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Amag: Bu ¢alismada, yakin zamanda European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
tarafindan anaeroplar igin gelistirilen disk diffiizyon testi ve Clinical Laboratory Standart Institude (CLSI) tara-
findan anaerop bakteriler igin 6nerilen standart, agarda dillisyon yéntemleriyle enfeksiyon etkeni Bacteroides
fragilis grubu (BFG) bakterilerin antimikrobiyallere duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmus, iki testin sonugla-
ri arasinda uyumluluk arastiriimigstir.

Yontem: Hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda, Ocak 2017 ile Aralik 2018 tarihleri arasinda cesitli klinik
érneklerden izole edilen ve MALDI-TOF MS ile tanimlanan 56 BFG izolatlarinin ampisilin, ampisilin/sulbaktam,
sefoksitin, imipenem, klindamisin, tigesiklin, moksifloksasin ve metronidazole duyarliliklari koyun kaniyla zen-
ginlestirilmis Brucella agar kullanilarak agarda diliisyon yéntemiyle, at kani ile zenginlestirilmis Fastidius
Anaerobic Agar (FAA) besiyeri kullanilarak disk difiizyon yéntemiyle belirlenmistir.

Bulgular: Batin i¢i apsesi (n=24), kan (n=10) ve doku biyopsi érnedi (n=11) gibi ¢esitli klinik materyallerden izole
edilen, cogunlugu Bacteroides fragilis (n=34, %61) ve Bacteroides thetaiotaomicron (n=11, %20) izolatlarindan
olusan alt1 BFG tiirii tanimlanmustir. Agarda diliisyon yéntem sonuglarina gére izolatlar iizerine en etkili anti-
mikrobiyaller %98.2 duyarlilik oranlariyla imipenem ve metronidazol olmus, bunu sirasiyla %89.3 ve %66.1
oranlariyla tigesiklin ve ampisilin/sulbaktam izlemistir. Moksifloksasine duyarli olanlarin orani %57.1, klindami-
sine ise %46.4 bulunmustur. iki yéntemin, izolatlarin antimikrobiyallere duyarlilik durumlarini belirleme perfor-
manslari metronidazol igcin %100, imipenem ve tigesiklin icin %89.8 uyumlu bulunmustur. Diger antibiyotikler
igin kabul edilebilir uyum saptanmamistir.

Sonug: BFG bakterilerinin metronidazol, imipenem ve tigesikline duyarliliklarini belirlemede disk diffiizyon
yénteminin; klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla uygulanabilir, hizli ve giivenilir bir yéntem oldu-
gunu séyleyebiliriz. Ancak, bir standardin olusturulmasi adina, ézellikle diger antimikrobiyaller icin daha fazla
izolatin ele alindigi, deney kosullarinin optimize edildigi calismalarin gerektigini diisiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Bacteroides fragilis grubu bakteriler, agarda diliisyon, disk diftizyon
ABSTRACT

Objective: In this study it was aimed to determine the antimicrobial susceptibility of Bacteroides fragilis group
(BFG) bacteria using recently developed European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
disc diffusion method and agar dilution method recommended by Clinical Laboratory Standart Institude (CLSI)
for anaerobes and to investigate the agreement of the results of two tests.

Method: The antimicrobial susceptibilities of a total of 56 BFG strains isolated from clinical samples and
identified by MALDI-TOF MS analysis between January 2017 and December 2018, were tested to ampicillin,
ampicillin/sulbactam, cefoxitin, imipenem, clindamycin, tigecycline, moxifloxacin and metronidazole MICs were
determined by agar dilution method using sheep blood supplemented Brucella agar and disk diffusion test
using host blood supplemented Fastidius Anaerobic Agar (FAA).

Results: Six different BFG species consisting mostly strains of Bacteroides fragilis (n=34, 61%) and Bacteroides
thetaiotaomicron (n=11, 20%) isolated from various clinical samples such as intraabdominal abscess (n= 24),
blood (n=10) and tissue biopsy samples (n=11).were identified. Imipenem and metronidazole were the most
effective antimicrobials with 98.2% susceptibility rates, followed by tigecycline, ampicillin/sulbactam,
moxifloxacin and clindamycin with susceptibility rates of 89.3%, 66.1%, 57.1% and 46.4%, respectively. Most
concordant results were obtained with metronidazole (100%), imipenem (89.8%) and tigecycline (89.8%).
Acceptable compliance rates were not found for other antimicrobials.

Conclusion: We can say that disc diffusion method is a fast, easy-to-apply, and reliable method used in clinical
microbiology laboratories to determine the susceptibility of BFG bacteria to metronidazole, imipenem and
tigecycline. However, to evolve a standard method especially for other antimicrobials, the experimental
conditions should be optimized with studies dome with greater number of isolates.

