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The presence of virulence genes in enterococci. For this purpose, the presence of resistance
genes and various virulence genes in 83 enterococcus strains isolated from hospitalized patients in Mus
State Hospital Intensive Care Unit were investigated by polymerase chain reaction (PCR) method. At the
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1. GIRIS

Molekiiler biyoloji ve biyo-teknolojideki gelismeler sonucu saglik sektoriinde de
onemli gelismeler meydana gelmistir. Bu gelismeler beraberinde bir¢ok hastaligin teshis
ve tedavisinin gerceklesmesini olumlu yonde etkilemistir. Ancak yogun bakim
tinitelerinde hasta yatig sliresinin uzamasi, kontrolsiiz antibiyotik kullanimi ve bagisiklik
sistemi baskilanmis hastalarda hastane kaynakli enfeksiyonlarin artmasina neden
olmustur. Hastane kaynakli enfeksiyonlar gogunlukla hastanin hastaneye kabuliinden 48
ila 72 saat sonunda ve hastaneden ayrildiktan sonraki siiregte 10 giin iginde
gelismektedir. Bu tanima uzun inkiibasyonlu enfeksiyonlar (protez, cerrahi alan
enfeksiyonlarr)  dahil  edilmemistir  (Ozbalikgt  Karaman, 2007). Hastane
enfeksiyonlarina neden olan bakteriler ciddi hastane enfeksiyonu salginlarina neden
olabilmektedir. Bu bakteriler antibiyotiklere direng gelistirmekte, hastane ortaminda
kalict olabilmekte ve saglikli hastane personeli araciligi ile diger hastalara
bulasabilmektedir. Bu bakterilerden bagirsak kolonizasyonu sik olan ve vankomisine
direng gelistiren enterekoklar hastane kaynakli enfeksiyonlarda ciddi 6nem kazanmistir
(Alp, 2008). Hastane enfeksiyonlari yogun bakim hastalarinda énemli bir problemdir.
Enterekoklarin bagirsak florasinda yer almasi hastalar arasi bulag ve bu bakterilerin
hastane sartlarina dayanikli olmas1 bu etkenlere bagli hastane enfeksiyonlarinin siklikla
goriilmesine neden olmaktadir. Enterekoklarin nazokomiyal patojenler olarak Gnemi
sahip olduklar1 intrinsik diren¢ ve genis antimikrobiyal diren¢ kazanma kapasiteleri
nedeniyle 1980’li yillarin basindan itibaren 6nemli olarak artmistir (Arias ve Murray,
2012). Son zamanlarda enterokoklar iizerine ilginin yogunlasmasinin tek nedeni
nozokomiyal enfeksiyonlarina ve toplum kokenli enfeksiyonlara neden olmanin disinda
baz1 antibiyotiklere kars1 gdsterdikleri direngtir (Erbek ve Ozakin, 2002). Vankomisin-
teikoplanin direngli enterekoklar; ¢ogunlukla olarak nozokomiyal enfeksiyonlara, idrar
yolu enfeksiyonlarina ve cerrahi yara enfeksiyonlarina, kan dolasimi enfeksiyonlarina

siklikta neden olmaktadir. (Chou ve ark., 2007).

Bakterilerde patojeniteyi belirleyen virulens ozellikler cesitli genler tarafindan
kodlanmaktadir. Bu genlerin enterekok enfeksiyonlarinda rolii oldugu ileri stirtilmiistiir.
Bu calisma ile Mus Devlet Hastanesi yogun bakim servisi hastalarindan izole edilen
suslarda, virulens genlerin varligini arastirmak amaglanmistir. Bu amagla izole ve
identifiye edilmis suslarda asal, gelE, cylA, hyl, esp, cfr, agg, ace, VanA, VanB ve

VanC genlerinin varligi PCR ile arastirilacaktir.



1.1. Temel Bilgiler

Enterokoklar 1980°1i yillardan bu yana nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli
etkenlerinden olan vankomisine direngli olan enterekoklar nozokomiyal patojenler
arasinda st siralarda yer almaktadir (Aktas ve Derbentli, 2009). Enterekoklar insan ve
hayvanlarin bagirsak florasinda kommensal olarak bulunmaktadir. Bagirsak yollarinin
normal bir birlesimi olarak kabul edilen enterokoklar, ciddi ve hayati tehdit eden
hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan bir patojen olarak hizla ortaya ¢ikmaktadir
(Upadhyaya ve ark., 2009).

Uzun yillar zararsiz ve medikal agidan 6nemsiz olduguna inanilan enterekoklar
son yillarda %61 oraninda yiiksek mortalite ile en yaygin hastane enfeksiyonlarina
sebep olan patojenler arasina girmistir (Torun, 2017). Enterokoklarin nozokomiyal
enfeksiyonlara ve toplum kokenli enfeksiyonlara siklikla neden olmalarinin yaninda
antibiyotiklere kars1 gelisen belirgin bir direng bu etkenlerin arastirmacilarin dikkatleri
iizerlerine cekmelerine neden olmustur (Erbek ve Ozakin, 2002). Yeniden siniflandirma
ile 1984’te enterekoklar olarak adlandirilan cinsin igerisinde 34 tiir yer almaktadir.
Bunlardan insan hastaliklarindan en sik soyutlanan tirler %80-%90 oranla

Enterococcus faecalis ve %5-%10 oranla Enterococcus faecium’dur (Torun, 2017).
1.2. insanlarda Enterokok Enfeksiyonlar

Enterokoklar 1930°lu yillarda iireme oOzellikleri 1ile streptokoklardan
ayrilmislardir. Enterokoklar 1970°1i yillardan itibaren hastane enfeksiyonlari etkeni
olarak izole edilmis, 1980’11 yillar sonrasi ise vankomisin direncinin ortaya c¢ikisi ile
hastane kokenli enterokok enfeksiyon oranlarinda belirgin bir sekilde artig tespit
edilmistir (Cetinkaya Aydin, 2015).

Hastanede yatan hastalarda, enterokoklar ile gelisen hastane enfeksiyonlari:
endojen kokenli veya ekzojen kokenli olmak tizere iki farkli sekilde karsimiza
cikmaktadir. Enterokoklar, infekte hastalarin cikartilartyla genis bir alana yayilarak,
duyarli hastalarin idrar yollarina, kan, beyin omurilik sivisi gibi viicut sivilarinin
bulundugu bolgelere kolonize olarak bu bolgelerde, sepsis, endokardit, pelvik
enfeksiyonlar, iiriner sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi, karin i¢i enfeksiyonlar, cerrahi
yara enfeksiyonlari, menenjit, kemik enfeksiyonlari, yumusak doku enfeksiyonlari,
santral sinir sistemi enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve yeni dogan
enfeksiyonlarina neden oldugu goriilmiistiir. Bunlardan en ¢ok problem yaratan
bakteriyemidir (Ak¢imen ve Koksal, 2010; Ural, 1998) “Enterokok bakteriyemisi



siklikla nozokomiyal kaynaklidir. No&tropeni, hemodiyaliz, cerrahi girisimler, organ
transplantasyonu, parenteral beslenme, uzun siireli antibiyotik kullanimi, kortikosteroid
kullanimi, kemoterapi, ciddi hastaliklar, iiriner kateterler ve mukozit bakteriyemi i¢in
predispoze faktorlerdir (Devriese ve ark., 2006; Yildirim, 2007).

Bu giine kadar yapilan arastirmalar neticesinde enterokoklara bagl
bakteriyemilerde %42-%68 oranlarinda 6liime neden olduklart bildirilmektedir. Ayrica
boyle hastalarin ileri seviyede immiin zayif olmalari ve ¢ogu hastada polimikrobiyal
bakteriyemi goriilmesinden dolay1 enterokoklarin 6liimciil vakalarda ki aldiklar1 rol tam
olarak aydinlatilamamistir. Bagka arastirmalarda da 6liimciil vakalarda ki enterokoklarin
rollerinin %31-37 oraninda oldugu bildirilmistir. (Edmond ve ark., 1996). Enterokoklara
bagli onemli enfeksiyonlarin nedeni, adezyon ve salgisal virulans genlerinin
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Virulans faktorleri konak dokuya yapisma,
kolonizasyon, invazyonu artirmak ve konak bagisiklik sisteminin modiilasyonunu
gerceklestirmek yoluyla enfeksiyonun siddetini artirarak enterokok enfeksiyonlarinin
patogenezine katki saglamaktadir (Sava ve ark., 2010).

