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OZET

KLINTK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN ENTEROKOK TURLERINDE
VANKOMISIN VE YUKSEK DUZEY AMINOGLIKOZID DIRENCININ
FENOTIPIK VE GENOTIPIK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Giris ve Amag: Enterokoklarin bir¢ok antibiyotige direnc¢ gelistirebilmeleri
infeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu ¢alismada klinik
orneklerden izole edilen enterokok tiirlerinde vankomisin ve yiiksek diizey
aminoglikozid direncinin (YDAD) fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilmasi
amaclandi.

Yontem: Calismaya 100 Enterococcus spp. kokeni dahil edildi. Kdkenlerin
antimikrobiyal duyarliliklar1 otomatize sistemle, beta laktamaz tiretimi nitrosefin
diskleriyle, vankomisin direnci E-test, YDAD disk difiizyon yontemiyle arastirildi.
Vankomisin ve yiiksek diizey gentamisin direng (YDGD) genlerinin saptanmasi igin
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanildi.

Bulgular: Calismamizdaki kokenlerin %58’inin E. faecalis, %38’inin E.
faecium, %3’lintin E. avium, %1’inin E. gallinorum oldugu saptandi. Kékenlerin en
duyarli oldugu antibiyotiklerin sirasiyla teikoplanin(%94), linezolid(%91),
vankomisin(%90), ampisilin(%70), penisilin(%70) oldugu ve kokenlerin beta
laktamaz tiretmedigi tespit edildi. Otomatize sistem ile kdkenlerin on tanesinde, E-
test yontemi ile sadece bes kokende vankomisin direnci tespit edildi. PZR
yontemiyle Van A geni igeren 5 (%5) koken tespit edilmis olup bunlarin hepsinin E.
faecium oldugu belirlendi. Calismamizda YDGD oran1 %40, yiksek diizey
streptomisin direng oran1 %63 olarak tespit edilmis olup arastirilan YDGD
genlerinden aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geni kokenlerin %58’inde saptandi.

Sonu¢: Cogunlugunu E. faecalis ve E. faecium kokenlerinin olusturdugu bu
calisgmada E faecium kokenleri antibiyotiklere diger tiirlere gore daha direngli
bulunmustur. Kokenlerin higbirisinde beta laktamaz saptanmamistir. Vankomisin
direnci otomatize sistem ile E-test yontemine gore daha fazla kokende bulunmustur.
Bu nedenle vankomisin direnci saptanan kokenlerin E-test yontemiyle dogrulanmasi
gerektigi sonucuna ulasilmistir. Kokenlerdeki VanA gen orami diger calismalarla
uyumludur. YDAD oram1 yaklasik olarak kokenlerin yarisinda bulunmustur.
Arastirilan YDGD genlerinden iilkemizde ve diger iilkelerde de en fazla saptanan
gen olan aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geni %58 oraninda tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus spp, beta laktamaz, vankomisin, yiiksek
diizey aminoglikozid direnci
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF VANCOMYCIN AND HIGH-LEVEL
AMINOGLYCOSIDE RESISTANCE (HLAR) USING PHENOTYPIC AND
GENOTYPIC METHODS IN ENTEROCOCCUS SPECIES ISOLATED FROM
CLINICAL SAMPLES

Background and Aim: The ability of developing resistance to many
antibiotics in Enterococci constitutes a major problem in the treatment of infections.
In this study, it was aimed to investigate the vancomycin and high-level
aminoglycoside resistance (HLAR) in Enterococcus species which were isolated
from clinical samples using phenotypic and genotypic methods.

Methods: A hundred Enterococcus spp. strains were included in the study.
Antimicrobial susceptibilities of strains were investigated by automated system, beta-
lactamase production was investigated by nitrocefin disk, vancomycin resistance was
investigated by E-test, HLAR was investigated by disk diffusion method. Polymerase
Chain Reaction (PCR) method was used for detection of vancomycin and high-level
gentamicin resistance (HLGR) genes.

Results: In our study, 58% of strains were E.faecalis, 38% of strains were
E.faecium, 3% of strains were E.avium, 1% of strains were E.gallinorum. It was
detected that teicoplanin (%94), linezolid (%91), vancomycin (%90), ampicillin
(%70), penicilin (%70) are the most susceptible antibiotics respectively and strains
were detected not to produce beta lactamase. Vancomycin resistance was detected in
ten isolates by automated system and in only five isolates by E-test. Five isolates
carrying Van A gene were determined using PCR and all of these strains were
E.faecium. In our study, the ratio of HLGR and high-level streptomycin resistance
was found 40% and 63% respectively. Aac (6 ')-1le-aph (2")-1a gene was detected in
%58 of strains.

Conclusion: The majority of the isolates were E.faecalis and E.faecium in this
study. E.faecium strains were found more resistant to the antibiotics than the other
species. Beta lactamase was detected in none of strains. The automated system
detected vancomycin resistance in more strains than E-test method. Therefore it’s
concluded that strains which was detected to be resistant to vancomycin should be
confirmed by E-test method. The ratio of VanA gene in strains is consistent with
other studies. The HLAR ratio was found in about half of strains. The ratio of
aac(6’)-1e-aph(2’’)-1a gene which is the most reported gene in our country and
other contries and one of the HLGR genes investigated in our study was detected
58%.

Keywords: Enterococcus spp, beta lactamase, vancomycin, high-level
aminoglycoside resistance
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1. GIRIS VE AMAC

Enterokoklar, ¢evre sartlarina dayanikli olmalari, ¢esitli antibiyotiklere
intrensek direngli olmalar1 ve yeni direng gelistirme yeteneklerinden dolayi, son on
yilda hastane infeksiyonlarinin 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde hastane infeksiyonu olan bakteriyemi etkenleri
arasinda li¢giincii, cerrahi yara ve lriner sistem infeksiyonlarinda ikinci sirada yer
almaktadir. Enterokoklarda vankomisin direnci ilk kez 1988’ de tanimlanmis ve daha

sonra direncli suslar tiim diinyada yaygin hale gelmistir (1).

Enterokok tiirleri nozokomiyal infeksiyonlarin etiyolojisinde giderek artan
siklikta saptanmaktadir. Yirmiye yakin enterokok tiirii olmasina ragmen, E. faecalis
ve E. faecium insanlarda en fazla infeksiyon etkeni olan tiirlerdir. Bu bakteriler,
nozokomiyal tiriner sistem infeksiyonu, cerrahi alan infeksiyonu ve bakteriyemilerin
en sik nedenleri arasinda yer almakta, endokardit gibi ciddi infeksiyonlara yol
agmaktadirlar (2).

Enterokoklarin birgok antimikrobiyal ajana karsi intrensek direngli olmalari ve
bazi tiirlerinin bu bakterilere etkili az sayidaki antibiyotige ¢oklu direng gostermeleri
tedavide gii¢liige neden olmaktadir. Enterokoklarda intrensek penisilin direnci, beta
laktam antibiyotiklere diisiik baglanma afinitesi gosteren penisilin baglayan protein 5
(PBP-5) enziminin varligina baghdir. Bu nedenle enterokoklar bircok beta laktam
antibiyotige direnglidir. Beta laktam grubu antibiyotiklere karsi direncin diger
mekanizmasi ise beta laktamaz iiretimidir. Beta laktamaz {ireten enterokoklar nadiren
izole edilirler (3). Beta laktamaz olusturan E. faecium susu ilk olarak 1981 yilinda
ABD’de tanimlanmistir (4).

Enterokoklar iki farkli mekanizma ile aminoglikozidlere kars1 direng gelistirir.
Ilimli diizeyde diren¢ (Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK): 62-500 pg/ml),
genellikle diisiik permeabiliteden dolayr gelisir. Aminoglikozidlerin hiicre duvari
sentezini inhibe eden beta laktam grubu antibiyotiklerle birlikte kullanilmasi ile bu

tip direng ortadan kaldirilabilir. Yiiksek diizey diren¢ (YDD) (MIK>2000 pg/ml),
1



aminoglikozidlerin ribozomdaki baglanma bolgelerindeki degisiklik sonucu veya
aminoglikozidleri inaktive eden enzimlerin sentezi sonucu olusur. YDD genellikle
aktarilabilir plazmid aracili aminoglikozid inaktive edici enzimlerin iiretimine
baghdir.

Enterokoklarda en yaygmn aminoglikozidleri modifiye eden enzim,
aac(6’)- aph(2 ") geni tarafindan kodlanan, birbirine kaynagmis iki enzimden olusan
APH(2’)-AAC(6°) enzimidir ve streptomisin disindaki tiim aminoglikozidlere
direngten sorumludur. Yiiksek diizey streptomisin direnci (YDSD)’nden de esas
olarak aminoglikozid modifiye edici enzimler sorumlu tutulmaktadir (5-7).
Enterokoklarda bugiine kadar bulunan aminoglikozid modifiye edici enzimleri
kodlayan aminoglikozid direng genleri aac(6’)-le-aph(2’’)-la, aph(2’’)-1b,
aph@2”’)-Ic, aph(2’’)-1d, aph(3’)-llla, aac(6’)-Ii, ant(3’’)-la, ant(4’)-la, ant(6’)-
la’dir. Enterokoklarda aminoglikozidlere karsi goriilen direng, beta laktamlar ile
arasindaki sinerjistik etkinin ortadan kalkmasina yol agmasi nedeniyle tedavide
olumsuzluklara sebep olmaktadir.

Bunun yaninda son zamanlarda ortaya ¢ikan vankomisine direngli
enterokoklarin (VRE) tedavisinde biiylik sorunlar yasanmaktadir (8). Vankomisine
direngli yeni patojenler ¢ogunlukla diger antibiyotiklere de direngli olduklarindan
tedavide sorunlar yasanmaktadir. Glikopeptid grubu antibiyotiklere direng ilk olarak
1988'de bildirilmis, daha sonra vankomisine ve teikoplanine yiiksek diizeyde direngli
suglar tim diinyada yayilmistir (9).