Keywords: Bacteroides fragilis group bacteria, agar dilution method, disc diffusion method
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GiRiS

Bacteroides fragilis grubu (BFG) bakteriler zorunlu
anaerop gram negatif comaklardir. Kolon mikrobiyo-
tasinin 6nemli kismini olustururlar. Cerrahi girisim
veya travmaya bagh bagirsak mukoza bitinliginin
bozuldugu, bagisik yanitin baskilandigi durumlarda
vicudun diger bolgelerine yayilarak ciddi seyirli,
hatta 6liimle sonlanan firsatgl enfeksiyonlara neden
olabilirler™, BFG bakteriler, Bacteroides caccae,
Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus, Bacteroides
nordii, Bacteroides vulgatus ve Bacteroides
thetaiotaomicron gibi Bacteroides tirlerinden ve
Parabacteroides distasonis, Parabacteroides goldsteinii
ve Parabacteroides merdae gibi Parabacteroides
tirlerinden [https://Ipsn.dsmz.de/genus/bacteroides]
olusur. Tirler arasinda birtakim farkhliklar bulunmak-
la beraber, BFG bakteriler yiiksek virtilans 6zelliklere
sahiptirler ve anaerop bakteriler arasinda enfeksi-
yonlara en fazla yol acan organizmalardir. Bu bakteri-
ler ayni zamanda diger anaerop bakterilere gore
antibiyotiklere daha fazla direnclidirler®®.

BFG bakterileri vankomisin, kanamisin, kolistin, azt-
reonam, aminoglikozitler ve trimetoprim- silfame-
toksazol antibiyotiklerine dogal direnglidirler®.
izolatlarin ¢ogu penisilinlere, tetrasiklinlere yiiksek
oranda diren¢ kazanmislardir. Bunun yani sira klinda-
misin, moksifloksasin gibi anaerop enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan birgok antibiyotige artan oran-
da direng gelistirdikleri saptanmistir. BFG bakterileri
Uzerine etkili olabilecek B-laktam/B-laktamaz inhibi-
torleri, karbapenemler, tigesiklin, kloramfenikol ve
metronidazol gibi az sayida antibiyotik vardir®®,
Ancak, son yillarda BFG bakterilerinin bu antibiyotik-
lere de direng gelistirdikleri, ayni zamanda ¢ok anti-
biyotige direng sergiledikleri ve yiksek oranda mor-
taliteye yol actiklari bildirilmigstir”:#),

Gerek llkemizde gerekse diinya genelinde mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinin cogunda anaeroplarin, dola-
yistyla BFG bakterilerinin kulturleri ve antibiyotiklere
duyarliliklari rutin olarak c¢alisiimaz/?. Bunun énemli
nedenlerinden birisi, anaerop bakterilerin duyarlilik-
larini belirlemek igin 6nerilen agarda diliisyon testi-
nin, rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanabi-

110

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(2):99-118

lecek pratik bir yontem olmamasidir®. Giinimizde
glvenilir, hizli, laboratuvarlarda kolaylikla uygulana-
bilir ydntem gelistirme arayislari vardir. Calismalardan
birisi European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)’in gelistirmekte oldu-
gu disk difizyon ydntemiyle BFG bakterilerin-
de duyarlilik testidir®®. Calismanin sonuglari BFG
bakterilerde, belirli antibiyotikler icin disk diftizyon
testinin glnlik laboratuvar uygulamalarinda giivenle
kullanilabilecegini gostermistir. Bir standart olustur-
mak ve bir rehber hazirlamak adina optimizasyon
¢alismalari siirduriilmektedir.

Bu calismada, laboratuvarimizda, klinik materyaller-
den izole edilmis BFG bakterilerinin EUCAST’in gelis-
tirmekte oldugu disk diflizyon yéntemi ve anaerop
bakteriler icin oOnerilen standart, agarda dillisyon
yontemi ile duyarliliklarinin belirlenmesi, elde edilen
sonuglara gore disk difiizyon yonteminin laboratuva-
rimizda rutinde uygulanabilirligi arastirilmistir.

