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1.GiRIS

Enterokoklar, Enterococcus genusunda yer alan gram pozitif koklardir.
Insanlarda normalde agiz boslugu, barsak, safra yollan, deri, vajina ve anterior
tiretral florada bulunan bakterilerdir. En sik olarak driner sistem infeksiyonlarina,
karin i¢i infeksiyonlara, bakteriyemilere, daha az oranda endokardit, menenjit, deri
ve yumusak doku infeksiyonlarina neden olmaktadirlar (1-4). Yirmiye yakin
enterokok tlirli olmasina ragmen E. feacalis ve E. faecium insanlarda en fazla
infeksiyon nedeni olan tiirlerdir (5).

Enterokoklar uzun yillar insanda infeksiyon olugturma potansiyeli diisiik olan,
endojen kaynakl firsatg1 patojen bakteriler olarak tammlanmistir. Ancak son yillarda
enterokokal infeksiyonlarin insidansinda biiyitk bir artig dikkati ¢ekmekte ve bu
mikroorganizmalarin, ekzojen kaynakli infeksiyonlara ve nozokomiyal yayilimlara
yol agarak, ozellikle yatan hastalarda 6nemli bir mortalite ve morbidite nedeni
oldugu belirtilmektedir (3, 6-8). Enterokoklar, hastane infeksiyonu olan bakteriyemi
etkenleri arasinda 3. sirada, cerrahi yara ve iiriner sistem infeksiyonlar1 arasinda ise
2. sirada yer almaktadirlar (9-12).

Enterokok tiirleri ile olusan sistemik infeksiyonlarda bir -beta-laktam veya
vankomisin gibi hiicre duvarna etkili antibiyotik ve aminoglikozid grubu bir
antibiyotigin (gentamisin veya streptomisin) kombine tedavisi kullanilir. Son yillarda
enterokokal infeksiyonlarin tedavisi, yiiksek diizey aminoglikozid direnci, beta-
laktamaz liretimi, beta-laktamaz ile iligkisiz penisilin direnci ve glikopeptid direnci
gibi nedenlere bagli olarak biiyiik bir sorun haline gelmistir (6, 11, 13, 14).

Bu caligmada, Isparta bolgesine 6zgli epidemiyolojik veriler elde edilmesi ve
Stileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde
nozokomiyal infeksiyonlarmm Kkontroliiniin saflanmasi agisindan, cesitli klinik
Orneklerden izole edilen enterokok suglarinda glikopeptid ve yiiksek dlizey
aminoglikozid direncinin disk difiizyon, broth mikrodiliisyon, agar tarama,
E-test, API ATB Enteroc 5 antibiyotik duyarlilik ydntemleriyle aragtirilmasi, bu
yontemlerin kargilagtirilmas1 ve antibiyotik diren¢ profilinin ortaya konulmasi

amaglanmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1, Tarihge

- Enterococcus (entérocoque) adi ilk kez Thiercelin tarafindan 1899 yilinda
Fransa’da yayinlanan bir yazida kullamlmigtir. Bu isim bulunan yeni diplokoklarin
intestinal orijinli olduklarin1 vurgulamak i¢in Snerilmigtir. Aym yil MacCallum ve
Hasting, sonralar1 hemolitik bir enterokok oldugu anlagilan endokardite neden olan
bir mikroorganizmaya Micrococcus zymogenes adimi vermislerdir. Streptecoccus
faecalis ismi ise ilk kez 1906 yilinda Andrewes ve Horder tarafindan endokarditli bir
hastadan izole edilen mikroorganizmalar i¢in kullamlmigtir (10, 13, 15, 16). Sherman
1937°de streptekoklar1 piyojenik, viridans, laktik ve enterokoklar olmak {izere dort
gruba aywrmigtir. Sherman’in simiflandirmasi, 1933 yilinda enterokoklarin grup D
antiserumlariyla reaksiyon verdigini ortaya koyan Lancefield tarafindan yapilan
serolojik siiflandirmaya uymaktadir. Bu siniflamada enterokoklar pH 9.6’da, 10°C-
45°C’de, %6,5’luk NaCl varliginda fireyebilme, 60°C’de 30 dk. canli kalabilme ve
eskiilini hidrolize edebilmeleri ile diger streptekoklardan ayrilmaktadirlar (10, 11,
15). S. bovis, Sherman tarafindan viridans streptekok olarak siniflandinildig: halde,
daha sonra D bagigik serumu ile agliitinasyon verdigi belirlenmistir. 1957 Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology’de, S. faecium ayn bir tiir olarak
tamimlanmamig ise de, bu mikroorganizmalarin resmi terminolojiye girmeleri 1960’11
yillarin ortalarinda olmugtur. Hareketli enterokoklar 1935°lerde fark edilmis, bazi
hareketli enterokoklarin sar1 bir pigment olugturduklar1 1950’lerde gozlenmis ve bu
suslar i¢in 1968°de Streptecoccus faecium var. casseliflavus adi 6nerilmigtir. 1955°de
Gauda peynirinden izole edilen bir enterokok, kotli kokusundan dolayr E.
malodoratus olarak adlandirlmigtir. Baz1 enterokoklarin sadece Lancefield grup D
bagisik serumuyla degil, ayni siklikta grup Q bagisik serumu ile de agliitinasyon
verdigi saptanmigtir. Bu bakterilere de Streptecoccus avium adi1 1967°de 6nerilmis,
1974 Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’de bu isim kabul edilmistir
(10).

1984 yilinda Schleifer ve Klipper Balz, S. faecalis ve S. faecium’un genusun

diger {iyelerinden farkli oldugu ve ayn bir genus olusturmalari gerektigini genetik



olarak kanitlamiglardir. 1984’ten beri Enterococcus genusu igine E. avium, E.
casseliflavus, E. cecorum, E. colombae, E. dispar, E. durans, E. flavescens, E.
gallinarum, E. hirae, E. malodoratus, E. mundtii, E. pseudoavium, E. raffinosus, E.
saccharolyticus, E. seriolicida, E. solitarius, E. sulfureus olmak lizere 17 tir ilave
edilmigtir. Bu tiirlerin de Enterococcus genusundan olduklar1 DNA-DNA, DNA-
rRNA hibridizasyonlari ile ve 16S rRNA dizilimi ile kanitlanmigtir (6, 9, 10, 13, 15).

2.2. Morfoloji, Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Enterokoklar tek tek, ikili veya kisa zincirler halinde bulunan, sporsuz, gram
pozitif koklardir. Kat1 besiyerindeki kolonilerden hazirlanan preparatlarda
¢ogunlukla kokobasil gseklinde goriiliirken, sivi besiyerinden hazirlanan preparatlarda
daha oval sekilli ve zincirler halindedir (9, 10, 17).

Enterokoklar, streptekoklar gibi katalaz negatiflerdir. Fakat bazi tiirler katalaz
testinde zay1f bir kdpiirme ile gzlenen pstdokatalaz {iretirler (9, 10).

Enterokoklarin fakiiltatif anaerob kosullarda optimum tireme 1silari 35°C’dir.
Bununla birlikte enterokoklarin degisik ¢evresel faktorler altinda ¢ogalma
yetenekleri mevcut olup, pH 9.6’da ve 10°C-45°C arasindaki sicakliklarda
tireyebilmekte ve 60°C sicaklikta 30 dk. canli kalabilmektedirler. Biitiin suglar %6.5
NaCl’de iirer ve %40 safra tuzu varliginda eskiilini hidrolize eder. Ayn1 zamanda A
grubu streptekoklarda da goriilebilen fakat diger streptekoklarda goriilmeyen L-
pyrrolidonyl B naphthylamide (PYR) hidrolizi, E. cecorum, E. colombae ve E.
saccharolyticus harig tim enterokoklarin karakteristik bir 6zelligidir. Biitlin suglar
16sin aminopeptidaz (LAP) tiretmektedir. Enterokok tiirlerinin ¢ogu homofermentatif
olup, gaz tiretmezler ve glikoz fermentasyonun son {iriinii olarak laktik asit meydana
gelir. Oksidaz negatiftirler. G + C igerigi %37-45dir (1, 6, 9, 10, 12, 17-22).

Enterokoklarn ¢ogu hiicre duvan ile ilgili olan D grup antijeni diye
adlandirilan gliserol teikoik asit antijeni olustururlar. Bilinmeyen bir susu
tiplendirirken D grup antijeni bakilmasi olduk¢a yardimci bir testtir, ancak ¢ok
dikkatli degerlendirilmelidir. Insan infeksiyonlarindan izole edilen Pediokoklarin
¢ogu ve Lokonostoklarin hemen hemen yarisi D grubu antijenine sahiptirler.
Enterokok tiirlerinin ise ancak % 80’1 kapiller presipitasyon veya latex agliitinasyon

yontemi ile Lancefield’in grup D antijenine karsi antiserumla reaksiyona girer.



Enterokok suslarmin bazilann grup Q bafisikk serumu ile de agliitinasyon
vermektedirler (1, 6, 9, 10).

Enterokoklar, %5 koyun kani igeren triptik soy agar, %5 koyun kanli brain-
heart inflizyon agarda veya aym oranda hayvan kam igeren herhangi bir agarda
kolayca tireyebilmektedirler. Ayrica Colombia colistin-nalidixic acid agar (CNA) ve
feniletil alkol agaf (PEA) gibi selektif besiyerleri de enterokoklarin izolasyonunu
saglamaktadir. Eger klinik 6rnek gram(-) bakterileri igeriyorsa, safra eskiilin azid,
Pfizer selektif enterokok agar veya azid igeren diger ticari Dbesiyerleri
(Enterococcosel agar, D-Coccosel) primer izolasyon Dbesiyeri olarak
secilebilmektedir. Azid gram(-) bakterilerin {iremesini inhibe etmekte ve
enterokoklar siyah koloniler halinde goriilmektedir. 6 mcg/ml vankomisin ilaveli
Enterococcosel broth ve brain-heart inflizyon agar, fekal drneklerden vankomisine
direngli enterokoklarin hizli ve selektif tanisi igin kullanilabilen besiyerleridir (9,
15, 23).

Enterokoklar, 35°C-37°C’de 18-24 saatlik inkﬁbaéyondan sonra kanli agarda
0,5-1 mm ¢apinda, keskin siirl, gri-beyaz, bugulu bir goriintimde, hafif kabarik S
tipi koloniler olusturmaktadirlar. E. faecalis’in baz1 suglar at, tavsan veya insan kanli
agarda beta hemolitik koloniler olusturmalarina ragmen koyun kanli agarda beta
hemoliz yapmazlar. E. durans kullamlan kamn ftiirline bagli olmaksizin beta
hemolitik koloniler olugturmaktadir. Diger tiim tiirler genellikle alfa hemolitik veya
nonhemolitiktir ( 1, 9, 18, 24-26).

2.3. Identifikasyon

Gram(+), katalaz(-) fakiiltatif anaerob koklar Streptecoccus, Enterococcus,
Aerococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Gemella, Vagococcus,
Tetragenococcus, Globicatella, Helcococcus olmak {izere onbir cins altinda
toplanmaktadir (1).

Gram boyama 6zellikleri, koloni morfolojisi, hemoliz 6zellikleri, 10-45°C’de
ireme, %6.5°lik NaCl’de tireme, eskiilin hidrolizi, 16sin aminopeptidaz tiretimi, PYR
hidrolizi, glikozdan gaz {iretmeme, vankomisin direnci, enterokoklari, diger kata-

laz(-), gram(+) koklardan ayurt etmede kullamlan &zelliklerdir. Enterokoklarin ve



diger katalaz(-), gram(+) koklarin bu &zellikleri Tablo 1°de gosterilmistir (1, 9, 10,
13).
Tablo 1. Gram (+), katalaz (~) fakiltatif anaerob bakterilerin fenotipik dzellikleri

Cins VA | Gaz | PYR | LAP | BE | NaCl | 10°C | 45°C | Har | Hem
Enterococcus | S (a) - + + + + + + d o,B,y
Streptecoccus | S - -(b) + -(©) | -(@d) - d - o,p.y
Globicatella S - + - - + - - - o
Lactococcus S - + + d + -(e) - o,y
Vagococcus S - + + + + - + o,y
Leuconostoc R + - - d d + d - o,y
Pediococcus R - - + d - + - o
Tetragenococ S - - + + - + - a
Aerococcus S - + - d + - + - a
Gemella S - + d - - - - - o,y
Helcococcus S - + - + + - - - a

VA: Vankomisin duyarhihg1 (30 pg disk), Gaz: karbonhidratlardan gaz olusturma, LAP: L&sin
aminopeptidaz, BE: eskiilin hidrolizi, NaCl: %6.5 NaCl’li ortamda iireme, 10°C ve 45°C: 10°C ve
45°C’de treme, Har: hareketlilik, Hem: hemoliz 6zelligi.

a) Bazi suglar direnglidir, ancak yine de disk etrafinda kiigiik bir inhibisyon zonu olusur.

b) A grubu streptekoklar PYR pozitiftir, digerleri negatiftir.

¢) Viridans streptekoklarin %5-10"unda eskiilin hidrolizi pozitiftir.

d) Bazi beta-hemolitik streptekoklar %6.5 NaCl’de trer.

¢) Bazi laktokok suslar1 45°C’de ¢ok yavasg lireme gosterirler.

Lactococcus, Aerococcus, Leuconostococcus, Vagococcus ve Pediococcus
insan infeksiyonlarindan izole edilmeleri ve safra-eskiilin reaksiyonu ile %6.5
NaCl’de iireme gosterebilmelerinden dolayi, enterokoklarin sadece bu 6zelliklerine
bakilarak identifikasyonu hatali olabilmektedir. Tetragenococci tiirlerinin fenotipik
karakterleri de enterokoklara benzemesine ragmen, bu tiirler insandan izole
edilmemiglerdir. Leuconostococcus ve Pediococcus cinsleri karakteristik olarak
vankomisine direnglidirler ve bu &zellikleri enterokoklardan ayirt edilmelerinde
yardimcidir. PYR aktivitesi Enterococcus spp. identifikasyonunda daha fazla kabul
goren bir testtir, fakat A grubu streptekok suslari, Lactococcus, Gemella ve
Aerococcus gibi cinsler de pozitif sonug¢ verebilmekte ve E. saccharolyticus, E.
cecorum, E. colombia gibi enterokoklar ise negatif kalabilmektedir (1, 9, 10, 13, 27).

Grup D antijeni ile serolojik reaksiyon bazi suglar1 identifiye etmede
kullanilabilmektedir. Enterokoklar D grup antiserum ile %80 pozitif reaksiyon

vermektedir. Ancak D grup antijenin bulunmus olmasi enterokoklar igin spesifik



degildir ve diger gram(+) bakterilerde (S. bovis, S. equinis, S. suis, Pediococcus,
Leuconostoc vb.) de yaygin olarak bulunmaktadir (1, 9, 10, 13).

Klinik laboratuvarlarin gogunda gram boyama ve koloni morfolojisi, %6.5
NaCl’de iireme ve eskiilin hidrolizi enterokok tamisinin konulmasi igin yeterli
kriterler olarak degerlendirilmektedir. Fakat bazi enterokoklar bu reaksiyonlan

olusturabilmek i¢in 48 saate gereksinim gosterebilirler (10, 13).

2.4, Tiir diizeyinde identifikasyon (Tiplendirme)

Enterokoklarin klasik tiplendirme yontemleri i¢inde; bakteriosin tiplendirmesi,
bakteriyofaj tiplendirmesi, biyokimyasal reaksiyon profilleri, antimikrobiyal direng
paternleri, serolojik yontemler yer almaktadir. Bu metodlar bazen yararli bilgiler
vermesine ragmen, genellikle zaman alici, yapilmas:1 ve yorumlanmasi giic olan
testlerdir. Suglar arasindaki ayirimi yapmada yeterli degildirler ve epidemiyolojik
¢aligmalarda sinirli degere sahiptirler (9).

Klasik yoOntemlerden olan biyokimyasal testlerle, enterokoklar, mannitol,
sorboz gibi sekerlerden asit olusturmalarina ve arginini hidroliz etmelerine gore bes
grupta simiflandirilmaktadirlar (9, 28).

L. grup; E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. saccharolyticus ve E.
pseudoavium’dan olusur. Bu tlirler mannitol ve sorbozu fermente ederken, arginini
hidroliz etmezler. Grup i¢indeki ayirimlari ise arabinoz ve rafinozu fermente
etmelerine ve pirlivatt kullanmalarina gére yapilir. E. avium arabinozdan asit
olusturup rafinozu kullanmazken, E. malodoratus ve E. saccharolyticus rafinozdan
asit olusturur ve arabinozu kullanmaz. E. raffinosus her ikisinden de asit olugturur. E.
pseudoavium bu karbonhidratlan kullanmaz. E. malodoratus pirtivati kullanirken, E.
saccharolyticus pirtivat1 kullanmaz.

I1. grup; E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. mundltii, E. flavescens, E.
gallinarum, E. solitarius ve E. seriolicida’dan olusur. Bu sekiz tiir mannitolden asit
olusturur ve arginini hidrolize ederler. Sorbozdan asit olusturmazlar ve E. faecalis
grup i¢inde telliiriti tolere edebilen ve piriivat1 kullanan tek tiirdiir. E. faecium ve E.
gallinarum hareket testleriyle birbirlerinden ayirt edilir; E. gallinarum hareketli, E.

Jaecium hareketsizdir. E. casseliflavus, E. mundtii ve E. flavescens sar1 pigment



olusturur. E. casseliflavus ve E. flavescens hareketli, E. mundtii hareketsizdir. E.

flavescens ribozdan asit olusturamaz, E. casseliflavus ise ribozu kullanir.

Enterokok tiirleri
( eskiilin +, %6.5 NaCl’de iireme +, PYR +)

;

Mannitol
+ | -

| }
-/ + — Arginin hidrolaz +/- Grup III
v }

!

Grup I Grup 11
l Siikroz / Rafinoz

Arabinoz / Rafinoz +/+ -/-
+ / + = E. raffinosus
+/- =E. avium (H,S+)
- /+ = E. malodoratus (H,S +) Piriivatta fireme  Pirilvatta
- /- =E. pseudoavium v treme

Hareket + - :

+ -
+ - E. dispar E. hirae
l E. faecalis E.durans
Sar1 pigment (asakkarolitik
varyant1)
il -
E. casseliflavus E. gallinarum Jy
Arabinoz

L
' |

Sar1 pigment Laktoz
N

E. munditti E. faecium
E. faecalis Stikroz / Melisitoz
+/+ -/-

E. solitarius E. seriolicida

Sekil 1. Enterokok tlirlerinin biyokimyasal siniflandiriimasi

II1. grup; E. dispar, E.durans, E. hirae 'dan olugur. Bu {i¢ tiir arginini hidrolize
eder, fakat mannitol, sorbitol ve sorbozu fermente etmezler. Pirlivat, arabinoz,

rafinoz ve siikroz testleri ile kolaylikla birbirlerinden ayirt edilebilmektedirler.



E. durans igin testlerin tlimii negatiftir. E. hirae i¢in rafinoz ve siikroz testlerinden
biri veya her ikisi pozitif, arabinoz ve piriivat testi negatiftir. E. dispar suslarinda
arabinoz testi harig testlerin tlimii pozitiftir.

IV. grup; E. sulfureus ve E. cecorum’dan olusmustur. Bu tiirler mannitol ve
sorbozdan asit olusturmaz ve arginini hidrolize etmezler.

V. grup; sadece E. columbae’dan olugmustur. Bu tiir mannitol ve sorbitolden
asit olustururken, sorbozdan asit olusturmaz ve arginini hidrolize etmez (9, 28).

