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1. GIRIS VE AMAC

Ik kez XX yizyilhn baglarinda tammlanan Enterococcus cinsi
bakteriler, insanlarm barsak florasim bir tiyesidir  Enterokok tiirlerinin
olusturduklar: infeksiyonlarm ¢ogunda etken, hastanm normal barsak
florasinda bulunur. Ozellikle son yillarda, enterokok tiirleri nozokomiyal
infeksiyonlardan siklikla izole edilmektedirler

Uzun yillardan beri komplike enterokok infeksiyonlarinin tedavisinde,
hiicre duvarima etkili bir antibiyotik ile, aminoglikozid grubu bir antibiyotigin
kombinasyonu, standart tedavi olarak uygulanmigtir. Mikroorganizmanin,
vankomisin dahil birgok antibiyotie direng kazanmasi ve yiksek diizey
aminoglikozid direncinin  gériilme sikhigimn  artmasi, gelecek villarda
enterokok infeksiyonlarimn  tedavisinde problemler yaganacagiun bir
gostergesidir.,

Sunulan  ¢alismada, Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvar1 Mikrobiyoloji Birimi’ne gonderilen klinik 6rneklerden:

- Enterokok tiirlerinin 1zolasyonu ve identifikasyonu,

- Enterokok tiirlerinin antibiyotik direng 6zelliklerinin afa5tmhnash

- Enterokok tiirlerinin, disk difizyon ve mikrodilisyon yontemleri ile
saptanan antibiyotik direng 6zelliklerinin karsilagtiriimas,

- Yiksek diizey gentamisin direnci gosteren enterokok tiirlerinin
belirlenmesi,

- Enterokok tiirlerinin  beta-laktamaz aktiviteleri ile, hemoliz yapma

6zelliklerinin arastirimas amaclanmistir,




2. GENEL BILGILER

2.1. Taksonomi

Andrewes ve Holder 1906 yilinda, mikroskobik olarak kisa zincir
morfolojisinde, mannitol ve laktozu asit yaparak fermente eden ve rafinoza
etki etmeyen, gaitadan siklikla izole ettikleri  mikroorganizmaya
Streptococcus faecalis (S, faecalis) adim vermislerdir Orla-Jensen, 1943
yilinda karbonhidrat fermantasyon reaksiyonlar S Jaecalis’ten farkli olan ve
S. Jaecium adi verilen ikinci bir fekal mikroor ganizma tammlanugtir
Sherman ve Wing 1935 ve 1937 yillarmda S durans®1; Nowlan ve Deibel
1967 yilinda S avium’u izole ederek gruba dahil etmiglerdir (1),

Kalina 1970 yilinda, S faecalz'ms*, S faecium ve diger enterokokal
streptokoklarin  alt gruplanimin  hiicresel duzenlemeleri ve fenotipik
karakterleri goz oniine alinarak, Enterococcus olarak yent bir genus altinda
toplanmasint 6nermistir (2) Daha somra bu oneri kabul edilmeyerek,
genusun ismi, Streptococcus olarak devam etmigtit Schleifer ve Kilpper-
Balz 1984 yilinda, S Jfaecalis ,ve S faecium’un genetik yapilarinin,
Streptococcus  genusunun diger iiyeletinden farkli olmasi nedeni ile,
enterokoklarin bu genustan ayri olmas gerektigini sdylemislerdir (2,3). 1984
yiimdan soma yapilan DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyon calismalarn
ile, enterokoklarmn diger streptokoklardan farkhiliklar agtkea gosterilmistir.
Bu galismalar sonucu, £ Jaecium ile E faecalis suslarina ek olarak 17 tiiz

caha genusa dahil edilmistir (Tablo 2.1) (4-6)




Tablo 2.1: Enterococcus genusu

Tiir Ada Genusa Dahil Edildigi Yil

E. faecalis 1984
E faecium 1984
E. avium 1984
E. casseliflavus 1984
E. durans 1984
E gallinarum 1984
E. malodoratus 1984
E hirae 1985
E mundtii ., 1986
E. raffinosus 1989
E solitarius® 1689
E pseudoavium 1989
E. cecorum 1989
E. columbae ‘ 1990
E saccharolyticus 1990
E dispar 1991

E. sulfureus 1991

E. seriolicida® 1991

E flavescens 1992

a: enterococeus genusuna dahil olmadig dusinilmektedir -

PRV, P )




Yapilan son galigmalar, tablo 2 1°deki iki tiriin, enterokok genusuna
dahil edilmemesi gerektigini gostermektedir. 16S tRNA tagtyan E. solitarius,
genusun diger tyelerinden farkli olarak, Tetragenococcus halophilus’la
benzer ozellikler gosterir DNA homolojisi galxgmalari sonucuy,
E. solitarius™un; Enterococcus ve Tetragenococcus genusu tiyeleri ile benzer
ozellikler tasidigr belitlenmistir. Bu neden ile, bu tiiriin gergek taksonomik
yapisi tam olarak tespit edilememistir. £ seriolicida’nn RNA yapist,
Lactococeus garvieae’nin (L. garvieae) RNA yapist ile aynidir  Hiicre
protein analiz yontemleri ile yapilan calismalarla, E seriolicida ile
L garvieae’nin protein profillerinin aym oldugu gosterilmigtir. Bu galismalar
dikkate alindigmda, E solitarius ve F. seriolicida’mn, Enterococcus
genusuna ait olmadiklars diigimiilmektedir. Ayrica bu iki tiriin, AccuProbe
(Gen Probe) Enterococcus reaksiyonlan da  olumsuzdur. Bu test, DNA

oligomerinin yapisini tamamlayici enterokokal IRNA segmentini igerir (2).
2.2. Morfolojik ve fizyolojik tzellikleri

Enterokoklar genellikle tek veya diplokok seklinde bulunan, bazen
kisa zincir vapan gram‘ pozitif koklardwr. Kiltiirde yeni lireyen
mikroorganizmalar boyama vontemleri ile bazen kokobasil formunda
gorilebilirler Stvi besiyerlerinde iireyen mikroor ganizmalar daha uzun zincir
teskil ederler (2,7-9)

Enterokoklar fakiiltatif anaerob olup, 35°C’de iirerler. Bazi tiirler 10-

45°C arasinda iireyebilme ozelligt gosterirler. Bitin ttirler, %40 oranmda

safra tuzu igeren safrali-eskiilinli besiyerinde eskiilini hidrolize ederler ve
%65 oraninda NaCl igeren besiyerinde irerler (1-3,6-11,12). Tiilerden

bazilar1 hareketli olup, £ cecorum, E. columbae ve E. saccharolyticus harig




diger enterokok tiirlerinin hepsi, pyrrolidonyl-B-naphthylamide’i (PYR)
hidrolize edetler Tiim enterokoklar, leucine aminopeptidase (LAP) enzimi
tretiler ve sitokrom enzimi igermezler (6,10,13,14). Katalaz olumsuz
reaksiyon vermelerine kargin, bazi psodokatalaz iireten enterokok tiirleri,
zayif olumlu katalaz reaksiyonu verebilirler. Suslarm cogu karbonhidratlan
fermente eder fakat gaz tiretmezler Glikoz fermentasyonunda son #iriin
laktik asittir. Tiirlerin gogu, hiicre duvarlarinda gliserol teikoik asit antijem
icermeleri nedeni ile, streptokokal D grubu antiserumu ile, olumlu reaksiyon
veritler (1,2,8,11,15). Enterokoklar kanl agar besiyerinde o, B hemoliz
yapabilirler veya nonhemolitik olabilirler (2,6). DNA’daki Guanin+Sitozin
orani %37-45 mol’diir (2,11}

Insan infeksiyonlarmdan izole edilen, Lactococcus, Leuconostoc ve
Pediococcus cinsleri, safrali-eskiilinli besiyerinde eskiilini hidrolize etmeleri
ve %6.5 NaCl igeren besiyerinde iiremeleri nedeni ile, enterokok olarak
tammlanabilirler  (6,10).  Tetragenococcus  ve  Vagococcus cinsleri,
enterokoklarla benzer fenotipik ozellik gostermelerine kargin, insanlardan
izole edilmezler (2)

Katalaz negatif, gram pozitif diger koklann enterokok tiurlerinden
ayrimmda, PYR ve LAP ftestlerinin sonuglari, %65 NaCl igeren
besiyerlerinde iiremeleri, 45°C°de {weme ve eskiilini hidrolize etine
Ozelliklerine bakilir (1-3,6,10,12-14). Enterokok tirleri D antiserumu ile
olumlu reaksiyon vermelerine katsmn bu reaksiyon dikkatle yorumlanmalidu
(6,10,16,17) Insanlardan izole edilen pediokok ve Iékonostok tiirlerinin
¢ogu, grup D antijent igcermeleri nedeni ile, yanhghikla enterokok olarak
enterokok  tiirlerinin

tanimlanabilirler  (16,17). Bu neden ile

>

tanimlanmasinda, diger dogrulama yontemleri de kullaniimalidir (2)




2.3. infeksiysn kaynaklar

Enterokok tiirleri, cevresel kosullara direngli olmalari nedeni ile

dogada bol miktarda bulunuriar Birgok hayvanin normal florasinda,

toprakta, suda ve gesitli besin maddelerinde yasamlarint sirdiiriirler En cok
bulunduklari yetler; insan ve hayvanlarm gastrointestinal sistem florasidir
Baz1 enterokok tiirleri, nadiren orofaringeal sekresyon, vajinal sekresyon,

deri ve ozellikle perineal bolgede bulunmaktadir (1-3,8).

2.4. Viriilans ve patogenez

Yapilan  caligmalar  ile, enterokok tirlerinin ~ olusturduklan
bakteremilerde vitksek mortalite hizi (%42-68) tespit edilmesine karsm,
patojenitenin  sebebi tam olarak agtklanamamigtir (8.10,18,19). By
¢aligmalanin ¢ogunda enterokoklar, polimikrobiyal baktereminin bir pargast
olup, morbidite ve mortalitede onemli rol oynarlar. Bununia birlikte
enterokoklar, Staphylococcus aureys (S. aureus) ve Streptococcus pyogenes
(S. pyogenes) kadar viriilan bakteriler degildir (8,19) Enterokok tiirleri
orofarinkse kolonize olurlarsa da, nadiren solunum yolu infeksiyonlarindan
1zole edilirler. Klasik viriilans faktorlen bulunmasa da, birgok antimikrobiyal
ajana direng gostererek, antibiyotik tedavisi alan hastalarda  ikincil
infeksiyonlarda ajan patojen olabilirler (1,3,8) Bu durum, ozellikle dar
spektrumiu  antibiyotikler  ile tedavi goéren hastalarda gelisen
siperinfeksiyonlart da agiklamaktadir Enterokok tiirleri kalp kapaklari ve
renal epitelival hiicrelere yapisarak, endokaxdlt ve lrmer sistem

infeksiyonuna sebep olurlar. Bircok aragtirmaci, plazma hemolizinlerini

ieriin A b B




salgilayan bazi E.faecalis suslarmmn, insanlarda ve hayvanlarda olusan
infeksiyonlarda viriilans: artirdiklarim gostermiglerdir (8,20).

Enterokok tiirleri siklikla intraabdominal ve pelvik infeksiyonlardan
izole edilirler (3,8,21) Yapilan kapsamli ¢aligmalara ragmen, bu
mfeksiyonlardaki enterokoklarm rolii tam olarak agtklanamamistir. Bununla
birlikte, polimikrobiyal infeksiyonlarda Bacterioides fragilis gibi diger
mikroorganizmalarn  ve bunlarin  drimlerinin  ortamda bulunmasinin,
enterokoklarm tremesini artiwdigs tespit edilmigtir. Ayrica, morbidite ve

mortalitenin yiiksek oldugu intraabdominal infeksiyonlarda, diger bakteriler

ve enterokoklar arasmda sinerjistik etkilegim vardir (8,21)

2.5. Epidemiyoloji

[nsanlarmn yaklagik tamaminin normal barsak florasinm bir tlyesi olan
enterokok tiirleri, kazamlmis veya nozokomiyal birgok infeksiyonda ajan
patojen olabilirler (8,21). Infeksiyonlarin gogunda etken, hastamin normal
barsak florasinda bulunur. Hospitalize edilmis vey.a periton diyalizi,
hemodiyaliz tedavisi altinda olan hastalarda gelisen  enterokok
infeksiyonlarinda ise kaynak  genellikle ekzojendir  Nozokomiyal
infeksiyonlara neden olan enterokok tiirler1, ayrica saglhk personelinden ve
hastanelerdeki gevresel kaynaklardan da izole edilitler (8) Bu durum
degerlendirmelerde giiclik yaratrr, ¢inkii gevre, infekte hastalarin digk: ve
idrarlanindan dolayli olarak kontamine olmaktadir (8,19).

Enterokok tiirleri nozokomiyal infeksiyonlardan ikinci veya liglincil
siklikta izole edilirler (8,10,19) Altta yatan bagka bir hastaligin olmasi, uzun
sire hastanede yatig, cerrahi girigimler, bébrek yetmezligi, iiriner veya

vaskiiler kateterizasyon ve yogun bakim nitelerinde tedavi, nozokomiyal

et etin A i B




snterokok infeksiyonlar igin risk faktorlerini olusturmaktadir (8,12,21-25).
Ozellikle sefalosporin ve aminoglikozid grubu antibiyotikler ile tedavi,
enterokoklara direng gelismesine neden olabilir.  Aynca aztreconam,
imipenem, siprofloksasin ve vankomisine de direng gozlenebilir. Enterokok
bakteremisi, nadiren hematolojik malignensilerde bir komplikasyon olarak
ortaya ¢tkar. Bunun nedeni, kullanilan sitotoksik ﬂaglénn gastrointestinal

sistem mukozasinda olugturdugu harabiyettir (8)

2.6. Laboratuvar tanis1

2.6.1 Orneklerin toplanmasi, transportu ve saklanmasi

Standart metodlar  kullanilarak  toplanan  klinik  &rneklerin
tasmnmasmda, transport besiyerleri kullamlir Klinik érneklerin, alindiktan
sonra miimkiin olan en kisa siirede (en geg bir saat icinde) kiiltiirleri
yaptmalidir (2),

Enterokok tiirleri liyofilize edilerek veya —70°C’de, uzun siire
saklanabilir. Birgok enterokok tiirii egik dokiilmis basit agarda birka¢ ay
siire ile canliligm korur (2,12),

2.6.2 Bakteri izolasyonu

Enterokok tiirleri, %35 koyun kam igeren triptik soy agai, %5 koyun
kani igeren beyin kalp infiizyon agar veya %S5 koyun kani igeren agarda
ireyebilitler (2,10,12). Bazi enterokok tiirleri tavsan veya at kam igeren

agarda 3 hemoliz yapmalarina karsm, koyun kanl agarda nonhemolitiktirler.

