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ÖZ

Amaç: Bu çalışmada, yakın zamanda European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 
tarafından anaeroplar için geliştirilen disk diffüzyon testi ve Clinical Laboratory Standart Institude (CLSI) tara-
fından anaerop bakteriler için önerilen standart, agarda dilüsyon yöntemleriyle enfeksiyon etkeni Bacteroides 
fragilis grubu (BFG) bakterilerin antimikrobiyallere duyarlılıklarının belirlenmesi amaçlanmış, iki testin sonuçla-
rı arasında uyumluluk araştırılmıştır.
Yöntem: Hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarında, Ocak 2017 ile Aralık 2018 tarihleri arasında çeşitli klinik 
örneklerden izole edilen ve MALDI-TOF MS ile tanımlanan 56 BFG izolatlarının ampisilin, ampisilin/sulbaktam, 
sefoksitin, imipenem, klindamisin, tigesiklin, moksifloksasin ve metronidazole duyarlılıkları koyun kanıyla zen-
ginleştirilmiş Brucella agar kullanılarak agarda dilüsyon yöntemiyle, at kanı ile zenginleştirilmiş Fastidius 
Anaerobic Agar (FAA) besiyeri kullanılarak disk difüzyon yöntemiyle belirlenmiştir.
Bulgular: Batın içi apsesi (n=24), kan (n=10) ve doku biyopsi örneği (n=11) gibi çeşitli klinik materyallerden izole 
edilen, çoğunluğu Bacteroides fragilis (n=34, %61) ve Bacteroides thetaiotaomicron (n=11, %20) izolatlarından 
oluşan altı BFG türü tanımlanmıştır. Agarda dilüsyon yöntem sonuçlarına göre izolatlar üzerine en etkili anti-
mikrobiyaller %98.2 duyarlılık oranlarıyla imipenem ve metronidazol olmuş, bunu sırasıyla %89.3 ve %66.1 
oranlarıyla tigesiklin ve ampisilin/sulbaktam izlemiştir. Moksifloksasine duyarlı olanların oranı %57.1, klindami-
sine ise %46.4 bulunmuştur. İki yöntemin, izolatların antimikrobiyallere duyarlılık durumlarını belirleme perfor-
mansları metronidazol için %100, imipenem ve tigesiklin için %89.8 uyumlu bulunmuştur. Diğer antibiyotikler 
için kabul edilebilir uyum saptanmamıştır.
Sonuç: BFG bakterilerinin metronidazol, imipenem ve tigesikline duyarlılıklarını belirlemede disk diffüzyon 
yönteminin; klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında kolaylıkla uygulanabilir, hızlı ve güvenilir bir yöntem oldu-
ğunu söyleyebiliriz. Ancak, bir standardın oluşturulması adına, özellikle diğer antimikrobiyaller için daha fazla 
izolatın ele alındığı, deney koşullarının optimize edildiği çalışmaların gerektiğini düşünüyoruz.
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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.
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GİRİŞ

Bacteroides fragilis grubu (BFG) bakteriler zorunlu 
anaerop gram negatif çomaklardır. Kolon mikrobiyo-
tasının önemli kısmını oluştururlar. Cerrahi girişim 
veya travmaya bağlı bağırsak mukoza bütünlüğünün 
bozulduğu, bağışık yanıtın baskılandığı durumlarda 
vücudun diğer bölgelerine yayılarak ciddi seyirli, 
hatta ölümle sonlanan fırsatçı enfeksiyonlara neden 
olabilirler(1). BFG bakteriler, Bacteroides caccae, 
Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus, Bacteroides 
nordii, Bacteroides vulgatus ve Bacteroides 
thetaiotaomicron gibi Bacteroides türlerinden ve 
Parabacteroides distasonis, Parabacteroides goldsteinii 
ve Parabacteroides merdae gibi Parabacteroides 
türlerinden [https://lpsn.dsmz.de/genus/bacteroides] 
oluşur. Türler arasında birtakım farklılıklar bulunmak-
la beraber, BFG bakteriler yüksek virülans özelliklere 
sahiptirler ve anaerop bakteriler arasında enfeksi-
yonlara en fazla yol açan organizmalardır. Bu bakteri-
ler aynı zamanda diğer anaerop bakterilere göre 
antibiyotiklere daha fazla dirençlidirler(1). 