Enterokok tiirlerinin hizli tamisinda API Rapid ID 32 Strep, API 20 Strep,
RapIDSTR, Vitek Gram-Positive identifikasyon (GPI) kart:, Minitek Gram Positive
kit, Microscan Gram Positive Breakpoint Combo panel gibi otomatize identifikasyon
sistemleri kullanilmaktadir. Bu ticari kitlerin tiimii enzimatik reaksiyonlaf ve
sekerlerin fermentasyonu esasina dayanmakta ve 4-24 saatlik inkiibasyon periyodu
sonunda tiir diizeyinde ayirim saglamaktadirlar. Ancak bakterilerin zaman zaman
atipik ozellikler gostermesi tanida otomatize sistemlerin yetersiz kalmasina ve yanlig
tiplendirmelére yol agabilméktedir. Hazir ticari kitlerde en sik karsilagilan sorun
E. gallinarum, E. -casseliflavus ve E. flavescens’in, E. faecium olarak
degerlendirilmesidir. Bununla birlikte, Freney ve arkadaglari, Rapid ID 32 Strep
(BioMérieux, France) yontemini degerlendirdikleri bir ¢alismada, yontemin
piyojenik hemolitik streptekoklar1 ve enterokoklar1 ekstra biyokimyasal testlere
gereksinim duyulmaksizin dogru bir sekilde tanimladigim saptamislardir (1, 5, 10,
27,29).

Enterokoklann tiplendirilmesi i¢in geligtirilen ilk molekiiler teknikler plasmid
profillerinin analizi ve konvansiyonel elektroforez ile genomik DNAnin restriksiyon
enzim analizidir. Bununla birlikte bu metodlarin kullanimi sirasinda yorumlamada
problemlerle karsilagtirilmaktadir. Enterokoklan tiplendirmede kullanilan en yararli
metodlar pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) yontemleri ile kromozomal
DNA’nin restriksiyon endoniikleaz profillerinin analizidir. Contour-clamped
homogenous electic field (CHEF) ve field inversion gel electrophoresis en yaygin
kullanilan PFGE teknikleridir. Bu teknikler arasinda CHEF’e daha ¢ok
bagvurulmaktadir ve antimikrobiyal direng paternlerinin degiskenligini ortaya
koymada ve tiir ayinminda daha yararli ve glivenilir oldugu gosterilmistir. Ayrnca

multilocus enzim elektroforezi, ribotiplendirme (ribozomal RNA gen restriksiyon



analizi) ve RAPD-PCR (randomly amplified polymorphic DNA-Polimeraz chain
reaction), ITS-PCR (PCR amoplification of intergenic rRNA spacer regions), RFLP
(restriction fragment length polymorphism) of PCR amplified 16S rDNA gibi PCR
bazl1 metodlar da enterokoklarin tiplendirilmesinde kullamlmigtir. Tiir spesifik rRNA
problarinin kullamldig: ticari AccuProbe system (Gen-Probe, San Diego, USA)
enterokoklarin tlir diizeyinde ayirimim saglamaktadir. Bunun yaninda whole-cell
protein profillerinin SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) ile analizinin tipik ve atipik enterokok suslarmin tiplendirilmesinde

nispeten basit, ucuz ve giivenilir bir metod oldugu gésterilmistir (1, 9, 27, 30-32).

2.5. Patogenez

Enterokoklarin infeksiyon olusturabilmesi igin Oncelikle konak dokuya
tutunmas1 ve kolonize olmasi gerekir. Bu doku genellikle mukozadir. Konak
hiicrelerine adhere olan bakteriler, konagin spesifik ve nonspesifik savunma
mekanizmalan ile karsilagir. Sonugta enterokoklar direkt yoldan kendi toksinleriyle
ve indirekt olarak inflamasyonu indiikleyerek konakta patolojik degisiklikler
olusturmaktadirlar (25, 26). Bu olaylarin meydana gelmesinde enterokoklarin bazi
viriilans faktorleri de rol oynamaktadir. Bu faktorler:

1. Agregasyon maddesi: E. faecalis ve E. faecium suglarinda feromona cevap
veren plasmidlerce kodlanan ylizeye bagh bir proteindir. Bu madde donér (verici)
bakterinin ylizeyini potansiyel alici bakteriye yapisabilen forma gevirir ve bu yolla
konjugatif plasmid transferi gergeklesir. Plasmidlerde viriilans faktérleri ve birgok
antibiyotige direng saglayan genler bulunmaktadir. Agregasyon maddesi,
enterokoklarin intestinal ve renal epitel hiicrelerine ve kardiyak vejetasyonlara
yapismasint da artirabilmektedir (1, 25, 26, 33).

2. Yiizey karbonhidratlar1: Enterokoklarda adhesin iglevi gordiigii, ¢esitli insan
hiicrelerine yapismada rolii oldugu bildirilmistir (1, 25, 33).

3. Lipoteikoik asit: Tiim enterokoklarin yiizeylerinde bulunan ve grup D
antijenini olusturan bu madde agil gruplari araciliyla bakterinin konak doku ve
hiicrelerine baglanmasinda rol oynamaktadirlar. Ayrica konakta TNF (tiimor

nekrozis faktdr) ve interferon olugumunu indiiklemektedir (1, 25).



4. Sitolizin: E. faecalis ve E. faecium’da bulunmakta ve plasmide bagimh
tiretilmektedir. Gram(+) bakterilere ve bazi 6karyotik hiicrelere litik etki gosterirken
gram(-) bakterilere etkisizdir. Koyun eritrositleri diginda insan, tavsan, at ve sigir
eritrositlerine kars: hemolizin etkisi gésterir (1, 25, 26, 33).

5. Feromonlar: E. faecalis’ten salinan 7-8 aminoasit uzunlugunda kii¢iik peptid
molekiilleridir. Suglar arasinda plasmid DNA’sinin konjugatif aktarimim artirirlar. In
vitro olarak nétrofiller i¢in kemoatraktan etkisi vardir (1, 25, 33).

6. Proteaz (jelatinaz) : E. faecalis’ten izole edilen bir metalloprotein olup ¢inko
endopeptidaz aktivitesi gosterir. Jelatinin, kollajenin, kazeinin, hemoglobinin ve
diger biyolojik olarak aktif kiiglik peptidlerin lizisine yol agmaktadir (25, 33).

7. Hyaluronidaz: E. faecalis’te bulunmakta ve mukopolisakkaridaz aktivitesiyle
bakterinin bag dokuda yayilmasini saglamaktadir (25).

8. AS48: E. faecalis tarafindan iiretilen 7.4 kDa agirhifinda bir peptidtir.
Enterokoklar da dahil gram(+) ve gram(-) bakterilerin {iremelerinin inhibe edilmesine
ve lizisine yol agmaktadir. Hedef hiicrelerin sitoplazmik membranlarinda porlar

meydana getirmektedir (1, 25).

2.6. Klinik infeksiyonlar

Enterokoklar, basta {iriner sistem infeksiyonlar1 olmak tiizere intraabdominal ve
pelvik infeksiyonlar, bakteriyemi, endokardit, yara ve yumusak doku infeksiyonlari,
nadiren menenjit etkeni olabilmektedirler. Enterokokal infeksiyonlarda %80-90
oraninda E. faecalis, %5-10 oraninda E. faecium etken olarak bulunmaktadir. Diger
enterokok tirleri (E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. avium ve E.
raffinosus) klinik 6rneklerden nadiren izole edilmektedir (<%5). Relatif olarak diigiik
virtilansh olarak bilinmelerine ragmen bircok ciddi infeksiyonlara neden
olabilmektedirler. Enterokoklar toplumda kazanilan infeksiyonlarin yaninda hastane
ortaminn uygunsuz kosullarina dayanikli olmalart ve birgok antibakteriyel maddeye
direngli olabilmeleri nedeniyle hastane infeksiyonlarina da sik olarak yol
agabilmektedirler (1, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 24, 34).

Uriner sistem infeksiyonlar:: Insanlarda en sik goriilen enterokokal
infeksiyonlardir. Cogunlukla nozokomiyal olup, iriner sisteminde yapisal

anomalileri olan veya katater uygulanan hastalarda goriilmektedir. Enterokoklar
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liriner sistem infeksiyonlarimin %10’nundan, hastane kaynakli {iriner sistem
infeksiyonlarinin ise %16’sindan sorumludurlar (1, 6, 9, 10, 13, 14, 24).

Intraabdominal ve pelvik infeksiyonlar: ikinci siklikta karsilagilan enterokokal
infeksiyonlardir. Artmig antibiyotik kullanimi ve direng gelisimi nedeniyle
enterokoklar yara infeksiyonlarindan artan bir siklikta izole edilebilmektedir. Bu
infeksiydnlar genellikle polimikrobiyaldir ve enterokoklarin patogenezdeki rolleri
tartigmalidir.  Enterokoklar intraabdominal abselerin  %10-25’inden  izole
edilmektedir. Enterokoklar, nefrotik sendrom veya sirozlu hastalarda spontan
peritonit yapabilmekte ve kronik peritoneal diyalize girenlerde peritonit etkeni
olabilmektedirler. Ayrica salpenjite, endometrite ve sezaryan sonrasi abse olusumuna
yol agabilmektedirler. Safradan izole edilen mikroorganizmalar arasinda E. coli’den
sonra ikinci sirada gelmektedirler (1, 9, 10, 13, 24).

Bakteriyemi: Ugtincii siklikta goriilen enterokokal infeksiyondur. Enterokoklar
tiim nozokomiyal bakteriyemi nedenleri arasinda ti¢iincii siray1 almaktadir. Daha ¢ok
altta yatan ciddi problemleri olan yash hastafarda ve hastanede uzun siire yatan ve
antibiyotik kullanan immiin sistemi baskilanmis kisilerde goriilmektedir. Ozellikle
hastanelerde uygulanan invaziv girisimler, maligniteler, renal hastaliklar, diabetes
mellitus gibi altta yatan primer hastaliklar, antibiyotik, immiinosupresif ve H;
blokerlerinin kullanimi1 enterokokal bakteriyemi insidansinin artigina neden
olmaktadir. Hemotolojik malignitesi bulunan hastalarin nozokomiyal bakteriyemi
agisindan biliyiik bir risk altinda oldugu belirtilmektedir. E. faecalis polimikrobiyal
bakteriyemilerden en sik izole edilen gram(+) mikroorganizmadir. Enterokokal
bakteriyemi kaynagi olarak en sik neden tUriner sistem infeksiyonlaridir ve
enterokokal bakteriyemilerin %19-24’tinden sorumludur. Diger 6nemli kaynaklar
intraabdominal, biliyer, pelvik ve yara infeksiyonlaridir. Enterokokal bakteriyemiye
bagli mortalite oran1 genellikle yiiksektir. Vankomisine direngli enterokok ile olugan
bakteriyemilerde mortalitenin %60-70’¢ kadar ¢ikabildigi bilinmektedir. Bu
olgularin yaklagik yarisinda 6liim direkt olarak infeksiyona baghdir (8, 9, 10, 11, 24).

Endokardit: Infektif endokarditli vakalarm yaklasitk %5-15’inde etken
enterokoklardir. Cogu E. faecalis tarafindan meydana getirilmektedir. Fakat E.
faecium, E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum ve E. raffinosus da

endokardit diigtintilen vakalardan izole edilmektedir. Cogu vakada altta yatan
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valviiler kalp hastalif1 veya prostatik kapak mevcuttur, fakat enterokoklar anatomik
olarak normal kapaklar1 da infekte edebilme yetenegine sahiptirler. Enterokok
endokarditi ¢ocukluk yas grubunda daha nadir olup yaglhilarda ve erkeklerde daha sik
goriilmektedir. Genitotiriner ve biliyer sistem infeksiyonlar1 endokardit igin risk
faktorleri olup, yapilan bir ¢aligmada erkeklerin %50°sinde genitotiriner miidahale
veya infeksiyon, kadinlarin ise %38’inde abortus ve genitoiiriner miidahaleden sonra
gelisen endokardit saptanmistir. Enterokoklar genellikle mitral ve aortik kapaklart
daha sik tutma egilimindedirler ve ila¢ bagimlilarinda da durum aynidir. Vakalarin
¢ogunda subakut bir baslangi¢ vardir (1, 6, 9, 10, 13, 24).

Enterokoklar nadiren saf kiiltiir halinde deri ve yumusak doku
infeksiyonlarindan izole edilmektedir. Genellikle cérrahi yara infeksiyonu, dekiibit
iilserleri, diyabetik ayak ilserleri ve yamiklardan diger fakiiltatif ve anaerob
bakterilerle birlikte izole edilmektedirler (1, 24).

Enterokoklar yetigkinlerde nadiren menenjite yol agmaktadirlar. Malignensi,
diabet veya bobrek yetmezligi gibi altta yatan ciddi hastalifi olanlarda,
immiinostipresif ajanlarla tedavi alanlarda, merkezi sinir sistemi travmasi veya
cerrahisi gegirenlerde menenjit goriilebilmektedir (1, 6, 10, 13, 35).

Ender olarak goriilen solunum yolu infeksiyonlari, genellikle ¢ok ciddi hastalig:
olan yash ve debil hastalarda pndmoni seklindedir (1, 24).

Enterokoklarin neden oldugu neonatal sepsis, akut baglangich, bakteriyemi
ve/veya menenjitin eslik ettigi ates ve solunum sikintis1 ile karakterize bir hastaliktir.
Daha ¢ok nazogastrik sondasi olan ve/veya intravaskiiler girisim yapilan ve altta
yatan ciddi hastalifa olan prematiir veya diigiik dogum agirlikli bebeklerde ortaya
cikmaktadir (1, 10, 13).

2.7. Antimikrobiyal Direng

Enterokoklar son yillarda hastane infeksiyonu etkeni olarak giderek daha sik
kargilasilan ve aym zamanda antimikrobiyal maddelere diren¢ oranlarinda &nemli
artiglar kaydedilen bakterilerdir. Enterokok tlirlerinin birgok antibiyotige dogal
olarak direngli olmalari, plazmid ve transpozon araciligiyla kazamlmig direncin diger
suglara da aktarilmasi, vankomisin de dahil olmak {izere antibiyotiklere ¢oklu direng

gOsteren suslarin hizla yayilmasina yol agmigtir (10, 36, 37).
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Enterokoklarda dogal (intrensek=herediter=kromozomal) diren¢ ve kazanilmig
(ekstrensek) direng olmak tizere iki farkli tipte antibiyotik direnci goriilmektedir.
Intrensek diren¢ kromozomal olarak kodlanir ve hemen hemen tlirlerin hepsinde
goriiliir. Kazanilmig direng ise yeni bir DNA’nin edinilmesiyle veya var olan
DNA’daki mutasyon ile ortaya ¢ikmaktadir (10, 13).

Tablo 2. Enterokoklarda antibiyotik direnci

Intrensek direng
Beta-laktamlar
Aminoglikozidler (diisiik diizeyde)
Klindamisin
Trimetoprim-siilfometaksazol
Kazamlmis direng
Beta-laktamlar (PBP’de degisiklik/ B-laktamaz iiretimi)
Aminoglikozidler (yiiksek diizeyde)
Glikopeptidler (vankomisin, teikoplanin)
Eritromisin
Klindamisin (yiiksek diizeyde)
Tetrasiklin
Florokinolonlar
Nitrofurantoin
Rifampin
Kloramfenikol

2.7.1. intrensek direnc

Enterokoklar diger gram(+) infeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan antimikrobiyal ajanlarin ¢oguna nisbi veya mutlak direnglidirler (10, 24).

Enterokoklar penisilinlere, sefalosporinlere, monobaktamlara, in vivo
trimetoprim-siilfometoksazola, diisiik diizeyde aminoglikozidlere ve klindamisine
intrensek olarak direnglidirler (1, 10, 13).

Beta-laktamlara nisbi direng, enterokoklarin karakteristik bir 6zelligidir. Bu tip
direng enterokok PBPs’lerinin (penisilin baglayan protein), beta-laktamlara diisiik
afiniteye sahip olmalarindan meydana gelmektedir. Bu nedenle enterokoklar beta
laktamlara tolerandirlar. Solomon adalarindan izole edilen ve daha Once

antibiyotiklerle kargilagmamis enterokok suslarinda bile bu 6zellik goriilmiistiir.
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E. faecalis igin in vitro testlerde penisilinin ortalama MIK degeri 2-8 mcg/ml
arasindadir ve bu deger birgok streptekok igin olan ortalama MIK degerinden 10-100
kat daha yiiksektir. E. faecium suslar, E. faecalis suglarina oranla penisiline daha
direngli bulunmaktadir ve penisilinin ortalama MIK degerleri 16-32 mcg/ml
arasindadir. Sefalosporinlerin higbiri enterokok iiremesini inhibe edemedigi gibi,
sefalosporin kullanilmast direngli enterokok infeksiyonuna neden olan risk
faktorlerindendir. Penisilinde oldugﬁ gibi, imipenem de E. faecalis’e E. faecium’dan
daha etkindir (10, 11, 38, 39, 40).

Enterokoklann diger 6zelliklerinden biri de klindamisin ve linkomisine direngli
olmalandir. Cogu sus i¢in bu antibiyotiklerin MIK degeri 12.5-100 mcg/ml’dir fakat
baz1 suglarda yiiksek diizeyde kazamlmig direng (MIK>1000 mcg/ml) goriilmiistiir
(10).

Enterokoklar intrinsik olarak aminoglikozidlere de diigiik diizeyde
direnglidirler. Direncin nedeni, bakteri hiicre duvarmin bu antibiyotiklere kars:
gecirgenliginin diisiik olmasidir. Beta-laktam veya hiicre duvaﬁ sentezini engelleyen
bir antibiyotik ile kombine edildiginde bu direng agilabilirse de, yiiksek diizeyde
aminoglikozid direncinde bu sinerjistik etki kaybolmustur. E. faecium suslari, tiire
spesifik olarak gentamisin disinda kanamisin, tobramisin, sisomisin ve netilmisini
modifiye eden 6’ asetiltransferaz enzimi olustururlar. Kromozomal olan bu enzim
diigiik diizeyde dirence neden olmakta ve diger enterokok suslarina transfer
edilememektedir (10, 13, 39).

Enterokoklar in vitro duyarlilik deneylerinde trimetoprim-siilfometoksazole
duyarl: bulunursalar da in vivo olarak folik asidi, dihidrofolati ve tetrahidrofolati dig
kaynaklardan alabildiklerinden trimetoprim-siilfometaksazola direnglidirler (1, 10,
13).

2.7.2. Ekstrensek direng

Antibiyotiklere karsi kazamilmig diren¢ mevcut DNA’da meydana gelen bir
mutasyon veya yeni DNA kazanilmas: ile olugmaktadir. Dirence yol agan DNA
genel olarak transditksiyon veya konjugasyon ile kazamlir. Enterokoklarda

transformasyon ile gen kazanimi gésterilememistir (10).
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Kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin direngleri, klindamisine yiiksek diizeyde
direng, aminoglikozidlere ve vankomisine yiiksek diizey diren¢ siklikla plasmid
ve/veya transpozonlarca aktarilmaktadir. Rifampin ve florokinolonlara direng ise
mutasyon ile saglanmaktadir. Kloramfenikol direnci enterokoklarin %20-42’sinde
goriiliir ve direng asetiltranferaz enzimi tarafindan saglanir. Tetrasiklin direnci %60-
80 arasinda goriliir ve tetlL, tetM, tetN ve tetO genleri tarafindan diizenlenir.
Eritromisin direnci ise enterokoklar arasinda yaygin olup Tn 917 transpozon
iizerinde kodlanmaktadir (10, 13, 38).