GEREC ve YONTEM

izolatlarin belirlenmesi: Calismamiza, Ocak 2017 ile

Aralik 2018 tarihleri arasinda Marmara Universitesi,
Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvar’’na gonderilen klinik
orneklerden izole edilen, enfeksiyon etkeni BFG bak-
terileri dahil edilmistir. Klinik 6rnekler genel cerrahi
(n=17), i¢ hastaliklari (n=9), kadin hastaliklari (n=6),
yogun bakim servisleri (n=5), acil servis (n=5), enfek-
siyon hastaliklari (n=4) ve diger kliniklerden génderil-
mistir. Ornekler 53 hastadan alinmis, ¢ogu batin
icinden olmak Uzere apselerden (n=26), dokudan
biyopsi 6rneklerinden (n=10), kan (n=10) ve diger
vicut sivilarindan olusmustur. Birer plevra, beyin
omurilik sivisi (BOS) ve dokudan biyopsi érneklerin-
den ikiser farkh BFG tirt olmak Uzere Uretilen top-
lam 56 BFG izolati caligmaya alinmis, yineleyen ure-
melerden birisi calismaya dahil edilmistir. Tanimlanan
izolatlar -80°C’de saklanmustir. Duyarlilik testi yapila-
cagl zaman, bakterilerin canlandirilmasi igin zengin-
lestirilmis Brucella agarda (%5 koyun kani, K vitamin;
1 pg/ml ve hemin; 5 ug/ml bulunduran) lg kez ardi-
stk olarak anaerop ortamda (Bactron-I, SHELLAB,
ABD) kdiltirleri yapilmistir.
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izolatlarin tanimlanmasi: Aerotolerans testiyle sade-
ce anaerop ortamda lreyebilen, Gram negatif boyan-
ma Ozelligine sahip, identifikasyon amagli kullanilan
kolistin (10 pg), vankomisin (5 pg) ve kanamisin
(1000 pg) disklerine direncli, safrali besiyerinde dre-
yebilen, hareketsiz, katalaz aktivitesi gosteren basil-
ler BFG bakteriolarak degerlendirilmistir®?. izolatlarin
tur diizeyinde tanimlanmasi MALDI-TOF MS ile yapil-
mistir. Sistemin kullanim kilavuzu 6nerilerine uygun
olarak birer koloniden hazirlanan preparatlar lazer
atislarina maruz birakilmis ve elde edilen kiitle spekt-
rumlari VITEK® MS’in (bioMérieux, Fransa) V3.0 bilgi
veri tabanindaki spektrumlarla karsilastirilarak bak-
teri tanimlanmistir. Sistemin kalibrasyonu ve bakteri-
lerin tanimlanma kontroll ATCC Escherichia coli 8739
izolati ile yapilmistir.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri: Calismamizda kulla-

nilan antibiyotikler; Clinical Laboratory Standart
Institude (CLSI) ve EUCAST onerileri dikkate alinarak
secilmistir®>13), izolatlarin ampisilin, ampisilin/sul-
baktam, sefoksitin, imipenem, tigesiklin, klindamisin,
moksifloksasin ve metronidazole (Sigma-Aldrich,
St.Louis, Missouri, ABD) duyarlilk durumlari agarda
dilusyon ve disk diflizyon yontemleriyle
belirlenmistir*®2, Kontrol olarak ATCC 25285
Bacteroides fragilis izolati kullaniimistir.

Agarda dillisyon yontemi: Agarda dillisyon yontemin-
de CLSI (M11-A7) 6nerilerine uygun sekilde, antibi-
yotiklerin yari yariya sulandiriimalariyla hazirlanmis,

hemin, K vitamini ve %5 koyun kani bulunduran
Brucella agar kullaniimistir®, K vitamini ve heminle
zenginlestirilmis Brucella sivi besiyerlerinde bir gece-
lik inklibasyonla elde edilmis bakteri kiltard 0.5
McFarland bulanikliginda olacak sekilde ayarlanmis,
1/10 oraninda sulandirilmistir. Bakteri stspansiyo-
nundan 10’ar pl 6nceden hazirlanmis antibiyotikli
besiyerlerine damlatilarak inokiile edilmistir. Her bir
plakta 25 izolat bulunacak sekilde inokilasyon islem-
leri tamamlandiktan sonra plaklar 37°C’de 48 saat
anaerop ortamda (Bactron-I, SHELLAB, ABD) inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasi iremenin inhibe edil-
digi en diisiik konsantrasyon MiK degeri olarak kabul
edilmistir®. izolatlarin antibiyotiklere duyarhlik
durumu EUCAST klinik sinir degerlerine gore

yorumlanmistir®), EUCAST klinik sinir degeri bulun-
mayan antibiyotikler icin CLSI sinir degerleri kullanil-
mistir. EUCAST ve CLSI’'nin sinir deger bildirmedigi
tigesiklin icin Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan anaeroplar icin 6nerilen sinir degerleri
(duyarh:<4 pg/ml, orta duyarli: 8 ug/ml, direngli: 216
pg/ml) temel alinmistir®®.

