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TESEKKUR
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tecriibelerini esirgemeyen, bilgileri 1s18inda beni yonlendiren danigman hocam Sayin
Prof. Dr. Candan OZTURK ’e, degerli hocalarim Sayin Prof. Dr. Géniil ASLAN, Sayin
Do¢. Dr. Nuran DELIALIOGLU, Sayin Dog. Dr. Feza OTAG, Saym Yrd. Dog. Dr.
Seda TEZCAN’a tesekkiir ederim.

Tez calismam siiresince bana her konuda yardimci olan Ogretim Gorevlisi
Mahmut ULGER’e ve calisma arkadaslarima, her konudaki destek ve katkilarindan
dolay1 tiim anabilim dali ¢alisanlaria tesekkiir ederim. Istatistik analizlerimde yardimci
olan Biyoistatistik anabilim ¢alisanlarina katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Basindan sonuna kadar beni sabirla destekleyen, yetismem igin biliylik emek
sarfeden ve basardigim her iste paylari olan, maddi ve manevi agidan siirekli beni

destekleyen sevgili anneme ve babama diger aile bireylerine sonsuz tesekkiir ederim.
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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Enterokoklarin Tiplendirilmesi Vankomisin ve
Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direncinin Arastirilmasi

Enterokoklar tekli, ikili veya kisa zincirler olusturan Gram pozitif
koklardir. Bu mikroorganizmalar insan ve hayvanlarin normal bagirsak florasimin
onemli bir kismim olustururlar. Enterokoklar nozokomiyal enfeksiyonlarin onde
gelen etkenleridir. Enterokoklarin iiriner sistem enfeksiyonlarina, bakteriyemiye,
endokardite, intraabdominal enfeksiyonlara, yumusak doku enfeksiyonlarmma ve
neonatal sepsise neden olduklar1 gosterilmistir. Son yillarda enterokok tiirlerinde
ampisilin ve penisiline diren¢ artis1 gozlenmekte, ayrica vankomisine direncli
suslara rastlanmaktadir. Ozellikle vankomisine direncli suslarm diger bircok
antibiyotige de direncli olmas1 tedavide giicliiklere neden olmaktadir. Bu
calismada amac¢ hastanemize basvuran hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen
enterokoklarin tiplendirilmesi ve vankomisin ile yiiksek diizey aminoglikozid
direncinin belirlenmesidir. Bu amacla Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina cesitli servislerden gonderilen hastalara ait klinik
materyallerden izole edilen 470 enterokok izolati degerlendirilerek, Vitek-2
otomatize sistemi yardmm ile 50 vankomisin rezistan enterokok (VRE)
saptanmistir. Saptanan suslarin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile antibiyotik
duyarhliklar1 incelenmistir. Yiiksek diizey aminoglikozid direncinin arastirilmasi
icin 120 pg’lik gentamisin ve 300 pg’lik streptomisin diskleri kullanilmstir.
Calisilan VRE izolatlarimin E-test yontemi ile vankomisin minimum inhibitor
konsantrasyon (MIiK) degerleri belirlenmis ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
molekiiler diizeyde arastirilmistir.

Sonuc olarak; degerlendirilen hastane enfeksiyonu ve kolonizasyonla iliskili
izolatlarda vankomisin rezistan Enterococcus faecium’un hakim oldugu
goriilmiistiir. VRE suslarinin %94’iin de yiiksek diizey gentamisin direnci ve
%96’s1n da yiiksek diizey streptomisin direnci goriilmiistiir. E test yontemi ile 45
VRE’nin MiK degerleri >128 pg/ml olarak bulunmustur. PZR yontemi ile 36
izolatta VanA direnci saptanmustir. izole edilen enterokoklarin antibiyotik
duyarhligy, tiir tayini, vankomisin duyarlih@i arastirilarak direncli suslarin MiK
degerleri saptanmstir.

Anahtar Kelimeler: Enterokok, vankomisin direnci, aminoglikozid direnci, VRE
epidemiyoloji, kolonizasyon.
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ABSTRACT

Typing of Clinical Isolates of Enterococci, Investigation of Vancomycin and High
Level Aminoglycoside Resistance

Enterococci are Gram-positive bacteria belonging to the genus

Enterococcus. These organisms are found in the normal bowel microbiota of
humans and many animals. Enterococci have traditionally regarded as low grade
pathogens, have emerged as an increasingly important cause of nosocomial
infections in the last decade. Important clinical infections caused by enterococci
include urinary tract infections, bacteremia, intraabdominal and intrapelvik
abscesses, post-surgery wound infections, bacterial endocarditis, diverticulitis and
rarely central nervous system infections. An important feature in the emergence of
the enterococci as a cause of nosocomial infection is their increasing to a wide
range of antibiotics. Acquired resistance, most prominently to penicilin/ampicilin,
aminoglycosides and glycopeptides are reported in an increasing number of
isolates an the therapeutic spectrum in these cases is limited. Enterococci
colonization and demonstration of their relationship with our hospital infection
outbreaks are important in controlling and preventing the spread of these
infection. For this purpose, a total of 470 enterococci isolates were evaluated which
were obtained from various clinical specimens sent to the Microbiology
Laboratory, The Faculty of Medicine, Mersin University. Of these isolates 50
vancomycine resistant Enterococci were isolated from clinical specimens in
patients with nosocomial infections. High level aminoglycoside resistance was
screened disk diffusion method. Disk were loaded with 120 pg gentamicin and 300
ng streptomycin for investigation of high level aminoglycoside resistance with disk
diffusion method. Minimum inhibitory concertrations were determined by E-test
for all isolates showing decresased susceptibilitiy to vancomisin.
As a result, Vancomycine Resistant E. faecium was found to be the important
isolate among the nosocomial infections and isolates related to intestinal
colonization that were evaluated. It was also found that these isolates developed a
high glycopeptides. Of the VRE, the rate of high level resistance to gentamisin was
found %094 and to streptomycin %96. All thirty six strains defined as VRE had
Van A gene which was detected by polymerase chain reaction (PCR) analysis. The
antibiotic susceptibility of enterococci, isolated species determination, vancomycin
susceptibility should be investigated. When intermediate and resistant enterococci
strains are detected, MIC values of this entrococci must be certainly investigated.

Keywords: VRE, enterococci, vancomycin-resistance, aminoglycoside-resistance,
colonization epidemiology and virulence of enteroccoccus
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1. GIRIS

Enfeksiyon hastaliklari, insanligin varoldugu giinden bu yana insan hayatini etkileyen
en Oonemli faktorlerden biri olmustur ve hicbir donem giincelligini kaybetmemistir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) her yil diinyada 109 milyondan fazla insanin ¢esitli nedenlerle
hastaneye yatirildigini ve 10 milyondan fazla insanin hastane enfeksiyonuna yakalandigini
bildirmektedir. Hastanelerdeki bakim kalitesinin en onemli gdstergesi olarak kabul edilen
nozokomiyal enfeksiyonlar, hastanin yatis siiresini uzatmanin yani sira morbidite ve
mortaliteye, ayrica tedavi maliyetinin artmasina neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlarin
kontrolii i¢in, her hastanede siirveyans sonuglarinin takip edilmesi, bu sonuclarin diger
hastane enfeksiyon oranlar ile karsilastirilmasi ve etkin enfeksiyon kontrol dnlemlerinin
alinmas1 gerekmektedir. Bu tedbirler hem mortalite morbidite oranin1 azaltacak ayrica hem
ekonomik hem de daha hizli tedavi secenekleri saglayacaktir (1 - 3).

Intestinal ve vajinal floranin iiyesi olan enterokoklar uzun zaman diisiik virulansl
patojenler olarak degerlendirilmislerdir. Normal floranin firsat¢1 patojenleri olarak taninan
enterokoklar bugiin nazokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Ancak son yillarda enterokoklara gosterilen ilginin baslica sebebi bu bakterilerin
antibiyotiklere gittikce artan direncidir (4). Hastanelerde yogun ve hatali antibiyotik
kullanim1 sonucu beta-laktam ve aminoglikozid grubu olmak {izere glikopeptit tiirevi
antibiyotiklere karsi direng gelistiren enterokoklar, endojen kokenli bakteriyemi ve
endokardite ve temas sonucu diger hastalarda ekzojen kokenli hastane enfeksiyonlarina yol
acmaya baslamislardir. Bu artisin enterokoklarin intrensek olarak direncli oldugu {igiincii
kusak sefalosporinlerin ve kinolon kullaniminin bir donem yaygin olarak artmasi ile iliskili
oldugu diistiniilmektedir. Enterokoklar, baz1 antimikrobik maddelere intrensek olarak direncli,
bazi antimikrobiklere karsi ise kazanilmis dirence sahiplerdir. Intrensek diren¢ yaninda,
kazanilmis direng genlerinin de ayni bakteride bulunabilmesi nedeni ile ciddi enfeksiyonlar ve
tedavide zorluklar ile karsilagiimaktadir. Ozellikle glikopeptit direnci tedavide biiyiik
giicliikler yarattig1 ve fatal seyreden enfeksiyonlara neden oldugu igin oldukga kaygi vericidir
(4, 5).

Enterokoklarin ciddi bir patojen haline gelmeleri bir¢ok nedenden kaynaklanmaktadir;

duyarli populasyonun hizindaki artis (immiin yetersizligi ve kritik hastalar), intravaskuler



kateter kullanimindaki artis, hastanede yatis siiresinin uzamasi ve antibiyotiklerin
kullanilmasi, intrensik olarak direngli hale gelmelerine neden olmustur (6, 7).

Vankomisin, enterokok suslarin neden oldugu enfeksiyonlarda 6nemli bir se¢enek
iken 1986 Kasim aymnda ve hemen ardindan 1988 Ocak aymda ingiltere ve Fransa’da
vankomisine direngli suslar raporlanmistir. Paris hematoloji kliniginde VRE kolonizasyonu
bildirilmistir. Bu ilk bildirimlerden sonra diger {ilkelerde de vankomisine direngli
enterokoklar ile karsilagilmis ve hastane epidemilerine neden oldugu gortilmistiir (6 - 9).

Nozokomiyal Enfeksiyon Siirveyans Sistemi (National Nosocomial Infections.
Surveillance System (NNIS)) verilerine gore vankomisine direngli enterekoklarin oran1 1989’
da %0.3 iken 1993’ te %7.9° a yiikselmistir. Sonraki yillar i¢inde ¢alismalarin ortalamasi
alinarak verilerle karsilagtirildiginda her gegen yil bu oranin arttigi goriilmiistir. VRE
enfeksiyonlart mortalite, morbidite, hastanede kalis siiresi ve artan maliyete neden olmaya
devam ederken, gelisme ve artma tehdidi ile karsilagilmaktadir (8 - 10). Tiirkiye’ de ilk VRE
susu E. faecium, Vural ve arkadaslari tarafindan 1988 yilinda ANKEM kongresinde
sunulmustur. 2000 yilinda ise vankomisine direngli E. faecalis susu izole edilmistir. 2003 y1l1
itibariyle VRE ile karsilagilan merkez sayis1 10’u agsmustir (10 - 12).

Direngli enterokok tiirleri, hastadan hastaya veya hastane personeli tarafindan
hastalara bulastirilabilmekte ve hastane iginde ve hastaneler arasinda yayilabilmektedir.
Hastanede yatan hastalarda direngli enterokok kolonizasyonunun erken tespiti, tedavi ve
enfeksiyonlarin kontroliinde olduk¢a 6nemli goriilmektedir (7, 13).

Bu calismada amag¢ hastanemize bagvuran hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen
enterokoklarin tiplendirilmesi ve vankomisin ile yiiksek diizey aminoglikozid direncinin
belirlenmesidir. Bu ¢alisma ile enterokoklarin yayilim ve direng¢ oranlari tespit edilerek,
hastanemizdeki durumun ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Ayrica yapilacak tez ¢alismasinin
VRE epidemiyolojisine katki saglayacagini diisiiniiyoruz. Enterokoklarin farkli antibiyotiklere

kars1 diren¢ durumlar1 gézlenerek molekiiler yontemler ile bu ¢alisma desteklenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Enterokok cinsine ait mikroorganizmalar ilk olarak streptokoklar igerisinde “fekal
orijinli streptokoklar” olarak gruplandirilmistir. Enterokok terimi, ilk kez Thiercelin (1899)
tarafindan Fransa’da yayimlanan bir makalede “insan gaitasinda kisa zincirler veya giftler
halinde goriilen bakterileri” tanimlamak i¢in kullanilmistir (6, 14, 15). Birka¢ yil sonra
Alexander Gordon, hayvan gaitasi ile havadan kontamine olmus sivi besiyerinde fekal
streptokok izole ettigini bildirmis ve S.Houston lagim suyunda bol miktarda streptokok
bulundugunu bildirmis ve sularin insan gaitasi ile kontaminasyonunu gostermede yararli
olabilecegini ileri siirmiistiir. Streptococcus faecalis tiir ismide ilk olarak F.W.Andrews ve
T.J.Horder (1906) tarafindan, mannitolii ve laktozu fermente eden ancak raffinozu fermente
etmeyen ve siitlin kesilmesine yol acan gaita kokenli organizmalar1 tanimlamak ic¢in
kullanilmastir (16, 17).

Orla-Jensen (1919) bu grupta fermentasyon ozellikleri S. faecalis’ten farklilik gosteren
Streptococcus faecium denilen ikinci bir organizma tanimlamistir. M. Sherman ve Helen U.
Wing tarafindan (1935 ve 1937) S. faecium’a benzeyen ancak daha az fermentasyon 6zelligi
gosteren ti¢iincii bir tiir olan Streptococcus durans tanimlanmistir (18). J. M. Sherman, 1937
ve 1938 yillarinda streptokoklar i¢in “Enterococcal grup” terimini kullanmigtir. Uzun bir siire
enterokoklar, Lancefield siniflamasina gore serolojik olarak Grup D Streptokoklar olarak
Streptococcus cinsi igerisinde kalmigtir. Daha sonra, K. H. Schleifer ve R. Klipper-Baltz
(1984) S. faecalis ve S. faecium tiirlerinin diger streptokoklardan farkli olduklarmni ileri
stirerek bunlarin Streptococcus cinsinden ayrilip Enterococcus adi altinda bir cins olarak
tanimlanmas1 gerektigini sOylemislerdir. Daha sonra DNA-DNA reasosiyasyon ¢alismalari,
16S rRNA dizi analizi ve total hiicre protein profil analizi ile enterokoklarin yeni bir cins
olduklart gosterilmistir. Bu yontemler kullanilarak yapilan calismalarda enterokok cinsi

icerisinde en az 34 tiir bulundugu gosterilmistir (4, 18).



2.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin GiS’inde, ayrica boceklerde,
bitkilerde, digk: ile kirlenmis toprak, su ve yiyeceklerde de bulunabilirler. Gastrointestinal
sistemin flora iiyesidirler. Bu sebeple igme ve kullanma sularindaki fekal kontaminasyonun
gosterilmesi i¢in indikator mikroorganizma olarak kullanilirlar. Zor ¢evresel kosullarda
yasamlarini siirdiirebilirler ve c¢ogalabilirler. Cok sik olmamakla birlikte enterokoklar

orofaringeal salgilarda, vajinal salgilarda ve deride de kolonize olabilirler (19, 20).

2.2.1. Gériiniim ve Boyanma Ozellikleri

Enterokoklar Streptococcaceae familyasi i¢inde yeralan, tekli, ikili ya da kisa zincirler
halinde goriilebilen, fakiiltatif anaerop, Gram pozitif koklardir (20, 21). 0.5-1 mikrometre
capinda, tek tek, diplokoklar veya kisa zincirler seklinde goriilebilen, yuvarlak, oval veya
kokobasil seklindeki bu bakteriler kati besiyerlerinde iiretildiklerinde genellikle kok veya
kokobasil seklinde goriiliirler. Sivi besiyerinde firetildiklerinde daha uzun zincirler
olusturduklar1 goriillmektedir (20). E. flavescens ve E. gallinorum ve E. casseliflavus gibi bazi
kokenler hareketli iken ¢ogu hareketsizdir. Katalaz negatif olmalarina karsin bazi suslar ilk
izolasyon sirasinda goriiliip seri pasajlarda kaybolan psddokatalaz iiretir ve katalaz testinde

zay1f bir pozitiflik goriilebilir. Ozellikle E. faecalis goriilebilmektedir (21, 22).

