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Gastrointestinal mikrobiyotadan siklikla izole edilen Bacteroides fragilis grubu (BFG)
bakteriler , agiz boslugu, list solunum yollar1 ve kadin genital yollarina da kolonize olabilirler.
BFG bakteriler, kolondaki mikrobiyotanin %]1’inden azin1 olusturmasmna ragmen 6nemli
insan patojenleridir ve siklikla intraabdominal, ploropulmoner ve genital enfeksiyonlar, deri
ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olurlar. Son yillarda yapilan arastirmalarda BFG
bakterilerde farkli cografik bolgelere gore degiskenlik gosteren ve giderek artan oranlarda
antibiyotik direnci bildirilmektedir. BFG bakteriler arasinda antibiyotik direncinin horizontal
yayillimi konjugatif ve hareketli plazmidler, konjugatif transpozonlar ve integre genetic
elementlerle tasinan antibiyotik direng genleri ile olmaktadir. Bazi Bacteroides fragilis
kokenleri enterotoksin tiretir (ETBF), hem ¢ocuklarda hem de eriskinlerde enterit, akut diyare
ve inflammatuvar barsak hastaliklarina neden olabilir.Yapilan arastirmalarda, ETBF
prevalensinin  diyareli hastalarda %7.2-%15, saglikli kisilerde asemptomatik tasiyicilik
oraninm %6.5-%12.5 oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde Toprak ve ark. tarafindan kolorektal
kanserli hastalar ile yapilan bir aragtirmada bft geni % 38 oraninda saptanmistur.

Danigmani oldugum Yiiksek Lisans Ogrencim Achille Aime Kangaba’nin tez galismasinda
Bacteroides fragilis grubu bakterilerde antibiyotiklere direng durumu (genopik ve fenotipik
olarak) ve enterotoksin liretimi (genotipik) arasinda bir iligki olup olmadigi arastirilmak
istenmis ve bu tez ¢alismasi planlanmistir.Bu ¢alisma 25°1 ¢esitli klinik 6rneklerden, 25°1 de



saglikli insanlarm diskisindan izole edilen 50 Bacteroides fragilis grubu bakteri ile
yapilmustir.

I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin ¢esitli servislerinde yatan hastalara ait
intraabdominal, pelvik, deri ve yumusak doku absesi 6rnekleri ve kontrol grubu olarak saglikli
kisilerden alman disk1 6rnekleri alinarak anaeop Kkiitiirler yapilmistir. Ornekler %5 koyun
kani, 10 mg/l hemin ve 1 mg/l K1 vitamini ilava edilen Brucella agar besiyerlerine ekimler
yapilarak anaerobik atmosferde 72 saat inkiibe edilmistir. Ureyen gram negatif anaerop
comaklar; Gram boyama, koloni morfolojisi, % 20 safraya diren¢ 6zellikleri incelenerek ve
Vitek ANC identifikasyon kartlar1 kullanilarak Vitek 2 (BioMerieux, Durham,

NC.) cihazinda tanimlanmistir. BFG olarak tanimlanan bakteriler incelemeye alinincaya kadar
% 15 gliserin igeren Beyin Kalp Infiizyon (BHI) broth icinde -80° C’de saklanmustir.
Antibiyotik testleri Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)’nin Onerileri
dogrultusunda agar diliisyon testleri kullanilarak yapilmis; amoksisilin/klavulonik asit,
sefoksitin, klindamisin, imipenem,metronidazole ve tetrasiklinin ~ minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenmistir. Kontrol kokenler olarak B. fragilis ATCC 25285
and B. thetaiotaomicron ATCC 29741 kullanilmigtir.

Beta- laktamaz tiretimi Nitrosefin diski (BBL cefinase; Beckton Dickinson, Baltimore, MD,
USA) ile arastirilmistir. Antibiyotiklere direng genleri (cepA, cfiA, ermF, nim, tetQ) ve
enterotoksin geni (bft) arastirmalar1 Tablo-1’de bildirilen primerler kullanilarak multipleks
PCR testi ile yapilmustir.

Tablo 1. Multipleks PCR ¢ahsmasinda kullamlan primerler

Primer Uriin Sequence

Size (bp)
cfiA-forward 353 5’-ATG GTA CCT TCC AAC GGG-3°
cfiA-reverse 5’-CAC GAT ATT GTC GGT-3’
cepA-forward 619 5’-TAT CGA GCA GTG CCATC-3’
cepA-reverse 5’-GCG CAG AAC AGT CCT CCT GA-3’
ermF-forward 185 5’-CCT TAT GGC ATT ACT TCC GA-3’
ermF-reverse 5’-GGA CCT ACC TCATAG ACA AG-3’
nim-forward 455 5’-ATG TTCAGA GAA ATG CGG CGT AAG CG-3°
nim-reverse 5’-GCTTCC TTG CCT GTCATG TGC TC-3’
tetQ-forward 758 5’-GGC TTCT ACG ACATCT ATTA-3’
tetQ-reverse 5’-CAT CAACATTTATCT CTC TG-3°
bft-forward 220 5’-GAG CCG AAG ACGGTG TAT GTG ATT TGT-3’
bft-reverse 5’-TGC TCA GCG CCC AGT ATATGA CCT AGT-3’