BFG bakterileri vankomisin, kanamisin, kolistin, azt-
reonam, aminoglikozitler ve trimetoprim- sülfame-
toksazol antibiyotiklerine doğal dirençlidirler(2). 
İzolatların çoğu penisilinlere, tetrasiklinlere yüksek 
oranda direnç kazanmışlardır. Bunun yanı sıra klinda-
misin, moksifloksasin gibi anaerop enfeksiyonların 
tedavisinde kullanılan birçok antibiyotiğe artan oran-
da direnç geliştirdikleri saptanmıştır. BFG bakterileri 
üzerine etkili olabilecek β-laktam/β-laktamaz inhibi-
törleri, karbapenemler, tigesiklin, kloramfenikol ve 
metronidazol gibi az sayıda antibiyotik vardır(3-6). 
Ancak, son yıllarda BFG bakterilerinin bu antibiyotik-
lere de direnç geliştirdikleri, aynı zamanda çok anti-
biyotiğe direnç sergiledikleri ve yüksek oranda mor-
taliteye yol açtıkları bildirilmiştir(7,8). 

Gerek ülkemizde gerekse dünya genelinde mikrobi-
yoloji laboratuvarlarının çoğunda anaeropların, dola-
yısıyla BFG bakterilerinin kültürleri ve antibiyotiklere 
duyarlılıkları rutin olarak çalışılmaz(2). Bunun önemli 
nedenlerinden birisi, anaerop bakterilerin duyarlılık-
larını belirlemek için önerilen agarda dilüsyon testi-
nin, rutin mikrobiyoloji laboratuvarında uygulanabi-

lecek pratik bir yöntem olmamasıdır(9). Günümüzde 
güvenilir, hızlı, laboratuvarlarda kolaylıkla uygulana-
bilir yöntem geliştirme arayışları vardır. Çalışmalardan 
birisi European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing (EUCAST)’in geliştirmekte oldu-
ğu disk difüzyon yöntemiyle BFG bakterilerin-
de  duyarlılık testidir(10). Çalışmanın sonuçları BFG 
bakterilerde, belirli antibiyotikler için disk difüzyon 
testinin günlük laboratuvar uygulamalarında güvenle 
kullanılabileceğini göstermiştir. Bir standart oluştur-
mak ve bir rehber hazırlamak adına optimizasyon 
çalışmaları sürdürülmektedir.

Bu çalışmada, laboratuvarımızda, klinik materyaller-
den izole edilmiş BFG bakterilerinin EUCAST’ın geliş-
tirmekte olduğu disk difüzyon yöntemi ve anaerop 
bakteriler için önerilen standart, agarda dilüsyon 
yöntemi ile duyarlılıklarının belirlenmesi, elde edilen 
sonuçlara göre disk difüzyon yönteminin laboratuva-
rımızda rutinde uygulanabilirliği araştırılmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

İzolatların belirlenmesi: Çalışmamıza, Ocak 2017 ile 
Aralık 2018 tarihleri arasında Marmara Üniversitesi, 
Pendik Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Tıbbi 
Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na gönderilen klinik 
örneklerden izole edilen, enfeksiyon etkeni BFG bak-
terileri dâhil edilmiştir. Klinik örnekler genel cerrahi 
(n=17), iç hastalıkları (n=9), kadın hastalıkları (n=6), 
yoğun bakım servisleri (n= 5), acil servis (n=5), enfek-
siyon hastalıkları (n=4) ve diğer kliniklerden gönderil-
miştir. Örnekler 53 hastadan alınmış, çoğu batın 
içinden olmak üzere apselerden (n=26), dokudan 
biyopsi örneklerinden (n=10), kan (n=10) ve diğer 
vücut sıvılarından oluşmuştur. Birer plevra, beyin 
omurilik sıvısı (BOS) ve dokudan biyopsi örneklerin-
den ikişer farklı BFG türü olmak üzere üretilen top-
lam 56 BFG izolatı çalışmaya alınmış, yineleyen üre-
melerden birisi çalışmaya dâhil edilmiştir. Tanımlanan 
izolatlar -80°C’de saklanmıştır. Duyarlılık testi yapıla-
cağı zaman, bakterilerin canlandırılması için zengin-
leştirilmiş Brucella agarda (%5 koyun kanı, K vitamin; 
1 μg/ml ve hemin; 5 μg/ml bulunduran) üç kez ardı-
şık olarak anaerop ortamda (Bactron-I, SHELLAB, 
ABD) kültürleri yapılmıştır.
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İzolatların tanımlanması: Aerotolerans testiyle sade-
ce anaerop ortamda üreyebilen, Gram negatif boyan-
ma özelliğine sahip, identifikasyon amaçlı kullanılan 
kolistin (10 µg), vankomisin (5 µg) ve kanamisin 
(1000 µg) disklerine dirençli, safralı besiyerinde üre-
yebilen, hareketsiz, katalaz aktivitesi gösteren basil-
ler BFG bakteri olarak değerlendirilmiştir(11). İzolatların 
tür düzeyinde tanımlanması MALDI-TOF MS ile yapıl-
mıştır. Sistemin kullanım kılavuzu önerilerine uygun 
olarak birer koloniden hazırlanan preparatlar lazer 
atışlarına maruz bırakılmış ve elde edilen kütle spekt-
rumları VITEK® MS’in (bioMérieux, Fransa) V3.0 bilgi 
veri tabanındaki spektrumlarla karşılaştırılarak bak-
teri tanımlanmıştır. Sistemin kalibrasyonu ve bakteri-
lerin tanımlanma kontrolü ATCC Escherichia coli 8739 
izolatı ile yapılmıştır.

