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ANAEROP BAKTERILERIN ANTIBIYOTIK
DUYARLILIK TESTLERI

Ferda TUNCKANAT

Onemli patojenler olan anaerop bakterilerin duyarhilik testleri ayn bir Snem tagimak-
tadir. Ciinkil anaeroplar arasinda direng sorunu giderek artmaktadir (1,13). Ayrica anaerop
bakterilerin 6zel lireme gereksinimieri ve lireme hizlarinin yavas olmasi nedeniyle kullan:-
Tan testlerin baz 6zellikler gdstermesi gerekir. Bu ise anaerop duyarlilik testlerinde tartig-
mal1 bir durum yaratmakta ve bazi standardizasyon zorluklarini beraberinde getirmekiedir.
Ote yandan anaerop bakteriler genellikle cesitli anaerop ve fakiiltatif bakterilerin birlikte
katildign mikst infeksiyonlar olugtururlar. Bu etkenlerin saf kiiltlir halinde izole edilmesi,
identifikasyonu ve g¢esitli antimikrobik ajanlara duyarhltklarinin saptanmasi zaman ve ¢a-
ba gerektirir {7). Testlerin uygulanmasi ile ilgili zorluklar da gbz dniine alindiinda, ana-
erop infeksiyoniarda, etken bakterilerin duyarliliklarinin rutin olarak test edilmesi her za-
man miimkiin olmamakta ve yalmzca bazi durumlarda bu testlerin uygulanmas dnerilmek-
tedir (5,7).

Anaerop duyarlilik testleri uygulama cndikasyonlan

Anaerop duyarlihk testlerinin uygulanma endikasyonlar su sckilde betirlenmistir (11);

1. Anaecrop bakterilerin yeni antimikrobik ajantara duyarlthiklarinim saptanmas:,

2. Yeryiiziindeki belirli merkezlerde, anaerop duyarhiik paternlerinin belirli arahiklar-

la saptanarak izlenmesi,

3. Bélgesel olarak gesitli hastanelerde anaerop duyarlilik paternlerinin belirli araliklar-

la saptanarak izlenmesi, .

4. Secgilmis hastalarda tedaviye yardime: olmak amaci ile etken bakterileria duyarhilik-

larinm saptanmasi.

Duyarlilik testlerinin uygulanmasim gerckliren infeksiyonlar, agir ve hayati tehdit edi-
ci infeksiyonlar (beyin absesi, bakleriyemi, endokardit gibi), ampirik tcdavi konusunda ka-
rar verilemeyen durumlar, ampirik tedaviye yanit vermeyen ya da baglangigta tedaviye ya-
nit verdigi halde daha sonra relaps gdsteren olgular, antimikrobik tedavinin esas olarak rol
oynadif1 infeksiyonlar ile uzun siireli tedavi gerektiren durumlar (osteomiyelit, septik art-
rit, greft ve protez infeksiyonlar1 giti) olarak belirfenmistir. Etken bakteriler a¢isindan ba-
kildiginda 1se duyarlilik testlerinin 6zellikle uygulanmast gereken anacrop bakteriler, du-
yarlilik durumlan degiskenlik gosteren bakteriler {(Bactercides fragilis grubu, diger ana-
crop Gram negatif gomaklar, bazi Clostridium tiirleri gibi), duyarhiik paternleri ¢ok jyi bi-
iinmeyen bakleriler, yliksek virulanslh bakteriler ve saf kiiltiir halinde izole edilen bakteri-
lerdir (7).

Anaerop duyarhlik testleri

Anaerop bakterilerin antimikrobik ajantara duyarlibklarinin saptanmasi amaci ile ¢e-
sitli testler kullanulmistie. Bunlar:

1. Disk difiizyon ydntemi,

2. Tiipte disk eliisyon yGntemi,

3. Mikrodiltisyon yéntemi,
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4. Tip dittisyon ydntemi,

5. Agar diliisyon yontemi (Referans test),

6. Swnrls agar diliisyon ydntemi,

7. Beta-laktamaz testi,

8. E-test,

9. Spiral gradient yontemi.

Bunlardan disk difiizyon ve tiipte disk eliisyon ydntemleri birgok antibiyotik i¢in “Na-
tional Committee for Clinical Laboratory Standardsin (NCCLS) (11) referans test olarak
onerdigi agar diliisyon yontemi ile uyumiu sonuglar vermediginden artik kullaniimas: 6ne-
rilmeyen testlerdir. llag konsantrasyon gradient yontemleri olarak bilinen E-test ve spiral
gradient yontemi ise dogru ve giivenilir sonuclar veren pratik ve oldukga yeni ybntemler
olmakla birlikte, ticari irlin ve gereglerin kullamimuim gerektiren pahalr testler olduklar
igin NCCLS onerileri arasinda yer almamaktadir.

Mikrodiliisyon yintemi:

Kolay uygulanabilir, pratik ve ekonomik bir test olmasi nedeniyle rutin kullanima uy-
gundur. Diger uygulamalarinda oldugu gibi mikroplak cukurlarinda uygun bir besiyeri kul-
lanilarak (Schaedler, Brucella, West-Wilkins, brain-heart infiizyon, Wilkins-Chalgren sivi
besiyerleri) antimikrobik ilacin seri sulandinmlar hazirtanir. Testin uygulanmasi sirasinda
her ¢ukurda en az 100 pl hacimde s1vi bulunmasina dzen gosterilmelidiv, Bu, uzun inkii-
basyon sonucunda olugacak buharlagmanin ve dolaysiyla ilacin konsantrasyonundaki go-
reli artigin engellenmest agisindan gereklidir. Ayrica daha kiiciik hacimlerde inokulum et-
kisi daha fazla olmaktadir. Anaerop mikrodiliisyon testinde inokulum miktan da dzellikle
dnemlidir; bundaki kiigiik oynamalar bile sonucu dnemli dlgitde etkiler. Inokulum yaklasik
1x106 CFU/ml (her gukurda 1x105 CFU) olacak gekilde ayarlanmalidir,

Hazirlanan mikroplaklar, anaerop ortamda 37°Clde 48 saat inkiibe edildikten sonra so-
nuglar okunur. Normal kogultarda sonuglar kolayca degerlendirilebilir. Ancak bazen belir-
gin bir tireme inhibisyonunu takiben hafif bir Ureme devam edebilir. By durum baz besi-
yeri-ilag ya da bakteri-ila¢c kombinasyonlannda gériiliir. Boyle durumlarda iiremenin belir-
gin olarak inhibe oldugu konsantrasyon minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak
kabul edilir. Bunun disinda, mikrodiliisyon testinde kullanilan besiyerlerinde bazi nazli
anaeroplann lUreyememesi bir diger sorundur.

Tiip diliisyon yontemi:

NCCLS onerileri arasinda yer almakla birlikte yaygin olarak kullanmilmayan bir yon-
temdir. Az sayida izolatin test edilecedi durumlarda ya da Clostridium tiitleri gibi besiyeri
ylizeyinde yayihm gésteren bakterilerin duyarliliklarinin saptanmasinda kullamlabilir. Ke-
za tlacin minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerinin saptanmasinda da bu ytn-
tem tercih edilmelidir.

Agar dillisyon (Wadsworth) yontemi:

NCCLS 1 referans test olarak onerdigi yontemdir. Uygulamas: zahmetli ve nispeten
pahali bir test oldugu i¢in rutin kullanima ¢ok uygun degildir, Diger test yéntemlerinin, ¢e-
sitli besiyerierinin ve yeni antimikrobik ilaglanin etkilerinin aragtirilmasinda kullanilir. Bu
yontemde kullanilmasi 6nerilen besiyeri Brucella kanli agardir (5 pg/ml hemin ve 1 pg/ml
vitamin K; eklenmis). Hemin ve vitamin K| sterilizasyondan Once besiyerine katilabilir.
Hazirlanan besiyeri hemen kullanilabilecegi gibi, belirli hacimlerde kapakli tiiplere dagita-
larak bir ay kadar sakianabilir. Testin uygulanacag giin kullanilacak ilag sulandimm kadar
sayida besiyeri eritilir. Besiyerleri 50°C’ye sogutuldugunda her bir tiip igine % 5 oraninda
defibrine veya dondurulup ¢6ziilmiis (laked) koyun kam ve seri sulandirimi yapilmis anti-
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biyotik soliisyonundan 1/10 oraninda eklenerek iyice kangurihip petrilere dokiitiir. Besiyer-
leri kapak hafif acik olacak sekilde 37°C’de 30-45 dakika tutularak kurntulur. Bu sekilde
hazirfanan antibiyotikli besiyerleni sikica kapatiinug plastik torbalarda 4°-10°C’de en faz-
la bir hafta saklanabilir, Eger test arastirma amact ile uygulaniyorsa bu siire ii¢ glinii geg-
memelidir. Imipenem igeren plaklarin hazirlandiklar giin kullamlmalan gerekir.

