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OZET

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarinda iiretilen 62 farkli enterokok
sugunda ampisilin, vankomisin, teikoplanin ve yiiksek diizey gentamisin (YDG) direnci arastirilmustr,

Ampisilin, vankomisin, teikoplanin ve YDG direncinin saptanmasinda disk difiizyon yontemi kullanilmstir.
Her izolatin minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri ampisilin ve gentamisine karst buyyonda mikrodiliis-
yon testi ile, vankomisine kargi agar diliisyon testi ile saptanmugtir. Standart konvansiyonel yontemler kullanilarak
62 enterokok sugu tiir diizeyinde tammlanmusgtir. Izolatlarin % 74\ Enterococcus feacalis, % 19°u Enterococcus
feacium ve % 1’si Enterococcus durans olarak tiplendirilmistir. Disk difiizyon testi ile 13 (% 21) enterokok izola-
t1 ampisiline direngli olarak bulunmustur. Bu 13 izolatin buyyonda mikrodiliisyon testi ile MIK degerleri 216 pg/ml
olarak saptanmigtir. Ampisilin direng tespitinde disk difiizyon ve buyyonda mikrodiliisyon testi arasinda uyum goz-
lenmistir. Disk difiizyon testinde sadece beg izolatta YDG direncine rastlanmugtir. Stvi mikrodiliisyon testi ile bu
bes izolatin MIK degerleri >500 pg/ml olarak bulunmustur. Sadece bir izolatta disk difiizyon testi kullanilarak gen-
tamisine karg1 orta diizeyde direng tespit edilmigtir. Bu izolatin MIK degeri 250 pg/ml olarak saptanmistir. Caligi-
lan enterokok suslarinda disk difiizyon ve agar diliisyon testi ile vankomisine direng belirlenmemistir,

Sonug olarak enterokoklarda ampisilin ve glikopeptid direnci ile YDG direncinin arastirilmasinda disk di-
fiizyon yonteminin giivenilir oldugu goriilmiistiir. Disk difiizyon yontemiyle yiiksek gentamisin icerikli diskle
saptanan YDG direnci giipheli olan bakterilerde direnci kesinlegtirmek i¢in agar tarama veya buyyonda mikrodi-
liisyon testi yapilmasinin uygun olacag tespit edilmistir. Ciddi infeksiyonlarin varhginda (endokardit, bakteriye-
mi vb.) YDG direnci, uygun tedavi rejimini segmek amaciyla aragtiniimalidir, Hastanemiz i¢in vankomisin direng-
Ii enterokokun heniiz bir sorun olugturmadigs sonucuna varilmistir.

Anahtar szciikler: Enterococcus, antimikrobiyal direng, yiiksek diizey gentamisin direnci

SUMMARY
Antimicrobial susceptibility of enterococci.,

Susceptibility to ampicillin, vancomycin, teicoplanin and high level resistance to gentamicin were investiga-
ted among 62 clinical isolates of enterococci at Clinical Microbiology Laboratory, Gazi University, Faculty of
Medicine, Ankara.

Disk diffusion test was used for detecting the resistance to ampicillin, vancomycin, teicoplanin and high le-
vel resistance to gentamicin. The values of minimum inhibitory concentrations (MIC) of each isolates were de-
termined; for ampicillin and gentamicin by the broth microdilution tests and for vancomycin by agar dilution test.
By standart conventional tests strains were identified as E.faecalis (74 %), E.faecium (19 %), E.durans (1 %).
Thirteen isolates were found to be resistant to ampicillin by disk diffusion test. The MIC values of these 13 iso-
lates were detected as 216 pg/ml by using broth microdilution test. Excellent correlation was observed between
the disk diffusion and the broth microdilution test results in the detection of ampicillin resistance. Only five iso-
lates showed high level gentamicin resistance (HLG) by disk diffusion test. The MIC values of these five isola-
tes were detected as > 500 pg/ml by the broth microdilution test. Only one isolate was found as intermediately
susceptible to gentamicin by disk diffusion test. The MIC value of this isolate was 250 pg/ml by broth microdi-
lution test. We did not observe resistance to vancomycin in our strains by disk diffusion and agar dilution tests.

In conclusion, we observed that the disk diffusion test was reliable for the investigation of the resistance to
ampicillin, glycopeptides and high level resistance to gentamicin in enterococci. While using high-content disks
in the disk diffusion test for the detection of high level gentamicin resistance, the test is inconclusive if the inhi-
bition zone is 7 to 9 mm. In order to confirm this resistance, agar dilution or broth microdilution tests should be
performed. The HLG resistance should be investigated in serious infections for choosing correct treatment regi-
men, It was concluded that the vancomycin resistant enterococci (VRE) was not an issue for our hospital, yet.

