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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu calismada MALDI-TOF MS yéntemi kullanilarak hem
koloniden hem de kan Kkiiltiri sisesinden direkt anaerop bakterilerin
identifikasyonunun konvansiyonel ve otomatize ticari yontemlerle karsilastirilarak
arastirilmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM: Calismada 67 klinik izolat ve 2 standart sus incelenmistir.
Konvansiyonel yontemler, Vitek 2 identifikasyon sistemi, liremis kolonilerden ve
direkt olarak kan kiiltiir siselerinden MALDI-TOF MS ile tanimlanmalar1 test
edilmistir. MALDI-TOF MS yontemiyle direkt olarak kan kiiltiirii siselerinden
tarafimizdan optimize edilen yontemle bakteriler tanimlanmistir. Bu yontemde birkag
santrifiij ve ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen siipernatant kisimdan alinan
ornek MALDI-TOF MS cihazinda okutulmustur.

BULGULAR: Toplam 69 anaerop bakteriden konvansiyonel yontemlerle 6’si
(%8,7) tiir diizeyinde, 49°u (%71) cins diizeyinde; Vitek 2 sistemiyle 36’s1 (%52,1)
tir diizeyinde, 54’0 (%78,2) ise cins diizeyinde; MALDI-TOF MS kullanilarak
koloniden yapilan islemle bakterilerin tamami (%100) tiir diizeyinde; MALDI-TOF
MS kullanilarak direkt kan kiiltiirii sisesinden 43’1 (%62,3) tiir diizeyinde, 47’si
(%68,1) cins diizeyinde dogru olarak tanimlanmisglardir.

SONUC: Bu galismada MALDI-TOF MS yonteminin anaerop bakterilerin gerek
koloniden gerekse de kan kiiltiir sisesinden direkt olarak identifikasyonunda biiyiik
basartyla kullanilabilecegi ve sonu¢ verme siiresini oldukc¢a kisalttig1 tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar, daha yiiksek oranda gram negatif anaerop
bakterilerde olmak iizere, konvansiyonel ve otomatize ticari yontemlerle biiyiik
Olglide uyumludur. Ancak yontem heniliz tim laboratuvarlarda kullanilabilecek
sekilde standardize edilememistir. Bu konuda daha detayli ve kapsamli ¢alismalara

ithtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: anaerop, identifikasyon, izolasyon, kan kiiltiirii, MALDI-TOF
MS
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SUMMARY

Evaluation of Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) for Identification of Anaerobe Bacteria

INTRODUCTION AND AIM: The aim of this study to investigate the identification of
anaerobic bacteria from colonies and directly blood culture bottles by using MALDI-

TOF MS method by comparing with conventional and automated commercial methods.

MATERIAL AND METHOD: 67 clinical isolates and 2 standard strains were
examined in the study. Identification by conventional methods, Vitek 2 identification
system, from grown colonies and directly blood culture bottles by MALDI-TOF MS was
tested. With the MALDI-TOF MS method, bacteria were identified directly from the
blood culture bottles with the method optimized by us. In this method, the sample taken
from the supernatant part obtained after a few centrifugation and extraction processes
was read in MALDI-TOF MS device.

RESULTS: From a total of 69 anaerobic bacteria; with conventional methods, 6 (%8,7)
of them at the species level and 49 (%71) of them at the genus level; with the Vitek 2
system, 36 (%52,1) of them at the species level and 54 (78.2%) of them at the genus
level; with MALDI-TOF MS from the bacterial colonies, all of them (%100) at the
species level; with MALDI-TOF MS from the direct blood culture bottles, 43 (%62,3) of
them at the species level and 47 (68.1%) of them at the genus level were correctly
identified.

CONCLUSION: In this study, it was determined that MALDI-TOF MS method can be
used with great success for identifying anaerobic bacteria from both colonies and
directly blood culture bottles and significantly shorten the result time. The results
obtained are broadly consistent with conventional and automated commercial methods,
with a higher proportion of gram-negative anaerobic bacteria. However, the method has
not yet been standardized to be used in all laboratories. More detailed and

comprehensive studies are needed on this subject.

Keywords: anaerobe, blood culture, identification, isolation, MALDI-TOF MS
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1. GIRIS VE AMAC

Anaerop bakteriler agiz boslugu, kalin barsak ve kadin genital sitemi gibi anatomik
bolgelerin normal mikrobiyotasinin 6nemli bir kismini olusturur. Bununla birlikte
hayat1 tehdit edici enfeksiyonlara da yol acabilmektedir. Bu nedenle anaerop
bakterilerin yol actifi enfeksiyonlarin tanisi biiylik Onem tagimaktadir. Diger
enfeksiyonlarda oldugu gibi anaerop enfeksiyonlarda da kesin tani igin
mikrobiyolojik caligmalarin yapilmasi esastir. Ancak, anaerop bakterilerin rutin
laboratuvarlarda sik¢a karsilasilan aerop ya da fakiiltatif anaerop bakterilere gore
klinik 6rneklerden izole edilmeleri ve tanimlanmalar1 daha zor ve zaman alicidir.
Ayrica 6zel donanim ve deneyim gerektirmektedir. Bundan dolayr klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin biiylik bir kisminda anaerop bakterilere yonelik
caligmalar yapilamamaktadir. Bu da Klinisyenleri anaerop enfeksiyon siiphesi
oldugunda ampirik tedaviye yonlendirmektedir. Bununla birlikte son yillarda diinya
genelinde yapilan ¢alismalarda anaerobik enfeksiyonlara yol agan bakterilerde
antibiyotik  direncinin  arttigi  goézlenmektedir. Bu nedenle mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda anaerop bakterilere yoOnelik ¢aligmalarin yapilmast 6nem
kazanmakta, hatta bu ¢alismalarin rutin kiiltiirin bir pargasi olmasi gerekmektedir

(Olsen et al. 1999, Finegold 2000, Willke ve ark. 2008, Norin 2011).

Anaerop enfeksiyonlarin tanimlanmasi ¢ok eski yillarda baslamistir. M.O. 17.
yiizyilda antik Misir el yazmalarinda ve M.O. 5. yiizyilda Hipokrat’in yazilarinda
tetanozun klinik 6zelliklerinden bahsedilmistir. Bununla birlikte 1862 yilinda Louis
Pasteur atmosferik oksijen yoklugunda bir bakterinin butirik asiti fermente ettigini
bularak anaerop bakterileri ilk kesfeden bilim insani olarak tarihe ge¢mistir. 19.
ylizyilin sonlarinda Veillon ve Zuber koti kokulu akintiya neden olan bazi

enfeksiyonlarda anaerop bakterilerin roliinii géstermistir. 20. yiizyilin baslarinda



anaerop fusiform bakteriler tanimlanmis ve bunlarla ilgili ¢ok sayida makale
yayinlanmigtir.  Schottmueller’in  puerperal sepsis etkeni olarak anaerop
streptokoklar: gostermesi ve David Smith’in 1920°1i yillarda aspirasyon pnémonisini
tanimlamas1 da anaerop enfeksiyonlarda patogenez ¢alismalarinin ilk oOrnekleri

olarak kabul edilmektedir. (Gtirler 2011, Bartlett 2015).

Anaerop bakteriler insan viicudunda basta gastrointestinal sistem olmak iizere birgok
bolgede normal mikrobiyota iiyesi olarak yer almaktadir. Kolon ve agiz
boslugundaki bakterilerin %90’dan fazlas1 anaeroplardir. Endojen mikrobiyotadaki
anaerop bakterilerin eksojen patojenlere karsi kolonizasyon direnci olugturmalar1 gibi
bir¢cok faydasi vardir. Ancak bu bakterilerin firsat¢1 patojen olduklarin1 ve immiin
supresyon gibi bazi faktorlerin etkisiyle 6zellikle cerrahi girisimler veya travma
sonrasinda kolonize olduklar1 bolgelerden koken alarak deri ve yumusak doku,
intraabdominal, pléropulmoner, kadin genital sistemi gibi endojen polimikrobiyal
enfeksiyonlara yol agarak hayati tehdit edebileceklerini akilda tutmak gerekir.
Eksojen anaerobik enfeksiyonlara ise agirlikli olarak Clostridioides difficile harig
Gram pozitif spor olusturan basiller neden olmaktadir (Belizario et al. 2015, Cohen-
Poradosu et al. 2015).

Oksijenle iligkileri nedeniyle anaerop bakterilerin klinik 6rneklerden izolasyonu zor,
zaman alic1 ve emek yogun islemler gerektirmektedir. Bunu basarmak icin 6rneklerin
uygun sartlarda toplanmasi, laboratuvara tasinmasi ve vakit kaybetmeden kiiltiir
islemine alinarak bakterilerin oksijenle temasinin minimumda tutulmasi gerekir.
Anaerop bakterilerin konvansiyonel yontemlerle identifikasyonunda; is yiikiiniin
fazla olmasi, uzun zaman almasi ve anaerobik ortami saglamada giicliik ¢ekilmesi
gibi sorunlarla karsilasilmaktadir. Bu olumsuzluklar diisiiniildiigiinde daha hizli, is
yukii az olan yeni yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni bir yontem olan MALDI-
TOF MS ile bakteri identifikasyonu tiim islemler dahil olmak tizere 5-10 dakika gibi
kisa bir siirede gergeklestirilebilmektedir. Bu yoOntemle anaerop bakterilerin

identifikasyonu da saglanmaktadir (Clark et al. 2013).

Kan dolagimi1 enfeksiyonlari, hizla tedavi edilmesi gereken oliimciil bir tablodur.

Tiim bakteriyemilerin %1-17’si anaerop bakteriler tarafindan meydana gelmektedir



(Brook 2010). Uygun sekilde tedavi edilmeyen hastalarda mortalite orani her gegen
saatte %7,6 artmaktadir (Kumar et al 2006). Bu nedenle hastalardan kan kiltiiri
alinip etken mikroorganizmanin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testinin
yapilmasi hayati 6nem tasimaktadir. Ancak kiiltiir islemleri uzun zaman aldigindan
hastalara ampirik olarak genis spektrumlu antibiyotikler baslanmaktadir. Bu da hem
mikroorganizmalarin antibiyotik direncini artirmakta hem de uygunsuz tedavilerin
uygulanmasina yol agmaktadir (Faron et al. 2017). Anaerop bakterilerin kiiltiirde
dretilip tanimlanmasi uzun zaman aldigindan, tami siiresini kisaltmak amaciyla
mikroorganizmalarin izolasyon islemi heniiz yapilmadan MALDI-TOF MS ile direkt
olarak kan kiiltiirii sisesinden identifikasyonu arastirmacilarin ilgisini ¢eken yeni bir
konudur. Bu yontemle etken bakterilerin tanimlanmasi daha kisa siirmekte ve
hastalara uygun tedavi daha erken baslanabilmektedir. Ancak heniiz sinirli sayida

bakteri bu yontemle tanimlanabilmistir (Almuhayawi et al. 2015).

Anaerop bakterilerin kiiltiirlerinin  zahmetli olmasi, uzun siirmesi ve genelde
enfeksiyonlarin polimikrobiyal olmasi nedeniyle anaerobik antibiyotik duyarlilik
testleri (ADT) diinya genelinde rutin olarak ¢ok az sayida merkezde yapilmaktadir.
Bundan dolay1 anaerobik enfeksiyonlarin tedavisi g¢ogunlukla ampirik olarak
gergeklestirilmektedir (Cobo et al. 2020). Anaerop bakterilerin antibiyotik direng
oranlarinda son yillarda artis goriilse de direng oranlari aeroplara kiyasla daha
distiktiir. Ancak intraabdominal enfeksiyonlardan izole edilen baslica anaerop
bakteri olan Bacteroides tiirlerinin karbapenemler ve metronidazol gibi giicli
antibiyotiklere kars1 bile direngli olabilecegi bildirilmistir (Hecht 2004, Wybo et al.
2014). Tedavide anaerop bakterilerin de antibiyotiklere karsi direngli olabilecekleri

g6z Oniinde bulundurulmalidir.

Bu calismada, Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi (SUEAH) Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen klinik oOrneklerden izole edilen anaerop
bakterilerin identifikasyonu MALDI-TOF MS ile yapilarak konvansiyonel ve
otomatize ticari yontemlerle karsilastirilmas1 amaglanmistir. Ikincil amag olarak;
daha hizli identifikasyon yapabilmek icin, kan kiiltir sisesinden pozitif sinyal
alindiktan sonra anaerop bakterilerin direkt olarak MALDI-TOF MS ile

identifikasyonu da arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ANAEROP BAKTERILERIN TARIHCESI

Anaerop enfeksiyonlarla ilgili en eski yazili belge olarak tetanoz hastaliginin
kliniginden bahseden M.O. 17. yiizyila ait Antik Misir el yazmalar1 goriinmektedir.
Yine M.O. 5. yiizyilda Hipokrat, tetanozu “yaralanma sonrasi gelisen, kasilmalarla
seyreden Oliimciil bir hastalik” seklinde tanimlamistir. M.S. 5. yiizyilda eski
Hindistan’in Ayurveda metinlerinde de tetanozdan bahsedilmistir (Thwaites and
Loan 2015). Bundan sonra anaerop bakterilerle ilgili uzun bir siire gelisme olmamus,
ancak 17. yiizyilda Antonie Van Leeuwenhoek ilk kez kendi gelistirdigi
mikroskobuyla gordiigii hareket eden bazi mikroplarin oksijensiz ortamda canliligini
korudugunu tarif etmistir (Saat 2018).

1862 yilinda Fransiz bilim insani Louis Pasteur atmosferik oksijen yoklugunda
kiiltirde tretmeyi basardigi bir bakterinin (Clostridium butyricum) butirik asiti
fermente ettigini gostermistir. Bu gelisme Pasteur’ii anaerop bakteriyolojinin dnciisii
yapmustir. Yine Pasteur, Jubert ile birlikte 1877°de Clostridium septicum’u kiiltiirde
tretmistir. Pasteur’den sonra anaerop enfeksiyonlarla ilgili ¢aligmalar hiz kazanmus,
19. yiizyilin sonlarinda Veillon ve Zuber koétii kokulu akintiya neden olan pelvik
enfeksiyonlar, beyin apsesi, apandisit gibi baz1 enfeksiyonlarda anaerop bakterilerin
rol oynadigimi gostermistir. Yine ayni yillarda botulizm ve tetanoz gibi klostridyal
enfeksiyonlar daha iyi tanimlanmig ve Kitasato Sibasaburo Clostridium tetaniyi ilk
kez izole etmistir. 20. ylizyilin bagslarinda Fransa’da ve Almanya’da anaerop
spiroketler ve fuziform bakterilerin neden oldugu “fuzospiroketal enfeksiyonlar”
tanimlanmis ve bunlarla ilgili ¢ok sayida calisma yapilmistir. Schottmueller’in

puerperal sepsisin etkeni olarak anaerop streptokoklari tanimlamasi ve David



Smith’in 1920°li yillarda aspirasyon pnomonisi ve akciger apsesinde anaerop
bakterilerin biiyiik rol oynadigimi gostermesi anaerop enfeksiyonlarda patogenez
caligmalarinin Onciileri olmustur. Smith bu ¢alismalarinda dort farkli anaerop
bakterinin akciger apsesinin fizyopatolojisinde rol oynadigin1 gostererek anaerop
enfeksiyonlarin polimikrobiyal oldugundan ilk defa bahseden bilim insan1 olmustur

(Giirler 2011, Bartlett 2015).

GasPak jar (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD) sisteminin
gelistirilmesi, anaerop bakterilerin taksonomik siniflamasinin Virginia Polytechnic
Institute tarafindan gerceklestirilmesi ve linkomisin, klindamisin, metronidazol gibi
antibiyotiklerin anaerop etkinliginin gdsterilmesi 1960’11 yillardaki Onemli
gelismelerdir (Bartlett 2015). Bundan sonra giiniimiize kadar gelen calismalar
cogunlukla yeni anaerop bakterilerin kesfi, anaeroplara yonelik antibiyotikler ve

direng gelisimi ile ilgili olmustur (Lassmann et al. 2007).

2.2. BAKTERILERIN OKSIJEN iLE ILISKILERINE GORE
SINIFLANDIRILMASI

Bakterileri ilk kez Ferdinand Cohn 1872°de morfolojilerine gore siniflandirmis; daha
sonra giiniimiize kadar gelen siirecte besin gereksinmeleri, patojenik potansiyelleri,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, genotipik 6zellikleri esas alinarak bakteriler
smiflandirilmislardir  (Schleifer 2009). Bununla birlikte bakterileri oksijen ve
karbondioksit ile olan iligskilerine gére de smiflandirmak miimkiindir. Bunun
temelinde bakterilerin kati ya da sivi besiyerinde atmosferik hava (%15-21 O.),
karbondioksitli ortam (%10-15 O:), mikroaerofilik ortam (%4-6 O:) ve anaerobik
ortamdaki (%0 O.) iireme 6zellikleri yatmaktadir (Ulger Toprak 2013, Procop et al.
2017). Buna gore 6 grup bakteri vardir:

1. Zorunlu aerop bakteriler: Bu gruptaki bakteriler oksijen konsantrasyonun fazla
oldugu atmosferik hava ve karbondioksitli ortamda iyi trerler. Mikobakteriler,
Bacillus ve Pseudomonas tiirleri bu gruptadir (Morris and Schmidt 2013, Procop et
al. 2017).



2. Zorunlu anaerop bakteriler: Sadece anaerop ortamda (serbest oksijen yoklugunda)
tireyen, diger ortamlarda {ireyemeyen bakterilerdir. Koruyucu enzimleri
olmadigindan oksijenin ve oksijen radikallerinin toksik etkisi bu bakterileri
Oldiirmektedir. Az miktardaki oksijeni tolere edebilmelerine gore 2’ye ayrilirlar.
Birinci gruptakiler %0,5’ten fazla oksijene maruz kalirlarsa oliirler. Bunlara mutlak
zorunlu anaeroplar denir. Ornek olarak Clostridium haemolyticum, Clostridium novyi
tip B, Treponema denticola ve Selenomonas ruminatium verilebilir. ikinci
gruptakiler (ilimli zorunlu anaeroplar) ise %2 ile %8 arasindaki oksijen igeren
ortamda tireyebilmektedir. Bunun nedeni olarak, toksik oksijen radikallerine karsi
koruyucu olan enzimleri az miktarda tirettikleri diisiniilmektedir (Tally et al. 1977).
Ancak oksijene maruziyetleri uzun siirerse bu bakteriler de 6lmektedir. Klinik
orneklerden daha fazla izole edilen anaerop bakteriler olan Bacteroides fragilis
grubu, pigmentli Prevotella ve Porphyromonas gruplari, Fusobacterium nucleatum
ve Clostridium perfringens bu gruba 6rnektir (Ulger Toprak 2013, Morris and
Schmidt 2013).