Sekil 2.1. Enterokoklarin Gram boyanma goriintileri (21).
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2.2.2. Ureme Ozellikleri ve Fizyolojik Karakterleri

Enterokoklar fakiiltatif anaerop mikroorganizmalardir. Ideal iireme 1silar1 35°C
olmakla birlikte 10-45°C degisen bir tireme araligina sahiptirler, 60°C’ye 30 dk. kadar
dayaniklidirlar. Bu bakteriler soguk ve nemli toprakta 12 hafta kadar canli kalirlar, fakat
donma ve sonra yeniden eritme durumlari dmiirlerini azaltir. Koyun kanli besiyerinde 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, 1-2 mm ¢apinda, streptekoklardan daha biiyiik, kabarik, gri
ya da beyaz renkli S tipi koloniler olustururlar. Bazen zayif bir alfa hemoliz meydana
getirebilirlerse de genellikle nonhemolitiklerdir. E. faecalis ve E. durans suslar1 kanli agarda
beta hemoliz yapabilirler. E. faecalis’lerin 1/3 tavsan, insan ve at kani i¢eren agarda beta
hemoliz olusturabilir iken koyun kanli agarda hemoliz yapmazlar. Alfa hemolitik goriinen
suslar peroksit iireten nonhemolitik suglardir. Besiyerine yesil rengi veren alfa toksin iiretimi
ile degil eritrositlerde peroksitin etkisi ile olugsmaktadir (20, 23, 24). %6.5 NaCl’de iirerler,
%40 safra varliginda eskiilini hidrolize ederler (Safra-eskiilinli besiyeri ile bu o&zellik
besiyerindeki renk degisikligi ile gozlenebilir). Tiim Streptococcus bovis tiirlerinin ve viridans
streptokoklarin %10 unun safra-eskiilin hidrolizi pozitiftir. E. cecorum, E. columbae ve E.
saccharolyticus disinda tiim enterokoklar, PYR (L-pyronidonyl-betanaphthylamide) (+) dir.
(20, 25, 26).

Tiim suslarda 16sin aminopeptidaz (LAPase) aktivitesi goriiliir. Selektif besiyerlerinin
icerisinde bulunan kimyasal maddelerden kaynakli olarak koloni rengi degisebilir ve bu da
Gram negatif bakterileride iceren karigik orneklerden enterokoklar1 ayirt etmede kolaylik
saglar. Ornegin tetrazolium iceren agarda kolonilerin ortasinda tugla kirmizisi renk olusur (4,
27). Glikozdan gaz olusturmazlar ve glikoz fermentasyonun son iiriinii laktik asittir. Karbon
metabolizmasi, solunum, iyon transportu, stres cevaplari, reaktif oksijen tiirleri
Mmetabolizmalar1 ve metabolik ihtiyaclar sustan susa bile farklilik gosterebilir. Ornegin E.
faecalis’in ¢ogalmasi i¢in histidin, izolosin, metionin ve triptofan gerekli iken bazi tiirler ise
arginin, glutamat ve valin’e ihtiyag¢ duyarlar (28, 29).

Enterokoklarin  hiicre duvarinin ii¢ bileseni peptidoglikan, teikoik asit ve
polisakkaritlerdir. Hiicre duvarinin %40’1 peptidoglikandan olusur. Lancefield' in grup D
antijeni, hiicre duvari ile baglantili bir gliserol olan teikoik asitten olusur. Enterokoklar %80
oraninda D grubu antiserumlarla agliitinasyon verirler. Bu sonucu, ekstraksiyon islemi ve
antiserum kalitesi etkileyebilir (28). Lancefield’in serolojik tiplendirilmesinde; streptekoklar
hiicre duvar karbonhidratlarina gore smiflandirilmis iken enterokoklarin yer aldigit D

grubunda serolojik tiplendirme lipoteikoik asitlerin antijenik dzelliklerine gore yapilir (29).
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Type specific
capsular polysaccharide

E. fuecalis specices antigen
(Rhamnopolysaccharide)

I'cichoic Acid

i

Lipotcichoic Acid

(Group D Antigen) - Peptidoglycan

Cytoplasmic
membrane

Sekil 2.2. E. faecalis’in hiicre duvarindaki polimerlerinin sematik goriintiisti

2.2.3. Smiflandirma ve Identifikasyon

Schleifer ve Kilppper (1984) Enterococcus cinsinin tanimindan sonra giiniimiizde

enterococcus cinsinde en az 34 farkli tiir tanimlanmustir (31, 32).

Cizelge 2.1. Enterokoklarn Siniflandirilmasi (32).

Kingdom Bacteria
Division Firmicutes

Class Bacilli

Order Lactobacillales
Family Enterococcaceae
Genus Enterococcus




Cizelge 2.2. Enterococcus cinsi igerisinde yer alan tiirler (32,33).

Enterococcus aguimarinus

Enterococcus faecalis

Enterococcus pallens

Enterococcus asini

Enterococcus faecium

Enterococcus phoeniculicola

Enterococcus avium

Enterococcus gallinorum

Enterococcus pseudoavium

Enterococcus caccae

Enterococcus gilvus

Enterococcus raffinosus

Enterococcus canintestini

Enterococcus
haemoperoxidus

Enterococcus ratti

Enterococcus canis

Enterococcus hermanniensis

Enterococcus
saccharolyticus

Enterococcus casseliflavus

Enterococcus hirae

Enterococcus silesiacus

Enterococcus cecorum

Enterococcus italicus

Enterococcus sulfureus

Enterococcus columbae

Enterococcus malodoratus

Enterococcus termitis

Enterococcus devriesei

Enterococcus moraviensis

Enterococcus thailandicus

Enterococcus dispar

Enterococcus mundtii

Enterococcus villorum

Enterococcus durans

Enterokoklar mannitol, sorbitol, sorboz igeren sivi besiyerlerinde asit olusturmalarina

ve arginini hidrolize etmelerine gore bes gruba ayrilirlar:

Grup 1: E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E. saccharolyticus, E.
pallens, E. gilvus’dan olusur. Bu tiirler mannitol, sorbitol ve sorboz sivi besiyerinde asit

olusturur, ancak arginini hidrolize etmezler.

Grup 2: E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. haemoperoxidus, E. mundtii ve E.
gallinorum’dan olusur. Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize ederler, mannitollii sivi
besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii sivi besiyerinde

degisken reaksiyon verirler.

Grup 3: E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve E. faecalis ile E. faecium’un
mannitol negatif varyantlart bu grubu olusturur. Bu gruptaki tiirler D antijeni igermez, arginini
hidrolize ederler fakat mannitol, sorboz ve sorbitol igeren sivi besiyerlerinin higbirisinde asit

olusturmazlar.

Grup 4: E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E. cecorum bu grupta bulunmaktadir. Bu
gruptaki tiirler mannitol ve sorboz igeren sivi besiyerlerinde asit olusturmaz ve arginini
hidrolize etmezler. Sorbitol igeren sivi besiyerinde ise E. cecorum asit olustururken, E.

sulfureus asit olusturmaz.




Grup 5: E. columbae, E. canis, E. moraviensis bu grupta bulunur. Bu gruptaki tiirler arginini
hidrolize etmezler, monnitollii sivi besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar

ve sorbitollii s1v1 besiyerinde degisken reaksiyon verirler (32, 34) .

Cizelge 2.3. Enterokok tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (31, 33).

Safra Asit Uretimi
eslulin %6,5
Grp D agarda NaCl'de 10°C'de 45000 San

Grup,Tiir  Antijen {ireme {ireme direme iireme LAP PYR Hareket pigment ADH HIP GLU MNIL SORB ARB SBTL RAF S5UK PRV MPG
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E haemoperoxidus ¢ + ¥ * . # % = ¥ bk k . - - =y e,
Enterococcus e+ + + + + + O+ . . L . - - T
Grup I
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E.durans + + + + + + = - + D + - - . = = s om
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Era + + * + + + + = - + D + = = = = = = . om
Ewllorum + + * * * # 4 = - # " ¢ = - = = = = = om
Grup IV

Eaam + + - D D + ¢ = - . = = = = = = p
E cecorum - - = + + = o= - = = 1t " L R I T A
E sulfirous - + + + . b = * - = t = = " R 4 4 om *
E phoeniculicola ] - - ] - - - = ton N N Y T )
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LAP: losin aminopeptidaz; PYR: pirelidonil arilamidaz; ADH: arginin dihidrolaz; HIP: hipurat hidrolizi; GLU: glukoz; MNIL: manndiol;
S0RB:sorhoz; ARB: arahinoz; SBTL:zoxhitel; RAF: raffinoz; SUK: sulroz; PRV: pirwvat; MPG: metil-alfa-D-glubopirazendt; D: defisken



Enterococous tarkeri
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Sekil 2.4. Enterokok tiirleri identifikasyon semasi (33).




2.2.4. Genom Ozellikleri ve Genetik Bilgi Transferi

Hastane enfeksiyonlarindan en sik izole edilen E. faecalis, E. faecalis V583, ve E.
faecium, E. faecium ATCC BAA-427, suslarmin tam genom analizi yapilmistir.
Enterokoklarin G+C igerigi %37-45 arasindadir (35).

E. faecalis ve E. faecium suslarinda, virulans genleri ve ilag direnci ile ilgili bilgi
transeferinde yol oynayan, ¢ok sayida plazmid, transpozon, integre plazmid geni ve faj
bolgesi bulunmustur.

Enterokoklar ayrica konjugatif transpozonlar araciligi ile de genetik bilgi degisimi
yapabilirler. Transopozonlar genellikle eritromisin, tetrasiklin, gentamisin ve diger

aminoglikozidler gibi ilaglara direng genleri tasirlar (35).

2.3. Virulans Faktorleri

Enterokoklar, diisiik virulansli bakterilerdir. Klasik bir virulans faktorii olmamasina
ragmen enterokoklarin ¢ok sayida antimikrobiyal ajana direngli olmasi, genis spektrumlu
antibiyotik tedavisi alan hastalarda yasamalarina ve ¢ogalmalarina imkan taniyarak
sliperenfeksiyonlara yol agmasi ve 6zellikle glikopeptide direngli suglarin hastanede yayilmasi
nedeniyle enterokoklar {izerinde yapilan galigmalara 6nem verilmistir (31, 36). Enterokoklarin

en 6nemli virulans faktorleri sunlardir:

2.3.1. Hemolizin ve Sitolizin

Onceleri hemolizin olarak tanimlanan sitolizin eritrositlere karsi litik aktivite gosteren
bir sitotoksik proteindir, hemolitik 6zellik tasimaktadir. Sitolizin kodlayan gen bolgesi
plazmid iizerinde ya da bakteriyel kromozoma entegre olarak bulunabilmektedir (31). Immiin
sistem iizerinde makrofaj ve polimorfoniikleer 16kositlere zarar verici etkisi oldugu ve direkt
doku harabiyeti yapabildigi gosterilmistir. Ayrica ¢ok sayida Gram pozitif bakteriyi
etkileyebilen bakteriyosin olarak da islev gordiigii gosterilmistir. Toksinin insan ile at kanli
agarlarda hemolitik aktiviteye sahipken, koyun eritrositlerinde ve Gram negatif bakterilere
kars1 etkili olmayist klinik laboratuvarlarda tanisal agidan Onemli bir ozelliktir. Bazi

okaryotik hiicreler i¢in toksiktir (31, 36, 37).
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2.3.2 Jelatinaz

Enterokoklar jelatinaz enzimin varhigr ilk kez 1964’te E. faecalis suslarinda
gosterilmistir. Genel olarak tiim izolatlarin yaklasik olarak %45-68’inde jelatinaz iiretiminden
sorumlu olan “‘fsr’’ gosterilmistir. Jelatinaz iireten suslarin akut toksik etkilerinin iiretmeyen

suslara kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir (37, 38).

2.3.3.Enterokokal Surface Protein (ESP)

Esp, bakteriyemi ve endokardit ile iliskili yiiksek molekiiler agirliga sahip,
konjugasyonla enterokok izolatlar1 arasinda aktarilabilir 6zellige sahiptir. E. faecalis’in
mesane epiteline yapismasini sagladigi gibi biyofilm olusumuna da sebep oldugu
gosterilmistir. Karboksil ucu hiicre duvarina tutunmayi saglarken, proteinin i¢ kisminda
tekrarlayan initelerden olusan ve molekiile uzayip kisalabilme o6zelligi kazandiran bolge
bulunmaktadir. Bu proteinin  bakterinin immiin yamttan kagisin1  kolaylastirdigi
diistintilmektedir (36, 38).

2.3.4. Agregasyon Faktorii (Af)

Agregasyon faktorii bir yiizey proteinidir. Hiicre-hiicre temasini diizenleme, hiicre dis1
matriks proteinlerine adezyonla konak hiicreye yapisma ve hiicre yiizey hidrofobitesini
arttirma gibi 6zellikleri ile virulansa katkida bulunur. Agregasyon faktorii, enterokoklara kalp
kapaklart ve bobrek epitel hiicrelerine baglanma ve bu sayede endokardit ve iiriner sistem
enfeksiyonu olusturma yetenegini saglamaktadir. Af’ye sahip enterokoklar, kompleman
reseptorleri araciliglt ile notrofillere opsonizasyondan bagimsiz olarak baglanirlar. Bu
baglanma bakterinin nétrofiller tarafindan oldiiriilmesini engeller. Af plazmid transferini
kolaylastirir. Ayrica kateter enfeksiyonlarinda katetere tutunma yetenegi saglamaktadir (4, 7,
36).
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2.3.5. MSRCRAMM Ace (Microbial surface component recognizing adhesive

matrix molecule adhesin of kollagen from Enterococci)

MSRCRAMM Ace, hiicre dis1 matriks proteinlerine baglanmay1 saglayan protein
yapida bir adhezindir. Enterokoksik enfeksiyonlarda, 6zellikle E. faecalis endokarditlerinde

yaygin olarak goriilmektedir (38).

2.3.6. Lipoteikoik Asit (LTA)

LTA, Lipoteikoik asit, grup D ve enterokoklarin yapisal antijeni olup immiin cevabin
diizenlenmesine yol acan TNF ve IFN yapimim1 uyararak virulansta rol oynar. AS-48
plazmidle kodlanir, bazi E. faecalis suslari tarafindan salinan bir bakteriyosindir. Litik
aktiveteye sahiptir. Tiimor nekroz faktor ve interferon salinmasi neden olarak, immiin cevabin
diizenlenmesini saglar. E. faecalis suslarinda adhezif 6zelligi gosterilen LTA’ nin donér hiicre
tarafindan tiretilen agregasyon faktorii i¢in alici hiicrede reseptor olarak fonksiyon gordiigii ve
bu ylizden plazmid transferi ve agregat olusumunu kolaylastirarak E. faecalis’in virulansina

katkida bulundugu disiiniilmektedir (8, 36, 37).

2.3.7. Siiperoksit

E. faecalis suslarinin biiyikk cogunlugu ve bazi E. faecium tiirleri tarafindan
sentezlenmektedir. Stiperoksit iiretiminin bakterinin yasam siiresini uzattigi gosterilmistir.
Enterokoksik bakteriyemi ve endokarditli hastalardan izole edilen klinik suslarin daha fazla

stiperoksit radikali iirettigi gosterilmistir (7, 36, 37).

2.3.8. Seks Feromonlari

Seks feromonlart kromozomda kodlanan, 7-8 amino asit uzunlugunda Kkiiciik,
hidrofobik peptitlerdir. E. faecalis’te sinyal peptitleri olarak islev goriirler. Antibiyotik direnci
ve sitolizin gibi virulans faktorleride seks feromon sistemi ile E. faecalis suslari arasinda

yayilabilir (38, 39).
12



2.3.9. Hyaluronidaz

Hyaluronidaz, bag dokusunun 6nemli yapitast olan hyaluronik asiti tahrip ederek doku
hasarina yol acan bir enzimdir. Bag dokuda bakterinin yayilmasini saglar. Ayrica hyaluronik

asidin degradasyon iiriinii olan disakkaritler de bakteriler i¢in besin kaynagi olabilir (18, 22).

2.3.10. Kapsiil, Hiicre Duvari Polisakkaritleri

E. faecalis izolatlarinda yaygin olarak iiretilen kapsiil polisakkaritlerini kodlayan gen
bolgeleri bulunmaktadir. Kapsiiliin, epa ve cps operonlarinda iiretilen polisakkarit oldugu
diisiiniilmektedir. Bakterinin immiin yanittan ka¢cmasimi kolaylastirarak virulansa katkida
bulunur (37, 38).

Enterokoklarda hiicre duvari, beta-D glikoz-1-fosfat, teikoik asit ve tetraheteroglikan
komponentlerinden olusur. immunite igin hedef rolii oynarlar. Bu sebeple as1 olusturmadaki

onemleri arastirilmaktadir (36, 37).

2.3.11. AS-48

E. faecalis S-48 susundan izole edilmistir. Peptit yapili bir bakteriyosin olup bir¢cok
bakteriye karsi sitolitik aktivite gosterir. Hedef hiicrede sitoplazmik membran potansiyelinin

bozulmasina neden olabildigi diistiniilmektedir (38, 39).

