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GIRIS

Son 20 yilda anaerop bakteriler onemli infeksiyon etkenleri olarak
tanimlanmaktadir. Klinik orneklerin alinmasi, tasinmasi ve kiiltiirii
icin anaerop atmosfer kosullarinin gerekmesi, 6zel besiyerlerinin kul-
lanilmas1 gibi nedenlerle maliyetinin yiiksek olmasi, bu konuda iyi
yetismig laboratuvar personelinin yeterli sayida olmamasi, pek cok
hastahane laboratuvarinda anaerop kiiltiir yapilmasini engellemekte-
dir. Anaerop infeksiyonlarin uygun olmayan tani ve tedavileri morbi-
dite ve mortaliteyi onemli oranda etkilemektedir. Genis spektrumlu
ampirik antimikrobiyal tedavi pahalidir, etkili olmayabilir ve ayrica
antimikrobiyallere karst direnc gelisimine de sebep olmaktadir. Ayri-
ca yanlis tan1 sonucu yogun bakimda kalinan her ilave giin milyonlar-
ca liraya mal olmaktadir. Bilinen bu gerceklere ragmen; anaerop kiil-
tiirlerin gercek degerini belirlemek zordur.

Anaerop infeksiyon etkenlerinin identifikasyonunda sorunlar

1. Anaerop infeksiyonlar karma infeksiyonlardir. Cok sayida anaerop,
fakiiltatif ve aerop bakteriler birlikte rol oynarlar.

2. Anaeroplar, siklikla normal floradan kaynaklanirlar. izole edilen su-
sun floradan kaynaklanan bir kontaminant olup olmadigindan emin
olunmalidir.

3. Ornek almmasi ve taginmasi sirasinda hava ile karsilasirsa bakteri
izole edilemiyebilir.

4. Anaerop bakteriler yavasg iirediginden (fermentasyon yetersizligine
bagli olarak) izolasyonu birkag giin ya da daha uzun siire alir.

5. Baz1 Gram pozitif anaeroplar, anaerop kabin disinda aerop kosullar-
da Gram yontemi ile boyandiklarinda, Gram negatif boyanma 6zel-
ligi gosterirler. Eubacterium plautii, Clostridium symbiosum, Clost-
ridium ramosum, Clostridium clostridiiforme Gram negatif boyan-
diginda Bacteroides veya Fusobacterium tiirleri olarak yanlis ta-
nimlanabilirler. Peptostreptococcus asaccharolyticus inkiibasyonu
48 saate ulaginca Gram negatif boyanma ozelligi gosterir.

6. Geg ve giic iireyen, aerop kosullarda 48 saatte koloni olusturabilen
aerop ya da kapnofilik bakteriler, aerotolerans testi sonucu 48 saat-
ten Once degerlendirilirse yanliglikla anaerop bakteri olarak tanim-
lanabilir.

7. Kullanilacak malzeme iicretlerinin fazla olmasi, klinik mikrobiyo-
loji laboratuvarinda detayli ve pahali identifikasyon protokollerinin
uygulanmasini zorlagtirmaktadir. Cabuk sonug veren ticari identifi-
kasyon sistemleri hem pahalidir (cogunlukla da yanlig sonug verir)
hem de tam identifikasyon i¢in ilave olarak bir¢ok testin (Gram bo-
yasi, katalaz ve ayirt edici, baz1 biyokimyasal testler) yapilmasini
gerektirir.

8. Anaerop kiiltiir ve identifikasyonda sonucun klinige yararli olabil-
mesi i¢in, anaeroplarin mikrobiyolojisi ve patojenitesi ile ilgili kli-

nisyenlerin devamli egitimi ve ¢ok iyi bir klinik-laboratuvar iligkisi
gereklidir.

Anaerop bakteri identifikasyonunun ekonomik olmasi ve hizli kli-
nik yarar elde edilebilmesi i¢in identifikasyon akis semalarinin uy-
gulanmasi onerilmektedir (Sekil 1,2).

