
G‹R‹fi
Son 20 y›lda anaerop bakteriler önemli infeksiyon etkenleri olarak

tan›mlanmaktad›r. Klinik  örneklerin al›nmas›, tafl›nmas› ve kültürü
için anaerop atmosfer koflullar›n›n gerekmesi, özel besiyerlerinin kul-
lan›lmas› gibi nedenlerle maliyetinin yüksek olmas›, bu konuda  iyi
yetiflmifl laboratuvar personelinin yeterli say›da olmamas›,  pek çok
hastahane laboratuvar›nda anaerop kültür yap›lmas›n› engellemekte-
dir.  Anaerop infeksiyonlar›n uygun olmayan tan› ve tedavileri morbi-
dite ve mortaliteyi  önemli  oranda etkilemektedir. Genifl spektrumlu
ampirik antimikrobiyal tedavi pahal›d›r, etkili olmayabilir ve ayr›ca
antimikrobiyallere karfl› direnç geliflimine de sebep olmaktad›r. Ayr›-
ca yanl›fl tan› sonucu yo¤un bak›mda kal›nan her ilave gün milyonlar-
ca liraya mal olmaktad›r. Bilinen bu gerçeklere ra¤men;  anaerop kül-
türlerin gerçek de¤erini belirlemek zordur. 

Anaerop infeksiyon etkenlerinin identifikasyonunda sorunlar
1. Anaerop infeksiyonlar karma infeksiyonlard›r.  Çok say›da anaerop,

fakültatif  ve aerop bakteriler  birlikte rol oynarlar.
2. Anaeroplar, s›kl›kla normal floradan kaynaklan›rlar. ‹zole edilen su-

flun floradan kaynaklanan bir kontaminant olup olmad›¤›ndan emin
olunmal›d›r. 

3. Örnek al›nmas› ve tafl›nmas› s›ras›nda hava ile karfl›lafl›rsa bakteri
izole edilemiyebilir.  

4. Anaerop bakteriler yavafl üredi¤inden  (fermentasyon yetersizli¤ine
ba¤l› olarak) izolasyonu  birkaç gün ya da daha uzun süre al›r.

5. Baz› Gram pozitif anaeroplar, anaerop kabin d›fl›nda aerop koflullar-
da Gram yöntemi ile boyand›klar›nda, Gram negatif boyanma özel-
li¤i gösterirler. Eubacterium plautii, Clostridium symbiosum, Clost-
ridium ramosum, Clostridium clostridiiforme Gram negatif boyan-
d›¤›nda Bacteroides veya Fusobacterium türleri olarak yanl›fl ta-
n›mlanabilirler. Peptostreptococcus  asaccharolyticus inkübasyonu
48 saate ulafl›nca Gram negatif boyanma özelli¤i gösterir.

6. Geç ve güç üreyen, aerop koflullarda 48 saatte koloni oluflturabilen
aerop ya da kapnofilik bakteriler, aerotolerans testi sonucu 48 saat-
ten önce de¤erlendirilirse yanl›fll›kla anaerop bakteri olarak tan›m-
lanabilir.

7. Kullan›lacak malzeme ücretlerinin fazla olmas›, klinik mikrobiyo-
loji laboratuvar›nda detayl› ve pahal› identifikasyon  protokollerinin
uygulanmas›n› zorlaflt›rmaktad›r. Çabuk sonuç veren ticari identifi-
kasyon sistemleri hem pahal›d›r (ço¤unlukla da  yanl›fl sonuç verir)
hem de tam identifikasyon için ilave olarak birçok testin (Gram bo-
yas›, katalaz ve ay›rt edici, baz› biyokimyasal testler) yap›lmas›n›
gerektirir.

8. Anaerop kültür ve identifikasyonda sonucun klini¤e yararl› olabil-
mesi için,  anaeroplar›n mikrobiyolojisi ve patojenitesi ile ilgili kli-

nisyenlerin devaml› e¤itimi ve çok iyi bir klinik-laboratuvar iliflkisi
gereklidir. 

Anaerop bakteri  identifikasyonunun  ekonomik  olmas› ve h›zl›  kli-
nik yarar  elde edilebilmesi için  identifikasyon ak›fl flemalar›n›n  uy-
gulanmas› önerilmektedir (fiekil 1,2). 