Yapilan c¢alismalarda glikopeptid direngli enterokoklarin olduk¢a genis
cografik yayilim gosterdikleri ve hem fenotipik hem de genotipik olarak heterojen
olduklar1 belirlenmistir. Bugiine kadar tanimlanmis yedi vankomisin direng fenotipi
vardir. Bunlar Van A, Van B, Van C, Van D, Van E, Van G, Van L’dir (10). Van A ve
Van B direng fenotipleri E. faecalis ve E. faecium’da tarif edilmistir. Van A direngli
suslar indiiklenebilirler, yiiksek diizey vankomisin ve teikoplanin direnci gosterirler.

Bu ¢alismada Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Ocak 2008-Agustos 2011 tarihleri arasinda
cesitli kliniklerden gonderilen 6rneklerden (idrar, yara, abse, kan) izole edilen 100
Enterococcus spp. kokeninde vankomisin ve yiiksek diizey aminoglikozid direnci

(YDAD)’ nin fenotipik ve genotipik olarak arastirilmasi amaglanmstir.

2



2. GENEL BILGILER

2.1. Simiflandirma

Enterococcus cinsi, Gram pozitif, katalaz negatif, sporsuz, fakiiltatif anaerob
bakterilerden olusur. Tekli veya zincirler halinde goriilebilirler. Enterokoklar

bakteriyosin iireten ve laktik asit bakterileri olarak bilinen gruba dahildir (11).

Ik kez 1899 da taninmaya baslayan enterokoklar, Thiercelin tarafindan barsak
bakterisi olarak tanimlanmistir (12). 1937 yilinda Sherman Streptococcus tiirlerini
fekal streptokoklar (enterokoklar), gida kaynakli enterokoklar, viridans grup ve
pyogenous streptokoklar olarak 4 alt grupta siniflandirmistir. Sherman enterokok alt
gruplarimin, Lancefield grup D streptokoklarini igerdiklerini ve bunlarin hemolitik,
proteolitik reaksiyonlarla ayirt edilebilecegini tanimlamistir. 2003 yilinda Klein (13)
tarafindan taksonomi ve ekolojisi tekrar gozden gegirilmistir. Faj tipleme,
biyotipleme, serotipleme gibi klasik metodlar, hangi streptokok tiiriiniin enterokok

cinsine ait oldugunu tam olarak belirleyemez (11).

Enterokoklar uzun siire Streptococcus cinsinin ana gruplarindan biri olarak
sayllmis, fakat kimyasal ve fiziksel ajanlara daha direng¢li olmalar1 ve ¢ogu grup D
streptokoklar icerisinde barindirmasi ile streptokoklardan farklilik gostermislerdir.
Son yillarda enterokoklarin taksonomisinde Onemli degisiklikler olmustur.
Enterococcus cinsi Streptococcus cinsinden ayrilip farkli bir cins olarak taninmaya
baslanmistir. Streptococcus faecalis ve Streptococcus faecium’un yeni bir cins

icerisinde degerlendirilmesi gerektigi goriisii molekiiler ¢aligmalar ile desteklenmistir
(14).

1984’te Deoksiriboniikleik asit (DNA) Hibridizasyon ve 16S ribozomal
Riboniikleik asit (rRNA) sekanslama yontemi kullanilarak Streptococcus faecium ve
Streptococcus faecalis tiirlerinin Enterococcus cinsine dahil oldugu saptanmistir. Bu
durum grup D antijeninin hem streptokoklarda hem de enterokoklarda bulundugunu
gostermistir. Streptokok tiirlerinden 9 tanesi enterokoklara dahil edilmistir.

Giliniimiizde Enterokok cinsi 28 tiir igermektedir. Streptokoklarin 16S rRNA
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sekanslama yontemi kullanilarak elde edilen molekiiler veriler sayesinde
Streptococcus, Enterococcus ve Lactococcus tiirleri arasindaki iligkiyi gosteren bir
dendogram elde edilmistir (Sekil 1) (13).

Leuconostoc

Lactobacillus/Pediococcus

Weissella

Vagococcus

m rium :
Carnobacteriu Melissococcus

Aerococcus

: . Enterococcus
Listeria

Staphylococcus
Lactococcus:

Bacillus subtilis group S
treptococcus

Sekil 1: Streptococcus, Enterococcus ve Lactococcus tiirleri arasindaki iliskiyi gosteren bir
dendogram

Bu metod ile enterokoklar E. faecalis ve E. faecium olarak 2 gruba ayrilmistir.
E. faecalis grubu; E. faecalis, E. haemoperoxidus ve E. moraviensis’i; E. faecium
grubu; E. faecium, E. durans, E. hirae, E. mundtii, E. porcinus ve E. villorum'u
icermektedir (13). Enterekoklar, 16S rRNA gen sekanslar karsilagtirmasina dayali
filogenetik analizler ile fenotipik olarak benzedigi streptokoklara kiyasla vagokok,
tetragenokok ve karnobakteriler ile daha yakin iligkilendirilmistir. Gliniimiizde yeni
Enterococcus tiirlerini tanimlama kriterleri, molekiiler teknikler ve fenotipik testlerin
sonuglari kullanilarak belirlenir. 16S rRNA gen sekanslamasi Enterococcus tiirlerinin
tanimlanmasinda kullanilan en pratik ve giicli yontemdir. Son doénemde
Enterococcus tiirleri arasindaki akrabalig1 ortaya ¢ikarmak ve yeni tiirleri belirlemek

amaciyla niikleik asit tabanli bazi yontemler de kullanilmaktadir (14). Ayn1 zamanda



enterokok hiicrelerindeki uzun zincirli yag asidi yapisinin gaz-likid kromatografisi ile

incelenmesi de tiir ayriminda kullanilabilir (15, 16).

2.2. Morfoloji Ve Kimyasal Ozellikler

Enterokoklar tek tek, ikili veya zincirler halinde bulunan Gram pozitif
koklardir. Kat1 besiyerinden yapilan Gram boyamada kokobasil seklinde
goriilebilirler. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda kanli agarda iireyen koloniler 1-2
mm biytikliigiinde goriiliir. Baz1 varyantlar daha kiiclik olabilirler. Tavsan, at veya
insan kanli besiyerlerinde E. faecalis tiirlerinin bir kismi beta hemolitik koloniler
olustururken, koyun kanli agarda hemoliz olusturmazlar. Diger tiirler genellikle alfa

ya da gama hemoliz yaparlar.

Fakiiltatif anaerobdurlar. Glikoz fermentasyonu sonucu laktik asit olustururlar.
Karbonhidratlar1 laktik asite indirgemeleri sebebiyle laktik asit bakterileri olarak
degerlendirilirler. Gaz olusturmazlar (14). %6,5 NaCl ve %40 safra tuzu varliginda
bile ireyebilirler (17). PH, tuz, metaller ve kurumaya karsi direnci saglayan bir
katyon homeostazina sahip olduklart diisiiniilmektedir (11). Enterococcus tiirlerinin
5 °C ile 50 °C arasinda degisen 1silarda tireme Ozellikleri vardir. Aerob ortamda
beyin kalp infiizyon (BHI) agarda en diisik 6,5 °C, en yiiksek 47,8 °C’de
tireyebilirler. Optimum {ireme 1silart ise 42,7 °C’dir. Anaerob ortamda da
treyebilirler (18, 19). E. faecalis ve E. faecium 30 dakikada 60 °C’ye kadar
dayaniklidir (20).

Safra varliginda eskiilin hidrolizi yapabilirler. E. faecalis ve E. faecium
pH 4,6- 9,9 arasinda iirerler ama optimal pH 7,5 olarak saptanmistir (18). Enterokok
tiirlerinin tiremesini etkileyen en 6nemli degisken pH olmakla birlikte sicaklik ve tuz
konsantrasyonu daha az etkiye sahiptir. E.faecalis’in genis bir pH araligina direngli
olmasinin sebebi hiicre zarmin dayanikli olmasi, asit ve alkalilere gecirgen
olmamasidir. Bununla beraber bazi calismalar bu direncin hiicre zarina bagh

H*- ATPaz aktivitesine bagli oldugunu ileri siirmektedir (21).



Enterokoklarin biiyiik bir kismi grup D antiserum ile reaksiyon verirler. Grup
D antijen tespiti sadece enterokoklara 6zgii degildir ayrica S. bovis, S. equinus,
S. suis, Pediococcus spp. ve Leuconostoc spp. gibi diger Gram pozitif bakterilerde de
bulunabilir (17). Losin aminopeptidaz olusturarak, 16sin-p-naftilamid (LAP) hidrolizi
yaparlar. Bunun sonucu E. cecorum, E. columbae, E. pallens, E. saccharolyticus ve
yeni tanimlanan tiirlerden E. canintestini, E. devriesei ve E. moraviensis haricindeki
enterokoklarin ¢ogu pirolidonil arilamidaz iiretimi ile L-pirolidonil-P-naftilamid
(PYR)'1 hidrolize eder. Bu reaksiyon onlar1 grup A disindaki streptokoklar,

Leuconostoc ve Pediococcus'dan ayirmada ¢ok yardimeidir.

Bazi tiirleri hareketlidir (E. casseliflavus ve E. gallinarum). Bazilar
pigmentlidir (E. casseliflavus, E. gilvus, E. mundtii, E. pallens ve E. sulfureus) (14).
Enterokoklar sitokrom enzimleri i¢ermedikleri icin katalaz negatiftirler, fakat
E. faecalis kan igeren besiyerinde {iretildiginde bazen zayif bir psddokatalaz
reaksiyonu goriilebilir (17). Kanli besiyerinde iireyen E. haemoperoxidus suslarinda
pozitif katalaz testi gosterilmistir. Cogu enterokok kokeni hiicre duvarina bagh
gliserol teikoik asit igerdigi i¢in Lancefield siniflandirmasinda grup D antijeni olarak

tanimlanir.