2.3.12. Antibiyotik Direnci

Nozokomiyal enterokokal enfeksiyonlar, oncelikle hastanin hastaneye yatisindan kisa
bir siire sonra, antibiyotik direncli, sitolitik toksin olusturma gibi virulans 6zelliklerine sahip
Suslar, antibiyotik kullanimi sonucu duyarli suslarin ortadan kalkmalari ile birlikte sayica
artmakta ve sonraki asamada intestinal floraya hakim olmasi ile baslamaktadir Bu suslar
ekzojen kokenli enfeksiyonlara yol agarlar. Sitolitik toksin ve jelatinaz gibi diger faktorlerin

etkisi ile doku invazyonu gergeklesir (5, 7).
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2.4. Enterokoklarim Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Son yillarda enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar belirgin sekilde artmis olup,
ozellikle hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda ilk siralarda yer almaya
baslamistir. Enterokoklar aslinda ¢ok virulan degildir. Ozellikle hastaneye yatirilan yasl,
immiin yetmezligi ve ciddi hastalig1 olanlarda hastalik olusturmaktadir. Uriner sistem
enfeksiyonlart en sik rapor edilen enfeksiyonlardir. Tiim enterokok enfeksiyonlarinin %80-
90’nindan E. faecalis, %5-15’inden ise E. faecium sorumludur. E. gallinorum, E.
casseliflavus, E. avium ve E. raffinosus gibi diger enterokok tiirleri klinik 6rneklerin
%S5’inden izole edilmistir (6 - 8).

Enterokoklarin neden oldugu baslica enfeksiyonlar;
Bakteriyemi
. Uriner sistem enfeksiyonlari

Endokardit

1
2
3
4. Intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar
5. Kemik ve yumusak doku enfeksiyonlari
6. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

7. Solunum sistemi enfeksiyonlari

8. Neonatal enfeksiyonlar

Bu enfeksiyonlar iginde en ¢ok problem yaratan enterokok bakteriyemisidir (18).

2.4.1. Bakteriyemi

Enterokoklarin doku faktoriinli uyararak fibrin {iretimi ve trombosit agregasyonunu
arttirmasi, agregasyon maddesi salgilayarak endotel basta olmak iizere hiicrelere baglanmasi,
zedelenmis kalp kapakgiklarindaki fibrinonektine direkt adhere olabilmesi ve serotonin
salimmmini etkileyerek trombosit agregasyonunu arttirmasi, bakteriyemi gelisimine zemin
hazirlayan faktorlerdir. Enterokokal bakteriyemide genellikle mortalite yiiksektir. Oranin
yiksek olmasinin nedeni ¢ogunlukla altta yatan faktorlere baghdir. Enterokokal
bakteriyeminin en sik nedeni iriner sistem enfeksiyonlaridir (%19-24). Diger onemli
kaynaklart ise intraabdominal enfeksiyonlar, hepatobiliyer sistem, 6zellikle diyabetik ayak ve

dekiibit ilserleri olmak iizere deri ve yumusak doku enfeksiyonlaridir (40, 41). Ayrica
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intravaskiiler kateter ve yanik yaralari da 6nemli kaynaklar arasindadir. Solunum sistemi
nadiren enterokokal bakteriyemi i¢in bir kaynaktir. Enterokokal bakteriyemiler %40'a varan
oranlarda polimikrobiyaldir ve mortaliteleri yiiksektir (41, 42).

2.4.2. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Enterokoklarin en sik neden oldugu enfeksiyonlardir. Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda enterokoklar en sik idrar kiiltiirlerinden izole edilirler. Genellikle
nozokomiyal enfeksiyonlara yol agarlar. ABD’de nozokomiyal iiriner sistem enfeksiyonlar
arasinda enterekoklar ikinci sirada yer almaktadir. Uriner sistem girisimleri, kateterizasyon,
ozellikle sefalosporinler olmak {izere daha Onceden antibiyotik kullanimi1 ve diger
genitoiiriner patolojiler en 6nemli risk faktorleridir. Erkek olmak da, enterokok ve diger Gram
pozitif etkenler ile iiriner enfeksiyon icin bir risk olusturmaktadir. Piyelonefrit, komplike

olmayan sistit, perinefritik apse veya prostatit etkeni olabilirler (43, 44).

2.4.3. Endokardit

Enterokoklar, bakteriyel endokarditlerin %5-15’ini olusturur. Tim endokarditlerin
iiciincii en sik nedenidir. Endokardit, altta yatan bir kapak hasari, prostetik kapak, damar i¢i
ila¢ kullanma aligkanlig1 gibi predispozisyon varliginda gelisebilecegi gibi, hazirlayici bir
faktor olmadan da gelisebilir. Toplumdan kazanilmis bakteriyemilerde 1/3 oraninda iken,
nozokomiyal bakteriyemilerde %1 oranindadir. Kapak hastaligi ve intravendz ilag bagimliligi
risk faktorleridir. Cogunlukla sol taraf endokarditine neden olur ve mitral kapak, aort
kapagina gore daha sik tutulur. Buna ilag bagimlilarinda goriilen endokarditler de dahildir.
Normal kapak endokarditine de neden olabilir (45 - 47).

2.4.4. intraabdominal ve Pelvik Enfeksiyonlar

Enterokoklar bagirsakta bulunan diger aerob ve anaerob bakterilerle birlikte
polimikrobiyal floranin bir pargasi oldugu i¢in ikinci siklikta izole edildikleri enfeksiyonlar

intraabdominal enfeksiyonlardir. Bu enfeksiyonlarda, E. coli veya Bacteroides spp.'e gore
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daha az oranda bakteriyemi yaparlar. Enterokoklarin mikst intraabdominal ve pelvik
enfeksiyonlardaki rolii tam olarak aydmlatilamamis olsa da agikg¢a bilinen, bu
mikroorganizmalarin siroz veya nefrotik sendromlu hastalardaki spontan peritonit ve

peritoneal diyalizli hastalardaki peritonitin etkeni oldugudur (47).

2.4.5. Kemik ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Enterokoklar selliilit veya diger derin doku enfeksiyonlarina nadiren neden olabilirler.
Bu mikroorganizmalar daha ¢ok cerrahi yara enfeksiyonu, dekiibit iilseri, diyabetik ayak
enfeksiyonu gibi mikst enfeksiyonlardan birine neden olabilir. Kronik osteomiyelitlerde

stiperenfeksiyonlara neden olabilmektedir (31, 47).

2.4.6. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

Saglikli erigkinlerde enterokoklar nadiren menenjit etkenidir. Enterokokkal menenjit
daha ¢ok kafa travmasi, norosiriirjikal girisim sonrasi veya santral sinir sisteminde anatomik
defekti olan hastalarda goriliir. Ayrica bakteriyemiler, AIDS ve akut l6semi gibi

immiinsiiprese hastalarda da VRE menenyjiti goriilebilir (47, 48).

2.4.7. Solunum Sistemi Enfeksiyonlari

Enterokoklara bagli solunum yolu enfeksiyonlari olduk¢a nadirdir. Enterokoklarin
neden oldugu pnémoni ve akciger apsesi olgular1 genellikle siddetli hastali§i olan ve genis

spektrumlu antibiyotik kullanan olgulardir (47).

2.4.8. Neonatal Enfeksiyonlar

Enterokoklar, menenjit veya baktereminin eslik ettigi ates, letarji ve solunum gii¢ligi
ile karakterize yenidogan sepsisine neden olabilir. Prematiirite diisiik dogum agirligi, enteral

beslenme ve intravaskiiler kateterizasyon enfeksiyon riskini artirmaktadir. E. faecalis veya E.
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faecium'un etken oldugu sepsis daha sik prematiir veya diisiik dogum agirlikli bebeklerde

ozellikle nazogastrik tliple beslenme, intravaskiiler kateter bulunmasi gibi durumlarda goriiliir
(43, 47).

2.4.9. Diger Enfeksiyonlar

Enterokoklar diyabetik hastalarda endoftalmite neden olabilirler. ileri yas ve kronik
hastalig1 olanlarda solunum sistemi enfeksiyonlarina ve periodontitis gibi oral kavite

enfeksiyonlarina da nadiren yol agabilir (47).

2.5. Enterokok Enfeksiyonlariin Epidemiyolojisi

Enterokoklar son yillarda tiim diinyada giderek artan siklikta hastane enfeksiyonu
salginlarina yol agmislardir. Epidemiyolojik calismalar, enterokoklarin hastadan hastaya ve
hatta hastaneler arasi yayilabilmesinde, bu bakterilerin normal bagirsak florasinda
bulunmasinin temel risk faktorii oldugu bu sebeple de endojen ve ekzojen kaynakli
enfeksiyonlara kolaylikla yol agabildigi diisiiniilmiistiir. Enterokoklar arasinda en ¢ok izole
edilen tip olan E .faecalis’in hastane enfeksiyonlarinda %85-95’1lik oran ile en yiiksek
insidansa sahip olan tiir oldugunu, bunu bagirsak florasinda ikinci siklikda goriilen E.
faecium’un %5-10 orani ile izledigini gostermistir. Ancak VRE olgularinda E. faecium ilk
siralar1 almaktadir (49, 50).

Enterokoklarda beta-laktam antibiyotiklere ve aminoglikozidlere 1980°li yillarda
direncin ortaya ¢ikmasi tiizerine vankomisin uzun yillar tek uygun antibiyotik olarak
kullanilmistir. 1986 yillarinda Ingiltere ve Fransa’dan vankomisin direngli enterokoklarin
sebep olduklar1 enfeksiyon klinigine ait bilgiler elde edilmeye baslansada VRE’ler ilk kez
1988 yilinda Uttley ve arkadaslari tarafindan ingiltere’den bildirilmistir. Bunu diger Avrupa
iilkeleri ve ABD’den bildirilen olgular ve VRE epidemileri izlemistir. Ulkemizde ilk olarak
1998°de Akdeniz Universitesi Hastanesi Pediatrik Hematoloji servisinde yatan malign
histiositoz olgusundan VRE izole edilmistir (18, 19). NNIS tarafindan yayinlanan rapora goére
1989-1993 yillar1 arasinda nozokomiyal VRE enfeksiyonlar1 %0.3’ten %7.9’a yiikselmistir.
Yogun bakim iinitelerinde ise bu oran %0.4’ten 34 kat artarak %13.6’ya ulasmigtir. 1990-

1992 yillar1 arasinda, hastane enfeksiyonlar1 igerisinde enterokoklarin, E.coli ve
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Stafilokoklardan sonra yaklasik olarak %10°luk bir insidans ile {iglincii siklik da yer aldigi
bildirilmistir. Farkli hastanelerde yapilan calismalarin sonuglarinin agiklandigi bildiride,
enterokoklarin hastane kdkenli bakteriyemilerin %9’u, cerrahi yara enfeksiyonlarmin %131,
iiriner sistem enfeksiyonlarinin %12-16’sindan sorumlu olduklarini, enfeksiyonlarin %60’dan
fazlasinin da ekzojen kaynakli oldugunu ve yarisindan fazlasinin da yogun bakim {initelerinde
goriildiigi belirtilmistir (49, 50) .

Diger taraftan ABD’den NNIS’nin verilerinde; hastanelerde 1989-1997 yillan
arasindaki peryotta VRE izolasyon oranlarinin; yogun bakim iinitelerinde goriilen hastane
enfeksiyonlarinda %0.4 ten %23.2°ye, diger iinitelerde ise %0.3’ten %15.4’e ylikseldigi
bildirilmistir (49, 50). Ayni birimin 1998 yili raporunda ise, yogun bakim servislerinde
goriilen hastane enfeksiyonlarinda %22.6 olan VRE insidansinin, 1999 yilinda %25’e ve 2003
yilinda da %28.5’e yiikseldigi gosterilmistir. Bu bildirimler disinda genel olarak ABD’de
2000’11 yilarin baglarinda hastane enfeksiyonlarinda VRE insidansinin %25’in iizerine
ciktig1, hastanede yatan hastalarda VRE kolonizasyon oraninin da %5-18 arasinda degistigi,
ancak hastane disindaki popiilasyonda intestinal kolonizasyon olmadig1 bildirilmistir. Benzer
sekilde Kanada’dan bildirilen 7 yillik VRE siirveyans raporuna gore; 2001-2003 yillarinda
%0.5 olan enterokok izolatlart arasinda VRE sikligi, 2006 yilinda %3.3’e ¢ikmustir (50, 51).

Avrupa’da da hastane enfeksiyonlarinda, VRE epidemiyolojisinde, ABD’den kiigiik
farklar olmakla beraber benzer artislar goriilmiistiir. European Antimicrobial Surveillance
System (EARSS)’inin 1998 verilerine gore bakteriyemiye sebep olan E. faecium izolatlari
arasinda en yiiksek vankomisin direng orani Ingiltere’de %24 ve Italya’da ise %10 olarak
belirlenmistir. Ancak ayni sistemin 2007 verilerine gore en diisik VRE insidans1 Iskandinav
iilkelerinde %1 olarak verilirken, Yunanistan ve Portekiz gibi Giiney Avrupa iilkelerinde VRE
oranminin %45’in iizerine ¢iktig1 belirtilmistir (50). Italya’da ise 1995 yilinda VR E. faecium
orani %9 iken, 2001°de %15’e, 2003’de %24’e c¢ikmig, 2007 yilinda ise %11 olarak
bildirilmistir. E. faecalis ‘lerde ise oran %5’in altindadir (50, 51). Almanya’da EARSS
verilerine gore 2001°de VR E. faecium oran1 %1 iken, 2007 yilinda bu oran %15’e ¢ikmis
ancak VR E. faecalis’lerde bu oran %1’in altinda kalmigtir. Fransa’da 2005 yilinda E. faecium
oram %S5 olarak bildirilmistir. Ingiltere’de ise 2007 yilinda enterokoklarin sebep oldugu
bakteriyemilerde VRE oran1 %8.5-12.5 arasinda bulunmustur. Bu oran E. faecium igin %20-
25, E. faecalis igin %1.6-2.5°tir. Irlanda’da VR E.faecium oran1 2005 yilinda %30-35 olarak
bildirilmekteyken, VR E. faecalis’lerde ise bu oran %5’in altinda bulunmustur (51, 52).

Enterokoklar ¢evre kosullarina dayanikli olduklarindan her ¢esit ortamda canliliklarini

stirdiirebilirler. Bu nedenle hastanelerde iiretilen hizmetin kalitesi ve yatis endikasyonu alan
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hastalarin 6zellikleri enterokok enfeksiyonunun artisinda énemli etkenlerdir. Ozellikle altta
yatan ciddi bir hastalig1 olan veya immiinsiiprese hastalar, onkoloji hastalari, transplantasyon
hastalar1 risk grubu icerisindedirler. Ornegin transplantasyon bekleyen hastalarda endojen
florada VRE tasiyicilik oran1 %3.4 iken; transplantasyon sonrasi hastalardaki VRE oraninin
%44’e c¢iktig1 bildirilmistir. Hastane ortaminda bulunan stetoskop, kapi tokmagi, yatak,
komidin gibi cansiz esyalar lizerinde uzun siire yasayabilmektedir. E. faecium ve E. faecalis
kokenlerinin polivinil kloridde; hepsinin 1 hafta, iki kokenin 4 ay hayatta kaldiklari
gbzlemlenmistir (52). Hastanelerde tibbi alet ve malzemeler, hasta odasinda bulunan esyalar
(yatak, masa, kap1 kollari, elektrik diigmeleri vb.) ve ylizeyler de 6nemli VRE kaynaklaridir.
Elektrikli termometre ve EKG elektrodu gibi, hastalarda ortak kullanilan aletler VRE

yayilimindan sorumlu olabilmektedirler (52).

2.6. Enterokoklarda Antimikrobiyal Direng

Enterokoklarda antimikrobiyal direng iki ana baslik altinda incelenebilir (47).

intrinsik (Dogal Direnc)

Aminoglikozid direnci (disiik diizeyde direng)

B- laktamlar (yiiksek MIK degerleri)

Linkozamidler (diisiik diizeyde direnc)

Trimetoprim - siilfometoksazol (sadece in vivo direng)

Kinupristin / dalfopristin (E. faecalis suslar1 streptogramin A’ya intrensek olarak

direngli)

Kazamilmis Direng

Aminoglikozid direnci (yliksek diizeyde direng)
B- laktamlar (PBP’ lerde degisiklik)

Hiicre duvarina etkili ajanlar (tolerans)
Florokinolonlar

Linkozamidler (yiiksek diizeyde direnc)
Makrolidler

Penisilin ve ampisilin (B- laktamaz)

Rifampisin
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Tetrasiklin

Vankomisin

Kinupristin / dalfopristin
Linezolid

(47, 53).

2.6.1. Intrensek Direng

2.6.1.1. Beta-Laktam Antibiyotiklere intrensek Direnc

Enterokoklardaki intrensek penisilin direnci beta-laktam antibiyotiklere diisiik
baglanma afinitesi gosteren PBP 5 (penisilin baglayan protein) enziminin varligina baglhdir.
E. faecalis icin penisilin MIK degeri diger streptokoklardan 10-100 kat daha yiiksektir.