3. Fakiiltatif anaerop (fakiiltatif aerop) bakteriler: Hem oksijenli hem de oksijensiz
ortamda lireyebilen bakterilerdir. Oksijen varliginda enerji elde etmek i¢in aerobik
solunumu kullanirlarken, oksijen yoklugunda fermentasyon yoluyla iirerler. Klinik
orneklerden izole edilen bakterilerin ¢ogu bu gruptadir (streptokoklar, stafilokoklar,
Enterobacterales iiyeleri gibi). Bu gruptaki bakteriler aerobik ortamda daha iyi
tirerler ¢iinkii oksijen varliginda solunum yoluyla daha fazla enerji elde ederler
(Murray et al. 2016).

4. Aerotolerant anaeroplar: Anaerobik sartlarda iyi tireyen, ancak atmosferik ortamda
veya %5-10 karbondioksitli ortamda da zayif da olsa treyebilen bakterilerdir.
Lactobacillus tiirleri, Clostridium carnis ve Clostridium histolyticum bu gruptadir
(Gajdacs et al. 2017).

5. Mikroaerofilik bakteriler: Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori ve bazi
Neisseria tiirleri %4-6 oraninda oksijen igeren ortamda tiremektedirler. Atmosferik
havadaki oksijen, bu bakterilerin iiremesini inhibe etmektedir. Bu bakterilerin
tiremesi i¢in ortamdaki gaz karisimi %85 azot, %10 karbondioksit ve %5 oksijen
seklinde olmalidir (Lagier et al. 2015, Gajdacs et al. 2017).



6. Mikroaerotolerant anaeroplar: Bu gruptaki bakterilerin zorunlu anaeroplardan tek
farki mikroaerofilik ortamda da treyebilmeleridir. Bunlar oksijeni kullanamazlar
ancak tolere edebilirler (Zhang et al. 2017). Orek olarak Clostridium tertium,

Bifidobacterium longum ve Olsenella umbonata verilebilir.
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Sekil 1. Farkli oksijen yogunluklarinda bakterilerin iireme 0Ozellikleri
(https://opentextbc.ca/microbiologyopenstax/chapter/oxygen-requirements-for-

microbial-growth/)

Aerop bakteriler aerobik solunum yoluyla son elektron alicisi olarak oksijeni
kullanip 1 molekiil glukozu su ve karbondioksite kadar pargalayarak anaeroplardan
daha fazla enerji elde ederler. Anaerop bakteriler ise gerekli enzimleri olmadigindan
dolay1 son elektron alicist olarak nitrat, siilfat, karbonmonoksit ve bazi alkoller gibi
cesitli organik bilesikleri kullanarak fermentasyon yaparlar. Oksijenin anaerop
bakterilere toksik olmasmin yani sira, indirgendiginde olusan siiperoksit (O2),
hidrojen peroksit (H:0:), hidroksil gibi radikaller daha da toksiktir. Aerop
bakterilerin bu toksik maddeleri bertaraf etmeye yarayan siiperoksit dismutaz,
katalaz, peroksidaz gibi enzimleri vardir; ancak 1limlt zorunlular digindaki
anaeroplarin bu enzimleri olmadigindan bu bakteriler oksijen iiriinlerine karsi
kendilerini koruyamazlar (Morris and Schmidt 2013, Procop et al. 2017). Toksik
oksijen radikallerini ortamdan temizleyen enzimler ve katalizledigi reaksiyonlar

asagida verilmistir (Di Meo and Venditti 2020).



02 + 02 + 2H = 02 + H:0: (siiperoksit dismutaz enzimi katalizler)
2H-0: = 2H.0 + O: (katalaz enzimi katalizler)

H20: + H.R & 2H.O + R (peroksidaz enzimi katalizler, R herhangi bir elektron

vericisidir)

Bir sistemdeki elektronlar1 alma (rediiksiyon, indirgenme) ya da verme (oksidasyon,
yiikseltgenme) egilimlerine redoks potansiyeli (Eh) denir. Birimi volttur (V). Saglam
dokularin Eh’si +0,12 mV civarindadir. Anaerop ortamlarin saglanmasi i¢in bu
potansiyelin diisiik degerlerde olmasi gerekir. Ornegin apse gibi anaerop bakterilerin
tiremesine elverisli ortamlarda ya da anaerop besiyerlerinde bu potansiyel -400 mV
civarindadir. Bunun yaninda anaerop bakterileri kiiltiirde iretebilmek igin
besiyerlerine ortamin redoks potansiyelini diisiiren indirgeyici 6zellikteki
tiyoglikolat, L-sistein gibi maddeler eklenir (Bilgehan 2008). Ancak anaerop
bakterilerin {iiretilmesi i¢in ortamin oksijenden arindirilmasimnin, diisiik Eh

saglanmasindan daha 6nemli oldugu gosterilmistir (Walden and Hentges 1975).

2.3. ANAEROP BAKTERILERIN SINIFLANDIRILMASI

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli testler ile bakterilerin siiflandirilmasi
netlik kazanmis ve anaerop bakterilerin dahil oldugu taksonlar belirlenmistir. Bu
caligmalar gilinlimiizde halen devam etmekte olup; smiflamaya yeni bulunan
bakteriler eklenmekte, bazilarinin cins ya da tiir isimleri degismekte ve bazilar
bulundugu taksondan c¢ikarilip baska taksona ilave edilerek taksonomi
giincellenmeye devam etmektedir (Finegold 2004). Ancak halen gram yontemiyle
boyanma, spor olusturma, morfolojik goriiniim gibi fenotipik 6zelliklerle yapilan
geleneksel siniflandirma giincelligini korumaktadir (Procop et al. 2017). Klinik

orneklerde daha sik karsilasilan anaerop bakteriler Tablo 1°de goriilmektedir.



Tablo 1. Klinik 6rneklerde sik karsilasilan anaerop bakterilerin morfolojilerine gore
simiflandirilmasi (Lin et al. 2010, Procop et al. 2017, Shenoy et al. 2017)

Cins

Gram Negatif Basiller

Bacteroides

B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. ovatus, B. vulgatus

Bilophila

B. wadsworthia

Dialister

D. micraerophilus

Fusobacterium

F. necrophorum, F. nucleatum, F. varium

Porphyromonas | P. asaccharolyticus, P. endodontalis, P. gingivalis

P. bivia, P. denticola, P. disiens, P. intermedia, P. loeschii, P.
Prevotella : . 4

melaninogenica, P. nigrescens
Treponema T. denticola

Gram Pozitif Koklar (GPAK)

Anaerococcus vaginalis, Finegoldia magna, Parvimonas micra, Peptostreptococcus
anaerobius, Peptoniphilus asaccharolyticus, anaerop stafilokoklar ve streptokoklar

Gram Pozitif Sporlu Basiller

Clostridium

C, botulinum, C. clostridioforme, C. difficile, C. histolyticum, C.
novyi, C. perfringens, C. ramosum, C. septicum, C. sordelli, C.
tetani

Gram Pozitif Sporsuz Basiller

Actinomyces israelii, Atopobium rimae, Bifidobacterium spp., Cutibacterium acnes
(eski ad1 Propionibacterium acnes), Eggerthia catenaformis, Eubacterium spp.,
Lactobacillus spp., Mobiluncus spp., Propionibacterium propionicum

Gram Negatif Koklar

Veillonella

Veillonella dispar, Veillonella parvula




2.4. NORMAL INSAN MiKROBiYOTASINDA BULUNAN ANAEROP
BAKTERILER

Insan viicudunda bulunan bakterilerin biiyiikk ¢ogunlugunu anaeroplar olusturur.
Gastrointestinal sistem en ¢ok bulunduklar1 bolgedir. Agiz boslugu ve kolondaki
mikrobiyotanin %90’dan fazlasi anaerop bakterilerdir. Digkinin bir graminda 10'°-
102 koloni olusturan birim (CFU) bakteri bulunmaktadir. Anaeroplarin aeroplardan
1000 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Deri ve miikoz membranlar, iist solunum
yolu, kadin genital sistemi ve iiretrada da bulunarak 6nemli fonksiyonlar {iistlenirler.
Ornegin miikéz membranlar1 eksojen patojenlere karsi koruyarak kolonizasyon
direnci olustururlar. Gastrointestinal kanalda safra gibi toksik maddelerin metabolize
edilmesinde, immiin sistemin gelisiminde, vitamin K ve kisa zincirli yag asitlerinin
sentezlenmesinde etkin rol oynarlar (Belizario and Napolitano 2015, Gajdacs et al.
2017). Normal insan mikrobiyotasinda yer alan anaerop bakterilerin bir kism1 Tablo

2’de goriilmektedir.

Tablo 2. insan mikrobiyotasinda bulunan anaerop bakteriler (Lobo et al. 2016,
Procop et al. 2017)

Agiz Boslugu
S1Z Bosue Kadin
ve Ust ) . . . )
Solunum Mide ince Barsak | Kalin Barsak Genital Uretra Deri
Sistemi
Yollar
Prevotella Lactobacillus | Streptococcus Bacteroides Prevotella Cutibacterium | Cutibacterium
Porphyromonas Lactobacillus | Porphyromonas | Porphyromonas GPAK GPAK

Bacteroides

Fusobacterium

Bacteroides

Bacteroides

Fusobacterium GPAK GPAK Prevotella
GPAK* Clostridium Eubacterium Fusobacterium
Veillonella Eubacterium Eggerthia
Actinomyces Eggerthia Clostridium
Cutibacterium Bifidobacterium Veillonella

Cutibacterium

Lactobacillus

*: Gram pozitif anaerop koklar
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2.5. ANAEROP BAKTERILERIN PATOGENEZ MEKANIZMALARI

Tarihsel silire¢ igerisinde anaerop bakterilerle yapilan ilk calismalar eksojen
enfeksiyon olusturan Clostridium tiirlerine yogunlagmistir. Ancak zamanla yeni
anaerop bakteriler kesfedilmis, mikrobiyota calismalarinin da hiz kazanmasiyla
birlikte endojen anaeroplarin firsatg1 patojen olduklar1 ve anaerop enfeksiyonlara
daha fazla yol actiklar1 anlasilmistir (Kiyan 1999). Anaerop bakterilerle ¢alisan
laboratuvar sayisinin artmast sonucu bu etkenlerin gozden kagmamasit ve
maligniteler, diabetes mellitus, vaskiilitler, steroid kullanim1 gibi sebeplerle immiin
sistemin bozulmast sonucu bakterilerin firsat¢1 patojen haline gecmesi ile
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda anaeroplar artik daha sik izole edilmektedir
(Finegold 2000).

Doku yikimi, obstriiksiyon, staz, oksijen basincinin azalmasi, yanik, yabanci cisim
gibi durumlar redoks potansiyelini diisiirerek anaerop bakterilerin ¢ogalmasi igin
elverigli ortam yaratirlar. Bunun yaninda g¢esitli nedenlerle immiin sistemin
bozulmasi, travma ve cerrahi sonucunda anatomik bariyerin bozulmasi, bakterilerin
virulans o6zellikleri anaerop enfeksiyonlarin patogenezine katkida bulunmaktadir.
Anaerop enfeksiyonlar siklikla polimikrobiyaldir. Enfeksiyona katilan aerop ya da
fakiiltatif anaerop bakteriler ortamin oksijen basincini ve redoks potansiyelini

diistirerek anaeroplarin iremesine zemin olusturur (Giirler 2001, Finegold 2004).

Anaerop bakteriler gogunlukla salgiladiklari toksinler ve enzimlerle enfeksiyona yol
acarlar. C. perfringens’in major toksini Fosfolipaz C (alfa toksini) eritrositler,
endotel hiicreleri ve kas hiicrelerinin membaraninda bulunan lesitin ve sfingomiyelini
parcalar. Salgiladig1 baska bir toksin olan enterotoksin ise besin zehirlenmesine yol
acar. C. tetani hem GABA ve glisin salimmimi engelleyen tetanospazmin
salgilayarak spastik paraliziye neden olur, hem de tetanolizin enzimi ile eritrositleri
hemolize ugratir. C. botulinum norotoksini ile sinir-kas kavsaginda asetilkolin
salinimini engelleyerek gevsek paraliziye yol acar. C. difficile’nin salgiladigi Toksin
A ve Toksin B antibiyotikle iligkili diyare, pseudomembrandz kolit ve toksik
megakolon ile iligkili bulunmustur (Aronoff 2013, Gajdacs et al. 2017, Guo et al.
2020).
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Gram negatif basillerin major viriilans faktorii hiicre duvarmda bulunan
lipopolisakkaritlerdir. Fusobacterium tiirleri hari¢ olmak tizere, gram negatif anaerop
basillerde ise yapisal farkliliktan dolay1 endotoksin aktivitesi daha zayiftir. B. fragilis
ve Prevotella tiirlerinin sahip olduklar1 kapsiil l6kositler tarafindan bakterinin
fagosite edilmesini Onler. Cesitli fimbriyal ve nonfimbriyal adezinleri konak dokuya
tutunmay1 saglar. Yine bu bakteriler ortama kollajenaz, fibrinolizin gibi cesitli
proteazlar salgilayarak ekstraseliiler matriksi pargalar ve dokularda yayilma firsati
bulur. B. fragilis’in kapsiiliinden salinan siiksinik asit 16kosit kemotaksisini inhibe
ederek dokularda apse olusumuna yol acar. Yine bu bakterinin genetik
materyalindeki patojenite adasi (BfPAI) tizerinde bulunan bft geninin yapimini
kodladig1 enterotoksin yetiskinlerde diyareye neden olmaktadir (Duerden 1994, Isar
et al. 2006).

2.6. ANAEROP BAKTERI ENFEKSiYONLARI

Anaerop bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlar viicuttaki bircok bdlgede
gortilebilir. En sik goriilen klinik durumlar arasinda intraabdominal apse, sekonder
peritonit, bakteriyemi ve septisemi, nekrotizan seliilit, aspirasyon pndmonisi, akciger
apsesi, beyin apsesi, agiz ve dis enfeksiyonlari, diyabetik ayak, kadinlarda pelvik
apseler ve diger organ apseleri yer almaktadir. Bunlarin tamamina yakininda etken

endojen mikrobiyota liyeleri olmaktadir (Gajdéacs et al. 2017, Procop et al. 2017).

Klinik olarak bazi  durumlarla karsilasildiginda anaerop  enfeksiyonlar
diistintilmelidir. Bunlar arasinda lezyonda rahatsiz edici koku varligi ve apse
olusumu basta olmak {izere; koyu renkli eksiida varligi, dokuda gaz olusmasi,
dokunun kanlanmasinin bozulmasi, 1sirik sonrasi gelisen enfeksiyonlar, maligniteli
hastalarda enfeksiyon olusmasi, mikroskobik olarak gram boyamada ¢ok sayida
bakteri goriilmesine ragmen kiiltiirde liremenin olmamasi ve sadece aerop bakterilere
kars1 etkinligi olan antibiyotiklerle enfeksiyonun gerilememesi sayilabilir. Ancak
bunlarin varligi anaerop bakteri enfeksiyonlarini diisiindiirse de kesin gosterge
degildir (Giirler 2001, Ulger Toprak 2013, Gajdacs and Urban 2020).
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Klinik 6rneklerden en ¢ok izole edilen anaerop bakteriler gram negatif basillerdir. En
stk goriilen anaerop enfeksiyonlar ise intraabdominal apselerdir. Bunlardan en ¢ok
izole edilen bakteri ise B. fragilis’tir (Procop et al. 2017). Ancak bu enfeksiyonlarin
¢ogunlukla polimikrobiyal oldugu unutulmamalidir. B. fragilis aym1 zamanda
anaerop bakteriyemilerden de en sik sorumlu olan etkendir (Wexler 2007, Cheng
2009). Anaerop enfeksiyonlara sikg¢a yol acan diger gram negatif basiller B. fragilis
grubunun diger lyeleri, pigmentli Prevotella ve Porphyromonas tiirleri ve kedi-
kopek 1sirik yaralarindan en sik izole edilen Fusobacterium nucleatum’dur. Gram
pozitif sporsuz basillerden Actinomyces, Eubacterium, Bifidobacterium, Eggerthella,
Propionibacterium ve Lactobacillus tiirleri klinik orneklerden izole edilmekle
birlikte, birka¢1 disinda enfeksiyonlardaki rolleri hakkinda bilgiler sinirlidir (Jenkins
2001, Gajdacs et al. 2017, Procop et al. 2017, Shenoy et al. 2017).

Finegoldia, Peptostreptococcus, Anaerococcus, Parvimonas ve Peptoniphilus tiirleri
klinik orneklerden en sik izole edilen gram pozitif anaerop koklardir. Cogunlukla
normal mikrobiyota elemani olan bu bakteriler cesitli nedenlerle immiin sistem
bozuldugunda anaerop enfeksiyonlara yol acarak deri ve yumusak doku, kadin
genital sistemi ve agiz boslugundan izole edilmektedirler. Gram pozitif anaerop
koklarin yol agtig1 enfeksiyonlarin genellikle polimikrobiyal oldugu bilinmektedir
(Murdoch 1998, Shenoy et al. 2017).

Eksojen kaynakli anaerop enfeksiyonlar, endojen olanlara gore daha az
goriilmektedir. Bu enfeksiyonlar arasinda nozokomiyal diyare, tetanoz, botulizm,
gastroenterit, gazli gangren ve septik abortus sayilabilir. Eksojen enfeksiyonlara
cogunlukla gram pozitif sporlu basiller olan Clostridium tiirleri yol agmaktadir ve
klinik 6rneklerden en sik izole edilen tiir C. perfringens’tir. (Procop et al. 2017, Guo
et al. 2020).
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2.7. ANAEROP ENFEKSIYONLARDA ORNEK ALINMASI VE
LABORATUVARA TASINMASI

2.7.1. Ornek Ahnmasi

Anaerop enfeksiyonlarin dogru tanisi ancak klinik orneklerin uygun kosullarda
alinmasi ve vakit kaybetmeden uygun kosullarda laboratuvara transfer edilmesi ile
miimkiin olmaktadir. Bunu saglamanin baslica yolu klinisyenle mikrobiyologun
saglikli bir iletisim i¢inde olmasidir. Anaerop enfeksiyonlarin dogru tanisi ve etkenin
izolasyonu i¢in dikkat edilmesi gereken en oOnemli basamak Ornegin alimi ve
transferidir. Oncelikle normal mikrobiyotaya temas etmeden dogrudan enfeksiyon
bolgesinden ornek alinmalidir. Bu nedenle oksijen ile temas nedeniyle balgam,
yiizeyel st solunum yolu ornekleri, alt solunum yolu Orneklerinin ¢ogu, idrar
(suprapubik aspirasyon ile alinan hari¢), yara kabugu, mide ve ince barsak ornekleri,
fistiil ve kolostomilerin agzindan alinan 6rnekler, tiim siirtintii 6rnekleri ve formalin
icinde gonderilen drnekler anaerop enfeksiyonlarin tanisinda uygun degildir (Kiyan
1999, Jousimies-Somer et al. 2002, Ulger Toprak 2013). Enfeksiyonun yerine gére

anaerobik kiltiir icin uygun olan 6rnekler Tablo 3’te goriilmektedir.

