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OZET

Hastanelerde antimikrobiyal ilaglarin yogun kullanimi ve agir metaller ile cevresel kontaminasyon so-
nucunda, mikroorganizmalarda go6zlenen direng gelisimi son zamanlarda ilgi ¢ekici boyutlara ulasmustir.
Bu calismada, enterokok suslarinin yiiksek diizeyde aminoglikozidlere ve bazi agir metallere [kursun
(Pb*?), kadmiyum (Cd*?), ava (Hg*z), arsenik (As*)] karsi in vitro duyarlliklarinin arastirilmasi amaclan-
mustir. Calismaya, hastanede yatan hastalarin digki ve rektal siriinti 6rneklerinden izole edilen 20’si gli-
kopeptidlere direncli (11'i vankomisin ve teikoplanine, 9'u vankomisine direncli) toplam 39 enterokok
susu dahil edilmistir. Aminoglikozid direnci (gentamisin 120 pg ve streptomisin 300 ug) disk diflizyon
yontemiyle, agir metallerin cesitli konsantrasyonlarina (0.005-20 mM) karsi duyarlilik ise agar dillisyon
ydntemiyle arastirilmistir. Air metallere ait belirlenmis minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) direng
sinir degerlerinin bulunmamasi nedeniyle bu konuda yapilan cesitli calismalardan yararlanilarak direng
kriterleri olusturulmus ve MIK degerleri arsenik icin >10 mM, kadmiyum ve kursun icin > 1 mM ve civa
icin > 0.1 mM olan suslar direncli kabul edilmistir. Calismamizda, vankomisin (V) ve teikoplanin (T) di-
rencine sahip 11 izolatin 10 (%91)’unda ve glikopeptidlere duyarli 19 izolatin 8 (%42)’inde yiiksek di-
zey aminoglikozid (YDAG) direnci saptanmistir. incelenen 39 enterokok susunun timinde (%7100) kur-
sun direnci saptanirken, arsenik ve civaya karsi direncin sadece birer (%2.6) susta oldugu gorilmis, kad-
miyuma direncli susa ise rastlanmamustir. izolatlarin %71.8’inde (28/39) antibiyotik (aminoglikozid
ve/veya vankomisin ve/veya teikoplanin) ve agir metal (kursun ve arsenik ve/veya civa) direncinin bir ara-
da bulundudu belirlenmis ve suslarin yedi farkh direng profili gosterdigi saptanmistir (10 susta V. + T +
YDAG + Pb; 1 sustaV + T + Pb; 1 susta V + As + Pb; 1 susta YDAG + Hg + Pb; 8 susta V + Pb; 7 susta
YDAG + Pb; 11 susta sadece Pb direnci). Tiim izolatlarin kursuna direncli olmasi ve kursun direnci acisin-
dan antibiyotiklere duyarli ve direncli suslar arasinda fark gérilmemesi dikkat ¢ekici bulunmustur. Sonug
olarak; klinik enterokok suslarindaki antibiyotik ve agir metal direnci arasinda iligkinin ve yiiksek kursun
direncinin mekanizmalarinin ileri calismalarla ortaya konmasi gerektigi diistintlmustr.
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Agir Metallere Karsi in Vitro Duyarliliklarinin Arastiriimasi

ABSTRACT

The widespread use of antimicrobial agents in the hospitals and environmental contamination with
heavy metals are increasingly related to resistance progression in microorganisms. The aim of this study
was to investigate the resistance of enterococci to high level aminoglycosides and some heavy metals
[lead (Pb*?), cadmium (Cd*?), mercury (Hg*?), arsenic (As**)]. A total of 39 Enterococcus strains, isolated
from stool and rectal swabs of hospitalized patients were included to the study. Twenty of the strains
were resistant to glycopeptides (11 were resistant to vancomycin + teicoplanin and 9 were resistant to
only vancomycin). Disk diffusion method was performed to determine the high level resistance to amino-
glycosides (gentamicin 120 pg and streptomycin 300 pg), and agar dilution method was used to detect
the sensitivities of the strains against different concentrations (0.005-20 mM) of heavy metals. Since there
is no specified minimum inhibitory concentration (MIC) breakpoints for heavy metals, resistance criteria
described in previous studies were used. Accordingly, enterococci which exhibited MIC > 1 mM for lead
and cadmium, MIC = 0.1 mM for mercury, and MIC = 10 mM for arsenic were accepted as resistant. High
level aminoglycoside (HLAG) resistance rates were found as 91% (10/11) for vancomycin (V) + teicoplanin
(T) resistant and 42% (8/19) for glycopeptide susceptible strains. While all of the isolates were resistant
to lead (100%), arsenic (2.6%) and mercury (2.6%) resistance was detected in one isolate for each metal.
No cadmium resistance has been detected. In our study, enterococci have exhibited seven different resis-
tance profiles (10 strains were resistant to V + T + HLAG + Pb; 1 was resistant to V + T + Pb; 1 was resis-
tant to V + As + Pb; 1 was resistant to HLAG + Hg + Pb; 8 were resistant to V + Pb; 7 were resistant to
HLAG + Pb; 11 were only resistant to Pb). Resistance to antibiotics (aminoglycosides and/or vancomycin
and/or teicoplanin) and heavy metals (lead and arsenic and/or mercury) were detected concurrently in
28 (%71.8) of the strains. It was considered remarkable that all of the isolates were resistant to lead and
there was no difference between antibiotic-resistant and-susceptible strains in terms of lead resistance. In
conclusion, further investigations are needed to reveal the extreme lead resistance and the relations
between antibiotic and heavy metal resistances in clinical enterococcus strains.