Enterokok tiirlerinin izolasyonunda, azid igeten selektif besiyerleri kullanilir.

Azid, gram negatif bakterilerin tiremesini inhibe eder ve enterokok tiirleri,

safrali-eskiilinli azid besiyerinde eskiilini hidrolize ederek sivah renk




.Jstururlar Columbia Colistine-Nalidicsic Acid Agar (CNA) veya
Phenylethyl Alcohol Agar (PEA) gibi diger besiverleri de enterokok
izolasyonunda kullanthirlar (2,26). CNA, PEA’ya gore, hemoliz Ozelliginin
degerlendirilmesi agisindan daha avantajhdir (2).

Enterokok tiirleri, 35-37°C’de iirerler Baz: tirler haricinde, iireme

ortamlannda yiiksek diizey karbondiokside thtiyag géstermezler (2,8,10,15),

2.6.3. Kiiltiirlerin identifikasyonu

Enterokok tiitleri mannitol, sorbito! ve sorbozdan asit olustururlar ve
arjinini hidrolize ederler (2,6,10). Enterokok tiirferinin identifikasyonunda
kullanilan testler, tablo 2.2°de gosterilmigtir.  Bu  ozelliklere  gore
enterokoklar, dort ana gruba ayrlilar  (2,6) Grup 1. E avium,

1

E. malodoratus, E raffinosus ve E. pseudoavium’u igerit. Bu dort tiir
mannitol, sorbitol ve sorbozdan asit olugtururken, arginini hidrolize etmez
Grup IL; £ faecalis, E. faecium, E casseliflavus, E. mundtii, E. flavescens

ve k. gallinarum'u icerir By alt tir, mannitolden asit olusturur, arjinini

hidrolize eder, sorbozdan asit olusturmaz ve sorbitole etkisi degiskendir.

Grup 1II; E. durans, E. hirae, E. dispar ve E. faecalis varyantim cerir. Bu

dort tir ise, atjinini hidrolize eder, mannitol, sorbitol ve sorbozdan asit

olusturmaz (2,6).

Her bir grupta yer alan tiirler, daha sonra spesifik reaksiyonlaria

tanumlanular. Grup I’de bulunan tiirlerin arabinogz ve rafinoz reaksiyonlarina

gore identifikasyonu olasidir. % avium, atabinozdan asit olugtururken

rafinozu fermente etmez [ malodoratus, rafinozdan asit olusturmasina
kargmn, arabinozdan olusturmaz. E raffinosus her iki sekeri fermente eder

iken, E pseudoavium by sekerlere etkisizdir (2,6).




Grup I’nin bir iiyesi olan £ Jaecalis, telliirit iceren ortamda tirer ve
piriivat utilize eder. £ faecium ve E. gallinarum i¢in her iki 6zellik de
olumsuzdur. E  gallinarum hareketli iken, £ joecium hareketsizdir.
E casseliflavus, E. mundtii ve E flavescens, besiyerinde sar pigment
olustururlar ve diger karakteristik 6zelllikleri birbirine benzer Bunun yani
sua, E. casseliflavus ile E. flavescens hareketli olmalarma katsin, E mundtii
hareketsizdir. E. casseliflavus ribozdan asit olustururken, E. flavescens
olusturmaz (2,6),

Grup III iiyelerinin identifikasyonunda piriivat, rafinoz ve siikroz
reaksiyonlan kullanilmaktadir £ durans igin bu testlerin hepsi olumsuz
iken, E. hirae’nin sikroz reaksivonu olumluy, rafinoz reaksiyonu ve piriivat
testt olumsuzdur. E dispar igin, her ¢ reaksivon da olumludur
E faecalis in varyant formu pirtivat: utilize eder, rafinoz ve sitkrozdan asit
olusturmaz

Grup IV’in tek iyesi olan E sulfureus, mannitol, sorbitol ve

sorbozdan asit olusturmaz ve atjinini hidrolize etmez. Bu karakteristik

ozellikler diger enterokok tirlerinde bulunmaz (2,6)




Tablo 2.2: Enterokok tiirlerinin identifikasyonu.

Tiir ady

man

sbl

sorj arg

ara | raf

tel

har [ pig | sitk | pir | rib

Grup I

E. avium

E. malodoratus

E. raffinosus

E pseudoavium

Grup IT

E faecalis

E faecium

E casseliflavus

E. mundtii

E. flavescens

o B B B (R S S R N
E. gallinarum SN B G A o B S R U N I I R
‘Grup III
E durans BN R e T D e 9
E. hirae o BT R I e A -+ a9
E. dispar S BN e R N R -+ 1T+
E. faecalis (varyant) | - ol RN (I S RS I - -]+ T0
Grup IV
E sulfureus SO T R I R l - J +1+ -7+
-

Pig; pigment yapma , stk; stikroz, pir; pirtivat, rib; tiboz, +; >%
etki (%3"0n attinda reaksivon), 7; test edilmemis,

Inan, mannitol, sbl; sorbitol, sor; sorboz, arg,

arginin, ara; arabinoz, raf: rafinoz, tel; % 0 04 tellirit, har; hareket,

90 pozitif, -, <%10 pozitif, - veya +; degisken

bu nedenle sonucy bilinmiyor




Klinik orneklerden en sik E. faecalis (%80-90 ), ikinci siklikta
E. faecium (%5-10) izole edilmesine karsin, diger tirlerin izolasyon oranlar
daha dugtktir (6,10,11,12,19,25-27). Bununla birlikte, £ raffinosus ve
E casseliflavus 'un baz1 bolgelerde sik olarak izole edildikleri bildirilmigtir.
Bu neden ile, enterokok tiirlerinin dagituru, bélgesel farkhihklar gosterir (2).
k. avium, E. gallinarum E mundtii, E. flavescens, E durans, E, hirae ve

E. faecalis varyant insanlardan nadiren izole edilirler (2,8).

2.6.4. Molekiiler yontemler

DNA hibridizasyonunun jel elektroforezi ile kombine analizi, PCR
amplifikasyon yontemi ve sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi ile hiicre protein profil analizi, enterokok tiirlerinin laboratuvar
tanisinda  kullamlan  molekiiler yontemlerdir (28-30). Tanumlanamayan
enterokok tiirleri, bu yontemler ile identifiye edilmis, ayrica konvansiyonel
yontemler ve otomatize sistemlerden kaynaklanan hatalar da ortadan
kaldirilhmgtir (21),

PCR amplifikasyon sistemi ile, yitksek diizey aminoglikozid direnci

ve ayrica vankomisin direnci genotip tayininin yapilmast da miimkiin

olmustur (30-32) )

2.7. Antibiyotiklere diren¢ durumu

Enterokok tiirleri ile olusan sistemik infeksiyonlarda, bir beta-laktam
veya vankomisin gibi hiicre duvarina etkili antibiyotik ile, aminoglikozid
grubu bir antibiyotigin (gentamisin veya stréptomisin) kombine tedavisi

kullantir (21,33-36). Bu ajanlar, sinerjistik etkiye sahiptirler. Hiicre

duvarma etkili antibiyotige kars1 bir direng gelismis ise veya yiksek diizey




noglikozid direnci meveut ise, bu etki olusmaz ve kombine tedavi

bagarisizlikla sonuglanir. Bu neden ile, aminoglikozidler ve hiicre duvarma
etkili antibiyotiklere karst direng durumunun aragtutlmast 6nemlidir (34-39)

Enterokok tiirleri ile olugan infeksiyonlarda kullamlan antibiyotiklerin
minimal inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri, tablo 2.3°de verilmistir
Enterokok tiilerinin antibiyotiklere karg1 intrensek ve kazamihmus direng
durumlan tablo 2 4°de gosterilmigtir (2,19,35),

Tablo 2.3: Enterokok tiirlerinin gesitli antibiyotiklere karst MIC degerleri

(ug/ml).
Enterococcus faecalis | Enterocecus faecium

Antibiyotikler | MICs, MICq MICsg MICgyg
Ampisilin 1 L1 8 32
Penisilin 2 4 16 64
Piperasilin 2 4 16 64
Imipenem 2 2 16 64
Vankomisin 2 2 I 2
Teikoplanin 05 1 0.5 1
Tetrasiklin 216 | =16 > 16 > 16
Kloramfenikol 8 >16 4 16
Eritromisin =256 2256 =256 2256
Siprofloksasin 1 2 4 16

R4, FU-




Tablo 2.4: Enterokok tiirlerinin antibiyotiklere kars1 direng 6zellikleri.

-

INTRENSEK DIRENC
Aminoglikozidler (disiik diizey)

Beta-laktam antibiyotikler (genellikle yitksek MIC degeri )
Linkozamidler (diisik dizey)

Trimetoprim-sulfametoksazol (sadece in vivo olarak)

KAZANILMIS DIRENC
Aminoglikozidler (yiiksek diizey)
Beta-laktam antibiyotikler (PBP’lerdeki degisiklikier)

Hiicre duvarma etkili ajanlar (tolerans geligir)

Florokinolonlar

Linkozamidler (yiiksek diizey)
Makrolidler

Penisilin ve ampisilin (beta-laktamaz )
Rifampin ’
Tetrasiklin

Vankomisin

PBP: Penisilin baglayan protein

2.7.1. Yiiksek diizey aminoglikozid direnci
Enterokok tiirleri, intrensek olarak diigiik  diizey aminoglikozid
direncine sahiptirler. Bu direng, bakterinin hiicre duvan aminoglikozid

gegirgenliginin Zayxf’ olmasma baghdir. Intrensek dirence baglt olarak
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rrerokok  tiirleri i¢in aminoglikozid grubu antibiyotiklerin MIC degerleri 8-

- 250 pg/ml arasmdadir. Bu neden ile, enterokok infeksiyonlarmin tedavisinde

ammoglikozid  grubu  antibiyotiklerin  tek basma  kullanidmalar

onerilmemektedir. Penisilin ve vankomisin gibi hicre duvar sentez

mhibitétlerinin varh@inda aminoglikozidlerin hiicre igine gegisi belirgin
olarak artmaktadir (19,40)

Yiksek diizey gentamisin direnci ilk kez 1979 yilimda Fransa’da,

klmik bir ornekten izole edilen E faecalis susunda, Horodniceanu ve

arkadaglart tarafindan saptanmustr (41). Bu direngte adeniltransferaz,

fosfotransferaz ve asetiltransferaz enzimleri rol oynamaktadur.  Transfer

edilebilme nedeni ile, tiirler arasinda hizl yayiim Ozelligi gosterir Yiksek

diizey gentamisin direncine sahip enterokok turler1, genellikle aminoglikozid

grubu antibiyotiklerin diger iiyelerine de direnglidirler Farkl bir enzim ile

(aminoglikozid niikleotidil transferaz) inaktive olan streptomisin  bu

genellemenin diginda kalir. Bu enzim enterokok tiirlerinde bulunmaz (8,40).

Enterokok tiirlerinin, yiiksek diizey streptomisin diren¢ mekanizmasi

farkhdir  Diger aminoglikozid grubu antibiyotikler gibi, streptomisinin de

hiicredeki hedefi ribozomlardir. Ribozomlardaki antibiyotigin baglandif

molekiil degisiklise ugrarsa, streptomisin etkisiz kali (ribozomal direng)

Yalmz streptomisine kargi gelisen bu direng transfer edilemez (8,40)

1992 yilinda, National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), enterokok ftiirlerindeki vitksek diizey aminoglikozid direncinin

saptanmasinda kangikliklan ortadan kaldirmak icin  baz  yontemler

Onermugtir. Gelistirilen agar diliisyon, mikrodilisyon, ve disk difiizyon

metodlar ile daha saghkli sonuglar elde edilmistir (Tablo 2.5) (40,42,43)




=plo 2.5: Enterokok tiirlerinde yitksek diizey aminoglikozid direncinin
belirlenmesinde kullanilan yontemler
Parametre Agar diliisyon Buyyonda ditiisyon Disk difiizyon
Besiyeri BKIA* BKIB** - M A***
fnokulum 10°CFU/nokta 5 X 10° CFU/ml 0.5 McFarland
Inktibasyon 24" saat 24° saat 18-24 saat
Konsantrasyon
Gentamisin 500ug/ml 500ug /ml 120ug /disk
Streptomisin 2000ug /mi 1000ug /ml 300ug /disk

Sonug

Ureme yok: Duyarh

Ureme yok: Duyarli  6mm zon: Direngli
7-9 mm zon"

210mm zon: Duyarh

*Beyin kalp inflizyon agar
**Beyin kalp infiizyon buyyon
***Mueller-Hinton agar

a:Streptomisin direncinin aragtirilmasinda
inkiibasyon 24 saat daha uzatilabilir

b:Sonug yorumlanamaz Ek olarak agar
dilisyon veya mikrodiliisyon vapilmalidir.

Gentamisin ve streptomisine karst duyarliligin kontroliinde, E. faecalis

ATCC 29212, direncin kontroliinde ise, E faecalis ATCC 51299 standart

suglart kullamimaktadir. Disk difiizyon ile direng durumu saptantyorsa

sadece F faecalis ATCC 29212 kullanihir (40,44,45)

2.7.2. Vankomisin direnci

Vankomisine direngli enterokok susu ilk kez 1980°1i yillarim sonunda
bildirilmistir (8,21).

Esas olarak iig¢ tip direng mevcuttur 1997 yilinin sonlarma dogru

dérdineti tip direng, ABD’de izole edilen bir £ faecium susunda tespit

edilmigtir (46).

1) Teikoplanin direncinin eshk ettigi

direnci: Van A tipi direng.

yiksek diizey vankomuisin




1) Teikoplanine direng olmadan, disik veya vyiiksek diizey
vankomisin direnci: Van B tipi direng.

i) E. gallinarum ve E casseliflavus’da gorilen, intrensek diigiik
diizey vankomisin direnci: Van C tipi direng (21,47-52).

Van D tipi direng (46).

Van A ve Van B direng tipleri, siklikla L. faecalis ve E. faecium
tiirlerinde goriilmekle birlikte, diger tiirlerde de saptanabilir. Her iki direng
tip1 igin genler transfer olma ozelligine sahip olmasina kargin, Van C geni
transfer edilemez (21,46,50-52).

NCCLS, vankomisine duyarlibik ve direng degerlerini MIC olarak
4pg/ml ve alti duyarh, 32ug/ml ve iizeri direngli seklinde agiklamistir (53)
Bununla birlikte, klinik laboratuvarlar sikhikla disk difitzyon ve otomatize
sistemleri kullandrklarindan, enterokoklardaki diisiik diizey vankomisin
direnci tespit edilememektedir (Van B ve Van C tipi direngler). Disk
difizyon yontemi ile, 24 saatlik inkiibasyon sonucu degerlendirme
vaplldiginda, daha anlamh sonuglar almmugtir.  Bazi  sistemlerdeki
bagarisizlik nedeni ile, enterokok tiirlerindeki vankomisin direncini saptamak
amaci ile itk olarak Willey ve arkadaglart tarafindan aciklanan agar diliisyon

testi, NCCLS tarafindan da benimsenmigtir (50,52).