E. faecium suslari, E. faecalis suslarina oranla penisiline daha direnglidir. Yar1 sentetik
ve penisilinaza direngli beta-laktam grubu antibakteriyel ilaglara da direng, olduk¢a yiiksek
bulunmustur (53, 54). Enterokoklar beta-laktam antibiyotiklere karsi karakteristik olarak
tolerans gosterirler. Yani tedavi dozunda minimal bakterisid konsantrasyonunun minimal
inhibitdr konsantrasyonuna oran1 (MBK/MIK) 32’nin iizerindedir. Ayrica, hemen hemen izole
edilen tim enterokoklar, beta-laktamlara, vankomisin ve teikoplanin de dahil diger hiicre
duvarma etkili ajanlara kars: tolerandir. Kisa siireli maruziyet hizla tolerans kazanilmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle bu ajanlar enterokoklara karsi bakteriyostatik etkilidir. Uriner
sistem enfeksiyonlar1 gibi bazi enfeksiyonlarda tek basma kullanilabilseler de, menenjit,
endokardit gibi bakterisidal aktivite gerektiren enfeksiyonlarda standart kombinasyon tedavisi
kullanmak gereklidir. Bu antibiyotiklerin aminoglikozidlerle kombinasyonu sinerjistik
bakterisidal etki gostermektedir. Dolayisiyla beta-laktam antibiyotikler enterokoklara karsi
bakterisidal degil, bakteriyostatik etkilidir (47, 54).
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2.6.1.2. Aminoglikozid Direnci

Enterokoklar diisiik diizeyde aminoglikozid direnci gosterirler. Bu intrensek direng
hiicre duvarina gecebilme yetenegindeki azlikla iligkili olup hiicre duvarina etkili ajanlarla

verilerek yenilebilir (47, 55).

2.6.1.3. Trimetoprim - Siilfometoksazol Direnci

Cogu enterokok susu in vitro sartlarda trimetoprim - sulfometoksazole duyarli oldugu

halde bu ajan in vivo sartlarda enterokoklara etkisizdir (47, 56).

2.6.1.4. Diger Antibiyotikler

Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere karsi da diisiik diizeyde direng
gosterirler. Ayrica enterokoklarin ekzojen folati1 kullanma yetenekleri oldugundan trimetoprin
siilfametaksazol (TMP-SMX)’ e de intrensek olarak direnglidirler. in-vitro sartlar da duyarl
goriilseler de, invivo sartlarda etkisiz olduklarindan antibiyotik duyarlilik testlerinde TMP-
SMX kullanilmamalidir. E.faecalis intrensek olarak quinupristin/dalfopristine’de direnglidir.
E. gallinorum, E. casseliflavus ve E. flavescens’te intrensek olarak vankomisine diisiik

diizeyde direng gosterirler (47, 55).

2.6.2. Kazamilmis Direnc

Enterokoklarin bir ¢ok antibiyotige karsi kazanilmis direng mekanizmalari da
bulunmaktadir. Kazanilmis direng genellikle bir DNA mutasyonu veya transpozon, plazmid
veya yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu gelisir. Bu mutasyon sonucu olusan
direncli genler enterokoklar arasinda veya bagka mikroorganizmalara transfer edilebilir. Bu da
yeni diren¢ determinantlariin kazanilmasini kolaylastirir. Tetrasiklin direnci enterokoklarda

konjugasyon yoluyla kazanilan direncin en tipik 6rneklerindendir (47, 56).
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2.6.2.1 p-laktam Direnci

Ilk olarak 1983' te Texas' da B-laktamaz iireten E. faecium susu tanimlanmustir.
Sonralari ABD' de diger merkezlerden ve Buenos Aires' den baska suslar bildirilmistir. B -
laktamaz tiretimi, enterokoklarda sik goriilmeyen bir 6zelliktir ve bu yiizden terapotik sorun
yaratmaz. Enterokoklar iki ayri diren¢ mekanizmasi ile B-laktam antibiyotiklere direng
kazanir. Direncin major mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli PBP5 miktarinin
artmasi sonucu penisilinin hiicre i¢ine girisinin azalmasidir (47, 56).

Penisilin direnci, enterokoklarda bulunan PBP5 miktar1 ile dogru orantilidir ve siklikla
E. faecium suslarinda goriiliir. PBPS sentez yeteneginin kaybinin, penisiline olduk¢a direngli
suslarin hiper duyarli olmasina neden oldugu gosterilmistir. Enterokoklardaki [-laktamazlar
penisilin, ampisilin, piperasilin ve diger ireidopenisilinleri hidrolize eder; penisilinaza
direncli penisilinleri, sefalosporinleri ve imipenemi etkilemez. Stafilokoklardan farkli olarak,

enterokoklarda B-laktamaz tiretimi diisiik seviyede ve inokiiliim bagimlidir (47, 53, 55).

2.6.2.2. Aminoglikozid Direnci

Enterokoklar aminoglikozidlere karsi yiiksek diizeyde direng¢ kazanabilirler. Bu tiir
direng gosteren bakterilerde duvar sentezini inhibe eden bir antibiyotik ile aminoglikozid
kombinasyonundan elde edilen sinerjistik etki  kaybolmustur.  Enterokoklarda

aminoglikozidlere kars1 direng iki farkli mekanizma ile ortaya ¢ikar (28):

a-Imh Seviyede Diren¢ (MIK=62-500 pg/ml): Genellikle diisiik permeabiliteden
dolay1r gelisir. Aminoglikozidlerin hiicre duvari sentezini inhibe eden B- laktam grubu

antibiyotiklerle kombine edilerek kullanimi ile bu tip direng problemi asilabilir (31, 47).

b-Yiiksek Seviyede Diren¢ (MIK>2000 pg/ml): Aminoglikozidlerin ribozomdaki
baglanma bolgelerindeki degisiklik sonucu veya aminoglikozidleri inaktive eden enzimlerin
sentezi sonucu olusur. Yiiksek diizeyli dirence yol a¢an bu iki yoldan aminoglikozid modifiye
eden enzim firetimi en sik goriilen diren¢ mekanizmasidir. Gentamisine yiiksek diizeyde
direngten sorumlu olan enzim bir fiizyon proteinidir. iki aktif bdlgesi olan bu protein hem 6’-

asetiltransferaz hem de 2’- fosfotransferaz aktivitesine sahiptir (31, 47).
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2.6.2.3. Kloramfenikol Direnci

Enterokoklarin %20-42’si kloramfenikole direnclidir ve direngten sorumlu esas
mekanizma, plazmid {izerinde “cat” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil transferaz

iretimidir. Ayrica efluks mekanizmasi da direngte rol alabilir (47, 56).

2.6.2.4. Tetrasiklin Direnci

Direngten sorumlu tetM, tetQ ve tetN, tetL gibi ¢ok sayida gen tanimlanmistir. tetL
geni bir plazmid de taginir. Bu genler efluks sistemini kodlayabildigi gibi ribozomal kaynakli
dirence de sebep olabilir. Tetrasiklinlerin hiicre disina pompalanmasini saglayan gen,
tetrasiklin ile temas sonucu indiiklenir. Tetrasiklin direnci enterokoklarda konjugasyon yolu

ile kazanilan direncin en tipik 6rnegidir (38, 47, 56).

2.6.2.5. Kinolon Direnci

Direng gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlara bagli gelisir.

Enterokokal suslarin cogunlugu kinolonlara orta duyarlilik veya direng gosterir (47, 56).

2.6.2.6. MLSB (Makrolid, Linkozamid ve B tipi StreptoGramin) Direnci

Genellikle 23S rRNA’nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iligkilidir ve
metilasyon sonucu eritromisin ribozomlara baglanamaz. ermB geni Tn917 transpozonu ile
cesitli plazmidler {izerinde tasmabilmektedir. Ayrica asetil transferaz veya efluks

mekanizmasi sonucu da olusabilir (38).
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2.6.2.7. Oksazolidinon Direnci

Coklu ilag direnci gosteren enterokoklar ile olusan enfeksiyonlarda oksazolidinon
grubu antibiyotik olan linezolid iyi bir segenektir. Ancak 2002 yilinda linezolid’e direng
bildirilmistir ve bu direngten 23S rRNA V domainindeki mutasyonlar (G-2576- T) sorumlu
tutulmaktadir (55, 56).

2.7. Glikopeptid Direnci

Enterokoklarda peptidoglikan sentezi i¢in 2D-alanin molekiiliiniin bir ligaz enzimi
tarafindan birbirine baglanmasi, olusan D-ala-D-ala' nin UDP-N-asetil muramil-tripeptide
eklenerek UDP N-Asetil muramil-pentapeptidin olusmasi ve buna da transglikozilasyon
yoluyla mevcut peptidoglikanin eklenmesi gerekmektedir. Enterokoklarda vankomisin ve
teikoplanin en ¢ok kullanilan glikopeptitlerdir. Enterokoklarda, normal sartlar altinda,
peptidoglikan sentezinde, iki molekiil D-Alanin bir ligaz enzimi ile baglanir ve “D-Ala-D-
Ala” y1 olusturur. Daha sonra UDP-N-asetil muramil tripeptide eklenerek UDP-N-asetil
muramil pentapeptit meydana getirir. Bu peptid olusmaya baslayan peptidoglikana baglanir,
kros baglarin olusumunu saglar ve peptidoglikan tabakanin giicline katkida bulunur.
Vankomisin pentapeptit prekiirsor {initinin D-Ala-D-Ala kismina yiiksek affinite ile baglanir
ve peptidoglikan zincire baglanmasini bloke ederek kros baglarin olusumunu 6nler. Ancak
peptidoglikan yan zincirine D-Ala-D-Ala yerine ligaz enzimi ile D-Ala-D-Laktat veya D-Ala-
D-Serinin sentezlenerek baglanmasi sonucunda, vankomisinin buraya baglanma yetenegi
azalir, hiicre duvar1 sentezi devam eder ve sonu¢ olarak vankomisine karsi direng gelisir.
Direncin simiflandirilmas: 6nceleri, fenotipik olarak, MIK degerlerine gore yapilmistir.
Gilinlimiizde ise siiflandirma spesifik ligaz genlerinin varligina gore yapilmaktadir. VanA,
VanB, VanD ve VanG tipi direngte D-Ala-D-Laktat, VanC ve VanE tipi direngte ise, D-Ala-
D-Serin sentezlenmektedir (28, 47, 56).

2.7.1. VanA Glikopeptit Direnci

Vankomisin tarafindan yiiksek, teikoplanin tarafindan ise zayif indiiklenebilir 6zellikte

hem vankomisine (MiK>64 pg/ml) hem de teikoplanine (MIK>16 pg/ml) yiiksek diizeyde
24



diren¢ durumudur. Bu direngten esas olarak Tnl1546 transpozonu ve bu transpozonla iligkili
elemanlar iizerinde taginan VanA gen kiimesi sorumludur. VanA gen kiimesinin hem transfer
edilebilen hemde transfer edilemeyen plazmidler ve bakteriyel kromozomlar {izerinde
bulunabildigi bildirilmistir. VanA geni esas olarak E .faecium’da tanimlanmistir. Ancak basta
E. faecalis olmak iizere, E. durans, E. gallinarum, E. avium, E. mundtii, E. casseliflavus, E.
raffinosus ve enterokok dis1 bazi tiirlerde bulundugu gosterilmistir (28, 57). Klinik anlami en
onemli olan diren¢ fenotipidir. Bu genlerin ekspresyonu sonucu, peptidoglikan prekiirsorlerin
terminalinde D-Ala-D-Ala yerine D-Ala-D-Laktat sentezlenmekte ve vankomisin bu bilesige
daha diisiik affinite ile baglanmaktadir (28, 57). Indiiklenebilir VanA direncinde yalnizca
vankomisin varliginda olusan PBP lerin artis1 sonucunda beta-laktam antibiyotiklere karsi
hiperduyarlilik meydana gelir. Bu da vankomisin direngli enterokoklarin tedavisinde
vankomisin—beta-laktam kombinasyonunun basarisin1  agiklamaktadir  (57). Direng
vankomisin, teikoplanin, avoparsin ve ristosetin gibi glikopeptitler ve basitrasin, polimiksin B

ve robenidin gibi nonglikopeptitler ile indiiklenebilir (28, 47).

2.7.2. VanB Glikopeptit Direnci

Enterokoklarda VanB tipi glikopeptid direnci VanA ligaza yapisal benzerlik gosteren
VanB ligaz ile olusur. VanB proteini yine D-ala-D-ala-lac pentapeptidinin olusumuna neden
olur. Kromozomal yerlesimlidir. Ancak Tn1547, Tn5382 transpozonu ve plazmidler iizerinde
de tasiarak transfer edilebildigi de bildirilmistir. VanB tipi direng tagiyan enterokok izolatlar
vankomisine degisken diizeyde direng gosterirken (MIK=4->1000 pg/ml) teikoplanine
duyarhdir. VanB tipi direng esas olarak E. faecalis ve E. faecium da tanimlanmistir. Buna ek
olarak nadiren E. casseliflavus ve E. gallinorum ve enterokok dis1 bazi tiirlerin de VanB gen
kiimesi tagidig1 bildirilmistir. VanB gen kiimesinde bulunan 6 gen VanA kiimesindeki genlerle
homoloji gosterir. VanA gen kiimesinden farkli olarak VanB gen kiimesinde VanZ nin karsilig
yoktur. VanB gen kiimesinde gérevi tam olarak anlagilamayan VanW geni mevcuttur. VanRB-
VanSB sistemi Vankomisin tarafindan indiiklenir ancak teikoplanin tarafindan indiiklenmez.
Bu nedenle VanB tipi diren¢ tasiyan suslar teikoplanine duyarlidir. VanB izolatlarinin
vankomisin tarafindan indiiklenmesi sonucunda teikoplanine de diren¢ gelistigi bildirilmistir.
Ayrica bu suslarda glikopeptid tedavisi altinda teikoplanin direnci gelistigi de gosterilmistir
(28, 47, 57).
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2.7.3. VanC Glikopeptit Direnci

VanC direng fenotipinin 6zelligi vankomisine diisiik diizeyde direncli teikoplanine ise
duyarli olmasidir. VanC tipi direng, E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens suslarinda
goriilen intrensek bir direng tiiriidiir. Bu suslarda hemen her zaman VanC geni bulunmasina
ragmen vankomisin i¢in MIK degeri genellikle 8-16 pg/ml arasindadir (intermediate). Bu
diren¢ fenotipinin VanC-1, VanC-2 ve VanC-3 olmak {izere ii¢ alt tipi bulunmaktadir ve
genlerin tiire spesifik oldugu distiniilmektedir. VanC-1 E. gallinarum’da, VanC-2 E.
casseliflavus’ta, VanC-3 ise E. flavascens’te daha siktir. E. casseliflavus ile E. flavescens in
yiiksek olasilikla ayni tiirii temsil ettigi kabul edilmektedir ve VanC-2 ile VanC-3 iin %98
oraninda benzer oldugu gosterilmistir. VanC-1, VanC-2 / VanC-3 ile %73, VanA veya VanB
ile %37-39 oraninda benzerlik gosterir. Kromozom {izerinde lokalize olan VanC operonu bes
genden olusmaktadir. VanH ve VanHB’nin homologu olan VanT hiicre zarina bagl bir serin
rasemaz enziminin kodlanmasindan ve D-Ser sentezinden sorumludur. VanC gen kiimesinde
VanXYC, dipeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerini kodlar. VanRC ve VanSC nin aminoasit
dizileri VanR ve VanS ye sirastyla %50 ve %42 oraninda benzerlik gosterir. Fonksiyonlart ise
aymidir. VanC gen kiimesi D-ala—D-ser ile sonlanan peptidoglikan prekiirsorlerinin
sentezinden sorumludur. Buna ek olarak E. casseliflavus ve E. gallinarum da D-ala-D-ala
sentezleyen bir sistemde bulunmaktadir. VanC fenotipinde vankomisine diisiik diizeyde ve
degisken diren¢ goriilmesinin nedeni her iki sistemin birlikte bulunmasidir. Daha fazla

miktarda D-ala-D-ala tireten suslar vankomisine daha duyarhdir (28, 47, 38, 57).