Antimikrobiyal duyarlılık testleri: Çalışmamızda kulla-
nılan antibiyotikler; Clinical Laboratory Standart 
Institude (CLSI) ve EUCAST önerileri dikkate alınarak 
şeçilmiştir(12,13). İzolatların ampisilin, ampisilin/sul-
baktam, sefoksitin, imipenem, tigesiklin, klindamisin, 
moksifloksasin ve metronidazole (Sigma-Aldrich, 
St.Louis, Missouri, ABD) duyarlılk durumları agarda 
dilüsyon ve disk difüzyon yöntemleriyle 
belirlenmiştir(10,12). Kontrol olarak ATCC 25285 
Bacteroides fragilis izolatı kullanılmıştır.

Agarda dilüsyon yöntemi: Agarda dilüsyon yöntemin-
de CLSI (M11-A7) önerilerine uygun şekilde, antibi-
yotiklerin yarı yarıya sulandırılmalarıyla hazırlanmış, 
hemin, K vitamini ve %5 koyun kanı bulunduran 
Brucella agar kullanılmıştır(12). K vitamini ve heminle 
zenginleştirilmiş Brucella sıvı besiyerlerinde bir gece-
lik inkübasyonla elde edilmiş bakteri kültürü 0.5 
McFarland bulanıklığında olacak şekilde ayarlanmış, 
1/10 oranında sulandırılmıştır. Bakteri süspansiyo-
nundan 10’ar μl önceden hazırlanmış antibiyotikli 
besiyerlerine damlatılarak inoküle edilmiştir. Her bir 
plakta 25 izolat bulunacak şekilde inokülasyon işlem-
leri tamamlandıktan sonra plaklar 37°C’de 48 saat 
anaerop ortamda (Bactron-I, SHELLAB, ABD) inkübe 
edilmiştir. İnkübasyon sonrası üremenin inhibe edil-
diği en düşük konsantrasyon MİK değeri olarak kabul 
edilmiştir(12). İzolatların antibiyotiklere duyarlılık 
durumu EUCAST klinik sınır değerlerine göre 

yorumlanmıştır(13). EUCAST klinik sınır değeri bulun-
mayan antibiyotikler için CLSI sınır değerleri kullanıl-
mıştır. EUCAST ve CLSI’nın sınır değer bildirmediği 
tigesiklin için Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) 
tarafından anaeroplar için önerilen sınır değerleri 
(duyarlı:<4 µg/ml, orta duyarlı: 8 µg/ml, dirençli: ≥16 
µg/ml) temel alınmıştır(14). 

Disk difüzyon metodu: Disk difüzyon metodu için; 
ampisilin (10 μg), ampisilin/sulbaktam (10/10 μg), 
sefoksitin (30 μg), imipenem (10 μg), tigesiklin (15 
μg), klindamisin (10 μg), moksifloksasin (5 μg) ve 
metronidazol (5 μg) antibiyotik diskleri (Oxoid, 
Birleşik Krallık) kullanılmıştır(10). Besiyeri olarak 
EUCAST tarafından kullanılması üzerinde uzlaşmaya 
varılan Fastidious Anaerobe Agar (FAA) (LabM, 
Birleşik Krallık) çalışmaya alınmıştır(15). Yüzde 5 ora-
nında at kanı ile zenginleştirilmiş FAA, kalınlığı 4 mm 
olacak şekilde plaklara aktarılarak kurumaya bırakıl-
mıştır. Diğer yandan bir gecelik inkübasyon sonrası 
FAA’dan elde edilen taze kültürden %0.9’luk tuzlu su 
içinde McFarland 1 bulanıklığında bakteri süspansi-
yonu hazırlanmış, steril pamuklu eküvyon ile taze 
FAA’a, plağın tüm yüzeyine eşit yayılacak şekilde 
ekim yapılmıştır. Her bir 90 mm ebatlarındaki FAA 
plağına penset kullanılarak en fazla üç adet antibiyo-
tik diski yerleştirilmiştir. İnokülum hazırlanması, ekim 
işleminin yapılması ve antibiyotik disklerinin yerleşti-
rilmesi EUCAST’in önerdiği 15’er (15-15-15) dakika 
kuralına göre bekletilmeden uygulanmıştır(10). 
İşlemleri tamamlanan plaklar karanlık (besiyeri üre-
ten firmanın önerisine istinaden) ve anaerop ortam-
da 37 ºC’de 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon 
sonunda antibiyotik disklerinin çevresindeki üreme 
olmayan zon çapı milimetrik cetvel ile ölçülmüş, 
daha önce yapılan çalışmalardan bildirilmiş sonuçlar-
la karşılaştırılmış, izolatlarımızın ilgili antibiyotiğe 
duyarlı (S) ve dirençli (R) olabileceği şeklinde çıkarım-
lar yapılmıştır. Agarda dilüsyon test sonuçları ile disk 
difüzyon test sonuçları karşılaştırılarak aralarında 
bağlantı bulmaya çalışılmıştır.

