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GiR1S VE GENEL BILGILER

ENTEROKOKLAR HAKKINDA GENEL BILGt
Sherman, 1937 yilinda D grubu streptokoklari, S.faecalis

ve S.faecium olarak simiflandirmastir. 1970 yilinda Kalina,

S.faecalis ve S.faecium'u Enterococcus cinsine koymustur (30).

Enterokok ismi ilk olarak 1899 yilinda Thiercelin tarafin-
dan Fransa'da yayinlanan bir mokalede kullanilmastir. Bu
ismin kullanilis amaci yeni bulunan Gram pozitif diplokok
olan bir bakterinin intestinal orijinli oldugunu vurgulamaktadair.
1906 yilinda Andrews ve Harder, endokarditli bir hastanin
diskisindan Streptococcus faecalis'i izole etmisler, 1919 yailinda
Orla-Jensen S.glycerinococcus ve S.faecium'u tanimlamastar.
Sherman ise streptokoklari piyojenik, viridans, laktik ve

enterokoklar olmak Uzere 4 gruba ayirmastar.

Enterokoklar, 10-45°C arasinda Ureyebilen, % 6.5 NaCl'li
ortamlarda da Uremelerini surdurebilen, 60°C'de 30 dakika
canli kalabilen ve eskulini hidrolize edebilen bakterilerdir.
Enterokoklar, Lancefield tarafindan yapilan serolojik semaya
gére D grubu streptokoklar (enterokoklar) olarak gosterilmisler~
dir, Sherman simiflandirmasinda, S.faecalis, S.zymogenes,
S.liquefaciens ve S.durans enterokok grubunda yer almislardar.
Bunlardan ilk UgUnin benzerligi yUzUnden uygun terminoloji
s6yle olusmustur: S.faecalis (hemoliz negatif, proteolizis nega-
tif), S.faecalis var.liquefaciens (hemoliz negatif, proteolizis
pozitif), S.faecalis var.hemolyticus (hemoliz pozitif, proteolizis
negatif), S.faecalis var.zymogenes (hemoliz pozitif, proteolizis
pozitif) ve S.durans. Son galigsmalar hemolizin plazmid kaynakli
oldugunu ve non-hemolitik suslara transfer edilebilecegdini
gostermistir (44).



1940 ve 1950'lerde, S.faecium'un S.faecalis'ten ayri biyo-
kimyasal &zelliklere sahip oldugu gdsterilmistir. S.faecium,
potasyum telluritle inhibe olmakta fakat tetrazoliumu formozona
redikte edememektedir. 1984 yilinda DNA-DNA ve DNA-RNA hib-
ridizasyon deneyleriyle S.faecalis ve S.faecium'un streptokok-
lardan ayri olarak Enterococcus cinsine aktarilmasi &nerilmistir.
Daha sonra bu cins igindeki bakteriler E.faecalis, E.faecium,
E.durans, E.avium, E.casseliflavus, E.malodoratus, E.gallinarum,
E.hirae, E.mundtii, E.raffinosus, E.solitarius, E.pseudoavium
olarak g¢esitli turlere ayrilmislardir (44). E.raffinosus ve
E.solitarius, 1989 yilinda Facklam veCollins (12)'in g¢aligmala-

riyla tanimlanmislardar.

Enterokoklar, Gram pozitif ve fakultatif anaeropturlar.
Sekilleri ovoid olup kisa zincirler veya giftler halinde, bazen
de tek tek bulunurlar. Sitokrom enzimleri olmadi§i igin katalaz
negatifdirler. E.foecalis, Lys-Ala 2-3 tipinde bir peptidoglikana
sahipken, E.faecium Lys-D-Asp tipinde bir peptidoglikana
sahiptir (44). BUtun enterokok turleri PYR (pyrrolidonyl
arylamidase) ve LAP (leucine aminopeptidase) pozitiftirler.
BE (bile~eskulin) pozitif olup % 6.5 NaCl'ye tolerandirlar.
10-45°C'ler arasinda Ureyebilirler. Glikozdan gaz olusturmazlar.

Godu vankomisine duyarlyi olup D grubu antijenine sahiptirler
(13).
Enterokok cinsindeki tuUrler bazi karbonhidratlara etkileri-

ne ve arginin hidrolizine gdre 3 gruba ayralarlar (13) :

1. grup turleri olan E.avium, E.malodoratus, E.raffinosus
ve E.pseudoavium, mannitol, sorbitol ve sorbozdan asit olug-

turur, arginini hidrolize etmezler.

2. grup turleri olan E.faecalis, E.solitarius, E.faecium,
E.casseliflavus, E.mundtii ve E.gallinarum, arginini hidrolize
ederler, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitolde farkla
8zellikler gdsterirler.

3. grup turleri olan E.durans, E.hirge ve bir E.faecalis
varyanty arginini hidrolize ederler, karbonhidratlardan asit
olusturmazlar. E.faecalis, tellurite tolerans gdsterir ve piruvati
kullanabilir (13).



Enterokoklarin iki tiruU, E.foecalis ve E.faecium, insan
infeksiyonlarindan en sik izole edilen turlerdir. Klinik olarak
izole edilen enterokoklarin buUyuk ¢odunlugu E.facealis(% 80-90)'
tir. E.faecium daha az (% 5-10) olarak izole edilir. Muayene
maddelerinden daha az siklikta E.avium, E.raffinosus ve
E.gallinarum’'un  izole edildigi bildirilmistir. E.solitarius,
E.casseliflavus, E.mundtii, E.durans, E.hirae ve E.faecalis
varyanta insanlardan gok seyrek izole  edilmislerdir.
E.malodoratus ve E.pseudoavium insan infeksiyonlarindan izole
edilmemiglerdir (13).

Enterokoklar sagdlikli insanlarin diskilarinda, daha az

olarak vajina ya da agizda bulunurlar (44).

Enterokoklarain virulans faktsrleri csadida belirtilmistir:

Agregasyon maddesi: E.faecalis ve E.faecium'da bulunur;
alica ve verici hucreler arasinda feromon cevabini kolaylastirar.
Arg-Gly-Asp motiflerine baglanarak renal +tubiler hicrelere
bajlanmayis guglendirir, Sitolizin ile birlikte tavsan endokar-
ditinde mortaliteyi artairar.

Feromonlar: E.faecalis'te bulunur; in - vitro n&trofiller

icin kimyasal olarak gekicidirler.

Sitolizin: E.faecalis ve E.faecium’da bulunur; bazi Gram
pozitif bakteriler ve bazi dkaryotik hucreler igin litik aktivite
gdsterir.

Lipoteikeik asit: BUtun enterokoklarda bulunur, insan

monositlerinde sitokin Uretimini stimule eder.

Proteaz: E.faecalis'te bulunur; ¢inko endopeptidaz aktivi-
tesi gbzlenmistir.

Hiyoluronidaz: E.faecalis'te bulunur; mukopolisakkarit

yapisindadir.

AS-48: E.faecalis'te bulunur, Gram pozitif ve Gram hegotif
bakterilere korsi bakteriyosin aktivitesi g8stermektedir. Proteaz,

hiyoluronidaz ve AS-48 faktsrlerinin fonksiyonlari, in-vitro
ve in-vivo infeksiyon modellerinde hentz denenmemistir (32).



ENTEROKOKLARIN NEDEN OLDUGU INFEKSI1YONLAR

Enterokoklar, insan agiz boslugunun, intestinal sistemin
ve vajinanin kommensal bakterileridir. Insan  diskisinda
105-107 cfu/g kadar bulunurlar ve normal barsak florasinain
% 0.01 kadarini olustururlar (32).

Enterokoklarla en sik Uriner sistem infeksiyonlari meydana
gelir. Enterokoklar ayrica &nde gelen endokardit etkenleri
arasinda yer alirlar. Enterokoklar nozokomiyal infeksiyonlara
da neden olurlar. Bakteriyemi, salpenjit, endometrit, peritonit,
safra yolu infeksiyonlari, karin igi abseler, bazen meninjit
gibi g¢esitli infeksiyonlardan da enterokok suslari izole
edilmigtir. Yenidodan sepsisi ve meninjitinde, B grubu strepto-
koklar ve E.coli'den sonra 3. siklikta rastlanan etken
olduklari ssylenebilir (61).

E.faecalis insandaki enterokok infeksiyonlarinin % 80-90'indan
sorumludur. Geri kalan infeksiyonlarin buUyik bir kismina
E.faecium, daha az bir kisminir da E.avium, E.casseliflavus,
E.durans, E.gallinarum, E.hirae, E.mundtii, E.raffinosus
ve E.solitarius meydana getirmektedir (32).

Uriner sistem infeksiyonlara

Bu infeksiyonlarin buUyuk c¢odunlugdu nozokomiyal olup,
Uriner sistemdeki anomaliler ve katater kullanimi ile iligkili
olarak bulunmustur (32). Bazi enterokok suslari &zel bir agregasyon
maddesi Uretirler. Bu madde renal tubtler hucrelere yapismaya
sadlayarak Uriner sistem infeksiyonlarinin olusmasiny kolaylag-
tirar. Bu madde fibronektine benzer bir madde olup, &Skaryotik
hiUcrelere integrin reseptdrleri aracilagy ile baglanmaktadar
(42).

5 cfu/ml bakteri bulunmasa

infeksiyon igareti olarak alinmakta ise de bazen (Uriner

ldrarda genel olarak 10

infeksiyonlu hastalarin idrarlarinda daha az sayida enterokok
saptanar. Bunun nedeni enterokoklarin =zincirler halinde
bulunmasi ve her zincirin besiyerinde tek bir koloni meydana
getirmesidir. Enterokoklarla olusan Uriner sistem infeksiyonlari

siklikla hastanede yatan hastalarda gorulmekte olup olgularin



1/3'unde piyelonefrit meydana gelmektedir (47). Katater
ve ©ozellikle | enterokoklara etkisiz olan sefalosporinler gibi
genis spektrumluv antibiyotiklerin kullanilmasi bu tip infeksi-
yonlarda bir artiga neden olmustur (14).

Endokardit

Enterokoklar, bakteriyel endokarditlerin % 10-15'inden
sorumludurlar (39). Hastalik cerrahi yolla veya manipulasyonlarla
gastrointestinal sistemden veya ¢ogdunlukla da Urogenital
sistemden kaynaklanir. Bu sebeple endokardit olgularina
genellikle c¢esitli jinekolojik prosedirler sonucu bakteriyemi
olusan geng kadinlar ve prostat problemi olan yasli erkekler
arasinda rastlanir.,  Enterokoklarin olusturdudu  endokardit
olgulorln;n % 95'inden E.faecalis sorumludur (47).

Bakteriyemi

Enterokoklar tarafindan meydaona getirilen en yaygin
UguncU infeksiyondur. Cogunlukla Uriner sistem infeksiyonlarin-
dan ve intraabdominal sepsisten kaynaklanan enterokoklar,
kan dolasimina girerek bakteriyemiyi meydana getirirler.
Bu hastalaran 1/3'tnde endokarditde olusur {42). Graniger ve
Ragette (20) nozokomiyal bakteriyemi olgularinda en yaygin
giris yerinin %25 oraninda Uriner sistem oldudunu tespit
etmiglerdir. Bakteriyemide sefalosporinlerin paranteral olarak

kullanilmasi da sUperinfeksiyonlara yol agar.

Hastane infeksiyonlari

Enterokok , E.coli'den sonra nozokomiyal infeksiyonlara
ikinci siklikta neden olan bakteridir. Eskiden bir gok enterokok
infeksiyonunun hastanin kendi barsak florasindan kaynaklondiga
dUsUnuUlmekteydi., Son ¢aligmalar, direngli bir enterokok
susunun hastanelerde hastadan hastaya yayilabilece§ini
gostermistir. Bu direngli suslar hastane personeli vasitasiyla
da yayilabilir (42). Eksojen kaynakls ve patojen olan
enterokok suslari, kolonize olma, ¢ok daha fazla Ureme
konak dokularina vyayilma ve yayildiklari yerde 1srarla
kalica olma gibi ©ozellikleri ile normal florada bulunan
enterokoklardan farkly 8zellikler gostermislerdir (32).



Enterokoklar yumusak dokulari, paranazal sinusleri,
kulagr da infekte edebilmektedirler., Bsbreklerdeki infeksiyonlar
o6zellikle Uriner sisteminde yapisal anomali bulunan ve
katater kullanan hastalarda goriulmektedir (32).

ENTEROKOK INFEKSIYONLARINDA KULLANILAN ANTIBIYOTIKLER
Enterokoklar, penisilinlere az duyarli, sefalosporinlere
ise duyarsizdir. Idrar yolu infeksiyonlarinin veya yumusak
doku infeksiyonlarinin tedavisi nispeten kolaydir. Ampisilin,
kinolonlar, gerekirse vankomisin kullanilabilir. Ancak
bakteriyemi ve endokardit gibi infeksiyonlarin tedavisinde

gok daha ciddi sorunlar vardir (é61).

