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‘STAFILOKOK VE ENTEROKOKLARDA ANTIBIYOTIK
DUYARLILIK DENEYLERININ OZELLIKLERI

Sengiil DERBENTLI

Characteristics of antimicrobial susceptibility testing in staphylococci and enterococti,

Stafilokok ve enterokoklar giiniimiizde sik rastlanilar: hastane infeksiyonu etkenlerindendir.
Bu bakterilerin sahip oldugu farkly antimikrobiyal direng mekanizmalan, duyarlihik durumunun
belirlenmesinde rutin antibiyatik duyarhiik deneylerinden farkl yéntemlerin uygulanmasin ge-
rektirir.

STAFILOKOKLARDA ANTIMIKROBIYAL DIRENCI VE
DUYARLILIK DENEYLERININ OZELLIKLERI

1940'larda penisilinin yaygin olarak kullamlmasin izleyerek stafilokoklarda penisilinaz
tiretimine bagl penisilin direnci geligmis ve bu direncin yenilmesi amaci ile metisilin gibi penisi-
Tinaza direngli penisilinler tretilmigtir, 1961 yilinda metisilinin kullamimaya baslanmasindan iki
y1l sonra, metisiline direngli §.gureus suglan ortaya gikmistr,

S.aureus'daki metisilin direnci kromozomal (intrensek) bir direngtir ve PBP 2' veya PBP
2a olarak gisterilen ek bir PBP'in sentez edilmesi sonucunda ortaya ¢ikar. PBP 2a'mn bagtica
ozellifi metisiline ve difer beta-laktam antibiyotiklerin oguna zayif afinite gstermesi ve bu an-
tibiyotiklerin varlifinda bloke edilen diger PBP'lerin fonksiyonunu iistlenerek hiicre duvar sen-
tezini stirdiirmesidir(3,4). Metisiline direngli koagiilaz negatif stafilokoklarda da, bu antibiyotige
direngli §.aurens suglarindaki PBP 2a'ya gok benzeyen ek bir proteinin bulundugu ve bu protei-
nin de beta-laktam antibiyotiklere zayif afiniteye sahip olduiu belirlenmistir(16).

PBP 2Za'min sentezine iligkin genetik bilginin, bakterinin kromozomunda yer alan mecA pe-
ninde bulundvfu ve bu genin metisiline duyarls stafilokoklarca tagmmadig bilinmektedir. MecA
geninin ekspresyonuna bagh olarak stafilokoklarda iki farkl tip metisilin direnci ortaya gikar:

1- Homojen direng: Bir bakteri populasyonundaki tiim bakterilerin fonksiyonel mecA ge-
ni tagumalar1 durumunda ortaya gikar. Bu tiir direncin belirlenmest gevre kosullan ile ilgili olma-
difmdan, homojen direng Jaboratuvarda kolayca belirlenir. Ancak bu tiir dirence ender rastlan-
maktadir,

2- Heterojen direng: Tipik metisilin disencidir. Bir bakteri populasyonundaki tim bakteri-
lerin mecA geni tagimalarina kargin, direng sadece 10%10% bakteriden birinde gbriitiir. Boyle
hiicreler 50 pg/ml metisilin varbfinda bile tireyebilir. Aym toplulukeaki diger hiicreler ise, antibi-
yotigin tibbi agidan kabul edilebilir konsantrasyoniarma, 8rnefin 1-5 pg/ml metisiline duyarhdir.
Heterojen direng, besiyerinin igerdigi NaCl konsantrasyonu, pH, inkiibasyon sicaklifit ve siiresi
gibi ortam faktorlerinden etkilendiginden, klinik mikrobiyoloji laboratuvartarinda uygulanan me-
tisilin direnci belirleme yontemlerinde optimal koguilarin saglanmasi gercklidi(3,4),

Beta-laktamaz tireten stalilokoklar penisilin, ampisilin ve amoksisiline direnglidir. Metisi-
lin gibi penisilinaza direngli penisilinler bu suslara etkilidir. Ancak fazla miktarda enzim treten
baz: suslar metisifinin kismen pargalanmasi sonucunda bu antibiyotifie direng gosterirler. Bu tiir
dirence sinrda (borderline) direng adr verilir. Ayrica mecA geni tagimadig ve beta-laktamaz
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iiretmedigi halde metisitin direnci gosteren stafilokok suglan da belirlenmistir. Intermediate di-
reng ach veriten bu direncin PBP 1,2 ve 4'deki degigiklikler sonucy, beta-laktam afinitesinin za-
yiﬂamasmdan kaynaklandigs anlagiimigtir. Sinirda direng ve intermediate direng metisiline ve di-
iter beta-laktam antibiyotiklere dilgitk diizeyde dirence. neden olur (Tablo 1)(3,11).