2.7.2.1. Beta-laktam antibiyotiklere kazanilmiy direng

Bu direng, beta-laktamaz yapimi ve diisiik afiniteli PBP yapimi olmak tizere iki
temel mekanizma ile meydana gelmektedir (41, 42).

Enterokoklarda ilk kez 1983 yilinda tespit edilen ve aminoglikozid-beta laktam
sinerjist etkisinin kaybolmasina neden olan penisilin direng mekanizmasi beta-
laktamaz sentezidir. Penisilinaz aktivitesi, yiikksek gentamisin direncine de neden
olan bir plasmid tizerinde bulunmugtur. Bu enzim penisilin, ampisilin, piperasilin ve
diger ireidopenisilinleri inaktive edebilmektedir. Nafsilin, sefalosporinler ve
* imipenem bu enzime dayaniklidir. Enterokoklarin beta-laktamaz geni klonlanmig ve
DNA dizisi tespit edilmistir. DNA dizisi stafilokoklardan elde edilen beta-laktamaz
geninin DNA dizisi ile %90’dan fazla benzerlik gostermektedir. Bu nedenle
enterokoklardaki beta-laktamaz geninin, stafilokoklardaki beta-laktamaz geninden
transfer edildigi tahmin edilmektedir. Enterokokal beta-laktamazlar yapisal olarak
sentezlenirler ve hiicreye bagh olarak bulunurlar. Fakat S. aureus’un {iretti3i beta-
laktamazlar tipik olarak indiiklenebilir olup, hiicre digindaki ortama salinmaktadir.
Enterokoklarda beta-laktamaz {iretimi diiglik diizeyde ve inokuluma bagh
oldugundan rutin disk duyarlilik testleriyle tespit edilememektedir. Beta-laktamaz
tespiti i¢in nitrosefin testi gibi enzimatik metodlar gereklidir (10, 11, 13, 39, 43, 44).

Yiiksek diizey penisilin direnci sadece beta-laktamaz tiretimi ile ilgili olmayip
beta-laktamlara ilgisi az olan PBP {iretiminde arti§ ve/veya PBP’lerin beta-laktamlara
ilgisinde bir azalma sonucunda da ortaya ¢ikabilmektedir. Son yillarda bu gekilde
beta-laktamaz salgilamayan yliksek diizeyde penisiline direngli E. faecium suglan
giderek artan oranlarda izole edilmektedir (10, 13, 38, 39).
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2.7.2.2. Aminoglikozidlere yiiksek diizeyde kazanilan direng

Intrensek olarak diigiik diizeyde aminoglikozid direnci gdsteren enterokoklar,
aminoglikozidlere karg1 yliksek diizeyde de direng¢ kazanabilmektedirler. Bu tiir
direng gosteren bakterilerde, duvar sentezini inhibe eden bir antibiyotik ile
aminoglikozid antibiyotik kombinasyonundan elde edilen sinerjist etki kaybolmustur.
Yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci iki farkli mekanizma ile meydana
gelmektedir:

1. Ribozomal direng; ribozomlarda aminoglikozid baglanma yerinin degismesi
ile olusmaktadir. Yalmz streptomisine kars1 gelisen ve transfer edilemeyen bu tiir
direng nadirdir.

2. Aminoglikozid modifiye eden enzimlerin sentezi ile olusan direng; duyarl
suglara transfer edilemediginden hizla yayilan bu tiir direngte adeniltransferaz,
fosfotransferaz ve asetiltransferaz enzimleri rol oynamaktadir. Bu enzimler
antibiyotik lizerinde adenil, fosfor, ve asetil kokleri transfer ederek ilacin molekiil
yapisimi  degistirmektedirler. Yiiksek diizeyde gentamisin direnci g&steren
enterokoklar genellikle bu grubun tlim tiyelerine direnglidir.

1970°1i yillarin bagslarinda, sirasiyla E. faecalis ve E. faecium’da kanamisin ve
amikasini inaktive eden plasmid aracili 3’-aminoglikozid fosfotransferaz (3’-APH)
ve E. faecalis’de plasmid aracili streptomisini inaktive eden 3’’-adenil transferaz
(3’-AAD) enzimleri bulunmugtur. Streptomisin ve kanamisine karsi gelisen bu
yiiksek diizeyde direng baslangigta pek sorun olarak gorillmemistir. Ancak 1979
yilinda ilk olarak E. faecalis’de gentamisini inaktive eden plasmid aracili
bifonksiyonel bir enzim olan 2’’-aminoglikozid fosfotransferaz-6’-aminoglikozid
asetiltransferaz (2°°-APH-6’-AAC) tanimlanmigtir. Bu enzim gentamisinden baska
kanamisin, amikasin, netilmisin, sisomisin ve tobramisine kars1 da yiiksek diizey
aminoglikozid direncine neden olmaktadir. Dolayisiyla gentamisin direnci
streptomisin digindaki diger aminoglikozidler i¢in de iyi bir yol gostericidir.

1983 yilinda gentamisin ve streptomisin dahil tiim aminoglikozidlere karsi
yiiksek diizey direng gosteren E. faecalis kSkenleri soyutlanmigtir. Son olarak 1988
yilinda E. faecium’da gentamisine kars1 plasmid aracili bifonksiyonel enzim ile (2°°-
APH-6’AAC) direng geligimi saptanmigtir (1, 10, 11, 13, 43, 45-49)
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2.7.2.3. Glikopeptid direnci

Vankomisin ve diger glikopeptidler, hiicre duvann yapimi igin gerekli olan
pentapeptidlerin son ucundaki ikili peptid D-alanil-D-alanin’e baglanarak bakterinin
hiicre duvar sentezinin son agamasim inhibe etmektedir (11, 13, 38, 50, 51).

Glikopeptid direnci, enterokoklarda en ¢ok endige verici kazanilmig direng olup
ilk kez Fransa ve Ingiltere’den 1988 yilinda bildirilmistir. Ardindan Amerika’dan ve
diger iilkelerden bildirilmis ve gittikce artan siklikta yayinlar devam etmigtir (11, 52,
53).

Vankomisine direncin, bakterinin yeni bir D-ala-D-ala ligaz enzimi aracilifiyla
D-ala-D-ala distal ucunun yapisi1 degistirerek ilaci artik buraya baglanamamas: ile
meydana geldigi samilmaktadir. Basta E. faecium olmak lizere E. faecalis, E.
gallinarum ve E. casseliflavus suslarinda gosterilen bu direng VanA, vanB, VanC,
VanD, VanE olarak simflandirilmagtir (11, 13, 38, 50).

VanA tipi direng: Direngten 39 kDa agirliginda, VanA adi verilen bir membran
proteini sorumludur. Bu proteinin sentezini VanA geni saglar. Bu gen plasmid
iizerinde oldugundan diger bakterilere kolaylikla transfer edilebilmektedir. Genin
ekspresyonu sonucunda D-ala-D-ala yerine D-ala-D-laktat ile sonlanan anormal
peptidoglikan prekiirsorleri sentezlenmekte ve vankomisin D-ala-D-lac’a daha diigiik
bir afinite ile baglanmaktadir. Bakteri hem vankomisine hem de teikoplanine
direnglidir. Vankomisin direnci yiiksek diizeyde (MIK>64 mcg/ml) ve indiiklenebilir
bir direnctir. Dirence neden olan membran proteini ancak vankomisin varlifinda
sentezlenir. Teikoplanin ise zayif bir indiikleyicidir (MIK>16 mcg/ml). VanA tipi
dirence en sik E. faecium’da, daha sonra E. faecalis’te ve nadiren E. avium, E.
casseliflavus, E. durans, E. gallinarum, E. munditti ve E. raffinosus’ta
rastlamilmaktadir (1, 11, 38, 43, 50, 54).

VanB tipi direng: Direng VanB adi verilen genin sentezlettigi 39.5 kDa molekiil
agirhiktaki VanB membran proteini tarafindan olugmaktadir. VanB geninin, VanB;,
VanB,, VanB; olmak {izere ii¢ farkli subtipi oldugu saptanmistir. Indiiklenebilir ve
transfer edilebilir 6zelliktedir ve bakteriler vankomisine diisiik veya yiiksek diizeyde
direngli (MIK 32-64 mcg/ml), teikoplanine duyarlidir. Bununla birlikte teikoplanine
direngli VanB geni igeren mutant VRE suglari da goriilebilmektedir. VanB tipi direng
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en yaygin olarak E. faecium ve E. faecalis’te, seyrek olarak E. casseliflavus,
E. gallinarum’da saptanmistir. Bu tip direng S. bovis ve S. gallolyticus’ta da
gosterilmigtir (1, 11, 38, 43, 50, 55).

VanC tipi direng: Bu tip direng¢ E. gallinarum (VanC,), E. casseliflavus
(Van(C,), E. flavescens (VanCs;) gibi enterokok tiirlerinde goriilmektedir. VanC
bdireng geni tarafindan sentezlettirilen VanC membran proteini ile olusmaktadir. Gen
ekspresyonu sonucunda D-ala-D-ser ile biten peptidoglikan prekiirstrleri sentezlenir.
Yapisal, indiiklenemez ve transfer edilemez bir direnctir. Tiim suglar vankomisine
distik diizeyde direngli (MIK 4-32 mcg/ml), teikoplanine duyarhdir (1, 11, 38, 43,
50).

VanD tipi direng: E. faecium’da gosterilmistir. Suslar vankomisine (MIK 64-
256 mcg/ml) ve teikoplanine direngli (4-32 mcg/ml) bulunmaktadir. Aminoasit
sekansi VanA ve VanB ile %67 oraninda ortaklik gostermektedir. Direng geni
kromozomda kodlanmakta ve transfer edilememektedir (11, 37, 50, 56).

VanE tipi direng: Son zamanlérda bulunmus olan bu tip direng E. faecalis
BM4405’te gosterilmistir. Suglar vankomisine diisikk diizeyde direngli (MIK 16
mcg/ml), teikoplanine duyarlidir. Aminoasit sekans1 VanC ile %55, VanA ile %45,
VanB ile %43, VanD ile %44 oraninda benzerlik gdstermektedir (11, 50).

Tablo 3. Enterokoklarda glikopeptid direng fenotipleri

VanA VanB VanC VanD VanE
Vankomisin MIK 64 - >1000 4 ->1000 2-32 128 16
Teikoplanin MiK 16-512 <0.5 <0.5 4 0.5
Direng tipi Kazanilmig  Kazamilmis  Intrensek Kazanilmig  Kazanilmig
En sik tiirler E. faecium E. faccium E. gallinarum  E. faecium E. faecalis
E. faecalis E. faecalis E. casseliflavus

E. flavescens

Transfer edilebilme + + - - -
Induiklenebilme + + - - +

Terminal peptid D-ala-D-lac  D-ala-D-lac  D-ala-D-ser D-ala-D-lac  D-ala-D-ser

Enterokoklarda VanA ve VanB direncini saglayan genler enterokok tiirleri
arasinda aktarilabildigi gibi A grubu ve viridans grup streptekoklara, laktobasillere,
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Bacillus subtilis ve Listeria monocytogenes’e de aktarilabilmistir. E. faecalis
suglarindan glikopeptid direnci in vitro ve in vivo olarak S. aureus’a transfer
edilebilmistir (1, 10, 11, 37, 38, 43, 56).

VanA ve VanB genleri genis aktarilabilir elementler (izerinde lokalize
olmuglardir. VanA genler grubu 10.8 kb’lik Tn1546 transpozonda lokalize iken,
VanB 64 kb’lik transpozon {izerinde lokalize olmugtur. VanA tipi direnci saglayan
Tn1546 transpozonu 9 adet gen igerir; bunlardan 2 tanesi transpozisyon fonksiyonu
ile ilgili proteinleri kodlarken (ORF 1 ve ORF 2), diger 7 gen ( VanH, VanX, VanY,
VanZ, VanR, VanS, VanA) vankomisin direnci ile ilgilidir. VanR (response
regulator) geni diizenleyici ve VanS (sense) geni ise algisal sistemin komponenti
olan proteinleri kodlamaktadir. VanH, bir dehidrojenaz olup D-laktat
sentezlemektedir. VanA ise bir ligazdir; depsipeptid olusturmak iizere D-alanini D-
laktat ile baglamaktadir. VanX geni tarafindan kodlanan VanX, DD-dipeptidaz
yapisindadir ve D-Ala-D-Ala’yr hidrolize etmektedir. Bir karboksipeptidaz olan
VanY, terminal ugtaki aminoasiti (D-alanin veya D-laktat) pentapeptid
prekiirstriinden ayirmaktadir. VanZ’nin fonksiyonu bilinmemektedir. VanY ve VanZ
genleri vankomisin direncine yardimci olan proteinleri kodlamaktadirlar, direng ile
ilgili direkt ilgileri bulunmamaktadir. Glikopeptid direnci i¢in VanH, VanA ve
VanX’in koordineli ekspresyonu gereklidir (11, 13, 38, 43, 50, 57).

Map of Tn 754
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Sekil 2. Vankomisin direncinden sorumlu Transpozon 1546 tizerindeki genler ve fonksiyonlari

Enterokoklarin glikopeptidlere direngli olmalarinin yaninda klinikte normal
tiremeleri i¢in vankomisin varlifina gereksinim duyan vankomisine bagimli suglar da
saptanmigtir. Vankomisin depandan enterokok (VDE), ilk kez 1992 yilinda, cerrahi

yogun bakim {initesinde yatan 46 yagindaki bir kadin hastanin {iriner sisteminden
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izole edilmigtir. Klinik izolatlar arasindaki VDE insidans1 ve prevalansi tam olarak
bilinmemektedir. VDE’larda defektif D-ala-D-ala ligaz yapimi vardir ve normal
peptidoglikan sentezi olmamaktadir. Ortamda glikopeptid bulundugunda, alternatif
yol olan D-ala-D-lak yapimi indiiklenebilir ve bunun sonucunda peptidoglikan
sentezi gergeklesir ve hiicre ¢ogalir. Ortamdan vankomisin kaldinldiginda, D-ala-D-
lak yapimi uzun siire devam edemez, D-ala-D-ala yapim1 bulﬁnmadlgl i¢in, bakteri
¢ogalamaz. VDE’larda sadece vankomisin bagimlilifi yoktur, aym zamanda
vankomisin direnci de s6z konusudur. Bu bakteriler VanA veya VanB’nin
varyantlaridir (11, 50, 57).

2.8. Tedavi

Enterokoklarin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisi, beta-laktamaz {iretimi,
beta-laktamaz ile iligkisiz penisilin direnci, yiiksek diizey aminoglikozid direnci ve
vankomisin direnci gibi nedenlere bagli olarak son yillarda biiyiik bir sorun haline
gelmigtir. Enterokokal infeksiyonlarn tedavisinde kullanilabilecek antibiyotik
segenckleri olduk¢a kisithidir (6, 11, 58).

Diger mikroorganizmalar igin bakterisit olmalarina ragmen penisilin, ampisilin,
vankomisin ve teikoplanin enterokoklar igin bakteriyostatiktir. Bununla birlikte
genelde ¢ogu enterokok infeksiyonunda penisilin veya ampisilin baglangi¢ tedavisi
icin iyi bir secenektir. Ozellikle bakterisidal etki gerektirmeyen iriner sistem
infeksiyonlar1 ve yumugsak doku infeksiyonlarinda bu antibiyotikler tek bagina
kullanilabilmektedir. Piperasilin ve mezlosilin gibi {ireidopenisilinler de yeterli
derecede etkilidir. Enterokoklara ampisilin penisilinden daha etkindir. Penisilin
allerjisinde veya yiiksek diizey penisilin direncinin s6z konusu oldugu durumlarda
vankomisin veya teikoplanin alternatif olarak segilebilmektedir. Teikoplanin, duyarl
enterokoklar tizerinde vankomisinden 2-4 kat daha aktif olmasina kargin bakterisidal
degildir. Beta-laktamaz tireten suslarda vankomisin, imipenem, ampisilin-sulbaktam,
amoksisilin-klavulanik asit etkili ajanlardir. E. faecium, diger tiirlere gore
penisilinlere ve imipeneme daha direnglidir (10, 11, 13, 24, 50, 57, 59-62).

Cogu enterokok susu nitrofurantoine duyarlidir ve {iriner sistem
infeksiyonlarinda bu ajanlar bagari ile kullanilmaktadir. Siprofloksasin ve ofloksasin

gibi florokinolonlar in vitro olarak genellikle etkindirler ve bazi iiriner sistem
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infeksiyonlarinda faydali olabilmektedirler. Fakat genel olarak enterokokal
infeksiyonlarda etkinlikleri yeterince gO8sterilmemis olup, bazi merkezlerde bu
antibiyotiklere direng bildirilmigtir. Enterokoklara karg1 bakteriyostatik etkili
kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin ve rifampisinin in vivo etkinlikleri zayiftir ve
¢ogu enterokok susu bu ajanlara karsi direnglidir. Fosfomisin, enterokoklara karg
etkin olmasina régmen, direng gelisimi tek bagina kullamlmasim simrlamaktadir (6,
10, 11, 13, 50, 57, 62).

Endokardit, bakteriyemi, menenjit gibi bakterisidal tedaviyi gerektiren ciddi
enterokok infeksiyonlarinda bir hiicre duvar sentezi inhibitorii ile bir aminoglikozid
birlikte uygulanmalidir. Bu kombinasyonda, hiicre duvarn penisilinler veya
vankomisin tarafindan bozulmakta ve aminoglikozid (gentamisin veya streptomisin)
bakteri hiicresine daha kolay girerek bakterisid etkisini g&sterebilmektedir. Standart
endokardit tedavisinde Snerilen kombinasyonlar penisilin / ampisilin - gentamisin /
streptomisin veya vankomisin - gentamisin / streptomisin geklindedir. Yiiksek
diizeyde aminoglikozid direnci gosteren suslarda bu kémbinasyon etkisizdir. Bakteri
susu sadece streptomisine direngli ise diger aminoglikozidler kulanilabilmektedir.
Ancak gentamisine direngli ise bununla beraber kanamisin, amikasin, tobramisin,
netilmisin ile yapilacak tedaviden bakterisid etki beklenilmemelidir. Tim
aminoglikozidlere yiiksek diizeyde direng gosteren suslarla olugan infeksiyonlarin
tedavisinde optimal tedavi planinin nasil olacagi bilinmemektedir. Bununla birlikte
hayvan modellerinde gentamisine yiiksek diizeyde direngli bir susla olugan enterokok
endokarditinde devamli ampisilin inflizyonunun intermitant tedaviden daha etkin
oldugu saptanmistir (6, 10, 11, 13, 50, 57, 62).

Vankomisine direngli ¢ogu enterokok kokeni penisilin ve ampisiline duyarli
bulunabilmekte ve bu ilaglar bu mikroorganizmalar ile olusan infeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilmektedir. Hem vankomisin hem ampisiline direngli baz1 E.
Sfaecium suslarinin tedavisinde vankomisin-ampisilin kombinasyonu
uygulanabilmektedir. Bu kombinasyonda vankomisin varliginda ampisilin MiK
degerinde azalma meydana gelir ancak elde edilen etki bakterisidal degil
bakteriyostatiktir. VanB geni tagiyan vankomisine direngli, teikoplanine duyarh
suglarda teikoplaninin in vitro etkili oldugu gdsterilmis olmasina ragmen, teikoplanin

in vivo tedavide bagarsiz bulunmustur. In vitro ve/veya hayvan modellerinde,
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vankomisin-ampisilin-gentamisin, siprofloksasin-rifampisin-gentamisin, tetrasiklin-
novobiyosin, siprofloksasin-novobiyosin, siprofloksasin-ampisilin kombinasyonlari
ile VRE infeksiyonlarinin tedavisi i¢in umut verici sonuglar elde edilebilmistir.
Penisilin ve vankomisine direngli E. faecium endokarditinin deneysel tedavisinde
seftriakson-vankomisin-gentamisin kombinasyonunun penisilin-vankomisin-
gentamisin veya penisilin-teikoplanin-gentamisin kombinasyonundan anlaml $lgiide
daha etkin oldugu gosterilmigtir. Tavsanlarda olusturulan deneysel endokardit
modellerinde ampisilin-imipenem tedavi rejiminin etkin olabilecegi saptanmigtir (11,
13, 43, 50, 57, 62).