Vankomisin direngli enterokok (VRE) enfeksiyonu, lokalizasyonla iliskili klinik
belirtilerin birlikte bulundugu ve kiiltiirde VRE’nin tespit edildigi durum olarak kabul
edilmektedir. Simdiye kadar klinik 6rneklerden elde edilen izolatlarin az bir kismini E.
faecium (%5-%10), ¢ogunu ise E. faecalis (%80-%90) olusturmaktadir. Hastane
enfeksiyonlarinda ¢ogul ilag direncine sahip E. faecium izolatlarmin izolasyon
oranlarinin artig gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yaninda azda olsa E raffinosus, E.
casseliflavus, E. mundtii, E. gallinorum, E. durans, E. avium, E. hirae,ve E. flavescens
gibi diger bazi tiirlerin de nozokomiyal enfeksiyonlarinda etkili oldugu, klinik
materyallerden izole edilen suslarda bu tiirler de goriilmiistiir. Bunun yaninda E.
pseudoavium, E. sulfureus ve E. malodoratus tiirleri ayrica PYR (Pyrolidonly-beta
naphilamide) negatif tipik olmayan enterokoklar olarak isimlendirilen E. cecorum, E.
columbae ve E. saccharolyticus su ana kadar insan enfeksiyonlarindan izole
edilmemistir (Sood ve ark., 2008).

1.2.1. Nazokomiyal enfeksiyonlar

Onemli bir saglik sorunu olarak saglik bakimu ile ilgili gelisen enfeksiyonlar
yogun bakim iinitelerinde artmis olan mortalite, morbidite ve maliyetin en 6nemli
nedenlerinden birisi olarak tilkemizde ve diinyada karsimiza ¢ikmaktadir. Tiim diinyada

VRE enfeksiyonlar yliksek mortalite ve siirli tedavi segenekleri nedeniyle énemli bir



saglik sorunu olup hastane enfeksiyonlarinin yaklasik %12’sinden sorumludur (Joels ve
ark., 2003). Hasta ve kurum ile iligkili farkli degiskenler yogun bakim iinitelerinde bu
oranlarin yiiksek olmasina zemin olusturmaktadir. Hasta ile iliskili degiskenler i¢inde;
yas, altta yatan hastaliklar, beslenme ve bagisiklik durumu yer almakta iken, kuruma
bagl degiskenle ise; fazla hasta sayisi, personel sayisinin yetersizligi ve sirkiilasyonu, el
yikama, sterilizasyon, dezenfeksiyon, izolasyon ve asepsi prosediirlerine etkin
uyulmamasi, tinitenin mimari yapisinin uygunsuzlugu ve bilgi eksikligi gibi bir¢ok
faktor etkilidir (Yiiceer ve Demir, 2009). Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda
hastanin durumunda meydana gelen degisikliklere bagli olarak antibiyotik kullaniminin
fazla olmasindan kaynakli ¢ogul antibiyotik diren¢li mikroorganizmalarin olugsmasina
onemli bir etki olusturmaktadir (Yalgin, 2009).

Saglik bakimi ile ilgili gelisen enfeksiyon faktorleri degerlendirildiginde;
hastaneler arasinda farkliliklar goriildiigii gibi ayni hastanenin farkli yogun bakim
tiniteleri arasinda bile farkliliklar oldugu goriilmektedir. Yogun bakim iinitelerinde
enfeksiyona neden olan mikroorganizmalarin tespiti, antibiyotik diren¢ mekanizmalari
ve duyarlilik durumlarinin takibi ¢ok dnemlidir. Hastane enfeksiyonlarinin gorildiigii
bu iinitelerde alinacak enfeksiyonla miicadele etme veya enfeksiyonlarin kontrol altina

alinmasinda 6nemli bir adimdir (Kutkan, 2016).
1.3. Enterekoklarda Diren¢ Mekanizmalari

Enterokoklarin  6nemli Ozelliklerinden biriside antimikrobiyallere kars1
gosterdikleri yliksek diren¢ oranlaridir. Enterokok enfeksiyonlarinda goriilen yiiksek
mortalite oranlarinin nedeni bu Ozellikleridir. Enterokoklarda dogal (intrensek) ve
kazanilmis (ekstrensek) olmak iizere iki tip vankomisin direnci vardir (Aktas ve
Derbentli, 2009). Cok farkli antimikrobiyale karsi gosterdikleri intrensek ve/veya
kazanilmig dirence sahip enterokoklarin sebep olduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinin
daha zor, hastalarin hastanede kalma siirelerinin uzamasina neden olmaktadir (Yildiz,

2014).
1.3.1. Intrensek direng

Canlinin kendi DNA’sinda, kendisine 6zgii direng genlerine sahip olmay: ifade
etmektedir. Kromozomal direnci ifade eder. Enterekok tiirlerinde penisilin, safalosporin,
trimetoprim-sulfametaksazol, diisiik diizeyde aminoglikozit, polimiksin, monobaktam

ve kinopristin/dalfopristin direnci bu tarzdaki dirence 6rnek olarak verilebilir (Yildiz,



2014). Enterokoklarda bir¢ok antibiyotige karsi kromozomal direng séz konusudur.
Bunlardan baslica olanlar1 betalaktamlar ve aminoglikozitlerdir. (Aktas ve Derbentli,
2009).

1.3.2. Kazanilmis direnc¢

Kazanilmis diren¢ mutasyonlar veya plazmid, transpozon gibi hareketli genetik
elementlerin  kazanilmas1 (konjugasyon, transdiiksyon, transformasyon) sonucu
meydana gelmektedir. Aminoglikozid, tetrasiklin, makrolid ve glikopeptit direnci bu tiir
diren¢ kapsaminda ortaya c¢ikmaktadir (Yildiz, 2014). Enterokoklardaki direng
mekanizmalari ile bunlarin eritromisin, florokinolonlar, tetrasiklin kloramfenikol ve
klindamisine karsi yiiksek diizey rezistansin yani sira yiiksek seviyede aminoglikozit
direnci betalaktamaz iiretiminin yanisira diger mekanizmalarin neden oldugu seviyede
penisilin direnci ve glikopeptit antibiyotiklerine diren¢ kazanilmas1 miimkiindiir (Engin,
2000).

Enterokoklarin diren¢ mekanizmalarint daha iyi ortaya koyabilmek icin bu
antibiyotiklerin yer aldigi gruplar1 ve bu antibiyotiklerin etki mekanizmalarinin

bilinmesi gerekmektedir (Sekil 1.1; Cizelge 1. 1).
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Sekil 1. 1. Vankomisin antibiyotiginin ve vankomisine direngli enterokoklarda VanA direncinin hiicre
duvar Onciilerine etki mekanizmasi (Patel, 1999'dan aktaran Coleri ve Cokmiis, 2008)



Cizelge 1. 1. Antibiyotik gruplar1 ve etki mekanizmalar1 (Ozteber 2013)

Antibiyotik | Kimyasal Yapilarina Gére Grubu Etki Mekanizmasi
Eritromisin Makrolid Protein sentezini inhibe eder
Gentamisin Aminoglikozit Protein sentezini inhibe eder
Linkomisin Linkozamid Protein sentezini inhibe eder
Teikoplanin Glikopeptid Hiicre duvar sentezini inhibe eder
Tetrasiklin Tetrasiklin Protein sentezini inhibe eder
Vankomisin Glikopeptid Hiicre duvari sentezini inhibe eder

1.3.2.1. Glikopeptid direnci

Beta-laktam antibiyotiklere direngli enterokoklardaki artis nedeniyle glikopeptid
antibiyotikler kliniklerde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Glikopeptid
antibiyotiklerden 6zellikle vankomisin ve tikoplanin kullaniminda artis goriilmistiir. Bu
da beraberinde birtakim sorunlara neden olmustur. Enterokoklarin glikopeptid direnci
glinlimiiziin basta gelen sorunlardan biri olmustur. Kazanilmis ya da intrensek seklinde
dort cesit glikopeptid direnci ortaya konulmustur (Erbek ve Ozakin, 2002).
Enterokoklarda teikoplanin ve vankomisin en ¢ok kullanilan glikopeptidlerdir. Hem
vankomisin hem de teikoplanin gram-pozitif bakteri hiicre duvarim1 meydana getiren
peptidlerin  u¢ noktasinda yer alan D-Ala-D-Ala dizisine baglanma yoluyla
transglikozilasyon reaksiyonunu ile miirein tabakasinin olusumuna mani olarak etkisini
gostermektedir. Enterokoklarda normal kosullarda miirein olusumunda 2 D-Alanin
molekiilii ligaz enzimiyle baglanip, D-Ala-D-Ala meydana gelir. Miirein yan zincirinde
D-Ala-D-Ala molekiiliiniin bulunmasi gerekirken ligaz araciligiyla D-Ala-D-Laktat ya
da D-Ala-D-Serinin olusturularak baglanmasi neticesinde bir glikopeptit olan
vankomisinin baglanmas1 gerecken yere baglanma kabiliyeti zayiflar. Neticesinde
antimikrobiyal direng gelisir. Glikopeptid direncinin klasifikasyonu fenotipik olarak
minumum inhibitér konsanrasyonu (MIK) degerlerine gore yapilirken artik
Klasifikasyon, ligaz enzimini kodlayan spesifik genlerin ortaya konulmasiyla
gerceklestirilmektedir. VanA, VanB, VanD ile VanG fenotipindeki antimikrobiyal
direng tiplerinde D-Ala-D-Laktat olusturulmakta, VanC ve VanE fenotipi direng
seklinde ise D-Ala-D-Serin meydana gelmektedir (Cetinkaya ve ark., 2000). Bu
calismamizda 6zellikle yogun bakim hastalarinda alinan 6rnek suslarda VanA, VanB ve
VanC fenotipleri arastirilmistir. VanA ile VanB direng fenotipleri entorokoklarda yer

almayan yani kromozomal direngte yer almayan sonradan edinilmis gen dizileri



neticesinde ortaya g¢ikar. Bu tipteki antimikrobiyal direng ilk 6nce E. faecalis ile E.