BULGULAR

Bu çalışmada, 53 hastanın çeşitli klinik örneklerinden 
üretilmiş 56 BFG izolatı ele alınmıştır. İzolatların 
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çoğunluğunu B. fragilis (n=34, %61), oluşturmuş 
bunu sırasıyla B. thetaiotaomicron (n=11, %20), 
B. vulgatus (n=4), P. distasonis (n=4), B. ovatus (n=2) 
ve B. uniformis (n=1) izlemiştir. İzolatlarımızın klinik 
örneklere göre dağılımı Tablo 1’de verilmiştir.

Agarda dilüsyon test sonuçlarımıza göre izolatlarımı-
zın tamamı ampisiline, %33.9’u ampisilin/sulbakta-
ma, %16’sı ise sefoksitine dirençli bulunmuştur. Orta 
dirençli olanlar da değerlendirmeye katıldığında 
sefoksitine duyarlı olmayanların oranı %32’ye yüksel-
miştir. İkinci en yüksek direnç oranı klindamisine 
karşı (%53.6) saptanmış, bunu %30.4 (orta dirençliler 
ile birlikte toplam %42.9 oranında duyarlı olmayan-
lar) oranıyla moksifloksasine direnç izlemiştir. 
İzolatlar üzerine en etkili görülen antibiyotikler 
%1.8 direnç oranlarıyla imipenem, metronidazol 
ve tigesiklin olmuştur. 

İzolatların MİK50 ve MİK90 değerleri ve CLSI, EUCAST 

ve FDA’nın klinik sınır değerlerine göre belirlenmiş 
antibiyotiklere duyarlılık durumları Tablo 2’de 
verilmiştir. 

Disk difüzyon test sonuçları 24 saatlik inkübasyon 
sonunda disk etrafındaki inhibisyon zon çapları ölçü-
lerek değerlendirilmiştir. Bakterilerin iyi üredikleri, 
zon çaplarının düzgün ve net bir şekilde görülebilir 
olduğu saptanmıştır. Daha önce duyarlılık zon sınır 
değerleri belirlenen antibiyotiklere (duyarlılık kriter-
leri; imipenem ≥29 mm, metronidazol ≥24 mm, klin-
damisin ≥25, moksiflosasin ≥19 mm) göre agarda 
dilüsyon ve disk difüzyon sonuçlarımızın uyumluluğu 
araştırılmıştır. Metronidazol için agarda dilüsyon ve 
disk difüzyon sonuçlarımızda %100 oranında uyum-
luluk saptanmış ve her iki test ile izolatlar hassas ya 
da dirençli olarak bulunmuştur. İki test sonuçları ara-
sındaki uyumluluk diğer antibiyotiklerden imipenem 
için %89, klindamisin için %78.5 ve moksifloksasin 
için %76.7 olarak saptanmıştır. Uyum oranı daha 

Tablo 1. İzolatların elde edildikleri klinik örneklere göre dağılımı.

BFG bakteriler

Bacteroides fragilis
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides vulgatus
Bacteroides ovatus
Bacteroides uniformis
Parabacteroides distasonis

Toplam
Sayı (n)

Apse

1
0
1
0
0
0

2

BAI*

15
4
2
0
0
3

24

Doku

8
0
1
1
1
0

11

BOS**

2
1
0
0
0
0

3

Periton sıvısı

2
1
0
0
0
0

3

Plevra sıvısı

0
2
0
1
0
0

3

Toplam Sayı (n)

34
11
4
2
1
4

56

*BIA: Batın içi apse, **BOS: Beyin omurilik sıvısı

Tablo 2. BFG izolatlarının antimikrobiyallere duyarlılık durumları.

Ampisilin
Ampisilin/sulbaktam
Sefoksitinb

İmipenem
Klindamisin
Tigesiklinc

Moksifloksasinb

Metronidazol

Hassas

≤0,5
≤4

≤16
≤2
≤4
≤4
≤2
≤4

Orta 

32

8
4

aEUCAST klinik sınır değerlerine göre, bCLSI klinik sınır değerlerine, cFDA klinik sınır değerlerine göre yorumlanmıştır.