Enterokoklarin kesin olarak ayrimini saglayan fenotipik kriterler yoktur. Buna
karsilik bazi1 6zellikler ¢ogu enterokok tiiriinde mevcuttur (14). Katalaz negatif Gram
pozitif bir kokun enterokok olarak tanimlanabilmesi i¢in kokenin safra eskiilin (SE),
PYR ve LAP testlerinin pozitif olmasi, %6,5 Sodyum Kloriir (NaCl) varliginda
45 °C'de tremesinin tespit edilmesi gereklidir. Sadece SE testi ve %6,5 NaCl
buyyonda iireme oOzelligine bakilarak yanlis sonuglar verilebilir ¢iinkii insan
infeksiyonlarindan izole edilen Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Vagococcus cinslerinin de benzer fenotipik ozelliklere sahip oldugu bulunmustur
(11).



Tablo 1: Baz1 Gram pozitif, katalaz negatif koklar1 enterokoklardan ayirmaya yarayan testler

Test Enterococcus | Streptococcus | Lactococcus | Leuconostoc | Pediococcus
Vankomisin . . . .
duyarlilig: Duyarli Duyarli Duyarli Direngli Direngli
PYR* + - + - -
SE** + - + Di +
NaClf + - Di Di Di
10 °C’de . ] R R ]
ureme
45 °C’de R D ] D R
ureme
Hareket - - - - Di
Hemoliz a,y a,y o,y a a, B,y

*PYR: L- pirolidonil- B-naftilamid hidrolizi, **SE: Safra eskiilin hidrolizi, 1NaCl: %6,5’luk
NaCl igeren besiyerinde iireme {D: Degisken

2.3. Epidemiyoloji ve Bulas

Enterokoklar zor ¢evre kosullarinda iireyebilir, yasayabilir ve hemen her yerde
yagsamlarin1 devam ettirebilirler. Dogada yaygindir; toprak, bitkiler, su, besinler ve
bircok hayvanda bulunabilirler. Insanlarda gastrointestinal sistem flora iiyesidirler.
Genitoiiriner sistem ve oral kavitede daha az oranda bulunurlar (14). Insan
gastrointestinal kanalinda en ¢ok E. faecium ve E. faecalis, hayvanlarda E. faecium,

bitkilerde E. mundtii ve E. casseliflavus bulunur (13).

Enterococcus tiirlerinde prevalans konaga gore farklilik gostermektedir.
Ayrica yas, diyet, altta yatan hastaliklar ve antibiyotik kullanimi gibi diger faktorler
de onemlidir. Enterokoklar barsakta kolonize olan Gram pozitif koklar arasinda en
yogun olanidir. Bu bolgede enterokoklar arasinda en sik E. faecalis izole edilir (14).

E. faecium, E. casseliflavus, E. durans ve E. gallinarum gibi diger tiirler insan




gastrointestinal kanalinda farkli oranlarda bulunabilirler. insan diskisnin graminda

10° ile 10 arasinda E. faecalis, 10* ile 10° arasinda E. faecium bulunur (22).

Enterokoklar firsat¢i patojen mikroorganizmalardir. Gastrointestinal kanal,
hastaliklara neden olan kokenlerin 6nemli bir kaynagi olarak kabul edilir.
Danimarka’da yapilan bir c¢alismada E. faecalis’in izolasyon oraninin yatan
hastalarda %57, saglikli bireylerde ise bu oranin %39-40 oldugu gosterilmistir (23).
Bakteriler infeksiyon yapmak {izere bulunduklari yerden baska bir bolgeye, baska
konaklara veya gevreye yayilabilirler. Son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar
ile enterokoklarin hastalar ve hatta hastaneler aras1 yayilabilmesinde, bu bakterilerin

barsak florasinda bulunmasinin ¢ok 6nemli risk faktorii oldugu saptanmustir.

Hastane kaynakli infeksiyonlara yol agan enterokok tiirleri saglik personelinin
ellerinden ve hastane ile bakim evlerindeki ¢evresel kaynaklardan izole edilmistir.
Enterokokal infeksiyonlarin insidansindaki artis sadece eriskin hastalarda
goriilmemektedir; yenidogan, c¢ocuk yogun bakim ve hematoloji, onkoloji
tinitelerinde de Onemli problemlere yol agar. E. faecalis tiim klinik enterokokal

infeksiyonlarin en sik nedenidir (24).

2.4. Virulans ve Patojeniteleri

Staphylococcus aureus veya Streptococcus pyogenes kadar olmasa da birgok
epidemiyolojik calismada %30'un {izerinde enterokok bakteriyemisine bagh
mortalite tespit edilmistir. Enterokokal bakteriyemide yiiksek mortalite
gozlenmektedir. Bu hastalarin ¢ogu ileri derecede diigkiin, agir hastalardir. Bir¢ok
hastada enterokoklar polimikrobiyal infeksiyonun bir parcasidir ve tek baslarina

morbidite ve mortaliteye etkilerini kestirmek oldukg¢a zordur (25).

Enterokoklar klasik virulans faktorlerine sahip olmasa da ¢oklu antibiyotik
direngleri onlara antibiyotik tedavisi altinda yasama ve ¢ogalma olanagi
saglamaktadir. Enterokok tiirlerinin virulansini, gastrointestinal kanali kolonize etme,

trombospondin, laktoferrin ve vibronektin gibi ekstraseliiler matriks proteinine



yapigsma yetenegi, iiriner sistem, agiz boslugu epiteli ve insan embriyon bobrek

hiicrelerine yapisma yetenegi gibi faktorler belirler (17).

Barsak epitel hiicrelerine bakterinin translokasyonu sonucu, yaptigi
infeksiyonlarin ¢ogunun endojen oldugu, lenf nodlar1 araciligiyla infeksiyona yol
acip, diger hiicrelere yayildigr diistiniilmektedir. E. faecalis yiizeyindeki agregasyon
faktoriiniin (AF), invivo olarak biiyiik agregatlar olusturdugu ve bdylece patogeneze
katkida bulundugu gosterilmistir. AF, enterokok hiicre yiizeyinin hidrofobisitesini
artirtr. Bu durum kolesteroliin fagozoma yer degistirmesini indiikler. Lizozomal
vezikiil ile fiizyonu geciktirdigi veya onledigi diisiiniiliir. AF, konjugasyon sirasinda
agregat olusumunu saglayan indiiklenebilir yiizey glikoproteini olan bir
kemoatraktan maddedir. Boylece plazmid transferine yardimci olur. Klinik
E. faecalis izolatlarinin Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) analizi, AF’yi kodlayan

genin E. faecium’da bulunmadigini géstermistir (26).

E. faecalis 'te bulunan diger bir hiicre yiizey proteini Ace (adhesion of collagen
from E.faecalis)’dir. Ace, mikrobiyal ylizey komponentlerini taniyan adeziv matriks
molekiilleri ailesine ait kollajen baglayan proteindir. Ace endokardit patogenezinde

rol oynayabilir.

Ekstraseliiler ylizey proteini (Esp) 1999’da Enterococcus tiirlerinde ilk
tariflenen hiicre duvan ile iliskili proteindir (27). Esp geni 5622 bp igerir ve
infeksiyonlardan izole edilen kokenlerde yiiksek siklikta bulunur. Adezyon,
kolonizasyon, immiin sistemden korunma ve antibiyotik direnci ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Esp, ¢evresel strese direnci ve lriner sistemdeki gibi Okaryotik
hiicrelere adezyonu saglayan enterokokal biyofilm tabakasinin olusumuna katkida
bulunur. Calismalar esp genindeki bozulmanin, E. faecalis’in biyofilm olusturma
yetenegini de bozdugunu gostermistir. Esp-negatif E. faecalis suslariin esp geninin

plasmid transferini aldiktan sonra biyofilm olusturabildikleri gosterilmistir (28).

Enterokoklar biyofilm olusturma ozellikleri sayesinde endokarditlerde oldugu
gibi endodontik ve iiriner sistemde de infeksiyona yol agabilirler. Enterokoklarin pili
olusturmasi, biyofilm olusumu i¢in gereklidir ve bununla iliskili gen kiimesi

endokardit ve biyofilm ile ilgili pili (ebp)’dir. Ebp operonu, ebp A, ebp B, ebp C ve



srt C genlerini icerir. E. faecalis’in pili igermeyen mutant susu, biyofilm tabaka

olusturamaz (28).

Enterokoklardan salgilanan virulans faktorlerinin de patogenezde rolleri vardir.
Sitolizin (hemolizin) bakteriyel toksindir. Sitolizin insanlarda beta hemolitik 6zellige
sahiptir ve diger Gram pozitif bakterilere bakterisidal etkilidir (28). Hyaluronidaz,
jelatinaz ve serum proteazi iceren hidrolitik enzimler, enterokok tiirlerinin
virulansinda rol alir. Hyaluronidaz, hyaluronik asite etki eden ve doku hasari ile ilgili
olan lizozomal enzimdir. Hyaluronidaz bag dokusunun mukopolisakkarit tabakasini

depolimerize eder ve boylece enterokoklarin yayilimini saglar (11).

Hem serin proteaz hem de jelatinazin enterokok patogenezinde asil rollerinin
konak dokuyu parcalayip bakterilere besin saglamak oldugu diisliniilmesine ragmen,
biyofilm olusumunda da fonksiyonlar1 vardir. Jelatinaz E. faecalis tarafindan
salgilanan ekstraseliiler ¢inko metallopeptidazdir. Jelatinaz, kazein, hemoglobin ve

diger biyoaktif aminleri hidrolize eder (11).

