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OZET

Enterokoklar aminoglikozidler ve sefalosporinler gibi yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere direnc-
li olan 6nemli patojenlerdir. Uygun antimikrobiyal tedavinin verilebilmesi icin direncin dogru olarak be-
lirlenmesi 6nemlidir. Bu ¢alismanin amaci, enterokoklarin antimikrobiyal duyarliliklarinin saptanmasin-
da Phoenix sisteminin (Becton Dickinson, ABD), referans mikrodillisyon yontemiyle karsilastiriimasidir.
Calismaya, 2005-2007 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Hastanesi rutin mikrobiyoloji laboratu-
varinda klinik 6rneklerden izole edilen 1248 Enterococcus spp. (903 Enterococcus faecalis, 345 Entero-
coccus faecium) susu alinmigstir. Suglar Phoenix sistemi tarafindan tanimlanmis; ampisilin, teikoplanin,
vankomisin, gentamisin ve streptomisin duyarhliklari Phoenix sistemi ve mikrodillisyon yontemiyle ca-
hsilmistir. iki ydntem arasindaki kategori uyumu oranlari tim antibiyotiklerde %97’nin tizerinde hesap-
lanmistir. Calisilan 1248 sustan 76 tanesinde uyumsuz sonuglar gézlenmistir. Cok biyiik hata oranlari
ampisilinde %1.5, gentamisinde %1.3, streptomisinde ise %0.9 olarak belirlenmistir. Blylik hata oran-
larinin streptomisin icin %1.4, ampisilin ve vankomisin icin %0.6, gentamisin icin %0.3 oldugu gordl-
mus; kiiclik hata oranlari ise vankomisinde %0.2, teikoplaninde %0.1 olarak saptanmistir. Mikrodilis-
yonla elde edilen direng oranlari; streptomisin icin %44, gentamisin icin %29.7, ampisilin icin %25.6,
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vankomisin icin %2.2 ve teikoplanin icin %2.2 olarak bulunmustur. E.faecium’da direng oranlarinin E.fa-
ecalis'e gore daha ytiksek oldugu gorilmdstir. Vankomisine direncli enterokoklarin %96.4'G E.faecium
olarak tanimlanmistir. Sonug olarak elde edilen verilere gore, enterokoklarin antimikrobiyal duyarlilikla-
rinin belirlenmesinde, Phoenix sistemi, “Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)”un onerdigi
mikrodilisyon yontemi ile karsilastinldiginda, glivenilir oldugu sonucuna varilmistir. Ancak, vankomisi-
ne direncli enterokok tanisinin hasta ve hastane acisindan ayri bir 6neme sahip olmasi nedeniyle, Pho-
enix sisteminde vankomisin direnci saptandiginda mikrodiliisyon yontemiyle dogrulanmasi énerilmek-
tedir.

Anahtar s6zciikler: Enterococcus; antibiyotik duyarlilik testleri; mikrodiliisyon; Phoenix sistemi.

ABSTRACT

Enterococcus spp. are important pathogens which are intrinsically resistant to most of the com-
monly used antimicrobial agents such as aminoglycosides and cephalosporins. Accurate determinati-
on of resistance is important to ensure appropriate antimicrobial therapy. This study was undertaken
to compare the susceptibility results obtained by Phoenix system (Becton Dickinson, USA) with refe-
rence microdilution method. We included 1248 Enterococcus spp. (903 Enterococcus faecalis, 345 Ente-
rococcus faecium) strains isolated from clinical samples between 2005-2007 in routine microbiology la-
boratory of Hacettepe University Hospital. The strains were identified and the antimicrobial suscepti-
bilities were determined by the Phoenix system. Antimicrobial susceptibilities to ampicillin, teicopla-
nin, vancomycin, gentamicin and streptomycin were also studied by microdilution method according
to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. Evaluation revealed excellent agre-
ement for all of the antibiotics with category agreement rates of > 97%. Among 1248 strains, 76 re-
vealed discordant results. Very major error rates were 1.5% for ampicillin, 1.3% for gentamicin, and
0.9% for streptomycin. Major error rates were 1.4% for streptomycin, 0.6% for ampicillin and van-
comycin and 0.3% for gentamicin. Minor error rates were found as 0.2% for vancomycin, and 0.1%
for teicoplanin. Resistance rates obtained by microdilution were as follows; high level streptomycin
44%, high level gentamicin 29.7%, ampicillin 25.6%, vancomycin 2.2% and teicoplanin 2.2%. Resis-
tance rates were higher in E.faecium than E.faecalis and 96.4% of the vancomycin resistant enterococ-
cus isolates were identified as E.faecium. In conclusion, based on the data obtained, Phoenix system is
reliable for testing susceptibilities of Enterococcus spp. to these antimicrobials. Since isolation of van-
comycin resistant enterococci has an important impact in terms of hospital infection control, van-
comycin resistance reported by the Phoenix system should be confirmed with an alternative suscepti-
bility testing method.