Anaerobik kiiltiir i¢in en uygun Ornekler; hava ile temas etmeden aspirasyon
islemiyle alinan apseler, steril olan bdlgelerden alinan sivilar ve doku biyopsi
ornekleridir. Ornek alinirken deri ve miikdz membrandaki mikrobiyota iiyelerinin
kontaminasyonunu Onlemek i¢in Oncelikle cilt yilizeyi %10’luk povidon iyot ile
temizlenmeli, sonrasinda ise %70’lik etil alkol veya izopropil alkol kullanilarak

povidon iyotun uzaklastirilmasi gereklidir (Garcia 2010, Procop et al. 2017).
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Tablo 3. Anaerop enfeksiyonlarda kiiltiir igin uygun olan ornekler (Kiyan 1999,
Garcia 2010)

Parasentez ile steril olarak alinan periton
Abdominal bolge sivisi, cerrahi igslem ile aliman apse ve

derin aspirasyon materyali

Yiizey dekontaminasyonu yapilarak
Deri ve yumusak doku alinan biyopsi veya derin aspirasyon

materyali

) Eklem araligindan elde edilen aspirasyon
Kemik ve eklem ] o -
materyali, kemik biyopsisi

Gaita (Sadece C. difficile veya C.
botulinum’un etken oldugu diisiiniilen
Kalin barsak
durumlarda  kiiltir ~ veya  toksin

caligsmalari igin)

Cerrahi ile elde edilen Ornekler,
) laparoskopi ornekleri, kuldosentez ile
Kadin genital sistemi
alinan periton s1visi, rahim i¢i ara¢ (RIA)

(Actinomyces spp. igin)

Merkezi sinir sistemi Apse materyali, biyopsi 6rnekleri, BOS

Plevra sivisi, perkiitan olarak alinan
akciger biyopsisi Ornegi, korunmus
Akciger ve plevra fircayla alman transtrakeal aspirasyon
materyali, fiberoptik bronkospla alinan

ornekler

. . 5 Apse aspirasyon ve biyopsi materyalleri,
Ag1z boslugu, kulak, burun, bogaz ve

paranazal siniisl orta kulak aspirati, siniislerden kateter ile
zal sintisler

alian aspirat 6rnekleri

Uriner sistem Suprapubik aspirasyonla alinan idrar
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2.7.2. Orneklerin Laboratuvara Tasinmasi

Anaerop bakterilerin oksijenle temasi onlar i¢in Oldiiriicii oldugundan, alinan
orneklerin miimkiin olan en kisa siirede mikrobiyoloji laboratuvarina taginmasi
gereklidir. Bu stire klinik 6rnegin hacmine ve 6zelligine gore degismektedir. Biliyiik
hacimli ve piily igeren Orneklerde bulunan anaerop bakteriler birka¢ saat canli
kalabilmektedir. Bu drnekler sizdirmaz kapakli kaplar i¢inde gonderilmelidir. Ornek
miktar1 az ise anaerop transport sistemleri ile iletilmelidir, ancak transport besiyeri
yoksa hasta basinda tiyoglikolatli buyyon gibi sivi anaerop besiyerlerine inokiile
edilmesi onerilmektedir. Ornek mutlaka svabla almacaksa poliiiretandan yapilmus
olanlar tercih edilmeli ve yine anaerobik transport besiyeri igeren bir kapta
laboratuvara nakledilmelidir. Transport isleminde gecikme olacaksa 6rnek oda
sicakliginda bekletilmeli, asir1 sicak ya da soguga maruz kalmalari 6nlenmelidir.
Saglik gorevlilerinin yaralanmasi riski ve Ornegin disartya sizma tehlikesi
bulundugundan orneklerin enjektor icinde (ignesi egilerek vb.) tasinmasi risk
tasimaktadir. Miimkiin olduk¢a anaerop transport besiyeri tercih edilmelidir
(Hindiyeh et al. 2001, Garcia 2010, Ulger Toprak 2013).

2.8. LABORATUVARDA ORNEKLERIN iSLENMESI

Anaerop enfeksiyon siiphesi tasiyan klinik Ornekler bazi islemlerden gegirilerek
anaeroplarin izolasyon sansini artirmak miimkiin olmaktadir. Bu amagla fazla
miktarda piiy iceren Ornekler vortekslenerek, doku parcalart ise sivi besiyerlerine

aktarilarak 6rneklerin homojenize edilmesi tavsiye edilmektedir (Garcia 2010).

2.8.1. Direkt inceleme

Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen diger klinik orneklerde oldugu gibi, anaerop
enfeksiyon siipheli orneklerin de oncelikle makroskopik ve mikroskopik olarak
incelenmesi gerekmektedir. Makroskopik incelemede klinik 6rnegin kotli kokmasi,
ply icermesi, kanli ve nekrotik goriintiide olmasi, siilfiir graniilleri varli§1 anaerop
enfeksiyon agisindan siiphe uyandirmalidir. Kiiltiir i¢in ekim ile birlikte 6rnekten
hazirlanan preperatin gram yontemiyle boyanmasidan sonra yapilacak mikroskobik
incelemede ise ¢ok sayida polimorf niiveli lokositlerle birlikte karigik bakteri

goriilmesi bu siipheyi daha da artiracaktir. Kiiltiiri yapilamayan ve 1s1k
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mikroskopisinde goriilemeyen Treponema tiirleri karanlik alan mikroskopisinde
incelenmelidir (Johnson et al. 1995, Ulger Toprak 2013, Procop et al. 2017).

Anaerop siipheli Orneklerde gram boyama yapilirken kristal viyole ve liigol
basamaklarindan sonra fiksasyon (tespit) amaciyla hiicresel yapilarin korunmasina
olanak sagladigindan dolay1r metanol tercih edilmelidir. Yine zit boya olarak bazi

gram negatif anaeroplarin boyasini artirmak i¢in safranin yerine sulu fuksin tavsiye

edilmektedir (Garcia 2010).

Gram yontemiyle boyanmis preperatlarin  mikroskopta incelenmesi anaerop
bakterilerin tanisinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bu sayede bakterilerin morfolojik
ozellikleri belirlenmekte, sahip olduklari spor yapilart gozlenebilmekte, inflamatuvar
hiicrelerin varhig: tespit edilebilmektedir (Johnson et al. 1995). Anaerop bakterilerin
morfolojileri ¢ok ¢esitlidir. Bacteroides tiirleri pleomorfik, u¢ ya da orta kisimlarinda
sislikler olabilen, gram negatif kisa basiller olarak goériinmektedir. Prevotella ve
Porphyromonas tiirleri de benzer sekilde degisik boyutlarda gram negatif
kokobasillerdir. Gram negatif basiller genellikle gram boyama yontemi ile soluk
boyanmaktadir (Garcia 2010). Fusobacterium tiirleri ince, uzun, uglart sivri, ig
seklinde, diizensiz boyanan gram negatif basillerdir. Ancak F. necrophorum farkli
olarak pleomorfik goriiniimdedir, uglari sivri degildir. Gram pozitif sporlu basil olan
Clostridium cinsinin bazi iiyeleri gram ile negatif boyanmaktadir (C. ramosum ve C.
perfringens). C. perfringens santral ya da subterminal spor yapisina sahip oldugu
halde, neden oldugu myonekrozlu Ornekten hazirlanan preperat mikroskopta
incelendiginde sporsuz goriinmektedir ve bu oOrnekte inflamatuvar hiicreye de
rastlanmaz. Diger gram pozitif anaerop basillerden Actinomyces tiirleri dallanmis
yapida, C. acnes difteroid gorlinlimdedir. Gram pozitif anaerop koklarin igerisinde F.
magna digerlerine gore daha iri hiicreler olarak gdze carpmaktadir. Gram boyamanin
bir faydasi da klostridyal myonekroz gibi hayati tehdit eden durumlarda hizli tam
acisindan klinisyene on rapor verme imkani tanimasidir (Cohen-Poradosu and

Kasper 2015, Procop et al. 2017).
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Resim 1. Anaerop bakterilerin gram boyama goriintiileri (bu tez ¢alismasindan)

A: Dallanmis gram pozitif basiller, B: Pleomorfik goériiniimlii gram negatif kokobasiller,
C: Koloniden hazirlanan preperatta gram negatif basiller, D: Kiigiik gram negatif koklar.

2.8.2. Anaerop Bakterilerin Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Tiim bakteriyel enfeksiyonlarda oldugu gibi anaerop enfeksiyonlarin da kesin tanisi
klinik 6rnegin kiiltiirinlin yapilarak bakterinin veya bakterilerin izole edilmesiyle
konmaktadir. Anaerop bakterilerin izole edilmesi zor, zahmetli ve zaman alic1 bir
siirectir. Aerop olarak yapilan kiiltiirden bazi farkliliklar1 vardir. Oncelikle kiiltiir igin
kullanilacak besiyerleri giinliik olarak hazirlanmalidir, ¢linkii anaerop besiyerleri kisa
siirede tazeligini yitirmekte ve bakterilerin izolasyon sansi azalmaktadir. Anaerop
bakteriler tremek igin hemin, vitamin K., L-sistein gibi faktorlere ihtiyag

duymaktadir. Bu nedenle besiyerleri mutlaka bunlar1 igermelidir. Ayrica anaerop
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bakterileri iiretmek i¢in hazirlanacak besiyerlerine hem besleyici 6zelligini artirmak
hem de hemoliz reaksiyonunu belirginlestirmek amaciyla %5 oraninda koyun kani
ilave edilmelidir. Anaerobik kiiltiir islemlerinin yani sira tiim Orneklerin aerop

kiiltiirleri de es zamanli olarak yapilmalidir (Ulger Toprak 2013, Procop et al. 2017).

Anaerop bakterileri izole etmede kullanilan besiyerleri genel iiretim besiyerleri ve
secici besiyerleri olmak iizere iki grupta incelenmektedir. Anaerop bakterilerin

tiretildigi cesitli besiyeri 6rnekleri Tablo 4’te goriilmektedir.

Tablo 4. Anaerop bakterilerin primer izolasyonunda kullanilan temel besiyerleri
(Finegold 2000, Garcia 2010, Procop et al. 2017)

Genel Uretim Besiyerleri Secici Besiyerleri

CDC anaerop kanl1 agar Anaerop feniletil alkol kanli agar (PEA)

Anaerop kanamisin-vankomisin hemolizli

Brusella kanl1 agar
kanli agar (KVLB)

Anaerop paromomisin-vankomisin kanli agar
Schaedler kanl1 agar

(PV)
Columbia kanli agar Sikloserin-sefoksitin fruktoz agar (CCFA)
Beyin-kalp infiizyon kanli agar Bacteroides Safra Eskiilin Agar (BSE)
Fastidious anaerop agar Kolistin-nalidiksik asit kanli agar

Zenginlestirilmis tiyoglikolatl
o Yumurta sarili agar (EYA)
besiyeri

Kiymal1 glukozlu siv1 besiyeri
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2.8.2.1. Genel Uretim Besiyerleri

Genel iiretim besiyerleri tiim anaerobik bakterilerin kolayca izole edilebildigi secici
olmayan kanli agar besiyerleridir. Ancak bunlar anaerop bakterilerin liremesi igin
spesifik degildir. Zorunlu aerop ve fakiiltatif anaerop bakterilerin bir¢ogu bu
besiyerlerinde kolayca tiremektedirler. Ayrica kiiltiir ekimi yapilirken 6rnekler aerop
besiyerlerine de ekilmeli, inkiibasyon siiresi sonunda iireme Ozellikleri
karsilastirilmalidir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik¢a kullanilan genel iiretim
besiyerleri Tablo 4’te goriilmektedir. ADT i¢in referans yontem olan agar diliisyon
isleminde brusella kanli agar tercih edilmektedir. Tiyoglikolatli siv1 besiyeri anaerop
enfeksiyon stiphesi olup kati besiyerinde iireme olmadiginda, yeniden pasaj yapilarak
izolasyon sansini artirmak i¢in kullanilan yedek besiyeridir. Ayni zamanda
Actinomyces gibi yavas iireyen anaeroplarin kiiltlirii i¢in yararhdir. Kiymali sivi
besiyeri ise daha ¢ok anaeroplarin stok Kiltiiriiniin yapilmasinda ve Clostridium
tirlerinin  iretilmesinde kullanilmaktadir. Tiyoglikolat ve kiyma iyi birer
indirgeyicidir ve ortamdaki oksijenin giderilmesini saglar. Bu amagla glutatyon,
sodyum formaldehit sulfoksilat ve L-sistein klorhidrat da kullanilabilir. Stok
amaciyla skim milk medium da yaygin olarak kullanilmaktadir (Bilgehan 20009,
Garcia 2010, Procop et al. 2017).

2.8.2.2. Secici Besiyerleri

Anaerop bakterilerin izolasyon sansini artirmak i¢in genel lretim besiyerlerinin
yaninda segici besiyerlerine de ekim yapilmaktadir. Bunlar i¢erdikleri antibiyotikler
ve c¢esitli kimyasal maddeler sayesinde sadece belli anaeroplarin iliremesine izin
vermekte, diger anaerop ve aerop bakterilerin iiremesi inhibe olmaktadir (Ulger

Toprak 2013).

PEA’da bulunan feniletil alkol Proteus tiirlerinin yayilma hareketini ve gram negatif
fakiiltatif anaeroplarin c¢ogunun iiremesini inhibe ederek, karisik bakteri igeren
orneklerde anaerop bakterilerin segici olarak liremesini saglamaktadir. Gram pozitif
bakteriler bu inhibisyondan etkilenmemektedir. KVLB de aymi amagla
kullanilmaktadir. Farkli olarak gram pozitif bakterilerin liremesi vankomisin
tarafindan inhibe edilmekte ve Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Veillonella

tiirlerinin segici olarak tiremesi saglanmaktadir (Rosenblatt 1997, Procop et al. 2017).
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CCFA besiyeri antibiyotikle iligkili diyarenin baslica etkeni olan C. difficile’nin diski
orneklerinden secici izolasyonunda kullanilmaktadir. icerdigi antibiyotikler barsak
mikrobiyotasini inhibe etmektedir. Ancak bazi Enterobacterales takimi iiyeleri ve
stafilokoklar bu besiyerinde iireyebilmektedir (Procop et al.2017). Ancak besiyerinde
buzlu cam goriintlisii olusturan bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonun kesin

tanisinda baska tanimlama yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Garcia 2010).

BSE agar safraya direngli olan B. fragilis grubu iiyelerinin ve B. wadsworthia’nin
secici olarak izolasyonunda kullanilmaktadir. Antibiyotik olarak icerdigi gentamisin
gram negatif aerop bakterilerin {iremesini inhibe etmektedir. Gram pozitif
bakterilerin bir¢ogu da safraya duyarli oldugundan bu besiyerinde iireyemezler.
Ayrica eskiilinin hidrolize edilmesi tiirlerin birbirinden ayrimina yardimci olur

(Garcia 2010, Procop et al. 2017).

Gilinimiizde otomatize sistemlere uyumlu anaerop kan kiiltir siseleri de
kullanilmaktadir. Bunlar Schaedler broth, Columbia broth, tiyoglikolat medium,
Wilkins-Chalgren broth gibi besiyerlerine vakum altinda CO. eklenerek hazirlanan
anaerop sistemlerdir. BacT/Alert FN (bioMérieux, Durham, NC, USA), Bactec Plus
Anaerobic/F, Bactec Lytic/10 Anaerobic F (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA),
ESP 80N, ESP 40N (Difco Laboratories, Detroit, USA) gibi otomatize sistemler

bakteriyemi ve septisemi tanisinda kullanilmaktadir (Roh et al. 2012).

2.8.2.3. Klinik Orneklerin Besiyerlerine Ekimi ve Inkiibasyon

Anaerop enfeksiyonlarin dogru tanisi klinisyenin 6rnegi normal mikrobiyota ile
kontamine etmeden uygun sekilde almasi, vakit kaybetmeden uygun bir tagima
sistemiyle 6rnegin laboratuvara nakledilmesi ve laboratuvarda islenmesi ile bu sirada
oksijenle temasin minimum seviyede tutulmasi sayesinde miimkiin olmaktadir.
Anaerop bakterilerin digerlerine gore daha yavas iiremeleri, saf kiiltiir elde etmenin
zor olmasi ve tamimlama testlerinin zaman alict ve maliyetli olmasi nedeniyle

anaerop bakterilerle ¢calisan mikrobiyoloji laboratuvari az sayidadir (Kiyan 1999).

Anaerop enfeksiyon siiphesi varliginda kiiltiir i¢in gelen klinik 6rnegin hemen
ekiminin yapilmas1 gerekmektedir. Ornek piiriilan karakterde ise 1-2 damla, degilse

3-4 damla alinarak kati besiyerlerine inokiile edilmelidir. Ekim ve inkiibasyon
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sirasinda meydana gelebilecek olumsuzluklar nedeniyle tiim Grneklerin yedek sivi
besiyerlerine de ekiminin yapilmasi ve gerektiginde yeniden bu besiyerlerinden

islemlerin tekrar baslatilmasi tavsiye edilmektedir (Garcia 2010).

Laboratuvarlara gelen 6rnek sayisi ve laboratuvarlarin ekonomik olanaklarina gore
inkiibasyon sistemleri farklilik gostermektedir. Az sayida laboratuvar hava ile temasi
olmadan orneklerin iglenmesine izin veren, kapali bir sistem olan anaerop eldivenli
kabin kullanarak anaerop bakterileri bagariyla izole edebilmekte; diger
laboratuvarlarda ise bu amagla en ¢ok anaerop kavanoz (jar) ve plastik posetler tercih
edilmektedir (Engelkirk and Engelkirk 2007, Procop et al. 2017).