Key words: Enterococcus, antimicrobial resistance, high level gentamicin resistance
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GIRIS

Enterokoklar endojen florada bulunan bakterilerdir. Dii-
siik virulansa sahip olmalarina ragmen ciddi infeksiyonlara
neden olabilmektedirler. Cesitli iilkelerde nozokomiyal infek-
siyon etkenleri arasinda enterokoklarin ikinci sirada yer aldig1
bildirilmektedir. En sik infeksiyon etkeni olan tiirlerinden En-
terococcus faecalis klinik 6rneklerden izole edilen enterokok-
larin % 85-95’ini, E.faecium ise % 5-10"unu olusturur (18).

Enterokoklar antibiyotiklere intrensek (kromozomal) ya
da ekstrensek (kazanilmus) direng gosterebilirler. Intrensek
direng, aminoglikozidlere (diisiik diizeyde), ozellikle beta-
laktam antibiyotiklere, ekstrensek direng ise aminoglikozid-
lere (yiiksek diizey) ve florokinolonlar gibi gesitli antibiyo-
tiklere karsi gelisebilmektedir. Aminoglikozidlere kars: int-
rensek direng diisiik diizeyde goriiliir. Bu dirence ragmen
aminoglikozidler etkili bir ajanla beraber kullanildiklarinda
hiicre duvarma sinerjistik etkilegsim sonucu bakterisit etki

saglayabilmektedir. Yiiksek diizey aminoglikozid direnci
varhgginda beta-laktam antibiyotikler ile sinerjistik etkilesim
80z konusu degildir (4).

Bu direncli suglarin tespit edilmesi enterokokkal infek-
siyonlu hasta icin dogru tedavi rejimini se¢mek, aym zaman-
da hastane kaynakl salginlari énlemek ve kontrol etmek aci-
sindan énemlidir (5).

Caligmanin amaci Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
(GUTF) Merkez Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina gon-
derilen gesitli klinik drneklerden izole edilen enterokoklarda
disk difiizyon yontemi ile ampisilin, vankomisin, teikoplanin
ve yiiksek diizey gentamisin (YDG) direncini aragtirmaktir.
Ayni1 zamanda izole edilen enterokoklarin buyyonda mikrodi-
liisyon yontemiyle ampisiline ve gentamisine (yiiksek diizey)
karst, agar diliisyon yontemiyle vankomisine karsi minimum
inhibitor konsantrasyon (MIK) degerlerini 6lgmektir.

GEREC VE YONTEM

GUTF Merkez Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 62 farkli en-
terokok sugu calismaya alinmistir,

Enterokoklarin tanimlanmasinda kanli agarda koloni
morfolojisi, koyun kanl agarda hemoliz karakteri, Gram bo-
yamasi, katalaz testi, % 40 safra iceren eskiilinli agar besiye-
rinde eskiilin hidrolizi ve % 6.5 NaCl igeren Brain-heart in-
fiizyonlu sivi besiyerinde {ireme ve pyrodilonyl arylamidase
(PYR-Oxoid) testleri kullanilmistir,

Katalaz testi negatif, safra-eskiilinli besiyerinde siyahlik
olugturan ve % 6.5 NaCl igeren sivi besiyerinde iireyen ve
PYR testi pozitif olan Gram pozitif koklar enterokok olarak
tammlanmustir.

Bakteriler konvansiyonel yontemler kullamlarak tiir dii-
zeyinde tammlanmstir (4). Tiir diizeyinde identifikasyon
icin mannitol, sorbitol, laktoz, arabinoz fermentasyonlar1 ve

arginin dihidrolaz testi uygulanmistir. Karbonhidrat fermen-
tasyonlari bromkrezol moru ve % 1 karbonhidrat igeren Bra-
in-heart s1v1 besiyeri, arginin dihidrolaz testi ise Moeller de-
karboksilaz besiyerinde calisiimistir (9).

Balterilerin NCCLS standartlarina uygun olarak antibi-
yotiklere duyarhliklan aragtinlmistir. Disk difiizyon yonte-
miyle ampisilin, vankomisin, teikoplanin (Oxoid) duyarlilik-
lar1 ve yiiksek gentamisin icerikli diskle (120 pg) (Bioanaly-
se) YDG direnci degerlendirilmistir. Ayni zamanda bakterile-
rin MIK degerleri ampisiline (Fako Ilaglart A.$.) ve genta-
misine (L.E. Ulagay) kargi buyyonda mikrodiliisyon yonte-
miyle, vankomisine (Abbott) kargt agar diliisyon ydntemiyle
saptanmistir.