2.7.3. Penisilin ve ampisilin direnci

NCCLS kriterlerine gore, penisilin ve ampisiline kargt direng MIC
degerleri 16ug/ml ve iizeri olarak tanumlanmugtir. Penisilin ve ampisiline
karst direnci belitleyecek 6zel bir test yoktur. Rutin olarak kullamlan
antibiyotik duyarhilik testleri, penisilin baglayan pfoteinlerdeki degisikliklere
bagh olarak gelisen direnci gosterir. Bu direng durumu, viksek MIC




degerleri  veya kiigiik inhibisyon zon gaplani ile kolayca tespit
- edilebilmektedir (19,21,53).

2.7.4. Beta-laktamaz enzimi

Beta-laktamaz iireten £. foecium susu, ilk olarak 198071 yillarm
baginda izole edilmigtir. Enterokok tiitlerindeki beta-laktamaz enzimi, yapi
olarak plazmid aracil beta-laktamaz igeren S aureus suslariin enzimi ile
aynl olmasina karsimn, S agureuns’da bulunan beta-laktamaz enzimi genleri,
enterokoklara transfer edilemez Beta-laktamaz iiretimi, nitrosefin gibi etkin

bir test kullanilarak tespit edilebilir (2,8),

2.7.5. Direnc¢ geninin transferi

Direng geninin enterokok ttirleri arasindaki transferi, plazmidlerin
veya transpozonlarm konjugasyonu ile kolaylikla gergeklestirilebilir,
Enterokok tiirlerinde iki farkh konjugatif transfer sistemi vardmr Bunlardan
birincisi, dar alanli plazmidleri igerir Transfer genleri yiiksek siklikta ve
sadece enterokok tiirleri arasmda bulunur, Konjugatif transfer sisteminin
ikincisinde rol oynayan genis alanh plazmidler; enterokok tlirleri, streptokok
tirleri, S. aureus, laktobasiller, Bacillus subiilis, Listeria monocylogenes ve
diger mikroorganizmalar arasinda transfer edilebilirler (8,54).

Yuksek diizey gentamisin, penisilin direnci gorilen ve aynca
vankomisine de direngli olan enterokok tiirleri, plazmidier aracilifi ile direng
genini diger streptokoklara ve stafilokoklara aktarabilirler Bu neden ile,

penisiline ve vankomisine direngli gram pozitif suslarin sayisinda izl bir

artis olabilecegi ve infeksiyonlarin tedavisinde ~onemli problemlere vyol

acabilecegi diginiilmektedir (21).




2.8. Klinik

Enterokok tirlerinin en sik izole edildikleri klinik 6rnek idrardir
(10,19,55). Komplike olmayan sistit ve/veya pyelonefrit, prostatit ve
pernefrik apsede de etken olabilirler. Enterokok tiirlerinin neden olduklars
triner sistem infeksiyonlart siklikla sonda takilmis hastalarda gozlenir ve
¢ogu nozokomiyal infeksiyonlardir Son willarda enterokok tirlerinin
olusturdugu nozokomiyal infeksiyonlarda bir artis oldugu tespit edilmistir
(8,19). Bakteremi, enterokokal iiriner sistem infeksivonlarinda nadir olarak
gozlenen bir komplikasyondur (56).

Enterokok tiirlerinin neden oldugu bakteremilerin ¢ogunda, endokardit
geligmemesine karsin, nozokomiyal bakteremi sonrasi endokardit ortaya
¢tkmaktadir (8). ..

Enterokok tiileri, infektif endokarditlerin yaklagik %S5-15’inden
sorumludurlar (57,58). En sik izole edilen etken, E. faecalis olmasma karsim,
E. faecium, E. avium, E casseliflavus, E durans, E. gallinarum ve
L raffinosus da endokardit etkeni olabilir (6). Vakalarm gogunlupunu
valvuler kapak hastaligi olan veya protatik kapak replasman yapilanlar
olusturmakla birlikte, infeksiyon normal kalp kapaklarnda da gelisebilir,
Yapilan ¢ahigmalarda, yash insanlarda ve diisik veva yeni dogum yapan
geng kadmlarda geligen riner sistem infeksiyonu ile birlikte endokarditlerin
de goruldiigii bildirilmistir (8,59).

Enterokok tiirleri intraabdominal ve pelvik bélgelerin mikst aerobik ve
anaerobik infeksiyvonlarina da siklikla neden olutlar (8,19,60) Nefrotik
sendrom veya sirozda spontan peritonit sebebi olabilir, kronik periton
diyalizi yapilan hastalarda geligen peritonitlefden de izole edilebilitler.

Bazen abdominal cerrahi veya travima sonrasi gelisen peritonitlerde
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enterokok tiirleri tek etken olabilirler Ayrica abse formasyonu olusumuna
da yol acabilirler Endometrit, sezeryan veya akut salpenjit sonucu
komplikasyon olarak bakteremi gelisebilir (8,1 9)

Enterokok tiirlerinin neden oldugu yara ve doku infeksiyonlari, son
derece nadir olup, sellilit veva diger derin doku infeksiyonlar
olusturabilirler. Genellikle cerrahi vara infeksiyonlari, dekiibitiis iilserleri ve
diyabetik ayak infeksiyonlarinda, diger bakteriler ile  birlikte mikst
infeksiyon yaparlar (8).

Menenjitlerde enterokok tiirleri nadir olarak etkendir ve yetiskinlerde
daha sik gézlenir. Vakalarin cogunda merkezi sinir sistemi anatomik defekiti,
norosiriirjik girisim veya kafa travmast dykiisii vardir Cok nadir olarak, ileri
donem bakteremilerde endokardit komplikasyonu sonucu menenjit
gelisebilir  AIDS gibi immiin sistem defisiti olan hastalarda da, bakteremi
sonucu menenjit goriilebilir. Neonatal sepsis nedeni ile menenjit gelisen
vakalar da bildirilmistir (19),

Enterokok tiirlerine bagli solunum sistemi mfeksivonu son derece
nadir goriliir. Pnomeoni ve akciger absesi vakalan, altta yatan baska bir
hastalir olan, genel durumu bozuk hastalardir (61) Sefalosporinler gibi
genis spektrumiu antibiyotiklerle tedavi gbren hastalarda da, nadir olarak
pnémoni gelisebilecegi bildirilmistir (8),

Bakteremi ve/veya menenjit sonrasi enterokok tiirlerinin etken oldugu
neonatal sepsisler de goriilebilmektedir Nazogastrik tiip veya intravendz
kateter uygulanan prematiire veya digitk dogum agirhkli bebeklerde,
L faecium ve E. faecalis'in etken oldugu nozokomiyal bakteremi ve/veya
menenjit vakalart bildirilmistic  Genel olaya'k, yenidoganda gdézlenen

enterokok sepsisi, uygun antibiyotik tedavisine 1yl cevap verir (8,19).




2.9. Tedavi

Uriner sistem infeksiyonu, peritonit ve vara infeksiyonlarimin
tedavisinde penisilin veya ampisilin kullanitlir. Ozellikle iiriner sistem
infeksiyonlarinda etken olan enterokok tiirleri, penisilin ve ampisiline yiiksek
oranda duyarhdular Penisilin direnci oldugu durumlarda, tedavide ilk
segenek glikopeptid grubu antibiyotiklerdir (62),

Enterokok tirleri; nitrofurantoine  %90-96  oramnda duyarli
olduklarindan, iiriner sistem infeksiyonlarinda  kullanilabilir (62)
Florokinolon grubundan siprofloksasin  ve ofloksasin, driner sistem
infeksiyonlarmin tedavisinde etkili olmalarina kargin, bu antibiyotiklere kars:
giderek artan bir direng s6z konusudur Ayrica, ozellikle siprofloksasin ile
vapilan tedavi sonucu, enterokok tittlerinin neden oldugu stiperinfeksiyonlar
da goriiliilebilir (63-68) Eritromisin, enterokok infeksiyonlarimin tedavisinde
kullamlmasina karsin yapilan ¢alismalarda, makrolid grubu antibiyotiklere
%80-90 oraminda direng gelistigi tespit edilmistir (8)

Uzun yillardan beri enterokoksik endokarditlerde, hiicre duvarina
etkili bir antibiyotik ile (penisilin, ampisilin veya vankomisin), aminoglikozid
giubu bir  antibiyotigin (stréptomisin veya gentamisin) kombinasyonu,
standart tedavi olarak basan ile uygulanmaktadir (37,57,69,70) Endokardit
tedavisinde tek basina penisilin kullanilmast durumunda, %30-60 oraninda
relapslar gorillmektedir Penisiline direng varsa, kombinasyonda penisilin
veya ampisilinin yerine vankomisin kullanthr (8)

Yiiksek diizey gentamisin direnci olan enterokoklarin etken oldugu
endokardit veya menenjitlerde, susun yiksek dt’izey streptomisin direncine

de bakilmalidir  Streptomisin  direnci bulunmayan suslar ile olusan

infeksiyonlar, hiicre duvarma etkili bir anttbiyotik ve streptomisin




kombinasyonu ile tedavi edilebilirler Her iki aminoglikozide de viksek
diizey direng gosteren enterokok endokarditi vakalarinda, ampisilinin 8-12
hafta boyunca viiksek dozda ve IV infizyon seklinde uygulanmasi
onerilmektedir.  Yiiksek dizey penisilin direnci goriilen infeksiyonlarn
tedavisinde ise vankomisin kullanilir (8).

Beta-laktamaz iireten suslanin  neden oldugu infeksivonlarin
tedavisinde, glikopeptid grubu antibivotikler ve ampisilin-sulbaktam,
amoksisilin-klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitérii igeren antibivotikler

ile, aminoglikozid grubu antibiyotiklerin kombinasyonlar: kullanilabilir (69).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada, Haziran 1996-Mart 1998 tarihler arasinda, Akdeniz

Untversitesi Hastanesi Merkey Laboratuvan Mikrobiyoloji  Birimi’ne

gonderilen klinik orneklerden izole edilen 182 adet Fnterococcus cinsi

bakterinin identifi ikasyonu, antibiyotiklere duyarlihkian ve vyiiksek diizey

gentamisin  direng 6zelliklerinin arastinlmasi ile, beta-laktamaz aktiviteleri

ve hemoliz 6zelliklerinin mncelenmesi amagland:

Ttm ornekler %5 koyun kanl agar besiyerine ekildj Besiyerleri

37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek, iireyen koloniler gram yontemi ile

boyandi Mikroskobik muayenede gram pozitif kok mortolojisinde olan ve

Yer yer zincir yapmis, bakteri kolonilerine katalaz testi uygulandi Katalaz

olumsuz reaksiyon veren bakteriler, streptokok tiirii olarak degerlendirildi
Elde edilen 24 saatlik saf kiiltirlerden, safrali-eskiilinli agar besiyeri ile,

%6.5 NaCl iceren besiyerine ekim yapildi Her iki besiyerinde de lireyen

bakteriler, enterokok tiirleri’ olarak degerlendirildi. %5 koyun kanh agara

pasaji yapilims 24 saatlik saf kiiltiirlerin identifikasyonu igin, Sceptor

otomatize sisteminin (Becton Dickinson) Gram Positive Breakpoint/ ID
paneli kullamldi,

[zole edilen enterokok tiirlerinin Kirby-Bauer disk difizyon yontemi

ile penisilin, ampisilin, ampisilin-sulbaktam, imipenem, nmeropenem,

siprofloksasin, vankomisin ve tetkoplanine dﬁyar‘hhklarl aragtimildi Ayrica

identifiye edilen suslarin, Sceptor otomatize sistemi ile, Gram Positive

Breakpoint / ID paneli kullanilarak penisilin, ampisilin ve vankomisine

duyarhiiklar MIC y(‘inimdén de degerlendirildi




Enterokok tiirlerinin, beta-laktamaz aktiviteleri, otomatize sistemin
panelinde bulunan kromojenik sefalosporin (mitrosefin) testi ile arastiild:
Turlerin hemoliz tiplerinin belirlenmesi icin, %5 koyun kanli agar

besiyeri kullamifdi.

3.1. Enterokok tiirlerinin izolasyonu, identifikasyonu ve
antibiyotik duyarlilik testleri icin kullanilan besiyerleri
i Kanh agar: %35 koyun kan: igeren besiyeri hazirlandi Bunun igin
Blood Agar Base (Biolife) hazir besiveri kullanild.

Besiveri icerigi

Et dzeti 15 0g
Karaciger ekstresi 2 5¢g
Maya ekstresi 5.0g
NaCl 50¢g
Agar 13 0g
Koyun kam 50 ml

Besiyeri, 1000 m! distile su icinde eritildikten sonra, 121°C’de 15
dakika sterilize edildi. 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra 50 m! koyun kam
eklenerek, petri kutularma dagitilds

1. Safrali-eskiilinli besiyegi: Bile Aesculin Agar (Oxoid) hazir besiyeri
kuallanild:.

Besiveri icerigi:

Pepton 8.0g

Safra tuzu 20 0g
Ferrik sitrit 05g
Eskiilin I Og
Agar 150g

Besiyerinin 44 5 grami, 1000ml distile su ierisinde eritildikten sonra,
121°C’de 15 dakika sterilize edildi Yatik olarak tiiplere dagitild:,

|
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il %6.5 NaCl igeren agar besiyeri: Hazirlanmasinda Brain Heart

Infusion Agar (Difco) hazir besiyeri ile, tuz (NaCll) kullamild:

Besiveri icerigi:

Dana beyni ekstresi 200 Og
Sigir kalbi ekstresi 250 0g

Pepton 10 0g
Dekstroz 2.0g
NaCl 5.0g
Sodyum fosfat 2.5g
Agar 15.0g

Besiyerinin 52 gramma 6 gram NaCl ekienerek, 1000ml distile suda

eritildikten sonra, 121°C’de 15 dakika sterilize edildi ve tiiplere yatik olarak
dagitildr.

iv. Beyin kalp infiizyon sivi besiyeri: Brain Heart Infusion Broth

(Gibeo) hazir besiyeri kullanild:

A

Besiveri icerigi:

Dana beyni ekstresi 200g

Sigir kalbi ekstresi 250¢g
Pepton 10g f
Na(l Sg [
Sodyum karbonat 6g |

Besiyerinin 38 grami, 1000 ml distile suda critilerek, 121°C°de 15
dakika sterilize edildi ve tiiplere dagtildi
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vt Mueller-Hinton broth besiveri: Mueller Hinton Broth (Biolife)
hazir bestyert kullanildi
Besivei1 icerigi:

Et 6zeti 300 0g

Kazein hidrolizat 17 5g

Nisasta 1.5¢
Besiyerinin 23 grami, 1000 ml distile suda erttilerek, 121°C°de 15
dakika sterilize edildi Sogumus besiyerine, 25 mg/L Mg™ ve 50 mg/L Ca™

olacak sekilde hazirlanan iyon konsantrasyonlar: ilave edildi

Mg"™ stok soliisyonunun hazulanmasi: 836 mg MgClg 6H,O, 10 ml
distile suda eritilerek filtrasyon ile sterilize edildi Bu soliisyon 10 mg/ml
Mg™ igermektedir

Ca™ stok_soliisyonunun hazirlanmasi: 367.5 mg CaCl, 2H,0, 10 ml

distile suda eritilerek filtrasyon ile sterilize edildi Bu soliisyon 10 mg/ml

Ca™ igermektedir

vii Triptik soy broth besiveri: Trypticase Soy Broth (Becton
Dickinson) hazir besiveri kullanilds,

Besiveri icerigi:

Kazein 17 0g
Soya ekstresi 3 0g
NaCl 50g

Potasyum fosfat 2 5g
Dekstoz 25g
Besiyerinin 30 grami, 1000 ml distile suda eritildikten sonra,

121°Cde 15 dakika sterilize edilerek tiiplere dagitild.

et i R e
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viii Mueller-Hinton agar besiyeri: Mueller-Hinton Medium (Difco)
hazir besiyeri kullanild:

Besiveri icergi:

Et 6zet 300 0g
Kasamino asit 17 5g
Nisasta 1 5¢
Agar 17 0g

Besiyerinin 38 grami, 1000 ml distile suda eritilerek, 121°C’de 15

dakika sterilize edildi ve petri kutularma dagitildi.

iIx Sceptor Gram Positive Broth: Her bakten igin bir tiip kullamlr,
Her tiip 10ml besiyeri igerir

Besiyeri igerigi (1000 ml icin);

Kazein asit hidrolizat 7 5¢g
S1ur ekstresi 0lg
L-triptofan 0 3g
Gliserol 0.1g
Pepton ) 1.0g
Potasyum kloriir 8.0g
Sodyum karbonat 02g
Maya ekstresi 5.0g
HEPES Buffer 0.6g
Distile su 1000ml
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3.2. identifikasyon yontemleri

3.2.1. Katalaz deneyi
Bir lamin iizerine bakteri kolonisinden bir miktar alindi. Uzerine

%3’liikk H,O, eklendi ve gaz kabarciklarmin varlig arastiritd.

3.2.2. Safrab-eskiilinli besiveri ve %6.5 NaCl iceren besiyerinde
iiremenin degerlendirilmesi
Bakterilerin 24 saatlik saf kiiltirlerinden her iki besiyerine de ekim
yapilatak, 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi Safrah-eskiilini besiyerinde
treyen mikroorganizmanm  eskiilini  hidrolize etmesi  ile besiyerinin
siyahlagmasi ve %6 5 NaCl iceren -besiyerinin yiizeyinde iiremenin olmas:

durumunda, izole edilen bakteri, enterokok tiirii olarak tamimiandi

3.2.3. Hemoliz 6zelliginin incelenmesi
Hemoliz 6zelliklerini incelemek igin, %35 koyun kanlt agar besiyeri
kullanildi. 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonucu olusan hemoliz tiplerine

gore bakteriler, o, B hemolitik ve nonhemolitik olarak degerlendirildi

3.2.4. Enterokok tiirlerinin identifikasyonu (Sceptor otomatize

sistemi)

Toplam 82 kuyucuk bulunan panelin 27 tanesinde, bakteri
identifikasyonu i¢in kullanilan biyokimyasal maddeler mevcuttur. 54 tanesi
ise, 19 antibiyotigin farkls konsantrasyonlarin i’gerir. Degetlendirmede bu
antibiyotiklerin MIC’lar1 saptanir Her panelde bir tane de, iireme kontrol

kuyucugu bulunur. Panelin krokisi sekil 3 1°de gostertlmistir.




Sekil 3.1: Sceptor Gram Positive Beakpoint / ID Panel;.
1 ' 2 Antibiyotik 4 5 6 7 8
Dekstroz PYR Nitrosefin X
Norfloksasin 4 8 16 UK
Mannitol Hipurat  Penisilin 006 012 ] 8
Irehaloz Basitrasin ~ Ampisilin 012 025 2 4
Arabinoz Laktoz Amp/Sulb 8/4  16/8 32/16
Siprofloksasin 1 2
Sorbitol Rafinoz  Sefazolin 8 16 32
Sefalotin 8 16
Eskiilin Stuikroz Seftriakson 3 32 64
Amoks/Klav 4/2  §/4
Safrali-eskitlin ~ Sellobiyoz  Vankomisin 4 16 32
Imipenem 4 8
Asetoin Ksiloz Eritromisin 05 4 8
Nitrat Inulin Klindamisin 0.5 2 4
Tetrasiklin 4 8
Fosfataz Mannoz  NaCl X

Gentamisin

Oksasilin 2
Telliirit Novobiyosin Mikrokok Ureme X

Sefuroksim 2 4 8 16

Arjinin Ure Optokin X T
Kloramfenikol 8 16 32 .
Trim/Sulfam 2/38

Amp Sulb:

Ampisitin'Sulbakiam  Amoks/Klav:  AmoksasilinKlavulanik asit. UK: Ureme Kontroli,

Irm  Sulfam: Trimetoprim.
Sulfametoksazot

3.2.4.1. Biyokimyasal maddeler ve verdikleri reaksiyonlar
Karbonhidrat fermentasyonu: Fermentasyon sonucu olusan asidik

maddcler, pH’y1 dusiiriir ve fenol kirmiziss indikatéri kirmizi renkten sartya
déner

Ureaz testi:

Urenin hidrolizi sonucu amonyak olusur ve amonyak,

indikatorii mor renge gevirir. -




Safrali-eskiilin testi: Eskiilini hidrolize eden enzim, demir iyonlart ile

siyah bir kompleks mevdana getirir

Nitrat rediiksivon testi: Nitrat nitrite indirgenir. Nitrit de, sulfanilik

asit ve NN dimetil-1 naftilamin ile kirmizi renk verir (Griess reaksiyonu).
[nkiibasyondan sonra, degerlendirmeden once bu kuyucuga bir damla
sulfanilik asit ve bir damla NN dimetil-1 naftilamin ilave edilir. Kirmuzi renk
olusursa test olumlu olarak degerlendirilir

Fosfataz testi: Fenolftalein difosfat, fosfataz enzimi ile fenolftaleine

¢eviilir. Bu madde alkali ortamda pembe-kirmizi renk verir. Alkali ortami
saglamak i¢in, degetlendirmeden once kuyucuga bir damla, %40’k
potasyum hidroksit (KOH) damlatihr Test 30 saniye icinde okunmalidi

Olusgan kirmizi renk, bir dakikadan sonra kaybolur

Voges-proskauer (VP) testii Asetoin iiretimini Slger. Bu madde,
glikoz metabolizimasinda nétral bir son iiriindiir. Asetoin, alfa naftol ve
potasyum hidroksit ile, pembe-kummzi renk verir. Depgerlendirmeden once,
kuyucuga bir damla %S5 naftol (absoli alkolde) ve bir damla %40°lik KOH
ilave edilir Pembe-kirmizi renk olusumu durumunda test olumlu olarak
degerlendirilir. Renk olusumu 20 saniyeyi bulabilir.

Telltirit testi: Potasyum \teﬂﬂriﬂi ortamda treyen mikroorganizmalar,
bu maddeyi siyah metalik presipitata indirgerler

PYR testi: Piroglutamik asit arilamidaz enziminin varhgim gosterit
Bu enzim, L-piranidonil-B naftilamidi hidrolize eder ve B naftilamid
serbestlesir. Degerlendirmeden 6nce, kuyucuga bir damla cinnamaldehid
eklenir. Tki dakika icerisinde pembe-kirmizi rengin olusmasi test sonucunun
olumlu oldugunu gosterir

Beta-laktamaz aktivitesi: Kromojenik sefalosporin (nitrosefin) iceren

kuyucuga, inkiibasyona konmadan énce, oze ile birkac koloni ilave edilir




Degerlendirmede sari rengin - kirmiziya  donmesi, mikroor ganizmanm
beta-laktamaz aktivitesinin oldugunu gésterir

Hipurat hidrolizi: Degerlendirmede, temiz kuru cam tibe, hipurat

kuyusundan iki damla konur. Uzerine bes damla rodamin B ve iki damla
uranil asetat solisyonlart ilave edilip, bir dakika beklenir Bu siire icinde

pembe-kirmizi renk olugursa, test olumlu olarak degerlendirilir.

3.2.4.2. Sceptor otomatize sisteminin ¢alisma prensipleri

Identifikasvon sistemi

Identifikasyonu yapilacak enterokok tiiriiniin 24 saatlik kiiltiiriinden
birkag koloni almarak, 0.5 McFarland bulamklik standardina esit olacak
sekilde triptik soy broth igerisine ilave edildi Tek kullanunlik 001 ml
kalibrasyonlu plastik 6ze ile, triptik soy broth besiyerinden bir 6ze dolusu,
Sceptor Gram Positive Broth’u ile kanistimldr. Otomatik dagitim aleti ile,
panelin her kuyucuguna 100ul sivi besiyeri dagiildi.  Beta-laktamaz
aktivitesinin degerlendirilmesi icin, nitrosefin igeren kuyucuga 6ze ile birkag
koloni daha ilave edildi Panelin kapag1 kapatilarak, 37°C’de 18-24 saat
mkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, "biiytime kuyucugunda tremenin gortldigi
paneller, bilgisayar sistemi ile degerlendirmeye alindi Enterokok tiirleri
arasinda, olasilik yizdesine gore ilk tigi, gecerlilik katsayist ile birlikte
otomatik olarak tespit edildi. Olasilik yiizdesi %95 den biiyiik ve gecerlilik
katsayisi 10°un altinda olan identifikasyon sonuglar1 degerlendirmeye alindi
Bu standardin disinda kalan tiirler igin test tekrarlandi. ikinei tekrarda da
sonug alinamayan enterokok tiirleri, degerlendirme dis1 birakild:

Sceptor otomatize sistemine gore gegerlilik katsayis;, 1-100000

arasinda verilir. Identifikasyonda olasilik yiizdesi, %100’e ne kadar yakin ve




gegertilik katsayisi da ne kadar kugiik ise, degerlendirmenin basarisi o

derece yiiksektir

Antibivotik duvarliliklarinin degerlendirilmesi

Mikroorganizmalarin ampisilin, penisilin, ve vankomisin MIC’lan
otomatik olarak degerlendirildi ve png/ml cinsinden tamimlandi Idrar
kiiltiirlerinden izole edilen enterokok tiirleri igin bu ii¢ antibiyotige ek olarak,

siprofloksasin, norfloksasin ve tetrasiklinin de, MIC’lart bilgisayar

tarafindan tespit edildi

3.2.4.3. Diger yontemler ile antibiyotik direncinin arastirilmas:

3.2.4.3.1. Disk difiizyon yintemi

Jzole edilen enterokok tiitlerinin antibiyotik duyarliliklar, Kirby-
Bauer disk difiizyon yontemi ile, NCCLS standartlarma uygun olarak
aragtiildl  Bakteri siispansiyonlari, 0 5 McFarland bulaniklik standardina
esit olacak sekilde, triptik soy broth i¢inde hazulanarak, %5 koyun kant
igeren besiyeri yiizeyine yayild: ve steril kogullarda antibiyotik diskleri
yerlestirildi. Kaltiirler, 37°C°de 18-24 saat inkiibe edilerek, inhibisyon zon
¢aplari, NCCLS standartlarina gore degerlendirildi (Tablo 3.1)

\

Zoncaplar: (mm)
Antibiyotikler Bisk icerigi  Direncli Az duyarh Duyarh
Ampisilin 10ug <16 - >17
Ampisilin-sulbaktam 10/10ug <11 12-14 > 15
Penisilin 101U <14 - 215
Vankomisin 30ug <14 15-16 217
Teikoplanin 30pg <10 F-13 =14
Siprofloksasin Sug <15 16-20 =21
Imipenem 30ug <14 14-15 > 16
Meropenem 30ug <14 14-15 > 16




3.2.4.3.2. Mikrodiliisyon yéntemi

Bu yontem sadece, disk difiizyon yontemi ve otomatize sistem ile,
vankomisine direngli olarak degerlendirilen iki adet £ casseliflavus susuna,
vankomisin, ampisilin, gentamisin, streptomisin ve teikoplanin icin
uygulandi Besiyeri olarak, Mg™ ve Ca™ ile tamponlanmis Mueller-Hinton
sivi bestyeri kullanildi  Aktivitesi belli olan antibiyotiklerin sulandirim

miktarlan formiile gore hazirland

[stenilen konsantrasyon (pg/ml)X Hacim

Tartilacak miktar(mg):
Antibiyotigin aktivitesi
Antibiyotik aktiviteleri: Vankomisin: 959 pg/ml
w Teikoplanin: 885 ug/ml
Gentamisin: 659 pg/ml
Ampisilin: 800 pg/mi
Streptomisin:  760ug/ml

Vankomisine direngli  enterokok tiirlerinin @ 24  saatlik  saf
kiiltirlerinden, Mueller-Hinton sivi besiyerine ekilerek, yogunluklar 05
McFarland bulaniklik eseline gére ayarlandi Bu siispansiyonlarin, serum
fizyolojik ile 1/100 oraninda diliisyonlari hazirland:.

MIC igin, yatay suasmda 12 kuyucuk bulunan, 8 sirali mikrotitrasyon
plaklart kullamld: Her kuyucuga hazirlanan besiyerinden 50l konuldu.
Antibiyotikli soliisyondan ise, her siranm ilk kuyucuguna 50ul ilave edildi
Her sirada ilk kuyucuktan 50ul ahnarak, yatay hizada yanindaki kuyucuga
aktarimlar yapilarak, 11, kuyucuktan sonra 50pl disart atildt Ayrica dilite

edilmis bakteri siispansiyonundan, her kuyucuga 50ul  ilave edildi




Antibtyotik  igermeyen 12 kuyucuk iireme kontrolinde kullamld:
Vankomisin, teikoplanin, ampisilin ve gentamisin i¢in konsantrasyonlar 512
pg/ml’den baslatilip, 0 Spg/ml’ve kadar diliie edildi Streptomisin igin ise,
ilk konsantrasyon 1000 pg/ml, son konsantrasyon 0 97ug/ml olarak
avarland:

Mikrotitrasyon plaklant 37°C°de 18-24 saat inkiibe edildikten sonra
buyiite¢ ve yandan 1gik veren aydinlatma ile degerlendirildi. Uremenin
olmadigr ilk kuyucugun igerdigi antibiyotik konsantrasyon miktan, MIC
degeri olarak kaydedildi

3.2.4.3.3. E test yontemi

Triptik soy broth besiyerinde yogunluklar: 0.5 McFarland bulamkiik
eseline gére ayarlanmig bakteri stispanstyonlar;, Mueller-Hinton agar
besiyerine yayilarak, vankomisin E test (AB Biodisk) stripi yerlestirildi
Plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek, degerlendirmeye alindi

3.2.4.3.4. Yiiksek diizey gentamisin direncinin arastirilmasi

Mikrotitrasyon plaklarinda, her enterokok tiiri igin biri yiksek diizey
gentamisin igeren, digeri de tireme kontrolii olmak iizere toplam iki kuyucuk
ile galigildi.

