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KAN KULTURLERINDEN IZOLE EDiPEN ENTEROKOK
SUSLARININ VANKOMISIN VE YUKSEK DUZEY
AMINOGLIKOZID DIRENCLERININ ARASTIRILMA ST*
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OZET

Ardigik 30 kan kiiltiiriinden izole edilen enterokok suslarinin 21 (% 70)'i Enterococ-
cus faecium, 9 (% 30)’ u Enterococcus faecalis olarak identifiye edilmistir. Enterokoklarin
B-laktamaz aktivitesi nitrosefin iceren disklerle aragtirtlmig ve higbirinin B-laktamaz enzi-
mi igermedigi anlasilmistir. Enterokok suglarinda vankomisin direnci E-test yontemiy-
le,yiiksek diizey aminoglikozid direnci ise E-test ve disk difiizyon ydntemleriyle incelen-
mistir, Disk difiizyon yontemiyle yiiksek diizey aminoglikozid direncinin arastirilmasi i¢in
120 pg gentamisin ve 300 pg streptomisin igeren diskler hazirlanmistir. Izole edilen sugla-
rin tiimii vankomisine duyarli bulunmustur. Yirmi bir E. faeciwm sugunun 15 (% 71)’inde
E-test ve disk difiizyon ytntemleriyle yiiksek diizey gentamisin ve streptomisin direnci
saptanmustir. Disk difiizyon yontemi ile E-test karsilastinldiginda E. faeciwm suglarinda iki
yontem arasinda tam uyum belirlenirken, E. faecalis suslarinda disk diftizyon yontemiyle
streptomisin igin iki susta, gentamisin igin ise bir susta mindr hata belirlenmistir. Hastane-
mizde vankomisine direngli enterokok susuna rastlanmamusur. Ayrica sonuglarimiz, ente-
rokoklarda yiiksek diizey aminoglikozid direnci saptanmasinda 120 pg gentamisin ve 300
Hg streptomisin igeren diskler kullamilarak yapilan disk difiizyon ydnteminin ucuz ve uy-
gun bir yéntem oldugunu gostermektedir.

SUMMARY

Investigation of vancomycin and high level aminoglycoside resistance among entero-
coccl isolated from blood cultures.

Twenty one (70%) of enterococci isolated from 30 consecutive blood cultures were
identified as E. faecium and 9 (30%) as E. faecalis. The B-lactamase production of entero-
cocci was tested with nitrocefin disks. No B-lactamase producing strains of enterococci
was found. Vancomyecin resistance in enterococci was investigated with E-test, the high le-
vel aminoglycoside resistance was screened with E-test and disk diffusion method. Disks
were loaded with 300 pg streptomycin and 120 pg gentamicin for investigation of high le-
vel aminoglycoside resistance with disk diffusion method. All of the strains were suscep-
tible to vancomycin. Fifteen of 21 (71%) E. faecium strains were high level resistant to
gentamicin and streptomycin with E-test and disk diffusion methods. When the results ob-
tained by E-test and disk diffusion methods were compared, although there was 100% ag-
reement between two methods in E. faecium strains, minor errors were found in two of
E. faecalis strains for streptomycin and in one of them for gentamicin with disk diffusion
method. There was no vancomycin resistant enterococci in our hospital. Our results sho-
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wed that disk diffusion method performed with high content aminoglycoside disks (120 pg
gentamicin, 300 pg streptomycin) was a convenient and cheap method.

GIRIS

Son yillarda enterokoklara bagli hastane infeksiyonlarinda onemli derecede artig ol-
mugtur. Enterokoklar iizerine dikkatlerin yogunlagmasi sadece hastane infeksiyonlarina
siklikla neden olmalarindan degil, ayni zamanda birgok antimikrobik ilaca belirgin ve ar-
tan derecede direng kazanmas: nedeniyledir. Enterokoklarda vankomisin direncinin goriil-
mesi, yiiksek diizeyde aminoglikozid direncinin giderek yayginlagmasi, enterokok infeksi-
yonlarinin tedavisinde 6nemli bir sorun olarak kargimiza ¢ikmaktadir (1).