Tablo 1. Stafilokoklarda penisifinaza direngli penisilinlere direng mekanizmalarina bagl
olarak geligen fenotipler.

Minimum inhibitdr

Direng tipi konsantrasyon {pg/mb)
Oksasilin Metisilin
Heterojen direng 24 =16
Stntrda (borderline) diveng 1-2 2-4
Intermediate direng 12 4

Stafilokoklarda asil metisilin direnci mecA geni ve onun ekspresyonu ile sentez edilen PBP
2a'nin varliina bagh olan direngtir. Bu direncin belirlenmesinde siklikla disk diftizyon, buyyon-
da diliisyon ve agar tarama yontemleri kullaniimaktadir. Optimal keogullarin saglandif deneyler-
de bile, bu yéntemlerin duyarlihfinin % 100'e ulagamamas, Vitek, Autobac gibi otomasyon
yontemlerinin her zaman givenilir sonuglar vermemesi gibi nedenlerte DNA prob ve PCR gibi
molekiiler biyolojik yontemlerin kullamimas: gnerilmektedir(3,4,9,17,19).Ancak bu komplike
yontemler klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanamadiklanndan, yukaridaki yontem-
lerden biri segilmektedir. Bu yontemlerin duyarhihk ve Szgiillik oranlari tablo 2'de ghsteriimig-
tir(3).

Tablo 2. Meiisiline direngli stafilokoklarin belirlenmesinde kullantlan ySntemlerin duyarhilik ve

BzgitliEi (%).
Yéntem Duyarlsiik Ozgiithiik
S.aureus KN5* S.aurcns KNS
Disk difiizyon 95 95 80 80
Buyyonda diliisyon 95 0 93 95
Agar tararma 95 95 95 o5
Otomasyon sistemleri 75 75 95 93
DNA prob 99 99 99 93
PCR 99 99 99 99

* Koagitlaz negatif stafifokok.

Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenmesi

Stafilokoklarda metisilin direncinin belirlenememesi tedavide bagansizhifa neden olur.
Yanlis pozitif sonug elde edilmesi ise gereksiz vankomisin kullanimina, yani toksik ve pahall te-
daviye yol agar. Bu nedenlerle duyarhltk deneylerinden en gilvenli senucun elde edilmesi hedef-
lenmeli ve asagnida belirtilen hususlara dikkat edilmelidir: )

1. Tiim duyariilik deneylerinde(3,9,13,14);

a) Metisiline direngli stafilokoklar 30-35°C'de metisiline duyarlt stafilokoklardan daha iyi
iirediginden, duyarhihk deneylerinde hazirlanan kiiltiirler 35°C'de inkiibe edilir. Metisilin direnci-
nin biiyiik olasihkla beklendigi durumlarda, inkiibasyon 30°C'de de yapilabilir,

b) Metisiline direngh stafilokoklar daha yavag iirediklerinden, deney sonuglan en erken 24
saat sonra degerlendirilir.
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¢) Penisilinaza direngli penisilinlerden oksasilin metisiline gére hem daha stabildir, hem
de metisilin direncini belirleme yoniinden daha éstindiir, Nafsilin ise kan ve kan lrlinii igeren
besiyerierinden etkilendiginden kullantm sinlidir, Bu nedenlerle bir hastanedeki endemik di-
renghi stafilokoklarin metisilin kullamiarak daha iyi belirlendigi saptanmadikea, deneylerde oksa-
. silin kullamny énerilmektedir. . ; -

d) Deneyde kullamlacak bakteri inokulumu olarak; kanli jeloz gibi bir non-selektif besiye-
rindeki 18-24 saatlik kiiltiirde iireyen kolonilerden buyyon veya tuzlu suda hazidanan ve mi'de
belirli sayida hiicre iceren bakteri siispansiyonlan kullamlir,

) Metisiline direngli stafilokoklar normal besiyerlerindekinden daha yiiksek oranda NaCl
igeren ortamlarda daha iyi iirerler. Bu nedenle deneylerde % 2 NaCl iceren Mueller-Hinton buy-
yonu ve % 4 NaCl igeren Mueller-Hinton agar kullamlir.

) Birgok metisiline direngli stafilokok susu genellikle ¢ogul antibiyotik direnci gosterir
ve difer beta-laktamlara ek olarak aminoglikozidler, makrolidier, klindamisin, tetrasiklinler, klo-
ramfenikol ve trimetoprim-sulfametoksazole de direnclidir. Bu nedenle gogul direngli suslann
metisiline de direngli olabilecegi diisiintilmelidir. Sinirda direncli stafilokoklarda ise genellikle
cogul direng goritimez, ’

g) Metisiline direngli S.aureus ve koagiilaz negatif stafilokoklar, in-vitro test sonuglan
dikkate alinmaksizin tiim difier penisilinlere, sefalosporinlere, amolsisilin-kiavulanik asit, ampi-
silin-sulbaktam, tikarsilin-klavulanik asit, piperasilin-tazobaktam, sefoperazon-sulbaktam ve
imipeneme direngli olarak bildirilir,

h) Deneylerde kalite kontrolii igin oksasiline duyarlt S.aurens ATCC 25923 ve oksasiline
direngli S.aureus ATCC 38591 suglart kullanilir.