faecium izolatlarinda belirlenmistir (Cetinkaya ve ark., 2000).
Cizelge 1. 2. Enterokoklarda glikopeptid direng tipleri (Murray 2000 ve Guardabassi 2004)
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1.3.2.1.1. Yiiksek seviyede vankomisin direncinin mekanizmasi

Gram pozitif bakteriler icerisinde ilk 6nce enterokok suslarinda vankomisine
direng sorunu karsimiza ¢ikmustir. E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda 80’li yillarin
sonunda diren¢ sorunundan soz edilmeye edilmis bu yildan itibaren vankomisine
direngli enterokok infeksiyonlar1 diinyanin bir¢cok yerinden bildirilmeye baslanmistir.
Vankomisine direncli enterokok suslarinda yeni bir ligaz enzim varliginin bilinmesi ile
birlikte, ligaz enziminin peptidoglikan yapisinin prekiirsér molekiil olan D-ala-D-ala alt
ucunun karakterinde degisiklige neden oldugu ortaya konulmustur. Ligaz enziminde

meydana gelen bu degisiklikte vankomisinin bahse konu yere baglanmasi engellenir.



Boylece beklenen antibakteriyel etkiyi engellemis olmaktadir. Enterokok suslarinda dort
fenotipte (VanA-D) vankomisin direnci ile karsilasiriz (Mederski-Samoraj and Murray,
1983; Uttley, 1988). VanA fenotipinde teikoplaninle birlikte vankomisinede yiiksek
seviyede antimikrobiyal direng goriliir. Glikopeptidlerin  siklikla kullanilmasi
enterokoklarda VanA tipi direncinin tetiklenmesi bakimidan potansiyel bir durum
teskil ettigi saptanmistir (Mederski ve ark.,, 1983; Vincent ve ark., 1991).
Enfeksiyonlarda vankomisinin siklikla tercih edilmesi bununla birlikte yanlis kullanim
problemlerini de beraberinde getirmistir. Bu yanlis kullanimlar sonucu VanA
fenotipindeki diren¢ sorunu ortaya ¢ikmistir. Tn1546 transpozonu iizerinde bulunan
vanA gen grubunun plazmidler vasitasiyla ayni bakteri tiirtindeki suslar arasindaki
aktariminin diginda farkl tiirlere ait suslar arasinda da aktarimi glikopeptid direncinin
yayginlasmasina zemin hazirlamigtir (Smith ve ark, 1999). VanB tipi dirence sahip
enterokok izolatlarinin teikoplanine duyarli iken vankomisine direngli oldugunu
goriiyoruz. Bazi enterokok tiirlerinde goriilen VanC tipindeki direng endojenik olarak
goriilen vankomisin direncidir. VanC tipindeki dirence sahip izolatlara kars teikoplanin
daha etkili oldugu goriilmektedir. Bu direng Enterococcus casseliflavus ve E.
gallinorum suslarinda saptanmistir. E. faecium suslarinda VanD fenotipi direng hem
vankomisin, hem de teikoplanin direng tanimlanmistir (Mederski ve ark., 1983; Uttley,
1988; Onciil, 2010).

1.3.2.2. Glikopeptid direnc fenotipleri ve Linezolid Direnci

Simdiye kadar glikopeptit direnciyle ilgili alt1 fenotip belirlenmis olup, bunlar
VanA-G’dir. Bunlardan en sik rastlanan fenotipler VanA, VanB ve VanC’dir. VanA
fenotipinde dirence sahip izolatlarda, vankomisin i¢in MIK degeri: 64 > 1024 pg/ml;
teikoplanin igin ise MIK degeri: 16 > 512 pg/ml gibi yiiksek seviyede iken; VanB
fenotipine sahip suslar ise vankomisine degisik seviyelerde direngli bunun yani sira
teikoplanine duyarli olduklari gorilmiistiir. VanA ve VanB fenotiplerinde goriilen
antimikrobiyal direng¢ tetiklenebilir ve aym zamanda baska tiirdeki izolatlara
aktarilabilmektedir. VanC tipinde dirence sahip suslar vankomisine diisiik seviyelerde
kromozomal direngli oldugu ve teikoplanine da duyarli oldugu goriilmiistiir. Bu direng
indiiklenememekte ve aktarilamamaktadir (Malathum ve Murray, 1999).
Enterokoklarda glikopeptit direncini arttiran baslica unsurlar; hastanede uzun siireli

kalma, yogun bakim iinitelerinde yatis, immun yetmezlik, enteral beslenme, 6zellikle



sefalosporin ve vankomisini 6nceden kullanma gibi faktorlerdir (Lautenbach ve ark.,
1999).

1.3.2.2.1. VanA fenotipi

En yaygin olan direng fenotipidir. VanA tip direng fenotipi genellikle diger
fenotiplere oranla daha yiiksek dirence aracilik eder ayni zamanda tikoplaninine de
capraz diren¢ olusturur. VanA fenotipini kodlayan gen kiimesi tipik olarak Tn1546
transpozono tizerinde yer alir (Arthur ve ark., 1993). VanA geni transfer edilebilen ve
transfer edilemeyen plazmitler ayrica bakteriye ait kromozomlarda yer alabildigi
belirtilmistir. Diger tiirlerden ziyade VanA geni E. faecium’a has oldugu diistiniilmiis,
ancak bundan bagka enterokok tiirlerinde ve enterokok disi bazi tiirlerde bulundugu
belirtilmistir (Malathum ve Murray, 1999). vanH, vana, vanS, vanX, vanZ, vanR ile
vanY genleri VanA operonunda bulunurlar. VanA operonunda yer alan genlerin
ekspresyonu neticesinde peptidoklikan onciillerinin u¢ noktasinda D-Ala-D-Laktat
sentezlenmektedir. Yeni sentez iiriinii D-Ala-D-Ala’nin yerini alir. Bunun sonucunda
vankomisin degisen bilesige azalmis bir afinite ile baglanir (Reynolds ve ark., 2005).

Glikopeptid direnci enterokoklarda, VanA'dan VanG'ye kadar cesitlilik
gostermektedir. Bu ¢esitlilige ragmen direng mekanizmasi biitiin fenotiplerde benzerlik
gostererek, vankomisinin baglanmasi gereken yere daha diisiik bir affinite ile
baglanmasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Sekil 2.2'de de gorildigi gibi vankomisin
varhiginda indiiklenme s6z konusu olup, sensoérkinazin bir diizenleyici cevap proteini ile
iliski kurmasi neticesinde, vankomisin direncini kodlayan genlerin transkripsiyonu

stimile edilir.
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Glikopeptide duyarl Glikopeptide direncli
2-L-Ala Pirlvat D-Ala-D-Ala
vanH
Ala rasemaz 1 HADH vank
2-D-Ala D-lac 2D-Ala
D-Ala-D-ala ligaz +D-Ala
vana
ATP L ATP
D-Ala-D-Ala D-Ala-D-lac
UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys D-Ala-D-Ala UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys
ekleyen enzim
v W,
UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys-D-Ala UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys-D-Ala-D-lac &8
D-Ala
UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys-D-Ala vant UDP-Mur-L-Ala-D-Ghi-L-Lys-D-Ala+D-ala
——

Sekil 1. 2. Vankomisin antibiyotiginin ve vankomisine direngli enterokoklarda VanA direncinin hiicre
duvar onciilerine etki mekanizma durumu (Patel, 1999'dan aktaran Coleri ve Cokmiis, 2008)

Transkripsiyon bagli olarak genler translasyon ile vankomisine oldukg¢a diisiik
seviyede afinite ile baglanabilmektedir. Boylece miirein tabakasindaki D-ala-D-ser veya
D-ala-D-lak ile sonlanan onciillerin meydana gelmesine olanak veren ligaza
dontismektedirler. Baska translasyon iiriinleri ise Dala-Dala dipeptidlerini kesip bakteri
duvarinin temel bilesiminde bulunan glikopeptidlere hassas hedefleri yok ederler.
Vankomisine direngli suslarda miirein onciiliigiindeki bu modifikasyonlar, glikopeptid
ajanlarin baglanacagi yere bin kat daha disiik bir afinite ile baglanmasi sonucunu
dogurur. Bu mekanizma ile bakteri hiicre duvari olusumu engellenmis olur (Murray

2000; Guardabbasi 2004'den aktaran, Coleri ve Cokmiis, 2008).
1.3.2.2.2. VanB fenotipi

Van B fenotipi baskin olarak enterokok tiirleri igerisinde en ¢ok E. faecium ve E.
faecalis izolatlarinda goriiliir. Bu fenotipin E. casseliflavus suslarinda da belirlendigi
rapor edilmistir (Erbek ve Ozakin, 2002). VanB tipi direng enterokoklarda VanA ligaza
benzer 6zellik tasiyan VanB ligaz ile olusmakta, meydana gelen VanB tekrar D-ala-D-
ala-laktat pentapeptidin’in meydana gelmesine sebep olmaktadir. intrensek direnglidir,
ayn1 zamanda transpozon veya plazmidde de kazanilmis direng ile aktarilabilir 6zellik

kazanmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000).