Anaerop kabinlerde anaerop kosullar palladyum katalizorii vasitasiyla %85 N2, %10
Ha2, %5 CO: sabit gaz karisimi devridaim yapilarak saglanir. Besiyerleri genellikle
kabin iginde ayr1 bir inkiibatorde tutularak inkiibe edilir. Anaerop kavanozlarda metal
bir kapak, vana ve bazilarinda basing gostergesi bulunur. Bunlarda anaerobik
kosullar tek kullanimlik H2-CO: jeneratorii veya bosaltmali-yer degistirmeli sistemle
%80-90 N2, %5-10 Hz, %5-10 CO: gaz karisimi olacak sekilde saglanir. Kavanoz
sisteminin bir modifikasyonu olarak gelistirilen Anoxomat (Mart Microbiology,
Lichtenvoorde, Hollanda) otomatize bir bosaltmali-yer degistirmeli sistemle hem
anaerop hem de mikroaerofil ortam saglayabilme 6zelliginde kullanimi kolay bir
sistemdir. Anaerop plastik posetler de palladyum katalizor graniilleri veya demir
tozlar1 kullanilarak anaerop ortam olusturan, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin
olarak kullanilan sistemlerdir. Az sayida plagin inkiibe edilmesinde diger yontemlere
gore daha pratiktir. Ayrica posetler seffaf oldugundan plaklardaki iremenin anaerop
ortam bozulmadan gozlenebilmesi bu sistemin bir avantajidir. Plaklar ve gaz
paketleri posetlere yerlestirildikten sonra, posetlerin agzi hava gegisine izin
vermeyecek sekilde plastik ¢ubuklarla veya isitilarak sikica kapatilmalidir. Gaz
paketlerinde bulunan sodyum borohidriir H., sodyum bikarbonat ise CO:
tagiyicisidir. Her ii¢ sistemde de gaz karigimindaki hidrojen, oksijenle reaksiyona
girerek onu tiiketir ve anaerop ortam saglanmis olur (Brazier and Smith 1989, Garcia
2010, Procop et al. 2017). Yaygin olarak kullanilmasa da ilging bir yontem olarak
Serratia marcescens ve Bacillus subtilis gibi aerop bir bakteri besiyerine ekilerek de

anaerop ortam olusturulabilmektedir. Bu yontemde aerop bakteriler solunum yoluyla
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ortamdaki oksijeni sarf etmekte ve birlikte bulundugu anaerop bakterilerin liremesi
icin uygun bir ortam saglanmis olmaktadir (Finegold 1993, Bilgehan 2009).
Inkiibasyon sistemi olarak hangisi kullanilirsa kullanilsin oksidasyon-rediiksiyon
indikatOriiyle anaerop kosullar kontrol edilmeli, sistemde oksijen varlig1 fark edilirse
derhal miidahale edilmelidir. Bu amagla metilen mavisi ya da resazurin boyalar1
kullanilmakta, anaerop kosullar olustugunda renksiz olan bu boyalar sisteme oksijen
karisirsa okside olarak renk degistirmektedir (Bacic and Smith 2008, Speers et al.
2009, Garcia 2010).

Ekim yapilan besiyerleri 35-37°C’de anaerop kabin kullaniliyorsa en az 24 saat,
diger sistemlerde ise en az 48 saat inkiibe edilmelidir. Bacteroides ve Clostridium
tirleri i¢in bu siire yeterli olmaktadir. Ancak P. anaerobius, A. israelii, Prevotella ve
Porphyromonas tiirleri gibi yavas iireyen anaeroplardan siipheleniliyorsa inkiibasyon
sliresi birkag giin daha uzatilmalidir. Acil durumlarda aynmi oOrnekten iki set
hazirlanarak farkli siirelerde inkiibasyon da yapilabilmektedir (Garcia 2010, Procop
et al. 2017).

2.8.3. Inkiibasyon Sonrasi Kiiltiirlerin Incelenmesi

Klinik 6rnegin makroskobik goriintimii, kokusu, gram boyali preperatin mikroskobik
bulgular1 anaerop enfeksiyonu igaret etmesine ragmen kiiltiirde tireme Saptanmadiysa
yedek siv1 besiyerlerinden yeniden ekim yapilmasi gerekmektedir. Cok fazla sayida
farkli koloni goriilityorsa, mikrobiyota ile kontamine olmus anlamina gelmektedir.
Bu durumda klinisyenle iletisime gegmek en dogru yaklasim olacaktir (Finegold
2000).

Ureme varhiginda kiiltiiriin kag¢ giinliik oldugu, besiyerinin tipi, kac¢ ¢esit koloni
oldugu, kolonilerin morfolojik 6zelliklerinin yani sira rengi ve kokusu, UV 15181
altinda fluoresan verme ozellikleri, pigment varlig1 ve rengi, hemoliz varligi, agarda
cukurlagsma olup olmamasi, besiyeri EYA ise lesitinaz ve lipaz zonlar1 varlig
degerlendirilmelidir. Anaerop besiyerinde iireyen tiim izolatlar zorunlu anaerop
olmayabilir. Zira fakiiltatif anaeroplar ve hatta bazi zorunlu aeroplar da anaerop
kosullarda besiyerlerinde iireyebilmektedir. Bu nedenle iireme varliginda
aerotolerans testi yapilmalidir. Ureyen koloniler stereomikroskopta incelenerek iki

pasaj yapilir, plaklardan biri aerop digeri anaerop besiyerine ekilir ve 24 saatlik

23



inkiibasyon sonrasinda plaklar incelenir. izolatlarm aerop besiyerinde iirememesi

zorunlu anaerop olduklar1 anlamina gelir (Ulger Toprak 2013).

Bazi1 anaerop bakteriler 365 nm dalga boyundaki UV 1s18a maruz kaldiklarinda farkli
renklerde fluoresan 1s1ma yayarlar. Gram boyama bulgular1 ve kolonilerin morfolojik
ozellikleriyle birlikte degerlendirildiginde bu 6zellik ¢ogu icin tan1 koydurucudur

(Procop et al. 2017). Tablo 5°te bu bakterilerin 6rnekleri goriilmektedir.

Tablo 5. UV 1sik altinda fluoresan veren anaerop bakteriler (Bilgehan 2009, Garcia
2010, Procop et al. 2017, Shenoy et al. 2017)

Bakteri Fluoresan

Pigmentli Prevotella tiirleri Tugla kirmizisi

P. gingivalis ve P. bennonis hari¢ tiim Porphyromonas tiirleri Tugla kirmizisi

F. nucleatum ve F. necrophorum Sarimsi-Agik yesil
Veillonella tiirleri Kirmizi

C. difficile Acik yesil

C. ramosum Kirmizi
Eggerthella lenta Kirmizi

Bazi anaerop bakterilerin koloni 6zellikleri identifikasyon icin ¢ok dnemli ipuglar
vermektedir. C. perfringens’in yaptig: ¢ift zonlu hemolizde oldugu gibi, bu 6zellikler
gram boyama bulgulariyla birlikte degerlendirildiginde baska test yapmaya gerek
kalmayabilmektedir. Tablo 6’da gesitli anaerop bakterilerin cins ya da tiir diizeyinde
tan1 koydurabilen koloni o6zellikleri goriilmektedir (Kiyan 1999, Bilgehan 20009,
Gajdacs et al. 2017, Procop et al. 2017).
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Resim 2. Cesitli anaerop bakterilerin koloni morfolojileri (bu tez ¢aligmasindan)

A. Diiz, 1slak, gri koloniler (B. fragilis)

B. BSE agarda kahverengi koloniler (B. fragilis)

C. Ekmek kirintis1 gibi, kenarlar1 diizensiz koloniler (F. nucleatum)
D. Siyah pigmentli koloniler (P. nigrescens)

E. Cok kiigiik, beyaz, diizensiz koloniler (P. micra)

F. Gri renkli, kiigiik, mat koloniler (F. magna)
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Tablo 6. Bazi anaerop bakterilerin karakteristik koloni 6zellikleri (Finegold 2000,

Garcia 2010, Procop et al. 2017)

Koloni Ozelligi

Muhtemel Anaerop Bakteri

Yagda yumurta goriiniimiinde koloni

Fusobacterium mortiferum, F. varium

Kumlu/ekmek Kirintisi goriiniimiinde

koloni

F. nucleatum, Actinomyces dentalis,
Actinomyces oricola

Kanh agarda yesil renk olusumu

F. nucleatum, C. clostrodioforme (hava

maruziyetinde)

Kanh agarda kahverengi renk degisikligi

C. ramosum

BSE agarda balik gozii goriiniimiinde

koloni

B. wadsworthia

Kahverengi-siyah pigmentli koloni

Porphyromonas spp., Prevotella spp.

Agarda cukurlasma

Bacteroides ureolyticus, Sutterella

wadsworthensis, Actinomyces dentalis

Molar dis (az1 disi) goriiniimiinde koloni

A. israelii, P. propionicum

Oriimcek agina benzeyen koloni

A. israelii, P. propionicum

Tereyagimsi koloni

Actinomyces turicensis, Veillonella spp.

Medusa basi benzeri iireme

C. septicum

Agar boyunca yayilip bugu seklinde

besiyerinin yiizeyini kaplayan koloniler

C. tetani, C. septicum, C. sordellii

Kanh agarda koloni etrafinda sari-

kahverengi hale

P. micra

Cift hemoliz zonu

C. perfringens, C. novyi tip A (nadiren)

At ahir1 kokusu

C. difficile

Kiif kokusu

Peptoniphilus asaccharolyticus

Tathms1 koku

P. anaerobius
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2.8.4. Anaerop Bakterilerin Tanimlanmasi (Identifikasyon)

2.8.4.1. Konvansiyonel Yontemler

Anaerop bakteriler kiiltiirde tirediginde ve saf olarak izole edildiginde gram boyama
ozellikleri (gram reaksiyonu, hiicrelerin boyutu, kok ya da basil olmasi, spor varligi,
diger morfolojik Ozellikleri) ve hemoliz reaksiyonuna ilaveten Tablo 5 ve 6’daki
spesifik durumlar tespit edildiginde, cins ya da tiir diizeyinde tanimlama yapmak
miimkiin olmaktadir. Bununla birlikte taniy1 kesinlestirmek veya spesifik bir 6zelligi
olmayan anaeroplari tanimlamak amaciyla baska testlere ihtiya¢c duyulmaktadir.
Bunlar arasinda bazi 6zel antibiyotikler kullanilarak yapilan identifikasyon diskleri,
hareket testi ve biyokimyasal testler bulunmaktadir. Bu testlerle bazi anaeroplar tiir
diizeyinde, bazilar1 ise ancak cins diizeyinde tanimlanabilmektedir. Nadiren de olsa
baz1 anaerop bakteriler bu testlerle tanimlanamayabilir (Garcia 2010, Ulger Toprak
2013, Procop et al. 2017).

Anaerop bakterilerin identifikasyonunda ilk basamak testlerden birisi baz
identifikasyon testleridir. Ozellikle gram negatif anaeroplarin konvansiyonel
yontemlerle tanisinda ilk bagvurulacak testlerdir. Besiyeri olarak kanli genel {iretim
besiyerlerinden herhangi birisi tercih edilebilir. Bu amagla kanamisin (1000 pg),
vankomisin (5 pg) ve kolistin (10 pg) diskleri kullanilir. Yeterli siirede inkiibasyon
sonunda inceleme yapilirken ilk dikkat edilecek disk vankomisin diskidir. Siyah
pigmentli bir koloninin UV 11k altinda tugla kirmizis1 renkte floresan vermesine
ilaveten gram negatif bir bakteri olmasina ragmen vankomisin diski etrafinda tireme
zonu olusturmamasi Porphyromonas lehine bir bulgudur. Tir tayini igin
biyokimyasal testlere ihtiya¢ vardir. Prevotella tiirleri vankomisine direnglidir.
Pigment olusturmayan ve hizli {ireyen gram negatif bir basil her {i¢ antibiyotige de
direng gostermisse B. fragilis grubundan oldugu anlasilir. Tiir tayini i¢in yine ileri
biyokimyasal testlere ihtiyag duyulmaktadir. Fusobacterium tirleri bu iig
antibiyotikten sadece vankomisine direnglidir. Bu nedenle sadece vankomisine
direngli olan koloniden gram boyama yapildiginda tiim hiicreler fusiform yapida
gozlenirse bu bakterinin F. nucleatum oldugu anlasilir. Hiicreler pleomorfik ise tiir

tayini i¢in bagka testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Goriildiigii gibi koloni morfolojisi ve
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gram boyama ile birlikte degerlendirildiginde, identifikasyon diskleri tani igin 6nemli
bilgiler saglamaktadir (Giirler 2005, Kononen et al. 2011, Procop et al. 2017).

Cesitli anaerop bakterilerin identifikasyonda kullanilan bu antibiyotiklere duyarlilik

paternleri Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Anaerop bakterilerin identifikasyon diskleri ile 6n tanist (Giirler 2005,
Garcia 2010, Kononen et al. 2011, Procop et al. 2017)

Bakteri Kanamisin Vankomisin Kolistin
B. fragilis grubu R R R
B. ureolyticus S R S
Prevotella spp. \Y R \Y/
Porphyromonas spp. R S R
Fusobacterium spp. S R S
B. wadsworthia S R S
S. wadsworthensis S R S
Veillonella spp. S R S
GPAK* Vv S R

R: Resistant (direncli), S: Sensitive (duyarli), V: Variable (degisken)

*: Gram pozitif anaerop koklar

Anaerop bakterilerin konvansiyonel yontemlerle identifikasyonunda biyokimyasal
testlere de ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu testler arasinda spot indol testi, katalaz testi,
cesitli karbonhidrat fermentasyon reaksiyonlari, safraya duyarlilik, eskiilin hidrolizi,
kimotripsin olusumu, EYA’da lesitinaz ve lipaz reaksiyonlari, jelatin hidrolizi,

propiyonat olusumu, lireaz testi, hareket testi, nitrat rediiksiyon testi bulunmaktadir.
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Bu testler sonucunda genellikle cins diizeyinde identifikasyon basariyla saglanmakta,
ancak bazi tiirlerin tayini i¢in ileri ticari sistemler veya molekiiler calismalar yapmak

gerekebilmektedir (Giirler 2005, Ulger Toprak 2013, Procop et al. 2017)

Tablo 8 ve Tablo 9’da ¢esitli anaerop bakterilerin identifikasyonu i¢in kullanilan

biyokimyasal test reaksiyonlarina érnekler verilmistir.

Tablo 8. Bazi gram pozitif basillerin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal
testler (Giirler 2005, Garcia 2010, Kononen et al. 2011, Procop et al. 2017)

Dallanan, ince basiller (Actinomyces cinsi)

. Nitrat Eskiilin
Tiir Katalaz Ureaz
rediiksiyonu hidrolzi
A. israelii - - + +
A. johnsonii \ \/ + -
A. turicensis - - - -

Dallanmayan, kalin, sporlu basiller (Clostridium cinsi)

Tiir Lesitinaz Jelatin Nitrat Eskiilin
aktivitesi hidrolizi rediiksiyonu hidrolzi
C. perfringens + + + -
C. histolyticum - + - -
C. septicum - + \Y +
C. ramosum - - - +

+: Pozitif, -: Negatif, V: Variable (degisken)
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Tablo 9. Baz1 gram negatif basillerin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal
testler (Garcia 2010, Procop et al. 2017)

B. fragilis grubu
Tiir Safraya diren¢ | poiin hidrolizi | indol Katalaz
(BSE agarda iireme)
B. fragilis + + - +
B. thetaiotaomicron + + + +
B. ovatus + + + +
B. vulgatus + - - -
Prevotella cinsi
Tiir Lipaz Eskiilin hidrolizi indol J.elati-n-
hidrolizi
P. intermedia + - + +
P. melaninogenica - \% - +
P. nigrescens + - + +
P. bivia - - - +
Fusobacterium cinsi
Tiir Lipaz S(aégjllzyz;ai;ggc Pg:’lf’;ﬁl”uat indol
lireme)
F. nucleatum - - - +
F. necrophorum \Y - + +

+: Pozitif, -: Negatif, VV: Variable (degisken)
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Gram pozitif anaerop koklarin identifikasyonunda ilk yapilacak test sodyum
polianetol sulfonat (SPS) diskiyle yapilan duyarlilik testidir. P. anaerobius ve bazi
P. micra suslar1 SDS’ye duyarhdir. Digerlerinin identifikasyonu i¢in baska
biyokimyasal testlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Hall and Byrd 2016, Procop et al.
2017).

2.8.4.2. Hizh Enzimatik identifikasyon Sistemleri

Anaerop bakterilerin konvansiyonel yontemlerle identifikasyonunun uzun siirmesi,
zor ve zahmetli olmas1 arastirmacilari daha pratik biyokimyasal yontemler bulmaya
yoneltmistir. Bu amagla pratik, maliyet etkin ve daha kisa siiren hizli enzimatik
sistemler gelistirilmistir (Mory et al. 2009). APl ZYM, Rapid ID 32A, Vitek 2 ANC
Card (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa), BBL Crystal Anaerobe ID System
(Becton-Dickinson, Cockeysville, MD, ABD), MicroScan Specialty Rapid Anaerobe
Panel (Siemens Diagnostics, West Sacramento, CA, ABD), Remel RaplD ANA Il
(Oxoid-Thermo Fisher, Cambridge, ingiltere) bu testler i¢in gelistirilmis iiriinlerdir.
Bu sistemler bakteriyel iiremeyi takiben belli biyokimyasal ve enzimatik 6zellikleri
4-6 saatlik inkiibasyon siiresince test ettikten sonra sayisal kodlar iiretmektedir. Bu
kodlar bilgisayar veri tabani veya identifikasyon tablolarinda islenerek,
konvansiyonel yontemlerden daha kisa siirede anaerop bakterilerin tanimlanmasi
gergeklestirilmektedir. Ancak dogru tanimlama yapabilmek i¢in ¢ogunlukla bu
testlerin gram boyama, aerotolerans testi, koloni 6zellikleri ve sistemde bulunmayan
biyokimyasal testlerle desteklenmesi gerekmektedir (Rodriguez-Cavallini et al. 2011,
Procop et al. 2017).

2.8.4.3. Molekiiler Yontemler

Tiim bakterilerde mevcut olmasi, yiiksek oranda korunmus bir bolgede bulunmasi ve
yapisinda tiire 6zgii degisken bolgeler igermesi nedeniyle 16S rRNA genom sekans
analizi diger mikroorganizmalarda oldugu gibi anaerop bakterilerin identifikasyonu
icin de referans yontemdir. Multipleks PCR ve ger¢ek zamanli PCR gibi PCR
temelli molekiiler yontemler de bu amagla kullanilmaktadir. Konvansiyonel
yontemlerle identifikasyonun uzun zaman almasi, bir¢ok anaerop bakterinin
tanimlanmasinda giicliikler yasanmasi ve taksonomide sik¢a degisiklikler olmasi

nedeniyle molekiiler yontemlere bagsvurmak zorunda kalinmaktadir. Ancak pahali
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olmast ve bu konuda deneyimli personel gerektirmesi rutin laboratuvarlarda
calisilmasini kisitlamaktadir (Bizzini et. al 2011, Coltella et al. 2013, Vétrovsky and
Baldrian 2013).

2.8.4.4. MALDI-TOF MS

Kiitle spektrometrisi, maddelerin kiitle/ylik (m/z) oranini 6lgen analitik bir tekniktir.
Yaklasik 150 yildir bu alanda galismalar yapilmis ve gesitli yontemler gelistirilmistir.
Bu teknik, 1950’li yillardan itibaren mikroorganizmalarla c¢aligsan bilim insanlarinin
da dikkatini ¢ekmis ve kiitle spektrometrisi yontemiyle bakterilerin identifikasyonu
saglanmaya ¢alisilmistir. Tk kez Anhalt ve Fenselau tarafindan kiitle spektrometrisi
kullanilarak bakterilerin tanimlanmasi basarilmistir (Anhalt and Fenselau 1975).
Karas ve ark. (1987), matriks ve UV 1sinim kullanarak alanin aminoasitini iyonize
etmeyi basarmislar ve bilim diinyasina “matriks aracili lazer dezorpsiyon
iyonizasyon (MALDI)” kavramini kazandirmislardir. Daha sonra Tanaka ve ark.
daha yiiksek agirliklt bir proteini iyonize etmeyi basarmislar ve bu bulus onlara
Nobel o6diiliinii kazandirmistir. Cain ve ark. (1994), kiitle spektrometri yontemi
olarak ugus zamanin kullanmislar ve bu ¢alisma MALDI-TOF MS ile bakterilerin
ilk kez tanimlanmasini saglamistir. Giinlimiizde FDA onayli MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, ABD) ve Vitek MS (bioMérieux, Durham, NC,
ABD) iki ticari yontem mikrobiyoloji laboratuvarlari tarafindan kullanilmaktadir

(Procop et al. 2017, Hou et al. 2019).