2- Disk difiizyon deneyinde(1,3,9,13);

a) 1 pg'lhk oksasilin (veya 5 pg'lik metisilin) diski kellanshr,

b) inokulumdaki bakteri yogunlagu 1x108 cfu/ml'dir. Bu yogunluk 0.5 No'lu McFarland
standardina egittir.

¢) Metisilin ile <9 mm, oksasilin ile <10 mm olarak belirlenen inhibisyon zonlart metisilin
direncini gosterir.

d) Deney sonucu okunurken inhibisyon zonunun kenarlan dikkatle incelenmelidir, Duyar-
li suslarda sumri belirgin inhibisyon zonlari elde edilir. Buna kargm direncli suglarda iireme sini-
rim belirlemek zordur,

3- Buyyonda diliisyon yénteminde(2,3,9,14);

a) Inokulumdaki bakteri yogunlugu 5x10° cfu/mi'dir.

b) Oksasilin MIK'unun >4 pg/m] olarak belirfenmesi heterojen direnci giisterir (Tablo 1).

c) Direncin belirlenmesinde deneyin duyarldsfim: arttirmak tizere 48 saatlik inkiibasyon,
% 5 NaCl'lli besiyeri kullanma, 30°C'de inkiibasyon, yiiksek inokulum gibi alternatifler diigiiniil-
miistiir. Ancak bunlar beta-laktamaz tiretimini arttirdifindan, duyarfs suglarin yanhishkla direncli
{veya sintrda direncli) olarak yorumlanmasina neden olabilir, yani deneyin tzgiilliigiing azaltabi-
lir. Ote yandan koagiilaz negatif stafilokoklarda diliisyon yontemi ile metisilin direncinin belir-
fenmesi §.aurens suglarina gore daha problemlidir. Koagiilaz negatif stafilokoklarda beta-lakta-
maz tretimi diléisyon deneyinin sonucunu belirgin olarak etkilemedifinden, bazi yazarlar bu
bakteriler igin inkiibasyon siiresinin 48 saat olmasimn yararhi olacagzni bildirmislerdir.

4- Agar tarama yonteminde(3,10,23):

a) 6 pg/ml oksasilin ve % 4 NaCl iceren Mueller-Hinton agar kutlamirw, Antibiyotikli be-
siyerleri stki kapah paketler icinde 2-8°C'de en fazla 4 hafta muhafaza edilir. Oksasilinin aktivi-
tesi kaybolabileceginden, bundan daha uzun sitre beklemiy besiyerleri kullaniimamalrdur.
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b) 0.5 No'lu McFarland standardma gore ayarlanmug ve 1/100 oraninda sulandiimig bak-
teri siispansiyonu (1x10° cfu/ml)ndan 10 pl almarak nokta ekim yaptlir.

¢) Sonug degerlendirilirken inokiilasyon bolgesi dikkatle incelenmelidir. Bir tek koloninin
bile iirememesi bakterinin duyarli oldugnnu gosterir.

d) Ender olarak baz1 koagiilaz negatif stafilokok suglari % 4 NaCl igeren besiyerinde lire-
yemeyebiliv. Boyle suglanm belirlenmesi igin % 4 NaCl'lii oksasilinsiz besiyerlerinde iireme
kontrolti yapiimalidir.

e) Agar tarama ySntemi mecA genine bagl metisilin direncini ortaya cikarir, "Intermedia-
te" direngli suslar da bu besiyerinde lireyebilirler. Ancak sinrda direngli suglar genellikle iireye-
mediffinden, yanhghkla heterojen direngli olarak yorumlanir. '

Stafilokoklarda beta-laktamaz belirlenmesi

Stafilokok beta-laktamazlanmn giivenli olarak saptanmasinda nitrosefin esash deneyler
snerilmektedir. Deneyde bakterinin bir non-selektif besiyerindeki saf kiiltiirii veya petrideki ben-
zer morfolojiye sahip 4-5 koloni ile ¢aligihr. Eger bakteri bir indiikleyici ajan ile kargilagmamiy
ise ve deney, yapildikian sonraki 1 saat iginde negatif ise, bu sug beta-laktamaz negatif olarak
kabul edilmemelidir. Ciinkii bazi stafilokoklar igin inditksiyon gerekebilir. Belirlenebilir diizeyde
beta-laktamaz tiretimini saglamak tizere, bakteri bir beta-laktam ile kargilaghiriler. Bu amagla 1 g
oksasilin diski etrafindald inhibisyon zonunun kenarindan alinan kifltiir ya da bir beta-laktam an-
tibiyotifin subinhibitér konsantrasyonunu {Brnefiin 0,25 pg/ml sefoksitin) igeren buyyondaki bir
gecelik kiktird kullamlir(10,23).