Disk diflizyon metodu: Disk diflizyon metodu igin;

ampisilin (10 pg), ampisilin/sulbaktam (10/10 pg),
sefoksitin (30 pg), imipenem (10 pg), tigesiklin (15
pg), klindamisin (10 pg), moksifloksasin (5 ug) ve
metronidazol (5 pg) antibiyotik diskleri (Oxoid,
Birlesik Krallik) kullanilmistir®®, Besiyeri olarak
EUCAST tarafindan kullanilmasi Gzerinde uzlagsmaya
varilan Fastidious Anaerobe Agar (FAA) (LabM,
Birlesik Krallik) calismaya alinmistir®®. Yizde 5 ora-
ninda at kani ile zenginlestirilmis FAA, kalinligi 4 mm
olacak sekilde plaklara aktarilarak kurumaya birakil-
mistir. Diger yandan bir gecelik inkiibasyon sonrasi
FAA'dan elde edilen taze kaltirden %0.9’luk tuzlu su
icinde McFarland 1 bulanikhginda bakteri siispansi-
yonu hazirlanmis, steril pamuklu ekivyon ile taze
FAA’a, plagin tum vylzeyine esit yayillacak sekilde
ekim yapilmistir. Her bir 90 mm ebatlarindaki FAA
plagina penset kullanilarak en fazla l¢ adet antibiyo-
tik diski yerlestirilmistir. inokilum hazirlanmasi, ekim
isleminin yapilmasi ve antibiyotik disklerinin yerlesti-
rilmesi EUCAST’in Onerdigi 15’er (15-15-15) dakika
kuralina goére bekletilmeden uygulanmistir,
islemleri tamamlanan plaklar karanlik (besiyeri ire-
ten firmanin Gnerisine istinaden) ve anaerop ortam-
da 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda antibiyotik disklerinin g¢evresindeki Greme
olmayan zon cap! milimetrik cetvel ile ol¢lilmas,
daha 6nce yapilan galismalardan bildirilmis sonuglar-
la karsilastirilmis, izolatlarimizin ilgili antibiyotige
duyarh (S) ve direncli (R) olabilecegi seklinde ¢ikarim-
lar yapilmistir. Agarda dillisyon test sonuglari ile disk
diftizyon test sonuglari karsilastirilarak aralarinda
baglanti bulmaya calisiimistir.

BULGULAR

Bu calismada, 53 hastanin gesitli klinik 6rneklerinden
uretilmis 56 BFG izolati ele alinmistir. izolatlarin
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Tablo 1. izolatlarin elde edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi.

BFG bakteriler Apse BAI* Doku BOS** Periton sivisi Plevra sivisi Toplam Sayi (n)
Bacteroides fragilis 1 15 8 2 2 0 34
Bacteroides thetaiotaomicron 0 4 0 1 1 2 11
Bacteroides vulgatus 1 2 1 0 0 0 4
Bacteroides ovatus 0 0 1 0 0 1 2
Bacteroides uniformis 0 0 1 0 0 0 1
Parabacteroides distasonis 0 3 0 0 0 0 4
Toplam 2 24 11 3 3 3 56

Sayi (n)

*BIA: Batin ici apse, **BOS: Beyin omurilik sivisi

Tablo 2. BFG izolatlarinin antimikrobiyallere duyarhilik durumlan

MiK degerleri (ug/ml) Duyarhlik profili (%)

Antimikrobiyaller Sinir degerleri®

Hassas Orta Direngli MiK araliklan ~ MiK, MK, Hassas Orta  Direngli
Ampisilin <0,5 >2 4->256 64 >258 0 100
Ampisilin/sulbaktam <4 32 >8 <0.125->64 2 16 66.1 33.9
Sefoksitin® <16 264 4->64 32 >64 68 16 16
imipenem <2 >8 <0.06-64 0.05 2 98.2 1.8
Klindamisin <4 8 >4 0.25->256 16 >256 46.4 53.6
Tigesiklin® <4 4 216 0.25-16 1 8 89.3 89 1.8
Moksifloksasin® <2 >8 0.05->64 4 32 57.1 12.5 30.4
Metronidazol <4 >4 0.5-8 0.05 2 98.2 1.8

YEUCAST klinik sinir degerlerine gére, °CLSI klinik sinir degerlerine,

¢ogunlugunu B. fragilis (n=34, %61), olusturmus
bunu sirasiyla B. thetaiotaomicron (n=11, %20),
B. vulgatus (n=4), P. distasonis (n=4), B. ovatus (n=2)
ve B. uniformis (n=1) izlemistir. izolatlarimizin klinik
orneklere gore dagilimi Tablo 1’de verilmistir.