MALDI-TOF MS yonteminde, incelenecek olan bakterinin (analit) besiyerinde
tiremis kolonilerinden az miktar alimip bir metal plak (slayt) lizerinde matriksle
karistirilir. Matriks saf su ve organik solvent igeren bir bilesimdir. En sik kullanilan
a-cyano-4-hidroksisinnamik asittir (CHCA). Solventler (asetonitril, etanol, aseton,
metanol, kloroform gibi) bakterinin hiicre membranim1 pargalayip protein
molekiillerinin ~ (¢ogunlukla ribozomal proteinler) birbirlerinden ayrilmasini
sagladiktan sonra buharlagarak ortami terk eder. Matriks-analit karigimi kuruyunca
kristalize olur. Daha sonra plaktaki bu karisimin iizerine lazer atis1 (belli bir dalga
boyunda UV 1s1n1) uygulanir. Matriks, lazerin enerjisini absorbe ederek 1s1 enerjisine

cevirir. Olusan 1s1 analitteki molekiillerin proton (H") kazanarak veya kaybederek
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iyonize olmasina ve bu yiiklli iyonlarin m/z oranina gore bir elektrik alanda hareket
etmesine neden olur. Bu hareket cihazda bulunan elektrotlar tarafindan hizlandirilir.
Iyonlar ucus tiipiinde hareket ederken, bir reflektdr (iyon aynasi) vasitasiyla en
arkada bulunan detektore yansitilir. Kiiglik iyonlar daha hizli hareket ederek biiyiik
iyonlara gore detektore daha erken ulasir. Sekil 1’de MALDI-TOF MS’in ¢alisma
prensibi basitce sematize edilmistir. Dedektdr, iyonlarin ugus siiresini hesaplayarak
(ugus zamani kiitle spektrometrisi, TOF MS) analite ait bir kiitle spektrumu
olusturur. Elde edilen spektrumlar her bakteri tiirline 0zgii oldugundan bu
spektrumlara protein kiitle parmak izi de denmektedir. Bu spektrumlar daha sonra
cihazin veritabaninda bulunan mikroorganizmalara ait tiim spektrumlarla
karsilastirilarak identifikasyon gergeklestirilir. Tiim bu islemlerin incelenecek her bir
bakteri i¢in birka¢ dakika siirmesi ve uygulanmasinin basit olmasi goz Oniine
alinacak olursa; konvansiyonel yontemlerle karsilastirildiginda, MALDI-TOF MS’in
anaerop bakterilerin identifikasyonunu olduk¢a hizlandirdig1 gorilmektedir. Ayrica
cihaz bir kez satin alininca, bundan sonraki ¢alismalarin maliyetinin diisiik olmas1 da
bu yontemin bir diger avantajidir (Elssner et al. 2011, Clark et al. 2013, Singhal et al.
2015).

Lazer
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Sekil 1. MALDI-TOF MS’in ¢alisma prensibi (Hou et al. 2019)
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2.9. ANAEROP ENFEKSiYONLARIN TEDAVIiSi

Anaerop bakterilerin izolasyon ve identifikasyon islemlerinin zahmetli olmasi ve
uzun silirmesi, enfeksiyonlarin genellikle polimikrobiyal olmasi ve giderek artan
diizeyde antibiyotiklere direng gelismesi gibi nedenlerle tedavileri zordur. Uygun
antimikrobiyallerin segilmesi ve ¢ogunlukla beraberinde apse drenaji, nekrotik
dokunun debridmani ve diger cerrahi yontemler uygulanmasi gerekmektedir. Ancak
anaerop izolatlarin tiimiine rutin olarak ADT yapilmasi son derece zaman alicidir ve
maliyet etkin degildir. Bununla birlikte steril viicut bolgelerinden izole edilen,
monobakteriyel olarak izole edilen, bakteriyemi ve beyin apsesi gibi yasami tehdit
eden enfeksiyonlardan izole edilen, ampirik tedaviye yanit vermeyen
enfeksiyonlardan izole edilen anaerop bakterilere ADT yapilmasi tavsiye
edilmektedir (Brook et al. 2013, Pence 2019).

Anaerop etkinligi bulunan antibiyotikler arasinda metronidazol, p-laktam/p-laktamaz
inhibitér kombinasyonlar1  (6zellikle piperasilin-tazobaktam), karbapenemler,
klindamisin, tetrasiklin, sefoksitin, kloramfenikol, moksifloksasin ve tigesiklin
sayilabilir. Ancak B. fragilis grubu iiyeleri basta olmak fiizere bir¢ok anaerop
bakteride son yillarda bu antibiyotiklere karsi direncin arttigi raporlanmaktadir.
Ornegin B. fragilis grubu, pigmentli Porphyromonas ve Prevotella, Fusobacterium
ve Clostridium tiirlerinin birgogu beta-laktamaz ireterek penisiline ve
sefalosporinlere direng¢ kazanmuslardir. Gram pozitif anaerop bakterilerden
Lactobacillus tiirleri, Cutibacterium acnes ve Actinomyces tiirleri metronidazole
dogal direnglidir. Az sayida B. fragilis grubu iiyesi de nim genindeki mutasyonlar
nedeniyle metronidazole diren¢ gelistirmistir. Bunlarin diginda anaeroplara karsi
mitkemmel sayilabilecek in vitro etkinlige sahip olan metronidazol anaerop
enfeksiyonlarin genellikle polimikrobiyal olmasi ve bu ilacin aerop ve fakiiltatif
anaeroplara etkisiz kalmasi nedeniyle monoterapide basarisiz kalmaktadir.
Klindamisin, klinik ¢alismalarda etkinligi kanitlanmis, anaeroplara karsi genis bir
aktivite yelpazesine sahip antibiyotiktir. Ozellikle penisiline alerjisi olan hastalarda
kullanilmistir. BOS harig¢ viicut dokularina ve sivilarina hizla niifuz eder. Ancak C.
difficile ile iligkili kolit yan etkisi ve B. fragilis grubundaki erm gen ekspresyonu
sonucunda artan direng nedeniyle kullanimi sinirlanmigtir. Karbapenemlere karsi

direng ise anaeroplarda olduk¢a nadirdir. Ayrica tiim anaeroplar ilaglarin etki
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mekanizmalar1 nedeniyle aminoglikozitlere, trimetoprim-siilfametoksazole ve

aztreonama direnclidir. (Brook et al. 2013, Pence 2019).

CLSI ve EUCAST diger bakterilerde oldugu gibi anaeroplar i¢in de belli standartlar
ve antibiyotik MIK degerleri yayinlamistir. CLSI referans yontem olarak %5
hemolize koyun kani, 5 pg/ml hemin ve 1 pg/ml vitamin K. ilavesiyle
zenginlestirilmis brusella agar kullanilarak yapilan agar diliisyon yontemini ve
sadece B. fragilis grubu igin ayni eklemelerle brusella broth kullanilarak yapilan
broth sivi mikrodiliisyon (BMD) yontemini dnermektedir. EUCAST ise anaeroplar
i¢cin 6zel bir test dSnermemekle birlikte antibiyotikler icin MIK degeri hesaplanmasini
tavsiye etmektedir. Bu amacla laboratuvarlarda ¢ogunlukla gradyan difiizyon
yontemi olan Etest kullanilmaktadir. Disk difiizyon yontemi ise sonuglari agar
diliisyon ile korele olmadigindan dolay1 anaerop bakterilerin antibiyotik duyarliligini

belirlemede 6nerilmemektedir (CLSI 2018, Pence 2019).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. ETiK KURUL ONAYI

Calismamizin etik kurul onayi; Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel

Olmayan Etik Kurulu’ndan, 26.02.2019 tarihli imza ile alinmistir (Ek 1).

3.2. SUSLARIN SECiMi

Laboratuvarimiz kiiltiir koleksiyonunda bulunan standart bakteri suslarindan
Bacteroides fragilis ATCC 25285™, Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum
ATCC 25586™ suglar1 ile yara, periton mayisi, plevral mayi, kan ve diger steril
viiciit sivilar1 gibi klinik 6rneklerden izole edilen anaerop bakteri suslari ¢alismaya
dahil edilmistir. 16 adet Prevotella spp. (ii¢ adet P. bivia, iki adet P. buccae, bir adet
P. denticola, iki adet P. intermedia, bir adet P. loeschii, iki adet P. melaninogenica,
iki adet P. nigrescens, ii¢ adet P. veroralis), 14 adet Bacteroides spp. (sekiz adet B.
fragilis, dort adet B. thetaiotaomicron, iki adet B. ovatus), 2 adet Porphyromonas
asaccharolytica, 3 adet Fusobacterium spp. (iki adet F. nucleatum, bir adet F.
varium), 3 adet Veillonella dispar, 6 adet Finegoldia magna, 3 adet
Peptostreptococcus anaerobius, 4 adet Peptoniphilus asaccharolyticus, 3 adet
Anaerococcus vaginalis, 2 adet Parvimonas micra, 3 adet Actinomyces spp. (iki adet
A. turicensis, bir adet A. europaeus), 2 adet Cutibacterium acnes, 4 adet Clostridium
spp. (iki adet C. ramosum, birer adet C. perfringens ve C. clostridioforme), 1 adet
Atopobium rimae ve 1 adet Eggerthia catenaformis olmak tizere toplamda 67 klinik
izolat incelenmistir. Calismaya dahil edilmesi planlanan suslardan Dialister
micraerophilus susu pasaj asamasinda tiretilemediginden ¢alisma disinda kalmistir.
Klinik izolatlar VITEK MS (bioMérieux, Durham, NC) ile tanimlanmustur.
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3.3. KULLANILAN BESIYERLERI, KITLER VE CIHAZLAR

3.3.1. Anaerobik Agar ve Schaedler Agar

Anaerop bakterileri izole edebilmek amaciyla temel besiyeri olarak anaerobik agar
(Condalab, Madrid, Ispanya) ve Schaedler agar (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere)
kullanildi. Uremeyi artirmak icin %35 koyun kani, 1 pg/ml hemin ve 1 pg/ml vitamin

K. ilave edildi.

Anaerobik agar icerigi (g/L): Kazein pepton 17,5
Dekstroz 10
Soy pepton 2,5
Sodyum klorid 2,5
Sodyum tiyoglikolat 2
Sodyum formaldehit siilfoksilat 1
L-sistein 0,4
Metilen mavisi 0,002
Bakteriyolojik agar 15

Schaedler agar icerigi (g/L):  Tripton soy broth 10
Pepton 9
Maya oziti 5
Glukoz 5
Sistein HCI 0,4
Hemin 0,01
Tris tamponu 0,75
Agar 13,5

Hazirlamisi: Oncelikle hemin ve vitamin K stok soliisyonlar1 hazirlandi. 20 ml
%095’lik etanol i¢inde 0,2 g vitamin K. ¢oziilerek (10 mg/ml) steril, koyu renkli,
kapakli bir gisede buzdolabinda saklandi. 0,5 g hemin 1N 1 ml NaOH iginde ¢ozildi
ve distile su ile hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Bu da steril, koyu renkli, kapakli bir
sisede buzdolabinda saklandi. Anaerobik agar tozu 51 g ve Schaedler agar tozu 40 g
tartilarak 1000°er ml distile suda eritildikten sonra 121 °C’de 1 atm basing altinda 15
dakika otoklavlanarak steril edildi. 50 °C’ye sogutulduktan sonra aseptik kosullarda
her ikisine de %5 koyun kani, 1 ml hemin ve 1 ml vitamin K. soliisyonu ilave edildi.

Daha sonra her bir plaga 20’ser ml olacak sekilde dagitild1 ve buzdolabinda saklandi.
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3.3.2. Bacteroides Safra Eskiilin Agar (BSE)
B. fragilis grubu bakterileri secici olarak iiretmek i¢in Bacteroides safra eskiilin agar
(Condalab, Madrid, Ispanya) kullanildi.

Icerigi: Triptikazein soy agar 40 g/L

Si1g1r safrasi 20 g/L
Eskiilin 1g/L
Ferrik amonyum sitrat 0,5 g/L
Gentamisin stilfat 100 mg/L
Hemin 10 mg g/L

Hazirlamisi: BSE agar tozu 40 g tartilarak 1000°er ml distile suda eritildikten sonra
121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. 50 °C’ye
sogutulduktan sonra aseptik kosullarda her bir plaga 20’ser ml olacak sekilde
dagitild1 ve buzdolabinda saklandi.

3.3.3. Brusella Agar
Identifikasyon diskleriyle tanimlama yapmak amaciyla brusella agar (BBL, BD
Diagnostic Systems, Sparks, MD, ABD) kullanildi.

fcerigi: Kazein 10 g/L
Pepton 10 g/L
Dekstroz 1g/L
Maya 0ziitii 29/L

Sodyum klorid 5 g/L

Sodyum bisilfit 0,1 g/L

Agar 15 g/L
Hazirlamisi: Brusella agar tozu 43 g tartilarak 1000 ml distile suda eritildikten sonra
121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dakika otoklavlanarak steril edildi. 50 °C’ye
sogutulduktan sonra aseptik kosullarda %5 koyun kani, I ml hemin ve 1 ml vitamin
K. soliisyonu ilave edildi. Daha sonra her bir plaga 20’ser ml olacak sekilde dagitildi

ve buzdolabinda saklanda.
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3.3.4. Skim Milk Besiyeri

Klinik &rneklerden izole edilen anaerop bakteri suslarinin stok kiiltiirii amaciyla skim
milk besiyeri hazirlandi. 100 g toz halindeki skim milk (yag1 alinmus siit tozu) 1000
ml distile su i¢inde ¢oziildii. Soliisyonun karamelize olmamasi i¢in otoklav siiresi
kisa tutulmus olup, 121 °C’de 1 atm basing altinda 5 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra steril vida kapakli tiiplere 1‘er ml dagitildi ve buzdolabinda
sakland1. Orneklerden izole edilen anaerop bakteriler bu besiyerlerinde -80 °C derin
dondurucuda muhafaza edildi.

3.3.5. Otomatize Sistem Tamni Kiti

MALDI-TOF MS ve konvansiyonel yontemlerle performansini karsilastirmak
amaciyla Vitek 2 sistemi kullanilarak Vitek 2 ANC Card (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Fransa) ile identifikasyon yapildi.

”muxrz “‘

—compact

Resim 3. Bu tez ¢alismasinda kullanilan Vitek 2 sistemi cihazi
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3.3.6. MALDI-TOF MS

Calismaya aldigimiz ve daha énce MALDI-TOF MS yontemiyle tanimlanan suslar
anaerobik kanli agar ve Schaedler kanli agarda yeniden iiretildikten sonra liremis
koloniden ve kan kiiltiir sisesinden direkt olarak identifiye etmek amaciyla Vitek MS
(bioMérieux, Durham, NC) kullanildi. Matriks olarak ise iiretici firmanin onerileri
dogrultusunda CHCA kullanild.

Resim 4. Bu tez ¢alismasinda kullanilan MALDI-TOF MS cihazi

3.3.7. Biyokimyasal Testler

Konvansiyonel yontemler ile anaerop bakterileri tanimlamak i¢in gram boya seti,
identifikasyon diskleri, spot indol, katalaz, iireaz gibi biyokimyasal testler ile BSE
agar kullanildi.

3.3.8. Anaerop Posetler ve indikatorler

Anaerop ortami saglamak amaciyla anaerop posetler ve Kkatalizorler (Genbag,

bioM¢érieux, Shanghai, Cin) kullanildi. Anaerop ortamin olusup olusmadigini kontrol
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etmek amaciyla metilen mavisi emdirilmis kagit stripler (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Fransa) disardan gozlenebilecek sekilde posetlerin igine yerlestirildi. Striplerin rengi
maviden beyaza doniisiirse durumunda anaerop ortamin saglandigi anlasildi. Stripte
renk degisikligi olusmamissa islemler tekrarlandi. 37°C’de en az 48 saat inkiibe

edildi. Anaerop inkiibasyon ve kontrolii Resim 5’te gosterilmistir.

Resim 5. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan anaerop poset ve indikator
A: Anaerop poset sistemi,

B: Anaerop ortam saglayici (katalizor) ve ortamin anaerop oldugunu gosteren
metilen mavisi stribi (indikator)

3.4. BAKTERI SUSPANSiYONLARININ HAZIRLANMASI

Tiim bakteri suslar1 anaerobik agar ve Schaedler agar plaklarina ekildi. 37°C'de en az
48 saat inkiibe edildi. Digerlerinden daha yavas iireyen bazi suslar i¢in bu siire
uzatildi. Calismaya dahil edilen klinik izolatlardan 1 adet Dialister micraerophilus
susu inkiibasyon siiresi uzatilmasina ragmen iretilemedigi i¢in ileri testler
yapilamadi. Identifikasyon diskleri icin ve kan Kkiiltiirii sisesinden direkt
identifikasyon isleminde kullanilmak {izere her bakteri icin tek diisen kolonilerden
spektrofotometrik yontem kullanilarak (DensiCHEK plus, bioMérieux, Fransa) 0,5

McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonlari hazirlandi.
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3.5. YONTEM

3.5.1. Orneklerin Toplanmasi ve Isleme Alinmasi

Calismamiza 01.01.2019-01.01.2020 tarihleri arasinda hastanemizdeki poliklinik ve
servislerden anaerop kiiltiir istemiyle laboratuvarimiza gonderilen 1154 rutin klinik
ornekten etken olarak izole edilen 68 Klinik izolat dahil edildi. Bu &rnekler
laboratuvarimiza ulastirildiktan sonra, tiim islemler SUEAH Tibbi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda gercgeklestirildi. Laboratuvara anaerop kiiltir istemiyle gelen
ornekler vakit kaybedilmeden hemen isleme alindi. Gelen 6rneklerin anaerop kiiltiir
icin uygun Ornek olup olmadiklari degerlendirilerek steril, vida kapakli plastik
kaplarda ya da enjektorlerde laboratuvarimiza gonderilen Ornekler isleme alindi.
Uygun yontemle alinmayan ornekler Kliniklere haber verilerek anaerop kiiltiir
islemine alinmadi. Klinik 6rnekler 6ncelikle piiriilan, kanli, kotii kokulu olmasi gibi
makroskopik oOzellikleri agisindan degerlendirildi. Tim ornekler derhal anaerop
kiiltir plaklarina ekilerek 37°C‘de en az 48 saat inkiibe edildi. Ekim sonrasi
orneklerden preparat hazirlanarak gram boyama yapildi ve mikroskopta anaerop
bakterilerin tipik morfolojik 6zellikleri, boyanma paternleri, 6rneklerin inflamatuvar
hiicreler igerip igermemeleri gibi bulgular yoniinden incelenerek notlar alindi.