Bakteri suglarmm 24 saatlik saf kiiltiirlerinden, beyin kalp mfiizyon
s1v1 besiyerine ekilerek, yogunluklar 0 5 McFarland bulaniklik eseline gore
ayarlandi Bu suspansiyonlar serum fizyolojik ile, 1/100 oraninda diliic
edildi

Aktivitesi 659 ug/ml olan gentamisinden daha énce belirtilen formiile

gore, tartilacak miktar tespit edilerek, antibtyotik  soliisyonunun
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konsantrasyonu 512 pg/ml olacak sekilde beyin kalp infiizyon sivi besiyeri
icinde hazirland.

Her sus icin, mikrotitrasyon plagindaki birinci kuyucuga 50ul
antibiyotik soliisyonu, ikinci kuyucuga 50pl beyin kalp infiizyon sivi besiyeri
konuldu, Her iki kuyucuga da, diliie edilmis bakteri siispansiyonundan
50°ser ul ilave edilerek 37°C°de 18-24 saat inkiibe edildi Her iki kuyucukta
da iremenin goriillmesi test edilen sugun, yiksek dizey  gentamisin

direncine sahip oldugu seklinde degerlendirildi (Fotograt 1)

Fotograf 1.
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4, BULGULAR

Caligmamizda, 248 adet Enterococcus cinsi bakteri izole edilmistir
Bir hastanin birden fazla klinik érneginden aym enterokok tiirii izole edilmis
ise, bir adetinin degerlendirmeye alinmasi nedeni ile, toplam 201 adet
Enterococcus cinsi bakteriye otomatize identifikasyon islemi uygulanmustir
Identifikasyonu yapilamayan 19 adet enterokok tiirii degetlendirme dist
birakilmig, geriye kalan 182 adet sus galismaya almmigtir.

Standart sus olarak, tiim antibiyotiklere duyarh olan £. faecalis ATCC
29212 kullamilmstir

Degerlendirmeye alinan 182 adet Enterococcus cinsi bakterinin tiirlere

gore dagilm tablo 4 1°de verilmistir,

Tablo 4.1: izole edilen enterokok tiirlerinin dagilimi

| ‘izolat sayisi (n) Yo
h %éecalis 116 63.73
E faecium 53 2912
E avium 5 275
E durans 4 2.20
I5. casseliflavus 3 165
F gallinarum 1 : 0.55
TOPLAM 182 100 00

36




Calismaya alinan toplam 182 adet enterokok tiriintn, izole edildikler

klinik 6rneklere gére dagilum tablo 4 2°de gosteriimugtir.

Tablo 4.2: Enterococcus cinsi bakterilerin, izole edildikleri klinik érnekler

Klinik 6rnek Ornek sayisi (n) %
Idrar 100 54 94
Pii 36 1978
Kan 36 19.78
Balgam 3 1.65
BOS 2 110
Periton sivist 2 110
Genital akinti 2 1.10
Plevia sivist I 0.55
TOPLAM 182 100 00
4 ‘
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Identifikasyonu yapilan enterokok tiirlerinin izole edildikleri klinik

orneklere gore dagilim tablo 4.3°de gosterilmistir.

Tablo 4.3: Enterokok tiirlerinin izole edildikleri klinik orneklere gore

dagilim
Enierococcus | Enterococeus | Enterococcus | Enterococcus | Enterococcus | Enterococeus

ARNEK faecalis faecium avium duans | casselifeves | gallinaum | TOPLAM | 9%

Idrar 76 18 2 3 1 - 100 | 5494
Pl 18 16 2 - - - 36 1978
Kan 17 16 1 - 1 1 36 1978
Balgam 1 2 - - - - 3 165
BOS 1 - - I - - 2 110
'Genital 2 - - - - - 2 110
Periton 1 1 - - - - A 110
Plevra - - - - 1 - 1 055
TOPLAM 116 33 5 4 3 1 182 100.0

Enterokok tiirlerinin izole edildikleri 6rnekletin gonderildikleri

klinikler, tablo 4 4°de gosterilmistir Bu tabloda Cerrahi Birimler; Genel

Cerrahi, Gégiis Cerrahisi, Kalp Damar Cerrahisi, Cocuk Cerrahisi, Ortopedi
~veKulak Burun Bogaz Klinikleri’ni, Dahili Birimler; Genel Dahiliye, Goiis

Hastaliklar1, Intaniye, Endokrinoloji, Hematoloji, Neftoloji, Noroloji ve

Onkoloji Klinikleri’ni, Yogun Bakim Unitesi ise; Dahilive Yogun Bakim ve

Nérosiriirji Yogun Bakim Uniteleri’ni kapsamaktadir.
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Tablo 4.4: Orneklerin gonderildikleri klinik birimler

Klinik izolat sayisi (n) %o
( ocuk Hastaliklan 47 2582
Cerrahi Birimler 30 16.48
Uroloji 23 12 .64
Dahili Birimler 20 10.99
Néorosiriiri 15 825
Acil 14 770
Yogun Bakim Unitesi 12 6.59
Reanimasyon 11 6.04
Kadmm Dogum 10 549
TOPLAM 182 100.00

Enterokok tirlerinin, &rneklerin  gonderildikleri kliniklere gore

dagilmu, tablo 4.5°de gosterilmistir

Tablo 4.5:  Enterokok tiitlerinin, émeklerin génderildikleri kliniklere gote

dagilimi
Enterococeus  Enterococcus | Enterococcus | Enferococcus | Enferococcus | Enterococcus TOPLAM %
faecalis fascium avium durans casseliflavus | gallinarum
Gocuk 30 14 n - - 2 1 47 | 2582
Hastaliklan
Cerrahi 17 11 2 - - - 30 16 48
B_irimler
,Ufeloli\ 19 i 1 2 23 12 64
Dahiti 14 4 1 1 - 20 10.98
Birimler
Norogirirji 5 8 1 1 - 15 825
Acil 11 3 14 770
Yodun Bakim 8 4 - - - 12 659
Unitesi
Reanimasyon 3 8 . - . - 11 604
Kadin Dogum 9 - 1 - 10 549
TOPLAM 4 3 1 182 100.00
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izole edilen 182 adet enterokok tiiriiniin, disk difiizyon ydntemt ile,

antibiyotiklere duyarhilikiart tablo 4 6°da gosterilmigtir.

Tablo 4.6: Enterokok tiirlerinin  antibiyotiklere  duyarliliklart  (disk

difiizyon).
Antibiyotikler Duyarh (n) Direncli (n) Duyarhhk (%)
Penisilin 121 61 66 48
Vankomisin 180 2 98 90
Teikoplanin 180 2 98 90
Siprofloksasin 78 104 42 86
Ampisilin 126 56 69 23
Ampisilin- sulbaktam 142 40 78 02
Imipenem ' 123 - 59 67 58
Meropenem 124 58 68 13

Elde edilen sonuclara ki-kare testi uygulandifinda siprofloksasin

duyarlilk sonuglarmmn, diger antibiyotiklerin duyarhlik sonuglarma gore
diisiik olmasi istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.001). Enterokok
tiirlerinin en duyarl olduklari vankomisin ve teikoplanin ile, en az duyarh
olduklar1 siprofloksasin degerlendirme disi buakildigmda 1se, diger
igl‘[_ib\iyotikler1'11 duyarliik sonuglan arasmdaki fark istatistiksel olarak
anlamhi degildir (p>0 05).

[zole edilen 182 adet enterokok tiiriiniin, mikrodilisyon yontemi ile

antibiyotiklere duyarhiliklars, Sceptor otomatize sistemi ile degerlendirilmis

ve elde edilen sonuglar tablo 4 7°de gosterilmistir.




Tablo 4.7: Enterokok tiirlerinin antibiyotiklere duyarhiliklar (MIC)

Antibiyotikler Duyarli (n) Direngli (n) | Duyarliik (%)
Penisilin 133 49 7308
Vankomisin 180 2 98.90
Ampisilin 134 48 73.63

Enterokok tiirlerinin en duyarli olduklan vankomisin hari¢, ampisilin
ve penisilin duyarlilik sonuglarma ki-kare testi uygulandiginda, bu sonuglarn
arasmndaki fark, istatistiksel olarak anlamh bulunmamigtir (p=>0 05)

Izole edilen 116 adet E faecalis sugunun, disk difiizyon yéntemi iler,
antibiyotiklere duyarliliklari, tablo 4.8°de gosterilmigtir Az duyarh suslar,
direngli olarak degerlendirmeye anllmn1§t1r Suglari duyarl oldugu ilk ¢
antibiyotik, vankomisin (116/%100), teikoplanin (116/%100), ampisilin
sulbaktam (108/%93.1) olarak tespit edilmigtir

Tablo 4.8:  E faecalis suslarmm antibiyotiklere duyarhibklann  (disk
difiizyon).

Agﬁbiyotikler Du{‘yarll (n) Direncli (n) | Duyarhlik (%)
Penisilin 97 19 83.62
Vankomisin 116 100.00
Teikoplanin 116 - 100.00
Siprofloksasin 62 54 53.45
Ampisilin 101 5 87.07
Ampisilin-sulbaktam 108 8 93.10
Imipenem 106 10 01.38
Meropenem 105 11 90.51




Vankomisin ve teikoplanine direng saptanmadi@r i¢in bu antibiyotikler
degerlendirme digi birakilmus, diger antibiyotiklerin duyarlihk sonuglari
arasinda, ki-kare testi yapilmistir Siprofloksasinin duyarlilik  sonucunun,
diger antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore diisitk olmas, istatistiksel olarak
anlamlt bulunmustur (p<0 001)

[zole edilen 53 adet E Jaecium susu, disk difizyon yontemi &ﬁ
vankomisin ve teikoplanine %100 oranmda duyarli bulunmasma kargin, _
denenen diger antibiyotiklere duyarlilik oranlan distktir Az duyarh suslar,

direngli olarak degerlendirmeye alinmistir (tablo 4 9)

Tablo 4.9: E faecium suslarnm antibiyotiklere  duyarhiliklarr  (disk

diftizyon)
Antibiyotikler Duyarh (n) Direngli (n) | Duyarlilik (%)
Penisilin 14 39 26.41
Vankomisin 53 - 100 00
Tetkoplanin 53 - 1060 00
Siprofloksasin 10 43 18 87
Ampisilin '15 38 2830
Ampisilin-sulbaktam 21 32 3962
Imipenem 17 36 32 ‘..07
Meropenem 15 38 28 30

Vankomisin ve teikoplanine direnc saptanmadig i¢in bu antibiyotikler

degerlendirme digi buakilmis, diger antibiyotiklerin duyarhihik sonuglari

arasindaki fark, istatistiksel olarak anlamh bulunmanustir (p>0.05)




[zole edilen bes adet / avium susunun hepsi, vankomisin ve
teikoplanine duyarli olinasina kargin, denenen diger antibiyotiklere, dort sus
duyarh, bir susdirengli bulunmustur

Izole edilen dort adet £ durans sugunun g, denenen antibiyotiklere
duyarli olmasma karsin, bir adeti siprofloksasine  direngli, diger
antibiyotiklere duyarh bulunmustur.

[zole edilen g adet £ casseliflavus susunun ikisi, vankomisin ve
tetkoplanin dahil olmak tizere tiim antibiyotiklere direncli iken, liglinel sus,
siprofloksasine direngli, diger antibiyotiklere duyarli bulunmustur.

Kan oOrmeginden izole edilen bir adet E gallinarum  susu,
siprofloksasine direngli, diger antibtyotiklere duyarli olarak tespit edilmistir.

Izole edilen enterokok tirlerinin; penisilin, ampisilin ve vankomisine
duyarliliklar1 mikroditiisyon yontemi ile, Sceptor otomatize sistemi ile de
degerlendirilmistir. £ faecalis ve E Jaecium suslarmin duyarlilik viizdeleri

tablo 4.10 ve tablo 4.11°de gosterilmistir

Tablo 4.10: £ faecalis suslarinm antibiyotik duyarliliklar: (MIC)

Antibiyetikler Duyarli (n) Direncli (n) | Duyarliik (%)
Penisilin 104 12 89 66
Ampisilin 107 9 9224
Vankomisin 116 100 00

Vankomisine direng saptanmadifl i¢in bu antibiyotik degerlendirme

digi brrakilmis, ampisilin ve penisilin duyarhhik sonuglari arasmdaki fark

istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir (p>0 05)
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Tablo 4.11: . faecium suslannin antibiyotik duyarlibiklart (MIC)

Antibiyotikler Duyarl (n) Direncli (n) | Duyarhhk (%)
Penisilin 16 37 30.18
Ampisilin 17 36 32.07
Vankomisin 53 - 100.00

Vankomisine direng saptanmadig: i¢in, bu antibiyotik degerlendirme
dist birakilmg, ampisilin ve penisilin duyarhlik sonuglar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0 05)

{zole edilen beg adet £ avium susunun Sceptor otomatize sistemi ile
tiimii vankomisine duyarh iken, dort sus penisilin ve ampisiline duyarly, bir
sus ise, her iki antibivotige direngli bulunmustur.

[zole edilen dort adet E durans susunun Sceptor otomatize sistemi ile
timil vankomisine duyarl: iken, ti¢ sug penisilin ve ampisiline duyarli, bir sus
her iki antibivotige de direncli bulunmustur.

izole edilen ii¢ adet . casseliflavus susunun ikisi (bir plevra sivisy, bit
kan izolati), Sceptor otomatize sistemi ile ampisilin, penisilin ve
vankomisine direncli, bir adeti ise, her ii¢ antibiyotige de duyarh
bulunmustur

Bir adet £ gallinarum susu, Sceptor otomatize sistemi ile, ig
antibiyotige de duyarli olarak degerlendirilmistir.

[zole edilen 182 adet enterokok timiniin, disk difizyon ve

mikrodiliisyon yontemleri ile saptanan antibiyotik duyarlibik vyiizdelerinin

karsilastirilmast, tablo 4.12”de gosterilmistir.