Caligma siiresince tiim deneylerde kontrol icin Enfero-
coccus faecalis ATCC 29212 standart susu kullanilmagtir.

BULGULAR

Caligilan 62 enterokok susundan 51 (% 74)’i E.faecalis,
bes (% 19)’i E.faecium ve altt (% 7)’s1 da E.durans olarak ta-

mmlanmustir. Bakterilerin poliklinik ve servis hastalarina go-
re dagilimi tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Bakterilerin poliklinik ve servis hastalarina gtire dagilimu.

Kaynak E. feacalis (%) E.faecium (%) E.durans (%) Toplam
Servis 20 (74y* 5 (19)* 27 27 (44)**
Poliklinik 31 (89)* - 4 (11)* 35 (56)**
Toplam 51 (82)* 5 (8)* 6 (10)* 62 (100)*=

* satir ylizdesi, **kolon yiizdesi.
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Bakterilerin 27 (% 44)’si degisik servislerde yatan has-
talardan tiretilirken, 35 (% 56)’i ¢esitli poliklinik hastalarin-
dan izole edilmistir. Servislerde yatan hastalardan gelen or-
neklerden E.fuecalis, E.faecium ve E.durans tiirleri izole
edilmistir. Poliklinik hastalarinda E.faecium tiiriine rastlan-
mamugtir. Servis hastalarindan iiretilen bakterilerin izole edil-
dikleri yerlere gore dagilimu tablo 2°de gosterilmisgtir.

Bu calismada enterokoklar en ¢ok idrar érneklerinden
tiretilmis olup idrar rneklerinde en sik tespit edilen tiir E.fa-
ecalis olmustur, Bu drneklerden izole edilen 20 susun % 65°i
E.feacalis, % 25'i E.faecium ve % 10’u E.durans olarak be-
lirlenmigtir. Kan, kateter, safra ve yara drneklerinden ise sa-
dece E.faecalis iiretilmistir.

Poliklinik hastalarinin sadece idrar drneklerinde E.fae-
calis ve E.durans tiirleri tiretilmistir, E.faecium tiiriine rast-
lanmamigtir.

Tablo 2. Servis izolatlarmin iiretildikleri yerlere gore dagilim,

Izole edilen toplam 62 susun disk difiizyon y&ntemiyle
ampisilin, vankomisin, teikoplanin duyarliliklari ve yiiksek
gentamisin icerikli diskle YDG direnci tablo 3’de sunulmugtur,

Buyyonda mikrodiliisyon yontemiyle 62 enterokok su-
sunun 13’ii (% 21) ampisilin direngli (MIK=16 pg/ml), 49’u
(% 79) ampisilin duyarli (MIK<8 pg/ml) olarak saptanmustur.
Veriler tablo 4’te sunulmugtur.

Sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak gentamisin
ile enterokoklara karsi elde edilen MIK degerleri ise tablo
5’de sunulmustur. Caligilan 62 enterokok sugunun beginde
(% 8) YDG direnci (MIK>500 pg/ml) belirlenirken, 57 susta
(% 92) YDG direnci olmadigi (MIK<500 pg/ml) tespit edil-
mistir.

Agar tarama yontemiyle 62 enterokok sugunun hepsi
vankomisine duyarli (MIK<6 pg/ml) olarak bulunmusgtur.

Bakteri Idrar (%) Kan (%) Kateter (%) Safra (%) Yara (%) Toplam (%)
E.faecalis 13 (65)* 3 (15)* 2 (10)* 1 (5)* 1 (5)* 20 (74)**
E.faecium 5 (100)* - - - - 5 (19)**
E.durans 2 (100)* - - - - 2.(DF*
Toplam 20 (74)* 3(11)* 2 (T)* 1 (4)* 1 (4)* 27 (100)**
* satir yiizdesi, **kolon yiizdesi.
Tablo 3. Izolatlarin disk difiizyon yontemine gére antimikrobiyal duyarliliklart.
Bakteri Ampisilin Gentamisin* Vankomisin Teikoplanin
R S R 1 S R S R S
E.faecalis (n:51) 2 49 1 1 49 - 51 - 51
E.faecium (n:5) 5 - 4 - 1 - 5 - 5
E.durans (n:6) 6 - - - 6 - 6 - 6
Toplam (n:62) 13 49 5 1 56 - 62 - 62
* yiiksek diizey direng, R: direncli, S: duyarli, Lorta diizeyde duyarls.
Tablo 4. Enterokoklara kargi olciilen ampisilin MIK (pg/ml) degerlerinin dagilimi.
Bakteri 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
E.faecalis (n:51) 14 12 11 3 4 5 1 - - 1
E.faecium (n:5) - - - - - - - 1 1 3
E.durans (n:6) - - - - - - 3 - 1
Tablo 5. Enterokoklara karg: olgiilen gentamisin MIK (ug/ml) degerlerinin dagilima.
Bakteri 125 250 500 1000 2000
E.faecalis (n:51) 48 1 1 - 1
E.faccium (n:5) 1 - - 1 3
E.durans (n:6) 5 1 - - -
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TARTISMA