Dirençli

>2
>8

≥64
>8
>4

≥16
≥8
>4

Sınır değerleria

MİK aralıkları

4->256
<0.125->64

4->64
<0.06-64

0.25->256
0.25-16

0.05->64
0.5-8

MİK50

64
2

32
0.05
16
1
4

0.05

MİK90

>258
16

>64
2

>256
8

32
2

Hassas

0
66.1
68

98.2
46.4
89.3
57.1
98.2

Orta

16

8.9
12.5

Dirençli

100
33.9
16
1.8

53.6
1.8

30.4
1.8

Duyarlılık profili (%)MİK değerleri (µg/ml)

Antimikrobiyaller
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düşük olan klindamisin ve moksifloksasin için tür 
bazında zon çapında belirgin farklılıkların olduğu göz-
lenmiştir (Tablo 3’te BFG izolatlarının tür bazında 
moksifloksasine göstermiş oldukları inhibisyon zon 
çapları yer almaktadır). Ampisilin/sulbaktam ve 
sefoksitine duyarlılık sonuçlarında pek kıyaslanabilir 
değerler bulunamamış, aynı MİK değerlerine sahip 
izolatlar farklı inhibisyon zon çapları veya aynı zon 
çaplarına sahip izolatlar farklı MİK değerleri sergile-

yebilmişlerdir. Tigesiklin için disk difüzyon inhibisyon 
zon çaplarıyla ilgili henüz sınır değerler belirlenmedi-
ğinden iki yöntemin sonuçları karşılaştırılamamıştır. 
Ancak, MİK değerlerine göre duyarlı izolatların (n=50) 
%92’sinde disk difüzyon testiyle inhibisyon zon çapı 
19 mm ve üzerinde bulunmuş, %8’inde ise 12 ile 15 
mm arasında veriler elde edilmiştir. MİK sonucuna 
göre dirençli tek izolat ise 10 mm’lik inhibisyon zonu 
oluşturmuştur (Şekil 3a, 3b).
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      !ekil 1. BFG izolatlarının metronidazole kar%ı M!K de"erleri ve aynı izolatların metronidazol diski (5 &g /disk) etrafında 
olu%turdukları inhibisyon zon ölçümlerinin da"ılım %eması (*inhibisyon zon çapını gösteren 06– 40 rakamları alt alta yazılmı%tır.) 

 

 

 

 

Ümit Özkan! 5/6/21 5:37 PM
 

Şekil 1. BFG izolatlarının metronidazole karşı MİK değerleri ve aynı izolatların metronidazol diski (5 μg /disk) etrafında oluşturdukları 
inhibisyon zon ölçümlerinin dağılım şeması.
*inhibisyon zon çapını gösteren 06-40 rakamları alt alta yazılmıştır.
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!ekil 2. BFG izolatlarının moksifloksasine kar%ı M!K de"erleri ve aynı izolatların moksifloksasin diski (5 &g /disk) etrafında 
olu%turdukları inhibisyon zon ölçümlerinin da"ılım %eması. *Küçük hata, **Büyük hata, ***Çok büyük hata veren izolatlar. D; 
dirençli, O; orta dirençli, H; hassas 

 

Metronidazol

Disk etrafındaki inhibisyon zon çapı (mm)* 

Şekil 2. BFG izolatlarının moksifloksasine karşı MİK değerleri ve aynı izolatların moksifloksasin diski (5 μg /disk) etrafında oluşturdukları 
inhibisyon zon ölçümlerinin dağılım şeması. 
*Küçük hata, **Büyük hata, ***Çok büyük hata veren izolatlar. D; dirençli, O; orta dirençli, H; hassas



114

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

Şekil 3a. BFG izolatlarının tigesikline karşı MİK değerleri ve aynı izolatların tigesiklin diski (15 μg /disk) etrafında oluşturdukları inhibisyon 
zon ölçümlerinin dağılım şeması.

 

 

!ekil 3 a. BFG izolatlarının tigesikline kar"ı M$K de#erleri ve aynı izolatların tigesiklin diski (15 &g /disk) 
etrafında olu"turdukları inhibisyon zon ölçümlerinin da#ılım "eması 
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Tablo 3. Şekil 2’deki verilen BFG izolatlarının moksifloksasine karşı disk difüzyon inhibisyon zon çap ölçümlerinin MIK değerlerine göre 
dağılımı.

MİK 
(µg/l)

0.5
1
2
4
8
16
32
≥64

Sayı 
(n=)

7
12
2
4
5
2
2
0

Zon çapı 
(mm)

21, 25, 25, 28, 29, 29, 29
6**, 6**, 22, 23, 25, 25, 25, 26, 26, 27, 27, 28

6**, 27
17, 18, 19*, 19*

6, 10, 11*, 13*, 13*
6, 14*

6, 27***
-

Sayı
(n=)

1
0
4
2
0
0
2
2

Zon çapı 
(mm)

27
-

19, 20, 20, 21
15, 25

-
-

6, 7
6, 6

*Küçük hata, **Büyük hata, ***Çok büyük hata veren izolatlar

Sayı 
(n=)

2
0
0
1
0
1
0
0

Zon çapı 
(mm)