Cogul direngli enterokoklarla olusan infeksiyonlarin tedavisi i¢in insanlarda
denenmig ve kabul edilmis ¢ok fazla antimikrobik médde bulunmamaktadir.
Caligmalarin gogunlugu in vitro ¢aligmalar ve hayvan deneyleri seklindedir. Yeni bir
semisentetik streptogramin antibiyotik olan kinopristin/dalfopristin’in (RP 59500)
vankomisine direngli E. faecium ile meydana gelen prostetik kapak endokarditi,
peritonit 'Ve sant infeksiyonlarnin tedavisinde basar1 ile kullamldigim bildiren
yayinlar mevcuttur. Ancak E. faecalis suslarinda bu ilaca kars: yliksek oranda direng
gelisimi ile ilgili raporlar yayinlanmigtir (6, 11, 50, 57, 62-65). Daptomisin (LY
146032), in vitro ve hayvan deneylerinde olumlu sonuglar vermis, in vivo etkisi zayif
ve insanlarda toksik etkilere neden oldugu gozlenmis bir asidik lipopeptidtir (11, 57,
62). Ramoplanin, enterokoklara kars1 bakterisidal etkili bir lipoglikodepsipeptiddir.
Gastrointestinal sistemden VRE’larin ve VRE ile kolonizasyon riski olugturmadan
C. difficile’nin eradikasyonu i¢in Snerilmistir (11, 57, 62, 66). Yeni bir semisentetik
glikopeptid olan LY 333328’nin, in vitro ¢aligmalarda VRE’lara kars: bakterisidal
etkili oldugu gozlenmis ve VRE ile meydana gelen ciddi infeksiyonlarda klinik
olarak yararli, alternatif bir tedavi segenegi olarak dne siiriilmiigtiir (10, 50). Yeni
florokinolonlardan klinafloksasin, sparfloksasin ve trovafloksasinin VRE’lara kars1
etkili oldugu in vitro ¢aligmalarda ve tavsan endokardit modellerinde g&sterilmigtir
(13, 50, 57, 62). Tetrasiklin tiirevleri olan glisisiklinler, ketolidler (RU-64004 ve RU-
66647), oksazolidinonlar (eperzolid ve linezolid) ve pristinamisin in vitro VRE’lere

kars1 etkili olan aragtirma agamasinda olan diger antimikrobiyal ajanlardir (10, 62).
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2.9. Antimikrobiyal duyarhhk testleri

Bakteriyemi, endokardit gibi sistemik enterokok infeksiyonlari, siklikla hiicre
duvarina etkili bir beta-laktam antibiyotik veya vankomisin gibi bir glikopeptid ve
bir aminoglikozid (genellikle gentamisin veya streptomisin) kombinasyonu ile tedavi
edilmektedir. Bu kombinasyonda antibiyotikler sinerjik etki gostermektedirler.
Ancak hiicre duvari inhibitériine direng veya aminoglikozide karg yiiksek diizeyde
direng gelistigi zaman, bu sinerjizm ortadan kalkmakta ve kombinasyon tedavisi ile
bakterisidal bir etki saglanamamaktadir. Bundan dolay1 enterokok infeksiyonlarinin
tedavisinden ©nce antibiyotik duyarlilik testleriyle hem hiicre duvarina etkili
antibiyotiklere hem de aminoglikozidlere kars1 olan direncin varlif1 aragtirilmalidir
(44, 58, 67, 68).

2.9.1. Yiiksek diizeyde aminoglikozid direncinin aragtirilmasi

Rutin incelemelerde sadece gentamisine ve streptomisine karsi direncin
aragtirilmasi yeterlidir. Gentamisine direngli olan suglar, streptomisin digindaki ttim
aminoglikozidlere (amikasin, kanamisin, netilmisin, tobramisin, sisomisin) de
direngli olarak kabul edilmektedir. Streptomisine karsi gelisen yliksek diizeyde
diren¢ farkli bir mekanizmayla kazamldigindan, streptomisin direnci gentamisin
direncinden bagimsiz olarak aragtirilmaktadir (10, 44, 45). Yiksek diizeyde
aminoglikozid direncini aragtirmada kullanilan tarama testleri sunlardir:

Agar tarama yontemi: 500 mcg/ml gentamisin ve 2000 mcg/ml streptomisin
iceren brain-heart infiizyon (BHI) agara 0.5 Mc Farland yogunlugundaki bakteri
suspansiyonundan (10° CFU/ml) 10’ar mikrolitre ekim yapilir. Bdylece agar
yiizeyine bakteriler 10* CFU/ml olacak sekilde inokiile edilir. Ekilen plaklar 24 saat
37°C’de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde birden fazla koloni gériilmesi
yiiksek diizey aminoglikozid direncini (YDAD) gostermektedir. Streptomisinli
besiyerinde 24 saatlik ink{ibasyon sonucu lireme yoksa 48 saate kadar inkiibasyona
devam edilir. BHI agar diginda Miieller-Hinton agar (MHA), %5 koyun kanlit MHA,
dekstroz fosfat agar da besiyeri olarak kullamlabilmektedir (10, 13, 44, 46, 67, 69).

Agar diliisyon yontemi: Bu yontemde gentamisinin ve streptomisinin belli

konsantrasyon araliginda (0.5 mcg/ml’den 2000 mcg/ml’ye kadar) iki kat seri
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sulandirimlarini iceren BHI agar plaklarina ekimler yapilmaktadir. Gentamisin igin
500 ug/ml, streptomisin igin 2000 ug/ml minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
degerleri yiiksek diizeyde direng olarak kabul edilmektedir (39, 70, 71).

Broth mikrodiliisyon yontemi: Tek kuyucuklu broth mikrodiliisyon tarama
yonteminde BHI siv1 besiyerine 500 mcg/ml gentamisin, 1000 mcg/ml streptomisin
eklenmektedir. Test edilecek bakteri antibiyotikli besiyerine 5x10° CFU/ml olacak
sekilde inokiile edilmektedir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi iireme olmasi YDAD’ ni
gOstermektedir. Antibiyotiklerin belirli konsantrasyon arahiginda iki kat seri
sulandirimlarim igeren siv1 besiyerlerine ekimler yapilarak suslarin MIK degerleri de
saptanabilmektedir. Mieller-Hinton broth, sivi mikrodiliisyon yontemi igin
Onerilmemektedir (13, 39, 44, 71-74).

Yiiksek icerikli disk difiizyon y6ntemi: Miieller-Hinton agar besiyeri, 120 mcg
gentamisin ve 300 mcg streptomisin igeren diskler kullanilmaktadir. 0.5 Mc Farland
bulaniklifindaki bakteri suspansiyonlarindan plaklara ekim yapilir ve diskler
yerlestirilir. 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi olusan 6 mm capinda
inhibisyon zonu YDAD’ni, 10 mm veya daha biiyiik inhibisyon zonu ise duyarlilig
gostermektedir. 7-9 mm arasinda zon ¢ap: Slgiiliirse testin agar diliisyon veya sivi
mikrodiliisyon yontemi ile dogrulanmas: gerekmektedir (10, 13, 39, 44, 68, 69, 71).

Ticari test sistemleri: Sceptor, MicroMedia, Pasco, Sensititre, Alamar,
Uniscept, Autobac, Vitek, Microscan gibi otomatize ve nonotomatize ydntemler
enterokoklarda YDAD, vankomisin direncini ve diger antibiyotiklere kars1 direnci
aragtirmada kullanilan piyasada mevcut ticari test sistemleridir. Bu ticari sistemlerde
hentiiz bir standardizasyon saglanamamistir ve yapilan ¢aligmalarda farkli sonuglar
elde edilmigtir (68, 75-82).

Epsilometer test (E-test): Ticari bir iiriin olan E-test (AB Biodisk, Solna,
Sweden), bir yiizeyinde belli konsantrasyonda antibiyotik igeren, diger yiizeyinde ise
bu konsantrasyonlara ait isaretlenmenin yer aldifi ¢ok ince plastik stripler
seklindedir. Disk difiizyon yonteminde oldugu gibi, 0.5 Mc Farland bulanikligindaki
bakteri siispansiyonu MHA’a inokiile edilir. Striplerin antibiyotik iceren tarafi agar
ylizeyine gelecek sekilde yerlestirilir ve 24 saat inkiibe edilir. E-test etrafinda elips
seklinde inhibitdr zon olugur, {iremenin kesildigi konsantrasyon MIK degeri olarak

kabul edilir. Diger klasik metodlara gore daha pahali bir testtir. YDAD’ni,
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vankomisin direncini aragtirmada E-test ile giivenilir sonuglar elde edilmistir (39, 78,
83-87).

2.9.2. Yankomisin direncinin arastirilmasi

Agar diliisyon, broth dillisyon, disk diflizyon ve agar tarama metodlan
enterokoklardaki vankomisin direncini saptamada standart metodlar olup bunun
yaninda ticari duyarlilik testleri de mevcuttur. Disk difiizyon ve Vitek, Microscan
gibi otomatize sistemlerde VanB ve VanC tipi diisiik diizey vankomisin direncini
saptamada problemlerle kargilagilmaktadir (44, 76, 78).

Disk difiizyon yontemi; Miieller-Hinton agarda 30 mcg vankomisin igeren
disklerle yapilmaktadir. 14 mm veya altinda inhibisyon zon g¢ap1 direngli, 15-16 mm
zon g¢apt orta duyarli, 17 mm veya tistiinde inhibisyon zon gaplar1 duyarli olarak
kabul edilmektedir (71, 88).

Diliisyon yontemlerinde; 4 mcg/ml ve altinda MIK degeri duyarli, 8-16 mcg/ml
MIK degeri orta duyarh, 32 mcg/ml veya lstiinde MiK degerleri ise direngli olarak
kabul edilmektedir (44, 71).

Agar tarama yOnteminde; 6 mcg/ml vankomisin igeren BHI agar besiyerleri
kullamlmaktadir. Agar yiizeyine 0.5 Mc Farland bulanikliligina gore hazirlanmig
koloni suspansiyonundan 1-10 mikrolitre damlatilir. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon
sonras1 agar Yylizeyinde birden fazla koloninin varlifi vankomisin direncini
gostermektedir. Testin duyarliligt %96-99, spesifitesi %100 oranindadir (44, 76).

Vankomisin direncinin (6zellikle VanB) saptanmasinda tam otomatize
yOntemlerin hepsi aym Sl¢lide glivenilir degildir. Agar diliisyon, disk diflizyon, agar
screen plate, Vitek GPS-TA ve GPS-101, MicroScan overnight ve rapid panellerini
karsilagtinldig: bir ¢aliymada, VanA tipi direncin biitiin yontemler tarafindan aym
glivenilirlikle saptandifi, ancak oOzellikle Vitek GPS-TA ve MicroScan rapid
yontemlerinin VanB tipi direncin saptanmasinda basarisiz oldugu bildirilmigtir.
VanB tipi direncin saptanmasinda Vitek GPS-TA ve MicroScan rapid yontemlerinin
duyarliliklan sirasiyla %47 ve %53 olarak bulunmugstur. Yine aym ¢aligmada E-test
ve agar tarama disinda diger yontemlerle VanC;/VanC, tipi direncin saptanmasinda
da problemler oldugu gozlenmigtir. Enterokoklarda VanA, VanB ve VanC direng

tiplerini belirleyebilmek i¢in tarama amaciyla kullanilabilecek en giivenilir ve kolay
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yontem agar tarama testidir. Yeni Vitek GPS-101 testi Vitek GPS-TA ile
kiyaslandiginda 6zgiilliiglinde azalma olmaksizin artmig duyarliliga sahiptir (75).

Genotipik olarak vankomisin direncinin saptanmas1 PCR yéntemi ile miimkiin
olup uygun primerlerin kullanilmasi1 ile plasmid, transpozon veya kromozom
lizerinde bulunan diren¢ genlerinin (VanA, VanB, VanC;, VanC,, VanCs)
¢ogaltilarak jel elektroforezi ile goriiniir hale gelmesi esasina dayanmaktadir. PCR
Ozellikle diigiik diizeyde vankomisin direnci (VanB veya VanC) tagiyan enterokok
suslarindaki direncin saptanmasi i¢in yararhi bir yontemdir. PCR, polimeraz enzimi
kullanarak 0Ozgiil niikleik asit segmentinin arka arkaya in vitro kogullarda
sentezlenmesidir. Bir tiip i¢ine hedef niikleik asit, pimerler, Taq DNA polimeraz,
deoksi niikleotid trifosfatlar (dNTPs), Mg*?, tampon ve su konulduktan sonra sira ile
¢ degisik 1sida denatiirasyon (92-98°C), annealing (37-75°C) ve extensiyon (70-
74°C) islemleri ardarda tekrarlanarak hedef niikleik asitin gogaltilmasi
amaglanmaktadir (11, 27, 89-91).

2.10. Epidemiyoloji, Korunma ve Kontrol

Enterokoklar, zor ortam kogullarinda bile yasamlarini siirdiirebilme ve
tireyebilme yetenegine sahiptirler. Toprakta, suda, gidalarda, hayvanlarda, bitkilerde,
kuglarda ve boceklerde dogal olarak bulunmaktadirlar. Insanda 6zellikle
gastrointestinal sistem ve genitoliriner sistemde yerlesiklerdir. E. faecalis insanlarin
gastrointestinal sisteminden en sik izole edilen bakterilerden biridir (digkida 10° ~10’
CFU/gr) (9, 10, 13, 24).

Enterokoklar tiriner sistem, karin ici, cerrahi yara, deri ve yumugak doku
infeksiyonlari, bakteriyemi, endokardit, menenjit, neonatal sepsis, pndmoni gibi
degisik infeksiyonlara neden olmaktadirlar. Insanlarda enterokok infeksiyonlarindan
en sik E. faecalis ve E. faecium tirleri izole edilmektedir (9, 10, 13, 24).

Toplum kaynakli infeksiyonlarin yaninda, hastane ortamimin uygunsuz
kogullarina dayamikli olmalart ve birgok antimikrobiyal ajana direng
gelistirebilmelerinden dolay1, enterokoklar, hastane infeksiyonlarma da yol
agmaktadirlar. 1990’larin nozokomiyal patojeni olarak adlandirilan enterokoklar, en
stk izole edilen hastane infeksiyon etkenleri arasinda 2-3’iincii sirada yer

almaktadirlar. Nozokomiyal infeksiyonlarin %12’sinden sorumlu olan bu
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mikroorganizmalar, erigkin hastalarin nozokomiyal yara ve idrar yolu
infeksiyonlarindan ikinci, bakteriyemilerden iiglincli sikhikta izole edilmektedirler
(7-12).

Enterokoklarin birgok antibiyotige dogal olarak direngli olmalarinin yaninda,
ylksek diizeyde aminoglikozidlere ve glikopeptidlere direng kazanmasi biiyiik bir
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Vankomisin direncinin laboratuvar kosullarinda
aralarinda S. aureus’un da bulundugu diger bazi gram(+) mikroorganizmalara
aktarilabileceginin gosterilmesi sorunun bir bagka boyutudur (11, 36, 37, 92, 93).

Vankomisine direngli enterokoklar (VRE) ¢ok hizli bir yayilim g&stermektedir.
Ik olarak Ingiltere ve Fransa’dan bildirilen VRE suslan gtiniimiizde birgok tilkede
infeksiyon ve/veya kolonizasyon etkeni olarak kargimiza g¢ikmaktadir. 1989°dan
1993’°¢ kadar gegen siire iginde Centers for Disease Control and Prevention
(CDC)’ye bagh National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) sistemine
bildirilen nozokomiyal VRE infeksiyonlarmin orami %0.3’den %7.9’a ¢ikmustir.
Ozellikle yogun bakim {initelerindeki VRE infeksiyonlarnin oraninda 34 kat artig
(%0.4’den %13.6’ya) olmustur. Ancak yogun bakim diginda kalan hastalardan
bildirilen nozokomiyal VRE infeksiyonlarinda da bir artig egilimi gézlenmektédir
(11, 94-96).

Ulkemizde VRE infeksiyonlarimin oram diisik olmakla birlikte bu konudaki
bildirimlerin baglamig olmasi1 yayilim agisindan diislindiirlictidiir. Vankomisine
direngli ilk E. faecium sugu 1998 yilinda Akdeniz Universitesi’nden bildirilmistir.
Bunu 1999 yili iginde Istanbul Tip Fakiiltesi ve Ankara Giilhane Askeri Tip
Akademisi’nden bildirilen suglar izlemigtir. Bu gelismeler enterokoklarda
glikopeptid direncinin yakin bir gelecekte iilkemizde de ciddi bir sorun olarak
kargimiza ¢ikabileceginin habercisidir. Bu nedenle risk faktSrlerinin, direng saptama
ve tarama yontemlerinin, kontrol 6nlemlerinin iyi bilinmesi gerekmektedir (93, 94,
97-100).

Hastanede uzun stire kalma, vankomisin, metronidazol ve 6zellikle 3. kusak
sefalosporinler olmak {izere klindamisin, imipenem gibi genis spektrumlu
antibiyotiklerin kullamimi, intraabdominal cerrahi girigsimler, enteral beslenme,
sukralfat kullanimi, bobrek yetmezligi, hastane iginde bir servisten digerine transfer

edilme, hematolojik malignansi/kemik iligi nakli kliniginde veya yogun bakim
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{initelerinde yatma, immiinsupresyon, ndtropeni, bakteriyemi, nazogastrik sonda ve
mekanik ventilator kullanimi, diyare VRE infeksiyonu ve/veya kolonizasyonu igin
risk faktorleridir (11, 37, 46, 50, 92, 94, 101-103).

VRE i¢in en Onemli rezervuar gastrointestinal sistemdir ve infeksiyon
olgularmin ¢ogunda ilk Once gastrointestinal kolonizasyon saptanir. Daha nadir
olmakla birlikte slirveyans amactyla alinan burun, bogaz, agiz veya cilt kiiltiirlerinde
de VRE saptanabilir ancak VRE kolonizasyonunu saptamak i¢in en giivenilir yol
gastrointestinal sistemin aragtirilmasidir. Bu amagla perianal siiriintii kiiltiirlerinin
duyarlilik ve 6zgulligiintin rektal kiltiirlerinki kadar yiiksek oldugu gosterilmistir.
ABD’de buglin i¢in en O&nemli VRE rezervuari hospitalize hastalardaki
gastrointestinal sistem kolonizasyonudur. Saglikli kisilerdeki VRE kolonizasyonu ise
ciddi bir infeksiyon riski olugturmamaktadir (11, 26, 57, 94, 101, 104-106).

Diger birgok nozokomiyal infeksiyonda oldugu gibi VRE i¢in de en Snemli
bulag araci saglik personelinin elleridir. VRE sicaa, soguga ve diger ortam
kosullarina direngli oldugu i¢in cansiz yﬁieyler lizerinde giinler, hatta haftalar
boyunca yasayabilmektedir. El yikamaya Ozen gosterilmemesi sonucunda saglik
personelinin ellerinde olusan gegici VRE kolonizasyonu hastane i¢i yayilimda ¢ok
onemlidir. VRE ile kolonize ve/veya infekte hastalarin odalarindaki yiizeyler ve tibbi
cihazlar siklikla bu mikroorganizma ile kontamine olur ve hastane iginde 6nemli bir
VRE rezervuari olusturur. Bugiline kadar yapilan ¢ok sayida g¢alismada hasta
Onliikleri, yatak wve yatak kenarlar, steteskop, tansiyon aletleri, elektronik
termometreler, EKG monitérleri, elektrodlar: ve kablolari, intravensz sivi pompalari,
masalar gibi ¢ok sayida cihaz ve yiizeyden VRE izole edildigi bildirilmistir.
Ozellikle diyaresi olan hastalarin odasindaki kontaminasyonun daha yogun oldugu
bilinmektedir (11, 26, 50, 57, 94, 107).