2.5. Klinik infeksiyonlar

Enterokoklar kommensal mikroorganizmalar olup daha ¢ok altta yatan dnemli
bir hastalig1 olan yaglilarda, uzun siireli hastanede yatan ya da invaziv gereclerin
kullanildig1 ve/veya genis spektrumlu antibiyotiklerin verildigi bagisiklik yetmezligi
bulunan hastalarda infeksiyonlara yol acarlar. Hastalik olusturabilmek ig¢in
mikroorganizma 6nce kolonizasyon bdlgesinden yer degistirmeli ve viicudun
savunma mekanizmalarindan kacarak konakta patolojik degisikliklere sebep
olmalidir. Enterokoklarda gesitli virulans faktorleri tanimlanmistir. Fakat bunlardan
hicbiri insanlardaki virulanst tam olarak agiklayamamaktadir. Diger yandan
enterokoklarin diren¢ Ozellikleri, bu cinsin iiyelerinin konak ya da cevrede uzun
slireli yagamasinin nedeni olarak goriilmektedir (14). Bu da bakterinin persistansini
ve hastane kokenli infeksiyonlarin etkeni olmasini agiklar. Enterokoklar 1970'i
yillarin sonundan itibaren hastane infeksiyonlarinin sik rastlanan etkenlerinden biri
haline gelmistir. Bu durum sik kullanilan antibiyotiklere kars1 artan direngle paralel

olarak seyretmis ve sonugta enterokokal infeksiyonlarin tedavisinde zorluklar ortaya
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¢ikmistir. Sonug olarak enterokoklarin birgok yas grubuna yayilmasina ve daha fazla

insanin bu infeksiyonlara duyarli hale gelmesine yol agmustir (29).

2.5.1. Enterokoklarla gelisen infeksiyon hastahklari:

- Uriner sistem infeksiyonlari: Enterokoklarin yol actigi klinik hastaliklarin en sik
goriilen seklidir ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda enterokoklar en sik idrar
kiiltiirlerinden izole edilmektedir. Enterokoklarin etken oldugu iriner sistem
infeksiyonlarinin ¢ogu nozokomiyaldir ve g¢ogunlukla iriner kateterizasyon ile
birlikte bulunur. Ozellikle yapisal bozuklufu veya tekrarlayan iiriner sistem

infeksiyonu olan hastalarda daha fazla goriiliir (30).

Enterokoklar hastanede yatmayan geng, saglikli kadinlarda komplike olmamis
sistit gibi iriner infeksiyonlarin %5’inden azini olusturur. Enterokoklar prostatit ve

perinefrik abseye de yol agabilir (17).

- Endokardit: Enterokoklar viridans streptokoklar ve S. aureus’dan sonra tiglincii en
sik rastlanan infektif endokardit etkenidir. Enterokoklar bakteriyel endokarditlerin
%5-15’ini  olustururlar. Enterokok endokarditi siit ¢ocuklarinda nadirdir fakat
cocuklarda goriilebilir. Erkeklerde ve 50 yas iizerinde daha siktir. Tiim enterokokal
endokarditlerde en sik izole edilen sus E. faecalis olup, bunu E. faecium izlemektedir
(24). Vakalarin ¢ogunda altta yatan bir kalp kapak hastaligi veya prostetik kapak
mevcuttur fakat enterokoklar normal kapaklarda da infeksiyona sebep olabilirler.
Dogal kapak bakteriyel endokarditlerinin %20'sini, prostetik kapak endokarditlerinin
ise %6-7'sini olustururlar (30). Enterokok endokarditleri ciddi seyirli infeksiyonlar

olmakla birlikte bakteriyemilerden daha seyrek goriiliirler.

Intravenéz (IV) ilag bagimlilarinda %5-53 oraminda etken olabildikleri
gosterilmistir (30). Hastalik cerrahi yolla ya da maniipilasyonlarla gastrointestinal
sistemden veya cogunlukla da genitoiiriner infeksiyon ve genitoiiriner bdlgeye
invaziv girisim uygulanmasindan kaynaklanir. En sik aort ve mitral kapak tutulur.

Aortik kapak tutulumunun daha ¢ok cerrrahi gerektirdigi ve 3 aydan daha fazla
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semptomlar1 olan hastalarda relapsin daha sik goriildiigii belirtilmektedir (17).
Enterokoklar genellikle subakut bakteriyel endokardite neden olurlar (30).

-Bakteriyemi: Enterokok endokarditinden daha sik goriilen ve giderek sikligi artan
bir infeksiyondur. Endokardit hastane dis1 kaynakli enterokok bakteriyemilerinin
1/3’tinde goriiliirken nozokomiyal bakteriyemilerde endokardit orani %]1’in
altindadir (30). Enterokokal bakteriyemi oOzellikle polimikrobiyal ve Gram
negatiflerle birlikte ise %34-68 arasinda degisen bir mortalite goriilebilmektedir (24).

Nozokomiyal  enterokok  bakteriyemileri  siklikla  {riner  sistem
infeksiyonlarindan ve karin i¢i infeksiyonlardan kaynaklanir. Pelvik sepsis, yaralar
(6zellikle termal yaniklar, dekiibit ilserleri veya diyabetik ayak infeksiyonlari),
kolanjit, 1V veya intraarteriyal kateterizasyon sonrasi bakteriyemi gelisebilir (30).
Solunum yollar1 enterokokal bakteriyemi i¢in nadir bir giris yoludur. Immun siipresif
hastalarda siklikla go6zlenen primer enterokokal bakteriyemi muhtemelen

gastrointestinal sistemden kaynaklanmaktadir (24).

-Kan Akim Infeksiyonlari: Nozokomiyal infeksiyonlarda sik gériilen bir etkendir.
Hematoloji, onkoloji ve yogun bakim {initelerinde de gittik¢e orani artmaktadir.
Nozokomiyal kaynakli enterokokal bakteriyemilerin ¢ogunda infektif endokardit
birlikteligi yoktur fakat hastane dis1 bakteriyemilerin 1/3’{inde endokardit olaya eslik
etmektedir. Enterokoklar, pozitif kan kiiltiirlerinin yaklasik %S5’inden izole
edilmektedirler. Enterokoklarin neden oldugu bakteriyemide en sik odak (%19-24)
triner sistemdir. Enterokokal bakteriyemiler, genellikle polimikrobiyaldir ve
mortaliteleri yiiksektir. Tek basina enterokoklarin etken oldugu bakteriyemilerde ise
mortalite %28 civarindadir. Primer enterokokal bakteriyemiler daha ¢ok immiin
sistem yetmezligi olan hastalarda ve monomikrobiyal olarak goriilmekte olup odak

cogunlukla gastrointestinal sistemdir (24).

- Karin ici ve pelvik infeksiyonlar: Enterokoklar gastrointestinal kanalda siklikla
mikst aerob ve anaerobik floranin bir parcas: olarak bulunurlar. Ikinci siklikta izole
edildikleri infeksiyonlar intraabdominal infeksiyonlardir. Yapilan birgok hayvan
deneyinde enterokoklarin ancak diger mikroorganizmalarin sinerjik etkisi ile abse

olusturabildikleri goriilmistiir (17). Bu infeksiyonlarda, E. coli veya Bacteroides
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spp’e oranla daha az bakteriyemiye yol agarlar ve ¢ogu zaman enterokoklar tizerine

etkili olmayan antimikrobiyal ilaglarla yapilan tedavi ile iyi sonuglar alinabilir.

Enterokoklar siroz veya nefrotik sendromlu hastalardaki spontan peritonit ve
peritoneal diyalizli hastalardaki peritonitin etkenidirler (24). Ayrica enterokoklar,
akut salpenjit, endometrit gibi peripartum maternal infeksiyonlar ile sezeryan sonrasi
abseye yol acabilirler. Saf enterokokal peritonit abdominal cerrahi veya travma

komplikasyonu olarak goriiliir (30).

- Yara ve yumusak doku infeksiyonlari: Enterokoklar seliilit veya diger derin doku
infeksiyonlarinda c¢ok nadir izole edilirler. Siklikla cerrahi yara infeksiyonlari,
dekiibit tlserleri ve diyabetik ayak infeksiyonlarinda Gram negatif basil ve anaerob
bakteriler ile birlikte izole edilebilirler. Ancak bu olgularda enterokoklarin klinik
onemini degerlendirmek karin ici abselerinde oldugu gibi zordur (30). Yanikli
hastalarda yara kolonizasyonu ve sepsise yol agabilirler. Diyabetik ve nondiyabetik

hastalarda nadiren kronik osteomyelit etkeni olarak saptanabilirler (17).

- Menenjit: Enterokokal menenjit, santral sinir sisteminde anatomik bir defekt,
gecirilmis beyin ameliyat1 ya da kafa travmasi gibi predispozan faktorlerin varliginda
veya spontan olarak her yasta gozlenebilmektedir (30). Yapilan ¢alismalarda
enterokoklara bagli menenjit oraninin %0-3 oldugu gorilmistir (24, 31-33).
Vakalarin biiyiik bir kismi, bir yasin altindaki ¢cocuklardir. Cocuklarin ¢ogunda altta
yatan predispoze faktor gegirilmis norocerrahidir. Erigkinlerde bildirilen olgularin
cogu enterokokal endokardit veya tiriner sistem infeksiyonu olan, beyin cerrahisi ile
ilgili girisim uygulanan ya da immiin sistemi baskilanmis hastalardir. Ayrica
bakteriyemi diizeyi yiiksek olan endokardit ve neonatal sepsisli hastalarla,
Kazanilmis Immiin Yetmezlik Sendromu (AIDS) ve akut 16semi gibi immiinsiiprese
hastalarda bazen enterokoklara bagli menenjitler gorilebilmektedir (30).
Enterokoklara bagli menenjitte mortalite orani, toplumsal kdkenli menenjitten daha

yiiksektir (24, 34).