Key words: Enterococcus; antimicrobial susceptibility testing; microdilution; Phoenix system.

GiRiS

Enterokoklar sepsis, menenijit, endokardit gibi ciddi enfeksiyonlara yol acabilen yay-
gin ve énemli patojenlerdir’-2. Bu bakteriler aminoglikozid, sefalosporin, klindamisin ve
trimetoprim-siilfametoksazol gibi yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere karsi dogal di-
ren¢ gostermekte, bunlarin neden olduklari enfeksiyonlarda tedavi secenekleri sinirh kal-
maktadir'3. Enterokoklarin neden olduklari ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde genellikle
penisilin veya ampisilin ile birlikte aminoglikozidler kullanilmaktadir. Yiksek diizey ami-
noglikozid direnci varliginda, bu kombinasyonun etkili olabilmesi icin yeterli sinerjistik
etki saglanamamakta ve vankomisin ilk tercih edilen antibiyotik olmaktadir'. Bu neden-
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le enterokoklarda antibiyotik direncinin, 6zellikle glikopeptid direncinin dogru saptan-
masi kritik onem tagimaktadir. “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” ente-
rokoklarda mikrodilisyon yontemini 6nermektedir. Bunun yaninda sonuglarin tekrarla-
nabilirligi, tir diizeyinde tanimlamanin yapilabilmesi, ayni anda antibiyotik duyarllik de-
gerlerinin verilmesi, kisa stirede sonuclarin rapor edilebilmesi, epidemiyolojik verilerin
daha kolay ulasilabilmesi ve maliyetin azaltiimasi gibi avantajlar, otomatize tanimlama ve
duyarlilik saptama yéntemlerinin tercih edilmesine neden olmaktadir*>.

Bu calismada, enterokoklarin antimikrobiyal duyarhliklarinin saptanmasinda Phoenix
sisteminin (Becton Dickinson, USA) guvenilirliginin belirlenmesi amaciyla referans mik-
rodillisyon yontemiyle karsilastirmasi yapilmugtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, 2005-2007 tarihleri arasinda izole edilen Enterococcus faecalis ve Entero-
coccus faecium suslari alindi. Phoenix sistemi, Enterococcus casseliflavus ve Enterococcus
gallinarum suglarinin glikopeptid duyarlilik durumunu, buldugu minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) degerinden bagimsiz olarak direngli rapor ettigi icin bu tirler
calismaya dahil edilmedi®. Bir hastadan birden fazla sus calismaya alinmadi, ancak ay-
ni hastada farkl viicut bélgelerinden izole edilen suglar calismaya dahil edildi. izolatlar
Ureticinin talimatlar dogrultusunda Phoenix sistemi tarafindan tanimlandi ve antibiyo-
tik duyarliliklari belirlendi. Ampisilin, teikoplanin, vankomisin, gentamisin ve strepto-
misin duyarlliklari ayrica mikrodiliisyon yontemiyle CLSI 6nerilerine uygun sekilde ca-
lisildi3. Yéntemlerden herhangi biri ile vankomisin direnci saptandiginda, vankomisin
duyarlihgi E-test yontemi (AB Biodisk, Solna) ile de calisildi. Sonuglar arasinda uyum-
suzluk olmasi durumunda, testler tekrarlandi. Direng oranlari hesaplanirken, MIK de-
gerine gore orta derecede duyarli (OD) olan suslar direncli (D) kategorisine alindi. De-
gerlendirmede kategori uyumu (category aggreement), cok buliyik hata (very major
discrepancy), biyiik hata (major discrepancy) ve kiiclik hata (minor discrepancy) oran-
lari hesaplandi’.

BULGULAR

Calisma suresi boyunca izole edilen 903’0 E.faecalis, 345'i E.faecium olmak Uizere top-
lam 1248 Enterococcus spp. ¢alismaya alinmistir. Calisilan 1248 sustan 159’unda iki yon-
tem ile elde edilen sonuclar arasinda uyumsuzluk gézlenmis ve bu suglarda 6nce mikro-
diltsyon testi tekrarlanmis, uyumsuzlugun stiirmesi durumunda Phoenix sistemi ile yeni-
den duyarlilik belirlenmistir. Ancak, 76 susta uyumsuzluk devam etmistir. Iki ydntem ara-
sindaki farkin degerlendirilebilmesi amaciyla hesaplanan kategori uyumu, tim antibiyo-
tiklerde %97'nin Gzerinde bulunmus ve yontemler arasindaki uyum miikemmel olarak
degerlendirilmistir (Tablo I). Antibiyotikler icin saptanan ¢ok buyuk, blyuk ve kiclik ha-
ta oranlar Tablo I'de gortilmektedir.