3.5.2. Kiiltiir Islemleri ve identifikasyon

Anaerop kiiltiir i¢in uygun olan klinik 6rneklerden anaerobic agar ve Schaedler kanl
agara ekimleri yapildi. Uygun inkiibasyon siiresi sonunda iireyen kolonilerin
morfolojik goriinimleri ve pigment olusumu incelendi. Saf olarak tiremis koloniler,
caligmada kullanmak amaciyla pasaj alindiktan sonra MALDI-TOF MS ile identifiye
edildi. Karigik tiremenin oldugu plaklarda ise farkli goriinimdeki tim koloniler
stereomikroskopta incelendi. Aerotolerans testi amaciyla anaerobik kanli agar ve
cikolata agara pasajlar1 yapilarak anaerop ve aerop inkiibasyon gerceklestirildi. Bir
gecelik inkiibasyon sonunda aerop ortamda itiremeyenler zorunlu anaerop bakteri
olarak degerlendirilerek identifikasyon islemine alindi.

Anaerop bakterilerin  konvansiyonel yontemlerle identifikasyonu amaciyla
identifikasyon diskleri ve spot indol, katalaz, iireaz gibi biyokimyasal testler
uyguland1. Identifikasyon diskleri olarak kanamisin (1000 pg), vankomisin (5 pg) ve
kolistin (10 pg) diskleri (Antimikrobiyal Duyarlilik test diskleri, Bioanalyse, Ankara,
Tiirkiye) kullanildi. Bu amagla kolonilerden 0,5 McFarland yogunlugunda (~1X108
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CFU/ml) bakteri siispansiyonu hazirlanarak brusella agara ekimi yapildi ve diskler
yerlestirildikten sonra anaerop inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
zon ¢aplart cetvelle Olgiilerek degerlendirildi. Zon ¢api1 10 mm’den biiylik olan
diskler duyarli (S), kii¢iik olanlar ise direngli (R) olarak degerlendirildi. Resim 6’da
gram negatif anaeroplarin disk goriintiilerine 6rnek verilmistir. Ayrica B. fragilis
grubu {iyelerinin identifikasyonu amaciyla siipheli kolonilerden BSE agara pasaj
yapilarak inkiibasyon sonunda bakterilerin safraya direng ve eskiilin hidrolizi
Ozellikleri incelendi. B. fragilis grubu fiyelerinin besiyerinde bulunan safradan
etkilenmeyip iiredigi, eskiilini hidrolize ederek kolonilerin etrafinda kahverengi-

siyah renk olusturdugu goézlendi.

H‘ﬁ RPN TN

Resim 6. Gram negatif basillerin identifikasyon diskleriyle tanimlanmasi (bu tez

caligmasindan)
A: Vankomisin: direngli, Kanamisin: direngli, Kolistin: direngli (Bacteroides fragilis)
B: Vankomisin: duyarli, Kanamisin: direngli, Kolistin: direngli (Porphyromonas spp.)

Anaerop bakterileri Vitek 2 sistemi ile identifiye etmek amaciyla tiim bakterilerden 3
McFarland yogunlugunda siispansiyon hazirlandi. Vitek 2 ANC Card (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) kullanilarak cihaza yerlestirildi, gram boyama ozellikleri

cihaza kaydedildi ve bir gecelik inkiibasyon sonunda sonuglar degerlendirildi.
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3.5.3. Kan Kiiltiirii Sisesinden Direkt Identifikasyon

Bir diger yontem olarak kan kiiltiirii siselerinden anaerop bakterilerin MALDI-TOF
MS ile direkt identifikasyonu hedeflendi. Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucu
uygulanacak prosediir belirlendi. Uygulanan prosediirde once tiim bakterilerden 0,5
McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Tiipler vortekslendikten
sonra her birinden steril polipropilen tiiplere 10 ul aktarildi. Tiim polipropilen tiiplere
10 ml %0,9 serum fizyolojik (SF) ilave edildi. Bunlar da vortekslendikten sonra yine
her birinden 0,5 ml alindi1 ve BacT/AlertALER-FN Plus (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Fransa) kan kiiltiirii siselerine ekim yapilarak spike/simiile 6rnekler hazirlandi. Daha
sonra tiim kan kiiltiirii siselerine 10 ml kan eklenerek BacT/ALERT® 3D Microbial
Detection System (3D, bioMérieux Inc., Durham, NC, ABD) cihazinda inkiibe
edildi. Cihaz {iireme sinyali verdiginde siseler cihazdan ¢ikarilarak anaerop
besiyerlerine pasajlandi ve inkiibasyona birakildi. Uygun siire inkiibasyonun
ardindan plaklarin kiiltiir degerlendirilmesi yapilarak MALDI-TOF MS ile tiim
bakteriler kontrol amaciyla tekrar identifiye edildi. Bu amagla bakteri kolonilerinden
az miktar steril 6zelerle alinip tretici firmanin sagladigi 48 kuyucuklu slaytlara
inokiile edildi. Uzerlerine 1 pul matriks soliisyonu ilave edildi. Bu karisim kuruduktan
sonra slaytlar cihaza yiiklenerek identifikasyon sonuglar1 degerlendirildi.

Direkt identifikasyon islemi igin ise pozitif sinyal veren tiim kan kiiltiirii siselerinden
steril enjektorler vasitasiyla 5 ml kan 16x100°1ik 8,5 ml BD Vacutainer plastik SST
jelli tiiplere alind1. Tiipler 2000 XG hizinda 15 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan
stipernatant mikropipet kullanilarak disariya atildi. Kalan pelletin {izerine 3 ml SF ile
100’er pl asetonitril ve %70’lik formik asit ilave edildikten sonra tiipler hafifce elle
karigtirildi. Bu karistmdan 1 ml alinarak steril 1,5 ml’lik Eppendorf tiiplerine
aktarildiktan sonra 50 XG hizinda 2 dakika santrifiij islemi uygulandi. Santrifiij
sonras1 supernatant kismindan 1 pl alimmarak MALDI-TOF MS slaytinda bulunan
kuyucuklara inokiile edildi. Kurumalar1 beklendikten sonra {izerlerine 1 pl matriks
ilave edildi. Bu karisim da kuruduktan sonra slaytlar cihaza yiiklenerek

identifikasyon sonuglar1 degerlendirildi.
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Ureme sinyali alinan kan kiiltiir sisesinden Sml jelli tiipe alnir.

2000 xG hizda 15 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant mikropipet ile dikkatlice disan atilir.

Pelletin iizerine 3 ml SF, 100’er ul asetonitril ve %70 formik asit
eklenir ve hafifce karigtirilir.

Karnisimdan 1 ml Eppendorf tiipe aktarilir.

' J g < | 50 XG luzinda 2 dakika santriftij edilir.

Siipernatant kismmdan 1 pl slayt kuyucuguna inokiile edilir. Uzerine 1
ul matriks ilave edilir.

[T

Resim 7. Kan kiiltiiri sisesinden MALDI-TOF MS ile direkt identifikasyon

prosediirii
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4. BULGULAR

Anaerop enfeksiyon siiphesiyle laboratuvarimiza gelen 1154 klinik 6rnekten 688’1
(%59,6) yara oOrnegi (apse, aspirasyon ve doku biyopsi materyali), 115’1 (%10)
periton mayisi, 78’1 (%6,7) kan, 66’s1 (%5,7) plevral mayi, 54’1 (%4,6) BOS, 42’si
(%3,6) eklem s1visi, 11171 (%9,6) ise diger steril viicut sivisi 6rnegi idi (Tablo 10).

Anaerop kiiltlir yapilan 1154 6rnekten lireme saptananlarin 19’unda (%1,6) sadece
zorunlu anaerop bakteriler, 438’inde (%37,9) fakiiltatif anaerop ya da zorunlu aerop
bakteriler tiredi; 38’inde (%3,2) ise zorunlu anaeroplarin da oldugu karisik tireme
saptand1. Orneklerin 659’unda (%57,1) iireme olmad1 (Tablo 10).

Ureme saptanan &rneklerden toplam 706 bakteri izole edilmis olup bunlarin 68’i
(%9,6) zorunlu anaerop, 638’i (%90,3) fakiiltatif anaerop ya da aerop idi. Toplam
688 yara orneginden 13’iinde (%1,8) zorunlu anaerop, 34’tinde (%4,9) zorunlu
anaeroplarin da oldugu karisik iireme saptandi. Anaerop kan kiiltiirii sisesi ile gelen
78 kan orneginin 2’sinde (%2,5) zorunlu anaerop, 21’inde (%26,9) fakiiltatif anaerop
bakteriler tiredi. Anaerop kiiltiir istemiyle gelen 388 steril viicut sivist 6rneginden
5’inde (%1,2) zorunlu anaerop, 2’sinde (%0,5) zorunlu anaeroplarin da oldugu
karigik lireme saptandi. Anaerop ve aerop bakterilerin 6rnek tiirlerine gore dagilimi

Tablo 10°da verilmistir.

Anaerop kiiltiir islemine alinan toplam 1154 kiiltiiriin 57’sinde (%4,9) zorunlu
anaerop bakteriler iiredi. Anaerop lireme saptanan 57 Ornekten 68 adet zorunlu
anaerop bakteri izole edildi. Anaerop iireme saptanan ornek basina 1,2 adet anaerop

bakteri iremesi oldu.
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Tablo 10. Anaerop kiiltiir islemine alinan 6rnek tiirleri ve lireyen bakteri sayilar

UREME OLAN/OLMAYAN KULTUR SAYISI UREME SAYISI
=~ 0o = o =
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= < < 4 <
=z < W o > L [
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ORNEK TURU x O = Z 059 = < zZ 50
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w < <3 | <=< = o) 0 =<
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s | g8 | 5 | 2 5 |t
L L
@ <N < a N <
YARA (APSE+DOKU) 13 34 226 415 688 57 385
PERITON MAYISi 1 2 52 60 115 3 84
STERIL (DIGER) 3 1 69 38 111 5 74
KAN 1 1 22 54 78 2 23
PLEVRAL MAYI 1 0 31 34 66 1 32
BOS 0 0 20 34 54 0 20
EKLEM SIVISI 0 0 18 24 42 0 20
TOPLAM 19 38 438 659 1154 68 638

Laboratuvarimiza gelen klinik orneklerden izole edilen 68 anaerop bakteriden 39°u
(%57,3) gram negatif idi. Bunlarin iginde de biiyiik ¢ogunlugu (%76,9) Prevotella
spp. ve B. fragilis grubu iiyeleri olusturdu. Tablo 11’de klinik 6rneklerde tireyen

gram negatif anaeroplarin dagilimi verilmistir.
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Tablo 11. Ureyen gram negatif anaerop bakterilerin rnek tiiriine gére dagilimi

. Steril Periton Plevral
Bakteri adi Yara (diger) mayisi Kan mayi TOPLAM
P. bivia 3 0 0 0 0 8
P. veroralis 2 1 0 0 0 3
P. melaninogenica 1 0 0 1 0 2
8 P. nigrescens 1 1 0 0 0 2
Q
S
e
& | P.buccae 2 0 0 0 0 2
P. intermedia 2 0 0 0 0 2
P. loeschii 1 0 0 0 0 1
P. denticola 1 0 0 0 0 !
B. fragilis 7 0 0 1 0 8
5 .
o
2
(=)
2 B. thetaiotaomicron ) 0 1 0 0 4
g
@ B. ovatus 2 0 0 0 0 2
Fusobacterium nucleatum 1 0 0 0 1 2
5 . . 1
&= Fusobacterium varium 1 0 0 0 0
£ Porphyromonas asaccharolyticus 2 0 0 0 0 2
&
g . : 1
.’é" Dialister micraerophilus 1 0 0 0 0
Veillonella dispar 2 0 1 0 0 3
TOPLAM 32 2 2 2 1 39

Laboratuvarimiza gelen klinik 6rneklerden izole edilen 68 anaerop bakteriden 29°u
(%42,6) gram pozitif idi. En ¢ok iireyen bakteri GPAK iiyesi olan Finegoldia magna
oldu. Tablo 12’de Klinik 6rneklerde iireyen gram pozitif anaeroplarin drneklere gore

dagilim1 verilmistir.
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Tablo 12. Ureyen anaerop gram pozitif bakterilerin érnek tiiriine gére dagilimi

Steril

Periton

Plevral

Anaerop bakteri adi Yara (diger) | mayisi Kan mayi TOPLAM
g Finegoldia magna 5 1 0 0 0 6
E: Peptoniphilus asaccharolyticus| 4 0 0 0 0 4
% Peptostreptococcus anaerobius 3 0 0 0 0 3
o
E Anaerococcus vaginalis 3 0 0 0 0 3
© Parvimonas micra 2 0 0 0 0 2
Clostridium ramosum 2 0 0 0 0 2
Clostridium perfringens 1 0 0 0 0 1
E Clostridium clostridioforme 1 0 0 0 0 1
@
é Actinomyces turicensis 1 1 0 0 0 2
'g Actinomyces europaeus 1 0 0 0 0 1
g Cutibacterium acnes 1 1 0 0 0 2
Atopobium rimae 0 0 1 0 0 1
Eggerthia catenaformis 1 0 0 0 0 1
TOPLAM 25 3 1 0 0 29

Anaerop enfeksiyon siiphesiyle gonderilen 6rneklerde aerop ya da fakiiltatif anaerop

olan 326 gram negatif, 300 gram pozitif ve 11 Candida spp. tiredi. Gram pozitif

bakterilerden en c¢ok Staphylococcus aureus iirerken (%41), gram negatiflerden en

¢ok Escherichia coli izole edildi (%38,6). Tablo 13 ve 14’te izole ettigimiz aerop ya

da fakdiltatif anaerop bakterilerle ilgili veriler goriilmektedir.
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Tablo 13. Anaerop bakteri izole edilen 6rneklerde iireyen aerop/fakiiltatif anaerop

bakterilerin dagilimi

. Steril Periton
Bakteri adi Yara Kan (diger) mayisi TOPLAM
Escherichia coli 6 5 0 0 11
. Klebsiella pneumoniae 3 1 0 0 4
[«5)
"é Morganella morganii 3 0 0 0 3
()
<
% Enterobacterales (diger) 4 4 0 0 8
o _
Pseudomonas aeruginosa 3 2 0 0 5
Diger aeroplar 5 1 0 0 6
Enterococcus faecalis 5 1 0 0 6
Enterococcus faecium 1 0 0 0 1
E Staphylococcus aureus 1 3 0 0 4
3
8 KNS* 0 2 0 0 2
§
o Streptococcus constellatus 3 0 0 0 3
Streptococcus agalactiae 2 0 0 0 2
Diger streptokoklar 7 1 1 1 10
TOPLAM 43 20 1 1 65

*: Koagiilaz negatif stafilokoklar
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Tablo 14. Tiim 6rneklerden izole edilen mikroorganizmalarin dagilimi

. Periton Steril Plevral Eklem
Bakteri ad1 Yara mayisi (diger) Kan mayi BOS sviss | TOPLAM

« | E.coli 78 26 8 5 5 2 2 126
KT
g

gf Enterobacterales (diger) 84 23 16 4 5 1 1 134
IS
o

O | Aeroplar 29 11 7 3 8 1 7 66

S. aureus 99 2 12 3 2 1 4 123
b

= | Enterococcus spp. 34 14 7 1 2 0 0 58
3
o

E Streptococcus spp. 30 5 8 1 7 5 1 57
]

KNS* 24 4 15 2 2 10 5 62

= Candida albicans 5 0 1 1 1 0 0 8
3
5

S | Non-albicans Candida 2 0 0 1 0 0 0 3

TOPLAM 385 85 74 21 32 20 20 637

*: Koagiilaz negatif stafilokoklar

4.1. KONVANSIYONEL YONTEM BULGULARI

Anaerop bakterilerin identifikasyonu amaciyla konvansiyonel yontem olarak
oncelikle 67 klinik sus ve 2 standart susun kolonilerinden hazirlanan preperatlarin
gram boyamasi Yyapilarak; bakterilerin morfolojik bulgular1 ile birlikte gram
ozellikleri, kok ya da basil olmalar1 ve varsa spor yapilart gibi bulgular yoniinden

mikroskopta incelendi.

Koloni 6zellikleri ve gram boyama bulgularina gére siyah pigmentli koloni olusturup
mikroskop incelemesinde gram negatif kokobasil ya da basil goriiniimiindeki 7 adet
sus ile pigment olusturmayan ve mikroskop incelemesinde yine gram negatif
kokobasil ya da basil olarak goriinen 32 sus (toplamda 39 sus) ilk olarak
identifikasyon diskleri ile analiz edildi. Gram negatif anaerop basil olan 39 sustan

pigmentli koloni yapisina sahip olup vankomisine duyarli, kanamisin ve kolistine
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direngli olan 2 susun Porphyromonas tiirii oldugu anlasildi. Bu suslara spot indol
testi yapildi. Indol testi pozitif olan bu suslarin P. asaccharolytica, P. endodontalis,
P, gingivalis ya da P. uenonis oldugu disiiniildii ancak ileri identifikasyonu
yapilamadi. Kalan 35 susun tamami BSE agara pasajlandiktan sonra, bu suglara spot
indol testi uygulandi. Pigmentli koloni yapisinda olup mikroskopik incelemede gram
negatif basil goriiniimiindeki 5 sus her ii¢ antibiyotige de direngli bulundu ve
Prevotella spp. oldugu anlasildi. Suslarin higbiri BSE agarda iiremedi. Indol pozitif
olan 3 susun P. intermedia ya da P. nigrescens oldugu; indol negatif olan 2 susun ise
bagka bir pigmentli Prevotella spp. oldugu disiiniildii. Ancak daha ileri
identifikasyonlar1 yapilamadi. Besiyerinde pigment olusturmayan gram negatif
basillerden kanamisine duyarli olup vankomisin ve kolistine direngli olan 11 Susun
higbiri BSE agarda tiremedi ve indol testleri negatifti. Pigment olusturmayan
Prevotella spp. olduklar1 anlasildi ancak daha ileri identifikasyonlar1 yapilamadi. Her
tic antibiyotige de direncli olan, BSE agarda ¢ok iyi iireyen (safraya direngli),
besiyerini kahverengi-siyah renge boyayan (eskiilini hidrolize eden) 15 susun B.
fragilis grubu oldugu anlasilarak indole ilaveten katalaz testleri de yapildi. Her ikisi
de pozitif olan 6 susun B. thetaiotaomicron, B. ovatus ya da B. stercoris oldugu
diisiiniildii ancak daha ileri identifikasyonu yapilamadi. indol negatif ve katalaz
pozitif olan 9 susun ise baska bir B. fragilis grubu tiyesi oldugu anlasildi ancak ileri
identifikasyonlar1 yapilamadi. Besiyerinde pigment olusturmayan ve mikroskopik
incelemede igsi gortiiniimdeki gram negatif basillerden 4 tanesi vankomisine direngli,
kanamisin ve kolistine duyarli idi. Bu suslardan 3 tanesi besiyerinde ekmek kirintisi
goriinimiinde idi ve yapilan indol testi de pozitif idi. Koloni morfolojisi spesifik
olmayan ve indol testi pozitif olan 1 susun ise Fusobacterium spp. oldugu anlasildi,
ancak ileri identifikasyonu yapilamadi. Vankomisine duyarli, kanamisin ve kolistine
direngli, BSE agarda iiremeyen, besiyerinde pigment olusturmayan, diger
biyokimyasal testlerinin hepsi negatif sonuglanan 2 adet sus daha ileri identifikasyon

testleri yapilamadigindan tanimlanamadi.