Key words: Enterococcus, glycopeptide, high level aminoglycoside, heavy metal, susceptibility.

GIiRiS

Enterokok cinsi bakteriler artropodlar dahil tim hayvan ve insanlarin normal bagirsak
flora Uyesidir. On dortten fazla tiirt tanimlanmis olmasina ragmen enfeksiyon etkeni ola-
rak en sik rastlanan tiirler Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium’dur'. Enterokok-
larin en 6nemli 6zellikleri, genis 1s1 (10-45°C), tuz (hipotonik, hipertonik) ve pH (asidik,
bazik) spektrumlarinda lreyebilmeleri, sodyum azide ve konsantre safra tuzlarina diger
bakterilerden farkl olarak diren¢ géstermeleridir?. Endojen enfeksiyon etkeni olan ente-
rokoklar, 6zellikle cogul antibiyotik direnci gosteren suslarin etken oldugu ve kimi zaman
salginlar seklinde ortaya ¢ikan hastane enfeksiyonlarinin %12’sinden sorumludur?.

Enterokoklar, dislik diizeyde penisilin, sefalosporin, linkozamid, nalidiksik asit, ami-
noglikozid ve klindamisine dogal diren¢ gosterir®*. Bazi suslarda goriilen yiiksek diizey-
de beta-laktam, aminoglikozid ve vankomisin direnci ise kazanilmis dirence 6rnektir.

Agir metallerin bakteriler ile olan iliskisi cok degiskendir. Kobalt, bakir, nikel ve cinko
gibi agir metaller bakterilerin yasami icin gereklidir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda
toksik etki gosterebilir. Buna karsin kursun, kadmiyum, civa, giimus gibi agir metallerin
bakteriler icin bilinen herhangi bir yarari yoktur ve disiik konsantrasyonlarda bile toksik
etkilidir. Agir metallerin hayatimizin cesitli alanlarina girmesinden sonra (egzoz gazlari,
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kirli hava, bocek ilaglari, tarim ilaglari, musluk suyu, konserve gidalar, cesitli dezenfektan-
lar, sigara dumani vb.), cevrede ve insanda normal flora lyesi olarak bulunan bakteriler-
de de bu metal iyonlarina karsi bir tolerans veya direncten s6z edilmeye baslanmistir.
Agir metallere direnclilik 6zelligi de genellikle plazmid veya transpozon lzerinde kodlan-
maktadir ve bakteriler arasinda aktarilabilmektedir>®.

Bu calismada, hastanede yatan hastalarin diski veya rektal strlinti 6rneklerinden izo-
le edilen ve glikopeptid duyarliliklar belirlenen enterokok suslarinda, YDAG ve agir me-
tal direncinin arastinlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Suslar

Calismaya, istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi'nin cesitli kliniklerinde
Mayis 2006 - Eyliil 2008 tarihleri arasinda yatan hastalardan alinan digki veya rektal strin-
tl orneklerinden izole edilen ve glikopeptidlere duyarliliklari saptanan 39 enterokok susu
alindi. Tanimlama, Gram boyanma 06zelligi (gram-pozitif kok), katalaz deneyi (negatif),
safra eskdlini hidrolize etmesi, %6.5 tuz iceren beyin kalp inflizyon agar (Oxoid, ingiltere)
besiyerinde Ureyebilmesi ve L-pyrrolidonyl-B-naphthylamide (PYR) (BBL, BD dry slide, Bec-
ton Dickinson, ABD) poritifligine gére yapildi' ve Enterococcus spp. olarak tanimlanan sus-
lar -20°C’de saklandi. Standart kontrol sus olarak E.faecalis ATCC 29212 kullanildi.