Tablo 4.12: Enterokok tirlerinin antibiyotik duyarliliklarmm

karsilastinlmasi
Disk difiizyon Mikrodiliisyon
Antibiyotikler Duyarli (n) % Duyarli (n) %
Penisilin 121 | 66.48 133 7308
Ampisilin 126 69.23 134 73.63
Vankomisin 180 98 90 180 98 90

Mikrodilisyon yontemi ile, penisiline duyarli olduklar1 saptanan
cnterokok  tirlerinin, disk diflizyon yontemi ile  duyarhhklarinin

karsilastirilmast tablo 4 13°de gosterilmistir

Tablo 4.13:  Penisilin  i¢in, disk difizyon ve MIC degetlerinin

kargilagtirmas:
. Disk difiizyon
Duyarh (n) Direngli (n)
MIC Duyarli(n:133) 119 14
MIC Direngli(n:49) 2 47
TOPLAM (n:182) 121 61

Penisilin i¢in disk difiizyon ve mikrodilisyon yontemlerinin sonuglari,
Mc Nemar ki-kare testi ile karsilastinldiginda, iki yvéntem ile elde edilen

sonuglar arasmdaki fark, istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0 05),




Mikrodilisyon yontemi ile, ampisiline duyarlt olduklari saptanan
enterokok tirlerinin, disk difizyon yontemi ile duyarhitklarnin

kargilagtirmasi tablo 4 14°de gosterilmistir

Tablo 4.14:  Ampisilin igin, disk difizyon ve MIC degerlerinin

kargilagtirmasi.
Disk difiizyon
Duyarli(n) Duengli(n)
MIC Duyarli(n:134) 124 10
MIC Direngli(n:48) 2 46
TOPLAM (n:182) 126 56

Ampisilin igin disk difiizyon ve mikrodiliisyon ydSntemlerinin
sonuglan, Mc Nemar ki-kare testi ile karsilastinldigmda, iki yontem ile elde
edilen sonuglar arasindaki fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05)

Plevra sivist ve kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen, disk difizyon
ve Sceptor otomatize sistem£ ile ¢oklu direng 6zelligi gosteren, iki farkh
hastaya ait £ casseliflavus susunun, antibiyotik direnglerini dogrulamak
amact ile, vankomisin, teikoplanin, ampisilin, gentamisin ve streptomisin
MIC  degerleri  aragtmlnmgtn. Bu  degerlendirmeye gore  her ik
L. casseliflavus sugunun da, vankomisine, teikoplanine ve ampisiline
direngli olduklari, ayrica yiiksek diizey gentamisin direnci gosterdikleri
tespit edilmistir Her iki susta da, yiksek diizey streptomisin direncine

rastlanmamsty (Tablo 4.15)
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Tablo 4.15:

L. casseliflavus  izolatlarmm  denenen antibiyotikler igin

saptanan MIC degerleri (ug/ml).

Vankomisin | Teikoplanin | Gentamisin Streptomisin | Ampisilin
Plevra izolati 128 64 >512 250 128
Kan izolat: 128 128 >512 250 128

Direng MIC degerieri: vankomisin: = 3ug/ml tetkoplanin. > 32pg/ml, viksek dilzev gentamisin:

2 512pg/ml, viksek dizey streptomising = 1000pg/mi, ampisilin; > 16pg/ml

Disk difiizyon, Sceptor otomatize sistemi ve mikrodilisyon vontemleri
ile vankomisine direngli olarak degerlendirilen iki adet E casseliflavus
susuna, vankomisin E testi de uygulanmus ve her iki susun da vankomisine
direncli olduklart saptanmustir Fotograt 2’de, vankomisine duyarh
E faecalis ATCC 29212 standart susunun, fotograf 3°de ise, plevradan izole

edilen vankomisine direncli £ casseliflavus sugunun E test uygulama

sonuglart goriilmektedir
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Plevradan izole edilen, antibiyotiklere ¢oklu direng gosteren
E casseliflavus susunun spesifik primerler kullamlarak PCR yontemi ile
amplifikasyonu yapilmistir Burada kullanilan 1. ve 2. dejencre primetler,
vankomisin direncine neden olan tiim genleri i¢ermektedir. 2. dejenere
primer, Van A fenotipine daha yakin olan primerdir (61).

idrar orneklerinin kiiltiirlerinde, 10000-100000 CFU/mlt arasmda
iireyen enterokok tiirleri degerlendirmeye almmigtir. Izole edilen 76 adet
E. faecalis ve 18 adet E. faecium susupun ampisilin, penisilin, vankomisin,
siprofloksasin, norfloksasin ve tetrasikline MIC duyarhihiklart Sceptor

otomatize sistemi ile degerlendirilmistir (Tablo 4.16 ve tablo 4.17)

Tablo 4.16: Idrar kiltirlerinden -izole edilen E  faecalis suslarmm

antibiyotik duyarhliklar: (MIC).

Antibiyotikler Duyari (n) Direncli (n) | Duyarlibk (%)
Penisilin 68 8 89.47
Ampisilin 70 6 92.10
Vankomisin 76 - 100.00
Siprofloksasin 53 23 69 74
Norfloksasin 54 22 71.05
Tetrasiklin 26 50 3421

Vankomisine diren¢ saptanmadift igin bu antibiyotik degerlendirme
dist birakildiginda; tetrasiklin - duyarhibk  sonucunun diger antibiyotik

duyarlilik sonuglarma gore disik (p<0.001), ampisilin ve penisilin duyarlihk

sonuclanmin ise vyiksek (p<0.01) olmasi, istatistiksel olarak anlamli




bulunmustur. Siprofloksasin ve norfloksasin duyarlilik sonuglan arasmdaki

fark istatistiksel olarak anlamh degildir (p>0 05 }

Tablo 4.17:  I[drar kiltirlerinden izole edilen £, faecium  suslarinin
antibiyotik duyarlihklan (MIC)

Antibiyotikler Duyarli (n) Direncgli (n) | Duyarhlik (%)
Penisilin 2 16 1111
Ampisilin 2 16 11.11
Vankomisin 18 - 100.00
Siprofloksasin - 18 0
Norfloksasin 5 13 27.78
Tetrasiklin 12 6 66.67

Vankomisine direng, siprofloksasine ise duyarlilik saptanmadig Igin,
bu antibiyotikler degerlendirme dist birakildipinda; tetrasiklin duyarhlik
sonucunun  diger antibiyotik duyarhihik sonuglarindan yiiksek olmast,
istatistiksel olarak anlamli (p«<0.03), penisilin, ampisilin ve norfloksasin
duyarlilik sonuglan arasmdaki fark ise anlaml degildir (p>0.05)

Idrar  kiltirlerinden  izole edilen E. faecalis ve L. faecium
suslaninin - penssilin, vankomisin, teikoplanin, siprofloksasin, ampisilin,
ampisilin-sulbaktam, imipenem ve meropeneme duyarliliklan disk difiizyon

yontemi ile degerlendirilmistir (tablo 4 18 ve tablo 4.19).




Tablo 4.18: Idrar kiltirlerinden izole edilen E foecalis suslarinm

antibiyotik duyarliliklan (disk difiizyon)

Antibiyotikler Duyarh (n) Direncli (n} | Duyarlihk (%)
Penisilin 64 12 84 .21
Vankomisin 76 - 100.00
Teikoplanin 76 - 100.00
Siprofloksasin 38 38 50.00
Ampisilin 67 9 88.16
Ampisilin-sulbaktam 72 4 94.74
Imipenem 71 5 93.42
Meropenem 71 5 93.42

Vankomisin ve teikoplanine direng saptanmadigi i¢in bu antibiyotikler
degerlendirme dig1 birakildiginda, siprofloksasin duyarlilik sonucunun diger
antibiyotik sonuglarmna gore disik olmasi istatistiksel olarak anlamh

bulunmustur (p<0 01)

Tablo 4.19:  Idrar kiltirlerinden izole edilen E faecium suslarmin

antibiyotik duyarlihiklart (disk difiizyon).

1

Antibiyotikler Duyarh (n) | Direncli (n) | Duyarhhk (%)
Penisilin 1 17 5.55
Vankomisin 18 - 100.00
Teikoplanin 18 - 100.00
Siprofloksasin 1 17 5.55
Ampisilin 2 16 11.11
Ampisilin-sulbaktam 6 12 33.33
Imipenem 2 .16 11.11
Meropenem 2 16 11.11




Vankomisin ve teikoplanine direng saptanmadig i¢in bu antibiyotikler
degerlendirme dis1 birakildifinda, diger antibiyotik sonuglart arasindaki fark,
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Toplam 182 adet enterokok tiiriniin 68’inde (%37 .36), yiiksek diizey
gentamisin direnci saptanmistir. Izole edilen toplam 116 adet £ Jaecalis
sugunun 29’unda (%25) yikksek dizey gentamisin direnci bulunmasina
karsin, 53 adet £ faecium susunun 35’inde (%66.03) yiksek diizey
gentamisin  direnci tespit edilmistir Bes adet E. avium ve lic adet
E casseliflavus izolatmm ikiser tanesinde yiksek diizey gentamisin direnci
bulunurken, dort adet £ durans ve bir adet E. gallinarum izolatlarinda bu
dirence rastlanmamstir,

Yiksek diizey gentamisin direnci gosteren enterokok tiirlerinin, diger

antibtyotiklere duyarhliklan tablo 4 20°de gosterilmistir

Tablo 4.20:  Yiksek dizey gentamisin direnci gosteren  enterokok
tirlerinin diger antibiyotiklere duyarhliklar
Antibiyotik E.faecalis | E.faecium | E.avium |E.casseliflavus
Adet(n:68) 29 35 2 2
Penisilin Duyath |+ 17 5 I 0
(%) (58.62) | (14.28)
Vankomisin Duyarh 29 35 2 0
(%) (100.00) | (100.00)
Teikoplanin Duyarh 29 35 2 0
(%) (100.00) | (100.00)
Siprofloksasin | Duyarh 10 4 1 0
(%) (34.48) | (11.42)
Ampisilin Duyarli 21 5 1 0
(%) (72.41) | (14.28)
Ampisilin Duyarls 22 9 . 1 0
sulbaktam (Yo} (75.86) (25.71)
Imipenem Duyarh 22 6 1 0
(%) (75.86) | (17.14)
Meropenem Duyarh 22 6 1 0
(%) (75.86) | (17.14)




Yiiksek diizey gentamisin direnci gosteren £ faecalis ve L. faecium
suslarimn, diger antibiyotiklere duyarlihk oranlan, ki-kare testi ile
istatistiksel olarak aragtinlmigtir.  Vankomisine ve teikoplanine direng
saptanmadift i¢in  bu anfibiyotikler degerlendirme dist  birakilmus,
siprofloksasin duyarlilik sonuglan ile, diger antibivotik sonuglar1 arasmdaki
fark, anlamli bulunmustur (p<0 05)

{zolatlarn hemoliz 6zellikleri incelendiginde, 182 adet enterokok
tirintin 77 tanesi (% 42 31) o hemolitik, 41 tanesi (% 22.53) B hemolitik,
64 tanesi (%35.16) ise nonhemolitik olarak degerlendirilmistir

Calismamizda, izole edilen 182 adet enterokok tiriiniin hi¢ birinde

beta-laktamaz aktivitesine rastlanmamustir.




5. TARTISMA

5.1. Enterokek tiirierinin izolasyonu ve identifikasyonu

Insan barsak florasinda bulunan Enterococcus cinsi bakteriler, artan
bir siklikla nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak izole edilmektedirler (21)
CDC (Centers for Disease Control) verilerine gére 1983 yihnda ABD’ndeki
nozokomiyal infeksiyonlarda enterokok infeksiyonlarimn sikhigs £ coli ve
S. aureus’tah sonra igiincii swada, 1986-1989 yillann arasinda £. coli’den
sonra ikinci swmada gosterilmistic Bu verilere gore, 1989-1993 willan
arasinda nozokomiyal enterokok infeksiyonlarmnda yirmi kat artig tespit
edilmigtir  (71). Son yillarda bu organizmalarla meydana gelen
infeksiyonlann tedavisi olduk¢a gii¢lesmistir. Bu giighigiin en onemlb
nedenleri; beta-laktamaz tiretimi ile, enterokoklarda gelisen ve vankomisini
de igine alan ¢oklu antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasidur (21,71,72).

Tedavi gii¢liigii ve nozokomiyal infeksivonlardaki artisa bagh olarak,
mortalite hizinda da bir yiikselme olmustur Patterson ve ark., yaptiklar bir
caligmada, mortalite oramni %23 olarak bulmuglardir (24) Gray ve ark “min
enterokok tiirlerinin  olusturduklarr  bakteremiler ile iigili  yaptiklan
caligmada, mortalite orant %17.6 olup, en fazla izole ettikler: enterokok tiiri
(%59.8) E. faecium’dur (73) Kodaya ve ark enterokok tiirlerinin
olusturduklan septisemilerde mortalite oranint %44 1 olarak bildirmigler ve

L faecium ve E. avium suslarmin, E faecalis suglarna gére antibiyotiklere

daha direncli olduklarmnt saptamuglardir (74).




Noskin ve ark ’nm yaptiklars ¢alismada, yiiksek diizey gentamisin
direnci gésteren enterokok tiirleri ile olusan infeksiyonlardaki mortalite
oramnm (%47), bu direnci gostermeyen tiirlerin yaptiklan infeksiyonlarda
gortilen mortalite oramindan (%37) daha yiksek oldugu bildirilmigtir (75)
Antalek ve ark ’nin saptadiklart mortalite oram yikksek olmasma karsin
(%065), yiksek diizey gentamisin direnci gosteren turler ile, bu direnci
gostermeyen tiirler arasinda mortalite oram agisindan  bir fark tespit
edilmemistir (76)

Enterokok tiirlerinin izolasyonunda rutin laboratuvar diizeyinde,
%6.5 NaCl igeren besiverinde tiremelerinin ve safrali-eskiilinli besiyerinde
eskillini hidrolize ederek, siyah renk olusumunun gozlenmesi, kolay
uygulanabilir bir yéntemdir (10). Facklam ve ark., 16konostok ve pediokok
tiirlerinin de, her iki besiyerinde liremeleri nedeni ile, vankomisine direngli
enterokok tirlerinin, l6konostok ve pediokok tiirlerinden aynminda ¢ disk
testini 6nermislerdir Bu diskler, 30ug vankomisin, LAP ve PYR icerir
Vankomisine direngli enterokok tiirleri igin; LAP ve PYR de olumlu iken:
Iokonostok tiirleri vankomisine direngli, LAP ve PYR testleri olumsuz,
pediokok tiirleri ise, vankomisine direngli, LAP testi olumlu, PYR testi
olumsuzdur (13) ;

Facklam ve Collins, enterokok tiirlerinin tdentifikasyonunda 20
fenotipik karakter ile g¢aligmalarina kargin (6), Ruoff ve ark, bu
identifikasyon ile laktoz olumsuz E. Jaecalis suglann, yanhs olarak
E. solitarius seklinde identifiye edildiklerini gostermislerdir (77)

Bakterilerin identifikasyonunda Vitek, APL Sceptor ve MicroScan
otomatize sistemleri kullanitmaktadir - Enterokok tirlerinin
identifikasyonunda bu sistemlerin, konvansiybnel yontemlere gore avantaj ve

dezavantajlarini gosteren caligmalar yapilmistir. Sader ve ark , enterokok




tirlerinin identifikasyonunda konvansiyonel yontemler ile, Vitek ve AP]
otomatize sistem sonuglarimn  Kkarsilastirmali  ¢alismasint yapmslardir.
Konvansiyonel yontemin kriter alindigz bu ¢alismada, otomatize sistemlerin
dogru identifikasyon orami (Vitek/API); E. fuecalis icin %97.6/ %792,
k. faecium igin %95 3/ %91.2, diger enterokok tiirleri icin ise %86/ %20.7
olarak bildirilmistir (78).