Kolonileri ¢ok kii¢iik olan ve gram boyali preperatin mikroskopik incelenmesinde
gram negatif kok goriinlimiindeki 3 susa nitrat testi uygulandi. Bu suslardan 2
tanesinin nitrat testi pozitif oldugu goriildi ve Veillonella spp. olarak identifiye edildi

ancak kalan bir gram negatif kok susu tanimlanamadi.
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Gram boyali preperatta yapilan incelemede 18 susun gram pozitif kok oldugu
goriildii. Bu suslar 6ncelikle SPS diski ile incelendi, 3 susun SPS’ye duyarli oldugu
anlasild1 ve Peptostreptococcus anaerobius olarak identifiye edildi. Kalan 15 sus L-
pirolidonil arilamidaz (PYR), spot indol, iireaz ve nitrat testleriyle incelenmis olup;
PYR testi pozitif olan 8 susun Finegoldia magna ya da Parvimonas micra oldugu
anlasild1 ancak ileri identifikasyonlar1 yapilamadi. Suglarin tamaminin indol, {ireaz
ve nitrat testleri ise negatif olarak sonuclandigindan kalan gram pozitif koklarin daha

ileri identifikasyonlar1 yapilamadi.

Mikroskopik incelemede gram negatif basil goriinimiinde olan ancak morfolojik
olarak diger gram negatiflere benzemeyen kalinlikta oldugu goriilen 1 susun
Clostridium spp. oldugu anlasildi. Indol, iireaz ve nitrat testleri de negatif olan bu
bakterinin C. ramosum ya da C. clostridioforme grubundan oldugu anlasildi ancak

daha ileri identifikasyonu yapilamadi.

Kanli besiyerinde ¢ift hemoliz zonu olusturan, mikroskopik incelemede kalin ve
sporlu oldugu goriilen 1 adet susun C. perfringens oldugu anlasildi. Geriye kalan
suglardan 2 tanesi mikroskopik incelemede difteroid goriiniimde oldugundan katalaz
ve spot indol testleri yapilmig, her iki testin de pozitif sonuclanmasi nedeniyle
Cutibacterium acnes (eski ad1 Propionibacterium acnes) oldugu anlasildi. Dallanmis
basil yapisinda goriilen 3 adet sus Actinomyces spp. olarak tanimlandi. Kalan 2 adet
sus ise mikroskopik ve koloni morfoloji 6zellikleri spesifik olmadigindan ileri

identifikasyonlar1 yapilamadi.

Toplamda 69 sus konvansiyonel yontemlerle ¢alisilmis olup; 6 (%8,7) tanesi tiir
diizeyinde (3 adet P. anaerobius, 2 adet C. acnes, 1 adet C. perfringens), 49 (%71)
tanesi cins ya da grup diizeyinde (15 adet B. fragilis grubu, 11 adet pigment
olusturmayan Prevotella spp., 5 adet pigment olusturan Prevotella spp., 4 adet
Fusobacterium spp., 3 adet Actinomyces spp., 2 adet Porphyromonas spp., 2 adet
Veillonella spp., 1 adet Clostridium spp.) tanimlanmistir. Kalan suslardan 8 (%11,6)
tanesinde 2 tiir (F. magna ve P. micra) arasinda kalinmig, 10 (%14,5) sus gram
boyama diizeyinde tanimlanabilmistir. A. rimae ve E. catenaformis suslar (%2,9)
ise tanimlanamamistir. Konvansiyonel yontemlerin ¢alismadaki diger yontemlerle

karsilastirildig1 Tablo 17 boliim sonunda verilmistir.
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4.2. OTOMATIZE SISTEM BULGULARI

Otomatize yoOntem olarak Vitek 2 sistemi kullanildi. Anaerop bakterilerin
identifikasyonu amaciyla 67°si klinik sus, 1’1 Bacteroides fragilis ATCC 25285™,
1’1 Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586™ olmak iizere toplam
69 adet anaerop bakteri calisildi. Bu suslarin 36’sinda (%52,1) tiir diizeyinde (1’i
standart sus olan 8 adet B. fragilis, 6 adet F. magna, 4 adet Peptoniphilus
asaccharolyticus, 3’er adet P. bivia, P. anaerobius, 1°i standart sus olan 2 adet F.
nucleatum, 2’ser adet P. micra, C. acnes, birer adet P. veroralis, P. nigrescens, P.
melaninogenica, F. varium, A. rimae, E. catenaformis), 54’tiinde (%78,2) cins
diizeyinde identifikasyon saglandi. Vitek 2 sistemi ile 6 (%8,7) anaerop bakteri ise
tanimlanamadi. Bunlar B. thetaiotaomicron (4 sus), P. asaccharolytica (2 sus), P.
denticola (1 sus), C. perfringens (1 sus) ve C. clostridioforme (1 sus) idi.

Konvansiyonel yontemler ve Vitek 2 sistemi ile MALDI-TOF MS yonteminin
karsilastirilmast Tablo 15°te verilmigtir. Her iki yontem birlikte ele alindiginda;
MALDI-TOF MS ile tiir diizeyinde identifiye edilen 69 anaerop bakteriden 37°si
(9%53,6) tiir diizeyinde, 65’i (%94,2) ise cins diizeyinde tanimlanmis oldu.

Vitek 2 sisteminin ¢alismadaki diger yontemlerle karsilastirildigr Tablo 17 bolim

sonunda verilmistir.
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Tablo 15. Anaerop bakterilerin identifikasyonunda MALDI-TOF MS ve

Konvansiyonel + Vitek 2 yontemlerinin kombine sonuglari ile Karsilagtirilmasi

Konvansiyonel + Vitek 2 | MALDI-TOF MS
Bakteri ad1 Tir Cins yontemi*
Prevotella spp. 6 10 16
% B. fragilis grubu 8 6 14
;‘;’ Fusobacterium spp. 3 0 4
§ Porphyromonas spp. 0 2 2
Veillonella spp. 0 3 3
F. magna 6 0 6
P. anaerobius 3 0 3
P. asaccharolyticus 4 0 4
E | Diger GPAK** 2 2 5
E_ Clostridium spp. 1 2 4
§ Actinomyces spp. 0 3 3
C. acnes 2 0 2
A. rimae 1 0 1
E. catenaformis 1 0 1
TOPLAM 37 65 69

* : Koloniden direkt MALDI-TOF MS ile tiim bakteriler tir diizeyinde
tanimlanmaistir.
** - Gram pozitif anaerop koklar
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43. MALDI-TOF MS ILE KAN KULTURU SISESINDEN DIREKT
IDENTIFIKASYON BULGULARI

Optimizasyon ¢alismalari1 neticesinde olusturulan prosediir ile 67 klinik sus ve 2
standart sus, kan kiiltlirii cihazindan pozitif sinyal alindiktan sonra direkt olarak kan
kiltirti  siselerinden identifikasyon amaciyla c¢alisildi. MALDI-TOF MS ile
koloniden ¢alisilan yontemle karsilastirildiginda; bu suslardan 43 (%62,3) tanesinde
tir diizeyinde, 47 (%68,1) tanesinde ise cins diizeyinde ayni sonuca ulasildi. Anaerop

suslarin her iki yontemdeki sonuglar1 Tablo 16’da verilmistir.

Kan kiiltirii sisesinden MALDI-TOF MS ile direkt identifikasyon yonteminde
rutinde kullanilan koloni yontemiyle Kkarsilastirildiginda; gram negatif anerop
bakterilerden 8 adet B. fragilis, 3’er adet P. bivia, B. thetaiotaomicron, V. dispar,
2’ser adet P. veroralis, B. ovatus, P. asaccharolytica, 1 adet P. buccae suslari ile
gram pozitif anerop bakterilerden 5 adet F. magna, 3 adet A. vaginalis, 2’ser adet P.
asaccharolyticus, P. micra, C. acnes, 1’er adet P. anaerobius, C. perfringens, A.
turicensis, A. europaeus, A. rimae suslarmin her iki yontemle de tiir diizeyinde
tanimlandig1 tespit edildi. MALDI-TOF MS ile kan kiltiirii sisesinden direkt
identifikasyon yontemi ile P. melaninogenica, P. nigrescens, P. loeschii, P.
denticola, F. nucleatum, F. varium, C. ramosum, C. clostridioforme ve E.

catenaformis tanimlanamadi.

Calismamizda anaerop bakterilerin identifikasyonu amaciyla uyguladigimiz tiim

yontemlerin karsilastirilmasi Tablo 17°de verilmistir.
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Tablo 16. Anaerop bakterilerin MALDI-TOF MS ile koloniden ve direkt kan kiiltiir

sisesinden identifikasyonunun karsilastirilmasi

Direkt identifikasyon Koloniden
Bakteri ad1

Tiir Cins Tamimlanamayan Tiir

Prevotella spp. 6 2 8 16

[EN
w

Bacteroides spp.

Fusobacterium spp.

Porphyromonas spp.

Gram negatifler

V. dispar

F. magna

P. anaerobius

P. asaccharolyticus

P. micra

A. vaginalis

Clostridium spp.

Gram pozitifler

Actinomyces spp.

C. acnes

A. rimae
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PO Ol OoOlw|o|lOoO| MNP |IOC|OC|P>|PF
PP, N W BN DLW OO|W | NP>

E. catenaformis
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Tablo 17. Anaerop bakterilerin konvansiyonel yontemler, Vitek 2 sistemi, MALDI-
TOF MS yontemi ile hem koloniden hem de direkt kan kiiltiir sisesinden yapilan

identifikasyonunun karsilastirilmasi

Konvansiyonel

yontem Vitek 2 sistemi MALDI-TOF MS

Bakteri ad1 . .
Direkt siseden Koloniden

Tiir Cins (Tiir)

Tiir Cins Tiir Cins

[EEN

B. fragilis

thetaiotaomicron

. ovatus

bivia

. veroralis

. buccae

. intermedia

. melaninogenica

. nigrescens

. loeschii

Gram negatif anaeroplar

. denticola

. dispar

. asaccharolytica

. nucleatum

.varium

. vaginalis

. micra

. acnes

. turicensis

. europaeus

. rimae

. asaccharolyticus

. anaerobius

Gram pozitif anaeroplar

. perfringens

. ramosum

. clostridioforme
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P
P
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P
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P
F
F
F. magna
A
P
C
A
A
A
P
P
C
C
C
E

. catenaformis
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YUZDE %8,7 %71 %52,1 | %78,2 | %62,3 | %68,1 %100
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Konvansiyonel yontemler Otomatize sistem MALDI-TOF MS (direkt kan kitltira MALDI-TOF MS (koloniden)
sisesinden)

m Tiir diizeyinde tammlanan anaerop bakteri sayist m Cins diizeyinde tanmlanan anaerop bakteri sayisi

Sekil 2. Anaerop bakterilerin konvansiyonel yontemler, Vitek 2 sistemi, MALDI-
TOF MS yontemi ile hem koloniden hem de direkt kan kiiltiir sisesinden yapilan

identifikasyonunun karsilastirilmasi

MALDI-TOF MS koloniden olan yontem referans kabul edildiginde konvansiyonel
yontem, Vitek 2 sistemi ve kan kiiltiirti sisesinden direkt identifikasyonun uyum
oranlar sirasiyla; %71, %76,8 ve %68,1 olarak bulundu. Ayn1 sekilde uyum oranlari
gram negatifler i¢in sirasiyla; %97,5, %70 ve %67,5 iken gram pozitifler i¢in %34,4,
%89,6 ve %68,9 idi. Anaerop bakterilerin identifikasyonunda konvansiyonel
yontemler + Vitek 2 yontemlerinin kombine sonuglart MALDI-TOF MS yontemi ile
karsilastirildiginda uyum oraninin %94,2 oldugu goriildii. Her li¢ yontemin de bir

bakteriyi baska bir tiir veya cins ile karistirmadigi tespit edilmistir.

Konvansiyonel yontemler ile en dogru sonuglarin alindig1 bakteriler P. anaerobius,
C. acnes ve C. perfringens (%100) olurken; A. rimae ve E. catenaformis suslar
tanimlanamadi. Vitek 2 sistemi ile en dogru sonuglarin alindigi bakteriler ise F.
magna, P. asaccharolyticus, P. anaerobius, P. bivia, C. acnes, P. micra, F. varium,
A. rimae, E. catenaformis (%100) ve B. fragilis (%88,8) olurken; B.
thetaiotaomicron, P. denticola, P. asaccharolytica, C. perfringens ve C.
clostridioforme bu yontemle tanimlanamadi. MALDI-TOF MS ile kan kiiltiiri

sisesinden direkt olarak identifikasyonda B. fragilis (9/9) basar1 oraninin en yiiksek
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oldugu anaerop olurken; B. ovatus, P. bivia, P. veroralis, V. dispar, P.
asaccharolytica, A. vaginalis, P. micra, C. acnes, A. europaeus, A. rimae ve C.
perfringens suslarinin tamami (%100) da bu yontemle dogru olarak tanimlandi.

Fusobacterium spp. (%0) ise basar1 oraninin en diisiik oldugu anerop olmustur.

Anaerop bakterilerin koloniden MALDI-TOF MS ile identifikasyonunda elde edilen
kiitle spektrumlarinin kan kiiltiir sisesinden direkt identifikasyonunda elde edilenlere
benzer oldugu goriildii. Baz1 anaeroplarin bu tez ¢alismasinda MALDI-TOF MS
yontemi ile koloniden ve direkt olarak kan kiiltiirii sisesinden identifikasyonunda
elde edilen kiitle spektrumlar1 Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6’da verilmistir.
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Sekil 3. Bacteroides fragilis’in MALDI-TOF MS ile elde edilen kiitle spektrumu
A: Koloniden islem yapildiginda elde edilen kiitle spektrumu,
B: Direkt identifikasyon yontemi ile elde edilen kiitle spektrumu.
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Sekil 4. Prevotella bivia’nin MALDI-TOF MS ile elde edilen kiitle spektrumu
A: Koloniden islem yapildiginda elde edilen kiitle spektrumu,
B: Direkt identifikasyon yontemi ile elde edilen kiitle spektrumu.
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Sekil 5. Finegoldia magna’nin MALDI-TOF MS ile elde edilen kiitle spektrumu
A: Koloniden iglem yapildiginda elde edilen kiitle spektrumu,
B: Direkt identifikasyon yontemi ile elde edilen kiitle spektrumu.
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Sekil 6. Peptostreptococcus anaerobius’un MALDI-TOF MS ile elde edilen kiitle

spektrumu
A: Koloniden iglem yapildiginda elde edilen kiitle spektrumu,
B: Direkt identifikasyon yontemi ile elde edilen kiitle spektrumu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Anaerop bakteriler, neden olduklar1 enfeksiyonlar sonucu ciddi morbidite ve
mortaliteye yol agabilmektedir. Ornegin anaerobik bakteriyemide mortalite orani
%40 civarindadir (Kim et al. 2016). Bu nedenle anaerop bakterilerin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda en kisa siirede izole edilmesi, identifikasyonu ve antibiyotik
duyarliliklarinin saptanmast ¢ok 6nemlidir. Klinisyenin anaerop bakterilerin neden
oldugu enfeksiyondan siiphelenmesinden mikrobiyologun etken olan bakteriyi
tanimlamasina kadar gegen siiregteki tiim faktorler anaerobik bakterilerin dogru
tanimlanmasi i¢in optimum olmalidir (Brook et al. 2013, Gajdacs et al. 2017).
Konvansiyonel yontemlere gore daha kisa siiren bir yontem olmasi, is yiikiiniin az
olmasi, tecriibeli personel gerektirmemesi, bir kez cihaz alindiginda sonraki
islemlerin maliyetinin az olmasi1 gibi nedenlerle son yillarda MALDI-TOF MS
kullanimi giderek yayginlagsmaktadir. Bu tez calismasinda anaerop bakterilerin
MALDI-TOF MS ile besiyerindeki kolonilerden ve kan kiiltiirii sisesinden direkt
olarak identifikasyonu amaglanmustir.

Cogunlukla normal mikrobiyota {iyeleri olan anaerop bakterilerin etken olarak izole
edildigi 6rnek tiirleri arasinda derin yara ornekleri, eklem sivisi, periton mayisi, kan
ve diger steril viicut sivilari sayilabilir (Park et al. 2009, Shenoy et al. 2017, Cobo et
al. 2020). Klinik 6rneklerden en ¢ok izole edilen anaerop bakteriler Bacteroides
fragilis grubu iyeleri basta olmak tizere gram negatiflerdir. Bunun yaninda gram
pozitif anaerop bakteriler de etken olabilmektedir (Ananth-Shenoy et al. 2016).
Wybo ve ark. (2014), Belgika’daki dort farkli merkezde yaptiklart bir ¢aligmada 403
anaerop bakterinin 279’unun (%69,2) apse ve diger yara Orneklerinden, 42’sinin
(%10) kandan, 8’inin (%2) BOS’tan izole edildigini bildirmistir. En ¢ok izole
ettikleri suslar Bacteroides ve Parabacteroides spp. (%45) ile GPAK (%18)

olmustur. Jeverica ve ark. (2017), laboratuvarda irettikleri 2673 anaerop susun
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%357’sinin deri ve yumusak dokudan, %21’inin abdominal &rneklerden, %4’ {iniin
kandan izole edildigini; Schaedler agar ve neomisin-vankomisinli Schaedler agara
ektikleri bu orneklerden en fazla izole edilen anaeroplarin ise Bacteroides spp.
(%31), Prevotella spp. (%14), Fusobacterium spp. (%7) gibi gram negatif anaeroplar
ile GPAK (%22) oldugunu bildirmislerdir. Li ve ark. (2019), yayinladiklar
metaanalizde; en sik kullanilan besiyerlerinin brusella agar ve Columbia agar
oldugunu; 6685 anacrop sustan en ¢ok izole edilenlerin Bacteroides spp. (%29,2),
Clostridium spp. (%23,9) ve Propionibacterium spp. (%9,1) oldugunu
bildirmislerdir.