‹dentifikasyon ak›fl flemalar› için,  s›n›rl› say›da ay›raç ve birkaç
malzemeye gerek vard›r. Bu flemalar, sufllar›n büyük bir k›sm›n› cins
seviyesinde baz›lar›n› da tür seviyesinde tan›mlayabilir. Çal›flma za-
man› yönünden ticari identifikasyon sistemleri ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda;
tüm testler bir subkültürle yap›labildi¤i için çok fazla zaman fark› bu-
lunmamaktad›r. Ticari identifikasyon sistemleri yerine  identifikasyon
ak›fl flemas› kullan›m›, sonuçlar›n do¤rulu¤unu ve zaman› etkileme-
den, y›lda 1569 dolar (toplam fiyat›n %50’si) tasarruf sa¤lamaktad›r.
Üstelik identifikasyon ak›fl flemas›, konvensiyonal identifikasyon için
kullan›lan yöntemlerle (birçok vakada cins seviyesinde) karfl›laflt›r›ld›-
¤›nda %92 uyumlu bulunmufltur. Hatal› sonuç Gemella türleri, Staphy-
lococcus saccharolyticus ve Streptococcus intermedius izolatlar› ara-
s›nda görülmüfltür. Bu türler identifikasyon ak›fl flemas› ile Peptostrep-
tococcus türleri olarak tan›mlanm›flt›r.

Klostridiumlar, Gram pozitif basiller ve koklar›n tan›mlanmas›nda
ticari sistem kullan›lmad›¤›nda 725 dolar tasarruf sa¤land›¤› bildiril-
mektedir. B. fragilis grup üyeleri, sadece özgül potensdeki identifikas-
yon diskler kullan›larak  tan›mlan›r ve daha ileri identifikasyon yap›l-
mazsa, bu sufllar için y›ll›k tahmin edilen identifikasyon fiyat›; 174 do-
lardan 56 dolara düflmektedir. Üstelik bu hesaplanan tasarruf, labora-
tuvar personelinin zaman›n› ve gereken kalite kontrol testlerini içer-
memektedir. Klinik olarak önemli tüm izolatlar›n identifikasyonu için
identifikasyon ak›fl  flemalar›n› kullanmak gerçek tasarruf  sa¤lamak-
tad›r.

Anaeroplar›n izolasyonu ve identifikasyonu,  primer kültür plakla-
r›nda üremesine ba¤l›d›r. Befl ya da daha fazla anaerop bakteri suflu-
nun bir besiyerinde üredi¤i saptan›rsa (böyle kültürlerde birçok faküll-
tatif bakteride vard›r); bu izolatlar›n herbirini tek tek tan›mlaman›n
klinisyene genellikle faydas› yoktur. Kar›fl›k flora olarak rapor edilme-
lidir. Bir tip bakteri bask›n bir flekilde  üremiflse; sadece  bu izolat se-
çilerek tan›mlanmal›d›r. Böyle durumlarda, k›smi veya h›zl› identifi-
kasyon flemas› kullan›lmal›, klinik olarak önemli ve potansiyel olarak
antibiyotiklere dirençli Bacteroides fragilis grup  üyelerinden flüphele-
nilmelidir.

Kültürde ikiden daha fazla anaerop (veya toplam üç mikroorganiz-
madan daha fazla) varsa, k›smi identifikasyon yap›labilir. K›smi iden-
tifikasyonda zorunlu anaerop oldu¤unu do¤rulamak için bir subkültür
yap›l›r. Sadece Gram boyama ile tan›mlan›r. Kültür ve mikroskoptaki
morfolojisi  cins olarak tan›mlamaya yeterli ise; Clostridium, Fuso-
bacterium gibi.., pigmentli ise; Prevotella veya Porphyromonas cins-
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lerine benziyor diye adland›r›labilir.
Tüm anaerop Gram negatif basiller için h›zl› beta laktamaz (sefinaz)

testi yap›labilir. Sonuç, beta laktamaz pozitif veya negatif Gram nega-
tif anaerop basil fleklinde rapor edilebilir. Bu s›n›rl› bilgi bile, ço¤ul
mikroorganizmalar›n etken oldu¤u karma infeksiyonlar›n tedavisinde,
klinisyenin bir strateji belirlemesinde faydal› olabilir.   

Tam identifikasyonlar mümkün oldu¤u kadar  h›zl› ve  k›salt›lm›fl
olmal›d›r.  Clostridium perfringens mikroskopik görünümü ve kanl›
agarda koloniler etraf›nda çift hemoliz zonu oluflturmas› ve yumurta
sar›l› agarda lesitinaz üretimi ile tan›mlanabilir. 

B. fragilis grup, Bacteroides safra eskulin  agar besiyerinde (BBE)
tipik üremesi ve  identifikasyon için olan kanamisin, vankomisin anti-
biyotik disklerine dirençli olmas› ve beta laktamaz üretimi ile tan›mla-
nabilir. 