Inokiilasyon igin en diisiik antibiyotik konsantrasyonu iceren plaktan baslanir. Uygun
bir replikator yardimu ile belli hacimde bakteri siispansiyonu tiim plaklara ekilir. Inokulum
her ekim alaminda 1x10% CFU olacak sekilde ayarlanmalidir. Her uygulamada test bakteri-
leri antibiyotik icermeyen iki ayn plaga ekilerek biri tireme kontrolii i¢in anaerop, digert
ise kontaminasyon kontrolii i¢in aerop ortamda inkiibe edilir. Ayrica ckili bir difer plak ise
kurumug inokulumu hafif dremeden ayirt etmek amaciyla 4°C’de bekletilir (inokulum
kontrolii).

Bakteri ekimi tamamlanincaya kadar olan iglemlerin anaerop ortamda yapilmas: ge-
rekdi degildir (ancak bazi nazl anacroplar i¢in kullanilacak besiyerlerinin 6nceden anacrop
ortamda tutularak indirgenmesi gerckebilir). Anacrop ortamda 37°C’de 48 saat inkiibasyo-
nu takiben koyu, 15181 yansitmayan bir zemin iizerinde sonuglar okunur. Kontrol iireme ile
karsilagtirldipinda iiremenin belirgin olarak degisiklik gosterdigi diliisyon MIK degerini
verir. Uremede gdzlenen belirgin degisiklik, hi¢ lireme olmamas: ya da ¢ok hafif bir lire-
me, sisli bir giriintim, ¢ok sayida minik koloniler veya bir-iki tane normal biiyiikliikte ko-
Toni goriilmesidir (11).

Smirh agar diliisyon yontemi:

Agar diliisyon yonteminin klinik kullanima uygun ve daha ekonomik olacak sekilde si-
nirh olarak uygulandify bir testtir (8). Her antibiyotigin 1-4 konsantrasyonu bolmeli plak-
lar kuilaniimak suretiyle aym plakta galigilabilic. Bu amacla dmegin 2 bolmeli plak kulia-
niiarak 16 bakteriye kadar bakterinin 12 farkl ilaca duyarlihik testi tek bir anacrop kavano-
za sigdinlabilir. Kullanilan besiyeri, {estin uygulanmas: ve sonuglarin degerlendirilmesi re-
ferans testteki gibidir. Sinirl agar diliisyon testinde direngli bakterileri saptayabilmek igin
NCCLS’de duyarls, orta duyarlt ve direngli olarak belirtiten sinir degerlerden en yitksek
olaninmi teste dahil etmek gerekir.

Diliisyon testlerinde kullamlan inckulumun hazirlanmas;

Anaerop bakterilerin Brucella kanli agardaki en az 24 saatlik kiiltiriinden 3 mm ¢apin-
da bir 6ze dolusu, ya da 5-6 koloni, indikatorsilz zengin tiyoglhikolat (5 pg/ml hemin, 1
ug/ml vit Ky, 1 mg/mi NaHCO, iceren) besiyerine ekilir ve yeterli bulamklik olusuncaya
kadar 6-24 saat inkiibe edilir. Bazi nazh anaeroplar igin en az 24 saatlik kat besiyeri kiil-
tiriinden Brucella sivi besiyeri iginde dogrudan ayarlama yapilahlir (0.5-McFarland stan-
dardina uygun). Koloniler 72 saatten eski obmamalr ve 30 dakikadan daha uzun bir siire ae-
rop ortamda kalmamig olmahdir,