Enterokoklar bitun  beta-laktam  antibiyotiklere  karsa
tolerandarlar. MiK'un  ¢ok Uzerindeki  konsantrasyonlarda
bile &lmezler. Sefalosporinler ise enterokoklara karsi g¢ok
zayif bir aktivite gosterirler ve kullanilmalari sUperinfeksiyon-
lara neden olur (44).

Ampisilin enterokoklara karsi penisilinden daha aktiftir.

Eritromisin ve klindamisin ise enterokoklar Uzerine genellikle
etkisizdir (47).

Aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi dusik dizeyde
bir dirence sahip olmak enterokoklarin intrinsik bir &zelligidir
(44). Enterokoklar membranlarinda gok dustk elektrik potansi-
yeline sahip olduklari igin omihoglikozidlerin bakteriye yeterince
penetre olmalari zorlasir., Penisilin grubundan bir antibiyotikle
bir aminoglikozidin kombinasyonunda, penisilin membrandan gegij
potansiyelini yUkselterek aminoglikozidlerin hlcre igerisine girisini
artirmaktadir (67).

Enterokoklarda hem beta-laktam grubu hem de aminoglikozid
grubu antibiyotiklere karsi intrinsik direnci yenmek, ancak
bu iki antibiyotigi kombinasyon seklinde kullanmakla mumkun-
dur (34). Penisilinin bakteri hicre duvarinda yaptigi sirarly
tahribat ve membrandan gecis potansiyelini yUkseltmesi, permeabiliteyi

artiracak ve bunun sonucu bakteriye giren aminoglikozid



bakterisidal etkisini gosterecektir (61). Aminoglikozidlerle yapilan
kombinasyonlarda beta-laktam antibiyotigin yerine yine
hucre duvari sentezi inhibitsru olan vankomisin de kullanila-
bilir (70).

Enterokoklarin neden oldudu Uriner sistem, yumusak
doku ve karisik infeksiyonlar tek  bir ilagla bagarily bir
sekilde tedavi edilebilirler. Ampisilin, penisilin veya
vankomisin tercih edilen antibiyotiklerdir (44). Vankomisin  penisiline
karsi alerjisi olan hastalarda aminoglikozidlerle kombinasyon

seklinde kullanilmaktadir (47).

Enterokokal meninjit olgularinda intravensz ampisilin
uygulanmasi bagarails sonuglar vermigtir. Bakteriyemide
ise ampisilin kullanilabilirse de penisiline duyarla suslar
icin penisilin de kullanilabilir. Enterokoklarin olusturdugu
bazi endokardit olgulari sadece penisilin kullanilarak tedavi
edilmistir. Bazi hastalarda ise penisilin ile yapilan tedaviden
basarili sonuglar alinmamagtir. Bu durum yiksek doz penisilin
kullanildiga zaman bile gegerliligini korumustur. Bu tur
olgularda penisilinin streptomisin ile kombinasyonu daha
basarily olmustur (44).

Ciddi  enterokok infeksiyonlarinin tedavisinde ortaya
¢ikan baska bir durum bazi enterokok suslarinin aminoglikozid-
lere ve beta-laktamaz olusturarak veya olusturmadan penisilin-
lere karsi yuksek duzeyde direng gdstermesidir. Bu suslarla
olan infeksiyonlarin tedavisinde ancak vankomisin basari
saglayabilir (61). Vankomisin yerine daha uvzun bir plazma
yary OmrUne sahip olan teikoplanin endokardit olgularinda
daha basarili sonuglar vermektedir (11). Bunun yaninda
enterokoklarda vankomisin direncine de rastlanmasy durumu
daha ciddi kilmaktadir (61). Siganlarda deneysel olarak
ampisilin ve vankomisine direngli bir E.faecium susuyla
meydana getirilmis endokardit, siprofloksasinin hem gentamisin

hem de rifampisin kombinasyonlari kullanilarak tedavi edilmig-
tir (66)0



Gentamisine yUksek duzeyde direng gdsteren
enterokok suslarina karsi, teikoplanin-meropenem-gentamisin
ve  teikoplanin-sparfloksasin-gentamisin kombinasyonlar:  ikili

kombinasyonlara  kiyasla daha iyi sonuglar vermektedir

(15).

Eng ve arkadaglari (10) hem ampisiline hem de vankomi-
sine direngli olan suslari siprofloksasine de direngli bulurken,
tetrasiklinlere duyarly bulmuslar ve bu durumu arastirma
yapilan klinikte tetrasiklinin oz kullanilmasina baglamas-

lardar.

YUksek duzeyde aminoglikozid direncine sahip enterokok
suslarinin olusturdugu bir endokardit olgusunda ampisilinin
aralikly dozlarla uygulanigi dedil de devamli olarak uygulan-
mas1 daha etkili olarak bulunmustur (29).

Novobiosinin, siprofloksasin ile kombinasyonlari yuksek
dizeyde  ampisilin, vankomisin ve gentamisine  direngli
sugslarla olugsan infeksiyonlardn izole edilen Enterococcus faecium
suslarina karsi, belirgin bir bicimde in-vitro aktiviteye sahip ola-
rak bulunmaktadir (35).

CALISMADA  KULLANILAN  ANTIBIYOTIKLER HAKKINDA  GENEL
BiLGt

Penisilinler

"Penisilinler" dogal ve yari sentetik antibiyotiklerin
bulundugu bir grup antibiyotigin genel adidir. Orijinal
antibiyotikler Penicillum notatum ve P.chrysogenum'dan
elde edilmistir. Gruptaki bUtUn antibiyotikler ayni1 temel
yapiya sahiptirler. é-aminopenisilanik asit, bir tiazolidin
halkasi1 ve serbest bir amino grubu igeren beta-laktam
halkasindan olugmaktadar. é-aminopenisilanik asidin ve
ondan turetilmis olan penisilin G ile ampisilinin yapisa
dsagida gosterilmigtir (56,70).
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é-aminopenisilanik asit ve ondan tuUretilmis olan penisilin G

ile ampisilinin yapasai.

Penisilin G, en yaygin sekilde kullanilan wucuz bir
antibiyotiktir, Toksisitesi azdir ve Gram pozitif bakterilere
karsi oldukga etkilidir. Gram negatif bakterilerden Neisseria
cinsi disindakiler bu antibiyotige genellikle direnglidir.
Mide asidinde kolayca pargalandigir igin oral yoldan kullanail-
maz. Penisilinaz tarafindan inaktive edilir. Yaklasik olarak
30 tane yari-sentetik penisilin Uretilmistir ve klinik kullanima
sunulmugtur (56). Ampisilin bir ¢ok- Gram negatif bakteriye
karsy etkilidir, oral olarak kullanilabilir fakat penisilinaz
inaktivasyonuna duyarlidir. Ampisilin ve amoksisilin enterokok
ve L.monocytogenes'e karsi penisilin G'den daha aktiftirler.
H.influenzae ve H.parainfluenzae'ya karsi da etkilidirler.
Penisilinler, peptidoglikan sentezini PBP'lere baglanarak
inhibe etmek suretiyle aktivitelerini gosterirler (70).

Enterokok suslari i¢in, ampisilin ve penisilin G'nin
standart MIK degerleri agadida gosterilmigtir (44).
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Duyarly Orta derecede Orta Direnc¢li

duyarli (mg/l) (mg/l1)
Ampisilin - <8 - »16
Penisilin G - {8 - %16

Orta derecede duyarls kategorisi, endokardit ve diger
ciddi derin doku infeksiyonlarinda enterokoklara karsi yuksek
dozda penisilin veya ampisilin kullanilmasinin ve bir amino-
glikozidle kombinasyon yapilarak bakterisidal etkinin saglan-
masinin gerektigini ifade etmektedir (44).

Aminoglikozidler:

1943  yilinda  streptomisinin kegfi, tedavi agasindan
kullanigli antibiyotiklerin geligtirilmesinde bir dénium noktasi
olmustur. Streptomyces ve Micromonospora'lar gesitli amino-
glikozid antibiyotikleri Uretmektedirler. Micromonospora'dan
elde edilen gentamisin ve sisomisinde "mycin" yerine "micin"

eki kullanilar.

Yapr olarak aminoglikozidler, aminosiklitole (aminosub-
titutesiklik polialkol) baglanma gésteren iki ya da daha
fazla aminogeker igerirler. Spektinomisin ise sadece aminosiklitol
icermektedir., Bir aminoglikozid molekUlUnun aminosiklitol
bslumu,  streptaminin iki turevini igermektedir. Bunlar,
streptidin ve deoksistreptamindir. Deoksistreptamini iceren
grup ikiye ayrilir. Bu gruplar neomisin ve kanamisin grubu-
dur (24).



1

Streptomisin
Grubu Dihidristreptomisin

Streptidi isi
ptidin Bluensomisin

NH, Neomisin

3 €. ruou Neomisin B,8.C
N /Elgglﬁf}iy Paromomisin I1,8,1I1.
Streptamin + A

6 54J§ﬁ:r\\\\‘\$ Kanamisin sanamlslq A.B,&7C _

I s“bst Grubu Gentamisin C1,Cla, 8Lz
o 1tye Tabramisin
Sisomisin
Deoksistreptamin Netilmisin

Aminosiklitol halkasina gtre aminoglikozidlerin gruplandirilmasa:.

Aminoglikozid antibiyotikler iki degisik mantar grubu
tarafindan uUretilmektedir (1):

Streptomyces grubu Micromonospora grubu
Streptomisin Gentamisin
Neomisin Sisomisin
Kanamisin Netilmisin
Tobramisin '

Amikasin

Aminoglikozidler, ribozomlarda protein sentezini inhibe
ederler. Streptomisin yalniz 30S alt birime baglanirken, diger
aminoglikozidler 505 alt birimine de baglanabilirler. Kanamisin
ve neomisin grubunda ise mRNA'daki genetik bilginin translas-
yonu sirasindaki translasyonu engelleme etkileri de gérilmekte-
dir, Genetik kodun yanlis okunmas: anlamsiz proteinlerin

olugmasina neden olur.

Streptomisin grubu: Tuberkuloz tedavisinde kullamlar.
Penisilin ile kombinasyon halinde enterokokal endokardit
tedavisinde kullanilmaktayken son zamanlarda yerine gentamisin
kullanilmaya baslanmagtar,
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Neomisin grubu: En toksik aminoglikozidlerdir. Spesifik
olmayan aminoglikozid direncine neden olduklari icin g¢ok
az kullanilmaktadirlar. Paromomisin , amipli dizanteride
yaygin olmamakla birlikte kullanilmaktadar.

Karamisin grubu: Kanamisin A,etki spektrumu bakimindan streptomi-
sine yakindir. P.aceruginosa'ya ve bir g¢ok Enterobacteriaceae
turine kargy daha aktif olan gentamisin ve tobramisin,
kanamisinin yerini almislardir. Tobramisin ise dcha az
nefrotoksik ve P.aeruginosa'ya karsi biraz daha aktif
olarak  bulunmugtur. Sisomisin ve dibekasinin gentamisin
ve tobramisin Uzerine avantajlari yok sayilacak kadar
azdir. Netilmisinin daha az  toksik oldudu ve aminoglikozid
modifiye eden enzimlere daha dayanikli oldudu iddia edilmisgtir.
Kanamisin A'nin  yari-sentetik bir tUrevi olan amikasin
ile yapilan tedavide, gentamisin ve +tobramisine oranla
daha yuUksek serum seviyelerine wulasilmistar. Gentamisin
direncine rastlanilan durumlarda amikasin  kullanilabilir

(24).

Aminoglikozidlerin enterokoklara karsi MIK degerleri
soyledir:  Streptomisinin, enterokoklar igin ortalama MiK
degeri 250 mg/1 iken gentamisinin MIK degeri 8-64 mg/l arasindadar
(44). Yuksek dizeyde aminoglikozid direnci gentamisin
igin 500-2000 mg/l, streptomisin igin ise 2000 mg/l seviyesinde
tespit edilen direngtir. Bu tiUr suslarda beta-laktam antibiyo-
tiklerle aminoglikozid antibiyotiklerin ikili kombinasyonlarinda
sinerjist etki gsrulmemektedir (46).

ENTEROKOKLARDA ANTIBIYOTIKLERE KARSI OLUSAN DIRENC
Enterokoklarin g¢esitli antibiyotiklere direng mekanizmalara

iki grupta incelenebilir:

1. Intrinsik direng

2. Kazanilan direng
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1. Intrinsik direng

tntrinsik  direng, penisilinlere, klindamisine, sefa-
losporinlere ve dUsUk dUzeyde olmak Uzere aminoglikozid
grubu antibiyotiklere karsi kalitsal olarak enterokok suslarinda

bulunan direngtir.

A) Beta-laktam grubu antibiyotiklere intrinsik direng

Enterokoklarin , beta-laktam grubu antibiyotiklere
direng gostermeleri  karakteristik  &zellikleridir. Bu tip
direng enterokok PBP (penisilin baglayan protein)'lerinin
beta-laktam antibiyotikler icin kalitsal olarak dusUk afiniteye
sahip olmalarindan meydana gelmektedir. Solomon adalarindan
izole edilen ve daha 8nce antibiyotiklerle karsilagmamis enterokok
suslarinda bile bu &zellik gorUlmustur (44). Penisilinlere yUksek
dizeyde direngli bir E.faecalis susunun PBP 5'i sentez
etme yetenegini kaybetmesi bu susun sadece penisilinlere
degil, sefaloridin, sefaleksin ve seftazidime de duyarls

hale gelmesini saglamigtir (30).