Anaerop koklar, boyanma ve kültür özelliklerine göre cins seviye-
sinde ay›rt edilebilirler. Anaerop koklar için antibiyotik disk uygula-
mas›na gerek yoktur. Gram pozitif koklar Peptostreptococcus, Gram
negatif koklar  Veillonella olarak rapor edilebilir. Ancak saf kültür ha-
linde üreyen veya gö¤üs apseleri ve derin yumuflak doku infeksiyon-
lar› gibi  klinik olarak önemli infeksiyonlardan  izole edilen anaerop
Gram pozitif koklar bir  ticari identifikasyon sistemi kullan›larak tür

seviyesinde tan›mlanmal› ve duyarl›l›k testleri yap›lmal›d›r. Çünkü bu
infeksiyonlarda en yayg›n patojen olarak bulunan Peptostreptococcus
magnus klindamisin ve di¤er antibiyotiklere di¤er Peptostreptococcus
türlerinden daha dirençlidir.  

‹ndol negatif, sporsuz, anaerop Gram pozitif basillerin Gram boya
morfolojisi ö¤renildikten sonra,  orijinal anaerop kanl› agardan sub-
kültür yap›l›rken nitrat diski yerlefltirilerek ve katalaz aktivitesi bak›-
larak ön tan›s› yap›labilir (flekil 2). 

Daha ileri ve zor yap›lacak identifikasyonlar bir referans laboratu-
varda ticari, biyokimyasal sistemler ve gaz-s›v› kromatografi kullan›-
larak yap›labilir.  

Maliyet–yarar iliflkisi de¤erlendirildi¤inde; anaerop bakteriyolojik
örneklerin mümkün oldu¤u kadar etkin bir flekilde ifllenmesi, seçici ve
ay›rt edici besiyerlerinin kullan›lmas› gereklidir. Bunlar BBE, LKV
(dondurulup çözülmüfl kan ilaveli,kanamisin vankomisin agar) ve fe-
niletil alkollü kanl› agard›r. Bu besiyerlerinin kullan›lmas› ile karma
floradaki fakültatif bakterilerden anaeroplar›n ay›rt edilmesi sa¤lan›r. 

Primer inokulasyon  için temel  anaerop besiyerine  ilaveten BBE
agar seçici besiyeri olarak kullan›l›rsa, klinik örneklerde s›kl›kla etken
olan Bacteroides fragilis grup üyesi anaeroplar BBE agardaki tipik
morfolojisine göre hemen rapor edilebilir.
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ANAEROP GRAM NEGAT‹F BAS‹LLER

fiekil 1:

 

Anaerop Gram negatif basillerin identifikasyonu için ak›fl flemas›. 
BBE= Bacteroides Bile Esculin Agar; Km= Kanamisin; Vm= Vankomisin; R=Dirençli (inhibisyon zonu <10 mm); S= Duyarl› (inhibisyon zonu 10 mm)



K›rk sekiz saatlik anaerop inkübasyondan sonra, iyi üremifl koloni-
ler, identifikasyon için seçilebilir. Anaerop kabin kullan›l›yorsa; 24 sa-
at sonra da kolonileri gözleme imkan› do¤abilir. 

Orijinal plakta görünen her bir anaerop koloni tipi, stereomikroskop
ile gözlenerek, BBE pla¤›na ve özgül potense sahip kanamisin
(1000Fg) ve vankomisin (5Fg) antibiyotik disklerini yerlefltirmek için
bir anaerop kanl› agar pla¤›na  subkültür yap›lmal›d›r. Anaerop kabin
içinde çal›fl›l›yorsa; Gram boyama sonucunu alana kadar diskleri yer-
lefltirmek geciktirilerek, Gram pozitif basil görülüyorsa; sadece vanko-
misin diski kullan›labilir. 

B. fragilis grup üyelerini tür seviyesinde tan›mlayabilmek için bir-
kaç h›zl›  enzimatik glukosidaz  testi ilave edilebilir. 

 

α-arabinozit, α-
fukosit ve  β-glukozit,  floresan substrat (4-metillumbelliferon) ile bir-
lefltirilerek  kullan›l›r.

Klinik örneklerden anaeroplar›n ön identifikasyonu, do¤ru yap›lan
Gram boyama sonuçlar›na ba¤l›d›r. Bu ampirik bilgi, infeksiyonun ta-
n›s› ve tedavisinde antimikrobiyal ajan›n seçimi için kullan›l›r. Kristal
viyole içinde bulunan ve renksizlefltirme iflleminde kullan›lan etanol,
lipidlerin ve proteinlerin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerden
uzaklaflmas›na neden olur. Hücre bütünlü¤ünün bozulmas›, oksijen
yan ürünlerinin toksik etkileri ile fiksatif  ve  ay›raçlar birlikte etkili
olarak  Gram pozitif anaerop bakteri hücrelerinin aerop koflullarda,

Gram negatif boyanmas›na sebep olurlar. Anaerop kabin yoksa; ana-
erop inkübasyondan kültürlerin ç›kar›lmas› ile Gram boyama aras›n-
daki zaman son derece s›n›rl› tutulmal›d›r. 