Agarda dillisyon test sonuglarimiza gore izolatlarimi-
zin tamami ampisiline, %33.9’u ampisilin/sulbakta-
ma, %16’si ise sefoksitine direngli bulunmustur. Orta
direngli olanlar da degerlendirmeye katildiginda
sefoksitine duyarli olmayanlarin orani %32’ye yuksel-
mistir. ikinci en vyiiksek direng orani klindamisine
karsi (%53.6) saptanmis, bunu %30.4 (orta direngliler
ile birlikte toplam %42.9 oraninda duyarl olmayan-
lar) oraniyla moksifloksasine direng izlemistir.
izolatlar lzerine en etkili goériilen antibiyotikler
%1.8 direng oranlariyla imipenem, metronidazol
ve tigesiklin olmustur.

izolatlarin MiK, ve MIK  degerleri ve CLSI, EUCAST
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°FDA klinik sinir dederlerine gére yorumlanmistir.

ve FDA'nin klinik sinir degerlerine gore belirlenmis
antibiyotiklere duyarhlik durumlari Tablo 2’de
verilmistir.

Disk diflizyon test sonuglari 24 saatlik inkiibasyon
sonunda disk etrafindaki inhibisyon zon c¢aplari 6l¢i-
lerek degerlendirilmistir. Bakterilerin iyi Gredikleri,
zon caplariin dizgin ve net bir sekilde gorilebilir
oldugu saptanmistir. Daha 6nce duyarhhk zon sinir
degerleri belirlenen antibiyotiklere (duyarhlik kriter-
leri; imipenem 229 mm, metronidazol 224 mm, klin-
damisin 225, moksiflosasin 219 mm) gobre agarda
dilisyon ve disk difiizyon sonuglarimizin uyumlulugu
arastirilmigtir. Metronidazol igin agarda dillisyon ve
disk diflizyon sonuglarimizda %100 oraninda uyum-
luluk saptanmis ve her iki test ile izolatlar hassas ya
da direngli olarak bulunmustur. iki test sonuglari ara-
sindaki uyumluluk diger antibiyotiklerden imipenem
icin %89, klindamisin igin %78.5 ve moksifloksasin
icin %76.7 olarak saptanmistir. Uyum orani daha
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Sekil 1. BFG izolatlarinin metronidazole karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin metronidazol diski (5 pg /disk) etrafinda olusturduklari

inhibisyon zon 6l¢tiimlerinin dagilm semasi.

*inhibisyon zon ¢apini gésteren 06-40 rakamlari alt alta yazilmistir.
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Sekil 2. BFG izolatlarinin moksifloksasine karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin moksifloksasin diski (5 pg /disk) etrafinda olusturduklari

inhibisyon zon 6l¢limlerinin dagihm semasi.

*Kiigtik hata, **Biyiik hata, ***Cok bliyiik hata veren izolatlar. D; direngli, O; orta direngli, H; hassas

disik olan klindamisin ve moksifloksasin igin tir
bazinda zon ¢apinda belirgin farkhliklarin oldugu goz-
lenmistir (Tablo 3’te BFG izolatlarinin tir bazinda
moksifloksasine gostermis olduklari inhibisyon zon
caplari yer almaktadir). Ampisilin/sulbaktam ve
sefoksitine duyarhlik sonuglarinda pek kiyaslanabilir
degerler bulunamamis, ayni MiK degerlerine sahip
izolatlar farkli inhibisyon zon gaplari veya ayni zon
caplarina sahip izolatlar farkli MiK degerleri sergile-

yebilmislerdir. Tigesiklin icin disk diflizyon inhibisyon
zon gaplariyla ilgili heniz sinir degerler belirlenmedi-
ginden iki yontemin sonuglari karsilastirilamamistir.
Ancak, MiK degerlerine gére duyarli izolatlarin (n=50)
%92’sinde disk diflizyon testiyle inhibisyon zon ¢api
19 mm ve Uzerinde bulunmus, %8’inde ise 12 ile 15
mm arasinda veriler elde edilmistir. MiK sonucuna
gore direngli tek izolat ise 10 mm’lik inhibisyon zonu
olusturmustur (Sekil 3a, 3b).
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Tablo 3. Sekil 2’deki verilen BFG izolatlarinin moksifloksasine karsi disk difiizyon inhibisyon zon ¢ap dl¢iimlerinin MIK degerlerine gore
dagihimi.