11

VanA ve VanB genleri benzer olup baz1 farkliliklara sahiptirler. VanZ harig,
VanA’da bulunan genlerin altis1i VanB’de mevcuttur. Vankomisin ile tetiklenen VanS
ve VanR’yi diger bir glikopeptid olan teikoplanin etkilemez. Neticede teikoplanine
duyarlilik ortaya ¢ikmaktadir, bununla birlikte vankomisinle tetiklenen teikoplanin
direnci ortaya ¢ikmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000; Rice., 2001).

VanA ile VanB arasindaki O6nemli bir farklardan biride goriilme sikligidir.
VanA’nin goriilme siklig1 daha fazladir 6zellikle Avrupa’da baskin tip olarak karsimiza
cikmaktadir. ABD’de ise VanB’nin goriilme siklig1 daha fazladir. Ayni1 zamanda bu iki
fenotipin goriildiigii mikroorganizmalar da farklilik gostermektedir. (Cetinkaya ve ark.,

2000; Rice., 2001).
1.3.2.2.3. VanC fenotipi

Bu direng tipi, E. gallinarum, Enterococcus flavescens ve E. casseliflavus
suslarinda tespit edilen, vankomisine diisiik diizeyde direngli olduklar1 tesbit edilmistir.
VanC tipi direnci kodlayan genler diger direng genlerinden (A, B, D ve E) farkli olarak
yapisaldir (endojenik). Van C, membran proteinleri tarafindan meydana getirilen yapisal
bir diren¢ oldugundan indiiklenemez ve transfer edilemeyen bir direngtir. E.
casseliflavus ve E. galinarum izolatlarinin vankomisine duyarlilign baska enterokok
izolatlarindan daha azdir. E. galinarum izolatlarinin tamami vankomisine diisiik

seviyede direngli iken teikoplanine duyarli oldugu saptanmustir (Vincent ve ark., 1991).
1.3.2.2.4. Linezolid direnci (cfr geni)

Linezolid, vankomisine diren¢ gosteren enterokok enfeksiyonlarinda oldukega sik
kullanilmaktadir. Linezolide direng; cogunlukla glikopeptidlere direngli izolatlarda
olmak tiizere ve glikopeptidlere duyarli izolatlarda da tespit edilebilmektedir (Afsar ve
ark., 2012). 23S rRNA’da A2503’te metiltransferaz ve adenozin modifikasyonunu
kodlayan cfr geninin horizantal kazanimi ile gergeklesebilmektedir. Cfr; genellikle
plazmidlerde bulunmakta ve fenikol, linkozamin, oksazolidon, ploromutilin ve

streptogramin A’ya ¢apraz dirence de neden olur (Tian ve ark., 2014).
1.4. Virulans faktorler

Enterokoklar diisikk patojeniteye sahip olmalarina karsin toplum koékenli ve
Ozellikle nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan Onemli etkenlerdir (Acar ve ark.,
1996). Ozellikle cevre kosullarina uyum yeteneklerinin yiiksek olmasi ve antibiyotiklere

kars1 diren¢ mekanizmalar1 gelistirmeleri agisindan sorun teskil eden bakteriler



12

arasindadir (Moellering, 1992). Ayni zamanda ¢oklu ilag direnci gostermeleri ve bu
organizmalarin virulans faktorlerinin kazanilmasindan kaynaklanmaktadir (Upadhyaya
ve ark., 2009).

Enterokoklar genelde, S. pyogenes ve S. aureus, tiri bakteriler gibi
kromozomal virulans ozellikleri yoktur. Sindirim sisteminde kommensal olarak yer
alirlar, ancak entrokoklar bazi hallerde ekstraintestinal yayilim gostererek cesitli
enfeksiyonlara neden  olmaktadirlar. Normalde bir virulans  determinant
addedilmemesine ragmen antibiyotiklere karsi gelisen direng ve virulansa dair yeni
genetik element edinebilme; bakteriyi daha patojen kilar ve insanda degisik yerlere
kolonizasyonuna ve neticede siradisi enfeksiyon olusturmasini destekler. Gen transferi,
bakterilerin virulansini belirleyen tek faktor degildir. Birgok caligmada bakteriye ait

cesitli virulans faktorlerin oldugu goriilmistiir (Upadhyaya ve ark., 2009).
1.4.1. Agregasyon faktorii (Asa 1)

Bu faktor, E. faecalis’in indiiklenebilir yiizey proteini olan, asal geni tarafindan
kodlanan, okaryotik hiicrelere adezyon ve konjugasyonu esnasinda hiicreler arasi temas
icin gereklidir (Fisher ve. Phillips, 2009).

Bir yiizey proteini olan agregasyon faktoriiiki bakteri arasinda plazmid
aktarimimi kolaylastirir. Mikroorganizmalarin agregasyonuna da olanak vererek
patojeniteye katki saglamaktadir. Enterokoklar bobrek epitel ve kalp kapaklar
hiicrelerine baglanma, iriner sistem ve endokardit enfeksiyonu meydana getirme
yetenegini agregasyon faktoriine borcludur. Baslica katater enfeksiyonlarinda, E.
faecium izolasyonu E. faecalis’e gore daha azdir. Agregasyon faktorii ayrica E. faecalis

izolatlarinda adezyonu saglar (Tailor ve ark.,1993).
1.4.2. Enterokokal yiizey proteini (Esp)

Esp geni tarafindan kodlanan hiicre dis1 yiizey proteini (esp), hiicre duvart ilgili
bir protein ¢esididir. ESp geni enterokoklarin kolonizasyonu ile iligkili oldugu gibi
enterokoklarin virulans 6zelligini arttirir. (Fisher ve Phillips, 2009).

Esp proteinini virulans faktorleri igerisinde 6nemli kilan; biyofilm olusturma,
bagisiklik sisteminden kacis ve kolonizasyondaki roliidiir (Tsikrikonis ve ark., 2012;
Akgiil ve ark.,2016; Sava ve ark., 2010). Enterokokal yiizey proteini enterokoklarda
biyofilm olusumunu arttirarak endokardit sepsis ve {iriner enfeksiyonlarin

patogenezinde rol alan 6nemli bir virulans faktoridiir. E. faecalis enterokokal yiizey
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proteini tiim suslarda yayginken, E. faecium enterokokal yiizey proteini hastane kokenli
izolatlarda daha siktir. E. faecium esp gen ekspresyonu c¢evre kosullarindaki
degisikliklerden etkilenmektedir. Ornegin 37°C’de ekspresyonu artarken, oksijensiz
ortamda azalir (Gultekin, 2004; Torun, 2017). esp geni tasimayan E. faecalis suslarinin
plazmid ile esp genine sahip olduktan sonra biyofilm olusturma yetenegi kazandigi

goriilmiistiir (Latasa ve ark., 2006).
1.4.3. Sitolizin (Cyl)

Enterokokal virulens faktorlerinden sitolizin en iyi karakterize edilenlerdendir.
Sitolizin sentezi sayesinde enterokoklar konak canlinin bagisiklik sisteminden kagmayi
basarmaktadir. Sitolizin sentezinden sekiz gen sorumludur. (Chajecka ve ark., 2016). Bu
virulans faktoriinii kodlayan gen bdolgesi plazmit {izerinde yer aldigi gibi bakteriyel
kromozom tizerinde bulunabilir (Karabiyik, 2011).

Epidemik vakalardan soyutlanan E. faecalis izolatlarinda %60 oraninda
belirlenebilen bir virulans 6zellik olup ayrica hemolitik karakteri vardir. Toksititesinin
yaninda degisik gram pozitif bakterileri etkileyebilen “bakteriyosin” islevine sahip
oldugu ortaya konulmustur. Bu toksin at ve insan kaninda hemoliz
olusturabilmekteyken, koyun eritrositlerine etki etmeyisi laboratuvar tani agisindan
onemlidir (Giiltekin, 2004). Sitolizinler cylM, cylLS, cyll, cylR1, cylB, cylR2, cylLL ve
cylA olarak adlandirilan 8 genin denetiminde tretilmektedir (Gilmore ve ark., 1994).
Sitolizin ayn1 zamanda hemolizin olarak isimlendirilmektedir. Sitolizinler, E. faecalis’in
birgok klinik izolatlar1 tarafindan iiretilen, L ve S sitolizin olarak isimlendirilen iki
posttranslasyonel modifiye peptit olarak bulunmaktadir. Bu peptitler, bagisiklik
hiicreleri de oldugu gibi dkaryotik hiicrelerde litik aktiviteye sahip bir 6zellige sahiptir.
E. faecalis sitolizini ile ilgili birgok caligma, bu molekiilin deneysel modellerde

enfeksiyonu siddetini arttirdigini1 géstermektedir (Van Tyne ve ark., 2013).