Devriese ve ark, E  faecalis ile E  faecium suslarinin
tanumlanmasmda konvansiyonel yoénteme gore API  sisteminin dogru
identifikasyon oranim %77 olarak saptamislardir Bu oranm, tetrazolyum
rediiksiyonu ve mannitol ile rafinozdan asit iiretimi arastirilarak %90’lara
¢ikanlabilecegini tespit etmislerdir (79)

Willey ve ark Vitek sisteminin, konvansiyonel yonteme gore dogru
identifikasyon oranmy; £ fuecalis igin %99, E. faecium igin %98 olarak
bildirmiglerdir (80) -"

Buschelman ve ark vaptiklant galismada, identifikasyon hata
oranlarmi; Vitek i¢in %6.7, AP i¢in %35.8 olarak saptamislardi (81)

Bryce ve ark "nin 100 adet enterokok tiirii ile yaptiklar1 bir ¢alismada,
konvansiyonel yontem ile, Vitek otomatize sistemi karsilastinlmistir. 76 adet
L. faecalis susunun hepsi, qtomatize sistem ile dogru olarak identifiye
edilmesine karsm, 24 adet diger enterokok tiiriiniin 7 tanesi (%29.1), Vitek
ile yanlis identifiye edilmistir (82).

Singer ve ark Vitek sistemi ile 31 adet vankomisine direngli
L. durans susu identifiye etmisler, suslarin hepsi altematif yontemlerle
yeniden identifiye edilmis ve suslarn vyedisinin E  faecium oldugu
saptanmustir (83).

Iwen ve ark , 398 adet enterokok tiiriiniin konvansiyonel yontem ve

MicroScan otomatize sistemi ile identifikasyonunu yapmislardir. MicroScan




sistemi ile, 181 adet £ faecalis susu ile 157 L faecium susunun
identifikasyonu dogru olarak yapilirken, 60 adet diger enterokok tiiriiniin 56
tanesi yanhs identifiye edilmistir Bu 56 tiire pigment olusumu, motilite ve
siikroz fermentasyon yontemleri de vygulandiginda identifikasyonlan dogru
olarak yapilmistir (84)

E. faecalis, Enterococcus cinsi bakteriler arasinda en sik izole edilen
tir iken, ikinci siklikta E. fuecium izole edilir Yurtdisinda yapilan
¢alismalarda, Fnterococcus cinsi bakteriler iginde £. faecalis bulunma siklig
%80-90, E faecium bulunma siklign ise %5-10 arasinda bildirilmistir
(25-27,71,85-89). Acar ve ark. yaptiklarnt ¢alismada izolasyon sikligim
L. faecalis igin %68 3, E. faecium igin %26 6 bulmuslardi (10). Hosgor ve
atk *min yaptiklart ¢alismada ise bu oranlar swras: ile, %68.5 ve %31 5°ti
(44) Eroglu ve ark, izole ettikleri 124 enterokok tiiriniin %87 90°my
E faecalis, %7.25°ini E. faecium olarak identifiye etmiglerdir (90) Eskitiirk
ve arkadaglarmm yaptiklart bir ¢alismada, hastanede vatan hastalardan ve
kanalizasyon 6meklerinden izole edilen toplam 460 Enterococcus cinsi
bakteri identifiye edilmis ve 322 adeti E. Jaecalis (%70), 99 adeti E faecium
(%215) olarak tammlanmustr (71) Calismamizda elde edilen sonuglar
(srast ile %63 73 ve %29 12), tlkemizde yapilan ¢aligmalar ile benzerlik

gostermektedir
3.2. Enterokok tiirlerinin izolasyon yerlerine gére dagilhimi
Enterokok tiirleri en sik idrardan izole edilirler (2,19,55) Gorbon ve

ark., toplam 705 enterokok tiiriiniin, 402’sini idrar (%57), 94> unii pii (%13),

747ind (%10) kan kiiltirlerinden (25), McNamara ve ark 1se, enterokok

tirlerinin %66’ s idrar, %23’iinii pt, %3inii kan kiltirlerinden izole




etmislerdir (27) Ulkemizde yapilan ¢alisimalarda; Acar ve ark enterokok
tiirlerinin %68 3’ tnii idrar, %28 3 iinii pii, %3 3 ind kan kiiltiirierinden (10),
Oztiirk ve ark , %95 9 unu idrar kiiltirlerinden (55), Kocabeyoglu ve ark |
%75 5" im idrar kiltirlerinden (91), Eroglu ve ark, %96’sim idrar
kiiltiirlerinden (90), Siit¢ii ve ark ise, %68 ini idrar kiiltiirlerinden {92) izole
etmiglerdir.

Bu c¢alismada, enterokok tiirlerinin 10071 (%54 94) idrar, 36’si
(%19 78) pii, 36’st (%19.78) kan kiiltirlerinden izole edilmistir Diger
kiiltiirlerden 1zolasyon oranlan dusiiktiir (tablo 4 4).

[drar kiltiirleri iginde en sik izole edilen enterokok tiirii E. faecalis’tir
(8). Mathai ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, idrar kiiltirlerinden, E. faecalis
izolasyon oranm %85, F. faecium izolasyon oranmu ise %13 bulmuslardir
(9). Yaptigmmz g¢aligmada, idrar kiltirlerinden izole edilen 100 adet
enterokok tiriiniin 76’s1 £ faecalis: 18’1 1se E. faecium olarak identifiye

edilmistir
5.3. Enterokok tiirlerinin antibiyotiklere direnclilikleri

Enterokok tiirlerinin birgpk antibivotige dogal olarak direncli olmalari
ve plazmid ve transpozon araciligi ile kazantinug direncin diger suslara
aktarilmasi nedeni ile, vankomisin de dahil olmak iizere antibiyotikiere gokiu
direng gosteren suslarin hizla yayilmasi s6z konusudur (21).

Ogzellikle idrar yolu infeksiyonlarindan izole edilen enterokok tirleri,
penisilin ve ampisiline duyarh olduklarindan, bu antibiyotikler tedavide
kullanilabilirler  (60)  Kinolon grubu antibivotikler de, enterokok
infeksiyonlarnimn tedavisinde etkili olmalarma karsm, bu tiir antibiyotiklere

de direng gelismektedir (61)
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Son yillarda penisilin ve ampisilin  direnci gosteren enterokok
tirlerinde bir artis olmustur Dorabat ve ark *mn yaptiklart ¢alismada, 96
adet enterokok tiiriiniin = %7 4’iinde penisilin  ve ampisiline direng
saptanmmistir (85) Tsaur ve ark | izole ettikleri 102 adet enterokok tiirtimin
11°inde (%10.7) (72), Lin ve ark ise, 898 adet enterokok tiiriiniin 52’sinde
(%5.8), penisilin direnci saptamislardir (93)

Lavery ve ark ’nm yaptiklar bir ¢alismada, Ocak 1991-Ocak 1994
tarihleri arasinda izole edilen enterokok tirlerinde ti¢ willik sire iginde
ampisilin direncinin %22°den %51 yikseldigi bildirilmistir (94).

Sifuentes ve ark, izole ettikleri 407 adet enterokok tiirtinde,
E. faecium susglarmm ampisilin ve imipeneme direncini %59, £ faecalis
suglarinm ampisilin direncini %0.3, mmipenem direncini ise %0 2 olarak
saptamiglardir (95).

Oztirk ve ark. yaptiklart gahismada, 109 adet £ faecalis susunda
penisilin, ampisilin ve ampisilin-sulbaktama direng saptamamalarna karsmn,
dokuz adet £ faecium susunun dordiing bu antibtyotiklerin tiimiine direncli
bulmuglardir (55),

Siteli ve ark., izole edilen 100 adet enterokok tirtinde, penisilin
direncini %14, ampisilin direncil;i ise, %13 olarak tespit etmislerdir (92)

Cahsmamizda, izole edilen enterokok tiirlerinin penisilin ve ampisilin
direnci, disk difizyon yontemi ile %33 52 ve %30.77, mikrodilisyon
yontemi ile %26 92 ve %26 37 olarak bulunmustur. £ faecalis suglarnm

penisilin ve ampisilin direnci, disk difizyon yéntemi ile %16 38 ve %12 93,
mikrodiliisyon yéntemi ile %1034 ve %7.76 olarak tespit edilmistir.
E faecium suslarmin disk diftizyon yontemi ile penisilin ve ampisiline

direnci %73.59 ve %71 7, mikrodiliisyon yontemi ile, %69 82 ve %67 93

olarak saptanmustir.
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Kocabeyoglu ve ark., idrar kiiltirlerinden izole ettikleri . faecalis
suglaninim imipeneme direncini %35, ampisilin-sulbaktama direncini ise %6
olarak saptamuglardir (96) Calismamizda, idrar kiltirlerinden izole edilen
L. faecalis suslarmm bu antibiyotikiere direng oranlan smasi ile, %6 6 ve
%53 olarak bulunmustur

Enterokok tiirleri arasinda siprofloksasine de, giderek artan bir direng
soz konusudur (63-68) Tancovic ve ark, yaptklann bir cahsmada
siprofloksasine direnci 1987 yilinda %1, 1990 yilinda %6, 1991 yilinda
%16, 1992 yilinda ise %24 olarak saptamslardir.  Aym ¢alismada,
siprofloksasine direngli enterokok tirlerinde %83 oranmda viksek diizey
gentamisin direnci tespit edilmistir (66).

Schabetg ve ark, yaptklan bir ¢alismada 1985-1986 villarinda
yiksek diizey gentamisin direnci gosteren enterekok tiirlerinin hepsinin
siprofloksasine duyarli olmalarina karsm, 1989-1990 yillaninda izole edilen
suslarm %24’ tintin siprofloksasine direngli olduklarim saptamslardir (63).

Siitgii ve ark , enterokok tiirlerinin siprofloksasin direncini, %63
olarak bildirmislerdir (92) Calismamizda, izole edilen 182 adet enterokok
tirtintin - 104%inde (%57 14) siprofloksasin  direnci tespit edilmistir.
Bunlardan 54’inde (%51.92),' aym zamanda vyiiksek diizey gentamisin
direnci de bulunmugtur

Izole edilen E. faecalis suslarinda siprofloksasin direncini; Froglu ve
atk %6 (90), Kocabeyoglu ve ark. %182 (91), Oztiirk ve ark. ise, %7 (55)
olarak saptamislardu. Calismamizda izole edilen £ faecalis suslariin
siprofloksasin direnci %46 55, E. faecium suglarmm siprofloksasin direnci

ise %81.13 olarak bulunmustur

Izole edilen E. faccalis suglarinda tetrasiklin direncini; Eroglu ve ark.

%71 (90), Oztitk ve ark ise, %77 olarak bildirmislerdir (58)




Galismanmuzda, idrar kiiltirlerinden izole edilen £ faecalis suslarmin

tetrasiklin direnci, otomatize sistem ile, %65 8 olarak saptanmigtir.

5.4. Enterokok tiirlerinde yiiksek diizey gentamisin direnci

Yiiksek diizey gentamisin direnci, transfer edilebilme ozelligi ve bu
direnci  igeren enterokok tiirlerinin streptomisin -~ dismda  kalan
ammoglikozidlere de direngli olmalart nedeni ile infekstyonlarn tedavisinde
sorun teskil eder (8,40).

Izole edilen enterokok firlerinin, yiiksek diizey gentamisin
direnglilikleri, cesitli ¢alismalarda farkhi oranlarda bildirilmistir Dorabat ve
ark , yaptiklar calismada yiksek diizey gentamisin direncini %21 8 (85),
Sifuentes ve ark |, %12 (95), Patterson ve ark ,7%26 (24),Tsaur ve ark , %62
(72), Venditti ve ark , %59 4 (97), Ismaeel ve ark., %18 (98), Stevens ve
ark , %44 (99), Watanakunakorn ve ark., %35 (100),Gordon ve ark , %38
(25), Nicastri ve ark , %28 (101), Bryce ve ark , %12 1 (82), Kadoya ve
ark., %35 (74), Haglund ve ark , %59 (102), Vargas ve ark 1se, %5.86
(103) olarak bildirmislerdir

Yurdumuzda yapilan ¢esitli calismalarda enterokok tiirlerinde yiiksek
diizey gentamisin direnci arastmﬁms; Torect ve atk., %11 (104), Oztiitk ve
atk , %11 2 (55), Karabiber ve ark . %25 (105), Bakur ve ark , %056.7 (106),
Hascelik ve ark | %30 (107) oranlarinda yiiksek diizey gentamisin direnci
saptamislardir.  Calismamizda ise, izole edilen 182 enterokok tliriiniin
68"inde (%37 36) yiksek diizey gentamisin direnci tespit edilmistir.

L faecalis suslan ile, E Jaecium suslarmin yiiksek diizey gentamisin
direng oranlar1, ¢esitli ¢aligmalarda farkliliklar gﬁétermektedir. Buschelman
ve ark , yaptiklan ¢alismada £ faecalis ve E. faecium suglari i¢in yiiksek

diizey gentamisin direncini: %13 5 ve %7 3 (81), Keddy ve ark., %265 ve




%20 (108) olarak bildirmislerdir. Guiney ve ark , izole ettikleri 737 adet
L. faecalrs susunda, %152 oraninda viiksek diizey gentamisin direnci
saptamalanina  karsgin, 129 adet £ faecium susunda bu dirence
rastlamamslardir  (86). Vandamme ve ark ‘nin yaptiklart c¢alismada,
E faecalis suglan arasmda %8 7 oranmnda yiiksek diizey gentamisin direnci
saptanmistir (89).