MiK Sayi Zon gapi Sayi Zon gapi Saylr  Zon gapi Sayr  Zon gapli
(ne/l (n=) (mm) (n=) (mm) (n=)  (mm) (n=)  (mm)
0.5 7 21, 25, 25, 28, 29, 29, 29 1 27 2 22,25 0 -
1 12 6**, 6%*, 22, 23, 25, 25, 25, 26, 26, 27, 27, 28 0 - 0 - 2 25,25
2 2 6**, 27 4 19, 20, 20, 21 0 - 2 20, 17
4 4 17, 18, 19%, 19* 2 15,25 1 18 0 -
8 5 6,10, 11*, 13*, 13* 0 - 0 - 0 -
16 2 6, 14* 0 - 1 6 0 -
32 2 6, 27*** 2 6,7 0 - 0 -
>64 0 - 2 6,6 0 3 6,6,6
*Kliglik hata, **Biiyik hata, ***Cok bliyiik hata veren izolatlar
" Tigesiklin MiK
(ug/ml)
12 16
10 8
a
g 8- 4
5
L2 6 "2
m]
4 | I
®o,5
2 .
0,25
0 T T T \ T 1
5 10 30 ®0,125

Inhlblsyon zon capi

Sekil 3a. BFG izolatlarinin tigesikline karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin tigesiklin diski (15 pg /disk) etrafinda olugturduklar inhibisyon
zon Olglimlerinin dagilim semasi.

Tigesiklin

N
_
[\SENe N ST \S)
=
[\®}

05 l

0.06 D 0]
56 789 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Disk etrafindaki inhibisyon zon ¢api (mm)

Sekil 3b. BFG izolatlarinin tigesikline karsi MiK degerleri ve ayni izolatlarin tigesiklin diski (15 pg /disk) etrafinda olusturduklari inhibisyon
zon Slgiimlerinin dagilim semasi. Tigesiklin igin disk diffiizton inhibisyon zon ¢aplariyla ilgili heniiz belirlenmis sinir degerler bulunmamak-
tadir. Verilerimize gore tigesiklin i¢in 6nerilmesi muhtemel sinir degerleri; “219’lar hassas, <12’ler direngli” olabilir.

D; direngli, O; orta direngli, H; hassas
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TARTISMA

izolasyonunun ve tanimlanmasinin zor, zahmetli ve
pahali olmasi nedeniyle gerek diinyada gerekse (lke-
mizde ¢ok az laboratuvarda anaerop bakteri kiltlr
yapiimaktadir. Anaeroplara bagli enfeksiyon varligin-
da antianaerop etkiye sahip oldugu dislinilen anti-
biyotikler ile ampirik tedavi uygulanmaktadir®.
Ancak, son yillarda giderek artan antibiyotik direnci
nedeniyle anaerop bakterilerin, 6zellikle BFG izolat-
larinin duyarliliklari 6ngorilemez hale gelmistir.
Ulkelere, sehirlere, merkezlere hatta ayni merkezde
farkh kliniklere gore degisiklik gostermekle beraber
calismalar, karbapenem, piperasilin/ tazobaktam,
amoksisilin/klavulanik asit ve metronidazol gibi en
aktif antibiyotiklere bile direng gelistigini gdstermis-
tir®4. Cok ilaca direncli BFG izolatlarina bagli olgu
bildirimlerinde belirgin bir artis dikkat cekmektedir”:#),
Bu gelismeler giinlik rutin laboratuvar uygulamala-
rinda, anaerop bakterilerin antimikrobiyal duyarlilik-
larini belirleyen testlere duyulan gereksinimin biyiik-
lGginu gozler 6niine sermektedir®.

Anaerop bakteriler igin 6nerilen duyarlilik testi; agar-
da dilisyon metodu, klinik 6rneklerden izole edilen
anaerop bakterilerin stoklanip biriktirilerek antibiyo-
tik duyarhhklarinin toplu g¢alisiimasi i¢in uygun bir
yontemdir. Rutin laboratuvar uygulamalari igin pratik
bir yontem degildir'*?. Alternatif bir ydontem olarak
anaeroplara uyarlanan, 6zel durumlarda, secilmis
birkag antibiyotik icin kullanilabilen gradyan strip
testi (E-testi) ise pahaldir, duslk gelirli tGlkelerdeki
laboratuvarlarda duzenli olarak kullaniimasi mim-
kin degildir*®, Gunimuzde rutin laboratuvar uygu-
lamalarinda, anaerop bakteriler icin kullanilabilecek
ucuz, basit ve givenilir sonuglar veren duyarlilik yon-
tem arayislari sirmektedir. Aerop bakteriler igin kul-
lanilan disk difiizyon yénteminin Clostridiodes difficile
ve BFG bakteriler gibi ¢abuk treyen organizmalarin
duyarhhklarini belirlemede ¢6ziim olabilecegi disu-
nilmis ve bazi arastiricilar tarafindan yapilan calis-
malarda guvenilir sonuglar elde edilmistir. Erikstrup
ve ark.?”, hastanede yatan ishalli hastalardan izole
edilmis, gradyan strip testi ile metronidazol veya
vankomisine duyarliligi azalmig, moksifloksasin veya
rifaksimine direncli oldugu saptanan C. difficile izo-