1.4.4. Jelatinaz (GelE)

Bakterilere ait proteinazlarin asil islevi; mikroorganizmanin peptid ihtiyaglarini
karsilamaktir. Ancak proteazlarin konak hiicrelerine dolayli zarar vermesinden dolay1
virulens faktor olarak da adlandirilabilirler. Jelatinaz ve serin proteazlar E. faecalis igin
salgilanabilen iki proteazdir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004). E. faecalis’ten saflastirilarak
elde edilen jelatinaz, ¢inko bulunduran hiicre disi metalloproteinazdir. Bu
metalloproteinaza sahip E. faecalis izolatlar1 insan endotelyumunu etkisizlestirmesi

sebebiyle “kokkolizin” seklinde yeniden adlandirilmistir. Bununla birlikte jelatinaz adi
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cogunlukla kullanilmaktadir (Portenier ve ark., 2003; Yildiz, 2014). Jelatinaz iireten E.
faecalis izolatlarmin akut toksik etkileri jelatinaz tiretmeyen izolatlara gore yiiksek
bulunmustur (Giiltekin, 2004). Fibrinojen, kazein, jelatin, kollajen, insiilin, hemoglobin
ve bazi biyoaktif peptitleri pargalayabilen, matriks metallo proteinaz grubunun hiicre

dis1 ¢inko bulunduran bir ferdidir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).
1.4.5. Hyaluronidaz (Hyl)

Hyaluronidaz hyaluronik asit tizerine etki eden bir enzimdir. hyl geni tizerinden
sentezi gerceklesir. Hyaluronidaz virulans faktorii bag dokunun mukopolisakkarid
kisminin ~ yitkimmi  gergeklestirerek  enterokoklarin  konak dokuda = yayilimini
kolaylagtirmaktadir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004). Bu faktor kromozomal hyl geni
tarafindan kodlanir. hyl geni klinik E. faecium izolatlarinda yaygin olarak bulunur. E.
feacalis suslarinda ise ¢ok nadir goriilmektedir (Giiltekin, 2004; Fisher ve Phillips,
2009).

1.4.6. Kollojen-baglayic1 adhezin (MSCRAMMACce)

Ace bir adezin ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanmada rolleri vardir.
Baslica E. faecalis endokardit enfeksiyonlarinda Ace’nin rol aldigi goriilmektedir.
(Sillanpa ve ark., 2009). Ace ile bakteriler dokulara kolonize olmaktadir. E. faecium ve
E. faecalis izolatlarinda Ace’inin tespit edildigi rapor edilmistir Enterokoklarda
MSCRAMM proteininin yedi tanesi ayrintlt bir sekilde tanimlanmistir. Bu proteinler; E.
faecalis kollajen baglayan adezin olan Ace, E. faeciu’da kollojen baglayici protein A
seklindeki EcbA, E. faecalis’de yiizey proteinleri olan Fss1-3, E. faecium’da ikinci
kollojen baglayict adhesin olan Scm ve E. faecium’da kollojen baglayict adhezin olan
Acm’dir (Rich ve ark., 1999; Sava ve ark., 2010). Ace, enterokok suslarinda siklikla
tespit edilmekte olup enfeksiyonla iliskili oldugu belirtilmistir (Nallapareddy ve ark.
2000; Tendolkar ve ark. 2003; Sava ve ark. 2010). acm olarak adlandirilan ve ace
geninin  homologu olan genin ace ile benzerligine E. faecium izolatlarinda
rastlanilmaktadir. Fonksiyonel olarak bakterinin kollajene adezyonunda oncelikle rol

alan adezin oldugu ortaya konulmustur (Nallapareddy ve ark.; Tendolkar ve ark. 2003).
1.4.7. Agregasyon substansi (agg)

Agg plazmitler tarafindan kodlanan bir yiizey proteinidir. Tiim farkli seks
feromon plazmitler, kodlayan bir homolog DNA bdélgesi icerir. Agg (6rnegin, pADI1

tizerinde kodlanmis Asal), plazmid iizerindeki Agg hari¢ genel homolojiye uymayan
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pAM373 (Asa373) Agg bobreklere yapisan bakteri sayisini arttirir ve intestinal epitel
hiicreleri, Agg'nin onemli oldugunu gostermektedir. E. faecalis tarafindan konak

dokularin kolonizasyonu ve translokasyonu i¢in 6nemlidir. (Wirt, 1994; Galli, 1991).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Enterokoklarin toplum kokenli enfeksiyonlarda ve hastane enfeksiyonlarinda
yaygin bir sekilde izole edilmeleri ayrica glikopeptidler basta olmak iizere bir¢ok
antibiyotige karsidireng gelistirmelerinden dolay1 arastirmacilarin ilgi odagi olmustur
(Panesso ve ark., 2010). Hastane enfeksiyonu etkeni enterokoklarda ¢oklu
antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasi basta virulans faktorler olmak iizere
enterokoklarin ayrmtili bir sekilde incelenmesi ihtiyacini dogurmus olup konuyla ilgili
aydinlatilmasi gereken birgok hususun oldugu bilinmektedir. Nozokomiyal enfeksiyon
etkenleri arasinda ilk siralarda yer alan Enterococcus faecium izolatlarinda yayginlasan
coklu antimikrobiyal diren¢ baslica virulans faktorleri gibi bircok 6zelliginin daha
ayrintili incelenmesi gerektigini ortaya koymustur (Mete ve ark., 2017). Bu baglamda
enterokoklarda c¢esitli virulans genlerin tespitine yonelik bir¢cok calisma yapildig:
goriilmektedir.

Bu baglamda iilkemizde cesitli ¢alismalarin yapildigi goriilmektedir. Sogiit ve
ark. (2018) vankomisine direngli E. faecium izolatinin tiimiiniinde vanA genini tespit
etmiglerdir. Ayni arastirmacilar esp, gelE ve hyl genlerini gesitli oranlarda tespit
etmislerdir. Ancak vanB, asal ve cylA genleri ise higbir izolatta saptayamadiklarini
belirtmislerdir. Mete ve ark. (2017) 229 enterokok izolatinda en sik rastlanan genlerin
asal, cylS ve esp genleri oldugunu, E. faecalis izolatlarinda asal geninin E. faecium
izolatlarma gore anlamli diizeyde fazla bulundugunu belirlemislerdir. Baylan ve ark.
(2011) tiriner sistem enfeksiyonlarindan izole ettikleri 91 enterokok izolati ile yaptiklari
caligmalarinda E. faecium izolatlarindan sekizinin glikopeptidlere direngli oldugu
saptamiglardir. Ayni1 arastirmacilar E. faecalis izolatlarinda esp ve asal pozitiflinin
anlamli diizeyde fazla oldugunu tespit etmislerdir. Yine Baylan ve arkadaslar1 asal ve
esp genlerini en sik rastlanan genler olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ayni
aragtirmacilarca; 32 izolatin herhangi bir virulans ozellige sahip olmadigi saptanmis,
arastirilan faktorlerden tamamini veya dordiinii bir arada iceren susun tespit edildigi
bildirilmistir. Ulkemizde yapilan bir baska ¢alismada Copur ve ark. (2016) esp genini
tiim izolatlarda %78.4 oraninda gelE geni ise %12.9 oraninda tespit etmislerdir.

Yine konuyla ilgili farkli iilkelerde yapilan ¢aligmalarla da virulans genlerin
varligl ortaya konulmustur. D'azevedo ve ark., (2008) fekal ornekten izole edilen 37
izolat igerisinde vankomisin direncine E. faecalis izolatlarinda daha ¢ok rasladiklarini