Bu calismada kan drneklerinden izole edilen enterokoklarn identifikasyonu, B-lakta-
maz aktiviteleri, vankomisin ve yliksek diizey aminoglikozid direncinin aragtiriimas: amag-
lanmistir. Ayrica yiiksek diizey aminoglikozid direncini saptamada disk difiizyon ve E-test
yontemleri karsilastirilarak disk difiizyon yonteminin rutin laboratuvar uygulamalarimdaki
yeri arastirilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Ekim 1997 - Mart 1998 arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratu-
var1 Bakteriyoloji Unitesi’nde incelenen kan drncklerinden izole edilen 30 enterokok susu
caligmaya alinmgtir.

Kan érneklerinde tireyen, safra-eskiilin deneyi pozitif, pyrolidonyl arylamidase (PYR)
pozitif, % 6.5’luk NaCl'de iireme pozitif, katalaz negatif, Gram pozitil 30 kok enterokok
olarak tanimlanmis ve BBL Crystal Gram-pozitif paneli (Becton Dickinson) ile tiir tamm-
lamast yapilmistir.

Enterokoklarin B-laktamaz aktivitesi nitrosefin (Difco) iceren disklerle aragtirilmigtir.
f-laktamaz testinde pozitif kontrol susu olarak Staphylococcus aurens ATCC 29213 susu
kullanilmisgtir,

Enterokoklarda vankomisin direnci E-test (AB Biodisk) yontemi ile, yiiksek diizey ami-
noglikozid direnci ise E-test ve disk difiizyon yontemleriyle incelenmistir (9). E-test yinte-
minde vankomisin, yiiksek diizey streptomisin ve gentamisin i¢eren stripler kullanilmustir.
Enterokoklarda ytiksek diizey aminoglikozid direncini disk difiizyon yontemi ile belirleye-
bilmek icin Oxoid firmasindan elde edilen blank diskler kullanilarak 300 pg streptomisin,
120 pg gentamisin igeren diskler hazirlanmustir. Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu
disklerin kontrolii icin kullanmilmigtir (9). Bakterilerin saf kiiltiirlerinden Mc-Farland 0.5 bu-
lanikligma egdeger siispansiyonlari hazirlanmigtir. Bu siispansiyonlardan steril ekiivyonlar
aracilig ile 4 mm kalinliginda dokiilen Mueller-Hinton agar besiyerlerine siiriilmiis ve 10-
15 dakika sonra besiyerleri tizerine vankomisin, streptomisin ve gentamisin iceren E-test se-
ritleri, streptomisin (300 pg) ve gentamisin (120 pg) iceren diskler yerlestirilmistir. E-test
geritlerini iceren plaklar 35°C’de 24 saat inkiibe edilirken, diskleri i¢eren plaklar 35°C’de
24-438 saat inkiibe edilmistir. E-testler i¢in okuma sirasinda tiretici firmanin ¢nerileri dogrul-
tusunda inhibisyon zonunun antibiyotikli seridi kestigi noktadaki antibiyotik konsantrasyo-
nu minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) olarak kabul edilerck sonuglar degerlendirilmis-
tir. E-test ile vankomisin MIK’i 4 pg/ml’ye esit ve daha kiiciik olanlar duyarl;, MIK’i
32 pg/ml ve daha bilyiik olanlar direncli suglar olarak tamimlanmigur. E-test ile MIK’i 500
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pg/ml’den biiyiik olanlar yiiksek diizeyde gentamisin direngli, MIK’i 2000 pg/ml’den biiyiik
olanlar yiiksek diizeyde streptomisin direncli olarak tanimlanmugtir. Disk diftizyon yontemi
ile yiiksek diizey gentamisin ve streptomisinin her ikisi i¢in zon ¢ap1 10 mm ve daha biiyiik
olanlar duyarli, 7-9 mm arasinda olanlar orta duyarli, 6 mm’ye esit olanlar direncli olarak
belirlenmigtir (9). E-test ve disk difiizyon yontemleri karsilagtirilmistir.

BULGULAR

incelenen 30 enterokok kékeninden 21 (% 70)'i E. faecium, 9 (% 30)'u E. faecalis ola-
rak tanimlanmistir. Nitrosefin diskleriyle yapilan B-laktamaz testinde suglarin B-laktamaz
enzimi icermedigi anlasiimisgtir, Izole edilen enterokok suslarinin tiimii vankomisine duyar-
11 bulunmustur. Incelenen E. faecalis ve E. faecium suglarinda vankomisin igcin MIK ile

MIKg, degerleri ve MIK araliklar tablo 1’de gésterilmistir.

Tablo 1. Vankomisinin enterokok suslart igin MIKy; ., MIKgy,
degerleri ve MIK aralif1 (ug/ml).