Inokulum ile ilgili sorunlar:

Anaerop bakterilerin gekil ve biiyiikliikleri belirgin farkhilik gosterdigi i¢in bulaniklik
standardi kullanmak her zaman uygun olmayabilir, Ornegin ayn1 bulamklikta Clostridium
gibi biiyiik bakterilerin sayisi ile peptostreptokoklar gibi daha kiigitk anaeroplarnn sayilan
arasinda dnemli farklar bulunur {2). Bu nedenle referans test sirasinda kantitatif diliisyon
islemlerinin uygulanmas: gerekebilir. Ancak klinik laboratuvarda en pratik y6ntem kugku-
suz bulaniklik standardin kullaniimasider.
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Kontrol bakteriler:

Bacteroides fragilis ATCC 25285,
Bacteroides thetaiotamicron ATCC 29741,
Eubacterium lentum ATCC 43055,

Bunlardan en az ikisi agar diliisyon yonteminde kontrol olarak kullamslmalidir. Closr-
riditom perfringens ATCC 13124 sugunun kontrol olarak kullanilmasi artik dnerilmemek-
tedir {11).

Beta-laktamaz testi:

Kromojenik sefalosporin (nitrosefin) yontemi ile beta-laktamaz aktivitesine bakilmast,
helirli anaerop bakterilerin bazi beta-laktam ilaglara direncini saptamak amaci ile tarama
testi olarak kullaniabilir (11). Basit ve hizli bir testtir. Ancak kullanimi simirhidir ve duyar-
hlik testleri yerine degil, onlan desteklemek amaci ile kuilaniimalidir (18). Beta-laktamaz
testi ile saptanan negatif bir sonug, her zaman bakterinin o ilaca duyarh oldugunu goster-
meyebilit. Bazi beta-laktam ilaglar bakterinin yapms oldugu beta-laktamazlara direnghi
olabilir. Ayrica bu test imipenem ve sefoksitin gibi ilaglann hidrolizini yeterince gisterme-
yebilir. Dahasi anacropiarda beta-laktam direnci her zaman beta-faktamaz yapimina bagh
olmayabilir (6). Ancak pozitif bir sonug her zaman penisilin GG ve ampisilin direncini gos-
termesi agisindan dnem tagir (7).

E-test:

Son yiiiarda gelistirilmis olan E-test (AB, Biodisk, Solna, Isveg) disk difiizyon ve agar
diliisyon yontemlerinin bir arada uygulanmas: esasina dayanan bir testtir (3). E-test ile ya-
pilan gesitli araglirma sonuglan referans agar diliisyon test ile gayet uyumlu sonuctar ver-
mektedir (3,4,10). Pratik ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle rutin kullanima ¢ok uy-
gundur. En dnemli dezavantaji pahali bir test olimasidir. Bu ydntemde ilag konsantrasyon-
lart gradient olusturacak bigimde, ince plastik bir geridin bir viizeyine bir polimer yardirm
ile tespit edilmislir. Diger yiizeyde ise rakamlar bulunur. Bakteri, disk difiizyon testinde ol-
dugu gibi besiyeri yiizeyine ekildikien sonra, E-test seritleri radyal olarak besiyerine yer-
lestirilir. Anaerop ortamda 37°C’de 48 saat inkiibasyonu takiben sonug okunur. Bu siire so-
nunda serit etrafinda, antibiyotik gradienti nedeni ile damla geklinde bir inhibisyon zoau
olusur. Zonun gerit ile kesigtigi nokta MIK degeri olarak belirlenir,

Spiral gradient yontemi:

Amerika Birlesik Devletleri’ndeki “Spiral Gradient Instruments” (Bethesda, Md.) ta-
rafindan geligtirilmis bir ydntemdir (9). “Spiral plater” (Spiral Biotech, Bethesda, Md.) acdh
verilen bir alet yardimu ile uygulamr. Spiral plater 20 yildan fazla bir siiredir kullamlan ve
bakteri sayimu i¢in gelistirilmis bir alettit. 1990 yilindan bu yana ise spiral gradient yonte-
mi ile antibiyotiklerin MIK degerini saptamak amacy ile kullaniimaktadir (9,15,17).