2.7.4 VanD Glikopeptit Direnci

Ik kez 1991 yilinda New York hastanesinde bir E. faecium izolatinda VanD olarak
tanimlanan yeni bir vankomisin diren¢ geni tanimlanmistir. Bu suslar 64-256 pg/ml
vankomisin ve 4-32 pg/ml teikoplanin ile inhibe edilmistir. Bu genin; VanA ve VanB ligaz
genlerine %67 oraninda benzerlik gosterdigi, kromozomda yerlestigi ve konjugasyonla diger
enterokoklara transfer edilemedigi anlagilmistir. Ancak VanD suslarinda D,D dipeptidaz
aktivitesi belirlenmemistir ve karboksipeptidaz aktivitesi ise diisiik diizeydedir. D,D-
dipeptidaz aktivitesi bulunmamasina ragmen VanD gen kiimesi VanXD, VanRD, VanSD,
VanHD genlerini igermektedir (28, 58).
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2.7.5. VanE Glikopeptit Direnci

VanE vankomisin diren¢ geni, vankomisine diisiik seviyede direngli (MIK 16 pg/ ml)
ve teikoplanine duyarli (MiK 0.5mg/ml) E. faecalis BM4405 susunda tanimlanmistir. Bu yeni
diren¢ fenotipi intrinsik VanC tipi dirence benzer. Aminoasit dizisi VanC’ye %55, VanA’ya
%45, VanB’ye %43 ve VanD’ye %44 oraninda benzemektedir. Ancak VanE tipi direncin
genetik belirleyicisi farklidir ve interensek bir direng tipi degildir. VanE geni kromozomda

yerlesmistir ve transfer edilemez (28, 47, 57).

2.7.6. VanG Glikopeptit Direnci

Bu direng tipi E. faecalis WCH9 susunda tanimlanmistir. Bu sus vankomisine diisiik
diizeyde (MIK=16ug/ml) direncli, teikoplanine duyarlidir (MIK=0.5 pg/ml). Bu direng tipi
transfer edilemez. VanG gen kiimesinin tiriinii diger Van genlerinin iiriinlerine %50 den daha

az aminoasit dizilim benzerligi gostermektedir (28, 47).

Cizelge 2.5. Enterokoklarda glikopeptit direnci (47).

Karakter Tip
VanA VanB VanC VanD VanE
Genetik karakterler Alkiz (Tn1546)  Akkiz (Tn 1547) fntrensck Akkiz Akkiz
Peptidoglikan prekiirsoriin ~~ D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Lac  D-Ala-D-Ser
sonlanmast
MIK deeri (ug/ml) 64 - >1000 4->1000 2-32 16- 64 16
Vankomisin
Teikoplanin 16-512 05->327 05-1 2-4 0.5
Ligaz geni vand vanB vanC-1 ve vanC-2/ vanD vanE
vanC-3 §
Direng genlerinin dogada E faecium,E faecalis, E faecalis, E faecium,  E.gallinarum ve E faecium E faecalis
bulundugu bakteriler E durans,E.mundfii E.avium,  Strep.bovis,Strep E.casseliflavus/
E gallinarum,E.casseliflavus, gallolyticus § E flavescenst
Bacillus circulans, Streptococcus
gallolyticus,§ corynebacteria,
arcanobacteria lactococeus,
oerskovia

Enterokoktan laboratuvarda  Strep.sanguis,Strep.pyogenes  E.faecalis,E. faecium,
glikopeptid direncinin listeria, S.aurens ampisilin direnci ile beraber
transfer edildigi bakteriler

7: vanB igeren izolatlarn gofu in-vitro test edildiginde teikoplanine duyarlidir, ancak in-vivo ve in-vitro direng gelisimi posterilmistir.
1: vanC-3 geni % 98 vanC-2 geni ile benzerdir, E flavescens muhtemelen E.casseliflavus ile aym tiir.
§: Bu organizma daha 6nce S.bovis’in bir parcasi olarak kabul edilmekteydi.
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2.8. Enterokok Enfeksiyonlarinda Tedavi

Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi, ilging antibiyotik duyarlilik 6zellikler
gostermeleri ve bu bakterilerin duyarliliklarinin mikrobiyoloji laboratuvarinca dogru tespit
edilememesi nedeniyle, olduk¢a zor ve karmasiktir. Enterokoklarin sebep olduklar1 tiriner
enfeksiyonlar, peritonit ve yara enfeksiyonlarinin ¢ogu ampisilin, penisilin veya vankomisin
ile tadavi edilebilir. Bununla birlikte Beta-laktamaz iiretimi, yiiksek diizeyli aminoglikozid ve
penisilin direnci gelistirmeleri ve glikopeptidlere direng goriilmesi klinisyenin tedavi
seceneklerini giderek kisitlamaktadir (59). Penisilin G, ampisilin, vankomisin ve teikoplanin
gibi hiicre duvarna etkili ilaglar, klinik olarak erisilebilir konsantrasyonlarda enterokoklarin
coguna bakteriyostatik etkilidir. Enterokok enfeksiyonlarinda bakterisidal etki klasik olarak
bu hiicre duvarina etkili ajanlardan biri ile streptomisin veya gentamisin kombine kullanimi
ile elde edilir (31, 59).

Bakteriyositatik etkili ilaglar immiin sistemi baskilanmamis konakta olusan iiriner
sistem, peritonit, yumusak doku enfeksiyonu gibi derin yerlesimli ve intravaskiiler olmayan
enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde yeterlidir. Penisilin G veya ampisilin duyarl
enfeksiyonlarda tek baslarina yeterli tedavi saglar. Onerilen tedavi siiresi 7-14 giindiir. Ancak
penisilin allerjik hastalarda veya yiiksek diizeyli penisilin direnci varsa (6zellikle E.
faecium’da) glikopeptid antibiyotikler kullanilabilir. Nitrofurantoin enterokok suslarinin
cogunda etkili oldugundan (%90- 96) iiriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilabilir.
Fosfomisin de in vitro enterokoklara oldukca etkili oldugundan {iriner enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilir (59, 60). Kinolonlar da nitrofurantoin gibi triner sistem
enfeksiyonlarinda tek basina kullanilabilir. Ancak iiriner sistem enfeksiyonu disinda baska bir
enfeksiyon varsa kullanilmamalidir. Levofloksasin, moksifloksasin, siprofloksasin ve
ofloksasine gore enterokoklara karsi in vitro daha etkilidir. Ancak siprofloksasin direncli
enterokok suslarina karsi, bu ilaglarin da etkinligi azalmaktadir (31, 60, 61). Direngli suslarin
gelisimine neden olacagindan tek basina rifampisin kullanimindan kaginilmalidir.
Enterokoklarla gelisen endokardit ve menenjit gibi ciddi sistemik enfeksiyonlarin tedavisi
sorun yaratmaktadir. Enterokokal endokarditli hastalarin cogunda tek basina penisilin tedavisi
basarisizlikla sonuglanmistir. Bu tiir enfeksiyonlarin tedavisi, enterokoklarin hiicre duvarina
etkili bir antibiyotik ile yiiksek diizeyde direng gostermedikleri bir aminoglikozid antibiyotigi
iceren bakterisidal bir kombinasyon ile saglanir. Endokardit tedavisinde gilinlik gentamisin
dozunun iki veya lice ve streptomisin dozunun ikiye boliinerek verilmesi Onerilmektedir.

Enterokoklarin neden oldugu endokarditlerin tedavisinde dort haftalik siire genellikle
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yeterlidir. Ancak semptom siiresi ii¢ aydan uzun hastalarda, relapslarda, mitral ve prostetik
kapak tutulumunda alt1 hafta stireli tedavi onerilmektedir. Enterokok endokarditi nedeniyle
dort hafta 3mg/kg/giin’den daha yiiksek dozda gentamisin kullanilan hastalarin tiimiinde geri
doniisiimlii nefrotoksisite ve streptomisin kullanilan hastalarin %19’unda geri doniistimsiiz
vestibiiler toksisite gelistigi gosterilmistir. Menenjitlerde ise iKi-ii¢ hafta siiren tedavilere yanit
alimmaktadir (59, 60). VRE’ye kars1 afinitesi ve BOS igine penetrasyonu oldukc¢a iyi olan
linezolid enterokoklara karsi bakteriyostatik olmasina ragmen VRE menenjitinde
kullanilabilir (60). Aminoglikozidlere yiiksek diizeyli dirence sahip suslarin neden oldugu
bakterisidal tedavi gerektiren enfeksiyonlarda, en iyi tedavi segeneginin ne oldugu heniiz
bilinmemektedir (60, 61).

VRE izole edilen hastalarda tedaviye baslamadan once, kolonizasyon-enfeksiyon
ayrimi yapilmalidir. Lokal veya sistemik enfeksiyon bulgusu olmayan hastada ylizeyel
alanlarda, degistirilen intravaskiiler kateterlerden, intraperitoneal ve safra direnlerinden ve
piyliri olmadan idrardan VRE izole edildiginde, kolonizasyon olarak degerlendirilmelidir ve
antibakteriyel tedaviye gerek yoktur (59, 61).

Yeni gelistirilen antibiyotiklerden bazilart  (kinopristin-dalfopristin, linezolid,
everninomisin, LY3328 (yeni bir glikopeptid tiirevi) ¢ogul direncli enterokoklarin tedavisi
icin ¢ok olmasa da umut vericidir. Yeni kinolonlar, 6zellikle klinafloksasin ve sitafloksasin
VRE’lere karsi, eski kinolonlara gore daha etkilidir. VRE ile olusturulan deneysel
endokarditlerde klinafloksasin tek basina veya penisilinle birlikte etkili bulunmustur (59).

Tiim bu ¢alismalara ragmen etkili ve giivenilir bir tedavi heniiz bulunamamustir (31).

2.9. VRE’ dan Korunma ve Kontrol Onlemleri

Enterokoklar normal GIiS ve kadin genital sistem florasinin bir elemani olduklar1 igin
enterokokal enfeksiyonlarin ¢ogunun hastanin endojen florasindan kaynaklandigi
diigiiniilmektedir. Enterokoklardaki vankomisin direncinde gozlenen dramatik artis nedeniyle
VRE yayiliminin énlenmesi ve korunma amagl ¢alismalar yapilmaya baslanmistir. Ozellikle
yogun bakim {nitesinde, onkoloji veya transplantasyon servislerinde yatmakta olan
hastalarda, uzun siire hastanede yatan veya ¢ok sayida antibiyotik verilen hastalarda VRE
kolonizasyonu daha ¢ok goriliir. Ancak VRE dahil tiim enterokoklarin hastadan hastaya direk

transferinin veya indirek olarak kontamine eller, kontamine yiizeyler ya da tibbi cihazlar
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yoluyla transferinin miimkiin oldugu da gosterilmistir. VRE yayilimmin &nlenmesi ve

korunma amach degisik yillarda degisik rehberler olusturulmustur. Bunlar;

1. 1995 “Recommendations for preventing the spread of vancomycin resistance
recommendations of the hospital infection control practices advisory committee” (CDC /
HICPAC)

2. 1997 (CDC)

3. 1997 (SHEA / IDSA)

4.1999 (APIC / CHICA / ICNA)

olup, giinilinlizde en ¢ok kabul géren HICPAC” tir.

e VRE yayillimim kontrol altina almak icin yaymlanan bu rehberlerde onerilen

tedbirler (62 - 64);

1. Uygun ve kisith vankomisin kullanimi1

2. Hastane personelinin egitimi

3. Mikrobiyoloji laboratuvarinin etkin kullanimi
4. Stirveyans kiiltiirleri

5. Gastrointestinal kolonizasyonun eradikasyonu

6. Korunma ve Kontrol

1. Uygun ve Kisith Vankomisin Kullanimi

Antibiyotik kullaniminin kisitlanmasi ile VRE enfeksiyonu insidansinda ancak kiigiik
veya orta diizeyde azalma saglanabilir. Bunun yaninda diger korunma yontemleri ile
desteklenebilmektedir. Vankomisin kullaniminin VRE kolonizasyonu ve enfeksiyonu i¢in bir
risk faktorii oldugu bir ¢ok calisma ile kanitlanmistir. Ayrica, uygunsuz vankomisin
kullaniminin S. aureus ve S. epidermidis’ te vankomisine direng gelisimine (VRSA ve VRSE)
neden olabildigi disiiniilmektedir. Bu nedenle HICPAC o6nerilerinde uygunsuz vankomisin
kullaniminin 6nemi o6zellikle vurgulanmig, vankomisin kullaniminin uygun oldugu ve

olmadigi durumlar belirtilmistir (62, 63).
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2. Hastane Personelinin Egitimi

Biitiin hastane calisanlarina VRE’nin 6nemi, epidemiyolojisi ve kontrolii hakkinda
egitim verilmelidir. Bu egitimler yilda enaz bir kez yapilmali ve hastanede VRE artisi
oldugunda yeniden tiim personel bilgilendirilmedir. Ignaz Semmelweis’den beri yani yaklagik
150 yildir, kontamine ellerin mikroorganizmalarin hastadan hastaya taginmasinda rol oynadigi
bilinmektedir. VRE gibi ¢oklu direngli bakteriler bunlarla kolonize veya infekte hastalarin
bakimi ile ugrasan saglik personelinin elleri, eldivenleri veya her ikisinden birden izole
edilmistir. Bir ¢alismada VRE kolonizasyonu agisindan en 6nemli risk faktoriiniin serviste
VRE ile kolonize veya infekte bir hastaya yakin olmak, bir diger ¢alismada ise VRE ile
infekte hastalarla beraber ayni kisiden bakim almak oldugu gosterilmistir. Hasta bakimi
sirasinda sadece eldiven kullanimi ile 6zel giysi ve eldiven kullanimini kiyaslayan bes
caligmanin dordiinde, ikinci uygulamada VRE ile kolonizasyon oranlarinin birinciye kiyasla

onemli 6l¢iide diisiik oldugu belirlenmistir (62 - 64).

3. Mikrobiyoloji Laboratuvariin Rolii ve Etkin Kullanim

Mikrobiyoloji laboratuvart VRE siirveyansinda ve yayiliminin onlenmesinde ilk
basamak olarak kabul edilir. Ciinkii tiim kontrol ¢aligmalar1 laboratuvardan gelen sonuglara
gore yonlendirilir. Hem mikroorganizma identifikasyon, hemde duyarlilik paterni
sonuglarinin hizli ve dogru bir sekilde verilmesi, kontrol 6nlemlerinin erken dénemde
uygulanabilmesini ve yayilimin sinirlanmasini saglar. Hizli ve dogru sonug¢ vermenin yani sira
laboratuvar ve enfeksiyon kontrol boliimii arasindaki iletisimin de iyi olmasi bu konuda 6nem
tasir. Bir hastanede VRE tespit edildiginde mutlaka vankomisin duyarlilig1 yoniinden tekrar
test edilmelidir. Ikinci testin sonucu beklenmeden hemen enfeksiyon kontrol ekibine ve
hastanin yatmakta oldugu servise haber verilmesi gereklidir. Boylece kesin sonug belli olana
kadar hastanin izole edilmesi miimkiin olur. Izolasyona devam edilip edilmeyecegine kesin
sonuca gore karar verilir. VRE suglar1 arasindaki klonal iliskinin molekiiler yontemlerle
ortaya konulmasi da enfeksiyonun kontrolii ve takibi agisindan olduk¢a Onem tasir.
Enterokoklardaki vankomisin direnci polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak
saptanabilir. PZR 6zellikle diisiik diizeyde vankomisin direnci tasiyan enterokok suslarindaki
(VanC veya VanB) direncin saptanmasi igin yararli bir yontemdir. VRE igin rutin tarama

kiiltlirlerinin yapilmas1 hem ¢ok fazla is giicli ve zaman gerektirmekte hemde ¢ok pahaliya
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mal olmaktadir. Hastane i¢indeki VRE yayilimimin tek bir klondan m1 ya da birden fazla
sayida klondan mi kaynaklandiginin saptanmasi, enfeksiyon kontrol Onlemleri agisindan
onem tasir. VRE suslari arasindaki klonal iliskinin saptanmasinda molekiiler tiplendirme
yontemlerinden yararlanilabilir. “Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)” ve plazmid
analizi gibi iki genotipik yontemi birlikte kullanarak bir hastanede mevcut VRE suslarinin

sayisi ve yayilim paterni hakkinda giivenilir bilgi sahibi olmak miimkiindiir (62 - 64).

4. Siirveyans Kiiltiirleri

Siirveyans kiiltiirlerinin alinmasi VRE kontrol programinin 6nemli agamalarindan
birisidir. Prevalans taramalari yeni bir VRE pozitif tespit edildiginde sade ayni odada izlenen
hastalarin taranmasi ile sinirlt olabilecegi gibi ayni servisteki hastalarin taranmasi seklinde
daha genis kapsamli olabilir. Ayrica VRE’nin yaygin oldugu hastanelerden gonderilen
hastalardan perirektal kiiltlir alinmas1 da uygulanabilir bir yontemdir (38, 62).

5. Gastrointestinal Kolonizasyonun Eradikasyonu

Vankomisine direngli enterokok eradikasyonunda amag, kolonizasyonu olanlarda
enfeksiyon riskini azaltmak, hastanedeki VRE rezervuarmi smirlamak ve enfeksiyon

kontroliine yonelik harcamalar1 azaltmaktir (38, 63).