Tiir Say1 MIKsq MiKsy, — MIK aralig
E faecium 21 1 2 05-2
E. faecalis 9 2 2 1-2

E. faecium izolatlarimin 15 (% 71)’inde E-test ve disk difiizyon yontemleriyle yiiksek
diizey gentamisin ve streptomisin direnci saptanmustir. E-test yontemiyle 9 E. faecalis izo-
latinin iiglinde yiiksek diizey streptomisin direnci, ikisinde yiiksek diizey gentamisin diren-
ci belirlenmistir. E. faecalis suglarinda disk difiizyon y6ntemiyle streptomisin igin iki sug-
ta, gentamisin i¢in ise bir susta mindr hata (duyarl veya direngli suglarin orta duyarl ola-
rak yanlig yorumlanmasi) saptanmuistir.

E. faecalis ve E. faecium suglarinda E-test ve disk diflizyon yontemleri ile belirlenen
yiiksek diizey gentamisin ve yliksek diizey streptomisin diren¢ durumlarn tablo 2’de goste-
rilmistir,

Tablo 2. Enterokok suslarinda E-test ve disk difiizyon yontemleri ile belirlenen
yiiksek diizey streptomisin ve gentamisin direnci.

E-test Disk difiizyon
Tir YDSD  YDGD YDSD YDGD  Orta duyarh
Strep. Genta.
E. faecium (n:21)  15% 15 15 15 0 0
E. faecalis (n: 9) 5 2 1 1 2 1

* Sug sayist; YDSD: Yiiksek diizey streptomisin direnci; YDGD: Yiiksek
diizey gentamisin direnci.

Disk difiizyon yontemi ile yiiksek diizey aminoglikozid direnci belirlenirken 24 ve
43 saat inkiibasyon kargilagtinldiginda, diren¢ durumunda bir degisiklik olmadigi goriil-
miigtiir,
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TARTISMA

Enterokoklarda, antibiyotiklere direng tiirden tiire degismektedir. Kaynaklarda E. fa-
ecium’un E. faecalis’e kiyasla antibiyotiklere daha direngli bir tiir oldugu bildirilmektedir
(5,8). Bu ¢alismada 30 enterokok izolatinin 21 (% 70)"i E. faecium, 9 (% 30)'u E. faecalis
olarak identifiye edilmistir. Geligken ve arkadaglarinin (3) 1996 yilinda hastanemizde yap-
tiklar cahsmada 126 enterokok izolatinin % 91°i E. faecalis, % 6's1 E. faecium olarak tip-
lendirilmisti.

R-laktamaz iireten enterokok suslari nitrosefin testi ile anlasilabilir (9). Bu ¢aligmada
kan kiiltiiriinden izole edilen 30 enterokok susunun B-laktamaz aktiviteleri nitrosefin diski
ile aragtinlmus ve suslarin B-laktamaz enzimi icermedigi saptanmugtir. Bartoloni ve arka-
daglarinim (1) yapug caligmada da 189 kan kiiltiiriinden izole edilen enterokok suglarinin
nitrosefin testiyle B-laktamaz enzimi igermedigi tespit edilmistir. Jones ve arkadaglarinin
(5) yaptig1 calismada 2000 enterokok izolatimin sadece ikisinde B-laktamaz enzimi bulun-
mustur.

Enterokoklarda goriilen glikopeptid direnci kayg: vericidir. Cesitli iilkelerden vanko-
misine direngli enterokoklar bildirmektedir (2,10). Ulkemizde Vural ve arkadaglan (14)
plevra stvisindan vankomisine direngli E. casseliflavus susu izole etmiglerdir. Vankomisi-
ne direngli kokenlerin cogunlugunu E. faecium olusturmakta, ancak E. faecalis ve difer en-
terokok tiirlerinde de bu dirence rastlanmaktadir (1,6). Jones ve arkadaglarinin (5) yaptigi
calismada 2000 enterokok izolatinin 87 (% 4,4)’sinde vankomisine diren¢ saptanmugtir.
1996 yilinda hastanemizde yapilan bir caligmada vankomisine direngli enterokok susuna
rastlanmamustir (3). Bu galismamizda da 30 kan kiiltiirinden izole edilen enterokok sugu-
nun hepsi vankomisine duyarli bulunmustur.