Vankomisine direngli enterokoklar, sadece hastane kaynakli olmayabilir.
Toplumdan edinilmis VRE’1n kaynaklar1 konusunda degisik goriigler vardir. ABD’de
kuru kopek mamasindan VRE izolasyonu bildirilmigtir. Avrupa’da ise tavuk, domuz
ve degisik kiimes hayvanlar ile kedilerde ve képeklerde VRE izole edilmistir. Bu
durumun nedeni, hayvan yiyeceklerinde uzun zamandan beri barsak florasim
diizenlemek ve stabilize etmek amaci ile E. faecium kullanilmasidir. Bu bakterinin

cesitli antibiyotiklerin varliginda yasayabilmesi, laktik asit ve bakteriyosin yaparak
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zararli bakterilere kargi potansiyel bir bariyer olusturmasi da se¢im nedenleri
arasindadir. Onceleri E. faecium’un vankomisin direncinde &nemli olabilecegi
diistiniilmemistir. VRE gelisiminde 6nemli bir diger fakttr avoparsin kullanimidir.
Avoparsin bir glikopeptiddir ve Avrupa’da 1970°li yillarin sonunda hayvanlarda
bilylime faktorii olarak kullamlmaya baglanmig, bir siire sonra enterokoklar ¢apraz
olarak vankomisine de diren¢ kazanmistir. Avoparsin ABD’de lisans almamigtir ama
Avrupa’da bazi lilkelerde ve Avustralya’da kullamilmaktadir. Bu nedenle toplum
kaynakli VRE izolasyonu Avrupa’da daha fazladir. Dolayisiyla ABD’ndeki
epidemiyoloji daha farklidir (6, 11, 13, 26, 50, 56, 57, 94)

Biitlin bu bilgilere ragmen VRE epidemiyolojisi heniiz netlik kazanmamugtir.
Bununla birlikte 6zellikle hastane ortaminda VRE gélisimini Onleyici bazi tedbirlerin
alinmasi 6nerilmektedir. CDC’ye bagh Hospital Infection Control Practices Advisory
Committe (HICPAC) tarafindan 1995 yilinda nozokomiyal VRE yayilimini kontrol
altina alabilmek amaciyla bazi oneriler yaymlanmistir. Bu Oneriler dort ana baglik
éltmda toplanmigtir:

1. Uygun vankomisin kullanimi: Vankomisin kullanimimin VRE kolonizasyonu
ve infeksiyonu igin bir risk faktorii oldugu birgok galigma ile kanitlanmigtir. Ayrica
uygunsuz vankomisin kullaniminin S. aureus ve S. epidermidis’de vankomisine
direng gelisimine ve yayilimina zemin hazirlayacagi diisiiniilmektedir. Beta-laktam
antibiyotiklere direncli gram(+) bakterilerin neden oldugu ciddi infeksiyonlar, beta-
laktam antibiyotiklere kars: ciddi allerjisi olan kigilerde gram(+) bakterilerle gelisen
infeksiyonlar, metronidazole yanit vermeyen veya ¢ok agir seyreden antibiyotige
bagh ishal olgulari, American Heart Association Onerilerine uygun olarak infektif
endokardit profilaksisi, MRSA veya MRSE infeksiyonlarinin oraninin yiiksek oldugu
merkezlerde protez cihaz implantasyonu igeren majdr cerrahi girisimler 6ncesi
profilaksi ~ digindaki durumlarda vankomisin kullanmlmasinin uygun olmadig
belirtilmistir.

2. Egitim programi: Ttum hastane personeline VRE yayiliminin 6nlenmesi
amaciyla VRE’nin 6nemi, epidemiyolojisi ve kontrol yontemleri hakkinda siirekli
bilgi ve egitim verilmelidir.

3. Mikrobiyoloji laboratuvarmin rolii: VRE’nin nozokomiyal yayilimimn

onlenebilmesi i¢in VRE ile kolonize veya infekte olan hastalarin vakit kaybetmeden
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tespit edilmesi gerekmektedir. Mikrobiyoloji laboratuvar: tarafindan bakteri
identifikasyon ve duyarlilik paterni sonuglarinin hizli ve dogru bir sekilde verilmesi,
kontrol dnlemlerinin erken dénemde uygulanabilmesini ve yayilimin sinirlanmasim
saglar.

4. Kontrol Onlemlerinin uygulanmasi: VRE infeksiyonu igin tedavi goren
hastalarin odalarinin temizligi ve dezenfeksiyonu titizlikle gergeklestirilinelidir. VRE
ile infekte veya kolonize olan hastalarin izolasyonu, direkt temasin 6nlenmesi,
hastayla temas sirasinda eldiven ve onliik giyilmesi, el yikama gibi infeksiyon
kontrol 6nlemlerine uyulmasi ve bu hastalara bakim veren personelin ayrilmas1 VRE

ile olugan infeksiyonlarin kontroliinde 6nemlidir (11, 13, 50, 94, 107).

30



3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada, 21.04.2002-14.08.2003 tarihleri arasinda Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na génderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 100
enterokok susu incelendi. ‘

Bakteri suslart %20 gliserol iceren Brain-Heart Infusion Broth’ta, -70°C’te
identifikasyon ve duyarlilik testleri yapilincaya kadar saklandi. Stoklanan izolatlar
calisma giinlerinde ¢oziilerek iki kez kanli agarda subkiiltiirleri yapildi.

Calismada kalite kontrol suslar1 olarak E. faecalis ATCC 29212 ve 51299,
S. aureus ATCC 25923 standart suslar1 kullanildi.

3.1. izolasyon ve identifikasyon yontemleri

Laboratuvara gelen materyaller %5 koyun kanli agara ekilip, 37°C’de 24 saat
sireyle aerob ortamda inkiibe edildi. Alfa, beta veya gama hemoliz yapan,
makroskobik olarak kii¢tik, gri, parlak, bugulu bir gériintime sahip olan kolonilerin
enterokok cinsinden oldugu distiniilerek incelemeye alindi. Gram pozitif kok
morfolojisinde, katalaz negatif, %6.5 NaCI’lii agarda tireyen, eskiilini hidrolize eden,
PYR testi pozitif, 10°C-45°C’de iireyebilen, streptekok grup latex agliitinasyon
testinde D grubu antiserum ile pozitif reaksiyon veren 100 bakteri susu enterokok
olarak tanmimlandi (1, 6, 9, 10, 12, 17-22). Bu suglarin tiir tayini, tiretici firmanin
Onerileri dogrultusunda API Rapid ID 32 Strep (BioMerieux, Fransa) Kiti
kullanilarak yapildi.

3.1.1. Katalaz testi

Koyun kanli agar iizerinde lireyen koloniler temiz bir lam iizerinde serum
fizyolojik icinde stispanse edildi. Uzerine %3’lilk hidrojen peroksit (H,0,)
damlatildiktan sonra gaz kabarciklarinin gériilmesi halinde test pozitif, goriilmemesi

durumunda test negatif kabul edildi.
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3.1.2. %6.5 NaCPlii ortamda ilireme

10 gr casein pepton, 10 gr etli pepton, 65 gr NaCl ve 15 gr agar 1 litre distile
suda eritilip, pH’1 7.3’e ayarlandi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten
sonra, 45-50°C’ye sogutulup, 50 ml defibrinize koyun kam ilave edildi. Karigim steril
petri kutularina 3-4 mm kalinlidinda dokiildii.

Test edilecek bakteriden 1-2 koloni alinip besiyerine inokiile edildi. 37°C°de
24-48 saat inkiibasyon sonrasi iireme olup olmadifi degerlendirildi. Ureme olmasi

pozitif sonug olarak kabul edildi.

3.1.3. Safra-eskiilin hidroliz testi

D grubu streptekoklar ve enterokoklar, safranin varliginda iireyerek eskiilini
hidrolize ederler. Eskiilinin hidrolizi sonucu olusan eskiiletin, demir sitrat ayiraci ile
reaksiyona girerek, siyah renkte bir kompleks olusturur.

8 gr pepton, 20 gr safra tuzu, 0.5 gr ferrik sitrat, 1 gr eskiilin ve 15 gr agar 1
litre distile su iginde eritilip, pH’1 7.1°e ayarlandi. 121°C’de 15 dk sterilize edildikten
sonra, steril cam tiiplere yatik bir sekilde dokiildii.

Enterokok olabilecegi diistiniilen kolonilerden hazirlanan besiyerlerine ¢izgi
ekimi yapildi ve 37°C’de 24-48 inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde

siyahlagma goriilmesi pozitif sonug olarak kabul edildi.

3.1.4. Pyrrolidonyl-p-naphthylamide (PYR) testi

Saf bakteri kiiltlirtinden birkag koloni test kartina (Oxoid, Ingiltere) yayildiktan
sonra, bir damla tampon ¢6zelti test alanmma damlatildi ve 5 dk oda sicakhigina
birakildi. Bir damla developing soliisyonu damlatildiktan 20 sn sonra test alaninda

mor renk olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

3.1.5. 10°C ve 45°C’de tlireme

Stipheli kolonilerden %35 koyun kanli agara iki ayr1 pasaj yapilarak, pasajlardan
biri 10°C’ye, digeri 45°C’ye ayarlanmis etiivlere konuldu ve 24-48 saat siireyle
inkiibe edildi. Ureyen suslar pozitif olarak degerlendirildi.
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3.1.6. Streptekok grup lateks agliitinasyon testi

Streptekoklarin hiicre duvarinda bulunan gruba 6zgii antijenlerinin, lateks
pargaciklarina baglanmig A, B, C, D, F ve G gruplarina spesifik antikorlarla
reaksiyona girerek gozle goriilebilir bir agliitinasyon olugmasi esasina dayanan bir
testtir. Uretici firmamn (BioMerieux, Fransa) Onerileri dogrultusunda hazirlanan
bakteri siispansiyonlari bir kart iizerinde grup spesifik antiserumlarla karigtirildi.
D grubu antiserumla agliitinasyon olusmasi ve diger gruplarn antiserumlartyla

agliitinasyon olugsmamasi durumunda test pozitif olarak kabul edildi.

3.1.7. API ID 32 Strep kiti

API ID 32 Strep (BioMerieux, Fransa), dehidrate formda yedi oksidaz
reaksiyonu, onyedi karbon substrat fermantasyonu, ii¢ arilamidaz reaksiyonu, bir
fosfataz ve dort klasik biyokimyasal testin yer aldigi 32 kuyucuktan olusan bir strip
icerir. Uretici firmanin onerileri dogrultusunda  hazirlanan 4 McFarland
bulanikliligindaki bakteri siispansiyonlarindan, her kuyucuga 55 mikrolitre dagitildi.
Aerob kosullarda, 37°C°de 4 saatlik bir inkiibasyondan sonra, stripler komputerize
ATB Expression (BioMerieux, Fransa) cihazinda okutularak suslarin tiir tayini

yapildi.
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Resim 1. API Rapid ID 32 Strep (BioMerieux, Fransa) stripi -E. faecalis susu

3.2. Antibiyotik duyarhhk testleri

Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi, API ATB Enteroc 5 (BioMerieux, Fransa)
kiti, broth mikrodiliisyon yontemi, agar tarama yontemi ve E-test (AB Biodisk,

isveg) yontemleri ile 100 enterokok susunun glikopeptid direnci, yiiksek diizey
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aminoglikozid direnci ve gesitli antibiyotiklere karsi duyarliliklari arastinlmistir.

Suglarin beta-laktamaz aktivitesi nitrosefin testi ile aragtirilmigtir.

3.2.1. Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi

Disk difiizyon yontemi, NCCLS’in onerileri dogrultusunda, %5 koyun kanli
Mueller-Hinton agar ve Tablo 1°de belirtilen antibiyotik diskleri kullanilarak yapildi.

17.5 gr casein pepton, 2 gr meat extract, 1.5 gr potato starch, 17 gr agar, 45-75
mg/L Ca" iyonu ve 20-35 mg/L Mg™ iyonu 1 litre distile suda eritilip, pH’1 7.3’
ayarlandi. 121°C’de 15 dk sterilize edildikten sonra, 45-50°C’ye sogutulup, 50 ml
defibrinize koyun kam ilave edildi. Karigim steril petri kutularina 4 mm kalinliginda
dokiildii.

Suglarin kat1 besiyerindeki 24 saatlik saf kiiltiirlerinden bir-iki koloni buyyona
stispanse edildi ve bulaniklihk 0.5 McFarland olacak sekilde ayarlandi. Bakteri
stispansiyonlan steril pamuklu ekiivyonlarla %5 koyun kanli Mueller-Hinton agar
ylizeyine 6nerilen sekilde yayildiktan sonra antibiyotik diskleri aralarinda en az 2 cm
aralik olacak sekilde yerlestirildi. 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi

inhibisyon zon ¢aplan Slgiilerek duyarliliklar belirlendi.

Tablo 4. Antibiyotik diskleri ve inhibisyon zon gaplari

inhibisyon zon gaplari
Antibiyotik Disk igerigi Dt O Dial
Penisilin 100 <14 - 215
Ampisilin 10 pug <16 - =17
Vankomisin 30 pg <14 15-16 2T
Teikoplanin 30 ug <10 11-13 > 14
Gentamisin 120 pg <6 7-9 =10
Streptomisin 300 pg <6 7-9 >10
Eritromisin 15 pg <13 14-22 >23
Tetrasiklin 30 ug <14 15-18 >19
Siprofloksasin 5ug =S 16-20 >21
Norfloksasin 10 pg <12 13-16 =17
Nitrofurantoin 300 pg <14 15-16 >17
Rifampin 5ug <16 17-19 >20
Kloramfenikol 30 pg <12 13-17 >18
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3.2.2. API ATB Enteroc 5 Kkiti

API ATB Enteroc 5 (BioMerieux, Fransa) yontemiyle, suslarin penisilin,
ampisilin, eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol, rifampin, siprofloksasin,
levofloksasin, vankomisin, teikoplanin, nitrofurantoin, gentamisin, streptomisin ve
kinopristin/dalfopristine ~ duyarliligi tretici firmanin Gnerileri  dogrultusunda
aragtirildi. Duyarlilik testi, yar kati bir ortamda, agar diliisyon veya mikrodiliisyon
yontemlerine benzer kosullar altinda, herbiri farkli konsantrasyonda antibiyotik
igeren 32 kuyucuktan olusan bir strip ile yapilmaktadir. Penisilin ( 8 mg/L), ampisilin
(8 mg/L), gentamisin (500 mg/l)) ve streptomisinin (1000 mg/L) tek
konsantrasyonunu, eritromisin (0.5-4 mg/L), tetrasiklin (4-8 mg/L), kloramfenikol
(8-16 mg/L), rifampin (1-2 mg/L), siprofloksasin (1-2 mg/L), levofloksasin (2-4
mg/L), vankomisin (4-16 mg/L), teikoplanin (8-16 mg/L), nitrofurantoin (32-64
mg/L) ve kinopristin/dalfopristinin (1-2 mg/L) iki farkli konsantrasyonunu igeren
hazir kuyucuklara, yontemde tarif edildigi sekilde hazirlanan 0.5 McFarland
bulaniklihigindaki bakteri siispansiyonundan 135 mikrolitre konuldu. Sonuglar
37°C’de, aerobik kosullarda, 18-24 saatlik inkiibasyon sonrasi bulamikligin olup

olmamasina gore degerlendirildi.
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Resim 2. API ATB Enteroc 5 (BioMerieux, Fransa) stripi

3.2.3. Broth mikrodiliisyon yontemi

NCCLS’in 6nerileri dogrultusunda, mikrodiliisyon yontemiyle, suslarin
penisilin (128-4 mcg/ml), ampisilin (128-4 mcg/ml), vankomisin (64-1 mcg/ml),
eritromisin (32-0.25 mcg/ml), tetrasiklin (32-1 mcg/ml), siprofloksasin (32-0.25
mcg/ml), nitrofurantoin (512-8 mcg/ml) ve kloramfenikole (64-4 mcg/ml) kars:
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duyarlih@gim saptamak i¢in MH broth, gentamisin (2000-125 mcg/ml) ve
streptomisin (4000-250 mcg/ml) i¢in BHI broth kullanildi.

MH broth hazirlamak i¢in, 17.5 gr casein pepton, 2 gr meat extract, 1.5 gr
potato starch, 17 gr agar, 45-75 mg/L Ca'? iyonu ve 20-35 mg/L Mg iyonu 1 litre
distile suda eritilip, pH’1 7.3’e ayarlandi. 121°C’de 15 dk sterilize edildikten sonra,
karisim steril cam tiiplere dagitildi.

BHI broth hazirlamak i¢in, 17.5 gr brain-heart dehidrate ekstrakti, 10 gr meat
pepton, 5 gr NaCl, 2 gr glikoz ve 2.5 gr disodyum fosfat 1 litre distile suda eritilip,
pH’1 7.4°¢ ayarlandi. 121°C’de 15 dk sterilize edildikten sonra, karisim steril cam
tiplere dagitildi.
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Resim 3. Penisilin direncinin mikrodiliisyon ydntemi ile arastirilmasi.
Kuyucuklarda bulanikliligin goriilmesi tiremenin varhgim gosterir.
1 no’lu susun penisilin MIK degeri 32 mcg/mI’dir.

Duyarlilik testi, 100 mikrolitre alan U tabanli steril mikroplaklar kullanilarak
yapildi. Tiim gukurlara 100 mikrolitre MH broth (gentamisin ve streptomisin igin
BHI broth) dagitilds. {lk gukurlara,

Agithk (mg) = Hacim (ml) x Konsantrasyon (mcg/ml) / Antibiyotik potensi
(mcg/ml)
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formiili kullanilarak hazirlanan antibiyotik stok soliisyonundan 100 mikrolitre
konuldu ve seri sulandirim yapild: (108). Her ¢ukurda 5x10° CFU/ml olacak sekilde
hazirlanan bakteri siispansiyonundan tiim gukurlara 5 mikrolitre dagitildi. Bu amagla,
0.5 McFarland standardina gére ayarlanan bakteri siispansiyonu (10 CFU/ml), 1/10
oraninda sulandinldi. Her plaga, antibiyotik igermeyen iireme kontrolii (bakteri +
besiyeri) ve besiyeri kontrolii (besiyeri) konuldu. Mikroplaklarin istleri kapatilarak
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. MIK degerleri ¢iplak gozle okunarak belirlendi.

Tablo 5. MIK yorumlama standartlan (109)

MIK (pg/ml) yorumlama standartlan
Aulindyodk Duyarh Orta Du. Direngli
Penisilin <8 - 216
Ampisilin =<8 - =16
Vankomisin ) 8-16 232
Gentamisin . <500 - =500
Streptomisin <1000 - =1000
Eritromisin <0.5 1-4 >8
Tetrasiklin = 8 =16
Siprofloksasin =1 2 >4
Nitrofurantoin =32 64 =128
Kloramfenikol <8 16 232

3.2.4. Agar tarama yontemi

NCCLS’in 6nerileri dogrultusunda, 6 mcg/ml vankomisin igeren Brain-Heart
[nfusion Agar (BHIA), 500 mcg/ml gentamisin igeren BHIA, 2000 mcg/ml
streptomisin igeren BHIA besiyerleri hazirlandi.