Glikopeptid ve YDAG Direncinin Saptanmasi

Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi “Clinical Laboratory Standard Institutes (CLSI)”
énerileri dogrultusunda uygulandi’. Vankomisin (30 pg), teikoplanin (30 pg), YD genta-
misin (120 pg) ve YD streptomisin (300 ug) diskleri (Oxoid) kullanildi. CLSI 6nerileri
dogrultusunda inhibisyon zon capi vankomisin icin < 14 mm, teikoplanin icin <10, YD
gentamisin ve streptomisin icin 6’sar mm olarak saptanan suslar direncli kabul edildi’.

Agir Metal Duyarhlik Deneyleri

CLSI’'nin énerdigi agar diliisyon yéntemi modifiye edilerek uygulandi®. Bunun icin 24
saatlik bakteri kilttrlerinden 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanan ve daha sonra fizyo-
lojik tuzlu su (%0.85 NaCl) ile 10 kat seyreltilen bakteri sispansiyonlari hazirlandi. Kur-
sun (Pb*?), ava (Hg*?), kadmiyum (Cd*?), ve arsenik (As*) cézeltilerinin hazirlanmasi
amaciyla sirasiyla, kursun (Il) asetat trihidrat (Merck, Almanya), civa (Il) klorid (Merck, Al-
manya), kadmiyum nitrat-4-hidrat (Riedel-de-Haen, Almanya) ve sodyum arsenat diba-
sik heptahidrat minimum %98 (Sigma, Almanya) preparatlari kullanildi. Her bir agir me-
talicin 20 mM, 10 mM, 5 mM, 2.5 mM, 1 mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.1 mM, 0.05 mM,
0.01 mM, 0.005 mM olmak Uzere seri konsantrasyonlarda agir metal iceren Mueller Hin-
ton agar (MHA, Merck, Almanya) besiyerleri hazirlandi. Otomatik inokdlator cihazi (Mast
Diagnostic, Almanya) kullanilarak 2’ser pl bakteri siispansiyonlarindan nokta ekimler ger-
ceklestirildi. Kontrol amaciyla agir metal icermeyen MHA besiyerine de ayni sekilde pa-
ralel ekim yapildi. Ekim yapilan tiim besiyerleri 35°C de 24 saat inkiibe edildi. Uremenin
gorulmedigi en duisuk agir metal konsantrasyonu minimum inhibitor konsantrasyon
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(MIK) degeri olarak belirlendi. Ginimiizde agir metallere ait belirlenmis MIK direng si-
nir degerlerinin bulunmamasi nedeniyle bu konuda yapilan cesitli calismalardan yararla-
nilarak direng kriterleri olusturuldu ve MiK degerleri arsenik i¢in > 10 mM, kadmiyum ve
kursun icin > T mM ve cwva icin > 0.1 mM olan suslar direncli olarak kabul edildi®®.

BULGULAR

Calismaya alinan 39 enterokok susunun 20'si glikopeptidlere direncli (11’i vankomi-
sin ve teikoplanine, 9'u vankomisine), 19’u ise duyarli olarak saptanmistir. Vankomisin ve
teikoplanine direncli 11 izolatin 10’unda ve glikopeptidlere duyarl izolatlarin 8’inde
YDAG direnci saptanmistir.

Suslarin timunin (%100) kursuna, bir susun (%2.6) civaya, bir susun (%2.6) ise ar-
senige direncli oldugu belirlenirken kadmiyum direncine rastlanmamistir. Suslarin, test
edilen agir metallerin ¢esitli konsantrasyonlarina kargi duyarlilik oranlari Tablo 1’'de; me-
tal iyonlarinin MIK dagilimi, MIK araligi ve direng sinir degerleri Tablo II’de verilmistir.

Calisilan izolatlarda yedi farkli direng profili saptanmis ve bunlarin dagilimi da Tablo
Il'te gosterilmistir. Calismamizda, suslarin %71.8’inde (28/39) antibiyotik (aminogliko-
zid ve/veya vankomisin ve/veya teikoplanin) ve agir metal (kursun ve arsenik ve/veya ci-
va) direncinin bir arada bulundugu belirlenmistir (Tablo III).