22, 25
-
-

18
-
6
-

Sayı 
(n=)

0
2
2
0
0
0
0
3

Zon çapı 
(mm)

-
25, 25
20, 17

-
-
-
-

6, 6, 6

Tigesiklin

İnhibisyon zon çapı

İz
ol

at
 s

ay
ıs

ı

 

 

                          M$K 
(µg/l) 

      
  

  
Tigesiklin 

      %64 
      

  
      

  
           32 D 

     
  

      
  

           16   
    

1   
      

  
           8 O                 1 2       1           1         

4               1 1           1               1     
2   

     
  

   
1 

  
  1 1 1 

 
1 2 3 

    1 H 
     

  1 
     

  
  

1 2 
 

2 
  

1 1 
 0.5 

      
  

      
  

  
2 2 1 6 6 2 

   0.25 
      

  
      

  
    

1 2 1 2 3 
  0.12 

      
  

      
  

           0.06 
      

D         O           H 
       

 
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 

                          
   Disk etrafındaki inhibisyon zon çapı (mm) 

!ekil 3b. BFG izolatlarının tigesikline kar"ı M$K de#erleri ve aynı izolatların tigesiklin diski (15 &g /disk) 
etrafında olu"turdukları inhibisyon zon ölçümlerinin da#ılım "eması. Tigesiklin için disk diffüzton 
inhibisyon zon çaplarıyla ilgili henüz belirlenmi" sınır de#erler bulunmamaktadır. Verilerimize göre 
tigesiklin için önerilmesi muhtemel sınır de#erleri; “%19’lar hassas, <12’ler dirençli” olabilir. D; dirençli, O; 
orta dirençli, H; hassas 

 

 

 

 

 

Şekil 3b. BFG izolatlarının tigesikline karşı MİK değerleri ve aynı izolatların tigesiklin diski (15 μg /disk) etrafında oluşturdukları inhibisyon 
zon ölçümlerinin dağılım şeması. Tigesiklin için disk diffüzton inhibisyon zon çaplarıyla ilgili henüz belirlenmiş sınır değerler bulunmamak-
tadır. Verilerimize göre tigesiklin için önerilmesi muhtemel sınır değerleri; “≥19’lar hassas, <12’ler dirençli” olabilir. 
D; dirençli, O; orta dirençli, H; hassas
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TARTIŞMA

İzolasyonunun ve tanımlanmasının zor, zahmetli ve 
pahalı olması nedeniyle gerek dünyada gerekse ülke-
mizde çok az laboratuvarda anaerop bakteri kültürü 
yapılmaktadır. Anaeroplara bağlı enfeksiyon varlığın-
da antianaerop etkiye sahip olduğu düşünülen anti-
biyotikler ile ampirik tedavi uygulanmaktadır(2). 
Ancak, son yıllarda giderek artan antibiyotik direnci 
nedeniyle anaerop bakterilerin, özellikle BFG izolat-
larının duyarlılıkları öngörülemez hâle gelmiştir. 
Ülkelere, şehirlere, merkezlere hatta aynı merkezde 
farklı kliniklere göre değişiklik göstermekle beraber 
çalışmalar, karbapenem, piperasilin/ tazobaktam, 
amoksisilin/klavulanik asit ve metronidazol gibi en 
aktif antibiyotiklere bile direnç geliştiğini göstermiş-
tir(3,4). Çok ilaca dirençli BFG izolatlarına bağlı olgu 
bildirimlerinde belirgin bir artış dikkat çekmektedir(7,8). 
Bu gelişmeler günlük rutin laboratuvar uygulamala-
rında, anaerop bakterilerin antimikrobiyal duyarlılık-
larını belirleyen testlere duyulan gereksinimin büyük-
lüğünü gözler önüne sermektedir(9). 

Anaerop bakteriler için önerilen duyarlılık testi; agar-
da dilüsyon metodu, klinik örneklerden izole edilen 
anaerop bakterilerin stoklanıp biriktirilerek antibiyo-
tik duyarlılıklarının toplu çalışılması için uygun bir 
yöntemdir. Rutin laboratuvar uygulamaları için pratik 
bir yöntem değildir(12). Alternatif bir yöntem olarak 
anaeroplara uyarlanan, özel durumlarda, seçilmiş 
birkaç antibiyotik için kullanılabilen gradyan strip 
testi (E-testi) ise pahalıdır, düşük gelirli ülkelerdeki 
laboratuvarlarda düzenli olarak kullanılması müm-
kün değildir(16). Günümüzde rutin laboratuvar uygu-
lamalarında, anaerop bakteriler için kullanılabilecek 
ucuz, basit ve güvenilir sonuçlar veren duyarlılık yön-
tem arayışları sürmektedir. Aerop bakteriler için kul-
lanılan disk difüzyon yönteminin Clostridiodes difficile 
ve BFG bakteriler gibi çabuk üreyen organizmaların 
duyarlılıklarını belirlemede çözüm olabileceği düşü-
nülmüş ve bazı araştırıcılar tarafından yapılan çalış-
malarda güvenilir sonuçlar elde edilmiştir. Erikstrup 
ve ark.(17), hastanede yatan ishalli hastalardan izole 
edilmiş, gradyan strip testi ile metronidazol veya 
vankomisine duyarlılığı azalmış, moksifloksasin veya 
rifaksimine dirençli olduğu saptanan C. difficile izo-