6. Kontrol ve Korunma Yéntemleri

Hastane icerisinde hastalar arasinda enterokok yayiliminda, temasin engellenmesi yani
izolasyon en dnemli korunma yontemidir. HICPAC tarafindan hastadan hastaya VRE geg¢isini

onlemek i¢in alinmasi gereken izolasyon 6nlemleri sunlardir:

1- VRE ile infekte veya kolonize (VRE pozitif) olan hastalarin tek kisilik odalara ya da
diger VRE pozitif hastalarla birlikte ayn1 odaya yerlestirilmesi,
2- VRE pozitif hasta odasina girerken eldiven ve Onliikk giyilmeli; hasta odasindan

ayrilmadan once eldiven ve Onliik ¢ikarilmali, hasta odasindaki yiizeylerle temas
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etmeden eller antiseptik ajanlarla yikanmali. VRE salgininin tek bir klonun yayilimina
bagli oldugu merkezlerde genellikle rutin eldiven ve onliik uygulamasinin diger
enfeksiyon kontrol 6nlemleri ile kombine edilmesi sonucunda salginin kontrol altina
alinmasi saglanabilmektedir.

3- VRE pozitif hastalar i¢in kullanilan stetoskop, tansiyon aleti, rektal termometre gibi
aletler diger hastalar icin kullanilmamali, odalar arasinda esya transferi yapilmamali,
ortak kullanim ya da transfer gereken durumlarda alet ya da esya temizlenmeli ve
dezenfekte edilmelidir.

4- VRE sorunu olan hastanelerde VRE pozitif hastalardan ne siklikta kiiltiir alinmasi
gerektigi, izolasyona ne zaman son verilecegi, yeni bir olgu saptandiginda ayni
serviste yatan tiim hastalarin taranmasina gerek olup olmadigi ve taramanin ne siklikta
yapilacagi gibi konularda enfeksiyon kontrol ekibi tarafindan belirlenmis yazili
politikalarin olmasi gereklidir.

5- VRE vyayilim sekillerini ve rezervuarmi belirlemek amaciyla uygun molekiiler
yontemler kullanilarak klonal iligki yoniinden degerlendirilmelidir.

6- Taburcu olduklarinda VRE pozitifligi devam eden hastalarin hastane kayitlarina bu
yonde bir uyar1 eklenmesi bu hastalarin yeniden yatirilmalar1 durumunda hemen izole

edilebilmeleri agisindan 6nem tasir (62, 63).

2.9. VRE Risk Faktorleri

VRE kolonizasyonundaki risk faktorlerini arastirmak i¢in bir¢ok calisma yapilmis ve
en onemli risk faktorlerinden birinin bazi grup antibiyotiklerin kullanim1 oldugu bulunmustur.
Robin Patel' in yaptig1 bir ¢alismada seftriakson ve tikarsilin klavulonik asit kullanimi1 VRE
kolonizasyonu igin risk faktorii olarak saptanmis iken piperasilin-tazobaktam kullanimi ile
VRE baglantis1 kurulamamistir (12, 31, 63). Yogun bakim {initesinde yapilan iki ¢aligmanin
I’inde 2. ve 3. kusak sefalosporin kullanimi risk faktorii olarak tespit edilirken, vankomisin
kullanim1 ile baglanti kurulamamistir (11). Diger bir c¢alismada da immiinsiipresyon,
notropeni ve vankomisin kullanimi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, enteral
beslenme, sukralfat kullanimi ile baglanti kurulamamistir (12). Bunun aksine diger bir
calisgmada vankomisinin kontrollii  kullanilmasinin  VRE  kolonizasyonunu azalttig
gosterilmistir. Carmeli'nin yaptigi bir ¢alismada ise 3. kusak sefalosporin ve metronidazol

kullaniminin en énemli risk faktorii oldugu, kinolonlarin ise kullanim siiresi ile orantili olarak
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risk faktorii oldugu tespit edilmistir (31). VRE enfeksiyonu ile iliskili konak risk faktorleri
ise; malignite, "Acute Physiology and Chronic Health Evaluation” (APACHE I1) skorunun
yiiksekligi, notropeni varligi, bobrek yetmezligi ve hematolojik malignite varligi, hastane ile
ilgili olarak da uzun siire hastanede yatis, kemik iligi transplantasyon tinitesinde yatma, yogun
bakim tinitesinde yatis, antibiyotik kullanim siiresinin uzun olmasi olarak bildirilmistir (65,
66). Tornieport ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada akut renal yetmezlik ve hemodiyalizin
VRE kolonizasyonu agisindan risk faktorii oldugu tespit edilmistir. Ancak son donem bdbrek
yetmezligi ile kolonizasyon arasinda bir iliski kurulamamistir Yapilan ¢alismalarin

sonuglarina gore VRE risk faktorleri asagida 6zetlenmistir ( 63, 67).

Hastaya ait faktorler:

1. Kronik bobrek yetmezligi,

2. Malignite,

3. Nétropent,

4. Diabetes mellitus,

5. Gegirilmis intraabdominal cerrahi,

6. Organ transplantasyonu.

Hastaneye ait faktorler:

. Hastanede yatis siiresinin uzun olmasi,

. Yogun bakim, diyaliz, transplantasyon, hematoloji - onkoloji tinitelerinde yats,

. VRE ile kontamine ekipmanlara maruziyet,

. VRE’li hastalarla temas veya VRE ile kontamine olmus tibbi aletlere maruz kalmak,
. Enteral beslenme,

. Kortikosteroid kullanimi,

. Antineoplastik tedavi uygulanmasi,

. Sukralfat kullanimi1

o N N O B~ W DN P
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Antimikrobiklerle ilgili risk faktorleri:

1. Antibiyotik tedavisinin siiresi ve miktari,
2. Kullanilan antibiyotikler: Vankomisin, 2.-3. kusak sefalosporin, anti-anaerob antibiyotik,
kinolon, aztreonam

3. Operasyon oncesi barsak hazirligi (11, 38, 61, 63).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma da Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’na 01.07.2010 ile 01.05.2011 tarihleri arasinda farkli kliniklerden gonderilen
klinik 6rneklerden izole edilen Enterococcus spp. lireyen izolatlar degerlendirmeye alinmistir.
Bu izolatlar direng durumlari, klonal iligkilerinin tespiti ve hastane enfeksiyonu salginina
ornek teskil etmek iizere, hizli tam ve tedavide yol gosterici olmasi amact ile

degerlendirilmistir.

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Mersin  Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda 2010-2011 tarihleri arasinda VRE siipheli
hastalardan alinan klinik orneklerden Enterococcus spp. olarak tanimlanan 470 izolat
degerlendirilmistir ve vankomisine direngli 50 izolat calismaya dahil edilmistir. Klinik
ornekler; steril (kan, periton sivisi, plevra sivisi, kateter idrar1 ) ve steril olmayan (balgam,
idrar, apse, gaita, cilt ve yumusak doku, vajinal akinti, servikal siirlintii, diger materyaller)
ornekler olarak gruplandirilmig, iiremesi goriilen izolatlar Gram boyama yontemi ile
boyanarak Gram pozitif olan Orneklere identifikasyon islemleri uygulanarak taniya
gidilmistir.

Calismada test edilen enterokoklar iki grup altinda degerlendirilmistir. Ik gruba dahil
edilen tiim silipheli VRE izolatlarinin hem cins hem tiir diizeyinde tanimlanmalar
gergeklestirilmistir. Enterokok olarak tanimlanan izolatlar antibiyotik duyarliliklar1 yoniinden
degerlendirilmistir. Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 470 enterokok susu Vitek-2
otomotize sistemi (BioMerieux, Durham, NorthCarolina, USA) ile antibiyotik duyarliliklar
belirlenmistir. Daha sonra saptanan 50 VRE izolatinin yiiksek diizey aminoglikozid direnci
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile belirlenmis, E-test ve PZR yontemi ile karsilastirmali

olarak degerlendirilmistir.
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3.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

o Vitek-2 otomatize sistemi (BioMerieux, Durham, NorthCarolina, USA)
e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)

e Giivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30)

e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
e Mikrodalga Firin (Beko- MD 1500)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e Etiiv (Memmert)

e Otoklav (Niive- OT 020)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buzdolabi (Indesit)

e Vortex (NM- 110)

e Distile su cihazi (Niive NS 108)

e Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P 10-P100-F1000)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Kanli agar besiyeri (Bio Merieux, 862864501,France)

e Miiller Hinton besiyeri (Bio Merieux, 824574001, France)
e Safrali Eskiilin besiyeri (Merck, VM997072828,Germany)
e H,0,(Sigma H6520 USA)

e Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)

e Tagq DNA Polimeraz (Promega M1665)

e 10X PZR Buffer (Mg Free) (Promega M190G)

e 5 mM MgCl2 (Promega A351H)

e 10 mM dNTP Mix (Sigma Deoxynucleotide set DNTP-100)
e Proteinaz K (Sigma P 2308)
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e 100 baz giftlik (bg) Marker (100 bp DNA Step Ladder) (Promega G6951)
e Primerler
Gen Pozisyon Primerler (5'—3") Uriin (bp)
= VanA 130 CAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC AAT A 1030
1136 CCC CTT TAA CGC TAATAC GAT CAA
= VanB 138 GTG ACA AAC CGG AGG CGA GGA 433
570 CCG CCATCC TCC TGC AAA AAA
= VanC 126 GAA AGA CAA CAG GAA GAC CGC 796
921 ATC GCA TCA CAA GCA CCA ATC (31).

3.3. Orneklerin Alinmasi ve Ekimi

Hasta oOrneklerinden Kanli agar besiyerine yapilan ekimler 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda besiyerinde iireyen, kiiciik non hemolitik veya alfa
hemolizli, katalaz negatif bakteri kolonilerinden, yayma preparatlar hazirlanmistir. Bu
yaymalarda Gram pozitif koklar seklinde goriilen bakteri kolonileri enterokok siipheli olarak
kabul edilmis ve pasajlar yapilarak saf kiiltiirleri elde edilmistir. Elde edilen saf kiiltiirler,
katalaz testi, safra eskiilin testi, %6.5’luk NaCl' de iireme testleri uygulanarak Enterococcus
spp. tanist konilmustur. Vitek-2 otomatize sistemi (BioMerieux, Durham, NorthCarolina,
USA) yardimi ile cins ve tiir diizeyinde tanimlanarak antibiyotik duyarliliklari tespit
edilmistir. Tim suglara vankomisin direnci belirlemek i¢in E test yontemi ile ¢alisilmistir.
Antibiyotik duyarliliklart ve yiiksek diizey aminoglikozid direncinin belirlenmesi ise Kirby-
Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilmistir. Vankomisine direngli bulunan suslarn
dogrulanmasi ise Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda E test

ile MIK degerleri saptanarak ve PZR ile direng genleri belirlenerek yapilmustir.

38



3.3.1. identifikasyonda Kullanilan Testler ve Yontemler

3.3.1.1. Katalaz Testi

Enterokok oldugu diisiiniilen koloniden lam iizerine alinarak iizerine %3’liikk H,0O;
(hidrojen peroksit) damlatilmigtir. Damlatir damlatmaz hava kabarciginin olusmasi pozitif test

olarak kabul edilmistir. Katalaz testi negatif olan suslar degerlendirmeye alinmistir.

H,O,+Koloni —Katalaz —H,0 + O, Hava kabarcigi

3.3.1.2. Safra Eskiilin Testi

Bu test belirli baz1 bakterilerinin (enterokoklar ve D grubu streptokoklar) eskiilini %4
safra tuzlu veya %40 safrali ortamda hidrolize etmesi temeline dayanir. Eskiilinin safrali
ortamda hidrolizi, glikoz ve eskiiletinin agiga ¢ikmasina yol acar. Eskiiletin zamanla
besiyerindeki ferrik iyonlarla reaksiyona girerek siyah diffiiz bir kompleks olusturur. Bu test
icin hazir olarak temin edilen Bile Eskiilin Agar (Difco) kullanilmistir. Bu besiyerine siipheli
koloniden ekim yapilarak 35°C de 24-48 saatlik inkiibasyon sonunda besiyerinde iireyen ve

eskiilini hidrolize ederek siyah renk olusturan suslar pozitif kabul edilmistir.

3.3.1.3. %6,5’ luk NaCl’ de iireme testi

Stipheli koloniden 6ze ile besiyeri icerisine ekim yapilarak 35°C de 24-72 saat inkiibe

edilmistir. Besiyeri icerisinde bulaniklik olusturan suslar pozitif kabul edilmistir.
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3.3.2. izole Edilen Enterokoklarin Tiir Tayini

Elde edilen saf Kkiiltiirler, Vitek-2 otomatize sistemi (BioMerieux, Durham,
NorthCarolina, USA) yardimu ile cins ve tiir dlizeyinde tanimlanarak antibiyotik duyarliliklari
tespit edilmistir. Sistem ic¢in kullanilan seffaf plastik deney tiiptine (12x75 mm) 3ml steril
tamponlanmis tuzlu su (% 0.45- 0.50 NaCl, pH 4.5-7.0) konulmus, saf koloniler 6ze ile tiipe
aktarilarak 0.5 MacFarland bulanikligina esdeger homojen bakteri siispansiyonlari
hazirlanmistir. Incelenen her sus igin iki tiip hazirlanmistir. Birinci tiipiin arkasma Gram
pozitif identifikasyon kart1 (Vitek-2 GP, BioMerieux-SA France) ve diger tiipiin arkasina ise
Gram pozitif antibiyotik duyarlilik karti (Vitek-2 AST-P534, BioMerieux-SA France)
takilarak ve kullanim talimatlarina gore kaset Vitek-2 sisteminin igine yerlestirilmistir. 18-24
saat 37°C de inkiibasyon sonras1 hem cins diizeyinde, hem tiir diizeyinde tanimlamalar
gerceklesmistir. Enterokok olarak tanimlanan izolatlar antibiyotik duyarliliklar1 yoniinden de
sistemde degerlendirilmistir.

Saf kiiltiirler halinde izole edilen vankomisine direncli enterokoklar, E test ile MiK degerleri

saptanarak ve PZR ile direng genleri belirlenerek ¢alisilmistir.

3.3.3. Disk Difiizyon Yontemi

VRE’lerin antibiyotiklere kars1 duyarliliklart Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile
arastirtlmistir.  Saf  kolonilerden hazirlanan 0.5 MacFarland bulanikligindaki bakteri
sispansiyonu Mueller Hinton agar (MHA) besiyerlerine yayilarak ekim yapilmistir.
Enterokoklarda yiiksek diizey aminoglikozid direncini disk difiizyon yontemi ile
belirleyebilmek igin 15 dakika kurumasi igin bekletildikten sonra besiyerlerine Oxoid
firmasindan temin edilen 120 pg gentamisin ve 300 pg streptomisin iceren diskler

yerlestirilmistir.

3.3.4. E Test Yontemi

Vankomisin direncinin tespiti E test yontemi ile dogrulanmistir. Uzerine cesitli
oranlarda antibiyotik emdirilmis stripleri, bakteri slispansiyonu yayilmis besiyeri tizerine

yerlestirip, 24-48 saat sonra olusan inhibisyon zonunun en alt birlesim yerinden okunmast
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esasina dayanir. Inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zonunun en alt birlesim yeri okunarak

vankomisin MIK degerleri saptanmistir.

3.3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Enterokoklarin vankomisine direncinden sorumlu 6nemli gen bdlgeleri primer spesifik
PZR teknigi ile ¢ogaltilmistir. Direncin arastirilacagi hedef bolgeler ve bu bolgeler ile ilgili
primer dizileri Saymner ve ark. ¢aligmalarindan (31) se¢ilmistir. PZR karisimu steril, temiz
kabinlerde hazirlanmistir. PZR reaksiyonu son hacmi 50 ul olacak sekilde steril distile su,
10X PZR tamponu [(NH4).SO,4] (Promega), MgCl, (Promega), dNTP (Promega), primerler
(VanA 130, VanA 1136, VanB 138, VanB 570, VanC 126, VanC 921), Taq DNA polimeraz
(Promega) ve ekstrakte edilen Enterococcus spp. (E. faecalis ve E. faecium) DNA’si
konularak hazirlanmistir. Her bir Ornek icin reaksiyon karisimi Cizelge 3.3.1.7°de

belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Vankomisin direncinden sorumlu VanA, VanB, VanC gen bolgelerine spesifik primer

dizileri (31).
Gen Bolgesi Primer Adi Niikleotid dizisi (5°-37) Uzunluk (bg)
vanA 130 /(A:\AT GAA TAG AAT AAA AGT TGCAAT
VanA 1030

VanA 1136 CCC CTT TAACGC TAATAC GAT CAA

VanB 138 GTG ACA AAC CGG AGG CGA GGA
VanB 433
VanB 570  CCG CCATCC TCC TGC AAA AAA

VanC 126 GAA AGA CAA CAG GAA GAC CGC
VanC 796
VanC 921 ATC GCA TCA CAA GCA CCA ATC
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Cizelge 3.2. VanA, VanB, VanC

gen bolgelerinin PZR reaksiyon karigimi

PZR malzemeleri Vanflggg ]l;ggesi Vgnggegﬁn Vggéegstin
(433 be) (796bc)
Distile su 32,75 ul 32,75 ul 32,75 ul
MgCl, (25 mM) 5 ul 5 ul 5 ul
10X PZR tamponu S5ul 5ul S5ul
dNTP mix (10 mM) 1 ul 1ul 1 ul
Primer (100 pmol/pl) 0.5 ul (VanA 130) 2),358;11 (VanB 03 P:LLIZ(G\ganC
Primer (100 pmol/ul) 0.5ul (VanA1136) 0 2178)/""“5 0.5 %12(1\;3”0
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.25 ul 0.25 pl 0.25 ul
Toplam PZR karigim1 hacmi 45 ul 45 ul 45 ul
Enterococcus spp DNA’s1 S5ul 5ul S5ul
Toplam hacim 50 pl 50 pl 50 nl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait ve
tizerinde numaralari yazili steril 0.2 ul’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde paylastirildi.
Uzerlerine de 5’er ul DNA 6rnegi konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. Termal dongii
cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, drneklere elektroforez uygulanmak iizere "4°C’ye

kaldirilmastir.