Stafilokoklarda en sik rastiamlan beta-laktam direnc mekanizmast, beta-laktamaz tretimi-
dir. Ancak tek direng yolu degitdir. Bu nedenle pozitif beta-Jaktamaz deney sonucu sugun penisi-
line ve agilamino-, karboksi- ve tireido-penisilinlere direngli oldujunu gosterir. Buna kargin ne-
gatif somﬁ;, sugun bu antibiyotildere duyarh oldugunu gosfermez ve bir duyarlihik deneyinin ya-
pilmasi gerekir. Penisilin ile yapilan mikrodiliisyon deneyleri beta-laktamaz olugumuna bagh
olarak penisilin direnci gisteren stafilokoklarin belirlenmesinde yetersiz kalabilir. Clinkii bazs
stafilokoklar deney sirasinda az miktarda befa-laktamaz iiretirles. Boyle durumlarda indiiklenmis
sus ile beta-laktamaz deneyi yapilarak penisilin duyarkiifa dofrulanmalidie(10,13,14,23).

ENTEROKOKLARDA ANTIMIKROBIYAL DIRENCI VE
DUYARLILIK DENEYLERININ OZELLIKLERI

Enterokoklar son yillarda nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak giderek daha sik kargiiag-
lan ve aymi zamanda antimikrobiyal maddelere direng oranlarinda dnemli artiglar kaydedilen
bakterilerdir. Ashinda bu iki siireq birbirini gliglendirmekte, antibiyotiklerin yogun olarak kulla-
nildaf ortamnlarda duyarh bakteriler elimine edilirken, direngli enterokoklar segilmekte ve yayil-
ma olanagi bulmaktadir(6,7,13).

Enterokoklarda intrensek ve kazamlmug direng olmak Gzere iki farkly tiir antimikrobiyal di-
renci goriiliir.

1- Intrensek direng

Intrensek direng terimi tiiflerin timiinde var olan kromozomal direnci ifade eder. Entero-
koklar penisilinlere ve sefalosporinlere intrensek direnglidir. Ayrica aminoglikozidlere, klinda-
misine ve linkomisine de diisiik diizeyde intrensek direng gdsteritler.

Enterckoklar beta-laktam antibiyotiklere zayif afinite gosteren PBP 5'i tagrcdiklarindan, bu
antibiyotiklerin enterokoklar igin MIK'lan yilksektir, Penisilin direnci bakieri tarafindan olugtu-
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rulan PBP 5'in miktarL ve penisiline afiniiesi ile dogru orantihdur. Ornefin E fuecalis ile yapilan
caliymalarda, penisilinin MIK'u 2-8 pg/ml olarak belirlenmistir, ki bu konsantrasyon birgok
streptokok igin olandan 10-100 kez daha yiiksektir. Aym ozellik antibiyotik déneminden énceki
izolatlarda da gsterilmigtir. Bu bulgular enterokoklarm beta-lakiam antibiyotiklere intrensek di-
rence sahip oldugunun bir kamtidir. Ayrica imipenem de dahil olmak iizere beta-laktamlarin en-
terokoklar igin MiK'larlmp birgok kat kensantrasyonu bile bakterisit etki saglayamadigindan, en-
terokoklar beta-laktamlara tolerandir(6,12,15).

Enterokoklar intrensek olarak diigiik diizeyde aminoglikozit direnci gésterirler. Bu direng
enterokok hiicre duvari aminoglikozit gegirgenliginin zayif olmasindan kaynaklanmaltadir. int-
rensek dirence bagli olarak enterokoklar igin aminogtikozitlerin MIK'u 8-250 ng/mi arasindadr
ve enterokok infeksiyontarinin tedavisinde tek bagina kullamlamazlar. Penisilin, vankomisin gibi
hiicre duvar sentezi inhibitdrlerinin varhiinda aminoglikozitierin hiicre i¢ine gegisi belirgin ola-
rak arfar, Bu nedenle enterokek infeksiyonlannin tedavisinde, hiicre duvar sentezi inhibitdrleri
ve aminoglikozit kombinasyonlari ile elde edilen sinerjizmden yararlanthr. Penisilin-aminogliko-
zit sinerjizmi, sadece yiiksek diizeyde aminoglikozit direnci géistermeyen E fuecalis suglarinda
ortaya gikar. E.faecium suglar1 genellikle penisilin ve aminoglikozitlere ok divenglidir. Bu sug-
larda yiiksek diizeyde aminoglikozit direnci bulunmamasi halinde de, penisilin ile sadece genta-
misin ve streptomisin sinerjist etkili olabilir. Ciinkil £ faecium suglan intrensek olarak amikasin,
kanamisin, fobramisin ve netilmisini modifiye eden 6'-asetiltransferaz enzimini olusturur. Bu ko-
nuda yaptlan tim galiymalar amikasin, tobramisin, kanamisin, sisomisin veya netilmisinin
MiK'ar1 2000 pg/ml'den diisiik saptanan E faecium suglannda penisilin-aminoglikozit sinerjisi-
nin belirlenmedigini bildirmiglerdir. Bu nedenle bir enterokok sugu tiir diizeyinde idantifiye edil-
memigse ve sinerjist antibiyotik kombinasyonunun kullanimn gerekli ise, mutlaka gentamisin ve
streptomisin direnci ayr1 ayrt arammalidir. Deneylerde gentamisin ve streptomisin kullanilmasi-
m bir difer nedeni, aminoglikozifler iginde en iyi etkili olmalandir(6,7,12,18,25).