- Neonatal infeksiyonlar: Neonatal sepsiste enterokoklar nadiren etken olarak izole
edilirler, ancak salgin donemlerinde goriilme sikliklari artar. Neonatal bakteriyemi ve

septisemili olgularin yaklasik %10’unda enterokoklar etkendir ve bu oran giderek
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artmaktadir. Bu durum, nozokomiyal yayilim ve prematiirlerin yasam siirelerindeki
artisa  baglidir. Enterokok infeksiyonlarinda etkilenen infantlar genellikle
prematiireler, diisilk dogum agirlikli bebeklerdir ve daha ¢ok nozokomiyal salginlar
seklinde ortaya ¢ikarlar (24, 30, 35). Bu yas grubunda enterokokal bakteriyemi igin,
uzamis hastane yatisi, uzun siire antibiyotik kullanimi, santral vendz kateter
kullanim1 ve nekrotizan enterokolit en onemli risk faktorleri olarak tespit edilmistir
(24).

- Nozokomiyal infeksiyonlar: Son zamanlarda enterokoklara bagli hastane
infeksiyonlarinda ciddi bir artis vardir. Enterokoklar ABD’de hastane kokenli
infeksiyonlarda en sik izole edilen etkenlerden biridir. Uygun antibiyotik
kullanilmamasi, invaziv cihaz uygulamasinin artmasi ve hastalarda immiin sistem
yetmezligi olmasi bu duruma yol acan en 6nemli faktorlerdir. Yapilan bir ¢alismada
degisik diren¢ paternlerine sahip enterokoklarin hastane personelinin elleri ile
tagindig1 gosterilmis ve hastane ortamindaki cansiz objelerin sebep oldugu salginlar

tespit edilmistir (3, 17).

2.6. Tedavi

Enterokoklarin neden oldugu iiriner sistem, peritonit ve yumusak doku
infeksiyonlarinin ¢ogu ampisilin, penisilin veya vankomisin gibi enterokoklara
bakteriyostatik olan bir ajan ile tedavi edilebilir. Endokardit ve menenjit gibi diger
ciddi sistemik infeksiyonlarin tedavisi ise klinikte sorun yaratmaktadir (17). Bunlar,
enterokok izolatlarinin duyarli oldugu penisilin (ampisilin veya penisilin G) ve
enterokok izolatinin yiliksek diizeyde direng gostermedigi bir aminoglikozid
(gentamisin veya streptomisin) ile kombinasyon tedavisini gerektirir (36). Tek basina
yiiksek doz penisilin ile enterokokal endokardit tedavisi basarili degildir. Bakterisidal
bir kombinasyon tedavisi gereklidir. Genel olarak enterokokal endokarditin
tedavisinde penisilin veya ampisilin (beta laktam intoleransi olanlarda vankomisin)
ile kombine gentamisin veya streptomisin 4-6 hafta boyunca kullanilmaktadir. Diisiik
doz gentamisin (3 mg/kg/giin) ve yiiksek doz penisilin (20 milyon iinite/giin) veya

ampisilin (12 g/glin) ile 6 hafta tedavi Onerilmektedir. Yapilan c¢alismalar
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enterokoklarla gelisen prostetik kapak endokarditinin sadece antibiyotiklerle de

tedavi edilebilecegini gostermektedir (17).

Aminoglikozid ve vankomisin kombinasyonunun, hem invivo hem invitro
olarak enterokoklara karsi sinerjik etki gosterdikleri kanitlanmistir. Ayrica bu
kombinasyon, ampisilin ve penisilin direngli suslarin veya ciddi penisilin alerjisi olan
hastalarin tedavisinde kullanilan diger bir segenektir (37, 38). Ancak enterokoklar
klasik tedavilere giderek direngli hale gelmektedir. Ampisilin ve YDAD’ye ek olarak

vankomisin direncinin hizla yayilmasi tedavi segeneklerini kisitlamaktadir (39, 40).

Enterokok tiirlerinde vankomisin direnci, tedavide bir sorun olarak ilk kez Bati
Avrupa ve ABD’de ortaya ¢ikmus ve bildirilmistir (9, 41, 42). Ozellikle E. faecium’a
bagli VRE infeksiyonlarimin tedavisi, bu mikroorganizmalarin ¢oklu antibiyotik
direnci gostermesi nedeniyle olduk¢a sorunludur. Penisilin veya ampisilinle kombine
olan veya olmayan aminoglikozid tedavisi, vankomisin direngli E. faecalis ile
enfekte hastalarda uygun bir secenektir. Neredeyse tiim E. faecalis suslari ampisiline
duyarhidir. Bu nedenle bu izolatlarda vankomisin direnci olsa dahi, tedavileri
nispeten kolaydir. Ancak penisilin ve ampisiline dogal olarak daha direngli olan
E. faecium’ larda tedavi daha zordur (36). Eger VRE ampisiline oldukga direngli ise,
diger antibiyotiklere (tetrasiklin, eritromisin, kloramfenikol, yiiksek diizey
aminoglikozid, rifampin, florokinolon, novobiosin ve iiriner sistem infeksiyonu i¢in
nitrofurantoin) olan direnci incelenmelidir (36, 43). Streptomisine veya gentamisine
yiiksek diizeyde direng bakterisidal sinerjizmi bozmaktadir (17). Eger enterokok
gentamisin ve streptomisine karsi yiiksek diizeyde dirence sahipse, giivenilir bir
bakterisidal etki elde etmek igin mevcut bir tedavi sekli yoktur (36). Gentamisine
yiiksek diizeyde diren¢ bulunan suslarin ¢ok az bir kisminda streptomisine direng
olmayabilir. E. faecium'un bir tiir 6zelligi olarak igerdigi kromozomal aminoglikozid
modifiye edici enzim, tobramisin kullanimini engellemektedir. Yiiksek diizeyde
aminoglikozid direnci igeren suslarla gelisen enterokokal endokarditin optimal
tedavisi bilinmemektedir (17). Normalden daha uzun bir siire yiiksek doz ampisilin

inflizyonu uygun bir yaklagimdir (14).
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Kloramfenikol, ¢oklu ilag direngli E. faecium suslarinin ¢oguna kars1 in vitro
aktivitesini koruyan birka¢ ajandan biridir ama kullanimi sinirhdir ve VRE
infeksiyonlarinin tedavisinde orta diizeyde etkilidir (36).

Teikoplanin, Van B tip enterokoklarin ¢oguna kars1 in vitro olarak etkili olan
diger bir glikopeptiddir. Teikoplanin bir aminoglikozidle kombine edildiginde,
hayvanlardaki endokarditlerde bazi etkinlikler gostermistir. Bununla birlikte Hayden
ve ark. (44) Van B tip E. faecium kokeninde in vivo teikoplanin direng gelisimini
bildirmistir. Bu bulgu tedavi secenegi hakkinda kaygilara yol agmis ve teikoplaninin
terapotik etkinligini sinirlamigtir.

Seftriakson, normalde enterokoklara kars: etkisizdir ancak seftriakson,
vankomisin, gentamisin kombinasyonunun, penisilin ve glikopeptid direngli
E. faecium’a bagli endokarditlerin tedavisinde penisilin, vankomisin, gentamisin
veya penisilin, teikoplanin, gentamisin kombinasyonundan daha etkili oldugu
bildirilmistir (45).

Kinolonlar, siprofloksasin, ofloksasin, norfloksasin ve enoksasin dahil
enterokoklara karsi orta diizeyde etkinlige sahiptir. Bakterisidal etki inokulum
bagimlidir. Etkili bir sekilde, iiriner sistem infeksiyonlarinin tedavisinde kullanimlari
smirhidir. Gram pozitif bakterilere karst daha etkili olan yeni florokinolon grubu
antibiyotikler iretilmistir. Bu yeni florokinolonlar arasinda enterokoklara karsi en
etkili olan ajan klinafloksasindir (36). 20 pg/ml ampisilin ve 1 pg/ml klinafloksasin
kombinasyonun bakterisidal etkili oldugu gosterilmistir (46).

Novobiosin, Gram pozitif etkinlige sahip daha eski bir DNA giraz
inhibitériidiir. In vitro veriler novobiosinin Van A veya Van B tip vankomisin direncli
E. faecium suslarina (ampisilin ve penisiline direngli olsalar dahi) kars1 ¢ok etkili
oldugunu diisiindiirmektedir (47). Novobiosin tek basina bakterisidal degildir fakat
bir florokinolon ilavesiyle kombinasyon bakterisidal etkili olur. Siprofloksasin ile
novobiosinin kombine kullanimi bildirilmistir ama tedavi sonrasi yiiksek relaps
oranlar1 gortilmiistiir.

Dalfopristin-kinupristin (RP 59500) bir protein sentezini inhibe eden, in vitro
E. faecium’a gii¢lii bir sekilde etkili, E. faecalis’e zayif etkili bir antibiyotiktir (48).

Daptomisin, VRE dahil birgok Gram pozitif mikroorganizmaya in Vitro

bakterisidal etkilidir. Daptomisin E. faecium infeksiyonlari i¢in onay almamasina
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ragmen, az sayida klinik ¢aligma ve verilere dayanilarak tedavide Onerilmektedir
(49-51). Daptomisinin E. faecium igin MIK degeri E. faecalis’ten daha yiiksektir.
E. faecium’un Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) onayli daptomisin MIK sinir degeri yoktur
fakat Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) daptomisinin MIK degeri
4 ug/mL’den biiylikse duyarli olmadigini gostermektedir (52). Komplike santral
sinir sistemi infeksiyonlart i¢in giinliik IV onaylanmis doz 4 mg/kg’dir. S. aureus’a
bagl kan akimi infeksiyonlar1 i¢in onaylanmis gilinlik IV doz 6 mg/kg'dir. Bazi
uzmanlar giinde bir kez 8 mg/kg’lik yiksek dozu uygun gormektedir (53).
Daptomisin tedavisi alan hastalar miyopati gelisimi agisindan diizenli olarak
izlenmelidir. Serum kreatin kinaz degerleri en az haftada bir kez dl¢lilmeli ve kas
agris1 veya giicsiizliigi gelisimi i¢in dikkatle izlenmelidir.