3.3.5.1. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR ile vankomisin direncinden sorumlu gen bolgeleri amplifikasyonla ¢ogaltildiktan
sonra %1.5’luk agaroz jele yiiklenerek iirlinlerin elektroforezi yapilmistir. Hazirlanan jelde
yiriitilen DNA’larin uzunluklari, biiytikliikleri belli DNA fragmentlerini igeren molekiiler
agirlik standardi ile kiyaslanarak saptanmustir. Elektroforez tamponu olarak Tris-Borik Asit-
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) [TBE] kullanildi. 10X konsantre stok olarak hazirlanan
bu tampon kullanilmadan 6nce 1X olacak sekilde distile su ile sulandirildi. Bu reaksiyonlarin

her bir seti i¢in pozitif ve negatif kontroller kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Vankomisin direncinden sorumlu VanA, VanB, VanC gen bolgelerinin

amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
ik Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 62 30 saniye 42
Zincir Uzamas1 (Extension) 72 45 saniye
Bekleme 4 0 0

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, Orneklere elektroforez

uygulanmak iizere +4°C’ye kaldirilmistir.

e Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bir balon jojede 0.45 gr agaroz 30 ml 1X TBE soliisyonu igerisinde mikrodalga firinda
homojen seffaf hale gelinceye kadar isitilmistir. Biraz soguduktan sonra Et-Br’den 3 pl
eklenmistir. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavasca dokiilerek,
katilasana kadar (25-30 dakika) oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra elektroforez
tankina yerlestirilerek PZR 6rneklerinin yiiklenmesine hazir hale getirilmistir.

Daha onceden PZR islemi yapilmis olan buzdolabindaki oérneklerden 5’er ul alinarak
parafilm tlizerinde 2 pl 1X TBE ile hazirlanmis yiikleme tamponu (%20 siikroz veya gliserol,
%0.25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirilmistir. Elektroforez tankina yerlestirilen jelin
kuyucuklarina sirasiyla yiiklenmistir. Kullanilan mini tank i¢in 30 mA akim verilerek elektrik
akimi gegmesi saglanarak oOrnekler 30-40 dakika boyunca yiiriitilmiistiir. Jel tanktan
cikarilarak 312 nm dalga boyunda 1sik veren UV-transliiminatoriinde incelenerek ve jel

goriintiileme sisteminde kayitlart yapilmstir.
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3.3.5.2. VanA, VanB, VanC Gen Bolgelerinin Tespiti

Agaroz jel elektroforez isleminden sonra vankomisine direngli gen bolgelerine spesifik
primerlerinin kullanildig1 reaksiyon tiiplerinin elektroforezinde VanA gen bolgesi i¢in 1030 bg
hizasinda g6zlenen bantlar hedef gen bolgesi olarak degerlendirilmistir. VanB gen bolgelerine
spesifik primerlerin kullanildig: reaksiyon tiiplerinin elektroforezinde 433 bg hizasinda, VanC

icin is€796 bg hizasinda gozlenen bantlar hedef gen bolgeleri olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alisma ile Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina
01.07.2010 ile 01.05.2011 tarihleri arasinda ¢esitli kliniklerden gonderilen 9836 hasta 6rnegi
kabul edilmistir. Bu orneklerden 4032’sinde tlireme gOriilmiis ve iireyen materyallerin
1708’sinde Gram pozitif tireme saptanmistir (Staphylococcus spp., Streptecoccus spp.). Gram
pozitif iireme saptanan materyallerin 516’s1  Enterococcus spp. olarak tanimlanmustir.
Enterokoklarin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik tespitinde Vitek-2 otomatize sistemi
(Bio Merieux, Durham, NorthCarolina, USA) kullanilmis ve cihaz ile 470 enterokok izolat
calisilmig, 50 izolatta ise VRE saptanmistir. Calismada test edilen enterokoklar iki grup

altinda degerlendirilmistir.

4.1. Enterokoklarin Tiir Tayini ve Vankomisin Duyarhliklarmin Tespiti

Bu grupta tespit edilen 470 enterokok caligmaya dahil edilerek gonderildikleri klinikler,
klinik materyallere gore dagilimlari, hastalarin cinsiyetleri degerlendirilerek, Vitek-2
otomatize sistemi (Bio Merieux, Durham, NorthCarolina, USA) ile enteroklarin tiir tayinleri

ve vankomisin duyarliliklar saptanmaistir.

4.1.1. Enterokok izolatlarimin Kliniklere ve Materyallere Gore Dagilimi

Bu grup 470 VRE siipheli Enterococcus spp. izolatindan olusmustur. Caligilan 470
enterokok izolatlarimin 232 (%49.4)’si erkek, 238 (%50.6)’s1 kadin hastalardan izole

edilmistir. Suslarin izole edildigi kliniklere gore dagiliminda bir 6zellik tespit edilememis,

ancak en fazla izolatin idrar 6rneklerinden izole edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. Grup 1’ de degerlendirilen enterokoklarin kliniklere gore dagilimi
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Sekil 4.2. Grup 1’de degerlendirilen enterokoklarin klinik materyale gore dagilimlari
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4.1.2. Enterokoklarin Tiir Tayini Sonuclar:

Calisilan 470 hasta fenotipik kriterlerine gore yapilan tiir tanimlamasinda izolatlarin
272 (% 57.87) sinin E. feacalis, 187 (%39.78)’ sinin E. faecium geriye kalan 11 susun 7
(%1.48)’sinin E.gallinorium diger 4 (%0.87) niin de Enterococcus spp. oldugu gériilmiistiir.

. faecium

aflinorium

1,5%

nferococcus spp.

,9%0

Sekil 4.3. Grup 1’ de ¢alismaya dahil edilen enterokok izolatlarinin tiirlere gére dagilimi
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4.1.3. Enterokoklarin Vankomisin Diren¢ Tespiti

470 izolatin 50 (%10.6)’sinin Vitek-2 (Vitek2 Compact, Biomerieux Fransa) sistemi
ile vankomisin direnci >32 bulunur iken diger izolatlar vankomisine duyarl ya da orta duyarl

olarak saptanmaistir.

ww

==0.5 ==32 a4 8 16 a1

Vankomisin

Sekil 4.4. Enterokok izolatlarinin vankomisine duyarliliklart

4.2. VRE lzolatlarinin Degerlendirilmesi

Bu grupta izole edilen 470 enterokok arasindan saptanan 50 VRE izolat1 yer almistir.
Izole edilen 50 VRE susunun katalaz testi sonucu negatif iken, %6.5’luk NaCl’ de iireme testi
pozitif bulunmustur. Tespit edilen VRE izolatlarinin kanli besiyerine yapilan ekimleri 37°C’
de 24 saat inkiibasyona birakilmus, siire sonunda besiyerlerinde kiiciik non hemolitik veya alfa

hemolizli koloniler tiremistir.
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Sekil 4.5. Grup 11’ de ekimi yapilan enterokoklarin Kanli agar besiyerinde tiretilmesi

VRE izolatlarinin Safrali eskiilin besiyerine ekimleri yapilmig ve 35°C de 24-48 saatlik

inkiibasyon sonunda eskiilini hidrolize ederek siyah renk olusturan koloniler tiremistir.

Sekil 4.6. Grup 11’de degerlendirilen enterokoklarin Bile Eskiilin Agar besiyerinde {iretilmesi

4.2.1. VRE izolatlarimin Kliniklere ve Materyallere Gore Dagilimi

50 VRE izolatinin 26 (52.0)’s1 kadin, 24 (48.0)’ii erkek hastalardan izole edilmistir.

Grup II’de degerlendirilen hastalarin yas ortalamasi 46.56 olarak saptanmistir. Suslarin izole
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edildigi kliniklere gore dagilimlarinda bakildiginda Genel Cerrahi, Genel Yogun Bakim,
Dahili Yogun Bakim, Uroloji ve Cocuk Nefroloji boliimlerinde yogunluk oldugu goriilmiistiir.

20

g

Poliklinikler

Sekil 4.7. Grup II’de degerlendirilen VRE izolatlarinin kliniklere gore dagilimi

VV\}I

Izole Edilen Klinik Materyal

Sekil 4.8. Grup II’de degerlendirilen VRE izolatlarinin klinik materyallere gore dagilimi
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4.2.3. VRE Izolatlarimn Tiir Tayini

Tespit edilen VRE tiremeleri Vitek2 (Vitek2 Compact, Biomerieux Fransa) sistemi ile
degerlendirilerek tiir diizeyinde tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen 50 susun 44 (%88.0)’i
E. faecium, 5 (%10.0)’i E. faecalis ve 1 (%2.0)’i E. gallinorium olarak tespit edilmistir.

E.gallinorium

2,0%

E.faecalis

10,0%

E.faecium

88,0%0

Sekil 4.9. VRE izolatlarinin tiir dagilimi

4.2.4. VRE Izolatlarinin Antibiyotik Duyarhlik Sonuglar

Tespit edilen VRE iiremeleri Vitek2 (VITEK2 Compact, Biomerieux Fransa)
otomatize sistemi ile degerlendirilerek antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir.Izole edilen tiim
VRE suslar1 ampisilin, penisilin, eritromisin ve rifampisine direngli bulunmustur. Teikoplanin
direnci %75 olarak saptanmigtir. Suslarda vankomisin direnci E test yontemi ile
dogrulanmustir. E test ile vankomisin MIK’i 32 pg/ml ve daha biiyiik olan suslar direngli
kabul edilmistir. Yiiksek diizey aminoglikozid direnci ise Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
ile saptanmistir. Disk difiizyon yontemi ile gentamisin ve streptomisin zon capi 6mm esit
olanlar direngli olarak belirlenmistir. Suslarin %94 niin de yiiksek diizey gentamisin direnci
gosterdigi saptanmistir. Suslarin %96’sin da yiiksek diizey streptomisin direnci saptanmistir.

Linezolide direng saptanmamustir. Higbir susta beta-laktamaz varlig1 saptanmamustir.
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Cizelge 4.1. Grup II’de ki izolatlarm Vitek2 (VITEK2 Compact, Biomerieux Fransa) sistemi ile

degerlendirilen antibiyotik duyarliliklarinin dagilimi

Antibiyotik Direncli Bakteri/ Toplam Bakteri
Sayisi Diren¢ Yiizdesi
Penisilin 50/50 %100
Ampisilin 50/50 %100
Eritromisin 50/50 %100
Rifampisin 50/50 %100
Vankomisin 50/50 %100
Teikoplanin 37/50 %75
YDSD 48/50 %96
YDGS 47/50 %94
Kloramfenikol 28/50 %56
Siprofloksasin 22/50 %44
Levoflosasin 14/50 %38
Dalfopristin-Kinupristin 1/50 %2
Linezolid 0/50 %0
4.2.5. E Test Sonuclar:

50 VRE izolatimin E test ydntemi ile vankomisin MIK degerleri belirlenmistir.
%90’ninin vankomisin direnci >128 pg/ml veya >256 pg/ml olarak tespit edilmistir. %10 un

ise vankomisine orta duyarli olarak saptanmustir.
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Sekil 4.10. E test ydntemi ile vankomisin MIK degerinin saptanmasi

4.2.6. PZR Sonuclan

50 VRE susu molekiiler analiz sonucunda %72 oraninda VRE saptanmis ve bunlarin

%1001 VanA gen bolgesi olarak tespit edilmistir. 14 izolatin gen bolgesi saptanamamastir.

MEER2N SN ANS
1030 bg

{—I—W

Sekil 4.1.1. Van A gen bolgelerinin PZR {iriinlerinin %1.5’luk agaroz jel elekrtoforez goriintiisii
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4.2.6. VRE lizolatlarinin Vitek-2, E-test, PZR Sonuclarmin Karsilastiriimasi

Vitek-2 otomatize sistemi yardimi ile belirlenen antibiyotik duyarliliklarinda
vankomisin direnci >32 pg/ml olan izolatlarin E test dl¢timlerinde suslarin 45 (%90)’nin
vankomisin MIK degerleri >128 ug/mL veya >256 ug/mL olarak tespit edilir iken 5
(%10)’nin vankomisin MIK degerleri <16 pg/ml bulunmustur. Bu 5 izolatinda orta duyarl
oldugu disiinilmistiir. Teikoplanin direnci gbéz Oniine alindiginda izole edilen VRE
suslarindan %75’inin teikoplanin direngli oldugu goriilmiistiir (MiK>16ug/mL). Calismaya
alian 50 susun PZR ile direng genleri arastirilmis ve 36 (%72)’sin da VanA tipi direng paterni
saptanmistir. PZR ile 14 (%28) izolatin direng paterni saptanamamistir. Her ii¢ yontem kendi

aralarinda karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.2. 50 VRE izolatinin Vitek-2, E Test ve PZR sonuglart.

Sonug Pozitif Negatif

Vitek-2 50 0

E Test 45 5
PZR 36 14

E Test altin standart olarak alindiginda;

Her ii¢ metodun da hasta orneklerinde VRE tesptinde etkinlik arastirmasi sonucunda;
E test altin standart olarak alinmistir (duyarlilik %100, 6zgiilliik %100, pozitif prediktif degeri
(PPV) %100 ve negatif prediktif degeri (NPV) %100 olarak tespit edildi); Vitek-2 otomotize
sisteminin duyarlilig1 %80, 6zgilligi %77.7 olarak saptanir iken, PZR igin duyarlilik %100
ozgiilliik ise %80 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. E test yontemi ile Vitek 2 otomatize sisteminin VRE sonuglarinin karsilastirmasi

E TEST
Vitek-2 NEGATIF POZITIF
NEGATIF 0 0 0 (%0.0)
POZITIF 5 45 50 (%100.0)
5 45 50
(%10.0) (%690.0)

PZR ve E testleri arasinda 6lglimleri bakimindan orta dereceli bir uyum vardir.(K=0.444)

Cizelge 4.4. PZR ile E test yonteminin karsilagtiriimasi

E TEST
PZR NEGATIF POZITIF
NEGATIF 5 9 14 (%28,0)
POZITIF 0 36 36 (%72,0)
5 45 50
(%10.0) (%690.0)

PZR ile diger iki yontem karsilastirildiginda ise Vitek-2 otomotize sistemin duyarlilig
%79.0 ozgilligii %91.7 pozitif prediktif degeri (PPV) %91.7 negatif prediktif degeri (NPV)
%79.0 iken E test yonteminin ise duyarliligi %35.7 6zgilligii %100 pozitif prediktif degeri
(PPV) %80 negatif prediktif degeri ise %100 (NPV) olarak bulunmustur.

4.2.7. Vitek-2 Otomotize Sistemi ve PZR ile VanA Glikopeptit Direnci

Saptanmasi

PZR yontemi ile ¢alisilan 50 VRE izolatinin 36 (%72)’sin da VanA tipi direng paterni
bulunmustur. Istatiksel analiz sonucu PZR ile Vitek-2 otomotize sistem arasinda iyi derecede
uyum saptanmistir. (K=0,702) 33 VRE izolatinda her iki yontemlede VanA diren¢ geni
gortilmistiir. 3 VRE izolatinda ise Vitek-2 otomotize sistemi ile VanB direng geni olabilecegi
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diistintiliir iken, PZR ile ise VanA diren¢ geni saptanmustir. 14 VRE izolatinin VanA, VanB,

VanC gen bolgeleri PZR ile saptanamamastir.