E.faecium ve E.faecalis icin mikrodillisyon ile elde edilen direng oranlar Tablo II'de ve-
rilmistir. E.faecium’da saptanan direng¢ oranlarinin E.faecalis’e gore daha yuksek oldugu
gOzlenmistir.
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Tablo I. Enterokok Suslarinda Mikrodiliisyon Yontemi ve Phoenix Sistemi ile Elde Edilen Antibiyotik Duyarlilik
Sonuglarinin Karsilastiriimasi

izolat sayisi (%)

Antibiyotik Kategorik uyum (%) Kiigiik hata Biyiik hata Cok biiyiik hata
Ampisilin 97.9 - 7 (0.6) 19 (1.5)
Teikoplanin 99.9 1(0.1) 0 (0) 0 (0)
Vankomisin 99.2 2(0.2) 7 (0.6) 0 (0)
Gentamisin 98.4 - 4 (0.3) 16 (1.3)
Streptomisin 97.7 - 18 (1.4) 11 (0.9)

Tablo Il. Enterokok Suslarinda Mikrodiltisyon Yéntemiyle Elde Edilen Antimikrobiyal Diren¢ Oranlari (Orta
Derecede Duyarl = Direngli)

Ampisilin Teikoplanin ~ Vankomisin Gentamisin  Streptomisin
Sus (say1) Sayr % Sayi % Sayi % Sayi %  Say %
E.faecalis (903) 26 2.9 1 0.1 1 0.1 153 169 293 324
E.faecium (345) 294 852 27 7.8 27 7.8 218 63.2 256 742
Toplam (1248) 320 256 28 2.2 28 2.2 371 29.7 549 440

TARTISMA

Otomatize sistemler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda is yukiini azalttiklari ve daha
kisa stirede sonug verebildikleri icin avantaj saglamaktadirlar. Ayrica, sonuglarin deger-
lendirilmesi ve raporlanmasinda nesnelligin 6n plana ¢ikmasi ve kayitlarin daha iyi tu-
tulmasina sagladigi katkilar da belirtilmektedir. Tenover ve arkadaslarinin® geleneksel
yontemlerle otomatize sistemleri karsilastirdiklari calismalarinda, deneyimi yetersiz ka-
lan teknisyenlerin geleneksel duyarlilik testlerini yanlis yorumlayabilecekleri vurgulan-
maktadir. Calisan teknisyenlere gerekli egitim verildikten sonra enterokoklarda vanko-
misin agar tarama plaklarinin degerlendirilmesi ve disk diflizyon testinde vanB geni ta-
slyan suslarda zon cevresindeki hafif Gremelerin saptanmasi daha dogru yapilabilmis-
tir®. Baska bir calismada, zon caplari élciimiiniin -6zellikle is yiikiiniin agir oldugu labo-
ratuvarlarda- sikici, zaman alici ve 6lcim hatalarina agik bir yontem oldugundan s6z
edilmektedir®. Otomatize sistemlerin kullanimi ile iliskili tim avantajlar, sistemin giive-
nilir oldugu durumlarda gecerli olabilmektedir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde giive-
nilirligin belirlenmesi icin ilgili sistemin referans yontemlerden biri ile karsilagtiriimasi
gerekmektedir. Karsilastirma sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde, kate-
gori uyumunun ve esas uyumun (essential aggreement, EU) > %89.9, cok biiyik hata
oraninin £ %1.5, blylk hata oraninin < %3 ve sistemde Giremeyen sus oraninin < %10
olmasi &nerilmektedir’.
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Literatirde otomatize sistemlerin antibiyotik direncini belirlemekte givenilirligini
test eden farkli yayinlar bulunmaktadir. Fahr ve arkadaslar® 469 enterokok susunda
antibiyotik duyarhlk testlerinin degerlendiriimesinde Phoenix sistemini mikrodiltisyon
yontemi ile karsilastirmislardir. Bulduklari kategori uyumu degerleri; ampisilin icin
%99.4, teikoplanin icin %99.4, vankomisin icin %98.8, gentamisin yuksek direnc icin
%98.2 ve streptomisin ylksek direnc icin %98.2'dir. Enterokoklar icin énemli bir ajan
olan ampisilinde ¢ok biiylik hata saptanmamistir. Tim vankomisine direncli enterokok
(VRE) suslari dogru saptanmis ancak, bir sus yanlislikla VRE olarak bildirilmistir®. Donay
ve arkadaslari® referans disk difiizyon yontemi ile Phoenix sistemini karsilastirmis ve
enterokoklarda ampisilin, teikoplanin ve gentamisin yiiksek direnci icin kategori uyu-
munu %7100 olarak belirlemiglerdir. Vankomisin icin bu oran %92.5 olarak bulunmus,
bunun kuciik hata oranlarindaki fazlaliktan kaynaklandigi ve cok biyiik hata bulunma-
digi belirtilmistir®. Carroll ve arkadaslar'®, enterokoklarda antibiyotik duyarlilik testle-
rinin degerlendirilmesinde Phoenix sisteminin performansini, referans olarak agar di-
lisyon yontemi ile karsilastirmislardir. Bu calismada, ampisilin, vankomisin, tetrasiklin
ve furantoin icin kategori uyumu %7100, esas uyum %99.3 olarak hesaplanmis ve tim
VRE suslari dogru tanimlanmustir. Arastiricilar, enterokoklarda antibiyotik duyarlihginin
saptanmasinda Phoenix sisteminin givenilir oldugu ve VRE icin ek tarama testlerine
gerek olmadigi sonucuna varmislardir'®. Phoenix sistemini E-test yontemi ile karsilas-
tiran Brigante ve arkadaslari* ise E.faecium suslarinda teikoplanin icin kategori uyum
degerini %87.5 olarak bulmus, bunun digindaki tim antibiyotiklerde kategori uyumu-
nu > %90 olarak saptamislardir. Literatiirde enterokoklarda otomatize sistemlerde sap-
tanan antibiyotik direncinin referans yontemlerle karsilastinldigi Turkiye’de yapilmig
bir caismaya rastlanmamistir. Bizim calismamizda saptanan kategori uyumu degerle-
ri > %97, cok blyik hata ve biyik hata oranlar < 1.5 olup, “Food and Drug Admi-
nistration (FDA)” tarafindan onerilen sinirlarda bulunmustur (Tablo II). Elde edilen so-
nuclar literatur ile uyumludur.