Alet belli miktarda antibiyotik stok soliisyonunu spiral diizende besiyeri yiizeyine bi-
rakarak merkezden gevreye dogru azalan bir ilag konsantrasyon gradienti olusturmaktadir.
Besiyerleri ilacin diflizyonu igin 4-6 saat {15) anacrop ortamda bekletildikten sonra, bula-
mklig: 0.5 Mc Farland standardina uygun olacak sekilde hazirlanan bakteriler radyal ino-
kittattr yardimu ile besiyeri ylizeyine radyal ¢izgiler olusturacak sekilde ekilir. Bdylece 15
farkl: bakteri ayni test plagina ekilebilir (15). Plaklar anaerop ortamda 37°C’de 48 saat in-
kiibe edildikten sonra sonuglar degerlendirilir. Bunun igin ¢izgi seklinde liremis bakterile-
rin iliremelerinin sona erdigi nokta ite merkez arasindaki mesafe dlgiliir (tail ending radi-
us=TER). Bazi durumlarda iireme ¢izgisi belirgin bir sekilde sona ermeyip, agar dilisyon-
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da goriilebilen sisli tremeyi anding, hafif bir iireme gézlenebilir. Bu durumda iiremenin be-
lirgin olarak sekil degistirdifi nokta ile metkez arasindaki mesafe (tail beginning radi-
us=TBR) dl¢iiliir. Bazen iireme ¢izgisi disinda, bu liremeden ayr1 gibi duran koloniler {out-
liers) olusabilir, Bunlar hesaba katilmaz (15,17).

Bu gekilde saptanan dlgiimler iretici firmanin sagladig bilgisayar programina girilir.
Bu program ile ilacin molekiil afirhg ve difiizyon 6zellikleri de kullamlarak, yapilan 6l-
¢lime kargihk gelen ilag konsantrasyonu (minumum aktivite konsantrasyonu=MAK) sap-
tamir. MIK degeri ise MAK degerine csit ya da ona en yakin olan en yiiksek ¢ift kat diliis-
yondur (17). Ornegin MAK degeri 3.2 pg/ml ise MIK degeri 4 pg/ml olarak alinir, TER ve
TBR farkls ise MAK icin TBR degeri kullanilir,

Anaerop duyarhbk testlerinde kargilagilan sorunlar

Bugiin NCCLS’in ya da bagka gruplarnn &nermig olduklar anacrop duyarlihik testleri
cesitli antimikrobik ajanlarin etkinliklerinin aragtirilmast ve anaeroplann direng paternle-
rinin elde edilerek ampirik tedavide yol gdsterici olmas: agisindan oldukga yeterli sonug-
lar vermekle birlikte, bu konudaki sorunlar heniiz tam olarak ¢oziimlenmemistit. Bu sorun-
fart iki farkls agidan degerlendirmek miimkiindiir: laboratuvar ve klinik.

Anaerop duyarlihk testleri ile ilgili laboratuvarda karsilasilan sorunlar;

Test edilen bakterilerle ilgili sorunlar;

Bazi galigmalarda ¢ok az sayida sus ¢aligilmig olmasi, bakteri identifikasyonlarinin ye-
tersiz ya da yanhs yapilmasi, B. fragilis grubu bakterilerde sonuclann tiir ayimmi yapil-
maksizin gruba genellenerek bildirilmesi, taksonomideki yeni degisikliklere uyulmamasz,
taze izolat yerine stok ldiltiir kullamilmas: gibi pek ¢ok sorun duyarhilik testleri ile ilgili so-
nuglar: olumsuz olarak etkilemekiedir.