latlarinin disk diflizyon yontemiyle ayni antibiyotikle-
re duyarhliklarini arastirmislar, iki yontem sonuglari
arasinda kusursuz bir uyum saptamislardir. Ayni ¢alis-
ma grubu, rutin laboratuvar uygulamalarinda disk
diftizyon yonteminin C. difficile izolatlarinin duyarhl-
gini  belirlemede kullanilabilecegini deneyim-
lemistir®®,

Bacteroides izolatlarinin duyarliliklarini belirlemede
disk diflizyon yonteminin uygunlugunu saptamak
icin kapsamli bazi calismalar yapilmistir. Cesitli besi-
yerleri, inklibasyon kosullari denenmis, EUCAST’In
anaeroplar igin belirledigi sinir degerler kullanilarak
yapilan ilk karsilastirmali g¢alisma, 2013 yilinda
ECCMID Kongresinde sunulmustur®. Toplam 104
BFG izolatinin ele alindigi, besiyeri olarak koyun kani,
hemin ve K vitaminiyle zenginlestirilmis Brucella
agar, antibiyotiklerden piperasilin /tazobaktam,
meropenem, klindamisin ve metronidazol antibiyotik
disklerinin kullanildigi bu calismada agarda dillisyon
MiK degerleriyle uyumlu sonuglar alinmistir. Nagy ve
ark.“9 tarafindan yapilan, daha genis bir bakteri top-
lulugu (n=381) ve dokuz antibiyotigin ele alindigi,
koyun kanli Brucella agarin kullanildigi ¢alismada,
disk diflizyon duyarlilik testinin glinltk rutin labora-
tuvar calismalarinda uygulanabilir bir yontem oldu-
gunu gostermistir. Uyumlu sonuglar alinmakla bera-
ber, deney kosullariyla ilgili optimizasyon
stirmektedir??), Bakterilerin Gremesini daha fazla
arttirdigl, piyasada daha kolay bulunabilir oldugu
saviyla koyun kaniyla zenginlestirilmis Brucella agar
yerine at kani eklenmis FAA kullaniimasi kararlastiril-
mig ve son galismalar at kaniyla zenginlestirilmis FAA
besiyeriyle alinan sonuglara yogunlastirilmistir??,

Bu c¢alismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis
BFG bakterilerinin duyarliklari at kaniyla zenginlesti-
rilmis FAA kullanilarak disk diflizyon yontemiyle
belirlenmis, anaeroplar igin standart yontem olan
agarda diliisyon testiyle elde edilen MiK degerleriyle
karsilastirilmistir. Antibiyotik diskleri, CLSI ve EUCAST
klavuzlarinda 6nerilen gram negatif anaerop bakteri-
lerin duyarliklarini belirlemek icin kullanilan antibi-
yotiklere gore secilmistir. Calismanin biitlin basa-
maklarinda inokilim miktarindan, besiyeri kalinhgi-
na, inkiibasyon sicakligl ve siresinden ve karanlik
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ortamda tutulmasina kadar dénerilen konulara titizlik-
le uyulmustur. Testlerin degerlendirme asamasinda,
inklibasyon sonrasinda iyi Greme ve antibiyotik disk-
leri etrafinda net inhibisyon zonlari saptanmistir.

iki duyarlilik testi arasindaki en yiiksek benzer sonug-
lar, %100 uyumla metronidazol ile yaklasik %90
uyumla imipenem ile alinmistir. Bu iki antibiyotikle
uyumlu sonuglarin alinmasi énemlidir. Bakteriyemi
gibi invaziv enfeksiyonlarda tercih edilecek bakterisi-
dal antibiyotikler karbapenemler ve metronidazol-
dur®2)_ Gunumuzde kullanilan kan kltar cihazlariy-
la kanda lreme kisa sirede belirlenebilmektedir.
Anaerop kdltur pratigi olan laboratuvarlarda, Greme-
li kan kiltur sisesinden yapilan ekimden 24 saatlik
inkibasyon sonrasi BFG bakteri kaltira elde
edilebilmektedir?¥. Kilturden yapilan disk diflizyon
testiyle bakterilerin bu antibiyotiklere duyarliliklari
belirlenebilecektir. Hastanemizde karbapenemlere
direncli Bacteroides orani diger (lkelerdeki direng
oranlarina gore daha ylksektir®. Bunun yani sira
hastanemizde metronidazole direngli Bacteroides’lere
bagli bakteriyemi olgulari da saptanmistir®®, Ozellikle
bakteriyemi etkeni BFG bakterilerinin kisa sirede
tanimlanmasi, metronidazole ve imipeneme duyarli-
liklarinin belirlenmesi tedavinin basarili olmasinda
onemlidir?223),