Cizelge 4.5. Vitek-2 otomotize sistemi ve PZR ile VanA glikopeptit direnci saptanmasi

PZR
Vitek-2 NEGATIF POZITIF
NEGATIF 11 3 14 (%28.0)
POZITIF 3 33 36 (%72.0)
14 36 50
(%28.0) (%72.0)

Cizelge 4.6. Vitek-2 otomotize sistemi ve PZR ile VanB Glikopeptit Direnci Saptanmasi

PZR
Vitek-2 NEGATIF POZITIF
NEGATIF 36 0 36 (%72.0)
POZITIF 14 0 14 (%28.0)
50 0 50
(%10.0) (%0.0)
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5. TARTISMA

Hastane enfeksiyonlari, hastalar ve hastaneler i¢in 6nemli bir saglik sorunudur. Erken
tant ve tedavinin yani sira nozokomiyal bakteriyel enfeksiyonunun tespiti, korunma
yontemleri oldukc¢a onemlidir. Diinya Saglik Orgiitii, her yil diinyada 109 milyondan fazla
insanin ¢esitli nedenlerle hastaneye yatirildigini ve 10 milyondan fazla insanin hastane
enfeksiyonuna yakalandigini  bildirmektedir (65, 66). Enterokoklar’in nozokomiyal
enfeksiyon etkenleri arasinda ilk siralara yerlesmesi, ayni zamanda bir¢ok antibiyotige karsi
belirgin ve artan derecede direng kazanmalar1 enterokok enfeksiyonlarin1 daha 6nemli bir hale
getirmigtir. Glinlimiizde enterokoklarlarda en kaygi verici durum, intrensek direng ile
kazanilmig diren¢ genlerinin ayni bakteride bulunabilmesidir. Bu nedenle ciddi
enfeksiyonlarin  tedavisinde zorluklara neden olmaktadir (5, 8, 65). Enterokok
enfeksiyonlarinin  artisinin =~ nedeni;  enterokok  kolonizasyonuna  yol  acabilen
antimikrobiyallerin profilaksi ve tedavi amacgli siklikla kullanilmasidir. Ayrica hastane
personelinin yeterince egitimli olmamasida, enterokok kolonizasyonun olusmasinda etkilidir
(65, 66).

Insanda enfeksiyondan baslica iki tiir sorumludur. E. faecalis enfeksiyon etkeni olarak
en sik izole edilen tiirdiir. Enfeksiyonlarin %80-90’mndan E. feacalis %5-10’nundan E.
faceium sorumludur. Diger enterokok tiirleri ise enfeksiyonlarin %5’inden daha azinda
goriilmektedir. Ancak son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, E. faecium’un daha sik izole
edildigi, E. faecalis’in E. faecium’a oranmin 3.7/1°den 1.9/1’e distiigt belirtilmektedir (12).
Ertek ve ark. (12) 2003 yilinda yaptigi caligmada 68 enterokok susundan 37’si (%54.4) E.
faecium, 29’u (%42.6) E. faecalis ve 2’si (%3.0) E. avium olarak saptanmistir. Horii ve ark.
(5) 2004 yilinda yaptig1 calismada 123 klinik izolatin %541 E. faecalis, %46’s1 E. faecium
olarak belirtilmistir. Seno ve ark. (69) 2005 yilinda yaptigi c¢alismada iriner sistem
enfeksiyonlarina neden olan 325 susun tamami E. faecalis olarak saptanmigtir. Kanada’da
tiriner sistem enfeksiyonlar1 ve bakteriyemilerden izole edilen VRE lerin %98.3’liniin E.
faecium, % 1.7 sininde E. faecalis oldugu bildirilmistir (67). Brezilya’da Dazevedo ve ark.
(68) tarafindan yapilan bir ¢alismada 81 hastanin fekal siirveyans kiiltiirlerinde, tamami
vankomisin ve teikoplanine direngli, 37 VRE susu izole edilmis ve bunlarin 20 (%54.05)’si E.

faecium ve 17 (%45.94)’si E. faecalis olarak tanimlanmustir.
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Calismamizda da, 470 hasta fenotipik kriterlerine gore yapilan tiir tanimlamasinda
izolatlarin 272 (% 57.87)’sinin E. feacalis, 187 (% 39.78)’sinin E. faecium geriye kalan 11
susun 7 (% 1.48)’sinin E. gallinorium diger 4 (% 0.87)’niin de Enterococcus spp. oldugu
goriilmiistiir. Vankomisine direngli enterokok kolonizasyonunda ise E. faecium’un E.
faecalis’den daha fazla oldugunu yaptigimiz ¢alismada dogrular niteliktedir. 50 VRE
susundan 36’s1 (%66) E. faecium 13’1 (% 26) E. faecalis ve 1’i (% 2) E. gallinarum olarak
bulunmustur. 1989°dan 1993’e NNIS’a bildirilen vankomisine direcli enterokok (VRE) orani
% 0.3°den % 7.9’a ¢ikmustir. Ozellikle yogun bakimlarda bu artis daha belirginleserek, %
0.4°’den %13.6’ya cikarak 34 kat artis saptanmustir (70). Ulkemizde ilk olarak 1998 de
Akdeniz Universitesi Hastanesi Pediatrik Hematoloji servisinde yatan malign histiositoz
olgusundan VRE izole edilmistir (70). Hastanemizde 2005 yilinda VRE siirveyansini
belirlemek igin yapilan ¢alisma kapsaminda hastanemiz yogun bakimlarinda takip edilen
hastalarin perianal siiriintii kiiltiirlerinin incelenmesi ile 12 enterokok susu izole edilmis ve bu
suslardan sadece bir tanesi vankomisin direngli olarak saptanmistir. Bu sus E. faecium olarak
adlandirilmistir. Tespit edilen VRE susu enfeksiyon etkeni olarak kabul edilmemistir. Aradan
gegen 5 yillik siiregten sonra tekrarlanan bu ¢aligmada taranan 420 olgudan toplam 21 VRE
izolasyonu yapilmustir. ilk calismada VRE’ larin hastane enfeksiyonlarinda epidemiyolojik
acidan bir sorun olmadigi diisiiniilmiis olmasina karsin bu ¢alisma sonunda VRE’in artik
hastanemiz i¢in giderek artan bir sorun haline geldigi goriilmistiir. Calismamizda 470
olgudan 50 VRE susu izole edilmistir. Izole edilen suslarm %74’{i yogun bakim iinitelerinde
(Cerrahi Yogun Bakim, Genel ve Dahili Yogun Bakim) saptanmstir. Ulkemizde ki veriler
incelendiginde de VRE’nin artan bir tehtit unsuru oldugu gortilmektedir. 2003 ile 2004 yillart
arasinda; Ankara Universitesi hastanelerinde yatan riskli hasta gruplarmim rektal siiriintii
orneklerinde, vankomisine direngli enterokok (VRE) kolonizasyonunu aragtirmak amaciyla
prospektif bir ¢alisma yapilmistir. Taranan 467 hastanin 9 (% 1.9)'unda VRE kolonizasyonu
tespit edilmistir. Tiim suglar vankomisin ve teikoplanine kars1 yiiksek direngli Enterococcus
faecium olarak belirlenmistir (71, 72). Horl ve ark. (5) 2004 yilinda yaptig1 calismada 123
susun yalnizca 1’in de VRE saptanir iken yine ayni yillarda Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi’de Agus ve ark. (13) yaptigi calismada 160 susun vankomisin ve teikoplanin
direnci % 5 (n:3) olarak saptanmistir. 2001 yilinda Ertek ve ark. (12) Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde VRE kolonizasyonunu arastirmak amaci ile toplam 100 hastadan perianal
stirintli 6rnekleri almiglar ve 68 hastada enterokok izole etmislerdir. Elde edilen suslardan 13
sus (%19.1) vankomisin direngli bulunmustur. Elde edilen vankomisin direngli suslardan 10°u

E. faecium ve 3’1 E. faecalis olarak tanimlanmistir. 2004 yilinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi,

58



Pediatrik Hematoloji-Onkoloji servisine yatirilan her {i¢ hastadan birinde enfeksiyon, ikisinde
ise kolonizasyon saptanmustir (70). Hacettepe Universitesinde 2000 yilinda baslayan ve 9 yil
sliren bir ¢alismada yogun bakim takibi gereken, nétropeni nedeni ile takip edilen hastalar ve
hemodiyaliz hastalar1 gibi yiiksek risk gruplariin takibinde 13832 perirektal kiiltiir ile 20000
ortam kiiltiiri alinmistir. 2000 yilinda vankomisin direngli enterokok saptanmaz iken 2007
yilinda 114 VRE tespit edilmistir. Bu tarihte VRE yayilimmin engellenmesi i¢in kontrol
Onlemleri tekrar gozden gecirilmis ve 2008 yilinda 77, 2009 yilinda ise 49 VRE saptanmuistir.
Dokuz yillik siirecte 307 VRE saptanmistir ve VRE pozitiflik oram1 %6 olarak tespit
edilmistir. 2008 yilinda Saymer’in Hacettepe Universitesinde 2004 Aralik ile 2005 Temmuz
aylar1 arasinda yaptig1 ¢caligmada toplam 250 hastadan rektal siiriinti kiltiirleri alinmig ve 38
hastada (% 15) VRE saptanmistir (72). Bizim ¢alismamizda da izole edilen 50 VRE susunun
% 84’iinlin yatan hasta olmasi ve % 6’siin poliklinik hastasi olmasi, hastanemizde VRE’nin
mevcudiyetini gosterirken, poliklinik takip edilen 3 hastaya ait klinik 6rneklerden izole edilen
VRE’nin toplumda goriilebildigi ancak ¢ok diisiik oranda bulundugunu goéstermektedir.
VRE’lerin tiir dagilim1 da, enfeksiyonun lokalizasyonu, hastanin takip edildigi servis, hastane
antibiyotik kullanim politikalarina bagli olmak iizere hastaneler ve bolgeler arasinda
degisiklikler gostermektedir. Ancak halen iilkemizde bildirilen enfeksiyon etkenlerinin
hastane kaynaklt olmasi toplumda VRE tasiyicilik oraninin halen disiik oldugunu
diisiindiirmektedir. Bizim c¢alismamizda da tespit edilen VRE oranlar literatiir verileri ile
ortlisiir diizeydedir.

Enterokoklarin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde bakterisidal etki elde
etmek i¢in, bir beta-laktam ya da glikopeptid gibi hiicre duvarina etkili antibiyotikle birlikte
aminoglikozid grubu bir antibiyotigin kombinasyonu tercih edilir. Enterokoklarda olusan
sinerjik etkiye kars1 da direng gelisimi gosterilmistir (12, 54). Esen ve ark. (26) 101 klinik
izolatta yapti1 bir c¢alismada yiiksek diizey gentamisin direnci (YDGD) gosteren suslarin
%356’sin1n ampisiline de direngli oldugunu saptanmistir.

Ertek ve ark. (12) yaptig1 calismada vankomisine direngli enterokok kolonizasyonu
icin risk grubunda olan 50 ve risk grubunda olmayan 50 olmak {izere toplam 100 hastanin
perianal siiriintii 6rnekleri alinarak incelenmistir, 13 (%19.1) sus vankomisine direngli
bulunmus ve bunlarin 10’u (%27) E. faecium 3’4 (%10.3) E. faecalis olarak saptanmustir.
Izole edilen suslarin  teikoplanin, fusidik asit, eritromisin, tetrasiklin, rifampisin ve
piperasilin/tazobaktama duyarliliklar1 disk difuzyon yontemiyle arastirilmis ve duyarlilik
testine alinan antibakteriyeller icinde fusidik asit VRE’lere karsi en etkili, rifampisin ise en az

etkili ilag olarak belirlenmistir. Agus ve ark. (13) 2006 yilinda 160 enterokok izolatinin
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antibiyotik direnglerini aragtirmistir. Yapilan ¢alismada polikliniklerden gonderilen
orneklerde penisilin direnci % 48, ampisilin direnci % 43 iken, vankomisin ve teikoplanin
direnci saptanmamuigtir. Yatakli servislerden gonderilen 6rneklerde penisilin direnci % 84,
ampisilin direnci % 70, vankomisin ve teikoplanin direnci % 5 olarak saptanmustir.
Glikopeptid direnci saptanan ii¢ susun MIK degerleri vankomisin ve teikoplanin igin > 256
pug/ml olarak belirlenmistir. Sonug olarak ciddi enterokok enfeksiyonlarinin ampirik
tedavisinde olasi penisilin, ampisilin, vankomisin ve teikoplanin direncinin dikkate alinmasi
gerektigi belirtilmistir. Horii ve ark. (5) yaptigi ¢alismada ise YDGD direnci saptanan suslarin
% 52’si ampisiline de direngli bulunmustur. Vankomisine direngli enterokoklar genellikle
diger antibiyotiklerede direnclidirler. Ayrica yiiksek diizey aminoglikozid direncinin
(YDAGD) de artmasi tedavide zorluklara neden olmaktadir. Calismamizda VRE suslarinin
hepsinde penisilin, rifampisin, ampisilin, gentamisin, eritromisine de direng saptanmistir (%
100). Teikoplanine ise % 75 direng tespit edilmistir. YDSD direng oran1 % 96 iken, YDGS
diren¢ oran1 % 94 olarak saptanmistir. Linezolid’e diren¢ saptanmamistir. Cetinkaya ve ark.
(72) 49 sus ile yapilan ¢alismasinda Hacettepe Universitesi Hastanesi’nde siirveyans programi
kapsaminda izole edilen VRE suslarinin hepsinde teikoplanin, ampisilin, YDGD ve YDSD
tespit edilmis; nitrofurantoine % 95.7, rifampisine % 78.7, tetrasikline % 55.3, kloramfenikole
% 17.7 oraninda direng saptanmustir (73, 74). 2009 yilinda Bhoj Raj Singh yaptigi ¢aligmada
267 enterokok izolatinin %80.21’si vankomisine direngli bulunur iken % 99.6’sinda ise ¢oklu
ilag direnci saptanmistir. Imipenem direnci %75.3, tetrasiklin direnci % 59.6 ve amoksisilin
direnci % 53.9 bulunmustur (75).

Calisilan ve bildirilen VRE olgularinda fenotip ¢alismasi yapilan suslarin ¢ogunun
VanA direng paternli E. faecium oldugu goriilmektedir. Hastanemizde izole ettigimiz 50 VRE
susunun PZR ¢alismamiz sonucu 36’sinin diger ¢alismalardakine benzer sekilde VanA direng
paterni gosterdigi saptanmistir. 2008 yilinda Aygiin ve ark. (71) tarafindan yapilan ¢alismada
467 hastanin 9 (% 1.9)’unda VRE kolonizasyonu tespit edilmistir. Tiim suslar vankomisin ve
teikoplanine kars1 yiiksek direngli Enterococcus faecium olarak belirlenmis ve yapilan

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) analizi ile de tiim suslarda VanA direng geni saptanmuistir.

60



6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yaptigimiz bu ¢alisma ile hastanemizde VRE prevalanst ve VRE pozitifligi
klasik kiiltiir yontemleri ve molekiiler yontemlerle aragtirilmis ve enterokoklarin giderek artan
nozokomiyal enfeksiyonlara yol a¢tigi ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere yiiksek diizey
diren¢ gosterdigi goriilmiistiir. Ciddi enterokok enfeksiyonlarinda antibiyotik tedavisinin
baglamasi, hiicre duvarmi etkileyen bir antibiyotik ile aminoglikozid kombinasyonunun
sinerjistik bakterisid etkisine baglidir. Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisine baglanmadan
once YDAD’i dikkate alinarak incelenmesi gerekmektedir. Calismamiz da taranan 470
olgudan 50’sinde VRE agisindan pozitiflik tespit edilmistir ve. VRE suslarinda YDGS (%94)
ve YDSD (%96) yiiksek oranda direng tespit edilmistir. Yiiksek diizey aminoglikozid
direncinin yiiksek oranda bulunmasi nedeni ile enterokok tedavisinde dikkatli olunmasi
gerektigi diisiiniilmiistiir. Ozellikle glikopeptit grubu antibiyotikler basta olmak iizere
aminoglikozid grubu atibiyotiklere karsi kolay direng gelistiren E.faecium suslarinin hastane
kokenli izolatlar ve hastane kolonizasyonu yaratan enterokoklar arasinda baskin tiir olduguna
ve yapilan diger ¢alismalarin sonuglari ile uyumlu olduguna karar verilmistir. Bulgularimiz
hastane prevelans: literatiir verileri ile benzerlik gostermekte ve VRE’lerin hastane
enfeksiyonlar1 i¢in epidemiyolojik olarak giderek artan bir sorun oldugu ve gerekli 6nlemler
alinmaz ise problemin daha ciddi boyutlara ulasacagi kanaatine varilmistir. Calismamizda E
test yontemi ile PZR yontemi giivenilir yontemler olarak tespit edilmis ve her iki yontemde de
benzer sonuglar elde edilmistir. Buda izole edilen enterokoklar arasindaki klonal iliskinin
tespitinde degerlendirmeyi kolaylastirmigtir. Tirler arasinda direng oranlarinin farklilik
gostermesi nedeniyle, izole edilen enterokok suslarinin tiir ayrimi ve duyarlilik paternlerinin
belirlenmesinin enterokok enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde yol gosterici olacagi goriisii

desteklenmistir.
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