17.5 gr brain-heart dehidrate ckstrakti, 10 gr meat pepton, 5 gr NaCl, 2 gr
glikoz ve 2.5 gr disodyum fosfat 1 litre distile suda eritilip, pH'1 7.4’ ayarlandi.
121°C’de 15 dk sterilize edildikten sonra, 45-50°C’ye sogutulan besiyerine 50 ml
defibrinize koyun kam ve son konsantrasyonu 6 mcg/ml olacak sekilde hazirlanan
vankomisin soliisyonu eklendi. Karigim steril petri kutulanina dokildi. Ayni sekilde
gentamisin 500 mcg/ml ve streptomisin 2000 mcg/ml son konsantrasyon olacak
sckilde antibiyotik ilave edildi. 0.5 McFarland bulaniklil@indaki  bakteri

stispansiyonundan hazirlanan antibiyotikli besiyerlerine 10%ar mikrolitre damlatildi.
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37°C’lik etiivde 24-48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda birden fazla koloninin

tiremesi durumunda, bakteri susu ilgili antibiyotige direngli olarak kabul edildi.

Resim 4. Vankomisin , gentamisin, streptomisin direncinin E-test yontemi ile arastiriimasi

3.2.5. E-test yontemi

Bakteri suslarinin, vankomisin, gentamisin ve streptomisine kars1 duyarlihiklari,
iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda E-test yontemi ile ¢alisildi ve degerlendirme
NCCLS kriterlerine gore yapildi.

Bakterilerin 24 saatlik taze kiltiirlerinden hazirlanan 0.5 McFarland
bulaniklihiginda siispansiyonlari, Mueller Hinton agar yiizeyine yayildi ve E-test
stripleri onerilen sekilde besiyerine yerlestirildi. 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan

sonra MiK degerleri okundu.

3.3. Beta-laktamaz aktivitesinin arastirillmasi

Kromojenik bir sefalosporin olan nitrosefin ¢ubuklart (Oxoid, Ingiltere)
kullanildr. Stick bir damla distile su ile 1slatildiktan sonra 6ze ile birkag koloni alimp
stick iizerinde ezilerek yayildi. Bes dakikalik siire iginde diskte pembe-kirmizi renk

olugmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Klinik o6rneklerin bakteriyolojik Kkiiltiirlerinden iiretilen gram pozitif kok
morfolojisinde, katalaz negatif, %6.5 NaCl’lii agarda tireyen, eskiilini hidrolize eden,
PYR testi pozitif, 10°C-45°C’de tireyebilen, streptekok grup latex agliitinasyon
testinde D grubu antiserum ile pozitif reaksiyon veren 100 bakteri susu enterokok
olarak tanimlanmistir.

API Rapid ID 32 Strep kiti ile, 100 enterokok susunun tiirlere gore dagilimi
Tablo 6’da gosterilmistir. En sik gozlenen tiiriin E. faecalis, ikinci siklikta gdzlenen

tiirlin E. faecium oldugu goriilmektedir.

Tablo 6. Suslarin tiirlere gore dagilimi

Tur Say1 (%)
E.faecalis 64 (%64 )
E. faecium 28 (%28)
E. casseliflavus 6 (%6 )

E. avium 1(%l)
E. durans 1(%l)
Toplam 100 ( %100 )

Incelemeye alinan 100 bakteri susunun klinik 6rneklere gore dagilimi Tablo
7’de ozetlenmistir. Buna gére E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin en sik idrar

orneklerinden izole edildigi goriilmektedir.

Tablo 7. Suslarin ¢esitli klinik drneklere gére dagilimi

Tirler
Klnzllkog;nek E. faecalis | E. faecium | E.casselifl-| E.avium E.durans
(n=64) (n=28) | avus (n=6) (n=1) (n=1)
Idrar (74) 50 21 2 1
Kan (20) 10 6 4
Yara (5) 4 1
Periton sivi.(1) 1

[zole edilen 100 enterokok susunda beta-laktamaz enziminin varligi nitrosefin

testi ile aragtirilmig, beta-laktamaz {ireten suga rastlanmamuistir.
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Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine gore, izole edilen 100 enterokok susunun
penisilin, ampisilin, vankomisin, teikoplanin, gentamisin, streptomisin, eritromisin,
tetrasiklin, siprofloksasin, norfloksasin, nitrofurantoin, rifampisin ve kloramfenikole

kars1 duyarliliklar1 Tablo 8’ de gosterilmistir.

Tablo 8. Disk difiizyon yontemine gore saptanmis antibiyotik duyarhliklar:

Antibiyotik | Duyarli sug | Orta duyarh | Direngli sus | Direng orani
say1si sus§ sayist sayisi (%)

Penisilin 72 - 28 % 28
Ampisilin 72 - 28 % 28
Vankomisin 98 2 - % 0
Teikoplanin 100 - - %0
Gentamisin 77 1 22 % 22
Streptomisin 83 1 16 % 16
Eritromisin 22 40 38 % 38
Tetrasiklin 46 6 48 % 48
Siprofloksasin 63 28 9 %9
Norfloksasin 86 7 7l %17
Nitrofurantoin 93 6 1 % 1
Rifampin 8 21 71 % 71
Kloramfenikol 79 8 13 % 13

API ATB Enteroc 5 kitiyle, 100 enterokok susunun penisilin, ampisilin,
vankomisin, teikoplanin, gentamisin, streptomisin, eritromisin, tetrasiklin,
siprofloksasin, levofloksasin, nitrofurantoin, rifampisin, kloramfenikol ve

kinopristin-dalfopristine kars: duyarliliklar1 Tablo 9° de gosterilmistir.

40



Tablo 9. API ATB Enteroc 5 kitine gdre antibiyotik duyarliliklari

Antibiyotik | Duyarli sus | Orta duyarli | Direngli sus | Direng orani
sayist sus sayisi sayist (%)
Penisilin 71 - 29 %29
Ampisilin 72 - 28 % 28
Vankomisin 99 1 - %0
Teikoplanin 100 - - %0
Gentamisin 78 - 22 % 22
Streptomisin 86 - 14 % 14
Eritromisin 19 43 38 % 38
Tetrasiklin 45 1 54 % 54
Siprofloksasin 56 30 14 % 14
Levofloksasin 91 2 7 %7
Nitrofurantoin 67 26 1l %7
Rifampin k] 15 80 % 80
Kloramfenikol 73 6 21 %21
Kinopristin 51 3 46 %46

Broth mikrodiliisyon yontemiyle suslarin penisilin, ampisilin, vankomisin,
gentamisin, streptomisin, eritromisin, tetrasiklin, siprofloksasin, nitrofurantoin ve
kloramfenikole karsi duyarhiliklar arastirilmistir. Bu ¢alismada broth mikrodiliisyon

yontemi standart referans yontem olarak kabul edilmistir. Broth mikrodiliisyon ile

elde edilen sonuglar ve direng oranlari Tablo 10°da gosterilmistir.
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Tablo 10. Referans broth mikrodiliisyon yontemi ile antibiyotik duyarhlik sonuglari

Antibiyotik | MiKoy (ug/ml) |  Duyarhi sug Orta duyarlt Direngli sus | Direng orani
sayisi sug sayisi sayisi (%)
Penisilin 128 72 - 28 % 28
Ampisilin 64 72 - 28 % 28
Vankomisin 2 99 1 - %0
Gentamisin 2000 77 - 23 % 23
Streptomisin 2000 84 - 16 % 16
Eritromisin 32 24 38 38 % 38
Tetrasiklin 32 48 1 51 % 51
Siprofloksasin 4 70 21 9 %9
Nitrofurantoin 32 90 9 1 % 1
Kloramfenikol 32 77 9 14 % 14

Referans yontemine gore test sonuglari karsilastirildiginda, ¢ok biiyiik (very

major) hata (yalanci duyarlilik); direngli bir susun duyarli olarak saptanmasi, biiyiik

(major) hata (yalanci direnglilik); duyarl bir susun direngli olarak saptanmasi, kiigiik

(mindr) hata; duyarli veya direngli bir susun orta duyarli ya da orta duyarl bir susun

duyarli veya direngli

olarak

saptanmasi

olarak degerlendirilmistir.

Broth

mikrodiliisyon ydntemi referans almarak, disk difiizyon ile API ATB Enteroc 5

kitinin kargilastirilmasit Tablo 11°de gosterilmistir.
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Tablo 11. Disk difiizyon ile API ATB Enteroc kitinin kargilastiriimasi

Mikrodil. Disk d. API Disk d. API

s L rRls 1 RIS 0 RlgaiB Klce B K
B 72 = 28| = o087 = 2B = = m -
AMP (|72 = 28l - 282 = o8[F - = - =
VA (99 1 -|B8 2 -9 1T - - 1= - =
GN |77 = B 1 22|78 = 2 - WL = -
St |84 = 16|83 1 1686 = e = T2 =
E |24 38 38|22 40 38|19 43 38|- - 2|1 1 7
TE |48 1 51|46 6 48|45 1 54|- - 5|- 2 2
CIP [70 21 963 28 9|56 30 14|- - 7|- 1 17
NIT |90 9 1|93 6 1[67 26 7|- - 3|- 2 15
C |77 9 14 |PatwmiBi? tmhkms ilcmmsmmll

P:penisilin. AMP:ampisilin VA:vankomisin GN:gentamisin S:streptomisin
E: eritromisin TE: tetrasiklin CIP: siprofloksasin NIT: nitrofurantoin
C: kloramfenikol ~ CB: gok bilyiik hata B: bilyiik hata K: kiigiik hata

Referans broth mikrodiliisyon yontemine gore, disk difiizyon ile API ATB

Enteroc 5 kitinin duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar1 Tablo 12°de gdsterilmistir.

Tablo 12. Testlerin duyarhilik ve dzgiilliik oranlari
Disk d (%) | API (%) |Diskd(%)" | API (%)

P 0z Du. Oz |Dul YOz |Du. Oz
P 100 100 {100  98.6|100 100 (100  98.6

AMP | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100
VA |100 100 | 100 100 | 100 99| 100 100
GN [ 100 100958 100|958 100|958 100
S 100 100 | 88.8 100|100 98.8|88.8 100
E 100 100 |97.4 96 (100 92.3|95 774
TE ]100 100 | 100 96 | 94.4 96100 923
cip | 100 100 [ 100  98.5|100 90.9|100 795
NIT |[100 100 {100  97.8 |25 100 | 50 84.9
(0] 100 100 | 100 100 100 962|933 885

* : Duyarhlik (Du.) ve 6zgillik (Oz.) oranlari ok bilyiik ve
biiyiik hatalara gore hesaplanmistir.

*%: Duyarlilik (Du.) ve dzgiilliik (Oz.) oranlart mindr hatalar
dahil edilerek hesaplanmigtir.
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Agar tarama ve E-test yontemlerine gore, 100 enterokok susunun vankomisin,
gentamisin ve streptomisine kargit duyarliliklar1 ve bu yontemlerin referans broth

mikrodiliisyon metoduna gore kargilastirilmalan tablo 13°de gosterilmistir.

Tablo 13. Agar tarama ve E-test yontemlerinin kargilastiriimasi

Mikrodiliisyon | Agar tarama E-test Agar tarama E-test

S I R[S (A ] I R|Du Oz | Du. Oz.
VA 99 1 - 100 - - 199 1 -1 100 100 | 100 100
GN il - 23177 - 2377 - 23100 100 | 100 100
S 84 - 16|84 - 16(84 - 16100 100 | 100 100

Enterokok suslarinin tiirlere gore antibiyotiklere direng durumlari Tablo 14°de
Ozetlenmistir. E. faecium suslarmin E. faecalis suslarina gore tetrasiklin ve

kinopristin-dalfopristin diginda tiim antibiyotiklere daha direngli oldugu saptanmugtir.

Tablo 14. Suslarin tiirlere gore antibiyotiklere direng durumlari

E. faecalis E. faecium | E.casseliflaus| E.avium E. durans Toplam
(n=64) (n=28) (n=6) (n=1) (n=1) (n=100)
P - 23 (%82) 4 (%66) - 1 (%100) 28 (%28)
AMP - 23 (%82) 4 (%66) - 1 (%100) 28 (%28)
VA - - - - - 0 (%0)
TEC - - - - - 0 (%0)
GN 4 (%6) 14 (%50) 4 (%66) - 1 (%100) 23 (%23)
S 6 (%9) 9 (%32) - 1 (%100) - 16 (%16)
E 19 (%29.6) 14 (%50) 3 (%50) 1 (%100) 1 (%100) 38 (%38)
TE 41 (%68.3) 9 (%32) - 1(%100) - 51 (%51)
cip 4 (%6.2) 5(%17.8) - - - 9 (%9)
NOR 4 (%6.2) 3 (%10.7) - - - 7 (%7)
LEVO 3 (%4.6) 4(%14.2) - - - 7 (%7)
NIT - 1 (%3.5) - - - 1 (%1)
o] 9 (%14) 4 (%14.2) 1 (%16.6) - - 14 (%14)
RIF 36 (%56) 28 (%100) 6 (%100) - 1 (%100) 71 (%71)
KINO | 46 (%71.6) - - - - 46 (%46)

Norfloksasin (NOR) ve rifampin (RIF) sonuglari disk difiizyon yontemine, levofloksasin
(LEVO) ve kinopristin-dalfopristin (KINO) sonuglart API ATB Enteroc 5 kitine, diger sonuglar
referans broth mikrodiliisyon yontemine gore verilmistir.
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5. TARTISMA

Normal floranin firsat¢i patojenleri olarak taminan enterokoklar, son yillarda
hastane infeksiyonu etkeni olarak giderek daha sik kargilagilan ve ayni zamanda
antimikrobiyal maddelere direng oranlarinda dnemli artiglar kaydedilen bakterilerdir
(36, 37, 92). En sik olarak iiriner sistem infeksiyonlarina, karin i¢i infeksiyonlara ve
bakteriyemiye neden olmaktadirlar (2). Birgok merkezde, enterokoklar nozokomiyal
infeksiyonlarin en yaygin ikinci etkeni, nozokomiyal bakteriyeminin ise en yaygin
figlincli etkeni olarak izole edilmektedirler. Vankomisin direncinin goriilmesi, yiiksek
diizey aminoglikozid direncinin giderek yayginlasmasi, bu bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisini oldukga giiglestirmektedir (36, 67).

Infeksiyon etkeni olan enterokoklarin %80-90’1m E. faecalis, %5-10’unu
E. faecium olusturmaktadir. E. casseliflavus, E. gallinarum, E. durans, E. avium, E.
raffinosus gibi diger tiirler klinik 6rneklerden nadiren izole edilmektedir (1, 6, 9, 10,
11, 13, 14, 24).

Caligmamizda, gesitli klinik drneklerden izole edilen 100 enterokok sugunun
64’1 E. faecalis (%64), 28’1 E. faecium (%28), 6’s1 E. casseliflavus (%6), 1°i
E. avium (%1), 1’i de E. durans (%) olarak tiplendirilmistir. En sik saptanan tiir
E. faecalis, ikinci siklikta saptanan tiir E. faecium olmustur. Suslarin muayene
maddelerine gére dagilimi incelendiginde, %74 tintin idrardan, %20’sinin kandan,
%35’inin yaradan, %]1’inin ise periton sivisindan izole edildigi gézlenmistir. Suglarin
en sik idrardan, ikinci siklikta kandan izole edildigi goriilmektedir.

Akinc1 ve arkadaglar1 (110), yaptiklar1 bir ¢aligmada %68.6°s1 idrar, %20’si
yara, %3’ii kan, %2.8’si plevral sivi, birer tanesi dren mayi, perianal abse ve safra
kiiltiirlerinden olmak {izere toplam 70 enterokok susunun 47’sini E. faecalis (%67.2),
20’sini E. faecium (%28.6), 2’sini E. gallinarum (%2.8) olarak tiplendirmislerdir.
Ogiing ve arkadaglan (72) tarafindan yapilan ¢alismada, 100 enterokok susunun
%72’si E. faecalis, %21°1 E. faecium ve %7’si E. casseliflavus olarak saptanmigtir.
Hoggor ve arkadaglan (70), cesitli klinik drneklerden izole ettikleri 127 enterokok
kokeninden 87’sini (%68.5) E. faecalis, 40°'m1 (%31.5) E. faecium olarak
tammlamislardir. Unlii ve arkadaslar (58), %60°1 idrar, %281 yara, %5°i dren olmak
lizere ¢esitli Orneklerden izole ettikleri enterokok suglariin %78’ini E.faecalis,

%26’sim E. faecium olarak identifiye etmislerdir. Karadenizli ve arkadaglar1 (111),
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izole ettikleri toplam 144 enterokok susundan 93’iinii (%64.6) E. faecalis, 43’linli
(%29.6) E. faecium, 4’tnti E. durans, 2’sini E. raffinosus, 2’sini E. casseliflavus
olarak degerlendirmiglerdir. Gordon ve arkadaglar1 (59), %57°si idrardan, %22’si
yara Orneklerinden, %10’u kandan olmak {izere toplam 632 enterokok susunun
%90’ 1um E. faecalis, %8sini E. faecium, %2’sini diger enterokok tlirleri olarak
identifiye etmiglerdir. Schouten ve arkadaglan (112)’min Avrupa VRE ¢aligma grubu
ile birlikte yiiriittikkleri bir ¢caligmada, 27 Avrupa ilkesinden izole ettikleri 4208
enterokok sugunun %83’ inili E. faecalis, %13.6’sin1 E. faecium olarak saptamiglardir.

Incelenen kaynaklar dogrultusunda, bizim ¢aligmamizda izole edilen enterokok
suglarinin muayene maddelerine gére dagilimi ve tiir diizeyindeki tanimlar
literatiirlerde bildirilen degerlere olduk¢a yakindir.

Enterokoklar, birgok antibiyotige karsi intrinsik veya kazamlmig dirence
sahiptirler. Glikopeptid antibiyotiklere ve yiiksek diizeyde aminoglikozidlere karst
kazanilmig direng ile birlikte ¢oklu antibiyotik direncine sahip suslarin son yillarda
artmas1 nedeniyle, bu bakterilerin direngleri ile ilgili olarak yurt i¢i ve yurt dis
pekgok caligma yapilmistir. Yapilan bu galigmalarda direnglerin tespitinde gesitli
yontemler kullanilmig, en uygun y6ntem tespit edilmeye ¢alisilmstir (9, 10, 11).

Chiew ve arkadaglar1 (113), izole ettikleri enterokok sugslarinda yiiksek diizey
aminoglikozid direncini agar tarama, broth mikrodillisyon ve disk difiizyon
yontemleriyle arastirmiglar, disk diflizyon sonuglarmin referans agar tarama
yontemiyle tam bir uyum gdsterdigini, broth mikrodillisyon yonteminin YDGD’ni ve
YDSD’ni sirasiyla %100, %90 duyarlilik ve % 100 o6zgilliik ile saptadifim
belirtmiglerdir.