bildirmislerdir. Giincel c¢alismalarda, Ozellikle bakteriyemi etkeni olan E. faecium
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izolatlarinda VRE tespit oraninin E. faecalis izolatlarina kiyasla daha c¢ok tespit edildigi
belirtilmistir. ABD’de gergeklestirilen uzun siireli epidemiyolojik arastirmada tiim
glikopeptid tiirevlerine karsi direng gelisiminin E. faecium suslarinda yine bir baska
enterokok tiirli olan E. faecalis suslarina kiyasla daha ¢ok oranda tespit edildigi
bildirilmistir (Rudy, Zientara, Bek, and Martirosian, 2005). Bakteriyemi vakalar1 ve
tiriner sistem enfeksiyonlarinda soyutlanan VRE’lerle ilgili olarak Kanada’da yapilan
bir ¢alismada E. faecium tiirii izolatlarin oldukg¢a fazla oldugu belirtilmistir (Canadian,
2006). Creti ve ark. (2004) kommensal (diski ve bogaz siiriintiisii) E. faecalis
izolatlarinda ace, esp, cylA ve gelE genlerini gesitli oranlarda tespit etmisler, izolatlarin
tamaminda ace genini belirlemislerdir. Van Kerckhoven ve ark. (2004) Avrupa’nin
cesitli sehirlerindeki hastanelerden elde edilen vankomisine direngli E. faecium
izolatlarinda esp geninin fekal izolatlara gore yiiksek oranda tespit edildigini, italya’da
esp geninin vankomisine direngli izolatlarda vankomisine duyarli izolatlara gore yliksek
oldugu, Birlesik Krallik’ta hyl geninin vankomisine direngli izolatlarda vankomisine
duyarli izolatlara gore yiiksek oldugu diger genler yoniinden 6nemli bir farklilik
goriilmedigini bildirilmislerdir. Bir baska ¢alismada Zou ve ark. (2011) Klinik E.
faecalis izolatinda gelE, ace, asal ve esp genlerini arastirdiklar1 ¢alismada en yiiksek
oranla gelE genini bulduklarini bildirirken Al-Talib ve ark. (2015) enterokok izolatinda
virulans faktorlerin E. faecalis izolatlarinda E. faecium izolatlarina kiyasla daha ¢ok
oranda tespit edildigini bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada ise Li ve ark. (2015) klinik
enterokok susunda ace, asal, cylA, esp, gelE ve hyl genlerinin varligini birbirine yakin
oranlarda tespit etmisken, Nateghian ve ark. (2016) yogun bakim servisinde yatan
cocuklardan soyutlanan enterokok izolatlarinda gelE, esp ve asal genlerini sirasiyla
%91, %79 ve %87 oranlarinda tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica Aghdam ve ark.
(2017) ise kanal tedavisi goren hastalardan izole edilen enterokok suslarunda ace, gel,
esp, asal, hyl ve cyl genlerini arastirdiklari ¢alismalarinda ace ve gel genlerini
digerlerine gore daha fazla oranda tespit etmislerdir. Bununla birlikte Dziri ve ark.
(2018) yeni dogan ve yogun bakim servislerinde yatan hastalarin rektal siiriintii ve kan
orneklerinden soyutladiklar1 E. faecium izolatlariin tamaminda VanA genini tespit

ettiklerini esp genini ise yalnizca bir izolatta tespit ettiklerini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Suslarin izolasyonu ve identifikasyonu

Hastalarin yogun bakim servisine yatisindan 72 saat sonra steril ekiivyon
¢ubuklarryla aliman rektal siiriintii 5rnekleri Slanetz Bartley Medium’a ekilerek 37°C’de
aerobik kosullarda 24 saat siire ile inkiibe edildi. Ureyen siipheli kolonilerin Triptik Soy
Agar’a saf pasajlar1 yapildi. Gram pozitif kok goriiniimlii ve katalaz negatif izolatlarin
identifikasyonunda MALDI TOF MS (Bruker, Almanya) kullanildi. Orneklerin
hazirlanmas iiretici firmanmn 6nerisi dogrultusunda yapilacaktir. 37°C’de 24 saat inkiibe
edilen saf kiiltiir plaklarindan tek koloni kiirdan ile alimip MALDI TOF targitlarina
stiriildii. Organik ¢oziicii ile (Asetonitril+Trifloro Asetik Asit) hazirlanan 1 pl HCCA
(alfa-siyano-4-hidroksinnamik asit) ile targit kaplandi. Spektrumlar1 elde etmek
amaciyla her bir 6rnegin oOl¢iimiinde, toplam olarak 240 olacak sekilde 40'arli
paketlerden olusan lazer atiglar1 gergeklestirilerek protein analizleri yapildi. Sistem

6l¢lim sonuglarina gore isolatlar, MALDI Biyotyper 2.0 veri tabani ile isimlendirildi.
3.2. DNA Ekstraksiyonu ve PCR Amplifikasyon

Kanli agar besiyerinde iiretilmis izolatlardan Qiasymphony (Qiagen, Almanya)
total niikleik asit izolasyon kiti ile DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen
ekstraksiyon iiriinlerinden; TopTaq master mix (Qiagen, Hilden, Almanya) ve uygun
primerler kullanilarak PCR ile istenilen gen bolgelerinin amplifikasyonu yapilmaistir.

PCR i¢in kullanilan reaksiyon karisimi ve amplifikasyon kosullart asagida belirtilmistir:

TopTaq (Qiagen) PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi:

2X TopTaqg Master Mix karisimi 12.5 ul
10X CoralLoad Concentrate 2.5l
Primer-F 1 ul
Primer-R 1 ul
DNAaz RNAaz free saf su 6 ul
DNA 2 ul

Toplam hacim 25 ul
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Cizelge 3. 1. PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler

Primer Dizi Biiyiikliik | Baglanma Hedef
asal-F GCACGCTATTACGAACTATGA . 0 oc el
asal-R TAAGAAAGAACATCACCACGA P
gelEF TATGACAATGCTTTTTGGGAT :
gelER AGATGCACCCGAAATAATATA 213bp S0°C gelE
cyIAF TGGATGATAGTGATAGGAAGT :
cylAR TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 517bp 33°C cylA
hyl-F ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG :
hyl-R GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 276 bp S6°C hyl
esp-F AGATTTCATCTTTGATTCTTGG :
esp-R AATTGATTCTTTAGCATCTGG 510bp S0°C esp
cfr-F TGAAGTATAAAGCAGGTTGGGAGTCA | 0 oc o
cfrR ACCATATAATTGACCACAAGCAGC P
agg-F AAGAAAAAGAAGGTAGACCAAC :
aggR AAACGGCAAGACAAGTAAATA 1553 bp 55°C agy
ace-F GAATTGAGCAAAAGTTCAATCG :
aceR GTCTGTCTTTTCACTTGTTTC 1008 bp g ace
VanA-F GGGAAAACGACAATTGC :
VanAR GTACAATGCGGCCGTTA 732bp >3°C VanA
VanB-F ACGGAATGGGAAGCCGA :
VanB-R TGCACCCGATTTCGTTC 647 bp >3°C Vang
VanC1/C2-F ATGGATTGGTAYTKGTAT :
VanC1/C2R TAGCGGGAGTGMCYMGTAA 815/827bp | 55°C | VanCl/iC2

Amplifikasyon i¢in Sensoquest Labcycler Thermocycler (Sensoquest, Gottingen,
Germany) cihazi kullanilmistir. Amplifikasyon kosullar; 94°C’de 3 dakikalik ilk
denatiirasyonu takiben, 35 siklus olarak 94°C/1dk denatiirasyon, XX°C/1dk baglanma
ve 72°C/1 dk uzama ve 72°C/7dk ek uzama olarak uygulanmistir.

Amplifikasyon firiinleri %1.5’luk agaroz jelde 1X TBE tamponunda
elektroforeze tabi tutulmus ve 100 volt/cm’® akimla yaklasik 2 saat yiiriitilmiistiir.
Olusan bantlar UV 15181 altinda DNA molekiiler agirlik standardi [100 bp, 1000 bp
DNA ladder (New England Biolabs (NEB)] ile karsilastirilarak yorumlanmis ve Gel
logic 2200 imaging system (Kodak Company, NY, USA) goriintileme sistemi ile

fotograflanmistir.
3.3. Istatistiksel Analiz

E. facium ve E. faecalis tiirleri arasinda her bir gen varlig1 arasinda istatistiksel
anlamda bir farkin olup olmadigini tespit amaciyla Ki-kare (X?) testi kullarldi. P<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Calismada kullanilan 83 enterokok izolatinda VanA, VanB, VanC, asal, gelE,
esp, agg, cylA, hyl, cfr, ace genleri sirasiyla; 6 (%7.23), 0 (%0), 0 (%0), 25 (%30.12),
30 (%36.14), 29 (%34.94), 8 (%9.64), 19 (%22.89), 11 (%13.25), 0 (%0), 20 (%24.1)
adet tespit edilmistir. Izolatlarm 66’sinda (%79.52) en az bir gen belirlenmistir. Suslarin
17’sinde (%20,48) herhangi bir gen tespit edilmezken, 19’unda (%22,89) sadece bir
gen, 22’sinde (%26,51) iki gen, 17’sinde (%20,48) ii¢ gen, 6’sinda (%7,23) dort gen ve
2’sinde (%2,41) bes gen tespit edilmistir. iki tiiriin suslar1 arasinda genlerin varlig
yoniinden istatistiksel analiz yapildiginda; E. faecalis izolatlarinda tespit edilen ace
(p<0.0001), agg (p=0.021), cylA (p=0.004) ve gelE (p=0.012) genlerinin varliginin E.
faecium izolatlarinda tespit edilenlere gore istatistiksel anlamda fazla oldugu ortaya
konulmustur. Diger genler yoniinden anlamli bir fark belirlenmemistir. Her bir sus igin
tespit edilen genler Cizelge 4.1°de sunulmus, tespit edilen genlerin tiirlere gére dagilimi

sekil 4.8”de gosterilmistir.

ace (1008 bg)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 NK NKPK M
gy =
10000 —
200 ¢ —

Sekil 4. 1. ace (1008 bg¢) geninin goriintiisii
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agg (1553 be), cylA (517 be)