Identifikasyon akis semalar icin, siurh sayida ayirac ve birkag
malzemeye gerek vardir. Bu semalar, suslarin biiyiik bir kismini cins
seviyesinde bazilarini da tiir seviyesinde tanimlayabilir. Calisma za-
mani yoniinden ticari identifikasyon sistemleri ile kargilastirildiginda;
tiim testler bir subkiiltiirle yapilabildigi icin ¢ok fazla zaman farki bu-
lunmamaktadir. Ticari identifikasyon sistemleri yerine identifikasyon
akis semast kullanimi, sonuclarin dogrulugunu ve zaman etkileme-
den, yilda 1569 dolar (toplam fiyatin %50’si) tasarruf saglamaktadir.
Ustelik identifikasyon akig semasi, konvensiyonal identifikasyon igin
kullanilan yontemlerle (bir¢ok vakada cins seviyesinde) karsilastirildi-
ginda %92 uyumlu bulunmustur. Hatali sonug Gemella tiirleri, Staphy-
lococcus saccharolyticus ve Streptococcus intermedius izolatlar: ara-
sinda goriilmiistiir. Bu tiirler identifikasyon akis semasi ile Peptostrep-
tococcus tiirleri olarak tanimlanmistir.

Klostridiumlar, Gram pozitif basiller ve koklarin tanimlanmasinda
ticari sistem kullanilmadiginda 725 dolar tasarruf saglandig: bildiril-
mektedir. B. fragilis grup tiyeleri, sadece 6zgiil potensdeki identifikas-
yon diskler kullanilarak tanimlanir ve daha ileri identifikasyon yapil-
mazsa, bu suslar i¢in yillik tahmin edilen identifikasyon fiyat; 174 do-
lardan 56 dolara diismektedir. Ustelik bu hesaplanan tasarruf, labora-
tuvar personelinin zamanin ve gereken kalite kontrol testlerini iger-
memektedir. Klinik olarak énemli tiim izolatlarin identifikasyonu icin
identifikasyon akig semalarmi kullanmak gercek tasarruf saglamak-
tadur.

Anaeroplarin izolasyonu ve identifikasyonu, primer kiiltiir plakla-
rinda iiremesine baglhdir. Bes ya da daha fazla anaerop bakteri susu-
nun bir besiyerinde tiredigi saptanirsa (boyle kiiltiirlerde bir¢ok fakiill-
tatif bakteride vardir); bu izolatlarin herbirini tek tek tanimlamanin
klinisyene genellikle faydasi yoktur. Karisik flora olarak rapor edilme-
lidir. Bir tip bakteri baskin bir sekilde iiremisse; sadece bu izolat se-
cilerek tanimlanmalidir. Boyle durumlarda, kismi veya hizli identifi-
kasyon semas1 kullanilmali, klinik olarak 6nemli ve potansiyel olarak
antibiyotiklere direncli Bacteroides fragilis grup iiyelerinden siiphele-
nilmelidir.

Kiiltiirde ikiden daha fazla anaerop (veya toplam ii¢ mikroorganiz-
madan daha fazla) varsa, kismi identifikasyon yapilabilir. Kismi iden-
tifikasyonda zorunlu anaerop oldugunu dogrulamak icin bir subkiiltiir
yapilir. Sadece Gram boyama ile tanimlanir. Kiiltiir ve mikroskoptaki
morfolojisi cins olarak tanimlamaya yeterli ise; Clostridium, Fuso-
bacterium gibi.., pigmentli ise; Prevotella veya Porphyromonas cins-
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ANAEROP GRAM NEGATIF BASILLER
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Sekil 1: Anaerop Gram negatif basillerin identifikasyonu icin akis semasi.

BBE= Bacteroides Bile Esculin Agar; Km= Kanamisin; Vm= Vankomisin; R=Direncli (inhibisyon zonu <10 mm); S= Duyarli (inhibisyon zonu 10 mm)

lerine benziyor diye adlandirilabilir.

Tiim anaerop Gram negatif basiller i¢in hizli beta laktamaz (sefinaz)
testi yapilabilir. Sonug, beta laktamaz pozitif veya negatif Gram nega-
tif anaerop basil seklinde rapor edilebilir. Bu smirli bilgi bile, cogul
mikroorganizmalarin etken oldugu karma infeksiyonlarin tedavisinde,
klinisyenin bir strateji belirlemesinde faydali olabilir.

Tam identifikasyonlar miimkiin oldugu kadar hizli ve kisaltilmig
olmalidir. Clostridium perfringens mikroskopik goriiniimii ve kanl
agarda koloniler etrafinda ¢ift hemoliz zonu olusturmasi ve yumurta
sar1l1 agarda lesitinaz iiretimi ile tanimlanabilir.