Ramoplanin, bir lipoglikodepsipeptiddir ve hatta daha aktiftir. Ramoplanin
enterokoklar igin bakterisidal etkilidir. Ik ¢alismalarda ramoplanin IV veya
intramuskiiler enjeksiyonu takiben iyi tolere edilememistir ve sistemik
toksisitesinden dolay: sistemik kullanim i¢in uygun goriilmemektedir ancak topikal
kullanim i¢in gelistirilmektedir. Ramoplaninin glikopeptid direngli enterokoklarin
gastrointestinal sistemden temizlenmesi i¢in kullanilabilecegi ve glikopeptid direngli
enterokoklar ile kolonizasyon riski olmadan C. difficile eradikasyonunda
kullanilabilecegi ileri siiriilmistiir (54, 55).

LY333328 (oritavansin), semisentetik glikopeptiddir, VRE’ye kars1 en etkili
ajanlardan biridir. Bu ajan enterokoklara karsi bakteriyostatik etkinin yanisira
bakterisidal etki de gostermektedir. Etki mekanizmasi hala bilinmemektedir ama
vankomisin ile benzer oldugu diisiiniilmektedir. LY333328’in VRE’ye karsi
bakterisidal etki gosterdigini belirten ¢alismalar vardir (56). Ilk in vivo ¢aligmalarda
siganlarda goriilen uzun yarilanma 6mrii ile LY333328’in farmakokinetigi agisindan
vankomisin {izerinde dnemli bir avantaja sahip oldugu bildirilmistir (57). Iki yeni
calismada, LY333328’in postantibiyotik etkisinin uzun siireli oldugu bulunmustur
(58).

VRE’ye karst in vitro aktivite gosteren diger calisilmakta olan ajanlar
glisilsiklinler, oksazolidinonlar ve ketolidlerdir.

Tetrasiklinler, bazi VRE izolatlar1 tetrasiklinlere duyarlidir. Doksisiklin ve

minosiklin genellikle diger ajanlarla birlikte VRE infeksiyonlarinin tedavisinde
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kullanilmistir. Gram pozitif koklar arasindaki tetrasiklin direnci, etkinligini
sinirlandirmaktadir. Glisilsiklin olarak bilnen tetrasiklin tiirevlerinin ¢oklu ilag
direnci gosteren enterokoklara karsi etkinligi vardir. Etkileri bakteriyostatiktir. Eger
Klinik olarak etkili olursa, glisilsiklinler Gram pozitif koklar ile olusan
infeksiyonlarin tedavisi igin 6nemli ilaglar haline gelebilirler (36).

Ketolidler, Gram pozitif koklara etkinligi olan makrolid tiirevlerinin yeni
smifidir. Etki mekanizmalari 50S ribozomal alt birime baglanma ve bakteri protein
sentezi inhibisyonunu igeren makrolid veya makrolid-linkozamid-streptogramin
bilesigine benzerdir (59). Ketolidler ¢oklu ilag direnci gosteren stafilokoklar,
enterokoklar ve pnomokoklar gibi Gram pozitif organizmalara kars1 in vitro aktivite
gosterirler (60). RU-64004 yeni bir ketoliddir. Vankomisin direngli E. faecium
suslar1 i¢in, RP-59500’tin etki spektrumunun RU-64004’¢ esit veya daha {istiin
oldugu bulunmustur (61).

Oksazolidinonlar, Gram pozitiflere kars1 etkinligi olan sentetik antibiyotikler
grubunun yeni bir liyesidir. Bir¢ok tiire kars1 bakteriyostatik etkiye yol acan protein
sentez inhibisyonu yaparak etki eder. Mevcut klinik kullanimdaki antibiyotikleri
etkileyen direng mekanizmalar1  oksazolidinonun  aktivitesini  etkilemez.
Oksazolidinon oral yolla verildiginde aktiftir. Linezolid vankomisine direngli
E. faecalis ve E. faecium suslarina karsi in vivo ve in vitro olarak giiglii etkiye
sahiptir. ilacin onaylanmadan oénce kullanilmasiyla elde edilen ilk veriler, 2000
yilinda linezolidin FDA onayr almasmi saglamistir (62). Linezolid o6zellikle
enterokokal endokardit tedavisi i¢in onay almamis olmasina ragmen bu durumlarda
kullanilmistir.

Tigesiklin, vankomisine duyarli E. faecalis tarafindan olusturulanlar dahil
komplike santral sinir sistemi infeksiyonlart ve intraabdominal infeksiyonlarin
tedavisi i¢in onaylanmistir. In vitro ve hayvan deneylerinin verilerine gore, VRE’ler
tigesikline duyarli goriinmektedir. VRE infeksiyonlarin tedavisinde tigesiklinin
roliinii tanimlamak i¢in daha ileri ¢aligmalar gereklidir (63-65).

Rifampin, zayif bakterisidal aktivitesi ve direngli bakterilerin alt tiirlerinin
ortaya ¢ikmasi nedeniyle, tek basina enterokok infeksiyonlarin tedavisinde ¢ok sinirl

etkiye sahiptir (66).
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Fosfomisin, ilk olarak 1969 yilinda Streptomyces kiiltiirlerinden izole edilmis
bir fosforik asit tiirevidir (67). ABD'de E. coli ve E. faecalis tarafindan olusturulan
komplike idrar yolu infeksiyonu tedavisi igin onaylanmistir ancak ozellikle de
Avrupa'da yaygin olarak kullanilmaktadir. Fosfomisin Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere kars1 aktiviteye sahiptir. Fosfomisin S. aureus, S. epidermidis,
S. pneumoniae ve E. faecalis’e ve bazi1 Gram negatif mikroorganizmalara in vitro
olarak aktiftir (68, 69). Enterokoklara kars1 etkinligi vardir fakat hizli direng gelisimi

tek ajan olarak kullanimini kisitlamistir.

2.7. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalar:

Enterokokal infeksiyonlarin tedavisinde basarili olabilmek i¢in bu
organizmanin sahip oldugu direng Ozelliklerini kavramak gerekmektedir.
Enterokoklar siklikla kullanilan antibiyotiklere direng¢ gostermektedirler. Bu durum
ozellikle E. faecalis ve E. faecium iizerinde yapilan galismalarla gosterilmistir (14).
Higbir antibiyotik tek basina enterokoklara kars1 bakterisidal etki gosterememektedir.
Enterokoklardaki antibiyotik direnci intrensek (tiire 6zgii) ve kazanilmis olmak tizere
iki ana gruba ayrilmaktadir. Enterokoklardaki antimikrobiyal diren¢ mekanizmalari

ve etkiledigi antibiyotikler Tablo 2’de gosterilmistir (17).
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Tablo 2: Enterokoklarda antimikrobiyal diren¢ mekanizmalari

Direng

Etkiledigi antimikrobiyaller

Intrensek direnc

Aminoglikozid direnci (diisiik diizeyde direnc)

Beta laktamlar (yiiksek MiK degerleri)

Linkozamidler (diisiik diizeyde direng)
Trimetoprim-sulfametaksazol (TMP-SXT) (sadece in vivo direng)

Dalfopristin/Kinupristin (E. faecalis suslart streptogramin A’ya
intrensek olarak direngli)

Kazanilmig direng

Aminoglikozid direnci (yliksek diizeyde direng)
Beta laktamlar (PBP’lerde degisiklik)
Hiicre duvarina etkili ajanlar (tolerans)
Florokinolonlar

Linkozamidler (yliksek diizeyde direnc)
Makrolidler

Penisilin ve ampisilin (Beta laktamaz)
Rifampisin

Tetrasiklin

Vankomisin

Dalfopristin/Kinupristin

Linezolid

2.7.1. Intrensek direnc

Enterokok tiirlerinin ¢ogunda dogal olarak kromozomlarda kodlanmistir. Bazi

antibiyotikler i¢in gozlenen yapisal diren¢ mekanizmalar1 bazi1 Enterococcus

tiirlerine veya cinslerine 6zeldir. Buna karsin kazanilmis direng daha degiskendir,

mevcut DNA’daki mutasyonlarla veya plazmid ya da transpozon iizerindeki bir

genetik elemanin kazanimiyla ortaya ¢ikar (14).
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Enterokoklar penisiline, sefalosporinlere, nalidiksik aside, linkozamidlere,
TMP-SXT’ye, aminoglikozidlere (diisiik diizeyde), polimiksinlere, monobaktamlara

ve dalfopristin/kinupristin’e karsi intrensek direnglidirler (36).
- Beta Laktam direnci

Enterokoklarda intrensek penisilin direnci, beta laktam antibiyotiklere diisiik
baglanma afinitesi gosteren PBP-5 enziminin varligina baglidir. Bu nedenle
enterokoklar birgok beta laktam antibiyotige direnglidir (70). Ozellikle E. faecium
suslarinda direngli sus orani artis gostermektedir. E. faecium’un, E. faecalis’e gore
bu grup antibiyotiklere karsi duyarliligi daha azdir (4). E. faecium’un PBP’lerinin
penisiline kars1 afinitesi giderek azalmaktadir. E. faecium suslarinin yaklasik
%85-90’1 ampisiline direnglidir. E. faecalis suslarinda ise ampisilin direnci yaklagik
%2-3 oranindadir. E. faecalis ¢ogu streptokoka kiyasla penisilinlere 10 - 100 kat az
duyarl iken E. faecium ise E. faecalis’ten en az 4 - 16 kat daha az duyarlidir. Cogu
E. faecalis kokeni penisilin ya da ampisilinin 1 — 8 pg/ml konsantrasyonlar ile
inhibe olur (71). E. faecium’da ise ortalama 16 - 64 pg/ml biiyiimenin engellenmesi
icin gereklidir (3). Yapisal direng yiiziinden antibiyotiklerin enterokoklar {izerinde
zay1f etki etmesi nedeniyle endokarditte, menenjitte veya 6zellikle bagisiklik sistemi
baskilanmig hastalarda ortaya g¢ikan diger sistemik infeksiyonlarda tedavide beta
laktam gibi hiicre duvarina etkili bir ajan (tercihen penisilin) veya vankomisin ile
birlikte bir aminoglikozid (genellikle gentamisin ya da streptomisin) verilir. Boylece
sinerjistik etki ile hiicre duvarina etki eden antibiyotik sayesinde aminoglikozid
antibiyotigin hiicre i¢ine girmesi kolaylagir ve yapisal direncin iistesinden gelinerek

enterokoklara kars1 bakterisidal etki saglanmis olur (14).