MIM21 2 3 4 5 6 7 89 101112 13 14 N PK M2 M1

130005
1.0005¢
M0
Sekil 4.2. agg (1553 bg), cylA (517 bg) genlerinin goriintiisii
agg (1553 bg), cylA (517 be)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 PK NK M2 M1

Sekil 4. 3. agg (1553 bg), cylA (517 bg) genlerinin goriintiisii



22

asa-1(375 bg), esp (510 bg), gelE (213 be)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 PKI1PK2PK3 M

Sekil 4. 4. asa-1 (375 bg), esp (510 bg), gele (213 bg) genlerinin goriintiisii

VanA (732 bg), VanB (647 bg), VanC1/C2 (815/827 bg)

4 :5:6: F 8  9:30:11.12 :13:°14- 15 N: M
- s’ Ve

10000

200155

1005;

Sekil 4. 5. VanA (732 bg), VanB (647 bg), VanC1/C2 (815/827 bg) genlerinin goriintiisii
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cfr (746 bg)

M1 2 3 45 6 7 89 101112 1314 1516 NKPK M

1.0005¢

2005;

1005¢

Sekil 4. 6. cfr (746 bg) geninin goriintiisii

hyl (276 bg)

6 7 8 9 10 1112 13 14 PK NK M

100005

2000

10055

Sekil 4. 7. hyl (276 b¢) geninin goriintiisii
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Cizelge 4. 1. Her bir sus i¢in tespit edilen genler

Genler

ace

cfr

hyl

cylA

agg

esp

gelE

asal

VanA | VanB | VanC

0
0
0
0
0
1

1
0
0
0

1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0

Tiir Ad1
E. faecium

E. faecalis

E. faecalis

E. faecalis

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecalis

E. faecalis

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecalis

E. faecalis

E. faecalis

E. faecalis

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

No

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25

26

27
28
29
30
31

32

33

34
35
36
37

38
39
40

41
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Cizelge 4.1°in devam

Genler

ace

20
24.1

cfr

0

hyl

11
13.25

cylA

19
22.89

agg

9.64

esp

29
34.94

gelE

30

asal

25

30.12 | 36.14

0

VanA |VanB| VanC

0
0
0

0

0
0
0
0
0
0

0

1
0

0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
1

7.23

Tiir Adx
E. faecium

E. faecalis

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecalis

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecalis

E. faecium

E. faecium

E. faecalis

E. faecium

No

42

43
44
45

46

47

48
49

50
51
52

53
54
55
56

57

58
59

60
61

62

63
64
65
66
67

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

79
80
81

82

83

Toplam

%
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Direng ve Virulans Genleri

Sekil 4.8. Calismada kullanilan enterokok suslarinda tespit edilen genlerin tiir diizeyinde dagilimi

Enterokoklarda gelisen antimikrobiyal diren¢ ve bu bakterilerin ¢esitli
enfeksiyonlardan siklikla izole edilmesi arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir (Panesso ve
ark., 2010). Hastane enfeksiyonlarinda belirlenen enterokok izolatlarinda yayginlasan
coklu antibiyotiklere diren¢ enterokoklarla ilgili olarak virulans faktorler basta olmak
tizere bu bakterilerin ilgi odagi olmalarina yol agmistir (Mete ve ark., 2017).

Sogiit ve ark. (2018) vankomisine direngli 37 E. faecium izolatinin tiimiiniinde
vanA genini tespit etmislerdir. Aynmi arastirmacilar esp, gelE ve hyl genlerini sirasiyla
%62.2, %2.7 ve %27 oranlarinda bulmuslardir. Ancak vanB, asal ve cylA genleri ise
hicbir izolatta saptayamamiglardir. Calismamizda tespit edilen esp ve hyl gen oranlar
Sogiit ve arkadaslarinin bulgularindan diisiik bulunmustur, ancak gelE orani yiliksek
bulunmustur. Bununla birlikte calismamizda S6giit ve arkadaslarinin tespit edemedikleri
asal ve cylA genleri sirasiyla %30,12 ve %9,64 oranlarinda tespit edilmistir.
Arastirmacilariin bulgulariyla paralel olarak VanB geni calismamizda da tespit
edilmemistir.

Mete ve ark. (2017) 229 enterokok izolatinda en sik rastlanan genlerin asal
(%45), cylS (%33,2) ve esp (%32,3) genleri oldugunu, E. faecalis izolatlarinda asal

geninin E. faecium izolatlarma gore anlamli diizeyde fazla bulundugunu
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belirlemiglerdir. (Mete ve ark., 2017). Calismamizda en sik rastlanan genlerin gelE
(%36.14), esp (%34.94) ve asal (%30.12) oldugu tespit edilmistir. Calismamizda da
Mete ve arkadaglarinin tespit ettigi gibi esp ve asal genleri en yliksek oranda
belirlenmistir. Ayrica aynmi arastirmacilarin asal genini E. faecalis izolatlarinda E.
faecium izolatlarina gore daha yiiksek oranda tespit ettiklerine yonelik bulgulariin
aksine caligmamizda bahse konu genin iki tiire ait izolatlarda tespit edilme oranlarinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli olmadig: tespit edildi.

Baylan ve ark. (2011) iiriner sistem enfeksiyonlarindan izole ettikleri 91
enterokok izolati ile yaptiklari ¢alismalarinda E. faecium izolatlarinda glikopeptidlere
direng oraninin %25,8 oldugu, direncin tespit edildigi toplam sekiz izolattan yedisinin
VanA fenotipinde birisinin ise VanA-B harici diren¢ fenotipinde oldugunu
belirtmislerdir. Calismamizda E. faecium suslarndan 5 (%9.62)’nin vanA direng tipine
sahip oldugu, vanB ve vanC fenotip direnglerinin goriilmedigi tespit edilmistir. Bu oran
Baylan ve arkadaslarmin bulgusundan diisiik bulunmustur. Ayni arastirmacilar E.
faecalis izolatlarinda esp ve asal pozitiflinin anlamli diizeyde fazla oldugunu tespit
etmislerdir, calismamizda ise bu genlerde E. faecalis yoniinden bir fazlalik goriilse de
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir, yine ayni arastirmacilarin aksine
aragtirmamizda hyl geni agisindan anlamli bir fark belirlenmemistir. Baylan ve
arkadaglar1 esp ve asalgenlerini sirasiyla %25.6 ve %26.7 oranlarinda en yaygin
rastlanan genler olarak tespit ettikleri yoniindeki bulgulart dikkate alindiginda bu
bulguyla uyumlu olarak ¢alismamizda asal ve esp genleri en sik tespit edilen iic gen
arasinda belirlenmistir. Arastirmacilarin bir bagka bulgusu olarak; (%35.6 oraniyla 32
susun virulansla ilgili herhangi bir faktérii bulundurmadigi saptanmis, Vvirulans
faktorlerden tiimiinii veya dordiinii bir arada bulunduran sus tespit edildigi bildirilmistir.
Calismamizda hicbir virulans gen igermeyen izolat sayisi oran1 %20,48 iken Bayhan ve
arkadaslar1 calismamizin bulgusundan yiiksek olarak bu oram1 %35.6 olarak
bildirmislerdir

Brezilya’da yapilan bir arastirmada 81 fekal orneklerden izole edilen 37 izolat
igerisinde 20 (%54.1) E. faecium susunda ve 17 (%45.9) E. faecalis susunda
vankomisin direnci tespit edilmistir. (D'azevedo ve ark., 2008). Giincel arastirmalarda,
basta bakteriyemi etkeni olan E. faecium suslarinda VRE tespit oraninin %19 oldugu, E.
faecalis suslarinda ise bu oranin %4 oldugu belirlenmistir. ABD’de gergeklestirilen
uzun siireli epidemiyolojik ¢alisma ile 1995 ila 2002 yillar1 arasinda izole edilen VRE

suglarinda E. faecium izolatlarinda E. faecalis izolatlarina oranla tim glikopeptid
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tiirevlerine kars1 daha yaygin direng belirlendigi rapor edilmistir (Rudy, Zientara, Bek,
and Martirosian, 2005). Uriner sistem enfeksiyonlari ile bakteriyemi vakalarindan izole
edilen VRE izolatlariyla ilgili Kanada’da ger¢eklestirilen bir arastirmada E. faecium’un
%98,3 oraninda, E. faecalis’in ise %1.7 oraninda tespit edildigi rapor edilmistir
(Canadian, 2006). Calismamizda da vankomisin direnci E. faecium izolatlarinda daha
fazla goriinmesine ragmen istatistiksel analizde 6nemli bir fark belirlenmemistir.

Copur ve ark. (2016) calismalarinda esp genini tiim izolatlarda %78.4 oraninda
gelE geni ise %12.9 oraninda tespit etmislerdir. Calismamizda tiim izolatlarda esp geni
%34,94 orani ile Copur ve arkadaglarinin oranindan diisiik bulunurken, gelE geni icin
elde ettigimiz %36,14’lik oran ayni aragtirmacilarin oranindan yiiksek bulunmustur
(Copur ve ark., 2016).