B. fragilis grup, Bacteroides safra eskulin agar besiyerinde (BBE)
tipik tiremesi ve identifikasyon i¢in olan kanamisin, vankomisin anti-
biyotik disklerine direngli olmasi ve beta laktamaz tiretimi ile tanimla-
nabilir.

Anaerop koklar, boyanma ve kiiltiir 6zelliklerine gore cins seviye-
sinde ayirt edilebilirler. Anaerop koklar i¢in antibiyotik disk uygula-
masina gerek yoktur. Gram pozitif koklar Peptostreptococcus, Gram
negatif koklar Veillonella olarak rapor edilebilir. Ancak saf kiiltiir ha-
linde iireyen veya gogiis apseleri ve derin yumusak doku infeksiyon-
lar1 gibi klinik olarak onemli infeksiyonlardan izole edilen anaerop
Gram pozitif koklar bir ticari identifikasyon sistemi kullanilarak tiir
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seviyesinde tanimlanmali ve duyarlilik testleri yapilmalidir. Ciinkii bu
infeksiyonlarda en yaygin patojen olarak bulunan Peptostreptococcus
magnus klindamisin ve diger antibiyotiklere diger Peptostreptococcus
tiirlerinden daha direnglidir.

Indol negatif, sporsuz, anaerop Gram pozitif basillerin Gram boya
morfolojisi 6grenildikten sonra, orijinal anaerop kanl agardan sub-
kiiltiir yapilirken nitrat diski yerlestirilerek ve katalaz aktivitesi baki-
larak 6n tanis1 yapilabilir (sekil 2).

Daha ileri ve zor yapilacak identifikasyonlar bir referans laboratu-
varda ticari, biyokimyasal sistemler ve gaz-sivi kromatografi kullani-
larak yapilabilir.

Maliyet—yarar iligkisi degerlendirildiginde; anaerop bakteriyolojik
orneklerin miimkiin oldugu kadar etkin bir sekilde iglenmesi, secici ve
ayirt edici besiyerlerinin kullanilmasi gereklidir. Bunlar BBE, LKV
(dondurulup ¢oziilmiis kan ilaveli,kanamisin vankomisin agar) ve fe-
niletil alkollii kanli agardir. Bu besiyerlerinin kullanilmasi ile karma
floradaki fakiiltatif bakterilerden anaeroplarin ayirt edilmesi saglanir.

Primer inokulasyon i¢in temel anaerop besiyerine ilaveten BBE
agar segici besiyeri olarak kullanilirsa, klinik orneklerde siklikla etken
olan Bacteroides fragilis grup iiyesi anaeroplar BBE agardaki tipik
morfolojisine gore hemen rapor edilebilir.
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Kirk sekiz saatlik anaerop inkiibasyondan sonra, iyi iiremis koloni-
ler, identifikasyon i¢in segilebilir. Anaerop kabin kullaniliyorsa; 24 sa-
at sonra da kolonileri gozleme imkan1 dogabilir.

Orijinal plakta goriinen her bir anaerop koloni tipi, stereomikroskop
ile gozlenerek, BBE plagina ve 0zgiil potense sahip kanamisin
(1000Fg) ve vankomisin (5Fg) antibiyotik disklerini yerlestirmek icin
bir anaerop kanli agar plagma subkiiltiir yapilmalidir. Anaerop kabin
icinde calisiliyorsa; Gram boyama sonucunu alana kadar diskleri yer-
lestirmek geciktirilerek, Gram pozitif basil goriiliiyorsa; sadece vanko-
misin diski kullamlabilir.

B. fragilis grup iiyelerini tiir seviyesinde tanimlayabilmek igin bir-
kac hizli enzimatik glukosidaz testi ilave edilebilir. 0-arabinozit, O-
fukosit ve B-glukozit, floresan substrat (4-metillumbelliferon) ile bir-
lestirilerek kullanilir.