In - vitro testlerde E.faecalis igin penisilinin ortalama
MIK degeri 2- 8 mg/l arasindadir. Bu deger bir gok strepiokok
icin olan ortalama MIK degerinden 10-100 kat daha buyuktur.
E.faecium suslari E.faecalis suslarina oranla penisiline
daha direngli bulunmakta, ortalama MIK degerleri 16-32 mg/l
arasinda  degismektedir. Ampisilinin E.faecalis igin MIiK
degeri 1-4 mg/l arasindadir ve penisilin igin olan MIK degerinden
1 dilusyon daha agsagidadir. Yari-sentetik ve penisilinaza
direngli beta-laktamlara da direng oldukga yUksek bulunmus-
tur. Enterokoklar butUn beta-laktam antibiyotiklere toleran-
dirlar. Bu antibiyotikler enterokoklara bakterisidal degil
bakteriyostatik etki gosterirler (44).

B) Aminoglikozid grubu antibiyotiklere intrinsik direng

Enterokoklarin aminoglikozid grubu antibiyotiklere
karsi oz duyarlsi bulunmalarinin nedeni enterokok bakteri
duvarinin bu antibiyotiklere karsi gegirgenliginin az olmasidir
(64).

E.faecalis igin streptomisin ve kanamisinin ortalama
MIK degeri 250 mg/l dolayinda, gentamisin ve tobramisin
igin ise 8-64 mg/l arasindadir. Enterokok suslarimin dusuk
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dizeyde  6é'-asetil transferaz enzimini  Urettikleri tespit
edilmistir. Kromozomda kodlanan bu enzim dustk duzeyde
aminoglikozid direncine neden olmakta ve dider enterokoklara
transfer edilememektedir (44).

Enterokok suglarinda ayrica klindamisine ve linkomisine
karsi da intrinsik bir direng bulunmaktadir (44).

2. Kazanilan direng

Kazanilan  direng, beta-laktam  antibiyotiklere karsa
beta-laktamaz Uretimi vasitasiyla veya beta-laktamaz Uretimi
olmaksazan, aminoglikozidlere karsa da aminoglikozidleri
modifiye eden enzimler vasitasiyla veya ribozomlardaki
mutasyonlar sonucu olusur. Kazanilan dirence vankomisinin

varliginda induklenen vankomisin direncini de ekleyebiliriz.

A) Beta-laktam antibiyotiklere, beta-laktamaz Uretimi
olmaksizin kazanilan direng

Enterokok suglarinin beta-laktamaz olusturarak penisilinle-
re direng gelistirdiklerini gdsteren ¢aligmalara karsan,
enterokoklarda penisilin direncinin geligmesinin temel yolu
olarak PBP'lerde olusan modifikasyonlar kabul edilmektedir.
E.hirae ile yapilan c¢aligsmalarda penisilinin yukselen
konsantrasyonlarina maruz barakilarak elde edilen direngli
mutant suslarda PBP 5'in miktary, direncin dizeyi ile
dogru orantily olarak artmaigtir. PBP  5'in sentezi ile ilgili
pbp 5 geninin yakininda bulunan ve PBP 5 sentezini negatif
olarak kontrol eden 1 kb'lak bir DNA kisminin delesyonu,
negatif kontrolun kaybolmasiyla PBP 5'in gok fazla sentezine
ve bakterinin penisiline yuUksek dUzeyde direngli olmasina
yol agmaktadir, pbp 5 genindeki nokta mutasyonlarr PBP 5
sentezinin erken sonlanmasina ve penisiline ¢ok duyarl
mutantlaran olugmasina neden olmaktadir. E.hirae'nin pbp 5
geni diger enterokok tuUrleri ile hibrid olusturmamakta, bu da
penisilinlere afinitesi az olan PBP'lerin, E.hirae ve diger
enterokoklarda farkli oldugunu g8stermektedir. Ancak E.hirae™-
nin PBP 5'ine karsi hazirlanan antikorlarin E.faecalis'in

ve E.faecium'un penisilinlere aofinitesi dusUk olan PBP'leri
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ile reaksiyon vermesi bu proteinler arasinda yapisal bir
homologi oldugunu gdstermektedir. DusUk afiniteli PBP'lerin
gok fazla Uretimi ile penisilin direncinin gelisimi arasindaki
iliski diger enterokok turleri olan E.foecium, E.foecalis,
E.durans'ta da gbsterilmistir. Baza yUksek dUzeyde ampisiline
direngli suslarda ise artan omipisilin direnci dusik afiniteli
PBP'ler ile dogru orantily olarak bulunmamistir. Bu durum
.ba§ka mekanizmalarin da olabilecedini duUstUndUrmektedir (16).

Solomon adalarindan izole edilmis ve daha &nce antibiyo-
tiklerle temasi olmamis, penisiline g¢ok duyarly E.faecium
suglarainda PBP 5 yerine PBP 5' bulunmustur. Bu PBP 5'
penisiline karsi gok duyarladir (23).

Beta -laktamaz Uretmeyen ve ampisiline diren¢li suslarin
buyuk ¢odunlugu E.faecalis svuslaridir. Oster ve arkadaslara
(48), 1990 yilinda yaptiklariz bir g¢aligsmada izole ettikleri
enterokok  suslarinin % 9'unu ampisiline direngli olarak
bulmuglar ve bu direnci PBP'lerde afinite azalmasina baglamais-

lardar.

Ampisilin ve penisilinin beta-laktamaz olusturmadan
bu antibiyotiklere diren¢ kazanan enterokok suslari igin
MIK degerleri 25 - 2100 mg/l arasinda saptanmigtir (44).

B) Beta-laktam . antibiyotiklere beta~laktamaz enzimi
ile kazanilan direng

Intrinsik direng ve PBP'lerde azalan afinite ile direng
kazanmanin  yananda, enterokoklar beta-laktamaz  Uretmek
yoluyla da penisilin ve ampisilinleri inaktive etme yetenedini

kazanmaislardir (41).

Enterokok beta-laktamazlara penisilin, ampisilin,
piperasilin ve dier Ureidopenisilinleri hidrolize edebilmek-
tedirler. Penisilinaza direngli yari-sentetik penisilinlere,
sefalosporinlere ve imipeneme karsi etkisiz veya az etkilidirler
(44).

1983 yilinda beta-laktamaz Ureten ilk E.faecalis susu
izole edilmigtir (51). 1992 yilinda ise beta-laktamaz Ureten
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ve aminoglikozidlere direngli olan ilk E.faecium susu bildiril-
migtir. Bu susta tespit edilen beta-laktamaz plazmidde
kodlanmaktadir ve diger enterokoklara yuksek oranda gegirile-
bilmigtir (6). Enterokcklar beta-laktamaz Uretme yetenedini
son 50 yildir bu ozellije sahip stafilokoklardan almis olmali-
dairlar (72).

Patterson ve arkadaslari (49) beta~laktamaz kodladiga
bildirilen ilk &6 enterokok sugunda plazmidleri genetik y&nden
incelemigler ve stafilokoklardan elde edilen beta-laktamaz
geninin probuyla enterokok plozmidlerini- hibridize etmiglerdir.
Bu ve buna benzer ¢alismalar E.faecalis'te bulunan beta-
laktamaz genleri ile stafilokoklarda bulunan beta-laktamaz
genlerinin ortak bir genden orijin almag olabilecekleri
dUslUncesini akillara getirmektedir. E.faecalis'in beta-laktamaz-
lari  plazmid kaynaklidar, konstitutif olarak sentezlenirler
ve hiucreye bagli olarak bulunurlar. S.aureus'ta ise beta-lakta-
maz genleri  induklenebilir genlerdir ve olusturduklari
beta-laktamazlar ortama salinirlar (55). Smith ve arkadaslari (55)
E.faecalis'te represssr bir proteinin olmamasinin beta-laktamaz
enziminin konstitutif olarak Uretilmesine yol agtifaini belirlemig-
lerdir. Kromozomda bulunan beta-loktamaz genlerinin diger
enterokoklara transferi, beta-laktam direnciyle birlikte
¢odu zaman streptomisin, eritromisin, gentamisin ve tetrasiklin
direng genLerinin. de aktarimina yol agmaktadir. Bu tip
diren¢ baska suslara dustk oranda aktarilabilmektedir.
Plazmidde kodlanan beta-laktamaz genleri ise baska susglara
yUksek oranlarda aktarilabilmektedir (50).

Markowitz ve arkadaglari (40), 1991 yilinda, E.faecalis
suslarinda gorilen beta~laktamaz Uretiminin ve aminoglikozid
direncinin 60-45 MDa'luk bir plazmidle ilgili -oldugunu
saptamiglardir. Bu plazmid, plazmid tasimayan enterokok
suslarina kolaylikla transfer edilebilmigtir.

C) Vankomisin direnci
Bir glikopeptid olan vankomisin 30 yildan beri kullanil-
masina radmen enterokoklarda glikopeptid direncine ¢ok

seyrek rastlanmigtir.  Glikopeptidlere  karsir direngli  ilk
sus 1986 yilinda Fransa'da izole edilmistir (7).
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Enterokoklarda Ug tip vankomisin direnci bulunmaktadar.

a) Van A tipi direng: Vankomisinin MI1K degeri 256 mg/l’
den buUyUktUr, teikoplanine de direng¢ vardir. Konjugasyonla
aktarilabilir.

b) Van B tipi direng: Vankomisinin M1K degeri 32-256
mg/l arasindadir. Teikoplanine direng yoktur. Konjugasyonla

aktarilamamastar.

c) Van C tipi direng: Dusuk seviyede vankomisin
direnci bulunmaktadir. MIK degeri 16 mg/l'dir ve E.gallinarum'
da bulunmustur (27).

1991 yilindan itibaren vankomisine yUksek dUzeyde
direngli fakat teikoplanine duyarli olan E.faecalis ve
E.faecium suslari izole edilmeye baslanmistir. Bu tip suslar

Van American olarak adlandirilmislardir (19).

Van A tipi direngten 39 kDa agarliginda bir membran
proteini sorumluyken, Van B tipi direngten 39.5 kDa agirliginda
baska bir membran proteini sorumludur. Van A tipindeki
direngte induUkleyici olarak vankomisin mutlaka bulunmalidar.
Bu induklenebilen direng plazmid yoluyla diger enterokoklara
aktarilabilir. Van B direncinden sorumlu gen kromozom
Uzerindedir ve konjugasyonla aktarilamaz. Van C tipi direng

indUklenemeyen ve aktarilamayan bir direng tipidir (64).

D) Aminoglikozid grubu antibiyotiklere yuksek duzeyde

direng

a) Streptomisine karsi yUksek duzeyde aminoglikozid
direnci: Enterokoklar igin streptomisinin M1K degeri 2000 mg/l'
den daha yUksek olarak veya egit olarak bulunursa, bir
beta-laktam antibiyotikle birlikte sinerjist antibiyotik
etkisi elde edilememektedir. YUksek dUzeyde streptomisin
direnci iki gruba ayrilabilir:

I. Enzimatik inaktivasyonla kazanilan direng

II. Ribozomal mutasyonla kazanilan direng

Enzimatik yoldan kazanilan direng¢ 45 MDa'luk bir
plozmid vasitasiyla aktarilabilmektedir. Bu plazmid amino-
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glikozidleri modifiye eden iki enzimi kodlamaktadir. Bu
enzimler, streptomisin adenililtransferaz ve neomisin fosfotrans-
ferazdir. Streptomisin adenililtransferaz enzimi streptomisinin,
é-hidroksil pozisyonunu adeniliemektedir. Streptomisin adenilil-
transferaza sahip enterokok suslarina streptomisinin MIK
degerleri 4000-16000 mg/l arasinda degisir. Bu tip direng
16000 mg/l gibi gok yUksek antibiyotik konsantrasyonlariyla
yenilebilir (44).

Ribozomal yoldan kazanilan direng ise ¢ok daha yuksek
diUzeydedir. 128000 mg/l streptomisin konsantrasyonlariyla
bile yenilememistir (30).

Baza enterokok suslarinda, streptomisin ve gentamisin
de dahil olmak Uzere birgok aminoglikozid antibiyotige
orta derecede yUksek duzeyde direng saptanmakta, antibiyotik-
lerin bu suslar igin MIK degerleri 250-1000 mg/l arasinda
bulunmaktadair. Bu suslar, aminoglikozid ve beta-laktam
antibiyotiklerin sinerjist etkisine duyarsiz kalmaktadirlar.
Yuksek  duUzeyde  aminoglikozid direnci  arasgtirilirken bu
durum gtz snUnde bulundurulmalr ve bdyle suslar streptomisine
karsi yuksek duzeyde direngli olarak kabul edilmelidirler

(2).