izolatlarimiz {izerine imipenem ve metronidazolden
sonra en etkili antimikrobiyallerden tigesiklin igin
disk diflizyon inhibisyon zon capiyla ilgili heniz belir-
lenmis sinir bir deger bulunmadigi icin iki test arasin-
daki uyum hesaplanamamistir. Verilerimize gore
tigesiklin icin 6nerilmesi muhtemel sinir degerlerinin
“>19 mm hassas, 18-12 mm orta direncli ve <12’ler
direngli” olabilecegini disliniyoruz (Sekil 3a, 3b). Bu
degerler baz alindiginda MiK degerleri ile disk difiiz-
yon test sonuglari arasinda %89.3 oraninda uyum,
%10.3 oraninda minor hata (agar dillisyon yontemin-
de duyarh olup, disk diflizyon testiyle orta direngli
olanlar n=2, agar dillisyon yonteminde orta direngli
olup, disk difiizyon testiyle duyarli olanlar n=4) varli-
gindan s6z edebiliriz. Bu degerlendirmeye gore
bliylk hata veya ¢ok bliylk hatanin olmamasi, tige-
siklin icin disk difiizyon testinin kullanilabilecegini
distndirmektedir.
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Diger antibiyotiklerden klindamisin ve moksifloksa-
sin ile yapilan testlerde %75’ten daha yliksek oranda
uyum gozlenmistir. Ancak, bu oran kabul edilir (>90)
orandan dusiktir ve rutin laboratuvar pratiginde
kullaniimasi olasi degildir. Tir dizeyinde degerlendi-
rildiginde, iki test arasindaki uyum orani da degisiklik
gdstermektedir. Ornegin, moksifloksasin icin kiiciik
hata, blylk hata ve ¢cok blyilik hata veren izolatlarin
daha ¢ok B. fragilis tirleri arasinda yer aldig1 goril-
mektedir. Cok sayida bakterinin ele alindigi, 6zellikle
tur diizeyinde yapilacak ¢alismalar ile disk difiizyon
testinin bu antibiyotikler igin optimize edilmesi
gereklidir. Gerek diinyada gerekse tlkemizde bu anti-
mikrobiyallere yliksek oranda diren¢ bulunmaktadir,
duyarhhk sonuglari saptanmadan ampirik tedavide
kullaniimalari 6nerilmemektedir®273%, Bu nedenle
BFG izolatlarinin klindamisin ve moksifloksasine
duyarlilklarinin belirlenmesi uygun antimikrobiyalin
secilmesinde 6nemlidir.

Ampisilin/sulbaktam ve sefoksitin diskleriyle yapilan
calismalar pek tutarli sonuglar vermemistir. Ayni MiK
degerine sahip bazi organizmalar farkli disk inhibisyon
zonu olustururken, ayni disk zonu gapina sahip orga-
nizmalar farkli MiK degerleri gdstermislerdir. Daha
onceki calismalarda da beta-laktam grubu antibiyotik-
lerin benzer sonuglar sergiledikleri belirtilmigtir%:521,

Test edilen izolat sayisinin az olmasi ¢alismamizin
zayif tarafini olusturmaktadir. Daha fazla bakteriyi
dahil ederek optimize edilen ¢alismalar ile bu eksik-
liklerin giderilecegine inaniyoruz. Bu zayif tarafina
karsin ileride yapacagimiz galismalara kaynak olus-
turmasi bakimindan verilerimizin degerli oldugunu
duslintiyoruz.

Sonug olarak, BFG bakterilerinin, bu bakterilere bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde etkili bir sekilde kullani-
lan antimikrobiyallerden metronidazol, imipenem ve
tigesikline duyarhhklarini belirlemede disk diflizyon
yonteminin kolaylikla uygulanabilir, hizli ve givenilir
bir ydontem oldugu soylenebilir. Ancak, bir standardin
olusturulmasi adina, 6zellikle diger antimikrobiyaller
icin daha fazla izolatin ele alindigi, deney kosullarinin
optimize edildigi ¢alismalarin yapilmasi gerektigini
disiniyoruz.
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