Louie ve arkadaglar1 (114), standart broth mikrodilisyon ydntemini referans
alarak MicroScan Pos MIC Type 6 Panel ve AMS-Vitek Gram-Positive
Susceptibility Card’in ampisilin direncini saptama duyarlilifim1 ve agar tarama
metodunu referans alarak bu otomatize ydntemlerin yiiksek diizey aminoglikozid
direncini saptama duyarhiligim aragtirmiglardir. Yapilan ¢alismada, MicroScan paneli
yiiksek diizey gentamisin direncini saptamada %42 duyarlilik gosterirken, yiiksek
diizey streptomisin direncini saptamada %64 duyarlilik géstermis, AMS-Vitek Gram
Positive card yliksek diizey gentamisin direncini saptamada %95 duyarlihik

g0sterirken streptomisin direncini saptamada %82 duyarlilik géstermistir. MicroScan
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paneli, 23 ampisiline direngli E. faecium izolatindan 14’iinii, AMS-Vitek card ise
20’sini dogru bir sekilde saptayabilmistir. Bu ¢aliymaya gére, ampisilin ve yliksek
diizey aminoglikozid direncini saptamada, MicroScan Pos MIC Type 6 Panel ve
AMS-Vitek Gram-Positive card kullamminin uygun olmadifi ve alternatif test
metodlarinin kullanlmasi Snerilmigtir.

Sahm ve arkadaglan (77), 107 E. faecalis susunda yiiksek diizey aminoglikozid
direncini yedi farkli yontemle aragtirmiglar, standart agar tarama metodu ile yiiksek
icerikli disk diflizyon yOntemi arasinda %100 uyum oldugunu saptamislardir.
MicroScan MIC panelleri, Vitek GPS-TA card gibi otomatize ydntemlerin direngli
suglar1 saptamada duyarliliklarinin diisiik oldugu vurgulanmigtir. Ayrica, ¢aligmada
yiiksek diizey streptomisin direncini aragtirirken inkiibasyon siiresini 24 saatten
48 saate uzatmanin yalanci duyarli sonuglart minimum diizeye indirgeyecegi
belirtilmistir.

Schulz ve arkadaslan (85), ampisilin, vankomisin ve yiksek diizey
aminoglikozid direncini saptamada E-test’in giivenilirligini agar dillisyon
sonuglariyla karsilagtirmiglar ve iki testte benzer sonuglar elde etmislerdir. Ayrica,
ampisilin direncini saptamada disk difizyon yOnteminin E-test yontemi kadar
glivenilir oldugunu tespit etmiglerdir. Vankomisine orta duyarli suglar1 saptamada
E-test’in disk diflizyona gore daha duyarli oldugunu ve E-test ile yiiksek diizey
streptomisin direncini aragtirirken diigiik diizeyli strip (1024 mcg) kullanmanin
yalanci duyarl sonuglar1 dnleyecegini belirtmiglerdir.

Sanchez ve arkadaslar1 (86), standart agar diliisyon metodunu referans alarak,
E-testin yiiksek diizey aminoglikozid direncini saptama yetenegini arastirmiglar ve
agar diltisyon yontemi ile %100 uyum gosterdigini tespit etmiglerdir.

Nicastri ve arkadaglar1 (115), agar tarama test sonuglarini standart referans
broth mikrodiliisyon sonuglar1 ile kargilastirdiklarinda, agar tarama yonteminin
enterokok suslarinda yiiksek diizey aminoglikozid direncini saptamada giivenilir bir
sekilde kulanabilecegini tespit etmiglerdir.

Endtz ve arkadaglari (75), VanA, VanB, VanC,, VanC, genlerini igeren
birbirinden genetik olarak farkli 145 vankomisine direngli enterokok kolleksiyonunu
kullanarak yaptiklar1 bir ¢aligmada, enterokoklarda vankomisin direncini saptayan
agar diltisyon, disk difiizyon, E-test, agar tarama, Vitek GPS-TA ve GPS-101,
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MicroScan overnight ve rapid panellerinden olusan sekiz farkli yontemi
karsilastirmiglardir. VanA tipi direncin biitlin yOntemler tarafindan aym
glivenirlilikte saptandigim, ancak ozellikle Vitek GPS-TA ve MicroScan rapid
yontemlerinin VanB tipi direnci saptamada basarisiz olduklarini tespit etmiglerdir.
Bu ¢alismada, E-test ve agar tarama ydntemlerinin VanC,/C, genotipleri de dahil
tiim VRE’lan saptayan yegane iki metod olduklar: bildirilmistir.

Willey ve arkadaslar1 (76), yaptiklar bir ¢caligmada enterokoklarda vankomisin
direncinin saptanmasinda kullanilan disk diftizyon, Vitek GPS-TA card, MicroScan
POS MIC type 6 paneli, agar tarama metodlarimin sonuglarimi referans broth
mikrodiliisyon sonuglartyla karsilagtirmislardir. Vitek card %72 duyarli ve %100
Ozgiil iken MicroScan paneli %93 duyarli ve %98 6zgiil, agar tarama metodu ise
%100 duyarli ve 6zgiil bulunmustur. Disk diflizyon yonteminde ise %5.8 oraninda
mintr hataya rastlanmig ve bu oramin NCCLS kriterlerine gore kabul edilebilir
oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak, disk diflizyon ve agar tarama metodlarimin
vankomisin direncinin saptanmasinda en giivenilir metodlar oldugu vurgulanmstir.
Swenson ve arkadaglan1 (154), yaptiklann bir ¢aliymada Willey ve arkadaslan
tarafindan Onerilen agar tarama metodu i¢in optimum test kosullarini belirlemeyi
amaglamiglar ve bu metodun duyarliligim1 %100, 6zgiilliigini ise %96-99 olarak
bulmuglardir.

Tenover ve arkadaglar1 (81) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Vitek,
MicroScan, Uniscept, Autobach, MicroMedia gibi otomatize ve nonotomatize ticari
antimikrobiyal duyarlilik testleri ile disk difiizyon yonteminin VanB veya VanC tipi
direng fenotipine sahip VRE’lar saptamada yetersiz olduklan tespit edilmis ve agar
tarama metodunun farkli direng fenotiplerinde ayni derecede glivenilir oldugu
belirtilmigtir.

Kohner ve arkadaglarn (79) yaptiklar1 bir ¢aligmada, agar dillisyon, broth
mikrodiliisyon, E-test, agar tarama, disk diflizyon ve otomatize Vitek metodlarinin
vankomisin direncini saptamadaki bagarilarim aragtumislardir. Disk diflizyon ve
Vitek metodlarimin bu konudaki yetersizligi belirtilmig, agar tarama ySnteminin
VanC direng fenotipli suslar1 dogru bir sekilde saptamayamadifi vurgulanmistir.
Sonug olarak, enterokoklarda vankomisin direncini saptamada en uygun metodlarin

broth mikrodiliisyon, agar diliisyon ve E-test yontemleri oldugu belirtilmistir.
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Tenover ve arkadaglar1 (78), enterokoklardaki vankomisin direncini agar
diliisyon, agar tarama, disk difiizyon ve Sceptor, MicroMedia, Pasco, Sensititre,
Alamar, Uniscept, E-test, MicroScan overnight paneli, Vitek, MicroScan rapid
panellerini kapsayan ticari test sistemleri ile aragtirmiglar, elde edilen sonuglan
referans broth mikrodiliisyon sonuglariyla kargilaghrmiglardir. Disk diflizyon,
Alamar, Uniscept, MicroScan overnight paneli ile sirasiyla %12, %16, %16, %16
oraninda kiiglik hata oranlar1 saptamirken, Vitek ve MicroScan rapid paneli gibi
otomatize sistemlerde sirasiyla %10.3, %20.7 oraninda ¢ok biiylik hata oranlar
saptanmigtir.  Sceptor, MicroMedia, Pasco, Sensititre gibi broth bazli ticari
mikrodiliisyon yontemleri, agar dilisyon metodu ve E-test yontemi ile olumlu
sonuglar elde edilmig, %6 oraninda kiigiik hata oranlar1 saptanirken, ¢ok biiyiik veya
biiytik hataya rastlanmamistir.

Van Horn ve arkadaglar1 (116), VRE’larin izolasyonu i¢in farkli bir yontem
denemisler ve enterokoklar igin selektif olan Enterococcosel ve M-Enterococccosel
broth besiyerlerine 6 mcg/ml vankomisin ekleyerek VRE’lart izole etmeye
caligmiglardir. Sonu¢ olarak, vankomisin eklenmis Enterococcosel broth
kullanmmimin  VRE’larin saptanmasinda selektif ve hizli bir izolasyon sagladigi
belirtilmigtir.

Ogiing ve arkadaslarn (72), yiksek diizey aminoglikozid direncinin
saptanmasinda disk difizyon ve E-test sonuglarini referans sivi mikrodiliisyon
sonuglariyla kargilagtirmiglar ve her iki testin sonuglarimi sivi mikrodiliisyon
sonuglariyla %99 oraminda uyumlu bularak, disk diflizyon testinin yliksek diizey
aminoglikozid direncini saptamada uygulanimi kolay, hizli, giivenilir bir yontem
oldugunu belirtmislerdir.

Gokahmetoglu ve arkadaglart (36), kan kiiltlirlerinden izole edilen enterokok
suslarinda, vankomisin direncini E-test ile, yiiksek diizey aminoglikozid direncini ise
E-test ve disk diflizyon yontemi ile aragtirmiglardir. Disk diflizyon sonuglarini E-test
sonuglariyla Kkarsilagtirdiklarinda, enterokoklarda yiiksek diizey aminoglikozid
direnci saptanirken 120 mcg gentamisin ve 300 mcg streptomisin igeren diskler
kullanilarak yapilan disk difiizyon yonteminin ucuz ve uygun bir yéntem oldugunu

tespit etmiglerdir.
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Erbek ve arkadaglart (46), E-test yOntemini referans alarak, enterokok
suglarinda yliksek diizey aminoglikozid direncini ve glikopeptid direncini agar
tarama metodu ile aragtirmiglardir. Her iki testin gentamisin ve vankomisin direncini
saptamada tam uyum gosterdigini, ancak streptomisin igin agar tarama metodu ile
direngli bulunan ti¢ sugun E-test ile duyarli bulundugunu saptamiglardir.

Cimnar ve arkadaglar1 (117), gesitli klinik materyallerden izole ettikleri 111
enterokok kokeninde yliksek diizey aminoglikozid direncini broth mikrodiliisyon ve
agar tarama yOntemleriyle caligmiglar ve her iki yontem arasinda %100 uyum
bularak, agar tarama testinin yiiksek diizey aminoglikozid direncini saptamada rutin
laboratuvar pratifinde giivenle kullanilabicegini belirtmiglerdir.

Bu ¢aligmada, broth mikrodiliisyon yontemi referans alinarak, vankomisin
direncini saptamada disk difiizyon, API ATB Enteroc 5, agar tarama ve E-test
yOntemleri ile elde edilen sonuglar kargilastirdmigtir. Disk difiizyon ve agar tarama
yontemlerinde birer kiigiik hata saptanmirken, API ATB Enteroc 5 ve E-test
sonuglarinin referans mikrodiliisyon sonuglariyla %100 uyum gosterdigi saptanmigtir
(Tablo 12,13). Calismamizda, vankomisine orta duyarli sadece bir sus saptanmisg,
vankomisine diren¢li susa rastlanmamigtir. Direngli suslarin ¢ok sayida
olmamasindan dolay: kullanilan yontemler arasinda tam anlamiyla bir karsilagtirma
yapmak dogru olmasa da, ¢aligmada test edilen tiim yOntemlerin vankomisin
duyarliligini saptamada bagarili oldugu belirtilmelidir.

Enterokok suglarinda yiiksek diizey aminoglikozid direnci aragtirilirken, disk
diflizyon, API ATB Enteroc 5, agar tarama ve E-test yontemleri ile elde edilen
sonuglar referans broth mikrodiliisyon sonuglar ile karsilagtirdiginda, agar tarama ve
E-test yontemleriyle referans ydntem arasinda tam bir uyum oldugu gézlenmistir
(Tablo 13). Disk diflizyon y6ntemi ile gentamisin ve streptomisin direnglerini
saptamada birer kiigiik hata tespit edilirken, API ATB Enteroc 5 ile gentamisin
direncini saptamada bir ¢ok biiyiik hata, streptomisin direncini saptamada ise iki ¢ok
biiyiik hata tespit edilmigtir (Tablo 11). Bu sonuglara gore, enterokoklarda yiiksek
diizey aminoglikozid direncini saptamada, yiiksek icerikli disk difiizyon yOntemi,
agar tarama ve E-test yontemlerinin giivenilir yontemler oldugu belirtilmelidir. API
ATB Enteroc 5 yontemi, gentamisine ve streptomisine yiiksek diizey direncin

saptamasinda yetersiz kalmaktadir.
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Broth mikrodiliisyon sonuglan referans alinarak disk diflizyon ve API ATB
Enteroc 5 yontemleri kargilagtinldiginda, API kitiyle vankomisin, gentamisin,
streptomisin digindaki antibiyotiklere karsi direncin saptamasinda da problemler
oldugu goriilmektedir (Tablo 11). Her iki yontemde de kiiglik hatalar saptanmigtir.
Bununla birlikte, API kiti ile penisilin, eritromisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve
nitrofurantoine kars1 direnglerin saptanmasinda biiyiik hatalar (yalanci direng) oldugu
gdzlenmigtir. Bu sonuglara gore, enterokoklarda antibiyotik direncini saptamada API
ATB Enteroc 5 kitiyle elde edilen sonuglar alternatif bir test metodu ile tekrar test
edilmelidir.

Caligmamizda, nitrosefin testi ile test edilen enterokok sugslarinin higbirinde
beta-laktamaz enzimi tespit edilmemistir. Gordon ve arkadaglar1 (59), izole ettikleri
705 sus arasinda beta-laktamaz iireten 11 E. faecalis susuna (%1.6) rastlamiglardur.
Patterson ve arkadaslan (118), yaptiklan ¢aligmada beta- laktamaz (+) iki enterokok
susu tammlamiglardir. Jones ve arkadaglan (119), yaklagik 2000 enterokok susu
arasinda beta-laktamaz {ireten sadece iki susa rastlamiglardir. Vandamme ve
arkadaglan (120), Udo ve arkadaslar1 (121), Rouff ve arkadaglar1 (122), Chiew ve
arkadaglar1 (113), Bryce ve arkadaglari (123), Hsieh (124), Kauthold ve arkadaglan
(125) tarafindan yapilan ¢aligmalarda beta-laktamaz {ireten enterokok susu
saptanmamistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, Moaddab ve Toreci (14), Akinci ve
arkadaglar1 (110), G6kahmetoglu ve arkadaslar1 (36), Yazg1 ve arkadaglan (126),
Cmar ve arkadaglar1 (117), Karadenizli ve arkadaglar1 (111) beta-laktamaz tireten
enterokok susuna rastlamamiglardir. Enterokok infeksiyonlarinda en sik kullamlan
antibiyotiklerden olan penisilin ve ampisiline karg1 direncin nedeninin birgok
aragtirmada oldugu gibi bu ¢aligmada da beta-laktamaz aktivitesine bagli olmadig:
bir kez daha belirlenmigtir.

Enterokok infeksiyonlarinda, uzun yillardan beri en sik kullanilan beta-laktam
antibiyotikler penisilin ve ampisilindir. Enterokoklar, streptekoklardan farkl: olarak
penisilinlere, sefalosporinlere, monobaktamlara intrinsik olarak direnglidirler (1, 10,
13,24).

Calisgmamizda, penisiline ve ampisiline %28 oraninda direng saptanmigtir. E.
faecalis suslarinda penisilin veya ampisilin direncine rastlanmazken, direng saptanan

28 sustan 23’ E. faecium, 4’4 E. casseliflavus, 1’1 E. durans olmustur. Penisilin
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direnci saptanan suglarin tiimiinde aym sekilde ampisilin direncine rastlanmigtir.
Ampisilinin MiKgq degeri (64 mcg/ml), penisilinin MiKg, degerinden (128 mcg/ml)
bir diliisyon daha diigiik olarak bulunmustur. Kauthold ve Klein (125), ampisiline
%3.8 oraninda, Vandamme ve arkadaslar1 (120), penisiline %3.8 ve ampisiline %2.1
oraninda, Venditti ve arkadaglari (66) ampisiline %16.8 oraminda, Bryce ve
arkadaslar1 (123) ampisiline %2.9 oraninda, Chirurgi ve arkadaslar1 (127) ampisiline
%23 oraninda, Gray ve arkadaglar1 (128), ampisiline %11.4 oraninda, Gordon ve
arkadaglar1 (59), E. faecalis suslarinda penisiline ve ampisiline direng
saptamazlarken, E. faecium suglarinda penisiline %59 ve ampisiline %41 oraninda
direng¢ saptamiglardir. Silverman ve arkadaglarn (129), E. faecalis suslarinda %3, E.
Jfaecium suslarinda ise %23 oraninda ampisilin direnci saptamiglardir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, Ulusoy ve arkadaslan (3), idrar drneklerinden
izole ettikleri E. faecalis suslarinda, penisiline %14 ve ampisiline %9 oramnda,
Moaddab ve arkadaglar1 (14), penisiline %28 ve ampisiline %22 oraminda, Unlii ve
arkadaglar1 (58), E. faecalis suslarinda penisiline ve ampisiline %11 oraninda, E.
faecium suslarinda penisiline %77 ve ampisiline %65 oraminda, Hosgér ve
arkadaglari (45), ytiksek diizey aminoglikozid direnci g6steren E. faecalis suslarinda
penisiline %20 ve ampisiline % 0 oraminda, Cinar ve arkadaglari (48) penisiline
%52.3 oraninda, Akinci ve arkadaslart (110), penisiline ve ampisiline %21.4
oraninda, Kocagdz ve arkadaglar1 (130), ampisiline %72 oraninda, Bakir ve
arkadaglart (131) ampisiline %83.7, Giilsoy ve arkadaglan (4), penisiline %25
oraminda diren¢ saptamigslardir. Incelenen kaynaklar dogrultusunda, elde ettigimiz
sonuglar literatiir bilgisi ile uyum géstermektedir.

Glikopeptidlerden vankomisin ve teikoplanine direngli suslar giin gectik¢e daha
fazla sayida bildirilmekte ise de, enterokoklarin neden oldugu ciddi infeksiyonlarin
tedavisinde halen bu antibiyotikler elde mevcut en etkin secenek olarak yerlerini
korumaktadirlar. Caligmamizda, vankomisine veya teikoplanine direngli susa
rastlanmamigtir. izole edilen enterokok suslarina karsi en etkili antibiyotikler
teikoplanin ve vankomisin olarak saptanmistir.

Ik olarak Ingiltere ve Fransa’dan bildirilen VRE suslan giiniimiizde birgok
tilkede infeksiyon ve/veya kolonizasyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (41, 52,
53, 132). Vandamme ve arkadaglar1 (120), Belgika’da yaptiklar: bir ¢aligmada, izole
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ettikleri 472 enterokok sugunda %1.5 oraninda vankomisine direng saptamiglardir.
Direngli olan yedi sugun tamami E. faecium olarak tiplendirilmistir. Gordon ve
arkadaglan (59), ABD’de alt1 farkli cografik bolgeden elde ettikleri 705 enterokok
susundan sadece iki E. faecalis sugsunda vankomisine direng saptamiglardir. Boisivon
ve arkadaslarinin (133), Fransa’da 24 hastanede yaptiklart bir ¢aligmada, yogun
bakim initelerinde yatan 647 hastadan elde ettikleri rektal siiriintli Srneklerinde 32
VRE suguna (% 4.9) rastlamiglardir. Pesce ve arkadaglan (134), tarafindan italya’da
yapilan ¢ok merkezli bir ¢aliymada 4554 E. faecalis susunun 4°ii ve 316 E. faecium
susunun 4’ vankomisine direngli bulunmustur. Venditti ve arkadaslar1 (66),
caligtiklart 101 enterokok susunun sadece birinde vankomisin direnci ile
kargilagmiglardir. Endtz ve arkadaglar1 (135), Hollanda’da yaptiklari ¢aligmada yatan
hastalarin gaitalarinda %2 oraninda VRE kolonizasyonu saptamislardir, Fontana ve
arkadaglar1 (136), 16226 enterokok susu arasinda vankomisin direncini E. faecalis
icin %1.1, E. faecium igin %8.5 olarak bulmuslardir. Jones ve arkadaglan (87),
yaklagik 2000 enterokok susunun 87°sinde (%4.4) vankomisine direng
saptamiglardir. Udo ve arkadaglar1 (121), yaptiklar ¢aligmada enterokok suslarinda
vankomisin direncini %3, teikoplanin direncini %2 olarak tespit etmislerdir.
Schouten ve arkadaslart (112), 27 Avrupa iilkesinde 49 laboratuvardan elde ettikleri
4208 enterokok susu ile yaptiklarn galigmada, Avrupa’da VRE prevalansim %2.2
olarak bulmuglardar.