Uygulama ile ilgili soruniar:

Segilen y6ntemin ya da ySntemin uygulanma seklinin (besiyeri, inokulum, inkiibas-
yon.. v.b) standartlara uygun olmamasi sonugiar énemli dlglide etkilemektedir (12). Bu-
nun yani sira kultanilan teknigin kendisinden kaynaklanan bazr sorunlar da sz konusu ofa-
bilmektedir (mikrodiliisyon testinde bazi nazls anaeroplann tiremeimesi, agar diliisyon yin-
teminde testin uygulanmasindaki zorluklar nedeniyle hata orammn yitksek olmas, sefti-
zoksimin in-vitro etkinliginin mikrodiliisyon testinde agar dilisyona gére daha lazla bu-
lunmast gibi) (14).

Sonuclann degerlendirilmesi ile ilgili sorunlar:

Bunlar arasinda, MIK degerinin saptanmas: ile ilgili zorluklar ve ayrica birgok anaerop
igin (6zellikle B. fragilis grubu) MIK degerlerinin simir deere yakin bulunmasi gibi sorun-
lar1 saymak miimkiindir. Bdylece duyarlilik testleri i¢in kabul edilir test hatas: olan bir di-
liisyon fark: test sonuglarini 8nemli 8lgiide etkileyebilmekeedir. Ornegin bir antibiyotik icin
sumr MIK deger 16 pg/ml ise, kabul edilebilir test hatas: olarak MIK degerinin bunun bir
diliisyon alinda (8 ug/ml) ya da iistiinde (32 pg/ml) bulunmasi sonucu dnemli dlgiide etkd-
leyecektir. Bir testte duyarli bulunan bakteri, bir diger testte direngli olarak bulunacaktir.
Bunlarm disinda farkli iilkelerde farkl sinir degerlerin kabul edilmesine iligkin degisik bil-
diriler durumu daha da karigik hale getirmektedir (14,16). Bu konuyla ilgili bir diger sorun
da aragtirma sonuglarimimn bildirilmesindeki yetersizliktir. Sonuglar genellikle MIKs, ve

MIKg, degerleri olarak bildirilmekte ve duyarlilik oranlarini tam olarak yansitmamaktadir,

Bu sorunun dniine gegebilmek igin sonuglann simir deger ve test edilen diger konsantras-
yonlardaki duyarlilik yiizdeleri seklinde verilmesi gerekmektedir (11).
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Anaerop duyarhihk testleriyle iliskili olarak klinikte karslagilan sorunlar:

Anaerop duyarlilik test sonuglar anaerop infeksiyonlarda klinik ve bakteriyolojik gi-
disi belirlemede her zaman yeterli olmamaktadir. Bunun gesitli nedenleri vardir. Her sey-
den énce hasta, antibiyotik tedavisi olmadan cerrahi miidahale ile ya da cerrahi miidahale
yaptimaksizin iyilesebilir, ya da uygun antibiyotik tedavisine ragmen gerekli cerrahi mii-
dahale uygulanmadig1 icin tedaviye yanit vermeyebilir. Ayrica hastanin genel durumu da
(yas, beslenme durumu, altta yatan hastahk... vb) tedaviye yamti onemti tlglide etkiler. Bu-
nun disinda antimikrobiyal tedavinin kendisi ile ilgili bazi fakiorler de (tedaviye baglama
zamani, infeksiyon bélgesinde saflanan ilag diizeyi, bakterisidal aktivitenin saglamp saj-
lanamamasi, ilacin diisiik Eh ve pH'daki etkinligi, mikrobiyal enzimlerle inaktive olup ol-
madifir... vb) tedaviye yanitta ¢ok dnemlidir (7).

Benzer sekilde bakteriyolojik yamt da gesitli faktérlerden ctkilenmektedir. Infeksiyon
bislgesinde etken olan tiim suglar izole edilememis ya da tanimlanamamms olabilir. Ancak
mikst infeksiyonlarda butunan ¢esilli mikroorganizmalarin infeksiyonda tasidign 6nem de-
recesini belirlemek giigtiir. Bu nedenle infekte eden floranin kantitasyonu 6nemlidir. Bii-
tiin bunlara rafmen anaerop infeksiyonlanin tedavisinde, etken mikroorganizmalarin timi-
niin ortadan kaldilmasinin sart clmayigi, bakteri sayisimin azaltilmasi: ve metabolizmasi-
min degistirilmesinin yeterli olusu klinik¢iye tedavide destek saglamaktadir.
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