Gram de¤iflken boyanma özelli¤ine sahip klostridiyumlar›n, Gram
negatif  boyanmalar›na ra¤men,  vankomisin diskine duyarl› olmalar›
Gram pozitif olabileceklerini akla getirmelidir. Ayr›ca vankomisine
duyarl›, gerçek  Gram negatif, pigmentli kokobasiller olan Porphyro-
monas türlerinden pigmentli koloniler oluflturmamalar› ile ay›rt edilir-
ler.

SONUÇ
Anaerop kültür  ve identifikasyon için maliyet – yarar iliflkisi göz

önüne al›n›rsa;   anaerop bakteriyoloji çal›flan laboratuvarlar›n ekono-
mik ve etkin bir flekilde organizasyonu gereklidir. Bunun için mikro-
biyoloji laboratuvarlar› anaerop bakteriyoloji çal›flma sistemini üç
farkl› seviyede kurabilirler: 

Seviye 1  laboratuvarlar›: Primer plaklardan muhtemel  anaerop
bakteri  izolasyonunu ve anaerop bakterilerin saf kültür halinde mu-
hafaza edilmesini sa¤layabilirler, böylece gerekirse sufllar›, identifi-
kasyon ve duyarl›l›k testleri için bir referans laboratuvara göndere-
bilirler.
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fiekil 2: Anaerop Gram pozitif basillerin identifikasyonu için ak›fl flemas›.
1Kandan izole edilenlerin ticari enzimatik sistemlerle identifikasyonu yap›lmal›. 
2Gram negatif boyanan Klostridiyumlar› (vankomisin duyarl›d›rlar) gerçek Gram negatif basillerden (pigmentli Porphyromonas türleri hariç, vankomisin



Seviye 2 laboratuvarlar›: Anaeroplar›n daha ileri seviyede grup-
land›r›lmas› ve identifikasyonu   için identifikasyon ak›fl flemalar›nda
bulunan  testleri yapabilirler.

Örne¤in:  spot indol veya buyyon testi (Ehrlich ay›rac› ile), katalaz
testi (%15 H2O2 ile), safra duyarl›l›¤› (%20’lik safra besiyeri olarak
BBE kullan›larak), nitrat redüksiyonu (nitrat diski ve ay›raçlar› ile),
üreaz testi (üre diski veya buyyon ile) gibi.

Uzun dalga boylu UV ›fl›k kayna¤› (wood lambas›) alt›nda k›rm›z›
floresan vermesi ile pigmentli basillerin erken tan›s› yap›labilir. Aksi
halde pigment oluflumu için uzun inkübasyon süresine gerek duyulur
veya dondurulup çözülmüfl kan kullan›lan anaerop besiyeri ya da tav-
flan kanl› anaerop besiyeri kullan›lmal›d›r. 

Seviye 3 laboratuvarlar›: Çeflitli teknikler kullanarak, izole edilmifl
anaeroplar›n  mümkün oldu¤u kadar do¤ru bir flekilde tam identifikasyo-
nunu yapabilirler. Biyokimyasal maddeleri içeren, önceden indirgenmifl
anaerop olarak sterilize edilmifl buyyon  tüpleri (PRAS), küçültülmüfl bi-
yokimyasal sistemler (ör: API, BBL Crystal Anaerobe, Sceptor Anaero-
be), h›zl› enzim belirleme panelleri ( ör: RapID ANAII, ANI Card-Vitek
sistemi, Rapid ID 32A, API ZYM), enzim substrat› tafl›yan diskler
(ROSC0 tablet), metabolik son ürünleri tespit eden gaz-s›v› kromatogra-
fi, serbest ya¤ asidi, metil ester analizleri gibi pek çok  pahal› ve ifl yükü
fazla  testler, teknikler  kullan›larak  tam identifikasyon sa¤lanabilir. 

Böylece referans laboratuvar›nda stoklanan identifikasyonu yap›l-
m›fl anaerop bakterilerin bölge ya da ülke genelinde infeksiyonlardaki
insidanslar›n›  ve antibiyotiklere duyarl›l›k profillerini gösterecek ça-
l›flmalar için zemin haz›rlanm›fl olur. Hem ekonomik hem de etkin bir
klinik fayda sa¤lanabilir. 
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