Klinik izolatlarda PB-laktamaz iiretimi %92 oraninda pozitif olarak bulunmus; antibiyotiklere
fenotipik direng ampisilin % 92, amoksisillin/klavulanik asid %8, sefoksitin % 28, imipenem
%8, klindamisin % 44, metronidazol % 8 ve tetrasiklin % 72 olarak saptanmustir. Intestinal
izolatlarda B-laktamaz tiretimi %96 oraninda pozitif olarak bulunmus; antibiyotiklere
fenotipik direng ampisilin % 96, amoksisillin/klavulanik asid %8, sefoksitin % 32, imipenem
%12, klindamisin %72, metronidazol % 8 ve tetrasiklin % 96 olarak saptanmustir.
Antibiyotiklere direng genleri ve enterotoksin genlerinin dagilimi1 Tablo 2’de; bft pozitif ve
bft negatif izolatlarda multiple antibiyotik direng genlerinin bulunma durumu Tablo 3’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2. 50 BFG izolatinda antimikrobiyal direnc¢ genleri ve enterotoksin genlerinin dagilim

Izolatin kaynagi Gen saptanan izolatlar, s (%)
(s)
CepA* cfiA** erm*** nim° tetQ°° bftoo°
Klinik (25) 22(88) 2(8) 11(44) 2(8) 16(64) 4(16)
Intestinal(25) 23(92) 4(16) 18(72) 1(4) 23(92) 6(24)
Toplam (50) 45(90) 6(12) 29(58) 3(6) 39(78) 10(20)

*cepA: B-laktamaz iiretim geni

**cfiA: metallo-B-laktamaz iiretim geni

***erm: klindamisin diren¢ geni

°nim: metronidazol direng geni

°°tetQ: tetrasiklin diren¢ geni

°o°pft: enterotoksin tiretim geni

Tablo 3. bft pozitif ve bft negatif izolatlarda multiple antibiyotik diren¢ genlerinin bulunma durumu

Direnc genleri Klinik izolatlar (s=25) Intestinal izolatlar (s=25)
bft pozitif (s=4) bft negatif (s=21) | bft pozitif (s=6) bft negatif (s=19)
cepA+cfiA+tetQ 1 1 2 1
erm-+tetQ 2 5 3 9
erm+nim-+tetQ 1 1 1 -
erm+cfiA+tetQ - 1 - 1
Toplam 4 (100%) 8(38%) 6(100%) 11(57%)

Antibiyotiklere fenotipik diren¢ ile direng genlerinin bulunmasi arasinda asagida bildirilen

kokenler hari¢ uyum saptanmistir;




Iki izolat (1 klinik+ 1 intestinal) fenotipik olarak B-laktamaz enzimi iirettigi halde cep A
geni bulundurmamaktadir.

Ug izolat (1 klinik+ 2 intestinal) amoksisillin/klavulanik asid kombinasyonuna fenotipik
olarak direngli oldugu halde cep A geni bulundurmaktadir.

Bir intestinal izolat, fenotipik olarak imipenem direnci gostermedigi halde cfiA geni
varlig1 gostermektedir. Bu durum, bu kokende cfiA gen iiriiniin ekspresyonu i¢in gerekli
olan 6zel insersion sekanslarinin (IS) bulunmadigini diisiindiirmektedir.

Bir intestinal izolat, nim geni bulunmadig1 halde fenotipik olarak metronidazol direnci
gostermistir.

Ug izolat (2 klinik + lintestinal) , tetQ geni bulunmadigi halde fenotipik olarak
tetrasiklin direnci gostermistir.

Bu caligmada, multidrug-rezistan (MDR) BFG bakteriler, klinik izolatlarda % 48,
intestinal izolatlarda % 68 oraninda saptanmistir. En yiiksek oranda goriilen MDR (%38)
genleri cepA + erm + tetQ ‘diir. Entertoksin iiretiminden sorumlu olan bft genlerinin
bulunma durumu ve antimikrobiyal diren¢ arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. Bu ¢alismada sonug olarak, iilkemizde halen BFG bakterilere en etkin olan
antibiyotiklerin imipenem, metronidazol ve amoksisillin/klavulonik asid oldugu
saptanmigtir. Ayrica hem klinik hem de intestinal O6rneklerden izole edilen BFG
bakterilerde enterotoksin iiretimi ve ve antimikrobiyal direng arasinda istatiksel olarak
anlaml bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Antibiyotik direng gelisimini 6nlemek veya kontrol
altina alabilmek icin BFG bakterilerin antibiyotik diren¢ paternlerini belirli araliklarla
saptamak ve direngten sorumlu olan genlerin durumunu yakindan izlemek gerekmektedir.
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Abstract: This study was conducted to measure the antibiotic susceptibilities, corresponding gene
contents, and the enterotoxin gene bft, in 50 Bacteroides fragilis group isolates, 25 of which were
clinical and 25 intestinal. The resistance rates to amoxicillin/clavulonic acid, imipenem and
metronidazole were low; ampicillin and tetracyclin resistance was high; clindamycin resistance and
ermF gene presence was also high. Regarding phenotypical bacterial resistance and the presence of

resistance genes, there was not statistically significant resistance between clinical and intestinal isolates
and bft positive and negative isolates.