2- Kazamilms direng

Enterokoklarda transformasyon goriilmemekte, kazanilnug direng transditksiyon ve konju-
gasyon ile gelismektedir, Enterokoklarda kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin ve penisilin (pe-
nisilinazla) ile, yiiksek diizeyde klindamisin ve aminoglikozit direnci, kazamimis dirence baglica
ornekleri olugturur ve bunlar plazmit vefveya transpozon aracilidir, Ayrica yiiksck diizeyde peni-
silin direnci (penisilinaz olugturmaksizin) ile, fluorokinolon direnci de griilebilmekte ve bunfa-
rin muhtemelen mutasyonlar sonucu ortaya gikiigh diisiintilmektedin(6,12).

Aminoglikozitlere kazanilnug direng _ ,

Yiiksek ditzeyde aminoglikozit direnci iki farkli mekanizma ile meydana gelebilir,

a) Hedef molekiiliin degismesi: Aminoglikozitterin hileredeki hedefi ribozomlardir. Ribo-
zomiarda antibiyotigin bagilandifit molekil degisiklige ujradiiinda antibiyotik etkisiz kalir, Yal-
niz streptomisine kargt geligen ve transfer edilemeyen bu titr dirence ender olarak rastlamr.

b) Aminoglikozit modifiye eden enzimlerin sentezi: Transfer edilebildiginden, zla yay1-
labilen bu tiir direngte adeniltransferaz, fosfoiransferaz ve asetiltransferaz enzimieri rol oynar.
Bu yolla kazamlmig direngte aminoglikozitlerin MIK'lart 2000 pg/mi'den daha yiiksektir, Yiik-
sek diizeyde gentamisin direnci gosteren enterokoklar genellikle bu grubun tibm tiyelerine direng-
lidir. Fakat diger aminoglikozitlerden farld: bir enzim (aminoglikozit niikleotidiltransferaz) ile
inaktive olan streptomisin ender de olsa bu genellemenin dismds kalir(6,12,18,20).
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Penisilinlere kazamlmsg direng

Enterokoklarda beta-laktamaz olusturma dzellifi transfer edilebilir bir plazmitte kodlan-
mugtir vé genellikle yilksek diizeyde gentamisin direncini de aym plazmit saglar. Genetik prob
galismalar1 bu dzelligin S.aureus'dan kazamldigim gostermistir. Enterokok beta-laktamaz: peni-
silin, agilamino-, karboksi- ve iireidopenisilinteri hidrolize eder. Buna kargin penisilinaza direng-
1i yan sentetik penisilinler, sefalosporinler ve imipeneme genellikle etkisizdir.

E jaecium hiicre duvar sentezi inhibitdrlerine ve aminoglikozitlere E faecalis'den daha di-
renglidir. Ffeecium suglarinmn 1/3'iintin yiiksek diizeyde penisilin direnci gdsterdifi (MIK=16
pe/ml) ve aminoglikozit-penisilin kombinasyoniarmin boyle suglara bakterisit etkili olmadiff bil-
dirilmistir. Beta-laktamaz olusturmadifa saptanan bu suglarin yiiksek diizeyde penisilin direnci .
PBP'lere baglanmigtir(6,12,18,25).