latlarının disk difüzyon yöntemiyle aynı antibiyotikle-
re duyarlılıklarını araştırmışlar, iki yöntem sonuçları 
arasında kusursuz bir uyum saptamışlardır. Aynı çalış-
ma grubu, rutin laboratuvar uygulamalarında disk 
difüzyon yönteminin C. difficile izolatlarının duyarlıl-
ğını belirlemede kullanılabileceğini deneyim-
lemiştir(18). 

Bacteroides izolatlarının duyarlılıklarını belirlemede 
disk difüzyon yönteminin uygunluğunu saptamak 
için kapsamlı bazı çalışmalar yapılmıştır. Çeşitli besi-
yerleri, inkübasyon koşulları denenmiş, EUCAST’ın 
anaeroplar için belirlediği sınır değerler kullanılarak 
yapılan ilk karşılaştırmalı çalışma, 2013 yılında 
ECCMID Kongresinde sunulmuştur(19). Toplam 104 
BFG izolatının ele alındığı, besiyeri olarak koyun kanı, 
hemin ve K vitaminiyle zenginleştirilmiş Brucella 
agar, antibiyotiklerden piperasilin /tazobaktam, 
meropenem, klindamisin ve metronidazol antibiyotik 
disklerinin kullanıldığı bu çalışmada agarda dilüsyon 
MİK değerleriyle uyumlu sonuçlar alınmıştır. Nagy ve 
ark.(10) tarafından yapılan, daha geniş bir bakteri top-
luluğu (n=381) ve dokuz antibiyotiğin ele alındığı, 
koyun kanlı Brucella agarın kullanıldığı çalışmada, 
disk difüzyon duyarlılık testinin günlük rutin labora-
tuvar çalışmalarında uygulanabilir bir yöntem oldu-
ğunu göstermiştir. Uyumlu sonuçlar alınmakla bera-
ber, deney koşullarıyla ilgili optimizasyon 
sürmektedir(20,21). Bakterilerin üremesini daha fazla 
arttırdığı, piyasada daha kolay bulunabilir olduğu 
savıyla koyun kanıyla zenginleştirilmiş Brucella agar 
yerine at kanı eklenmiş FAA kullanılması kararlaştırıl-
mış ve son çalışmalar at kanıyla zenginleştirilmiş FAA 
besiyeriyle alınan sonuçlara yoğunlaştırılmıştır(22).

Bu çalışmada, çeşitli klinik örneklerden izole edilmiş 
BFG bakterilerinin duyarlıkları at kanıyla zenginleşti-
rilmiş FAA kullanılarak disk difüzyon yöntemiyle 
belirlenmiş, anaeroplar için standart yöntem olan 
agarda dilüsyon testiyle elde edilen MİK değerleriyle 
karşılaştırılmıştır. Antibiyotik diskleri, CLSI ve EUCAST 
klavuzlarında önerilen gram negatif anaerop bakteri-
lerin duyarlıklarını belirlemek için kullanılan antibi-
yotiklere göre seçilmiştir. Çalışmanın bütün basa-
maklarında inokülüm miktarından, besiyeri kalınlığı-
na, inkübasyon sıcaklığı ve süresinden ve karanlık 
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ortamda tutulmasına kadar önerilen konulara titizlik-
le uyulmuştur. Testlerin değerlendirme aşamasında, 
inkübasyon sonrasında iyi üreme ve antibiyotik disk-
leri etrafında net inhibisyon zonları saptanmıştır. 

İki duyarlılık testi arasındaki en yüksek benzer sonuç-
lar, %100 uyumla metronidazol ile yaklaşık %90 
uyumla imipenem ile alınmıştır. Bu iki antibiyotikle 
uyumlu sonuçların alınması önemlidir. Bakteriyemi 
gibi invaziv enfeksiyonlarda tercih edilecek bakterisi-
dal antibiyotikler karbapenemler ve metronidazol-
dür(22,23). Günümüzde kullanılan kan kültür cihazlarıy-
la kanda üreme kısa sürede belirlenebilmektedir. 
Anaerop kültür pratiği olan laboratuvarlarda, üreme-
li kan kültür şişesinden yapılan ekimden 24 saatlik 
inkübasyon sonrası BFG bakteri kültürü elde 
edilebilmektedir(24). Kültürden yapılan disk difüzyon 
testiyle bakterilerin bu antibiyotiklere duyarlılıkları 
belirlenebilecektir. Hastanemizde karbapenemlere 
dirençli Bacteroides oranı diğer ülkelerdeki direnç 
oranlarına göre daha yüksektir(25). Bunun yanı sıra 
hastanemizde metronidazole dirençli Bacteroides’lere 
bağlı bakteriyemi olguları da saptanmıştır(26). Özellikle 
bakteriyemi etkeni BFG bakterilerinin kısa sürede 
tanımlanması, metronidazole ve imipeneme duyarlı-
lıklarının belirlenmesi tedavinin başarılı olmasında 
önemlidir(22,23).