Creti ve ark. (2004) kommensal (diski ve bogaz siiriintiisii) E. faecalis
izolatlarinda ace, esp, cylA ve gelE genlerini sirasiyla %100, %20, %30, %40
oranlarinda tespit ettiklerini bildirmislerdir. (Creti ve ark., 2004). Calismamizda E.
faecalis izolatlarinda ace, esp, cylA ve gelE genlerini sirasiyla %48,39, %38,71, %41,94
ve %54,84 oranlarinda tepit edilmistir. Bulgularimizdan ace genine ait oran
aragtirmacilarin oranindan diisiik bulunurken esp, cylA ve gelE genlerine ait oran elde
ettigimiz oran ayni arastirmacilarin bulgularindan yiiksek bulunmustur.

Van Kerckhoven ve ark. (2004) Avrupa’nin gesitli sehirlerindeki hastanelerden
elde edilen vankomisine direngli E. faecium izolatlarinda esp geninin fekal izolatlara
gore yiiksek oranda tespit edildigini, Italya’da esp geninin vankomisine direngli
izolatlarda vankomisine duyarl izolatlara gore yiiksek oldugu, Birlesik Krallik’ta hyl
geninin vankomisine direngli izolatlarda vankomisine duyarli izolatlara gore yiiksek
oldugu diger genler yoniinden 6nemli bir farklilik goriilmedigini bildirilmislerdir.
(Vankerckhoven ve ark., 2004). Calismamizda da esp geni E. faecium izolatlarinda
diger genlere gore %32,69 oranla en yiiksek seviyede tespit edilmistir.

Zou ve ark. (2011) 117 Kklinik E. faecalis izolatinda gelE, ace, asal ve esp
genlerini sirasiyla %69,23, %48,72, %7,69 ve %6,84 oranlarinda tespit etmislerdir. (Zou
ve ark., 2011). Calismamizda bahse konu genlerden ace geni %48,36 oraninda tespit
edilmis olup bu deger ile Zou ve arkadaslarinin elde ettigi deger olduk¢a yakin
bulunmustur. Bununla birlikte ayni arastirmacilar gelE geni ile ilgili belirledikleri oran
calismamizda elde ettigimiz orandan yiiksek bulunurken yine arastirmacilarin asal ve
esp genleriyle ilgili elde ettikleri oranlar ¢calismamizda tespit ettigimiz oranlardan diisiik

bulunmustur.
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Malezya’da, Al-Talib ve ark. (2015) 222 enterokok izolatinda gergeklestirdikleri
arastirmada virulans determinantlarin E. faecalis izolatlarinda E. faecium izolatlarina
gore daha fazla tespit edildigini bildirmislerdir. Calismamizda da arastirmacilarin
bulgular1 ile uyumlu olarak E. faecalis izolatlarinda E. faecium izolatlarina gore dort
gen yoniinden anlamli diizeyde fazlalik belirlenmistir. Ayn1 arastirmacilar izolatlarin
%11’inde herhangi bir virulans determinantin tespit edilmedigini, bes virulans genin ise
izolatlarin %21’inde tespit edildigini bildirmislerdir. Calismamizda arastirmacilarin
bulgusunun aksine c¢alisilan herhengi bir virulans gen tespit edilmeyen suslarin orani
yiikksek (%20,48) bulunmustur. Bununla birlikte calismamizda bes genin birlikte
bulundugu izolat oran1 %2,41 olarak tespit edilmis olup bu oran Al-Talib ve
arkadaglarinin elde ettigi orandan diisiitk bulunmustur (Al-Talib ve ark., 2015).

Li ve ark. (2015) Cin’de yaptiklar ¢alismada 160 klinik enterokok susunda ace,
asal, cylA, esp, gelE ve hyl genlerini sirasiyla %15, %28.8, %19.4, %21.9, %20.6 ve
%19.6 oranlarinda tespit ettiklerini bildirmislerdir. (Li ve ark., 2015). Calismamizda
ace, asal, cylA, esp ve gelE genleri igin elde edilen oranlar Li ve arkadaslarinin elde
ettikleri oranlardan yiiksek bulunurken yine ayni aragtirmacilarca hyl geni icin elde
ettikleri orandan diisiik bulunmustur.

Nateghian ve ark. (2016) yogun bakim servisinde yatan ¢ocuklardan soyutlanan
enterokok suslarinda gelE, esp ve asal genlerini sirasiyla %91, %79 ve %87
oranlarinda tespit ettiklerini bildirmiglerdir. Bu genler igin tespit ettigimiz oranlar
Nateghian ve arkadaslarmin elde ettikleri oranlardan oldukga diisiik bulunmustur
(Nateghian ve ark., 2016).

Aghdam ve ark. (2017) kanal tedavisi goren hastalardan izole edilen enterokok
suslarunda ace, gel, esp, asal, hyl ve cyl genlerini sirasiyla %85, %81, %56, %33,
2%ve %0 oranlarinda tespit ettiklerini bildirmislerdir. Calismamizda ace, gelE, ve esp
genleri i¢in belirledigimiz oran ayni genler i¢cin Aghdam ve arkadaslarinin hyl ve cyl
genleri i¢cin ortaya koyduklar1 oranlar ayni genler i¢in bizim ortaya koydugumuz
oranlardan diisiik blunmu bununla birlikte asal geni i¢in belirlenen oranlarda bir uyum
gozlemlenmistir (Aghdam ve ark., 2017)

Dziri ve ark. (2018) yeni dogan ve yogun bakim finitelerine kabul edilmis
hastalarin rektal siirlintii numunelerinden ve kan 6rneklerinden izole ettikleri E. faecium
izolatlarinin tamaminda VanA genini tespit ettiklerini esp genini ise yalnizca bir izolatta
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Calismamizda Dziri ve arkadaslarinin bulgularinin

aksine E. faecium izolatlarmin yalnizca %9,62’sinde VanA geni tespit edilebilmistir.
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Ayrica yine ayni arastirmacilarin bulgularinin aksine E. faecium izolatlarinin

%32,69’unda esp geni belirlenmistir (Dziri ve ark., 2018).
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuclar

Yesilbag ve ark. (2015) hastane enfeksiyonu etkeni olan ¢ok ilaca direngli
izolatlarin Once gastrointestinal kanalda kolonize oldugunu, 6zellikle yogun bakim
tinitelerinde cok ilaca direngli izolatlarla kolonizasyonun belirlenmesinin hastane
enfeksiyonunun 6nlenmesine pozitif katki saglayacagini, konuyla ilgili daha kapsamli
aragtirmalara ihtiya¢ oldugunu belirtmiglerdir. Ortaya ¢ikan patojenlerin erken tespitine,
epidemiyolojik  trendlerin izlenmesine ve kontrol Onlemlerinin etkinliginin
dogrulanmasina olanak veren aktif siirveyans, ¢ok ilaca direngli bakteriler i¢in kontrol
programlarinin 6nemli bir komponentidir. Rutin siirveyans kiiltiir koleksiyonunun ¢ok
ilaca direngli bakteri ile kolonize hastalarin belirlenmesi i¢in olduk¢a duyarli bir
yaklagim oldugu diisiiniilmektedir. ~Gastrointestinal yol gibi onemli bir bakteriyel
rezervuarla ilgili siirveyans kiiltiirlerin hastane ortaminda bakterilerin yayilmasindan
korunmak i¢in temel ara¢ oldugu kabul edilmektedir. Bu kapsamda rektal svap
orneklerinin alinmasi olduk¢a yaygin kullanilan tekniktir (Stier ve ark., 2016). Bu
baglamda Mete ve arkadaglar1 enterokoklarin ilk olarak gastrointestinal yolda kolonize
oldugunu akabinde virulans faktérleri edinerek organ ve dokularda enfeksiyonun
meydana gelmesinde ve yayilmasinda 6nemli oldugunu, ayrica vankomisine duyarl
suslarda vankomisine direngli suslardan daha fazla virulans genin tespit edilmesinin
vankomisine duyarli izolatlarin da hastanede yatan hastalarda ciddi enfeksiyonlara
neden olabilecegini ileri siirmislerdir (Mete ve ark., 2017).

Hem c¢alismamizin hem de daha dnce yapilan caligmalarin bulgular 1s181nda;
enterokok izolatlarinda virulans genlerinin tespit oranlarinda farkhiliklar oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin suslar1 arasinda da
virulans genlerin varlig1 acisindan farklilik oldugu hem ¢alismamiz hem de daha onceki

caligmalarla ortaya konulmustur.
5.2. Oneriler

VRE izolatlarinin yani sira VSE izolatlarinda da 6nemli virulans genlerinin
bulunmasi ciddi hastane enfeksiyonlarina yol agabilmektedir (Mete ve ark., 2017).
Dolayisiyla ¢aligmamizda ¢ogunlugu vankomisine duyarli olan yogun bakim hastalar
izolatlarinda Onemli oranda virulans genin tespit edilmis olmasi, yogun bakim
hastalarinda VSE izolatlarinin da g6z ardi edilmemesini buna bagl olarak ta gerekli

tedbirlere azami derecede uyulmasi geregini ortaya koymaktadir.
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