Bartoloni ve arkadaslari (3), 1990-1991 yillara arasinda
hemokultUrlerden izole ettikleri yUksek dUzeyde streptomisin
direngli enterokok suslarinin oranini % 47.8 olarak bulmuslardar.
Gray ve arkadaglari (22), hemokulturlerden izole ettikleri
E.faecalis suslarinin % 7.7'sini, E.faecium suslarinin ise %10.5
kadarini  streptomisine yUksek diUzeyde direngli  olarak
bulmuslardir .

b) Gentamisine karsa yuksek duUzeyde aminoglikozid
direnci: Gentamisine  yUksek  dizeyde  direngli enterokok
sugslary ilk olarak 1979 yilinda Paris'te izole edilmigtir.
0 targihten sonra bazi merkezlerde enterokok suslarinin% 50'den
fazlasi gentamisine yuUksek duzeyde direngli olarak bulunmustur.
Yuksek duUzeyde gentamisin direncine sahip enterokok suslarinin
bazilari, 2' fosfotransferaz (2'APH) ve &' asetiltransferaz
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(6' AAC) aktivitelerine sahip bifonksiyonel bir enzime
sahiptirler. Bu enzim gentamisine- direngli stafilokoklarda

bulunan enzime es bir enzimdir (41).

Enterokok suslarinda bulunan yUksek diUzeyde gentamisin

direnci konjugatif veya non-konjugatif plazmidlerde kodlanabi-
lir (33).

Bifonksiyonel 6"AAC-2"APH . enzimi, E.faecalis, E.faecium,
S.aureus ve koagilaz negatif stafilokoklarda
bulunmugtur., Bu durum gentamisin direnci igin ortak bir
orijinin bulundugunu ve bu tiurler arasinda gen aligverigini
dUsUndUrmektedir. E.faecalis'te bulunan Tn5281 transpozonu
stafilokoklarda bulunan Tn4001 ve Tnd4031 +transpozonlara
ile benzerlikler gsstermektedir (33).

Gentamisine yUksek dUzeyde direng gésteren E.faecalis
suslarinin buytk ¢ogunlugu difer aminoglikozidlere de
direng gostermektedirler, Gentamisine yuksek diuzeyde direngli
olup streptomisine yUksek duUzeyde direngli olmayan

suglar da son zamanlarda artan oranlarda izole edilmeye
baslanmigtir (%49) (58).

Gentamisine yUksek  duUzeyde direngli olan suslar
beta-laktamaz da Uretebilmektedirler. Enterokoklarda direng de-
terminantlarinin aktarami birgok farkli yolla olabilmektedir,
En yaygini konjugasyon yoluyla olan aktarimdair. iki hicre
arasinda feromon yoluyla kolaylasan bir temas saglanmar
ve genetik bilginin plazmidler yoluyla aktarimi gergeklesebilir
(50).

1985-1988 yillari arasinda hemokUltUrlerden izole edi-
len yuksek duzeyde gentamisin direngli suslarin orani% 9
iken, 1989~1991 yillari arasinda % 35'e yUkselmistir (é5).
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Woodford ve arkadaglari (68) gentamisine  yUksek
diuzeyde direng gosteren E.faecium suslarinda 50 MDa'luk
bir plazmidin bu direngle ilgili oldudunu bulmuslardir.
Bu direng konjugasyon yolu ile aktarilabilmistir.

Trimetoprim direnciyle gentamisin direncinin ayni
plazmid Uzerinde bulunmasi, trimetoprim kullaniminin segici
baski olusturarak, direng plaozmidlerinin enterokok populasyon-

lari arasinda yayilmasini kolaylastirdigini dusundurmektedir (69).

Ulkemizde Hasgelik ve arkadaglarr (28) E.faecalis
suslarinin % 28.6'sin1 gentamisine orta, % 23.8'ini ise yUksek

duzeyde direngli olarak bulmuslardar.

Téreci ve Ongen (63)'in. yaptigy ¢alismada 100 enterokok
susunun% 87'si E.faecalis, %13 'U E.faecium olarak tanimlan-
mig, 2. susta penisilinlere, 5 susta penisilin ve aminoglikozid-
lerin bir veya daha fazlasina, 17 susta da yalniz aminogliko-
zidlerin bir ya da daha fazlasina ylksek dizeyde direng

saptanmagtare.

ANTIBIYOTIKLERIN sub-MIK KONSANTRASYONLARININ BAKTERILER
UZERINE ETKisSt

Antibiyotiklerin dusUk konsantrasyonlari, bakterilerin
morfolojilerini, Ureme &zelliklerini ve virulanslorini degistire-
bilmektedir, Ozellikle - beta-laktam  antibiyotiklerin  dusuk
konsantrasyonlarina maruz barakilan Gram pozitif koklar
genislemekte, Gram negatif ¢omaklar ise uzun filamanlar
olusturmaktadar (36).

Bakteriyel infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
hangi  antibiyotigin etkili olacadini belirleyen  testler,
minimal inhibitsr konsantrasyonunun (MIK) saptanmasina
dayanir. Antibiyotigin etkili olmasi igin serumdaki ve
infeksiyon bbtlgesindeki konsantrasyonunun MiK'ten buyuUk
olmasi istenir. Halbuki sub-MIK degerlerin (sub-minimal
inhibitsr konsantrasyonun ) de bakterilerin Uremesine,

morfolojisine, fagositozuna, serum ile lizisine, virulansing,
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hucre yUzeylerine yapigmasina, enzim ve toksin olugturmasina
etkili oldugu gegitli modellerle gbsterilmistir (62).

Bakteri Uremesini ve/veya morfolojisini etkileyen en dugiuk antibi-
yotik konsantrasyonu MAK (minimal antibiyotik konsantrasyonu) olarak
tanimlanar. MIK/MAK oraninin bUytk olmasi, antibiyotigin etkili oldu-
gu konsantrasyon sinirlarinin genisligini gosterir. En yuksek
oran P.mirabilis ve tobramisin arasinda, en dustk oran
ise E.faecalis ve beta~laktam grubu antibiyotikler arasinda
bulunmugtur. Ampisilin, sefalotin, gentamisin ve amikasinin
E.coli suslari1 Uzerine MAK dederleri incelendigi zaman
ampisilinin en genis aktivite sinirina sahip oldugu gérulmus-
tur. Gentamisin ve amikasin birbirlerine yakin ve genis
bir aktivite sinirina sahip olarak gorulmuUglerdir (62,71).

Abraham 1949 yilinda antibiyotiklerin sub-M1K etkilerinin
Ug gesit oldugunu bildirmigtir:
1. Bakteri Uremesinde gizli donemin uzamasa,
2. Logaritmik Ureme fazinda Ureme hizinin azalmasa,
3. Stasyoner faza ulasan bakteri populasyonunun yogunlugunda

azalma.

Bir antibiyotikle bu etkilerin hepsi veya bir tanesi
gozlenebilir (52).

Penisilinler, g¢ok dusUk konsantrasyonlarda bile hucre
bslunmesini ve septum olusturucu sistemi inhibe edebilmekte-

dirler (37). P.mirabilis, ampisilinin sub-MIK konsantrasyonlarinda

uzun filamentsz cisimler olusturur. Distk dozda beta-laktam
antibiyotikler . ile  tedavi edilen hastalarin idrarlarinda

Enterobacteriaceae turleri, filamentsz sekiller meydana getirir-
ken, Gram pozitif koklarin genis, bir veya daha fazla kalin
duvarly hicreler olusturdugu gozlenmistir (34).

E.faecalis suglari, 1/4 MIK penisilin konsantrasyonuna
4 saat maruz barakildiklara zaman, 3-4 kat buUyuUmektedirler.
Her kitlede birbirine bagli 4-8 adet hicre gorulmektedir (37).

Antibiyotik sonrasi etki (ASE)‘'de sub-MiK'daki antibiyoti-

gin ortamda bulunmasinin da bir yap sahibi olaca@i dusunilur.
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Bu nedenle  beta-laktam  antibiyotiklerle ASE g¢alismalara
yapilirken sulandirma ile degil, beta-laktamaz ilavesi ile
antibiyotigin inaktive edilmesi tercih edilir. In-vivo galigma-
larda da, ozellikle serumda wuzun vyarilanma ©&8mrine sahip
antibiyotiklerle c¢alisirken sub-MiK'da antibiyotigin etkisi
dikkate alinmalidir (4). Antibiyotik sonrasi etkide sub-M1K'un
etkisi ASE-SME olarak adlandirilmistir.

ASE'de bulunan bir bakteri diUsik konsantrasyonda
antibiyotie maruz birakilirsa Uremenin gok wvzun slre
engellendigi bir periyod elde edilir. Ayrica mekani;ma51 tam olarak
bilinmemekle birlikte MIK'un ¢ok Uzerindeki konsantrasyonlarda
(supra-MiK) bir antibiyotik dozuna kisa bir siure de olsa
maruz  barakilan  bakterilerde hucre duvari zedelenmekte
ve daha sonra Uremenin inhibisyonu igin ¢ok az bir antibiyotik
konsantrasyonu bile yeterli olmaktadir (4).

Beta-laktam grubu antibiyotikler ile yapilan g¢aligmalar
sonucunda antibiyotik sonrasi sub-MiK etkisinin, sadece
sub-MIK etkiden belirgin bir sekilde daha yuksek oldugu
gérulmustur (38).

Bu ¢alismada, penisilin G, ampisilin, gentamisin ve
streptomisinin minimal inhibitsr konsantrasyonunun altinda
ve UstUndeki antibiyotik konsantrasyonlarina maruz bairakilan
E.faecalis svuslarinda, direncin gelisip gelismedigi aragtiral-
migtir. Sub-MiK konsantrasyonlarda direng geligtirme galismasa
yapilirken, antibiyotiklerin 1/2 MIK ve 1/4 MiK'lari, supra-MiK
konsantrasyonlarla galisairken 5 MiK'lari kullanilmagtir.
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GEREC VE YONTEM

I. GERECLER

Bakteriler
Deneylerde, Anabilim Dalimizda izole edilen 20 Enterococcus
faecalis susu kullanilmagtar.

Antibiyotikler

Penisilin G (aktivitesi 910.8 mg/g), ampisilin (aktivitesi
880.3 mg/g), streptomisin (aktivitesi 756 mg/g) ve gentamisin
(aktivitesi 645 mg/g) kullanilmis, bu antibiyotikler Ibrahim
Abdi 1lag Sirketinden saglanmistir. Konsantre antibiyotik
gozeltileri  steril distile su kullanilarak, daha sonraki
sulandiramlar besiyerinin yapisini degistirmemek igin Mueller-

Hinton buyyonunda hazirlanmigtir.

Besiyerleri
Mueller -Hinton (Oxoid) buyyon ve agari kullanilmagtar,

Kullanilan arag¢ ve aygatlar

Anabilim Dalinda bulunan hassas terazi (Mettler
H 72), su banyosu (0°-120° C, Elektro-mag), otomatik pipetler
(05-10 wl, 40-200 w1, 200-1000 pl,  Nichiryo model 5000)
ve pipet wuglari, cam pipetler (1 ml, 5 ml, 10 ml), steril
Petri kutularr (9cm 4), cam balonlar, cam tupler (16 mm. ¢),
McFarland bulonlkhk tupleri, spektrofotometre (Pharmacia
LKP-Ultraspec II), etuv (0°-70°C, Dedeoglu), buzdolaba
(0-4°C , Arcelik), otoklav (0-4 bar, Kermanlar), Vortex
(Janke-Kunkel IKA-Labortechnik) ve gerekli diger cihazlar
kullanalmagtar.
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II. YONTEMLER

Minimal inhibitsr konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi

Kullanilan 4 ontibiyotigin E.faecalis suglarina MIK de
gerleri agarda dilUsyon y&ntemi ile belirlenmistir.

Bunun igin  besiyerinin ml'sinde bulunmasi istenen
antibiyotik miktarinin 10 kati konsantrasyonda antibiyotik
gozeltisi hazirlanmig, bu ¢ozeltiden 2 ml steril Petri kutusuna
konmug ve Uzerine otoklavda 121°C'de 15 dakika bekletilerek
sterilize edilen, su banyosunda 48-50°C'ye kadar sogutulan
Mueller-Hinton agordan 18 ml ilave edilmis ve antibiyotik
gozeltisi ile iyice karaigmasi saglanmistir. Bu sekilde antibi-
yotik ¢ozeltisinin besiyerinde 10 defa sulandirilmasi ile
istenilen konsantrasyon elde edilmigtir. Besiyeri donduktan
sonra sikica kapaln plastik torbalarda buzdolabina (+4°C)
kaldirilmis ve 5 gun iginde kullanilmastar.

Denenenecek  suslarin Mueller —~Hinton agaraindaki bir
gecelik kulturlerinden Mueller -Hinton  buyyonda  McFarland
0.5 tupu bulanikliginda sUspansiyonlara hazirlanmag
(‘V108 cfu/ml), bu sUspansiyon da ayni besiyerinde 100 defa
sulandirildiktan sonra belirli konsantrasyonda antibiyotik
igeren Petri kutularindaki Mueller-Hinton agarda isaretlenmis
bslgeye 0.01 ml (N104 cfu/ml) damlatilmigtir. Bir Petri
kutusunda en ¢ok 10 sus denenmistir. Her susun Uremedigi
en dusuk antibiyotik konsantrasyonu o sus igin MIK olarak

saptanmagtir.