İzolatlarımız üzerine imipenem ve metronidazolden 
sonra en etkili antimikrobiyallerden tigesiklin için 
disk difüzyon inhibisyon zon çapıyla ilgili henüz belir-
lenmiş sınır bir değer bulunmadığı için iki test arasın-
daki uyum hesaplanamamıştır. Verilerimize göre 
tigesiklin için önerilmesi muhtemel sınır değerlerinin 
“≥19 mm hassas, 18-12 mm orta dirençli ve <12’ler 
dirençli” olabileceğini düşünüyoruz (Şekil 3a, 3b). Bu 
değerler baz alındığında MİK değerleri ile disk difüz-
yon test sonuçları arasında %89.3 oranında uyum, 
%10.3 oranında minor hata (agar dilüsyon yöntemin-
de duyarlı olup, disk difüzyon testiyle orta dirençli 
olanlar n=2, agar dilüsyon yönteminde orta dirençli 
olup, disk difüzyon testiyle duyarlı olanlar n=4) varlı-
ğından söz edebiliriz. Bu değerlendirmeye göre 
büyük hata veya çok büyük hatanın olmaması, tige-
siklin için disk difüzyon testinin kullanılabileceğini 
düşündürmektedir.

Diğer antibiyotiklerden klindamisin ve moksifloksa-
sin ile yapılan testlerde %75’ten daha yüksek oranda 
uyum gözlenmiştir. Ancak, bu oran kabul edilir (≥90) 
orandan düşüktür ve rutin laboratuvar pratiğinde 
kullanılması olası değildir. Tür düzeyinde değerlendi-
rildiğinde, iki test arasındaki uyum oranı da değişiklik 
göstermektedir. Örneğin, moksifloksasin için küçük 
hata, büyük hata ve çok büyük hata veren izolatların 
daha çok B. fragilis türleri arasında yer aldığı görül-
mektedir. Çok sayıda bakterinin ele alındığı, özellikle 
tür düzeyinde yapılacak çalışmalar ile disk difüzyon 
testinin bu antibiyotikler için optimize edilmesi 
gereklidir. Gerek dünyada gerekse ülkemizde bu anti-
mikrobiyallere yüksek oranda direnç bulunmaktadır, 
duyarlılık sonuçları saptanmadan ampirik tedavide 
kullanılmaları önerilmemektedir(4-6,27-30). Bu nedenle 
BFG izolatlarının klindamisin ve moksifloksasine 
duyarlılklarının belirlenmesi uygun antimikrobiyalin 
seçilmesinde önemlidir. 

Ampisilin/sulbaktam ve sefoksitin diskleriyle yapılan 
çalışmalar pek tutarlı sonuçlar vermemiştir. Aynı MİK 
değerine sahip bazı organizmalar farklı disk inhibisyon 
zonu oluştururken, aynı disk zonu çapına sahip orga-
nizmalar farklı MİK değerleri göstermişlerdir. Daha 
önceki çalışmalarda da beta-laktam grubu antibiyotik-
lerin benzer sonuçlar sergiledikleri belirtilmiştir(10,15,21).

Test edilen izolat sayısının az olması çalışmamızın 
zayıf tarafını oluşturmaktadır. Daha fazla bakteriyi 
dâhil ederek optimize edilen çalışmalar ile bu eksik-
liklerin giderileceğine inanıyoruz. Bu zayıf tarafına 
karşın ileride yapacağımız çalışmalara kaynak oluş-
turması bakımından verilerimizin değerli olduğunu 
düşünüyoruz.

Sonuç olarak, BFG bakterilerinin, bu bakterilere bağlı 
enfeksiyonların tedavisinde etkili bir şekilde kullanı-
lan antimikrobiyallerden metronidazol, imipenem ve 
tigesikline duyarlılıklarını belirlemede disk difüzyon 
yönteminin kolaylıkla uygulanabilir, hızlı ve güvenilir 
bir yöntem olduğu söylenebilir. Ancak, bir standardın 
oluşturulması adına, özellikle diğer antimikrobiyaller 
için daha fazla izolatın ele alındığı, deney koşullarının 
optimize edildiği çalışmaların yapılması gerektiğini 
düşünüyoruz.
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