Glikopeptit direnci

1988'den bu yana enterokeldarda glikopeptit direnci bilinmektedir. Bagta E feecium olmak
tizere E faecalis, E.gallingrum ve E.casseliflavus suglarinda gbsterilen bu direng VanA, VanB
ve VanC olarak simiflandirlmistir(5,6,22). E faecium ve E faecalis suglarinda gorillen VanA di-
renci plazmidde kodlanir ve transfer edilebilir. Hem vankomisine (MIK=64 mg/ml), hem de tei-
koplanine (MIK=16 pg/ml) yilksek diizeyde direng saglamr ve bu direng tizellikle vankomisin
varlifinda indiklenir. 39 kDa'luk VanA membran proteininin sentezi ile ilgilidir. VanB direnci
de E faecium ve E faecalis'de gorillen, yalmz vankomisine diigilk ya da yiiksek diizeyde dirence
(MIK=16-512 pg/mi) neden olan, kromozomal ve indiiklenebilir bir direngtir, 39.5 kDa'luk
VauB membran proteininin sentezi ile ilgilidir. E.gallinarum ve E.casseliflavus’a spesifik olan,
transfer edilemeyen, indiiklenmeyen VanC direnci yalniz vankomisine diigiik diizeyde direng
(MIK=2-32 pg/ml) saglar. Vankomisine direncli enterokokiar, aminoglikozitlerle kombinasyon-
larinda da sinerjizm direnci gosterirler(8,12). .

Enterokeklarda duyarhiik deneylerinin ozellikleri

Endokardit gibi sistemik enterokek infeksiyonlan bir beta-laktam antibiyotik ya da vanko-
misin gibi hilcre duvan sentezi inhibitbrii ve bir aminoglikozit {genellikle gentamisin veya strep-
tomisin) kombinasyonu ile tedavi edilir. Bu kombinasyoular sinerjist etkilegim gstererek, bakte-
risit etki meydana getirir. Ancak sug hilcre duvari sentezi inhibitdrlerine direngli veya aminogli-
kozitlere yiiksek diizeyde direngli ise, sinerjizm saglanamaz ve kombinasyon tedavisi bagansiz
kalir. Bu nedenle sinerjiyi 6nceden belirlemek iizere, hiicre duvars sentezi inhibitrlerine ve ami-
noglikozitlere direng durymunun saptanmast gereklidir(6,7,24).

Rutin galigmalarda aminoglikozit direncinin belirlenmesinde hem gente{misin, hem de
streptomisin kullamlir. Ciinkii gentamisine direngli enterokok sughart, farkll bir mekanizma ile
direng goriilen streptomisin digindaki differ amineglikozitlere de direnglidir. £ faecalis'in genta-
misine duyarli suglar kanamisin ve amikasine direngli olabilir. Tedavide amikasin kullanim dii-
stiniildiifiinde, amikasin ile in-vitro deney sonuglan giivenilir olmadifindan, yiiksek diizeyde di-
reng kanamisin ile belirlenebilir(7,12).

Enterokoklarda yiiksek diizeyde aminoglikozit direncinin saptanmasinda agar dililsyon,
buyyenda diliisyon ve disk difiizyon ydntemleri uygulanabilir (Tablo 3)(10,13,14,23).
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Tablo 3. Enterckoklarda yiiksek diizeyde aminoglikozit direncinin belirlenmesinde kullamfan yontemler.

Parametre Agar diliisyon Buyvyonda diliisyon Disk difiizyon
Besiyeri BKIA* BKiB*» MHA*##

- Inokulum 108 cfufnokta 5x10° cfo/mi 0.5 McFarland
inkitbasyon 24% saat 242 saat ) 18-24 saat
Konsantrasyon

Gentamisin 500 pg/ml 500 pg/mi 120 pg/disk
Streptomisin 2.000 pg/mi 1.000 pg/mi 300 pgfdisk
Sonug Ureme yok: Duyarh  Ureme yok: Duyarl 6 mm zon: Direngli

7-9 mm zon; Yorumlanamaz?

210 mm zon: Duyarh

* Beyin kalb infiizyon agar a: Streptomisinli deneyde negatif ise 24 saat
** Beyin kalb infiizyon buyyonu daha inkiibe edilir.
*#+ Muelier-Hinton agar b: Dogru karar icin ek olarak agar diliisyon veya

buyyonda mikrodiliisyon yapiimalidur.

Deneylerde kalite kontrolii igin gentamisin ve streptomisine duyarh E faecalis ATCC
29212 ve her ikisine de direngli E faccalis ATCC 51299 suglan kullanihir. Disk difiizyon yonte-
minde sadece duyarh sug kontrol olarak almir ve gentamisin kargisinda 16-22 mm, streptomisin
kargisinda 14-19 mm'lik zon beklenir(10,23).