Sub-MiK antibiyotik konsantrasyonlarinda direng geligiminin

aranmast

Kullanilan ‘4  antibiyotigin her biri igin ayni MiK'larin
elde edildigi 10 sus segilmistir. Bu suslarin Mueller -Hinton
agarandaki bir gecelik kultiurlerinden Mueller-Hinton buyyonunda
McFarland 0.5 tUpU bulanikliinda sUspansiyonlari hazirlan-
mi§, bu sUspansiyon da ayni besiyerinde 100 defa sulandirilmais
("«/106 cfu/ml) ve deney tuplerine 1 ml olarak dagitilmis,
bu bakteri suspansiyonlarina ml'de 1 MIK veya 1/2 MiK
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antibiyotik igeren Mueller-Hinton buyyonundan 1 ml konmus,
bu sekilde ml'de 5x10° cfu bakteri ve 1/2 veya 1/4 MiK
antibiyotik iceren tuUpler elde edilmigtir. Bu tupler 37°C'de
18 saat inkUbe edildikten sonra Mueller-Hinton agarda dilUsyonla
MIK'lar tekrar belirlenmistir.

Ertesi gun MK degerinde bir degisme olmamigsa 1/2
MIK antibiyotik iceren agardan elde edilen bakteri sUspansiyo-
nu ile 2. pasaj deneyi ayni sekilde yapailmis, MIK degerinde
artis olmussa en yUksek antibiyotik konsantrasyonu igeren
agardan alinan bakterilerle yeni saptanan MIK degerinin
1/2 veya 1/4'UnU igeren buyyonda sUspanse edilen bakterilerle
deneye devam edilmistir. Deneyler hem 1/2 MiK, hem de 1/4
MIK antibiyotik konsantrasyonlarinda 10 defa pasaj yapilana
kadar sUrdUrulmustir. Her pasajda en ytksek antibiyotik
konsantrasyonunda Ureyen bakteriler kati besiyerine azaltma
yéntemi ile ekilerek kulturtn saf olarak devam ettigi (konta-
minasyon olmadidi) kontrol edilmis, ayrica tek dilusyonluk
farklar  sulandirma farkliliklar: ve deney  kosullarindan
da olabilir dUsincesi ile antibiyotikle temas etmemis baslangag
kulturleri igin de MIK degerleri tekrar belirlenmis, gerektiginde
deneyin tekrari ile MIK degerlerinin farklilagmasi dogrulanmaig-

tar.

5 MIK antibiyotik konsantrasyonuna maruz birakilmada

direng gelisiminin aranmasi

Suslarin Mueller-Hinton buyyonundaki bir gecelik kulturleri
ayni besiyerinde 100 defa sulandirilmig ve 37°C'de, birer
saatlik aralarla 660 A° dalga boyunda 0.200 absorbans
slculene kadar (1x108-2x108  cfu/ml) uretilmistir. Istenilen
bakteri konsantrasyonuna erisilen 9 ml buyyon kultUrune
ml'de MiK'un 50 kati1 antibiyotik igeren g¢tzeltiden 1 ml
ilave edilerek tupte ml'de MiK'un 5 katr antibiyotik bulunmasi
saglanmigtir. Bakteri 5 MIK antibiyotik konsantrasyonunda
7.5 saat 37°C'de bekletildikten sonra antibiyotiksiz 9.9 ml
buyyona 0.1 ml olarak pasaj yapilmig ve ertesi glne kadar
(~16 saat) Uremesi saglaonmigtar. Bu isleme ayni1 sekilde
5 gun devam edilerek bakterinin 5 defa 7.5'ar saat sire
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ile 5 MIK'da antibiyotik sokuna maruz kalmasi saglanmais
ve sonra agarda dilusyon ydntemi ile MIK degerlerinde
degisme olup olmadi§as kontrol edilmigtir. Bu deneylerde
de kulturlerin saflik kontrolleri ve yeni MIK degerlerinin

antibiyotikle temas etmemis kultur ile paralel kontrolu
yapilmigtar,
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BULGULAR

Galigmaya idrar kulturt yapilmasi igin gocuk hastalardan
gonderilen  gesitli idrar  drneklerinden  laboratuvarimizda
izole edilen, kisa veya wuzun zincir olusturan, Gram pozitif
kok morfolojisinde olan, negatif oksidaz ve katalaz deneyleri
veren, % 6.5 tuzlu besiyerinde ve % 40 safrali besiyerinde
Ureyen, eksUlini hidrolize eden, arabinozu fermente etmeyen
20 Enterococcus faecalis susu ile baslanmis; suslarin identifi-
kasyonu API 20 Strep (bioMérieux) kiti ile de dogrulanmistir.

20 sus ig¢in penisilin G, ampisilin, gentamisin ve .
streptomisinin agar dilusyon ydntemi ile saptanan MIK
degerleri tablo 1'de gdsterilmistir.

Bu suslardan kullanilan 4 antibiyotigin ayni1 MIK
degerlerine sahip 10'u (No:10,12,13,70,72,74,78,95,97,98)
direng gelistirme g¢alismalarinda kullanilmistir. Bu suslaran
hepsi igin penisilin G 3.125 mg/l, ampisilin 1.56 mg/l,
gentamisin 25 mg/l, streptomisin 250 mg/l MIK degerleri

vermislerdir.

Suslar, penisilin G'nin 0.78 mg/l (1/4 MiK) veya
1.56 mg/l (1/2 MIiK) konsantrasyonlarinda uretilip, agar
dilusyon ytntemi ile penisilin G'nin MIK degerleri tekrar
belirlendiginde 10.pasajda da MiK degerlerinde bir degisiklik
olmamis, svuslar 1.56 mg/l penisilin G konsantrasyonunda
Uremis daha yiksek konsantrasyonlarda Urememigtir (Tablo
2).
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Tablo 1. Kullanilan 4 antibiyotigin 20 E.faecalis susu igin
saptanan MIK degerleri (mg/1).

Susg Penisilin G Ampisilin Gentamisin Streptomisin
no:
1 100 1.56 25 500
5% 1.56 1.56 50 1000
8 6.25 1.56 25 500
10* 3.125 1.56 25 250
12* 3.125 1.56 25 250
13* 3.125 1.56 25 250
16 é.25 1.56 50 1000
é1 3.125 1.56 25 1000
§7 12.5 6.25 50 1000
68 1.56 1.56 50 1000
70* 3.125 1.56 25 250
71 6.25 3.125 50 1000
72> 3.125 1.56 25 250
74* 3.125 1.56 25 250
75 3.125 3.125 25 500
78* 3.125 1.56 25 250
95* 3.125 1.56 25 250
97 * 3.125 1.56 25 250
78 * 3.125 1.56 25 250
100 100 50 100 2000

* Direng geligtirme g¢alismalarinda kullanilan 10 sug

Tablo 2. Penisilin G'nin 1/4 MIK ve  1/2 M1K'larinda pasaj:
yapilan suglarda Ureme.

Pasaj Sus numaralari .Penisilin G konsantrasyonu (mg/l)
sayisi 6.25 3.125 1.56
1-10 10 susun - - +

tamami
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Suslar ampisilinin 0.39 mg/l1 (1/4 MIK) veya 0.78
mg/l (1/2 M1K) konsantrasyonlarinda Uretilip agar dilusyon
yéntemi ile ampisilinin MiK degerleri tekrar belirlendiginde
ilk 2 pasajda bir degisme saptanmamis, 1/4 MIK veya
1/2 MiK *larda 3. defa pasajir  yapilan suslarin hepsi igin
ise MIK degerlerinin 1 +tup ilerledigi, 3.125 mg/l oldugu
saptanmagtir. Suslarin daha sonra yeni MIK degerlerinin 1/4'Unde
(0.78 mg/l) veya yarisinda (1.56 mg/l) pasajlarir yapildiginda
10. pasaj dahil bir degisme olmamis, 1.56 mg/l ampisilin
konsantrasyonunda Ureyen suslarin higbiri 3.125 mg/l kon-
santrasyonunda Urememistir (Tablo 3).

Tablo 3. Ampisilinin 1/4 ve 1/2 Mi1K'larinda pasaji yapilan suglar-
da Ureme.

Pasaj Sus numaralari Ampisilin konsantrasyonu (mg/l)
Sayisa 6.25 3.125 1.56 0.78
1. - 2. 10 susun tamama - - - +
3. -10. 10 susun tamama = - + +

Suslar gentamisinin 6.25 mg/l (1/4 MIK) konsantrasyonunda
Uretilip her pasajda agar dilUsyon yontemi ile gentamisinin
MIK degerleri tekrar belirlendiginde, 1. pasajda 7 sus
igin (No:12,13,72,74,78,95,97) MIK degerlerinin 1 kqt‘ortcrak
50 mg/l oldugu; 2.pasajda 1 sus igin (No:70) 2 kat artarak,
6 sug igin (No:12,72,74,78,95,97) 1 kat daha artarak 100 mg/l'yi
buldugu, 1 sus igin (No:13) 50 mg/l'de, .2 sus igin (No:10,98),
25 mg/l'de devam ettigi; 3. pasaj sonunda 2 susta (No:10,98)
ilk defa 1 dilUsyon artis oldugu, digerlerinde bir degigme
olmadigi; 4.pasajda onceki pasaja gore 1 susta (No:13) 1
dilusyon arttigi; 5.pasajda ©nceki pasajlarda alinan sonuglarin
alindiga; é.pasajda 1 sugta (No:10) MIK degerinin 1 diltsyon
yUkseldigi; 7.pasajda ayni degerlerin muhafaza edildigi; 8.pasajda
1  sug igin (No:98) MIK dederinin digerleri gibi 100 mg/l'yi
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buldugu; 9.pasajda 7 sus.igin (No: 10,70,72,74,78,95,97) MIK
degerlerinin 200 mg/l'ye yUkseldigi ve 10. pasajda bir
degisikligin olmadigr saptanmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Gentamisinin 1/4 MIK'unda pasaji yapilan suglarda Greme,

Pasaj Sus numarasi Gentamisin konsantrasyonu (mg/1)
Sdyisi . 200 100 50 25 12.5
1. 10,70,98 - - - - +
12,13,72,74,78,95,97 - - - + +
2. 10,98 - - - - +
13 - - - + +
12,70,72,74,78,95,97 - - + + +
3. 10, 13,98 - - - + +
12,70,72,74,78,95,97 = - + + +
4,ve. 5.1 10,98 - - - + +
12,13,70,72,74,78,95,97 = - + + +
b.ve 7.1 98 = - - + +
10,12,13,70,72,74,78,95,97 - - + + +
8. Suslarin tamami - - + + +
?.ve 10 12,13,98 - - + + +
10,70,72,74,78,95,97 - + + + +

Suslar gentamisinin 12.5 mg/l (1/2 MiK) konsantrasyonunda
Uretilip, her pasajda agar dilUsyon y8ntemi ile gentamisinin
M1K degerleri tekrar belirlendiginde, 1l.pasajda . 8 sug igin
(No:12,13,70,72,74,78,95,97) MiK degerlerinin 1 kat artarak
50 mg/l oldugu; 2.pasajda 7 sus igin (No:12,70,72,74,78,95,97)
MK degerlerinin 1 kat daha artarak 100 mg/l'yi buldugu,
1  sus icin (No:13) 50 mg/l'de, 2. sus igin (No:10,98) 25 mg/l'
de devam ettigi; 3.pasajda 2 sug igin (No:10,98) ilk defa
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1 dilusyon artisin gdruldugu, diderlerinde bir dedisikligin
olmadiga; 4.pasajda dnceki pasajlara gére 2 sus igin (No:13,98)
1 dilUsyon artigla MIK degerlerinin 100 mg/l oldugu; 5.pasajda
sadece 1 sus igin (No:78) MIK degerinin 1. dilusyon yukseldi-
gi; 6.pasajda dnceki pasajda alinan sonuglarin degdismedigi;
7.pasajda sadece 1 sug idgin (No:10) - 1 dilusyon artisla
MIK degerinin 100 mg/l'ye yuUkseldigi; 8. pasajda &nceki pasajda
alinan sonuglarin degigmedigi; 9. pasajda 8 sus igin (No:10,
12,13,70,72,74,95,97) MiK degerlerinin 1  dilusyon artig gdster-
digi ; 10.pasajda 2 sus igin (No:74,78) MiK degerlerinin
1 dilusyon artig gdstererek 400 mg/l'ye yUkseldigi saptanmaigtar
(Tablo 5).