Yurdumuzda yapilan gesitli galismalarda; Hosgér ve ark, izole
ettikleri £ faecalis suslarinin %20’sinde, £, Jaecium suslarmm %30’unda
(44), Aydmm ve atk ise, sirast ile %39 4%iinde ve %27 3’iinde ylksek diizey
gentamisin direnci tespit etmiglerdir (109) Hasgelik ve ark , izole ettikleri
k. faecalis suslaninda, yiksek diizey gentamisin direncini % 23.8 olarak
bildirmiglerdir (107),

Bu calismada izole edilen toplam 116 adet £ faecalis susunun
29°unda (%25), yiksek diizey gentamisin direnci bulunmasma kargm, 53
adet E. faecium susunun 35’inde (%666.03) viiksek diizey gentamisin direnci
saptanmustir,

Sanchez ve ark, yiiksek diizey aminoglikozid direnci gdsteren
L. faecalis suglarmmn, ampisilin, vankomisin, penisilin ve imipeneme
duyarlilik oranlarmin, £ faecium suglarnmn bu antibiyotiklere duyarhilik
oranlarindan daha yiksck oldugunu bildirmiglerdir (110). Nicoletti ve ark |
vilksek diizey gentamisin direnci gosteren enterokok tiirlerinin, diger
aminoglikozidler ve kombine tedavide kullanilan diger antibiyotiklere de
direngli olabilecegini saptamuglardir (18). Hosgor ve ark , yiiksek diizey
aminoglikozid direnci gosteren L Jaecalis suglarmm, diger antibiyotiklere
duyarhliklarim  arastumuslar; vankomisin  ve teikoplanine direngli  sus

saptanmamasina  karsm, suslann  cogunun penisilin, ampisilin  ve




nitrofurantoine duyarls, klindamisin, tetrasiklin, rifampin ve norfloksasine
ise, direngli oldugunu bildirmiglerdir (111)

Bu ¢aliymada, yiksek diizey gentamisin direnci gosteren E faecalis
suslarmin  tiimiiniin, vankomisin ve tetkoplanine duyarh olduklan tespit
edilmistir. Bu suslar, ampisilin-sulbaktam, imipenem ve meropeneme
%75 86, ampisiline %72 41 oramnda duyarli bulunmalarma kargm,
penisiline (%58.62} ve siprofloksasine (%34 48) duyarhlik oranlar digiiktir
Yitksek diizey gentamisin direnci gosteren E. faecium suglaninda da,
vankomisin ile  teikoplanine diren¢  saptanmamistr.  Bu suslarin
degerlendirmeye alman  diger antibiyotiklere  duyarhhklan dugiiktiir
(tablo 4 18).

Yiiksek diizey gentamisin direncinin disk diftizyon yontemi ile
saptanmasinda, 120pg gentamisin icefen diskler kullanihr (53). Cherian ve
atk’min yaptiklan ¢alismada, 10ug gentamisin iceren disk kullanilarak
enterokok tiirlerinin bu antibiyotige direnci aragtirtlms ve gentamisine
direngli bulunan 210 adet enterokok tirtinin  %67’sinin, 120pg’lik
gentamisin diski kullanilarak, aymi zamanda yitksek diizey gentamisin
direncine de sahip oldugu saptanmustir (112).

Couge ve ark,, yapt1klar1‘bir ¢aligmada, yitksek diizey gentamisin
direnci gosteren enterokok tiirlerinin fekal tagryicilik oramni arastirmuglar,
saglikhh  kisilerde tasiyicilik saptamamalarina  karsm, hastanede vyatan
hastalarm %15’ inin tagryici oldugunu bildirmislerdir (113). Patterson ve ark
ise, hastanede yatan hastalarin yiiksek diizey gentamisin direnci gosteren
enterokok ftiirii tastyiciik oranmi %29 olarak tespit etmiglerdir (114).
Eskititk ve ark *min, 20 adet saglikli kisi ve 80 adet hospitalize hasta ile

yaptiklan bir ¢aligmada; saglikls kigilerde yiiksek diizey gentamisin direnci

gosteren enterokok fekal tasiyicith@ bulunmaz iken, hastanede yatanlarin




%10’unda saptanmistr  Ayni caligmada iki farkli bélgenin kanalizasyon
orneklerinde, yitksek diizey gentamisin direnci gosteren enterokok tiirii tespit

editmemistir (71),
3.5. Enterokok tiirlerinde vankomisin direnci

Son wvillarda, Ulusal Nozokomiyal Infeksiyon Tarama Sistemi’ne
bildirilen verilere gore, 1989°dan (%60.3) 1993 ortalarma kadar (%7 9)
vankomisine duen@h enterokok tirlerinin  neden olduklar: nozokomival
mfeksiyonlarda 20 kat artis oldugu saptanmmstir. Bu suslarm pek ¢ogu,
meveut antibiyotiklere direng gostermektedir (115). Hospitalize edilmis ve
uzun sire vankomisin tedavisi almig kisiler, vankomisine direncli enterokok
infeksiyonu  gelismesi agisindan risk altindadular (116-118).  Ayrica,
Clostridium difficile infeksiyonu (119), hastamn vasi, altta yatan bir
hastaligin varlig, immiin sistemin baskilanmasi ve cerrahi operasyonlar,
diger risk faktorlerini olusturmaktadis (115,120)

Dorabat ve ark. yaptiklar: calismada, enterokok tiirlerinin %8.33{inde
(85), Vandamme ve ark , %01 5’unda (89), Twen ve ark. %16’smda (84),
Willey ve ark | %65’ inde (80), Pe;tterson ve ark , %8’inde (24), vankomisine
direng tespit etmislerdir Bryce ve ark (82) ile, Gumey ve ark “nin (86)
yaptiklar1 ¢alismalarda, vankomisine direngli enterokok tiirii saptanmanugtir.
Atkinson ve ark’min 1997 yihnda yaptiklant galigmada, 1953-1954 yillari
-aurasmda izole edilen enterokok tiirlerinde vankomisine direng tespit
edilmemigtir (121)

Bu ¢alismada, izole edilen 182 adet enterokok tiirii arasinda, iki adet

vankomisine direngli £ cas seliflavus susu saptanmistir




Gordts ve ark | hospitalize hastalanin %3 5’unda (122), Moulin ve ark.
ise, %3.6’sinda (123), vankomisine direngli enterokok tiirii fekal tastyicilign
saptamuslardir. Chiew ve ark | Singapur’da vankomisine direngh enterokok
tirlerinin fekal tagtyicilik oranmi %10 olarak bildirmislerdir (124).

Lam ve ark’min yaptiklan bir calismada, £ faecium suslarimn,
E. faecalis suglarina gore vankomisin de dahil olmak iizere antibiyotiklere
daha direngli olduklan tespit edilmistic  Aym calismada, vankomisine
direngli enterokok tiirlerinin neden olduklan bakteremi vakalarmin hepsinin
mortalite ile sonuglandig bildirilmigtir (125),

Saraiva ve ark ’nm yaptiklann ¢ahgmada, vankomisine direnchi
enterokok tiirlerinin %86°s1 ampisilin ve penisiline direngli tken, %26’simmn
teikoplanine duyarli, %82’ sinin ise, yiiksek diizey gentamisin direncine sahip
oldugu tespit edilmistir (126)

Bu caligmada izole edilen vankomisine direncli iki adet
L' casseliflavus susunun, denenen antibiyotiklere direngli ve vitksek diizey
gentamisin direncine sahip olduklan saptanmigtir

Werner ve ark, yaptiklart bir arastrmada, Van A direng tipi
gosteren 20 adet £ faecium ve bir adet E hirae susumun PCR ile
ozelliklerini incelemigler, 20 adet susun genotipik olarak aym 6zelllikte
olduklarim saptanuslardir (127). Pattel ve ark, izole ettikleri 100 adet
enterokok turinde PCR yontemi ile fenotipik arastirma yapmuslar; tirlerin
%I10’unun Van A, %30’unun Van B, %18’inin ise Van C fenotipinde
olduklarim tespit etmiglerdir (128). Satake ve ark | digks kiiltirlerinden izole
ettikleri 333 adet vankomisine direngli enterokok tiiriinde PCR yontemi ile
fenotip tayini yapmmslar, %67 8inin Van A fenotipinde  oldugunu
saptamiglardir  (50). Allerberger ve ark, PCR yontemi ile yaptiklari

¢alismada vankomisine direngli £ faecalis ve I faecium suslarinmn




cogunlukla Van A direng tipi gosterdiklerini bildirmislerdir (129). Biavasco
ve ark., vankomisin dahil ¢oklu direng gosteren 21 adet enterokok tlirtiniin,
tumiiniin - Van A fenotipinde olduklarint  hibridizasyon vyontemi ile
saptamuslardir (130) Kjerulf ve ark ise, diski florasindan izole edilen 61
adet vankomisine direngli enterokok tiirimiin PCR yéntemi ile tiiminiin, Van
A direng tipi gosterdiklerini bildirmislerdir (131) Miele wve ark .,
vankomisine direng gdsteren enterokok tiirlerinde PCR yéntemi ile fenotip
tayini yapmuglar; %56 7°sinde Van A, %23 3’iinde Van B, %20’sinde ise,
Van C direng tipi saptamislardir (132) Clark ve ark. 1se, izole ettikleri
tiirlerin ayni yéntem ile %69.3’tintiin Van A, %25 7’sinin Van B, %5 inin
ise, Van C fenotipinde oldugunu bildirmislerdir (133)

Yamane ve ark. yaptiklan bir ¢ahsmada, mikrodiliisyon yéntemi ile
vankomisine direngli olarak saptanan enterokok turlerinin, agar diliisyon
veya E test ile vankomisine direng 6zelliklerinin aragtinlmasim ve PCR
yontemi ile direng fenotipinin  saptanmasmi onermiglerdir  (134)
Calismamizda, disk difizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile vankomisine
direncli olduklan saptanan iki adet £ cas seliflavus susunun, E test yontemi
ile de, vankomisine direngli olduklar: tespit edilmigtir. Ayrica, plevradan
izole edilen L. casseliflavus suunun, 1. ve 2 dejenere primerler kullanilarak
PCR yontemi ile amplifikasyonu yapilmus, susun Van A fenotipine daha

yakm oldugu saptanmgtir.
3.6. Enterokok tiirlerinde beta laktamaz enzimi
Beta-laktamaz  iretiminin  saptanmasi,  tedavi protokolliniin

hazirlanmasinda énemli olup, bu enzim kromojenik sefalosporin (nitrosefin)

testi ile arastinlmalidir (2).
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Gordon ve ark vaptiklant c¢alhisgmada, izole ettikleri enterokok
tirlerinin %1 6°sinda (25), Malathum ve ark | izole ettikleri . faecalis
suslannin %17°sinde (135), beta-laktamaz iiretimi saptamalarina karsimn,
McNamara ve ark (27) Tsaur ve ark (72), Bryce ve ark. (82), Sifuentes ve
ark (95), Louie ve ark. (136), 1zole ettikleri enterokok tiirlerinin hig¢ birinde
beta-laktamaz dretimi tespit etmemislerdir. Bu ¢ahismada da, izole edilen
182 adet enterokok tiriiniin hi¢ birinde, beta-laktamaz aktivitesi

saptanmamigtir.




6. SONU(C

Calismamizda, izole edilen 182 adet Enterococcus cinsi bakterinm
1167s1 (%63 73), Enterococcus faecalis susudur Enterokok tiirler1 en sik,
idrar 6rneklerinden (n:100, %54 94) izole edilmastir.

Enterokok tiirlerinin antibiyotiklere dieng durumu arastirilmis, en
etkili antibiyotiklerin, vankomisin (%98 90) ve teikoplanin (%98 90) oldugu
belirlenmigtir.

Izole edilen enterokok turleri arasinda iki adet £ casseliflavus
sugunun, disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile vankomisine direngli
oldugu tespit edilmis, bu direng E test ile de dogrulanmustir. Plevradan izole
edilen £ casseliflavus sugunun PbR yonfemi ile, Van A fenotipine yakm
oldugu saptanmistir

Enterokok tiirlerinin, disk difiizyon ve mikrodilitsyon yontemleri ile
clde edilen penisilin ve ampisilin duyarlilik sonuglan kargtlastirildiginda, her
iki yontem arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

izole edilen 182 adet enterokok tiiriiniin 68’inde (%37 36), yiiksek
diizey gentamisin direnci saptanmistir. Yiiksek dizey gentamisin direnci
belitlenen E  faecium suslarmun, £, faecalis suglarma  gore  diger
antibiyotiklere de daha direngli olduklar tespit edilmistir.

Izolatlarm  hemoliz  ozellikleri  incelendiginde, %42 31°inin
o hemolitik, %22 53iniin f hemolitik, %35 16’smin ise, nonhemolitik
olduklari saptanmistir

Caligmamzda izole edilen enterokok tirlerinin  hig birinde,

beta-laktamaz aktivitesine rastlanmamistir.

68




7. OZET

Cahismamizda, Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvan
Mikrobiyoloji  Birimi’ne gonderilen khmik &meklerden 1zole edilen
Enterococcus cinsi  bakterilerin  identifikasyonu vapilmis, enterokok
tirlerinin  antibiyotiklere duvarliliklar1, yiikksek diizey gentamisin direng
Ozellikleri, beta-laktamaz aktiviteleri ve hemoliz yapma o6zellikier
arastirlmigtir

izole edilen 182 adet Enterococcus cinsi bakterinin 116°s1 (%63 .73)
E faecalis susu olup, enterokol& tirleri en sik idrar Orneklerinden
(n:100, %54 94) izole edilmigtir.

Enterokok tirlerinin  disk difiizyon yoéntemi ile antibiyotiklere
duyarliliklan arastiildiginda, en fazla siprofloksasine direng belirlenmis olup
(direng oram %57 14), en etkin antibiyotiklerin ise, vankomisin (direng oram
%1 1) ve teikoplanin (direng qrani %1 1) oldugu tespit edilmistir.

Iki adet E casseliflavus susunun, disk difiizyon ve mikrodiliisyon
yontemleri ile vankomisine direngli oldugu tespit edilmig, bu direng E test ile
de dogrulanmustir Plevradan izole edilen £ casseliflavus susunun PCR
yontemi 1le, Van A fenotipine yakin oldugu saptanmistir.

izole edilen 182 adet enterokok tiiriiniin 68’inde (%37 36), yiiksek
diizey gentamisin direnci saptanmistir. Yiksek diizey gentamisin direnci
belirlenen E. faecium  suslarmm, E. faecalis suslarina gore diger

antibiyotiklere de daha direngli olduklari tespit edilmistir




Enterokok tiirlerinin, disk difiizyon ve mikrodilisyon yoéntemler ile
elde edilen penisilin ve ampisilin duyarlihk sonuglarn karsilastinldiginda, her
iki yontem arasmdaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.05).

Izolatlarin  hemoliz  6zellikleri  incelendiginde, %42 31 inin
o hemolitik, %22 53’iintin [ hemolitik, %35 16’smin ise, nonhemolitik
olduklan saptanmistir

Calismamizda 1zole edilen enterokok ftiirlerimin hi¢ birinde,

beta-laktamaz aktivitesine rastlanmamugtir.
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