E.faecalis ATCC 29212 susu icin elde edilen MIK degerleri; arsenik icin 0.25, kadmi-
yum icin 5, civa icin 0.25 ve kursun icin T0 mM olup, arsenik ve kadmiyuma duyarli, ci-
va ve kursuna direncli olarak saptanmustir.

Tablo I. Enterokok Suslarinin Agir Metal lyonlarinin Cesitli Konsantrasyonlarina Karsi In Vitro Duyarliliklari*

Agir metal Konsantrasyon (mM)

iyonu 0.005 0.01 0.05 0.1 0.25 0.5 1 2.5 5 10 20
Arsenik 0 0 0 0 0 61.5 79.5 949 974 974 100
Kadmiyum 0 53.8 641 974 974 100 100 100 100 100 100
Civa 0 26 974 974 974 100 100 100 100 100 100
Kursun 0 0 0 0 0 0 0 7.7 25,6 100 100

* Tabloda verilen sayilar kiimdilatif duyarlilik ytizdesini ifade etmektedir.

Tablo II. Metal iyonlarinin MIK dagilimi, MIK araligi ve direng sinir degerleri*

Agir metal Konsantrasyon (mM) MiK arahg Direng
iyonu 0.005 0.01 0.05 0.1 0.25 05 1 25 5 10 20 (mM) siniri (mM)
Arsenik 0 14 7 6 1 1 0.1-10 210
Kadmiyum 21 4 13 1 0.005-0.25 21
Civa 1 37 1 0.005-0.25 >0.1
Kursun 3 7 29 1-5 >1

* Tabloda verilen sayilar sus sayilarini ifade etmektedir.
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Tablo Ill. Enterokok Suslarinin Adir Metallere ve Antibiyotiklere Karsi Direng Profilleri

Direncg profil tipi Sus sayisi (%)
Vankomisin, teikoplanin, YDAD, kursun 10 (25.6)
Vankomisin, teikoplanin, kursun 1(2.6)
Vankomisin, arsenik, kursun 1(2.6)
YDAD, civa, kursun 1(2.6)
Vankomisin, kursun 8 (20.5)
YDAD, kursun 7(07.9)
Kursun 11 (28.2)
Toplam 39 (100)

YDAD: Yiiksek diizeyde aminoglikozid (gentamisin ve streptomisin) direnci.

TARTISMA

Neden olduklari cevre kirliliginin tim canlilar icin zararlar bilinen agir metaller, yuk-
sek konsantrasyonlarda mikroorganizmalar icin de toksik etkilidir. AGir metallerin bu et-
kisi, sterilizasyon ve dezenfeksiyon amaciyla kullaniimalarinin da temelini olusturmakta-
dir. Ancak agir metallerin gerek bu amacla kullanimlari ve gerekse cevrede birikimleri,
bakterilerde bunlara karsi diren¢ gelisimine ve giderek direncli klonlarin seleksiyonuna
neden olmaktadir. Yapilan arastirmalarla cogunlugu cevresel bakteriler olmak lizere bir-
cok bakteri tiiriinde agir metal direncinin yaygin olarak bulundugu gésterilmistir®®-15,
Bu konuda klinik érneklerden izole edilen bakteriler ile yapilan calismalar ise sinirlidir>'".
Antibiyotik direng genlerinin oldugu gibi agir metal direng genlerinin de genellikle plaz-
mid veya transpozonlarda ve ayni genetik elemanlarda birlikte bulunmalari nedeniyle,
gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler arasinda antibiyotik direnciyle birlikte agir metal
direncinin de yatay gecisinin miimkiin oldugu gésterilmistir>'6. Dolayisiyla, antibiyotik-
lere direncli bakterilerin 6zellikle hastane ortamlarinda seleksiyona ugramalari, agir me-
tallere direncli suglarin da seleksiyonla baskin hale gelmesi-ya da tersi-anlamini tasimak-
tadir. Bu bilgiler 1siginda calismamizda, hastanede yatan hastalardan kolonizasyon etke-
ni olarak izole edilen 39 enterokok susunun YDAG ve agir metallere karsi in vitro duyar-
hihklarr arastirimis ve ayrica bu suslar icin glikopeptid, YDAG ve agir metal direnci acisin-
dan olasi direng patern tipleri belirlenmistir.