E.faecalis (% 85-95) ve E.faecium (% 5-10) klinik izo-
lasyonu en fazla olan enterokok tiirleridir. Bu ¢alismada da
izole edilen enterokok suslarinin cogunlugunu E.faecalis
(% 82) olusturmustur. E.faecalis suslarinin ¢ogu {riner sis-
tem infeksiyon etkeni olarak bulunmugtur, Benzer sekilde
Zouain ve ark. (18) en fazla izole edilen enterokok tiiriinii
E feacalis olarak bulmuglar ve bunlarin ¢ogunu idrardan izo-
le etmiglerdir.

Enierokoklar renal epitel hiicrelerine baglanma ve iiri-
ner sistem infeksiyonu olusturma yetenegine sahiptirler. Bu
baglanmaya yol acan fakttrler tam olarak tanimlanamamis-
tir. Ama baglangicta bir enterokokkal virulans faktor olarak
tammlanan esp gen ekspresyonunun bu baglanmada rol oy-
nadig: diistiniilmektedir. Bu gen epitelyal yiizeye tutunmay1
artiran enterokokkal yiizey proteinini kodlar. Bu yolla iiriner
sistem infeksiyonu ve kolonizasyonuna katkida bulundugu
diigiintilmektedir (3).

Calismada izole edilen 62 enterokok susundan 13
(% 21)'1 ampisiline direncli olarak saptanmigtir, Sekerciog-
Iu ve ark. (14) yaptiklari bir caligmada da ampisilin direng
oranint % 30, Alanci ve ark. (2) ise % 21 olarak bulmuglar-
dir. Tki ¢aligmada da elde edilen ampisilin diren¢ oranimin bu
caligmada elde edilen orana yakin ve benzer oldugu goriil-
miigtiir.

Ampisiline direncli bulunan 13 bakterinin ampisilin in-
hibisyon zonu <16 mm iken ayni bakterilerin buyyonda mik-
rodiliisyon yontemiyle saptanan MIK degerleri de >16 pg/ml
olarak bulunmustur. Yapilan disk difiizyon sonuglariyla mik-
rodiliisyon sonuglarinin birbirleriyle uyumlu oldugu gézlen-
mistir. Enterokoklarda ampisilin direncinin saptanmasinda
disk difiizyon yoénteminin giivenilir oldugu sonucuna varl-
mustir.

Caligmada izole edilen bes E.faecium ve alti E.durans
tlirlerinin hepsinin ampisilin diren¢li oldugu gdzlenmistir.
Her iki tiir iginde ampisilin diren¢ orani bu calisma igin
% 100 bulunmustur. £ faecalis i¢in bu oran % 4 olarak sap-
tanmustir. E.faecium’un E.feacalis’e gore beta-laktam ajanla-
ra daha direncli oldugu cesitli ¢aligmalarda gosterilmistir
(10,16). Bu direngten diisiik molekiil agirlikli penisilin bag-
layan proteinlerin (6zellikle PBP 5) azalmig afinitesi ve bazi
suglarin sahip oldufu plazmid aracili beta-laktamazlar so-
rumlu tutulmustur (6).

Yurdumuzda yapilan gesitli ¢caligmalarda E.faecium’da
saptanan ampisilin diren¢ oran1 9% 35-88 arasinda saptanmisg-
tir (6,7). Avrupa iilkelerinde ise % 23-94 gibi degisen oranlar
bildirilmistir (10,16). Bu ¢alisgmada 62 adet enterokok sugu-
nun sadece bes (% 8)’i E.feacium olarak tanimlanmigtir ve
ampisilin direnci izole edilen bakterilerin hepsinde tespit
edilmistir, dolayisiyla ampisilin direng orami % 100 bulun-
mugstur. Daha fazla E.feacium susunun caligilmas: ile daha
dogru sonuclara ulagilabilecektir.
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Disk difiizyon yontemine gore bes (% 8) susta YDG di-
renci bulunmustur. Kalan 57 susun 56’sinda YDG direncine
rastlanmamus, bir susta 8 mm’lik inhibisyon zonu 6lctilmiis
ve orta diizeyde duyarli olarak tespit edilmistir. Testin tekra-
rinda yine ayni sonug elde edilmistir.