Klinik 6rneklerden anaeroplarin 6n identifikasyonu, dogru yapilan
Gram boyama sonuglara baghdir. Bu ampirik bilgi, infeksiyonun ta-
nis1 ve tedavisinde antimikrobiyal ajanin secimi i¢in kullanilir. Kristal
viyole i¢inde bulunan ve renksizlestirme isleminde kullanilan etanol,
lipidlerin ve proteinlerin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerden
uzaklagsmasima neden olur. Hiicre biitiinliigiiniin bozulmasi, oksijen
yan iriinlerinin toksik etkileri ile fiksatif ve ayiraglar birlikte etkili
olarak Gram pozitif anaerop bakteri hiicrelerinin aerop kosullarda,

Gram negatif boyanmasina sebep olurlar. Anaerop kabin yoksa; ana-
erop inkiibasyondan kiiltiirlerin ¢ikarilmasi ile Gram boyama arasin-
daki zaman son derece sinirl tutulmalidir.

Gram degisken boyanma 6zelligine sahip klostridiyumlarin, Gram
negatif boyanmalarina ragmen, vankomisin diskine duyarli olmalar1
Gram pozitif olabileceklerini akla getirmelidir. Ayrica vankomisine
duyarli, gercek Gram negatif, pigmentli kokobasiller olan Porphyro-
monas tiirlerinden pigmentli koloniler olusturmamalari ile ayirt edilir-
ler.

SONUC

Anaerop kiiltiir ve identifikasyon icin maliyet — yarar iligkisi goz
Oniine alinirsa; anaerop bakteriyoloji ¢alisan laboratuvarlarin ekono-
mik ve etkin bir sekilde organizasyonu gereklidir. Bunun i¢in mikro-
biyoloji laboratuvarlart anaerop bakteriyoloji calisma sistemini ii¢
farkli seviyede kurabilirler:

Seviye 1 laboratuvarlar:: Primer plaklardan muhtemel anaerop
bakteri izolasyonunu ve anaerop bakterilerin saf kiiltiir halinde mu-
hafaza edilmesini saglayabilirler, boylece gerekirse suslari, identifi-
kasyon ve duyarlilik testleri i¢in bir referans laboratuvara gondere-
bilirler.
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Seviye 2 laboratuvarlari: Anaeroplarin daha ileri seviyede grup-
landirilmast ve identifikasyonu icin identifikasyon akis semalarinda
bulunan testleri yapabilirler.

Ornegin: spot indol veya buyyon testi (Ehrlich ayiract ile), katalaz
testi (%15 H,0, ile), safra duyarlilig1 (%20’lik safra besiyeri olarak
BBE kullanilarak), nitrat rediiksiyonu (nitrat diski ve ayraclan ile),
iireaz testi (iire diski veya buyyon ile) gibi.

Uzun dalga boylu UV 1s1k kaynagi (wood lambasi) altinda kirmizt
floresan vermesi ile pigmentli basillerin erken tanist yapilabilir. Aksi
halde pigment olusumu i¢in uzun inkiibasyon siiresine gerek duyulur
veya dondurulup ¢oziilmiis kan kullanilan anaerop besiyeri ya da tav-
san kanl1 anaerop besiyeri kullanilmalidir.

Seviye 3 laboratuvarlari: Cesitli teknikler kullanarak, izole edilmis
anaeroplarin miimkiin oldugu kadar dogru bir sekilde tam identifikasyo-
nunu yapabilirler. Biyokimyasal maddeleri iceren, dnceden indirgenmis
anaerop olarak sterilize edilmig buyyon tiipleri (PRAS), kiiiiltiilmiis bi-
yokimyasal sistemler (6r: API, BBL Crystal Anaerobe, Sceptor Anaero-
be), hizli enzim belirleme panelleri ( 6r: RapID ANAII, ANI Card-Vitek
sistemi, Rapid ID 32A, API ZYM), enzim substrat1 tastyan diskler
(ROSCO tablet), metabolik son iiriinleri tespit eden gaz-sivi kromatogra-
fi, serbest yag asidi, metil ester analizleri gibi pek ¢ok pahali ve is yiikii
fazla testler, teknikler kullamilarak tam identifikasyon saglanabilir.

Boylece referans laboratuvarinda stoklanan identifikasyonu yapil-
mig anaerop bakterilerin bolge ya da iilke genelinde infeksiyonlardaki
insidanslarin1 ve antibiyotiklere duyarlilik profillerini gosterecek ¢a-
ligmalar i¢in zemin hazirlanmis olur. Hem ekonomik hem de etkin bir
klinik fayda saglanabilir.
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