Yiiksek diizey aminoglikozid direncinin giderek yayginlagmasi, enterokoklarin neden
oldugu, aminoglikozidlerden sinerjik etki beklenen infcksiyonlarin tedavisinde Snemli bir
sorundur. Ciinkii boyle bir direncin varhiginda penisilin ve aminoglikozid kombinasyonu-
nun etkisi ortadan kalkar. Bu nedenle enterokoklar ile olusan endokardit gibi agir infeksi-
yonlarda yiiksek diizey aminoglikozid direncinin belirlenmesi gerckmektedir (7).

Kan kiiltiirlerinden izole edilen enterokoklarda yapilan bir ¢aligmada E. faecalis susla-
rinda yiiksek diizey gentamisin direnci % 44, yiiksek diizey streptomisin direnci % 40 bu-
lunurken, aym cahsmada E. faecium suslarinda yiiksck diizey gentamisin direnci % 21,
yiiksek diizey streptomisin direnci % 79 olarak saptanmustir (1). Bir ¢aligmada enterokok
bakteriyemili 93 hastanin 31 (% 33)’inden yiiksek diizey gentamisin direnci olan entero-
kok suslar1 izole edilmistir (4). Geligsken ve arkadaglarinin (3) hastanemizde yaptiklar ¢a-
lismada E. faecalis suslarinda yiiksek diizey gentamisin direnci % 62, yliksek diizey strep-
tomisin direnci % 20 olarak bulunmustur. Ayni ¢calismada E. faecium suglarinda yiiksek dii-
zey gentamisin direnci % 63 oraninda saptanirken, yiiksek diizey streptomisin direnci tes-
pit edilmemistir.

Torres ve arkadaglarinin (13) yapugi ¢alismada E. faecium susglarinda yiiksek diizey
aminoglikozid direncini saptamada streptomisin (300 pg), gentamisin ve kanamisin
(120 pg) disklerinin kullanigh oldugu gosterilmistir. Sahm ve arkadaglan (12) E. faecalis
suglarinda yiiksek diizey aminoglikozid direncini belirlemede, 120 pg gentamisin ve
300 pg streptomisin igeren diskler kullanilarak yapilan disk difiizyon yénteminin uygun bir
metod oldufunu tespit etmislerdir. Bagka bir ¢aligmada standart tarama sonuglaryla disk
difiizyon yéntemi arasinda tam bir uyum saptanmustir (11). Aym ¢alismada disk difiizyon
yonteminde 24 ve 48 saat inkiibasyonlar arasinda zon g¢aplarinda énemli bir degisiklik ol-
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madig1 gosterilmistir. Calismamizda 21 E. faecium izolatinin 15 (% 71)’inde E-test ve disk
difiizyon yontemleriyle yiiksek diizey gentamisin ve streptomisin direnci saptanmstir. Do-
kuz E. faecalis susunun 3 (% 33)’ilinde E-test ile yiiksek diizey streptomisin direnci belir-
lenirken, disk difiizyon yontemiyle bir sug direngli, diger iki sus orta duyarli olarak tesbit
edilmistir. E. faecalis suglarmimn 2 (% 22)’sinde E-test ile yiiksek diizey gentamisin direnci
bulunurken, disk difiizyon yontemiyle birinin direngli, digerinin orta duyarli oldugu belir-
lenmistir. Ayrica disk difiizyon yontemi ile yiiksek diizey aminoglikozid direnci belirlenir-
ken 24 ve 48 saat inkiibasyon sonuglar kargilagtirildiginda direng durumunda degisiklik
olmadig1 goriilmustiir.

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) kriterlerinde 120 pg
gentamisin ve 300 pg streptomisin igeren disklerle yapilan disk difiizyon yonteminde orta
duyarli bulunan enterokok suslarinin diliisyon tarama testiyle incelenmesi gerektigi belir-
tilmektedir (9). Bu durumda enterokoklarda 120 pg gentamisin ve 300 ug streptomisin dis-
ki kullanilarak yapilan disk difiizyon yéntemiyle yiiksek diizey aminoglikozid direnci aras-
tirthip, orta duyarlt olanlara diliisyon tarama testi uygulanabilir,

Bu ¢alismanin sonuglarina giire hastanemizde vankomisine direngli kan kiiltiirii izola-
t1 enterokok susuna rastlanmamgtir. Bulgularimiz, enterokoklarda yiiksek diizey aminog-
likozid direnci saptanirken 120 pg gentamisin ve 300 pg streptomisin igeren diskler kulla-
nilarak yapilan disk difiizyon y6nteminin ucuz ve uygun bir yontem oldugunu géstermek-
tedir.
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