Swenson ve ark. (13) enterokoklarda YDG direncini tes-
pit etmek icin agar diliisyon, buyyonda mikrodiliisyon ve
yiiksek gentamisin igerikli disklerle yapilan disk difiizyon
testlerini kargilagtiran bir caligma yapmglardir. Bu galismada
NCCLS onerileri dogrultusunda 120 pg gentamisin iceren
disklerle yapilan disk difiizyon yonteminde <6 mm’lik inhi-
bisyon zonu yiiksek diizey direnci, 7-9 mm’lik inhibisyon zo-
nu siipheli direnci ve 210 mm’lik inhibisyon zonu ise duyar-
Iihigr gostermektedir. Bu ¢aligma sonuglarina gore yiiksek
gentamisin icerikli diskle YDG direnci tespit edilecekse inhi-
bisyon zonu 7-9 mm olan testler siipheli olarak degerlendiril-
meli ve direnci kesinlestirmek i¢in agar diliisyon veya mik-
rodillisyon tarama testi uygulanmalidir.

Bu calismada disk difiizyon yontemine gore 120 pg’lik
gentamisin diski etrafinda 8 mm’lik inhibisyon zonu bulunan
susun mikrodiliisyon ile MIK degeri 250 pg/ml olarak bulun-
mustur. Sugta YDG direnci olmadig: anlagilmigtir. Sonugta
7-9 mm’lik inhibisyon zonu bulunan bakterilerin direncinin
tespitinde mutlaka agar diliisyon veya buyyonda mikrodiliis-
yon tarama testlerinin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmis-
tr.

Disk difiizyon ydntemine gore YDG direnci bulunan
beg sus i¢in dlgiilen buyyonda mikrodiliisyon MIK degerleri
>500 pg/ml olarak bulunmustur. Disk difiizyon ve buyyonda
mikrodiliisyon sonuglari arasinda uyum gozlenmisgtir.

Yiiksek diizey gentamisin direnci bulunan bakterilerin
dordii E.feacium, biri E.faecalis olarak bulunmustur. E.feaci-
um suslarinda YDG direnci % 80 oraninda bulunurken
E.faecalis’de bu oran % 20 olarak tespit edilmisgtir.

Yurt disinda yapilan bazi aragtirmalarda E.faecium’da
YDG direng oramini E.feacalis’e gore yiiksek bulan ¢aligma-
lar olmasina ragmen her iki tiir arasinda egit direng oranlar
bildiren raporlar da yaymlannustir (8,11,17). Bununla birlik-
te Papaparaskevas ve ark. (12) Yunanistan’da yaptiklart bir
calismada sadece E.faecalis’de YDG direncine rastlamiglar-
dir. Yurdumuzda da boyle farklt direng oranlart bildirilmigtir
(1,6). Bu degisik direng oranlarinin hastaneler arasi antibiyo-
tik direncindeki epidemiyolojik farklardan kaynaklandigim
diisinmekteyiz.

Vankomisin 30 yildan daha uzun bir siire direng sorunu
olmadan klinikte kullanilmis bir glikopeptid antibiyotiktir.
{1k vankomisin direngli enterokok (VRE) 1988 yilinda Uttley
ve ark. (15) tarafindan Ingiltere’de bildirilmistir. Bu ¢aligma-
da, incelenen 62 enterokok sugundan hi¢ birinde disk difiiz-
yon ve agar tarama yontemleri ile vankomisine direng sap-
tanmamigtir.



Sonug olarak enterokoklarda ampisilin ve glikopeptid

direnci ile yiiksek diizey gentamisin direncinin arastirilma-
sinda disk difiizyon yonteminin giivenilir oldugu goriilmiig-
tiir. Disk difiizyon yontemiyle yiiksek gentamisin icerikli
diskle saptanan YDG direnci siipheli olan bakterilerde diren-
ci kesinlegtirmek icin agar tarama veya buyyonda mikrodi-

=

lilsyon testi yapilmasimin uygun olacag! tespit edilmistir.
Ciddi enfeksiyonlarin varliginda (endokardit, bakteriyemi
v.b.) YDG direnci, uygun tedavi rejimini segmek amactyla
aragtirilmalidir. Hastanemiz i¢in VRE’nin heniiz bir sorun
olugturmadig1 sonucuna varilmigtir.
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