Enterokoklarda penisilin veya ampisilin direncinin belirlenmesinde dzel bir deney tarif
edilmemistir. PBP'lerin degismesine bagh olarak ortaya gikan direng MiK'larin yiikselmesi ve
daha kil¢iik caph inhibisyon zonlan ile gosterilebilir. Buyyonda diliisyon deneylerinde katyon
ilaveli Muller-Hinton buyyonunun kullanim, 107 cfu/m! yopunluktaki bakteri inokulumu (rutin
diliisyon deneylerinden 100 kez daha yogun), 35°C'de 16-24 saat inkiibasyon 6nerilmek(edir. Pe-
nisilin {veya ampisilin}'in MIK'u <8 pg/m! ise sus duyarh, 216 pgfml ise direncli olarak yorumla-
oir. Yitksek diizeyde penisilin direncini belirlemek igin ise, bu antibiyotiklerin bir tek konsant-
rasyonunun (64 pg/ml} kullamldif: agar diliisyon veya makrodiliisyon deneylerinden biri Sneril-
mektedir. Penisilin MIK'u 264 ug/ml olan suglar yiiksek diizeyde penisilin direncine sahiptir.
Disk difilzyon deneyinde 10 ng ampisilin diski ¢evresinde <16 mm'lik zon sugun direngli, =17
mm'lik zon sugun duyardi, 10 U penisilin diski gevresinde <14 mm'lik zen susun direngli, =15
mmrlik zon duyarh oldufunu gosterir, Mikrodiliisyon ve disk difiizyon deneyleri gibi rutin de-
neylerle enterokoklarda beta-laktamaze bagh penisilin direnci belirlenemez. Enterokok beta-lak-
tamazlarinin saptanmasinda nitrosefin deneyleri ile giivenilir sonug elde editir. Enterokoklarda
pozitif beta-laktamaz deney sonucu penisilinin yamsira agilamino-, karboksi- ve ‘ireidopenisilin-
lere de direnci gosterir(10,13,14,23),

Penisilin duyarlilig, susun aym zamanda ampisilin, amoksisilin ve beta-laktam/beta-lakta-
maz inhibitorii kombingsyonlarina da duyarl: olduguna igaret eder, NCCLS bugiin agitiireidope-
nisilinlerin buniarm arasina katilmasin nermemektedir. Penisilin ve ampisiline direncli entero-
koklar agiliireidopenisilinlere ve imipeneme de direngli olarak kabul editir. Susun penisiline du-
yarlt olmas1 durumunda bile, afiir enterokok infeksiyontaninin tedavisinde yiiksek dozlarm kulla-
mimag gerekir, Bu zellifin raporda dip not halinde bildirilmesi tavsiye edilmektedir(10,13).

Enterokoklarda vankomisin direncinin belirlenmesinde dnerilen deney, agar tarama yénte-
midir. Ciinkii disk difiizyon ve otomasyon yontemleri {Vitek, MicroScan vb.) diigiik diizeyde
vankomisin direncini belirleyememektedir. Disk difiizyon deneyinde inkiibasyon siiresi tam 24
saat olmal ve vankomisin zonunda inhibisyon saglandigim gitvenle belirlemek {izere, uygun bir
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15tk altinda kiigitk koloniler ya da ince tabaka halindeki treme dikkatle aragtinlmali ve bu deney-
de saptanan orta duyarliltk, MIK belirlenerek dogrulanmalidir. NCCLS vankomisin direng suirt-
n1, MiKs4 pg/ml duyarly, 8-16 pg/ml orta direngli ve 232 11 g/ml direngli olarak belirlemigtir.

Agar tarama yonleminde 6 pg/ml vankomisin i¢eren beyin kalb infiizyon agar kullamir.
Bakierinin 18-24 saatlik agar kiiltiriinden 0.5 Nolu McFarland standardina uygun hazirlanan
siispansiyonundan 1-10 p} (105-106 cfu/nokta) alinarak nokta ekim yapilir. 35°C'de 24 saatlik in-
kiibasyondan sonra sonug okunur. Birden fazla sayida koloni {iremesi veya buBu gibi ince bir
{iremenin saptanmasi susun direngli oldugunu gosterir(10,21,23).

KAYNAKLAR

1- Acar JE, Goldstein FW; Disk susceptibility test "V Lorian (ed): Antibiotics in Labaratory Medicine
3. baski” kitabinda .17, Williams and Wilkins, London (1991).

3. Amsterdam D: Susceptibility testing of antimicrobials in liquid media "V Lorian (ed): Antibiotics in
Laboratory Medicine 3. baska” kitabinda 5.53, Williams and Wilkins, London {1991},

3. Chambers HF: Detection of methicillin-resistant staphylococci "RC Moellering (ed): Infectious Diseuse
Clinics of North America” 7:425 (1993}.

4. Delencastre H, 84 Figueiredo AM, Urban C, Rahal J, Tomasz A: Multiple mechanisms of methicillin
resistance and improved methods for detection in clinical isolates of Staphylococcus auerus,
Antimicrob Agents Chemather 35:632 (1991).

5. Dutka-Malen S, Blaimont B, Waunters G, Courvalin P: Emergence of high-level resistance to
glycopeptides in Enterococcus gallinarum and Enterococcus casseliflavus, Antimicroh Agents
Chemaother 38:1675 (1994).