Suslar streptomisinin 62.5 mg/l (1/4 MIK) konsantrasyonunda
Uretilip her pasajda agar dilusyon ydntemi ile streptomisinin
MiK degerleri tekrar belirlendiginde, 1., 2. ve 3. pasajlardan
sonra herhangi bir degisiklik gbzlenmezken, 4.pasajda 3
sug igin (No:78,95,98) MIK degerlerinin 2 dilusyon artarak
1000 mg/l'ye yukseldigi; 5.pasajda 1 sus dgin (No:72) MIK
degeri degigmezken, 6 sus dgin (No:10,12,13,70,74,97) MIK
degerlerinin 1  dilusyon artarak 500 mg/l'ye yukseldigi,
3 sus igin de (No:78,95,98) MIK degerlerinin 3 dilusyon daha
artis gostererek 8000 mg/l'ye yUkseldigi; 6é.pasajda 1 sus
icin (No:74) MIK degerinin 1 kat artarak 1000 mg/l'ye,
3  sus igin (No:78,95,98) MIK degerlerinin 1 dilUsyon artarak
16000 mg/L'ye yuUkseldigi, 6 sus icin de (No:10,12,13,70,72,97)
M1K degerlerinin degismedigi; 7. pasajdan sonra 1 sus igin (No:72)
MIK degeri , 1 .- dilusyon Aort;|.§la 500 mg/l olurken, 1 sus
icin (No:74) 2 dilusyon artisla 4000 mg/l'ye ulastidi, diger
suslar icin MiK degerlerinde herhangi yeni bir degigikligin gézlen-
medigi; 8.pasajda 1 sus igin (No:72) MIK degerinin 1
dilusyon artig gostererek 1000 mg/l'ye ulastags, 1. sug igin
de (No:74) MIK degerinin - 1. dilusyon artarak 8000 mg/l'ye
ulagtaga, 3 sus igin. (No:78,95,98) MIK degerlerinin 1 dilUsyon
daha artarak 32000 mg/l'ye wulastiga, dider suslar igin olan
MiK degerlerinde bir degisikligin olmadiga; 9.pasajda 1
sug igin (No:72) MIK degerinin 1 dilusyon  artarak 2000 mg/l'ye
vlagtiga, 2 svg igin (No:12,70) MiK degerlerinin birer dilUsyon
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artarak 1000 mg/l'ye yuUkseldigi, diger suslarin MIK degerlerinde
yeni bir degisikligin gbzlenmedigi; 10.pasajda sadece 1
sus icin (No:74) MiK degerinin 2  dilusyon artig gostererek
32000 mg/l'ye yukseldigi saptanmistar (Tablo §).

Tablo 5. Gentamisinin 1/2 M1K'unda pasaj yapilan suglarda Ureme.

Pasaj | Sus numarasa Gentamisin konsantrasyonu (mg/1)
sayis 400 200 100 50 25 12.5
1. 10,98 - - - - +
12,13,70,72,74,78,95,97 - - - - +  +
2. 10’98 - L - - - +
13 - - - -+ +
12,70,72,74,78,95,97 - - - A +
3. 10, 13,98 = - - - + +
12,70,72,74,78,95,97 - - - + + +
40 10 o - - - -+ +
12,13,70,72,74,78,95,97,98 - - - + + .
5.Ve 6. 10 ’ - - -— - + +
12,13,70,72,74,95,97, 98 - - - 44 +
78 - - + o+ o+ +
7.ve 8. 10,12,13,70,72,74,95,97,98 - - - + + +
78 - - +  + o+ +
90 98 - - - + -+ +
10,12,13,70,72,74,78,95,97 -~ -  + +  + +
10- 98 - - - -+ + +
10,12, 13,70,72,95,97 - -+ +
74,78 - + + + + +
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Tablo 6. Streptomisinin 1/4 MIK konsantrasyonunda pasaji yapalan
suglarda Ureme.

Pasaj | Sus numarasyr _Streptomisin konsantrasyonu (mg/l)
sayisi 32000 16000 8000 4000 2000 1000 500 250 125
1. - 3. 10 sugun tamamr - - - - - - - - +
4. 10,12, 13,70,72,74,97 - - - - - - -4
78,95,98 - - - - - -4+ 4
5. 72 - - - - 4o g
10,12,13,70,74,97 - - - - - .S+ 4
78,95,98 - - -+ o+ o+ o+ o+ o+
6. 72 - - - L - - — — +
10,12, 13,70,97, - Y ANy 4y @ .
74 y - - - - -+ o+ ¥
78,95,98 - - + + o+ o+ o+ o+ +
7. 10,12,13,70,72,97 - - AF _a - N
74 - - - -+ o+ o+ + o+
78,95,98 - -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
8. 10,12,13,70,97 - - e - - .44
72 - O
74 - - - + O+ + + + +
78,95,98 - + + + + + + + +
9. | 10,13,97 - - - - - - -y
12,70 - - - - o -+ 44
72 - - - - - + +  + +
74 - - - + + + + + +
78,95,98 - + + + + + + o+ +
10. 10, 13,97 - - - - - - -+
12,70 - - - - - -+ + o+
72 - - - - -+ o+ o+ 4
74,78,95,98 - + + + + + + + +




Suslar streptomisinin 125 mg/l (1/2 MiK) konsantrasyo -
nunda Uretilip her pasajda agar dilusyon y&ntemi ile
streptomisinin MIK degerleri tekrar edildiginde 1.pasajda
5  sus igin (No:13,72,74,95,97) MIK degerlerinin -1 dilusyon
artigla 500 mg/l'ye yuUkseldigi ; 2. pasajda 3 susg igin.
(No: 12,70,78) daha MIK degerlerinin birer dilusyon yUkselerek
500 mg/l'ye yukseldigi, 2 sus igin (No:95,97) birer dilusyon
artarak 1000 mg/l'ye, 1 susg igin de (No:10) 2 dilusyon
artarak 1000 mg/l'ye yUkseldigi; 3.pasajda 5 susg igin
(No:12,13,70,72,74) MiK degerlerinin’ . 1 dilusyon artarak
1000 mg/l'ye 1 susg igin (No:10) 1 dilusyon, diger 1
sug dgin (No:78) 2 dilUsyon artig gostererek 2000 mg/l'ye
ulastigr; 4.pasajda MIK degerlerinin 1 sug igin (No:98) . 2
dilusyon artarak 1000 mg/l'ye, 4 sus igin ‘(No:13,A72,74,97)
birer dilUsyon artarak 2000 mg/l'ye yUkseldigi, 3 - sug
icin  (No:12,70,95) ikiser dilUusyon artarak, 2 sug igin
(No:10,78) birer dilusyon artarak 4000 mg/l'ye yUkseldigi;
5.pasajda 3 sus igin (No:13,72,74) MIK degerlerinin birer
dilusyon artig gostererek 4000 mg/l'ye, 5 sus igin (No:10,12,
70,78,95) ise birer dilusyon, 1 sus igin de (No:97) 2
dilusyon, diger 1 susg igin de (No:98) 3 dilusyon artarak
8000 mg/l'ye yuUkseldigi; é.pasajda 1 sus igin (No:72)
MiK degeri degigmezken, 7 sus igin (No:10,12,70,78,95,97,98)
birer dilusyon, ‘2° sug igin de (No:13,74) 2 dilusyon
artarak 16000 mg/l'ye yukseldigi; 7 pasajda 1 sug igin
(No:72) MIK degerinin 1 dilusyon artarak 8000 mg/l'ye,
? . susg igin de (No:10,12,13,70,74,78,95,97,98) birer dilUsyon
artarak 32000 mg/l'ye yuUkseldigi, 8., 9. ve 10. pasajlarda
MiK  degerlerinde herhangi bir degisikligin gozlenmedigi
saptanmistuar (Tablo 7).
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Tablo 7. Streptomisinin 1/2 MIK konsantrasyonunda pasaj yapa-
lan suslarda Ureme.

Pasaj |Sus numarasi Streptomisin konsairasyonu (mg/1)
sayasi 32000 16000 8000 4000 2000 1000 500 250 125
1. 10,12,70,78,98 - - - - - - - - +
13,72,74,95,97 - - - - - - - + +
2, 98 - - - - - - - - +
12,13,70,72,74,78 - - - - - - - + +
10,95,97 - - - - - - 4 + +
3. 98 bl - - - - - - - +
12,13,70,72,74,95,97 - - - - - - 4+ + +
10,78 = = - - - + + + +
4, 98 - = - - - e + +
13,72,74,97 - - - - - + o+ + +
10,12,70,78,95 - - - - + + + +
5. 13,72,74 - - - - + +  + + +
10,12,70,78,95,97,98 - - - + + + + + +
6. 72 - = - - + +  + + +
10,12,13,70,74,
78,95,97,98 - - + + o+ o+ + o+ o+
7.ve 10.|72 - - - + + + + + +
10,12,13,70,74
78,95,97,98 - + + + + + + + +

Penisilin G'nin 15.625 mg/l (5 MIK) konsantrasyonuna
her gun 7.5 saat temas ettirilip sonra antibiyotiksiz besiyerine
ekim yapilarak 1 gece (16 saat kadar) Uretilen,bu isleme 5 gtin devam edi-
lerek 5 defa antibiyotik sokuna maruz barakilan suglar
igin 5 gUln sonunda MIK degerleri tekrar belirlendiginde 1 sug
icin (No:10) MIK degerinin 1 dilusyon artarak 6.25 mg/l oldu-
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gu, diger suslar igin bir degisme gorulmedigi saptanmigtir

Tablo 8. Penisilin G'nin 5 MIK'una bes defa maruz barakilan
suglar igin MIK degerleri.

Sus numarasi Penisilin G konsantrasyonu _ (mg/1)

12.5 6.25 3.125 1.56
12,13,70,72,74,78,95,97,98] -~ - - +
10 - - + +

Ampisilinin 7.8 mg/l (5 M1iK) konsantrasyonuna 5
defa maruz birakilan svuglar igin sUre sonunda herhangi
bir MIK degeri farklilagmasi gsrUlmemigtir (Tablo 9).

Tablo 9. Ampisilinin 5 MIK'una beg defa maruz birakilan
suglar igin MiK degerleri.

Sus numarasi Ampisilin konsantrasyonu (mg/l)
6.25 3.125 1.56 0.78
10 susun tamama - - - +

Gentamisinin 125 mg/l (5 MIK) konsantrasyonuna 5
defa maruz birakilan suglardan 5'i igin (No:13,70,72,74,97)
MiK degerleri 1 dilusyon artarak 50 mg/l'ye c¢akarken,
diger 5 sug igin (No:10, 12,78,95,98) 2 dilusyon artarak
100 mg/l'ye ulagmigtir (Tablo 10).
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Tablo 10. Gentamisinin 5 MIK'una bes defa maruz barakilan
suglar igin MIK degerleri.

Sus numarasa Gentamisin konsanirasyonu (mg/1)
100 50 25 12.5

13,70,72,74,97 - - + +

10,12,78,95,98 - + + +

Streptomisinin 1250 mg/l1 (5 MiK) konsantrasyonuna
5 defa maruz bairakilan suslaran 7'si  igin (No: 10,13,70,72
78,95,98) MIK degerleri 1 dilusyon artarken, 3 sus igin
(No: 12,74,97) MIK degerleri ise 2 dilusyon artmagtir
(Tablo 11).

Tablo 11. Streptomisinin 5 MiK'una besg defa maruz bairakilan
suslar igin MIK degerleri.

Sus numarasi Streptomisin konsantrasyonu (mg/1)

2000 1000 500 250 125

10,13,70,72,78,95,98 - - - + +

12,74,97 - - + + +
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TARTISMA

Enterokoklar hem beta-laktam hem de aminoglikozid
grubu antibiyotiklere karsi g¢egitli mekanizmalarla

direng kazanmaktadairlar.

Enterokoklar beta-laktam antibiyotiklere karsi beta-lakta-
maz Uretimi ile enzimatik yoldan veya PBP'lerinde olusan
modifikasyonlar yoluyla direng¢ kazanabilmektedirler. Enterokok-
larin ribozomlarinda olusan mutasyonlar veya aminoglikozidleri
modifiye eden enzimler yoluyla olan inaktivasyon, amino-

glikozidler karsa direng kazanmalarina neden olmaktadir
(44). ' '

Plazmidler tarafindan kodlanan beta-laktamazlar,
beta-laktam antibiyotiklere karsi dirence neden olabildikleri
gibi, dusUk penisilin konsantrasyonlarinda Uretilen enterokok
suslaranda da  beta-laktam  antibiyotiklere karsi  direng
olugmaktadar. ‘Bu direngten, duUsik penisilin konsantrasyonlarin-
da Uretimi induklenen penisiline karsi dusUk ofiniteli
PBP 5 sorumlu .tutulmaktadir (41).