VRE tanisi hasta ve hastane acisindan ayri bir Gneme sahiptir. VRE'nin hizli ve dogru
olarak saptanmasi, hastanin uygun tedaviyi alabilmesi kadar hastane enfeksiyonlarinin
énlenebilmesi icin de hayati nem tasimaktadir. Ulkemizdeki hastanelerde de VRE siirve-
yans calismalari baglatiimis, VRE’ye bagl kolonizasyon ve enfeksiyonlar bildirilmistir''-'3,
VRE ile enfekte hastalarda tedavi basarisizigi maliyeti artirmaktadir'®. Ayrica, VRE'lerde
etkin olan sinirli sayidaki antimikrobiyal ajanlara karsi direng de bildirilmistir. Hem van-
komisin hem de linezolide direncli suslarla gelisen bir salginda, bu susla enfekte olan has-
talarda hastanede kalis stresi, morbidite ve mortalitenin daha fazla oldugu gozlenmis-
tir'>. Bizim calismamizda Phoenix sisteminin VRE suslarini basariyla tespit ettigi goriil-
mustlr. Vankomisine duyarli 7 (9%0.6) sugsun Phoenix sistemi ile direncli olarak rapor edil-
mesi dikkat cekmistir. Bu durum literatiirde de géze carpmaktadir’. VRE tespit edilen
hastalarda tedavi secenekleri oldukga kisitlanmakta ve hastanin izole edilmesi hastaneye
ek is glicti ve maliyet getirmektedir. Bunlar g6z ontine alindiginda, Phoenix sistemi tara-
findan vankomisin direnci saptanan suslarda direncin ek bir yontem ile dogrulanmasi uy-
gun olabilecektir.
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E.faecium suslarinda antimikrobiyal diren¢ oranlan E.faecalis’e gore daha yiiksek sey-
retmektedir'®. Ulkemizden bildirilen oranlar da bunu desteklemektedir'’. Kacmaz ve ar-
kadaslari'’, antimikrobiyal direnc oranlarini E.faecalis ve E.faecium icin sirasiyla; ampisili-
ne %11 ve %77, tetrasikline %67 ve %71, siprofloksasine %15 ve %59, levofloksasine
%8 ve %47, norfloksasine %41 ve %53, eritromisine %34 ve %77, kloramfenikole %30
ve %35, rifampine %58 ve %65 olarak rapor etmisler, ylksek diizey gentamisin direnci-
ni ise %8 ve %41 olarak bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da test edilen tim antibiyo-
tikler icin E.faecium’da direng oranlari daha ylksek bulunmustur (Tablo II). Ayrica, sapta-
nan 28 VRE izolatinin 27 (%96.4)'sinin E.faecium oldugu gozlenmistir. Elde edilen verile-
re gore, Phoenix sisteminin enterokoklarda ampisilin, teikoplanin, vankomisin, gentami-
sin ve streptomisin duyarliliklarinin belirlenmesinde guivenilir oldugu sonucuna varilmis-
tir. Ancak, vankomisin direnci saptandiginda alternatif bir yontemle dogrulama o6neril-
mektedir.
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