisilin ve klindamisine karsi goz-
lendi. Izolatlarimiz iizerinde etkinligi en iyi olan
piperasilin-tazobaktam ve imipenemdi.

Seftolozan-tazobaktam coklu-ilac direnci olan
gram-negatiflerin  sebep oldugu infeksiyonlarda
kullanilan ve anaerop etkenler {izerindeki etkinli-
gini degerlendiren literatiirde sinirh sayida calisma
bulunmaktadirl2 1191 Armstrong ve arkadaslar-
nint* seftolozan-tazobaktamin anaerop bakteriler
tizerindeki etkinligini arastirdiklar1 calismada MIK
degerlerinin B. fragilis grup icin degiskenlik gos-
terdigini, B. thetaiotaomicron ve B. vulgatus icin
saptanan M1K90= 64 mg/L olarak; B. fragilis
ve B. stercoris icin ise MIKgy= 2 mg/L ola-
rak tespit edildigini bildirmislerdir. Armstrong ve
arkadaslarinin calismasina benzer sonuclar elde
ettigimiz bu calismada, tespit edilen MIK diizeyleri
0.032-12 mg/L arasinda degiskenlik gostermek-
teydi. Seftolozan-tazobaktam icin en yiiksek MIK
degerleri B. fragilis grup izolatlarinda rastlamr-
ken; en diisik MIK seviyeleri Veillonella spp.
(MiK= 0.25 mg/L) ve Fusobacterium spp.
(MIK= 0.5 mg/L) izolatlarinda saptandi. Tiim
izolatlar1 birlikte degerlendirdigimizde seftolozan-ta-
zobaktamin M1K5O= 2 mg/L olarz?k belirlendi.
Ancak B. fragilis (n= 4) suslan icin MIK (0.064-12
mg/L) arasinda yer alirken; bu tiir icin M1K50=
2 mg/L olarak tespit edildi. Clostridium spp. izo-
latlarinda saptadigimiz seftolozan-tazobaktam MIK
degerleri (0.032-6 mg/L) Snydman ve arkadaslari-
ninl?® calismasinda oldugu gibi Clostridium tiirleri
(0.5->256 mg/L) arasinda degiskenlik gosterdigi
saptandi.

Tanisal mikrobiyolojideki son teknolojik gelis-
melere ragmen anaerop bakteriyoloji laboratuvar-
larinda geleneksel yontemler, ticari yari otomatize
sistem ve panellerin en merkezden perifere tiim
laboratuvarlarda uygulanabilir ve ulasilabilir olmasi
nedeniyle yerini koruyacagini diistiniiyoruz. Calis-
mamiz rutinde sikca kullanilan ticari anaerop

identifikasyon testleri arasindaki performans kar-
silastirmasimin yapildigi sinirli sayidaki calismadan
biridir. Soyutlanan izolat sayisinin az olmasi
calismamizin kisithliklarindandir. Ancak sonuclari-
mizin yontemler arasi gerekli standardizasyonun
saglanmast adina ileride daha fazla bakteriyi dahil
ederek yapilan optimize calismalara kaynak olus-
turacagim  diistinmekteyiz. Izolatlarimizdan birinin
hastanemizde tespit edilen metronidazol direncli
ilk B. fragilis izolati olmasinin dikkate deger ve
periyodik duyarhlik calismalan ile takibinin gerekli
oldugu kamsindayiz. Ayrica calismamiz bildigi-
miz kadariyla seftolozan-tazobaktamin anaerop
bakteriler iizerindeki etkinliginin degerlendirildigi
tilkemizden ik calismadir. llgili antibiyotik icin
MIK degerinin bakteri tiirleri arasinda oldukca
degiskenlik gosterdigi ve anaeroplara karsi etkisini
kavrayabilmemiz icin daha cok bakteri tiirii ve
sayisinl iceren genis capli calismalara gereksinim
oldugunu diistinmekteyiz.
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