Enterokoklarda, aminoglikozidler igin sonradan kazanilan
direncin mekanizmalarindan biri de, ribozomlarda meydana
gelen mutasyonlardir. Ribozomlarin 30S alt Unitesindeki
$12 yapisal genindeki mutasyonlar, enterokoklarda streptomisi-
ne karsi direng gelisimine neden olmaktadir (56,59). Ribozomal
protein L4'da  meydana gelen mutasyonlar da enterokoklarda,
gentamisin direnc’e neden olmaktadir. E.coli'de streptomisin
direnci 10-9 hiucrede olusurken, M.tuberculosis'te de yaygin
olarak goérulmektedir (45).
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Aminoglikozid antibiyotiklerde, enzimatik yoldan kazanilan
direng, streptomisin igin plazmidler tarafindan kodlanan,
streptomisin  adenililtransferaz, gentamisin igin yine bir
plazmid tarafindan kodlanan bifonksiyonel  6'AAC-2'APH
enzimi, tarafindan meydana getirilmektedir. Ayrica aminogliko-
zid direng genlerinin, aminoglikozidleri Ureten organizmalardan
orijin aldiklari sanilmaktadir. Diger bir teori de amino-
glikozidleri modifiye eden enzimlerin hucresel metabolizmadaki
enzimleri kodlayan genlerden ortaya g¢ikmis olmasidir. Buna
srnek olarak, sub-MiK'larda 5 pasajdan sonra aac-(6')-Ic
geninin  regllasyonunun degigmesiyle, AAC'=(6')~1  enzimi
aminoglikozid  direng  profiline sahip olan S.marcescens
suslara verilebilir (53,54). Fransa'da bulunan ve yuUksek
duzeyde gentamisin direncine sahip B grubu streptokoklardaki
kromozomal  direng bu suslarda dider aminoglikozidlere

karsyi da direng saglamaktadir (33).

Ayrica bakterilerin transport sistemini direkt veya
indirekt olarak etkileyen mutasyonlar da enerji yukly bir
membranin olusmasini saglayarak aminoglikozidlerin hucre
icerisine transportunu azaltarak aminoglikozid direncine
neden olmaktadarlar (9). Nitekim ~ Moellering ve oarkadaslari
(43) tarafindan endokarditli bir hastadan elde edilen E.faecalis
susunda, hUcre membranindaki bir anomaliye veya intraselliler
hedef hucrelere baglanmadaki bir bozukluda bagli gentamisin
direnci tespit edilmigtir.

Sub-MiK'lar, gesitli bakterilerin morfolojilerini, virulans-
larini, konagan fagositozunu ve serumun bakterisidal etkisini
degistirebilirler. Bunun yaninda dusuk antibiyotik
konsantrasyonlara direngli mutanlaran seleksiyonunu ve
direng  plazmidlerinin  aktaramai igin konjugasyon olayim
kolaylagtirmak gibi etkilere de sahiptirler, Ayrica beta-laktamaz
gibi enzimlerin de  induksiyonunu saglarlar (62). Sub-MiK
larda dire ng kazanan bazi’ bakterilerin hcre
duvarlarinin permeabilitesi  azaldigs  igin, bakteri igin
gerekli olan besin ve Ureme faktsrlerine de permeabilite
azalmaktadir. Bu durum, artan gentamisin konsantrasyonlarina

maruz bairakilan S.aureus suslarinda gézlenmis ve bu suslar,
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gentamisine karsi direng¢ kazanmalarina ragmen virulans-

larini kaybetmisglerdir (9).

Sub-MiK'lar lag fazinin vuzamasina neden olmaktadirlar.
Sub-M1iK bakteri populasyonunun bUyUk bir kisminin Uremesini
dnlemekte, fakat direngli mutantlar Ureyebilmektedir
(52). Sub-MiK'da seri pasajlar giderek daha yUksek duzeyde
direngli mutantlarin se¢imini saglayabilmektedir. Nitekim
Thadepalli ve arkadaglari (57) 20-30 kez siprofloksasinin
1/2  MiK'unda pasajini  yaptiklari E.coli, K.pneumoniae
ve P.vulgaris suslari igin, MIK degerlerinin 4 kat arttigina
gdstermislerdir. Antibiyotiklerin subinhibitsr konsantrasyon-
larinin rutin olarak hayvan yemlerinde kullanilmasi, hayvanla-

rin barsak florasinda direncli suslarin ortaya 'c;J.kmosma neden olmak-
tadir (9).

Antibiyotiklere karsi tedavi- sirasinda gelisen direncin
infeksiyon bslgelerindeki  sub-MIK seviyelerle saglanmasa
muhtemeldir. Bu gekilde bakterilerin g¢godunun Uremesinin
8nlenmesi  yaninda daha  direngli  bireyler segilmektedir
(52). Genis spektrumlu penisilinler kullanilirken direncin
ortaya ¢ikma orani ortalama % 9.2, tedavinin basarisaz
olma ihtimali % 5.2 olarak bulunmustur. Aminoglikozidler
icin yapilan monoterapide direncin ortaya ¢ikma orana
% 13.4 iken tedavide buna bagly %'11.4 oraninda basarasizlik
tespit edilmistir., Bu sonuglar arastirmadan arastirmaya
degisiklik gbstermektedir, Ornedin  seftazidimin  tedavide
kullanimasiyla direng gelisiminin orani g¢esgitli aragtiricalara
gare%5.7 ve % 25 arasinda degismektedir (60).

Sub-MiK'larin yaninda supra-MiK'larda da bakterilerde
direng olusabilmektedir. YUksek penisilin konsantrasyonlara
enterokoklarin otolitik enzim aktivitesini de etkilemektedir.
Penisilinin, enterokoklar Uzerinde bakterisidal aktivite
gbstermesinde bakterinin iki enzimi (EF ve ‘ML enzimleri)
rol oynar. YuUksek penisilin konsantrasyonlarinda da Uremesini
sUrdUrebilen (paradoksal etki gdsteren) enterokok suslarindu EF en-
ziminin oktivitesinin azdldigi gszlenmigtir.. Penisilinlerin  yUksek
konéantrasyonlormda bakterisidal aktivitelerini gdstermeleri

icin bu enzim gereklidir (17,18).
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Subinhibitsr antibiyotik konsantrasyonlarinin direng
olusumuna  etkisi ¢esitli galismalarda gosterilmistir. Carsenti-
Etesse ve arkadaslari (5) 6 S.pneumonice susunun, ampisilin,
amoksisilin-klavulanik asit, imipenem, sefiksim, sefatrizin,
sefadroksil ve sefuroksimin subinhibitsr konsantrasyonlarinda
seri pasajlarini yapmislar ve suslarin pekgogu igin MIK'larin
4 kat, bazi suglar igin 32 kat kadar arttigani saptamaglardar.
Bu g¢alismada aminopenisilinler ve sefiksimde pasaj butun
beta-laktam antibiyotiklere direng artisi saglarken, sefiksim
disindaki sefalosporinlerde yapilan pasajlar genellikle
yalniz o antibiyotige direng artisa saglamagtir.

Ulkemizde GCokga ve Altay (8) 1/2 MIK ampisilin igeren
besiyerinde 10 giUn pasaj yaptiklar1 E.coli suslarr igin
amipisilin MiK'larimin 4 kat artmis oldugunu tespit etmislerdir.

Hodges ve arkadaslari (31) Solomon adalarinda yasayan
insanlardan izole ettikleri ve daha ©nce antibiyotiklerle
karsilagmamis E.faecalis suslari ile ¢aligsmislar, penisilinin
basamak seklinde artan konsantrasyonlarina maruz biraktiklara
suslar igin, MIK'un 10 katina varan oranlarda direng artisa
ve tolerans gelisimi, 10 MIK'una aralikly olarak 5 defa
maruz biraktiklari suslarda ise sadece tolerans geligimi gszlemigler-
dir. MIK degerinde veya Uzerindeki sabit bir konsantrasyonda |
pasajr  yapilan suslarda ise ¢ok az oranda direng artisa

tespit etmislerdir.

Calismamizda, penisilin G'nin 1/2 ve 1/4 MIK'larinda
10 defa pasajir  yapilan E.faecalis suglarinda bir direng
geligimi gbzlenmemistir. Penisilin G'nin 5 MiK'una 5
gln sUreyle maruz barakilan 1 E.faecalis susunda ise
1 dilusyonluk direng artisi gozlenmigtir. Ampisilinin 1/2 ve 1/4
MiK'larinda yaopilan pasajlarda ise deneyin 3.gUnUnden itibaren
MIK degerleri butun suglar igin 1 diluUsyon artis gostermis
daha sonraki pasajlarda direng duzeyi daha ileriye gsturtuleme-
migtir. Ampisilinin 5 MiK'una 5 gun sUreyle maruz birakilan
suglarin MIK degerlerinde ise bir degisiklie rastlanmamigtar.
Aralikli olarak penisilin G'nin 5 MiK'una 5 gun sUreyle

marvz bairaktigimiz 1 E.faecalis susu, penisiline 1 dilusyon
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direng kazanirken, diger direng gelisimi g&zlenmeyen
9 sus ve ampisilinle yapilan deneylerde «aldigaimaz
sonuglar Hodges ve arkadaslari (31)'nin g¢alismalariyla
vyumludur. Bu arastiricilar artan penisilin konsantrasyonlarin-
da pasaj yaptiklari suslar icin MIK degerlerinde 10 kat artig
gozlerken, ¢alismamizda sadece ampisilin igin 2 kat artis
gbzlenmigtir. Ku].landlgz.mlz' E.faecalis suslarr beta-laktamaz
olusturmadidy igin bu direng artisindan b0§.kc1 mekanizmalarin
sorumlu  oldugu  duUsUnulmustur. Ornegin dugUk  afiniteli
PBP 5'in sentezinin sub-MiK'larda induklenmesi, ayrica
stafilokoklarda goruldugu gibi dustk antibiyotik konsantras-
yonlarinda PBP genlerinde dirence neden olabilecek bir
mutasyonun meydana gelmesi (26) , yine dusuk antibiyotik
konsantrasyonlarinda  enterokok htcre duvarinda  dirence
neden olabilecek bir kalinlagmanin olusmasi da akla gelebile-

cek mekanizmalardir (25).

Aminoglikozidlerin sub-MiK'larinda direng geligimi
ile ilgili ¢ok az yayina rastladik. Grassi (21) gentamisinin
sub-MiK'larinda yapilan seri pasajlar sonucu E.coli ve
S.aureus suslari icin MIK'larain orta seviyede artmis oldugunu
tespit etmistir. Bu suslarda aminoglikozid fosfotransferaz

ve asetiltransferaz enzimlerinin de artmis oldudu bulunmustur.

Ulkemizde GCokga ve Altay (8) 1/2 MIK amikasin ve
gentamisin igeren besiyerlerinde 1 E.coli susunun pqsaj}m.
yapmislar ve gentamisinin MIK'unun 4 kat, amikasinin
MiK'unun 2 kat kadar artmis oldugunu tespit etmislerdir.
Gentamisinin MIK degeri 1.5 mg/l iken, 10 pasaj sonrasinda
6 mg/l'ye, amikasinin- MIK degeri 4 mg/l iken 8 mg/l'ye
vlagmaistir. ~

Kullandigimiz  E.faecalis suslari igin streptomisinin
MiK degeri 250 mg/l, gentamisin igin ise 25 mg/l olarak
tespit edilmistir., Pek ¢ok g¢alismada E.faecalis suslari
icin streptomisinin ortalama M1K degeri 250 mg/l, gentamisinin-
ki ise 8-64 mg/l arasindabildirilmistir (44). Tespit ettigi-

miz degerler de bu sinmirlar igerisindedir.
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Streptomisinin 1/4 MIK'unda 10 defa pasajini yaptigimaiz
E.faecalis suslarindan biri igin MiK degerinin 8 kat ‘arta-
rak 2000 mg/l'ye, ikisi icin 4 kat artarak 1000 mg/l'ye,
UgU idgin 2 kat artarak 500 mg/l'ye ulastifa saptanmaigtair.
1/2 MiK'da pasajnr yaptigamiz 1 sug igin MIK degeri
32 kat artarak 8000 mg/l'ye wulasirken, 1/2 M1K'da pasajinm
yaptigimiz 9, 1/4 MIK'unda pasajini  yaptigimiz 4
sus igin MIK degerleri 128 kat artarak 32000 mg/l'ye ulagmagtir.
Streptomisinin 5 M1K'una 5 gun sUreyle maruz barakilan
3 susta ise MIK degerleri 4 kat artarak 1000 mg/l'ye,
7 . susgta ise 2 kat artarak 500 mg/l'ye ulagmagtir.

Aminoglikozid antibiyotiklerin sub-MiK'larinda bakteriler-
de membran degisiklikleri gérulmekte ve bu durum direng
gelisimine neden olabilmektedir. Streptomisin direncine
sahip suslarda, streptomisinin in-vitro etkisine duyarsiz
ribozomlar bulunmustur (34,59). Bizim kullandigimiz suslarda da
ribozomlarda meydana gelen mutasyonlar streptomisin direncine
neden olmug olabilir .

Gentamisinin 1/2 ve 1/4 MIiK'larinda 10 defa seri
pasajiny  yaptiimiz E.faecalis suglarinda da streptomisin
ile yaptigimiz g¢alismadakine benzer sonuglar elde edilmigtir.
1/2 MIK gentamisin konsantrasyonunda 10 defa pasajn
yaptigamiz 2 sug igin MiK degerlerinin 16 kat artarak 400
mg/l' ye, 7 sus igin 8 kat artarak 200 mg/l'ye, 1
sug igin ise 4  kat artarak 100 mg/l'ye ulastigi saptanmastir.
Gentamisinin 1/4 MIlK'unda pasajini  yaptigamiz 7 sus
icin MIK degerlerinin 8 kat artarak 200 mg/l'ye, 3 sus igin
ise 4  kat artarak 100 mg/l'ye vulastigs belirlenmistir.
Gentamisinin 5 MIK'una 5 gUn sUreyle aralikli olarak maruz
biraktidamiz 5 sug igin MIK degerleri 4 kat artarak
100 mg/l' ye, 5 sus igin ise 2 kat artarak 50 mg/l'ye
yUkselmigtir, '

Ulastigaimaiz maksimum gentamisin direnci, yUksek
seviyede gentamisin direnci olan 500 mg/l sanirindan daha

dusUk duUzeydedir. Ulastigamiz direngten ribozomlarda olugan



bir mutasyonun veya hucre permeabilitesindeki azalisin sorumlu
oldugu dusUnulebilir.