Calismamizda 39 enterokok susunun tamami (%100) kursuna direngli (MiK: 2.5-5
mM) bulunmus, civa ve arsenige direncli suslarin oranlari %2.6 olarak belirlenmis, kad-
miyuma karsi ise suslarin hicbirisinde direng saptanmamigtir. Abou-Shanab ve arkadasla-
rn'2 gram-pozitif ve gram-negatif toplam 46 sus ile yaptiklari bir calismada, kursun diren-
cini %100 (MIK: 5-15 mM), arsenik direncini %18 (MiK: 10-20 mM), civa direncini %29
(MIK: 0.1-0.5 mM) ve kadmiyum direncini %42 (MiK: 1-5 mM) olarak bulmuslar ve top-
rakta bulunan agir metallerin direncli bakterilerin seleksiyonuna neden oldugunu bildir-
mislerdir. Tolun ve arkadaslar'!, 41 metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) su-
sunun %70.7’sinin kadmiyum, %714.6'sinin arsenik ve %2.4’'Unln civaya direncli oldu-
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gunu saptamislardir. Kimiran-Erdem ve arkadaslan'® da 2007 yilinda yaptiklari calisma-
da, deniz suyundan izole edilen 100 enterokok susundan %87’sinde kadmiyum direnci
tespit etmigler; kadmiyuma direncli suslarin nalidiksik asit, streptomisin, kanamisin ve
kloramfenikol gibi antibiyotiklere de direncli oldugunu bildirmislerdir. Bizim calismamiz-
da kadmiyuma direncli susa rastlanmamig ve suslarin %97’den fazlasinda kadmiyum icin
belirlenen 1 mM direng sinirnin ancak dértte biri (0.25 mM) gibi disiik MIK degeri sap-
tanmustir.

Ugur ve Ceylan’in’® calismasinda, klinik 6rneklerden izole edilen 22 stafilokok susunun
tamaminin kursunun farkl konsantrasyonlarina (MiK: 2.5-5 mM) direng gosterdigi rapor
edilmistir. Ayni calismada, kursun ve penisilin direnci arasinda bir iliski oldugu ve bu di-
rencten 2.224-20.650 kb biiyiikligiindeki plazmidlerin sorumlu oldugu gésterilmistir°.
Calomiris ve arkadaslarinin'® calismasinda ise, sulardan izole edilen cogul antibiyotik di-
rencli bakterilerin %24.4'tGinde iki agir metale (kursun, bakir) ve %20.9’unda Ug¢ agir me-
tale (kursun, bakir, cinko) karsi direnc saptamis, antibiyotige duyarl suslarin ancak
%4.3'Unun bu agir metallere karsi tolerans gosterdigi belirtilmistir. Timoney ve arkadas-
lar™ civa, kadmiyum ve ampisilin direnci arasinda bir iliski oldugunu; Novick ve Roth'®
da S.aureus suslarinda penisilinaz enzimini kodlayan geni tasiyan plazmidin eritromisin,
kadmiyum, kursun ve civa direncinden sorumlu oldugunu bildirmislerdir. Davis ve arka-
daslan” ise, civa, tetrasiklin ve streptomisine direncli bir E.faecium susundan klonladik-
lari civa direncinden sorumlu geni (mer) tasiyan transpozonun, streptomisine direng
plazmidinin Gzerinde yer aldigini gostermislerdir.

Calismamizda 11'i vankomisin ve teikoplanine direncli olmak Gzere toplam 28 susta
(%71.8) cogul antibiyotik direnci ve agir metal direncinin bir arada bulundugu saptan-
mugtir. On bir susun ise test edilen antibiyotiklere karsi duyarli oldugu, sadece kursun di-
renci gosterdigi belirlenmistir (Tablo IIl). Ayrica, sadece vankomisine direncli bir ve YDAG
direncine sahip bir sus olmak tizere toplam iki susun arsenik ve civaya da direncli olduk-
lari izlenmistir. TUm izolatlarimizin kursuna direncli olmasi ve ayrica antibiyotiklere du-
yarl ve direncli suslar arasinda kursun direnci acisindan bir fark gérilmemis olmasi dik-
kat cekici bulunmustur. Enterokoklarda kazanilan direng olarak ortaya cikan, gerek gliko-
peptidlere ve gerekse YDAG'lere direncli suslarin, hastane ortamlarinda bu antibiyotikle-
rin yogun kullaniminin neden oldugu seleksiyon sonucunda baskin hale geldikleri bilin-
mektedir. Ancak agir metallere, 6zellikle de kursuna karsi direncin, bu antibiyotiklerle bir-
likte bakteriler arasinda hangi mekanizma ile yayildiginin aydinlatilabilmesi icin ileri ca-
hsmalara gerek duyulmaktadir.
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