Ulkemizde ise vankomisine direngli ilk enterokok susu, Vural ve arkadaslari
(37) tarafindan 1998 yilinda Akdeniz Universitesi’nden bildirilmistir. E. faecium
olarak tamimlanan sus, malign histiositozisli onbir aylik bir erkek gocuktan farkli
zamanlarda almman iki plevra sivisi Srneginden izole edilmigtir. Aym yil iginde,
Hosoglu ve arkadaslan (35), Dicle U. Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde menenjit tanisi
konulan onbes yasindaki bir erkek ¢ocugunun BOS kiiltiiriinde vankomisine direngli
enterokok suguna rastlamiglardir. Bu bildiriminlerin ardindan, 1999 yilinda Istanbul
Tip Fakiiltesi'nde Ongen ve arkadaslari (92), VanA geni tasidigi belirlenen
vankomisine ve teikoplanine direngli bir E. faecium susu izole etmislerdir. Yiice ve
arkadaglar1 (104), Dokuz Eyliil Universitesi’nde yenidoganlardan elde ettikleri 110
rektal siirlintli Srneginin sekizinde vankomisine direngli enterokok saptamiglardir.

Durmaz ve arkadaslari (105), Osmangazi U. Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yatan
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hematolojik malignensili 150 hastanin digk1 6rneklerinde VRE kolonizasyon siklifini
arastirmiglar ve iki hastadan vankomisine direngli E. faecium susu izole etmiglerdir.
Erbek ve arkadaslani (46), Uludag U. Tip Fakiiltesi’nde yaptiklar1 bir galismada,
yatan hastalarin digki 6rneklerinden elde ettikleri 126 enterokok susunun dokuzunda
vankomisine direng saptamiglardir. Ertek ve arkadaglani (137), Atatick U. Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde yatan hastalarda %19,1 oraninda VRE kolonizasyonu
saptamiglardir. Colak ve arkadaglar1 (138) ise, Tirkiye’de ilk VRE salginin1 Akdeniz
U. Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden bildirmislerdir. Bununla birlikte, tilkemizde yapilan
birgok ¢aligmada enterokok suglarinda vankomisin direncine rastlanilmamistir (3, 7,
14, 36, 45, 58, 67, 110, 111, 130, 139-143).

Enterokoklar, aminoglikozidlere intrinsik olarak direnglidirler. Streptomisin ve
kanamisine yliksek diizeyde direngli (MIK>2000 mcg/ml) enterokok suslan ilk kez
1970 yiinda ABD’de, gentamisine yliksek diizeyde direngli (MiK>500 mcg/mli)
suslar ise ilk kez 1979°da Fransa’da izole edilmigtir (10, 45). Daha sonra diinyanin
birgok yerinde ve ililkemizde de yapilan ¢aligmalarda gentamisin ve streptomisine
direngli enterokok suglarinin varlig: bildirilmistir.

Calismamizda, incelenen 100 enterokok susunun 23’itinde yiiksek diizeyde
gentamisin direnci, 16’sinda yiiksek diizeyde streptomisin direnci saptanmistir.
YDGD sergileyen 23 susun 14’1 E. faecium, 4’6 E. faecalis, 4’4 E. casseliflavus, 1’
E. durans ve YDSD sergileyen 16 susun 9’u E. faecium, 6’s1 E. faecalis, 1’1 E. avium
olarak tammlanmustir. 3’1 E. faecalis, diger 3’1 E. faecium olmak {izere toplam 6 sus
hem gentamisine hem de streptomisine direngli bulunmugtur. Direngli suslarin tiirlere
gbre dagilimi incelendiginde, E. casseliflavus suslanmn %66°s1, E. faecium
suslarinin %50°si, E. faecalis suslariin ise %6°’s1 gentamisine yilksek diizeyde
direngli iken, E. faecium suslarimin %32’si ile E. faecalis susglarmin %9’u
streptomisine yiiksek diizeyde direngli saptanmigtir. E. faecium suslarinin E. faecalis
suglarina gore gentamisine ve streptomisine daha yliksek oranda direng gdsterdigi

gozlenmigtir.
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Tablo 15. Cesitli galismalarda enterokoklarda YDGD ve YDSD oranlari

Aragtirmacilar YDGD YDSD Aragtirmactlar YDGD YDSD
Vandamme ve ark. (120) | %8.7 %50.8 | Nicastri ve ark. (115) %28 %357
Gordon ve ark. (59) %22.1 %27.7 | Yagupsky ve ark. (74) %12.9 %32.3
Sanchez ve ark. (86) %11 %42 | Udo ve ark. (121) %15.9 %21
Guiney ve Urwin (144) %12.8 - Haglund ve ark. (147) %359 -
Ruoff ve ark. (122) %154 - Bryce ve ark. (123) %12.1 -
Chiew ve ark. (145) %43 %38 | Gray ve ark. (128) %6.7 -
Chiew ve ark. (113) %22 %38 | Nachamkin veark.(148) | %]15.1 -
Spiegel ve ark. (146) %35 %22 | Watanakunakorn (149) %35 -
Venditti ve ark. (66) %26.7 %51.4 | Silverman ve ark. (129) %14 -
Hosgor ve ark. (70) %23 %20 | Unld ve ark. (58) %9 %17.5
Kocagtz ve ark. (130) %52.5 %54 | Erbek ve ark. (46) %20 %27
Gelisken Akgtil (67) %65 %18 | Moaddab ve Toreci(14) %13 %18
Akinci ve ark. (110) %31.4 %22.8 | Karadenizli ve ark(111) | %26.4 %22.2
Cinar ve ark. (117) %50.5 %41.4 | Yazgi ve ark. (126) %25.9 %34.5
Caylan ve ark. (143) %33.9 %22.2 | Oling ve ark. (72) %30 -
Gokahmetoglu (36) %56.6 %60 | Caligmamizda %23 %16

YDGD: Yiiksek diizey gentamisin direnci  YDSD: Yiiksek dlizey streptomisin direnci

Enterokok tlirlerinde yiiksek diizey aminoglikozid direncini aragtirmaya
yonelik iilkemizde ve yurt diginda yapilan ¢aligmalarda elde edilen direng oranlar
Tablo 15°de Ozetlenmistir. Sus sayilar, izole edildikleri kaynaklar ve bolgeler
arasindaki farklar nedeniyle gesitli ¢aligmalarda oldukga farkli oranlar verilmis olup,
caligmamizda elde etti§imiz yliksek diizey gentamisin ve streptomisin direng oranlart
literatiirlerde bildirilen oranlar arasindadir.

Kinolon grubu antibiyotiklerden siprofloksasinin enterokoklara kars: etkinligi
smurlidir. Enterokoklara in vitro aktivitesi olmasina ragmen bakterisidal degildir.
Enterokokal infeksiyonlar arasinda sadece tiriner sistem infeksiyonlarinda alternatif
tedavi secenekleri arasinda yer almaktadir (110). Tiirkiye’de Moaddab ve Toreci (14)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, klinik Orneklerden izole edilen enterokoklarda
siprofloksasine direng oram %7 olarak bildirilmigtir. Akinc1 ve arkadaglar1 (110),
siprofloksasine direng oranimi E. faecalis igin %2.1 ve E. faecium i¢in %65 olarak

saptamiglardir. Unlii ve arkadaslan (58), E.faecalis suslarinda siprofloksasine %14,
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E. faecium suslarinda ise %38 oranminda direng tespit etmiglerdir. Ulusoy ve
arkadaglan (3), idrar yollar1 infeksiyonlarindan izole ettikleri E. faecalis suslarinda,
diger bir kinolon grubu antibiyotik olan norfloksasine karsi %23 oraninda direng
saptamiglardir. Bakir ve arkadaglan (131), enterokok suslarinda siprofloksasin
direncini %9.5 olarak bulmuslardir. Vandamme ve arkadaglar1 (120), yaptiklar
calismada E. faecalis suslarim siprofloksasine kars1 %10.2, E. faecium suslarim ise
%25.6 oraninda direngli bulmuslardir. Venditti ve arkadaslar1 (66), yatan hastalarda
cesitli klinik Srneklerden izole ettikleri enterokok suglarinda siprofloksasin direncini
%8.9 oraninda saptamiglardir. Schouten ve arkadaglari (63), E. faecalis suglarinda
siprofloksasin direncini %6, E. faecium suslarinda ise %33 olarak belirtmiglerdir.
Kaufold ve Klein (125), siprofloksasin direncini %3.8, Udo ve arkadaglar1 (121) ise
%36.1 olarak bulmuslardir. Hsieh (124) tarafindan yapilan ¢aligmada siprofloksasin
direnci %3.1 olarak bildirilmistir. Calismamizda, izole edilen 100 enterokok susunda
siprofloksasine %9, norfloksasine (disk diflizyon sonuglarina goére) %7,
levofloksasine (API ATB Enteroc 5 kitine gore) %7 oraninda direng saptanmugtir.
Siprofloksasine direncin tiirlere gére dagilimi incelendiginde, E. faecium suslarinin
E. faecalis suglarina gore siprofloksasine daha direngli oldugu goriilmektedir (Tablo
14). Calismamizda, kinolon grubu antibiyotikler glikopeptidler ve nitrofurantoinden
sonra en etkili antibiyotikler olmustur.

Idrar yollar1 infeksiyonlarinin tedavisinde iyi bir segenek olan nitrofurantoine
kars1 caligmamizda %1 oraninda direng saptanmistir. Nitrofurantoin, vankomisin ve
teikoplaninden sonra en etkili antibiyotik olarak bulunmugtur. Ulusoy ve arkadaglar
(3), idrar Orneklerinden izole ettikleri E. faecalis suslarinda nitrofurantoine %9
oraninda direng saptamiglardir. Moaddab ve Téreci (14), nitrofurantoine %3 oraninda
direng tespit etmigtir. Bu oran, ¢aliymamizda elde ettigimiz degere olduk¢a yakindir.
Hosgér ve arkadaglart (45), aminoglikozidlere yiiksek diizeyde direng gosteren
enterokok suglarinda nitrofurantoin direncini aragtirmiglar ve E. faecium suglarinda
%13 oraninda diren¢ saptarlarken, E. faecalis suglarinda nitrofurantoin direncine
rastlamamiglardir,

Izole ettigimiz 100 enterokok susunun diger antimikrobiyal maddelere kars:
direng durumlar1 incelendiginde, eritromisine %38, tetrasikline %351, kloramfenikole

%14, rifampine (disk diflizyon sonuglarina gére) %71, kinopristin-dalfopristine (API
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ATB Enteroc 5 kitine gore) %46 oranlarinda dirence rastlanmigtir. Bu bulgulara
gore, enterokok suglarina kargi en etkisiz antibiyotikler rifampin (%8 duyarlilik),
eritromisin (%24 duyarlilik), tetrasiklin (%48 duyarlilik) olmustur. Kinopristin-
dalfopristine direngli 46 susun tamami E. faecalis olarak tammlanmig, E. faecium
suslarinda bu antibiyotife karsi dirence rastlanmamigtir. Yapilan ¢aligmalarda,
Mutnick ve arkadaglar1 (150), kloramfenikole %13, kinopristin-dalfopristine %80,
Eliopoulos ve arkadaglarn (151) vankomisine direngli E. faecium suslarinda
kinopristin-dalfopristine %14.6, Kaufold ve Klein (125) eritromisine %25.4, Giglio
ve arkadaglan (152) tetrasikline E. faecalis suslarinda %77, E. faecium suslarinda
%59, Udo ve arkadaglarnt (121) eritromisine %62.6, tetrasikline %65.1,
kloramfenikole %26.1, Schouten ve arkadaslann (63) E. faecalis suslarinda
eritromisine, kloramfenikole, kinopristin-dalfopristine sirasiyla %47, %25, %75, E.
faecium suslarinda sirasiyla %75, %26, %8, Ulusoy ve arkadaslari(3), tetrasikline
%80, rifampine %100, Moaddab ve Toreci(14), eritromisine %30, Hosgdr ve
arkadaslar1 (45), eritromisine %70, tetrasikline %95, rifampine %100, Baykan (153)
eritromisine %55, tetrasikline %52, Ertek ve arkadaglari (137), 13 VRE susunda
eritromisine %62, tetrasikline %69, rifampine %85 oranlarinda direng tespit

etmislerdir.
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6. SONUC

Isparta bolgesinde enterokok tlirleri ile yapilan ilk aragtirma 6zelligini tagiyan
bu ¢aligmada, vankomisin direncine rastlanilmamasi, {ilkemizden giderek artan
oranda VRE sugslarinin bildirildigi bir dénemde oldukc¢a sevindiricidir. Bununla
birlikte, izole edilen tiim suglarda glikopeptid duyarlilifinin aragtirilmasi1 ortaya
¢ikacak glikopeptid direncinin erken taninmasi agisindan yararl olacaktir.

Izole edilen bakteri suglarinda beta-laktamlara, yiksek diizeyde
aminoglikozidlere ve diger antibiyotiklere karsi direncin saptanmasi ve tiirler
arasinda farkli diren¢ profillerinin elde edilmesi, enterokok suslarinda tedavi
Oncesinde kesinlikle tiir identifikasyonunun ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Bulgularimiz, yiiksek diizeyde aminoglikozid direncinin saptanmasinda, yiiksek
icerikli disk diflizyon, agar tarama ve E-test yOntemlerinin aym Olgiide giivenilir
oldugunu ve disk diflizyon ydnteminin digerlerine gére uygulanmimi kolay, hizl1 ve

ucuz bir metod oldugunu goéstermektedir.
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OZET

Viriilans1 diigik mikroorganizmalar olan enterokoklar, son yillarda hastane
infeksiyonu etkeni olarak- giderek daha sik karsilasilan ve aym zamanda
antimikrobiyal maddelere diren¢ oranlarinda 6nemli artiglar kaydedilen bakterilerdir.
Enterokoklar nozokomiyal infeksiyonlarin en yaygin ikinci etkeni, nozokomiyal
bakteriyeminin ise en yaygin iiglincii etkeni olarak izole edilmektedirler. Vankomisin
direncinin ortaya ¢ikmasi ve yiiksek diizey aminoglikozid direncinin giderek
yayginlagmasi, bu bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarmn tedavisini oldukga
giiclestirmektedir.

Bu ¢aligmada, ¢esitli klinik Srneklerden izole edilen 100 enterokok susunda
glikopeptid ve yiiksek diizey aminoglikozid direnci disk difiizyon, broth
mikrodiliisyon, agar tarama, E-test, API ATB Enteroc 5 antibiyotik duyarlilik
yontemleriyle aragtirilmig ve bu yontemler kargilagtirilmigtir.

74’1 idrar, 20°si kan, 5’1 yara ve 1°i periton sivist drneklerinden izole edilen
100 enterokok susunun, API Rapid ID 32 Strep kitiyle, 64’1 E. faecalis (%64), 28’1
E. faecium (%28), 6’s1 E. casseliflavus (%6), 1’i E. avium (%1), 1’i E. durans (%1)
olarak tiplendirilmistir. En sik saptanan tiir E. faecalis, ikinci siklikta saptanan tiir £.
Jfaecium olmustur. Suslarin en sik idrardan, ikinci siklikta kandan izole edildigi tespit
edilmisgtir.

Bu ¢aligmada, vankomisine orta duyarli bir sus disinda, tiim suslar vankomisine
ve teikoplanine duyarli bulunmustur. Incelenen 100 enterokok susun 23’{inde yiiksek
diizey gentamisin direnci, 16’sinda ytiksek diizey streptomisin direnci saptanmigtir.
Suglarin %28’inin penisiline ve ampisiline, %38’inin eritromisine, %51’inin
tetrasikline, %9’unun siprofloksasine, %1’inin nitrofurantoine, %14’{iniin
kloramfenikole direngli oldugu bulunmugtur. E. faecium suslarimin E. faecalis
suslarina gore hemen hemen tlim antibiyotiklere daha direngli oldugu saptanmisgtir.

Incelenen suglarin higbirinde beta-laktamaz enzim aktivitesine rastlanmamugtr.

Elde edilen sonuglar, enterokok suglarinda tedavi Oncesinde kesinlikle tiir
identifikasyonunun ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekliligini ortaya

koymustur. Yiiksek diizey aminoglikozid direncinin saptanmasinda, yiiksek icerikli
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disk difiizyon, agar tarama ve E-test yontemlerinin aym Slglide giivenilir oldugu ve
disk diflizyon y6nteminin digerlerine gére uygulanimi kolay, hizli ve ucuz bir metod

oldugu sonucuna varilmigtir.
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SUMMARY

THE INVESTIGATION OF GLYCOPEPTIDE AND HIGH-LEVEL
AMINOGLYCOSIDE RESISTANCE IN ENTEROCOCCUS SPECIES
IN ISPARTA REGION AND THE COMPARISON OF
THE ANTIBIOTIC SENSITIVITY TESTS

Enterococci which have low virulance, are seen widespreadly as nosocomial
infection agent and are frequently reported as having more resistance to
antimicrobial agents during last years. Enterococci are isolated as the second most
common cause of nosocomial infections and as the third most common cause of
nosocomial bacteremia. The emergence of vancomycin resistance and the gradually
increasing high level aminoglycoside resistance hardened the treatment of the
infections due to these bacteria.

In this study, glycopeptide and high level aminoglycoside resistance were
investigated and antibiotic susceptibility testing methods were compared among disk
diffusion, broth microdilution, agar screen, E-test, API ATB Enteroc 5 methods in
100 enterococci strains isolated from various clinical specimens.

Of the 100 enterococcal strains, 74 strains were isolated from urine, 20 from
blood, 5 from wound and 1 from peritoneal fluid specimens. Sixty-four (64%) were
identified as E. faecalis, 28 (28%) as E. faecium, 6 (6%) as E. casseliflavus, 1 (1%)
as E. avium, 1 (1%) as E. durans by API Rapid ID 32 Strep kit. The most frequently
identified strain was E. faecalis and the second was E. faecium. The strains were
isolated most frequently from urine and secondly from blood.

In this study, except a moderate-susceptible vancomycin strain, all strains were
found to be susceptible to vancomycin and teicoplanin. Of the investigated 100
enterococcal strains, high level gentamicin resistance was detected in 23 strains and
high level streptomycin resistance was detected in 16 strains. Of the 100 strains,
28%, 38%, 51%, 9%, 1%, 14% of the strains were detected to be resistant to
penicillin and ampicillin, erityhromycin, tetracyclin, ciprofloxacin, nitrofurantoine,
chloramphenicol, respectively. E. faecium strains were detected more resistant to
almost all antibiotics than E. faecalis strains.

None of the examined strains was found to have beta-lactamase enzyme

activity.
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In the view of these results, the species level identification and antibiotic
susceptibility tests in enterococcal strains should be absolutely detected before the
treatment. High content disk diffusion, agar screen and E-test methods are equally
reliable for the detection of high level aminoglycoside resistance and disk diffusion
method is a rapid, easy to perform and inexpensive method when compared with the

other methods.
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