- Aminoglikozid direnci

Enterokoklar diisiik diizeyde aminoglikozid direnci gosterirler. Bu tip direngte
iki mekanizma s6z konusudur. Birinci mekanizma, bu ilaglarin bakteri igerisine
giriginin az olmasidir. Aminoglikozidler enerji bagimli mekanizmalar araciligiyla
bakteri hiicre duvarindan gegmektedirler ve enterokoklarin sitokrom enzimleri
olmadig1 i¢in gecirgenlik azalmaktadir. Ancak aminoglikozid grubu ilaglar, hiicre
duvari sentezini inhibe eden beta laktam antibiyotikler ile kombine edilirse zedelenen
hiicre duvarindan daha kolay gececeklerinden sinerjistik etki olusur ve MIK degerleri
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onemli diizeyde diiser (47, 72, 73). ikinci mekanizma sadece E. faecium’da bulunur.
E. faecium aac(6°)-1i geni tarafindan kodlanan 6’asetiltransferaz (AAC-6’) enzimine
sahiptir. Bu enzim aminoglikozid yapisindaki bir amino grubunun asetil CoA’ya
bagimli olarak asetilasyonuna yol agar. Boylece sitoplazmaya gecen ilag inaktive
edilir. Enzim kanamisin, netilmisin, sisomisin, isepamisin ve tobramisini modifiye
eder. Ancak gentamisine etkisi yoktur (4).
- Diger antibiyotikler

Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere kars1 da diisiik diizeyde direng
gosterirler. Ayrica enterokoklarin ekzojen folati kullanma yetenekleri oldugundan
TMP-SXT’ye de intrensek olarak direnglidirler. TMP-SXT’ye kars1 in vitro sartlarda
duyarli goriilebilirler ancak, in vivo sartlarda etkisizdirler. Bu nedenle antibiyotik
duyarlilik testlerinde TMP-SXT kullanilmamalidir. E. faecalis intrensek olarak
dalfopristin/kinupristin’e de direnglidir. E. gallinorum, E. casseliflavus ve
E. flavescens’te intrensek olarak vankomisine diisiik diizeyde direng gosterirler (36,
72).

2.7.2. Kazanilmis direng

Kazanilmis diren¢ genellikle DNA mutasyonlar1 veya transpozon, plazmid
veya patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu
gelisir. En sik goriilen mekanizma konjugasyondur. Baska mikroorganizmalar icin
tanimlanmis  olan transduksiyon ve transformasyon gibi mekanizmalar

enterokoklarda dogal kosullarda DNA transferine neden olmaz.

- Beta laktam direnci

Beta laktam direnci enterokok cinsi bakterilerin tipik 6zelligidir. Enterokoklar
iki ayr1 diren¢ mekanizmasi ile beta laktam antibiyotiklere direng kazanir. Direncin
ana mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli PBP5 miktarinin artmasi
sonucu penisilinin hiicre i¢ine girisinin azalmasidir. Penisilin direnci, enterokoklarda
bulunan PBP5 miktari ile dogru orantilidir ve siklikla E. faecium suslarinda goriiliir.
PBP5 sentez yeteneginin kaybinin, penisiline oldukca direngli suslarin ¢ok duyarl

olmasina neden oldugu gdsterilmistir.
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Beta laktam grubu antibiyotiklere karsi direncin diger mekanizmasi ise beta
laktamaz {iretimidir. Beta laktamaz iireten enterokoklar nadiren izole edilirler (3).
Beta laktamaz olusturan E. faecium susu ilk olarak 1981 yilinda ABD’de
tamimlanmistir  (4). Bunu 1983 yilinda Murray ve ark. (74) bir makalede
yayimlamistir. Beta laktamaz iiretimi bazen YDGD’yi tasiyan ve transfer edilebilen
plazmid {izerinde kodlanir. Bu enzim penisilin, ampisilin, piperasilin ve diger
tireidopenisilinleri  hidrolize eder (3). Penisilinaza direngli  penisilinleri,
sefalosporinleri ve imipenemi etkilemez. Nitrosefin (kromojenik sefalosporin),
E. faecalis’de beta laktamaz iiretiminin tespiti i¢in tek giivenilir yontemdir. Bu

yontem kolaydir ve ¢ogu bilinen beta laktamazlari tespit eder (75).
- Aminoglikozid direnci
Enterokoklar iki farkli mekanizma ile aminoglikozidlere kars1 direng gelistirir.

a) Ihmli diizeyde diren¢ (MIK=62-500 pg/ml): Genellikle diisiik permeabiliteden

dolay1 gelisir. Aminoglikozidlerin hiicre duvari sentezini inhibe eden beta laktam

grubu antibiyotiklerle birlikte kullanilmast ile bu tip direng ortadan kaldirilabilir.

b) Yiiksek diizey diren¢ (MIK>2000 pg/ml): Aminoglikozidlerin ribozomdaki
baglanma bolgelerindeki degisiklik sonucu veya aminoglikozidleri inaktive eden
enzimlerin sentezi sonucu olusur. YDD genellikle aktarilabilir plazmid aracili

aminoglikozid inaktive edici enzimlerin liretimine baghdir.

Streptomisin ve gentamisin direnci farklt mekanizmalarla olusur. Bu durum her
iki ajanin duyarliliklarinin test edilmesi ag¢isindan 6nemlidir. YDGD, streptomisin
hari¢ tiim aminoglikozidlere direnci saglayan, asetilaz ve fosfotransferaz aktivitesine
sahip bir bifonksiyonel enzime baghdir (3). Gentamisin direnci ile birlikte
tobramisin, kanamisin, netilmisin ve amikasine de direng¢ goriilmektedir. Dolayisiyla
gentamisin direnci, streptomisin disindaki diger aminoglikozidler i¢in de iyi bir yol
gostericidir (76). YDSD ribozom aracili olabilir ve ya streptomisin adeniltransferaz
enziminin tretimine baglidir. Bu suslarin gentamisine duyarliligi devam eder (77)

(Tablo 3).
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Tablo 3: Yiksek Diizey Aminoglikozid Direng fenotipi

aminoglikozid modifiye edici enzimlerin aktivitesi

gosteren E. faecalis’te

Aminoglikozidler iizerindeki aktivite
Enzim Tobramisin Amikasin
Gentamisin | Streptomisin
Netilmisin Kanamisin

Strep_tomlsm Yok Var Yok Yok
adeniltransferaz
3'Fosfotransferaz Yok Yok Yok Var
2'Fosfotransferaz ve
6'asetiltransferaz Var Yok Var Var
(asetilaz)

Penisilin-aminoglikozid sinerjisi, yiiksek diizey aminoglikozid (Streptomisin
MIK>2000 pg/ml, gentamisin MiK>500 pg/ml) direncli enterokoklarda olusmaz
(78). Test i¢in kullanilacak en uygun gentamisin konsantrasyonu tam olarak
kararlastirilamamigtir. Mililitre bagima 500, 1000 veya 2000 mikrogram gentamisin
kullanilabilir. Bu konsantrasyonlardan herhangi birinin kullanimi, yiiksek diizey
aminogikozid direncini muhtemelen dogru olarak tespit eder.

Ciddi enterokok infeksiyonlarinin tedavisinde, hiicre duvarma etkili ajanlarla
en sik kombine edilen aminoglikozid gentamisindir. Bu nedenle gentamisin igin
YDAD taramasi genellikle yeterlidir. Bununla birlikte, bir koken gentamisine YDAD
YDSD

kullanilabilir. Nadir de olsa gentamisin ve streptomisine YDD gostermeyip,

gosterirse, icin de tarama gerekir. Boylece streptomisin tedavide
kanamisin ve amikasine YDD gosteren kokenler vardir. Bunlar yukaridaki
metodlarla tespit edilemez. Amikasin, sorumlu olan enzim igin zayif bir gosterge
oldugundan kanamisin (120 pg disk veya 2000 pg/ml) kullanilir.