Antibiyotiklerin sub-MIK veya supra-MiK'laraina maruz
birakilan bakterilerde direng gelisebilecegini ve antibiyotik-bak~
teri kar;:.lq§m>as.1.n1n direngli mutantlaran seleksiyonunu
sajlayabilecegini gésteren bir gok g¢aligsma bulunmaktadair. Bu
¢alismada da, aminoglikozid grubu antibiyotiklerden gentamisin
ve streptomisinin sub-MIK'larinda pasajr yapilan enterokok
suslarinda bulunan direngli mutantlarin seleksiyonu saglanarak,
daha direngli enterokok suslari elde edilmeye galigilmais
ve yUksek duzeyde streptomisin direncine sahip enterokok
suslari elde edilmisgtir., Gentamisin igin de MIK'da 16 kata
varan artiglar saptanmigsa da yUksek dUzeyde gentamisin
direncine  erisgen su§ bulunmamagtar. Beta-laktam  grubu
antibiyotiklerle yapilan g¢alismada ise, sadece ampisilinin
sub—MIK dederlerinde yapilan pasajlarda enterokoklar  igin
MiK'larda 1 dilusyon kadar artis gozlenirken, penisilin
G ile yapilan g¢alismada direng gelisimi elde edilememistir.
Aralikly olarak MIK'larin Uzerindeki konsantrasyonlarda antibiyo-
tik sokuna maruz bairakilan enterokok suslarinda, streptomisin
ve gentamisine direngli suglar elde edilirken, beta-laktam
antibiyotiklerden sadece penisilin G ile yapilan g¢alismada
1 susta direng¢ artisi saptanmis, ampisilin ile yapailan
galismada ise herhangi bir direng gelisimi gdzlenmemistir.
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SONUGLAR

Penisilin G'nin 1/4 ve 1/2 MiK'larinda 10 defa pasajn
yapilan suslar igin MIK degerleri degismemis ve 1.56 mg/l
olarak kalmastir.

Ampisilinin 1/4 ve 1/2 MiK'larinda 10 defa pasajr yapilan
suslarin tamami igin MIK degerleri 1 dilusyon artarak
1.56 mg/l'den 3.125 mg/l'ye ulasmaistar.

Gentamisinin 1/4 MiK'unda 10 defa pasajr yapilan
7 sus igin MIK degerleri 25 mg/l'den '3 dilUsyon artis
gostererek 200 mg/l'ye ulasirken, 3 sus igin 2 . dilUsyon
artarak 100 mg/l'ye ¢ikmaistir. Gentamisinin 1/2 MiK'unda
10 defa pasajr yapilan 2  sus igin MIK degerleri 4
dilusyon artarak, 25 mg/l'den 400 mg/l'ye ulasirken,
7 sus igin 3 dilusyon artarak 200 mg/l'ye, 1
sug igcin 2 dilusyon artarak 25 mg/l'den 100 mg/l'ye
ulagmastar.

Streptomisinin 1/4 MiK'unda 10 defa pasajr yapilan
4 sus icin MIK degerleri 7  dilusyon artarak 250
mg/l'den 32000 mg/l'ye, 1 sus igin 3 dilUsyon artarak
2000 mg/l'ye, 2 sus igin 2 dilUsyon artarak 1000 mg/l'
ye, 3 sus igin 1 dilusyon artarak 500 mg/l'ye ulagmastir.
Streptomisinin 1/2 MiK'unda, 10 defa pasajr yapilan
9 . sug icin MIK degerleri 7 dilUsyon artarak 250 mg/l'
den 32000 mg/l'vye, 1 sus igin 5 dilUusyon artarak
8000 mg/l'ye ulagmastar.

Penisilin G'nin 5 MIK degerindeki antibiyotik konsantras-
yonuna 5 defa maruz barakilan 1 sus dgin MIiK
dederi 1 dilusyon kadar artarak 3.125 mg/l'den 6.25
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mg/l'ye ¢ikarken, diger suslar igin MIK'larda herhangi
bir degisiklik gszlenmemigtir.

Ampisilinin 5 MIK degerindeki antibiyotik konsantrasyonuna
5 defa maruz bairakilan suslar igin MIK degerlerinde

bir degisiklik gszlenmemigtir.

Gentamisinin 5 MIK degerindeki antibiyotik konsantrasyonu-
na 5 defa maruz bairakilan 5 sus igin MIK degerleri
2 dilysyon artarak 25 mg/l'den 100 mg/l'ye, diger
5 sug igin de 1T dﬂUsyon artarak 50 mg/l'ye ulagmastar.

Streptomisinin 5 MIK degerindeki antibiyotik konsantrasyo-
nuna 5 defa maruz barakilan 3 sug igin MIK degerleri
2  dilusyon artarak 250 mg/l'den 1000 mg/l'ye ulasirken,
7 sus icin 1 dilusyon artarak 500 mg/l'ye ulagmaistir.
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OZET

Bu c¢aligmadaq, penisilin G, ampisilin, gentamisin
ve streptomisinin sub-MIK ve supra-MiK degerlerinde pasajn
yapilan  Enterococcus faecalis suslarinda direng geligimi

aragtirilmaigtir.

Deneyde agar dilusyon ysntemi  kullanilarak, MIK
degderleri ayni olan 10 Enterococcus faecalis susu segilmis
ve antibiyotiklerin 1/2 ve 1/4 MiK degerlerini igeren buyyonda
pasajlari yapilmigtir. Her pasaj sonrasinda, suslar igin MUller
Hinton agarda dilusyonla MIK degerleri tekrar belirlenmis,
MiK'larinin artmis oldugu saptanan suglarda, en yuksek
antibiyotik konsantrasyonunu igeren agardan alinan bakterile-
rin yeni tespit edilen MIK degerlerinin 1/2 ve 1/4 MiK'larini
iceren buyyonda siUspanse edilmesiyle, deney 10 pasaj

tamamlanincaya kadar suUrdurilmustur.

Penisilin G'nin 1/2 ve 1/4 . MIK degerlerinde pasaj
yapilan svuslarda direng gelisimi gbzlenmezken, ampisilinin
1/2 ve 1/4 MIK degerlerini igeren buyyonda pasaji yapilan
suslar icin MIK degerlerinin 1 dilusyon kadar artmais
oldugu tespit edilmiétir.Gentamisin ve streptomisinin 1/2
ve 1/4 MiK degerleri‘nde pasajr yapilan suslarin tamaminda
ise degisik duUzeylerde diren¢ geligimi saptanmistir.Genta-
misinin 1/4 MiK'unda pasajr yapilan 7 sug igin MIK
degerleri 10 pasaj sonunda 3 dilusyon artarken, 3 sus
icin 2 dilusyon artmigtir. Gentamisinin 1/2 MiK'unda
pasaj: yapilan 2 sus icin MIK degerleri 10 pasaj sonunda
4, 7 sug icin 3, 1 sus igin de 2 dilUsyon artmagtar.
Streptomisinin 1/4 MiK'unda 10 defa pasajn yapilan 1°
sus igin MIK degeri 3 dilusyon artarken, 2 sus igin
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2 dilusyon, 3 sug igin de 1 dilusyon artmastire 4 susta
ise bu artis 7 dilusyonu bulmustur. Streptomisinin 1/2 MiK'unda 10
defa pasajr yapilan 9 - sus igin MIK degerleri 7 dilusyon

artarken, 1 sug igin 5 dilUsyon artmagtar.

Galismamizain diger bdlumUnde, enterokok suglari antibiyotiklerin
5 MiK'unu igeren antibiyotik konsantrasyonlarina 5 defa
7.5 saatlik sUrelerle maruz bairakilmig ve penisilin G'nin
5 MiK'una maruz barakilan 1 sus igin MIK degerinde
1 dilusyon kadar artis gorulirken, ampisilinin 5 MiK'
una maruz barakilan suslar igin MIK dederlerinde bir degisiklik
gozlenmemistir, Gentamisinin 5 MI!K'una meruz birakilan
5 ° sug igin MIK degerleri 2 dilUsyon artarken, 5 sug
igin 1 dilusyon artmistir. Streptomisinin 5 MIK'una maruz
birakilan 3 sus icin MIK degerleri 2 dilUsyon artis gosterir-
ken, 7 sug icin 1 dilUsyon artiz gdstermistir.

Penisilin igin dusUk afiniteye sahip PBP (&rnedin PBP 5)'-
lerin  sentezi sub- MIK'larda induklenmektedir. Bu dusuk
antibiyotik seviyeleri, bokterilerin ribozomlarinda mutasyonlar
olusturabildigi gibi bazen de hiucre duvarinin permeabilitesini
azaltacak bir kaolinlagsmaya neden olmaktadirlar. Sub-MiK
dUzeylerde inkUbe edilen bakterilerde, gizli veya hicredeki
metabolik enzimleri kodlayan genlerde de dirence neden
olabilecek mutasyonlarin olusabilecegi bildirilmigtir. Direng
nedeni ne olursa olsun, sub-MIK ve supra-MiK dntibiyotik
seviyeleri, daha direngli bakteri mutantlarinin seleksiyonunu
sadlayarak, direngli bokteri suslarinin ortaya cgikmasima

saglamaktadarlar.
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SUMMARY

The aim of +this work was to develop .resistance to
penicillin G, ampicillin, gentamicin and streptomycin in
Enterococcus faecalis cultures at sub-MIC and supra-MIC
levels of antibiotics.

Using the agar dilution method, 10 Enterococcus faecalis
strains with same the MIC values were selected and subcultured
in media containing these antibiotics at 1/2 and 1/4 MIC
levels. After each passage, MIC values were redetermined
using a dilution method in Mueller-Hinton agar. From the
strains whose MIC values were enhanced, bacterial cultures
were selected from the highest antibiotic containing agar
plates and resuspended in media containing antibiotics
at 1/2 and 1/4 MIC levels based on the newly determined MIC
values. Then the experiments were continued until 10 passages
completed.

While no change was observed in these strains to
penicillin G after expdsing to 1/2 and 1/4 MIC levels of
this antibiotic, a 1 dilution increase in their MIC valvues
was detected when .ampicillin was included in the growth
medivm at 1/2 and 1/4 MIC levels. On the other hand,
all of these strains exhibited various levels of resistance
to géntomicin and streptomycin after treating them with
1/2 and 1/4 MIC levels of these antibiotics. After 10 passages
in media containing 1/4 MIC gentamicin, 7 strains showed
a 3 dilution and 3 strains exhibited a 2 dilution increase
in their MIC values, whereas 1/2 MIC gentamicin led to
a 4 dilution increase in 2 of the strains, a 3 dilution
increase for 7 strains and a 2 dilution increase in 1 strain

in their respective MIC values. After 10 passages, in a
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media containing 1/4 MIC streptomycin, one strain showed
a 3 dilution, 2 strains showed a 2 dilution, 3 strains
possessed a 1 dilution increase, while the remaining 4
strains manifested a 7 dilution increase in their respective
MIC values. When 1/2 MIC streptomycin was included in
the growth, 9 of the strains showed a 7 dilution increase,
whereas 1 strain had a 5 dilution increase in MIC values

after 10 passages.

In the remoaining part of our work, Enterococcus strains
were exposed five times to various antibiotics at 5 MIC
levels for 7.5 hour intervals. The results showed that
1 strain had a 1 dilution increase 1o penicillin G, whereas
there was no change in MIC values when the medium was
supplemented with 5 MIC ampicillin. On the other hand,
in the presence of 5 MIC gentamicin, a 2 dilution increase
in 5 strains and a 1 dilution increase in the other 5 strains
was detected. In the presence of 5 MIC streptomycin, it
was found that there was a 2 dilution increase in 3 strains
and a 1 dilution increase in 7 strains in their respective
MIC valvues.

There «are several reasons for bacteria to develop
resistance to such antibiotics. At sub-MIC levels of antibiotic
concentrations, synthesis of PBP (e.g PBP 5) which has
a low affinity to penicillin is induced. Upon incubation,
these low antibiotic levels may not only lead to mutation of
the bacterial ribosomes, but they can also cause the thickening
of the cell wall which can lead to low permeability. It has
been reported that sub-MIC levels can lead to mutations
of the ’cryptic genes or the genes which encode metabolic
enzymes ultimately leading a resistance. Whatever the
reason for the resistance, sub-MIC and supra-MIC levels of
antibiotics provide a selection of more antibiotic resistant

mutants which evolve to form resistant bacterial strains.
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