6- Herman DJ, Gerding DN: Antimicrobial resistance among enterococci, Anfimicrob Agents Chemother
35:1(1991).

7- Hermar DJ, Gerding DN: Screening and treatment of infections caused by resistant enterococci,
Antimicrob Agents Chemother 35:215 (1991).

8 Johuson AP, Utley AHC, Woodferd N, George RC: Resistance (o vancomycin and teicoplanin: An
emerging clinical problem, Clin Microbiol Rev 3:280 (1990). ~

9. Koneman EW, Allen SD, Janda WM, Schreckenberger PC, Winn WC: Color Atlas and Texthook of
Diagnostic Microbiology, 4.baski, s.609, IB Lippincott Co, Philadelphia (1992).

10- Leitch C, Boonlayangoor S: [-lactamase {ests, fests to detect high-level aminoglycoside resistance in
enterococci, tests to detect oxacillin (methicillin}-resistant staphylocoeei with an oxacillin screen plate,
"HD Isenberg (ed): Clinical Microbiology Procedures Handbook, Vol.1; J Hindler (Sec.ed):
Antimicrobial susceptibility testing" kitabinda 5.3, 5.4, 5.5, Suppl 1, Am Soc Microbiol, Washington
(1992},

11- Montanari MP, Tonin E, Biavasco F, Varaldo PE: Further characterization of borderline methicillin-
resistant S.aureus and analysis of penicillin-binding protclns Antimicrob Agents Chemother 34911
(1990).

12- Murray BE: The life and times of the enterococcus, Clin Microhiol Rev 3:46 (1990}, )

13- National Committee for Clinical Laboratory Standards: Performance standards for antimicrobial disk
susceptibility tests, Approved Standard M2-A5, Sthed, Vol.13, No.24, NCCLS, Villanova (1993).

14- National Committee for Clinical Laboratory Standdrds Methods for dilution antimicrobial
susceptibility tests for bacteria that grow aerobically, Approved Standard M7-A3, 3th ed, Vol .13,
No.25, NCCLS, Villanova (1993). '

15- Neu HC; Antibacterial therapy: Problems and promises (Part 1), Hospital Pr actice 15:63 (1990).

16- Pierre J, Williamson R, Bornet M, Gutmann L: Presence of an additional penicillin-binding protein in
methicillin-resistant S.epidermidis, $.haemolyticus, S.hominis and S.simulans with a low affinity for
methicillin, cephalothin and cefamandole, Antimicrob Agents Chemother 34:1691 {1990).

17- Razhighi RA, Derbentli §: Staphylococcus aureus suslarindaki metisilin direncinin belirlenmesinde
mikrodiliisyon, disk difiizyon ve agar farama ybntemlerinin kargilagtirimasi, ANKEM Derg 8:62
(1994),

218




19-

20-

21-

23-

24-

Rice LB, Eliopulos GM, Wennersten C, Goldmann D, Jacoby GA, Moellering RC: Chromosomally
mediated B-lactamase produciion and gentamicin resistance in Enterococcus faecalis, Antimicrob
Agents Chemother 35:272 (1991).

Richard P, Meyran M, Carpentier E, Thabaut A, Drugeon H: Comparison of phenotypic methods and
DNA hybridization for detection of methicillin-resistant Staphylococous aureuws, S Clin Microbiol
32:613 (1994). _ )

Sahm DF, Torres C: Effects of medium and inoculum variations on screening for high-level
aminoglycoside resistance in Enterococcus faecatis, J Clin Microbiol 26:250 (1988).

Sahm DF, Olsen L: In vitro detection of enterococcal vancomycin resistance, Antimicrob Agents
Chemother 341846 (1990),

Shiaes DM, Etter L, Gutmann I.: Synergistic killing of vancomygcin-resistant enterococci of classes A,
B and C by combinations of vancomycin, penicillin and gestamicin, Anfimicrob Agents Chemoather
35:776 (1991},

Swenson JM, Hindler JA, Peterson LR: Special tests for detecting antibacterial resistance "PR Murray,
ET Baron, MA Pfaller, FC Tenover, RH Yolken (eds): Manual of Clinical Microbiology 6.baski"
kitabindz, $.1356, ASM Press, Washington (1995).

Tenover FC, Tokars J, Swenson I, Paul S, Spitalny K, Jarvis W: Ability of clinical laboratories to
detect antimicrobial agent-resistant enterococei, S Clin Microbiol 31:1695 (1993).

Torres C, Tenorio C, Lantero M, Zarazaga M, Baquero F: Detection of aminoglycoside-penicillin
synergy against Enterococcus faccium using high-content aminoglycoside disks, Eur J Clin Microbiol
Infect Dis 14:878 (1995).

219