Yurtdis1 veriler bu sekilde iken iilkemizde de anaerop bakterilerle ilgili ¢ok sayida
caligma yaymlanmistir. Uysal ve ark. (2014), retrospektif aragtirmalari sonucu yedi
y1l boyunca anaerop istemle laboratuvara gelen 543 klinik 6rnek arasinda en ¢ok
apse ve yara kiltirinden (%53) anaerop bakteri izole edildigini bildirmislerdir.
Anaerobik kanli agar ve Schaedler agar kullanilarak izole edilen 134 anaerop
arasinda en ¢ok Bacteroides spp. (%29,9) ve Peptostreptococcus spp. (%23,1)
tiredigini soylemislerdir. Benzer sekilde Ercis ve ark. (2005) 217 anaerop liremenin
102’sinin, Kiremitci ve ark. (2008) 33 anaerop liremenin 15’inin ve Seng6z ve ark.
(2005) 127 anaerop iiremenin 61’inin apse Orneklerinden ve en ¢ok izole edilen
anaerop bakterinin Bacteroides spp. oldugunu bildirmislerdir. Tungkanat ve ark.
(2019), periodontitli hastalardan Schaedler kanli agarda izole ettikleri 34 anaerop
bakteriden en ¢ok Prevotella spp. (%32,3) iiredigini bildirmislerdir. P.
asaccharolytica, Fusobacterium spp., Veillonella spp., C. acnes bildirilen diger
anaerop izolatlar arasindadir. Bahar ve ark. (2003), 526 yara 6rnegini inceledikleri
calismalarinda, orneklerde en fazla iireyen anaerop bakterilerin Clostridium spp.,
Prevotella spp., Peptostreptococcus spp. ve Bacteroides spp. oldugunu
belirtmislerdir. Bu tez ¢calismasinda da anaerobik kanli agar ve Schaedler kanli agar
kullanilarak izole edilen anaerop bakterilerin ¢ogu (%83,8) yukaridaki yaymnlara
benzer sekilde apse ve doku materyali gibi yara orneklerinden tretilmistir. Klinik
orneklerden en ¢ok izole edilen anaerop suslar ise Prevotella spp. (%23,5) ve
Bacteroides fragilis grubu iyeleri (%20,5) olmus; bunlarin yaninda diger gram
negatif anaeroplardan 9 izolat (%13,2), GPAK’den 18 izolat (%26,4), spor
olusturmayan gram pozitif basillerden 7 izolat (%10,3) ve 4 (%5,8) Clostridium spp.
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tiretilmistir. Bu ¢alismadaki anaerop bakteri tiirlerinin dagiliminin da (Prevotella spp.
hari¢) diger ¢alismalarla paralel oldugu goriilmektedir.

Anaerop bakterilerin konvansiyonel yontemlerle identifikasyonunda biyokimyasal
testler kullanilmaktadir. Bu testlerin uygulanmasinin zahmetli ve zaman alici
olmasmin yani sira anaerop bakterilerin identifikasyonu bu testlerle her zaman
miimkiin olmamaktadir. Vitek 2 benzeri otomatize sistemlerde konvansiyonel
yontemlere gore nispeten daha az is yiikii gerekmekte olup, ¢ok sayida
enzimatik/biyokimyasal test bir arada yapilarak daha kisa siirede sonug
alinabilmektedir (Gajdacs et al. 2017). Uysal ve ark. (2014), yar1 otomatize BBL
Crystal sistemi (BecktonDickinson, ABD) ile 134 anaerop bakteriyi tanimladiklarini
bildirmislerdir. Mory ve ark. (2009), klinik orneklerden izole edilen 261 anaerop
susun Vitek 2 ANC kartiyla identifikasyonunu hedeflemisler; bunlardan 251’inin
(%96,1) tiir ve cins diizeyinde dogru olarak tanimlandigini, 10’unun (%3,8) ise
tanimlanamadigini ya da yanlis tanimlandigini bildirmislerdir. Lee ve ark. (2011),
301 anaerop bakteri susunun identifikasyonunda Vitek 2 ANC kart sisteminin
performansini arastirmislardir. Buna gore 76 B. fragilis grubu iiyesinin 68’ini
(%89,5) tiir diizeyinde, 7°sini (%9,2) cins diizeyinde; 55 GPAK iiyesinin 54’{inii
(%98,2), 15 adet Propionibacterium acnes susunun 13’iinii (%86,7) tiir diizeyinde
dogru olarak tanimladiklarini, 20 (%6,6) anaerop bakteri susunun yanlis
tanimlandigini, 100 susun ise veritabaninda yer almadigindan tanimlanamadigini
bildirmislerdir. Li ve ark. (2014), MALDI-TOF MS ile karsilastirmak amaciyla
anaeroplar1 Vitek 2 ANC kartiyla tanimlamiglar; buna gore 31 Bacteroides spp.’den
30’unu (%96,7), 5 GPAK’nin tamamini (%100), toplamda ise 50 bakteriden 43’{inii
(%86) tir ve cins diizeyinde dogru tanimladiklarini, 3 (%6) tanesini ise
tanimlayamadiklarini bildirmislerdir. Bu tez g¢alismasinda MALDI-TOF MS ile
kiyaslamak amaciyla konvansiyonel yontemler ve Vitek 2 ANC kart1 kullanilarak 69
anaerop bakteri susunun identifikasyonu hedeflenmis; 9 B. fragilis grubu iiyesinden
8’1 (%88,8), 16 Prevotella spp.’den 6’s1 (%37,5), 9 diger gram negatiflerden 2’si
(%22,2), 18 GPAK iiyesinden 14’1 (%77,7), 11 diger gram pozitiflerden 5’1 (%45,4)
tir diizeyinde; 30 (%43,4) anaerop ise cins diizeyinde tanimlanmistir. 4 sus

veritabaninda yer almamasi nedeniyle tanimlanamamustir.
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Anaerop bakteriyel enfeksiyonlarin tanisinda kiiltiir halen altin standart yontem
olarak gecerliligini korumakla birlikte zor olmasi, uzun siirmesi ve emek yogun
islemler gerektirmesi nedeniyle anaerop bakteriler genellikle cins diizeyinde
tanimlanip rapor edilmektedir. Bununla birlikte MALDI-TOF MS’in kesfi, bakteriler
izole edildikten sonra dakikalar i¢inde onlar1 dogru olarak identifiye eden bir yontem
olarak mikrobiyoloji alaninda ¢i1gir agcmistir (Lavigne et al. 2013). Anaerop
bakterilerin yol agtig1 bakteriyemi gibi invazif enfeksiyonlarda mortalitenin yiiksek
olmasi nedeniyle tanida daha da hizli metotlar arastirilmaktadir. Bu amagla belli
islemlerin ardindan bakteriler heniiz izole edilmeden direkt olarak kan kiiltiiri
siselerinden MALDI-TOF MS ile tanimlanabilmektedir. Ancak diinya genelinde kan
kiltirti  sisesinden direkt olarak anaerop bakterilerin MALDI-TOF MS ile
tamimlandig1 az sayida calisma bulunmaktadir (yaklasik 10 calisma). Bu ¢aligmalarin
biiyiik bir cogunlugu da son yillarda yapilmis calismalardir. Ulkemizde ise aerop
bakterilerin direkt olarak kan kiiltiirii siselerinden MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi
konusunda bazi yayinlar bulunmakla birlikte anaerop bakteriler igin bu konuda heniiz
bir ¢calisma literatiirde tespit edilememistir.

Prod’hom ve ark. (2010), ekstraksiyon ajani olarak amonyum klorid kullandiklar
caligmada 122 bakterinin 96’sin1 (%78,7) MALDI-TOF MS ile kan kiiltiiri
sisesinden direkt olarak tanimladiklarini bildirmislerdir. Bunlardan 3 tanesi anaerop
olup sadece 1 Fusobacterium necrophorum susunu (%33,3) identifiye etmislerdir.
Ferreira ve ark. (2011), etanol/formik asit ekstraksiyon metodunu kullanarak gram
negatif bakterilerin %83,3’{inii, gram pozitif bakterilerin ise %31,8’ini tiir diizeyinde
tanimladiklarim1 bildirmislerdir. Cins diizeyinde ise bu oranlar sirasiyla %96,6 ve
%64,8 olmustur. Li ve ark. (2019), anaerop bakterilerin MALDI-TOF MS ile
identifikasyonunu igeren 28 ¢alismayi inceledikleri metaanalizde bu bakterilerin tiir
diizeyinde %84, cins diizeyinde ise %92 oraninda dogru olarak tanimlandiklarin
saptamislardir. Varigh ve ark. (2018), 162 idrar 6rnegini ¢alismamiza benzer sekilde
jelli tip ve formik asit ekstraksiyonu metodunu kullanarak MALDI-TOF MS ile
direkt olarak ornekten calismislardir. E. coli, K. pneumoniae gibi Enterobacterales
tiyeleri, E. faecalis, S. aureus ile birlikte anaerop olan Clostridium striatum suslarinin

tamamini (%100) bu yontemle tanimlamay1 basardiklarini bildirmislerdir.
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Jeverica ve ark. (2018), 2 farkli kan kiiltiirii sisesi ve biri saponinli olmak tizere iki
farkli yontemle 240 anaerop bakteri susunun MALDI-TOF MS ile direkt
identifikasyonunu arastirmislardir. Saponinli yontemde; 40 B. fragilis grubu iiyesi,
16 Fusobacterium spp., 12 Prevotella spp. ve 4 Veillonella spp.’nin tamamini
(%100); 24 Clostridium spp.’nin 20’sini (%83,3), 12 diger gram pozitif basillerin
I’ini (%8,3), 12 GPAK’nin 9’unu (%75) dogru olarak tanimlamiglardir. Diger
yontemde ise; 40 B. fragilis grubu iiyesinin 12’sini (%30), 16 Fusobacterium
spp.’nin 12’sini (%75), 12 Prevotella spp. 9’unu (%75); 24 Clostridium spp.’nin
17’sini (%70,8), 12 diger gram pozitif basillerin 5’ini (%41,6), 12 GPAK’nin
tamamini (%100) dogru olarak tanimlamiglardir. Lactobacillus rhamnosus susunun
her iki yontemle, 4 Veillonella spp.’nin ikinci yontemle tanimlanamadigini
bildirmislerdir. Her iki yontem ile toplamda 240 anaerop bakteriden 169’unun
(%70,4) direkt olarak identifiye edildigi bildirilmistir.

Azrad ve ark. (2019), 186 mikroorganizmanin iki farkli yontemle direkt
identifikasyonunu arastirmiglardir. SepsiTyper kitiyle 12 anaerop bakterinin
tamaminin (%100), kendi gelistirdikleri yontemle ise 9’unun (%75) dogru olarak
tanmimlandigint  bildirmislerdir. Calismada gram negatif bakterilerin dogru
tanimlanma orani sirasiyla %99 ve %95, gram pozitif bakterilerin dogru tanimlanma
oranlart %100 ve %92, mayalarin dogru tanimlanma orani ise %86 ve %43 olarak
verilmistir. Toplamda ise sirasiyla %99 ve %90 oraninda mikroorganizmalari dogru
tanimladiklarini bildirmislerdir.

Kayin ve ark. (2019), ¢ogunlugunu aerop bakterilerin olusturdugu 199 bakterinin
MALDI-TOF MS ile direkt identifikasyonunu ii¢ farkli yontem [rapid BACpro® II
(Nittobo Medical Co. Ltd., Tokyo, Japonya), Sepsityper® kit (Bruker Daltonics,
Billerica, ABD) ve kendi gelistirdikleri yontem] kullanarak arastirmiglardir. Rapid
BACpro® II yontemiyle 4 B. fragilis, 2 P. acnes, 1’er B. thetaiotaomicron, B.
vulgatus ve P. micra susunu; Sepsityper® kit yontemiyle 4 B. fragilis, 2 P. acnes
suglarint; kendi gelistirdikleri yontemle ise 4 B. fragilis, 2 P. acnes, 1’er B.
thetaiotaomicron, B. vulgatus susunu dogru olarak tanimladiklarini bildirmislerdir.
Yayinda anaerop sus sayist ve dogru identifikasyon orani verilmemistir. Ancak
toplamda dogru identifikasyon oranlar1 rapid BACpro® II i¢in %87,4, Sepsityper®
kit i¢in %73,8 ve kendi gelistirdikleri yontem igin %66,3 olarak bildirilmistir.
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Barberino ve ark. (2017), 538 aerop ve anaerop bakterinin direkt identifikasyonu
amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, anaerop olarak 2 B. fragilis susunun tamamini
(%100), toplamda ise 538 bakterinin 460’ m1 (%83,9) saponin kullandiklar1 bir
prosediirle kan kiltirii siselerinden MALDI-TOF MS ile dogru olarak
tanimladiklarin1 bildirmislerdir. Almuhayawi ve ark. (2015), 4 farkli anaerobik kan
kiltirti sisesi kullanarak 67 anaerop bakterinin MALDI-TOF MS ile direkt
identifikasyonunu hedefledikleri arastirmada; 42 (%62,7) anaerop bakteriyi tiim
siselerden dogru olarak tanimlamislardir. Gram negatif anaerop bakterilerden 28 B.
fragilis susunun 23’tini (%82,1), 7 B. thetaiotaomicron susunun 6’sin1 (%85,7), 3’er
B. ovatus ve B. vulgatus suslarinin 2’sini (%66,6); gram pozitiflerden ise 10 C.
perfringens susunun 6’sm1 (%60), 1’er C. septicum, C. tertium ve Parabacteroides
goldsteinii suslarinin tamamini (%100) MALDI-TOF MS ile kan kiiltiirii sisesinden
direkt olarak tamimlamuslardir. Calismadaki suslardan F. nucleatum, Veillonella
parvula, Veillonela atypica, Fusobacterium mortiferum, C. ramosum, Clostridium
cadaveris, Clostridium innocuum, Clostridium hathewayi ve Lactobacillus spp.’yi ise
bu yontemle tanimlayamamislardir. Bu yayinin eksikligi olarak gram pozitif anaerop
koklarin ¢alisilmamasini gostermiglerdir.

Bu tez calismasinda ikisi standart sus olan 69 anaerop bakterinin kan kiltiiri
sisesinden direkt identifikasyonu hedeflenmis; bunlarin 43’i tiir diizeyinde, 4’1 ise
cins diizeyinde olmak {izere toplam 47 tanesi (%68,1) MALDI-TOF MS ile dogru
olarak tamimlanmistir. Gram negatif anaerop bakterilerden 9 B. fragilis susunun 8’i
(%88,8), 4 B. thetaiotaomicron susunun 3’i (%75), 3’er P. bivia ve V. dispar
suslarmin tamami (%100), 2’ser B. ovatus ve P. asaccharolytica suslarinin tamami
(%100), 3 P. veroralis susunun 2’si (%66,6), 2 P. buccae susunun 1°i (%50); gram
pozitiflerden ise 6 F. magna susunun 5’i (%83,3), 3 A. vaginalis susunun tamami
(%100), 2’ser P. micra ve C. acnes suslarinin tamami (%100), 4 P. asaccharolyticus
susunun 2’si (%50), 1’er C. perfringens, A. europaeus ve A. rimae suslarinin tamami
(%100), 3 P. anaerobius susunun 1’i (%33,3), 2 A. turicensis susunun 1’i (%50)
MALDI-TOF MS ile kan kiiltirii siselerinden direkt olarak tiir diizeyinde
tamimlanmistir. Bu yontemle 1’er adet B. fragilis, P. veroralis, P. intermedia ve A.

turicensis suslar1 ise cins diizeyinde tamimlanmistir. P. nigrescens, P.
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melaninogenica, P. loeschii, P. denticola, F. nucleatum, F. varium, C. ramosum, C.
clostridioforme ve E. catenaformis suslari ise bu yontemle tanimlanamamustir.

Bu ¢alismada oldugu gibi ¢ok sayida anaerop bakteri tiirii ve bunlarin MALDI-TOF
MS ile direkt olarak kan kiiltlirii siselerinden identifikasyonu literatiirde yeni bir
konudur. Bu g¢alismada MALDI-TOF MS yo6nteminin kiiltiirde izole edilen anaerop
bakterilerin ve direkt olarak kan kiltirii sisesinden anaerop bakterilerin
identifikasyonunda basariyla kullanilabilecegi ve bir¢cok avantaji oldugu tespit
edilmistir. Bu yoOntem ile sonu¢ verme siiresi olduk¢a kisalmakta ve direkt
identifikasyon yonteminde kan kiiltiirli sisesinin pozitif sinyal verdigi ayni giin i¢inde
sonu¢ vermektedir. Duyarliligi ve Ozgilligiiniin konvansiyonel yontemler ve
otomatize sistemlerden daha yliksek bulunmasi nedeniyle son yillarda MALDI-TOF
MS’in anaerop bakterilerin identifikasyonunda referans yontem olma potansiyeli
tasimaktadir. Referans yontem olan dizi analizi yontemine gore ¢ok daha hizli,
maliyet etkin ve kolay uygulanabilir bir yontemdir. Bunun sonucunda tani siiresinin
kisalmasi ile tedavi erken yonlendirildiginden; mortalite ve morbidite oranlarinin
diismesi, hastanede yatis siiresinin kisalmasi, hasta bakim maliyetlerinin diismesi,
hekimlerin is yiikiiniin azalmasi gibi yararlar saglanacaktir. Ozellikle bakteriyemi ve
peritonit gibi invazif enfeksiyonlarin hizli tespit edilebilmesi 6nemli bir avantajdir.
Bu konuda c¢aligmalar yapildik¢a ve molekiiler ¢alismalarla anaerop bakterilerin
taksonomisi gelistikce bu yontem rutin kullanima girme potansiyeline sahiptir.

Bu calismanin kisithiliklar1 arasinda referans yontem olan sekans c¢alismasinin
yapilmamis olmasi, standart sus ve Klinik izolat sayisinin azligi, siseden direkt
identifikasyonda lizis tamponlarinin ve hazir ticari Uriinlerin kullanilmamis olmasi
sayilabilir. Ayrica identifikasyonun MALDI-TOF MS cihazinda yiikli bulunan
bakteri kiitle spektrumu kiitiiphanesiyle sinirli olmasi da bir diger handikapidir.
Sonug olarak;

Bu ¢alismada MALDI-TOF MS yo6nteminin anaerop bakterilerin gerek koloniden
gerekse de kan kiiltiir sisesinden direkt olarak identifikasyonunda biiyiik basartyla
kullanilabilecegi ve sonu¢ verme siiresini oldukca Kisalttigi tespit edilmistir.
Konvansiyonel yontemler, hizli enzimatik otomatize sistemler ve MALDI-TOF kiitle
spektrometrisi arasindaki sonuglarin biiyiik oranda uyumlu oldugu; gram negatif

bakterilerde gram pozitif bakterilere gore bu uyumun daha yiiksek oranda meydana
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geldigi tespit edilmistir. Ancak kan kiiltiir sisesinden direkt identifikasyon
yonteminin standardizasyonu heniiz saglanabilmis degildir. Kan kiiltiirii sigesinden
direkt olarak anaerop bakterilerin identifikasyonu konusunda daha detayli ve

kapsamli ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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