E. faecium izolatlarinin ¢ogu onlar1 tobramisin, netilmisin, kanamisin ve
amikasine dogal olarak direngli yapan bir enzim iretirler (6’asetiltransferaz-asetilaz).
Bu direng YDAD olarak eksprese edilmeyebilir fakat sinerji bu ajanlarla meydana
gelmez. Bu nedenle E. faecium’da gentamisin sadece gentamisin direncini,

streptomisin sadece streptomisin direncini gosterir (3).
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- Kloramfenikol direnci

Enterokoklarda, plazmid {izerinde “cat” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil
transferaz iiretimi ile kloramfenikole direng gelisir. Enterokoklarmn %20-42’si
kloramfenikole direnglidir. Direngten sorumlu diger bir mekanizma disa atim
mekanizmasidir (72).
- Tetrasiklin direnci

Direncten sorumlu olan genler, tetM, tetQ, tetN ve tetL gibi ¢ok sayida
genlerdir. tetL geni bir plazmidde tasinir. Bu genler disa atim sistemini
kodlayabildigi gibi ribozomal kaynakli dirence de yol acabilirler. Tetrasiklinlerin
hiicre disina pompalanmasini saglayan gen, tetrasiklin ile temas sonucu indiiklenir.
Tetrasiklin direnci enterokoklarda konjugasyon yolu ile kazanilan direncin en tipik
ornegidir (72).
- Kinolon direnci

Direng gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlara bagl
gelisir. Enterokokal suslarin ¢ogunlugu kinolonlara orta derecede duyarlilik veya
direng gosterir (72).
- Makrolid, Linkozamid ve B tipi Streptogramin direnci

Bu direngten genellikle ermB geni sorumludur. Bu gen 23S rRNA’nin
metilasyonu ile iligkilidir ve metilasyon sonucu eritromisinin ribozomlara
baglanmasi engellenir. Tn917 transpozonu ile gesitli plazmidler iizerinde ermB geni
taginabilmektedir. Ayrica bu direng, asetil transferaz veya efluks mekanizmasi
sonucu da olusabilir (72).
- Oksazolidinon direnci

Oksazolidinon grubu antibiyotik olan linezolid ¢oklu ilag direnci gdsteren
enterokoklar ile olugan infeksiyonlarin tedavisinde iyi bir secenektir. Ancak 2002
yilinda linezolide kars1 direng bildirilmistir (79, 80).
- Glikopeptid direnci

Enterokoklarda vankomisin ve teikoplanin en ¢ok kullanilan glikopeptitlerdir.
Glikopeptid grubu antibiyotiklere direng ilk olarak 1988'de bildirilmis, daha sonra
vankomisine ve teikoplanine yiiksek diizeyde direngli suslar tiim diinyada yayilmistir
(9). Yapilan ¢alismalarda glikopeptid direngli enterokoklarin oldukga genis cografik

yayilim gosterdikleri ve hem fenotipik hem de genotipik olarak heterojen olduklar
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belirlenmistir (81). Ulkemizde ise ilk VRE olgusu 1998 yilinda Akdeniz
Universitesi’nden bildirilmistir (82, 83).

Fenotipik simiflama: Bugiine kadar tanimlanmis 7 vankomisin direng
fenotipi vardir. Bunlar Van A, Van B, Van C, Van D, Van E, Van G, Van L’dir (10,
36). Van A ve Van B direng fenotipleri E. faecalis ve E. faecium’da tarif edilmistir.
Van A direngli kokenler indiiklenebilirler ve yiiksek diizey vankomisin

(MIK>64 pg/ml) ile teikoplanin (MiK>16 pg/ml) direnci gosterirler (Tablo 4).

Tablo 4: Glikopeptid direngli enterokoklarin fenotipik 6zellikleri

Karakteristik 6zellikler
Fenotip Vankomisin Teikoplanin Direng kazanma
MIK (pg/ml) MIK (pg/ml) ekl

Van A 64->1000 16-512 Kazanilmis
Van B 4-1024 <0,5 Kazanilmis
Van C 2-32 0,5 Intrensek
Van D 128 4 Kazanilmis
Van E 16 0,5 Kazanilmis

Van A direncinin detayr en iyi transpozon veya sigrayici genetik element
Tn1546 tizerinde bulunan Van A gen kiimeleri ile gosterilmistir (3).

Van B izolatlarinin vankomisinin daha ilmli diizeylerine (MIK>32-64 pg/ml)
indiiklenebilir dirence sahip fakat teikoplanine duyarli olduklarina inanilird.
Giiniimiizde Van B izolatlar1 arasindaki vankomisin direng diizeyinin 4 ile 1000
ng/ml’ye kadar degisebildigi oysa teikoplanine olan duyarliligin korundugu
bilinmektedir. Van B direng determinantlari, bir enterokok susundan digerine transfer
olabilen biiyiik hareketli elemanlar iizerinde de bulunur (3, 84, 85).

Van C direng fenotipi, intrensek diisiik diizey vankomisin (MIK> 2-32 pg/ml)
direnci gosteren ve teikoplanine duyarli olan, E. casseliflavus ve E. gallinarum 'da

tanimlanmastir.
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Bu smiflamanin kisithiligi, E. gallinorum ve diger enterokok tiirlerinde, Van A
direng fenotipinin genetik determinantlari ortaya ¢iktiginda zamanla netlesmistir (3,
86). Ayrica Van B suslarindan elde edilen mutantlar teikoplanine direng gosterirler ve
boylece fenotipik olarak Van A suslarindan ayirt edilemezler (3). Bununla beraber bu
fenotipik simiflandirma semasi hala yararhidir ¢iinkii genotipik smiflandirma ile
genellikle uyumludur, laboratuvarda kolay ve masrafsiz elde edilen bilgileri
kullanmaktadir.

Genotipik simiflama: Normal sartlar altinda enterokoklarda peptidoglikan
sentezinde D- alaninin 2 molekiilii D-ala-D-ala olusturmak i¢in bir ligaz ile birlesirler
daha sonra UDP-N-asetilmuramil-tripeptit ile birlesereck UDP-N-asetilmuramil-
pentapeptit  olustururlar. Bu  pentapeptit, c¢apraz  baglarin  olusumunu
(transpeptidasyon) ve peptidoglikan tabakanin saglamlagsmasini saglar (3, 86).
Vankomisin pentapeptid prekiirsor tinitelerinin D-ala-D-ala terminal uglarimi yiiksek
afinite ile baglar boylece biiyliyen pentapeptid zincirlerine eklenmelerini ve sonraki
capraz baglanmay1 engeller (73). Ancak peptidoglikan yan zincirine D-ala-D-ala
yerine ligaz enzimi ile D-ala-D-lak veya D-ala-D-ser’in sentezlenerek baglanmasi
sonucunda, vankomisinin buraya baglanma yetenegi azalir, hiicre duvari sentezi
devam eder ve sonu¢ olarak vankomisine karsi direng gelisir. Direncin
siniflandirilmas:  dnceleri, fenotipik olarak, MIK degerlerine gore yapilmistir.
Gilinlimiizde ise siiflandirma spesifik ligaz genlerinin varligina gore yapilmaktadir.
Van A, Van B, Van D ve Van G tipi direngte D-ala-D-laktat, Van C ve Van E tipi
direncte ise D-ala-D-ser sentezlenmektedir.

Van A tipi direnc
Van A sitoplazmik proteinleri  sorumludur. Modifiye edilmis hedef
D-ala-D-lak'tir (81). Vankomisin ve teikoplanine karsi olusan indiiklenebilir yiiksek
diizey dirence aracilik eder (87). Van A geni ve vankomisin direncinin (van R,
van S, van H, van Z) diizenlenmesi ve ekspresyonunda gorev alan diger genler,
siklikla E. faecium’un Tn1564’i tizerinde bulunmaktadir. Bu genlerin ekspresyonu,
D-ala-D-ala yerine D-ala-D-lak ile sonlanan anormal peptidoglikan onciillerinin
senteziyle sonuglanir. Vankomisin, D-ala-D-lak’a normal dipeptid iriiniine gore
belirgin bir sekilde daha diisiik afinite ile baglanir (3). D-ala-D-lak sentezinde rol

oynayan proteinler Van A proteini, Van H proteini, Van X proteinidir. Van A proteini;
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D-ala-D-ala yerine D-ala-D-lak iireten, degismis substratin ligazidir. Van H proteini
yukaridaki reaksiyonda kullanilmak i¢in D-lak havuzu olusturan bir dehidroksi asit
dehidrogenazdir. Van X proteini D-ala-D-lak’a kars1 diisiik aktivite gosteren bir D,
D-peptidazdir.  Bu  enzim, dogal enterokokal ligaz ile iiretilen
D-ala-D-ala havuzunu azaltir boylece normal pentapeptit sentezini azaltir (88).
Van R ve Van S proteinleri, VanHAX gen kiimesinin transkripsiyonunu diizenleyen
iki bilesenli bir diizenleyici sistemi olusturur. Van S, hiicre duvar1 sentezinde
vankomisinin bazi erken etkilerini tespit etmek i¢in bir sensor gibi islev goriir ve bazi
diger proteinlerin (VanH, VanA ve VanX) sentezi veya aktivasyonu ile sonuglanan
cevap regiilatorii olan Van R’yi uyarir.

Kazanilmis direng genleri cogunlukla genis konakg1 profili gosteren plazmidler
ve konjugatif transpozonlar araciligi ile diger tiirlere kolaylikla aktarilabilir. Van A
tip vankomisin direng genlerinin enterokoklardan diger Gram pozitif bakterilere
konjugal transferi in vitro olarak saglanmistir. Bu Gram pozitif bakteriler grup A ve
viridans grup streptokoklar, Listeria monocytogenes ve S. aureus’tur (89).

Van B tipi direng

Van B kiimesi teikoplanine degil vankomisine karsi indiiklenebilir direnci
kodlar ve Tnl1547 ve Tn5382 gibi biiyiik transpozonlar tarafindan yayilir (90).
Vankomisin direnci orta diizeydedir. Direngli bakteriler vankomisine direngli
(MIK:4-1000 pg/ml) ancak teikoplanine duyarhdir (MIK:0,5-1 pg/ml).
Indiiklenebilir ve kazanilmis bir direngtir. Modifiye edilmis hedefi D-ala-D-lak'tir.
E. faecium ve E. faecalis tiirlerinde goriiliir. Sadece Van B direncine 6zgii bir gen
disinda diger alt1 genin, Van A kiimesindeki genlerle %77 homoloji gosterdigi
saptanmigtir. Van B direng tipi Van V tipi direngte oldugu gibi Van Rg, Van Sg, Van
Hg, Van Ag, Van Vg, Van Yg, Van Zg adli yedi farkli gen kiimesine sahiptir (81).

Smif B suslarindaki diizenleyici sistem, teikoplaninle indiiksiyona karsi
duyarsiz gériinmektedir (3, 91). Teikoplanin Van A ile iliskili proteinlerin sentezini
aktive eder fakat Van B ile ilgili protein iiretimini artirmaz. Diger taraftan
vankomisin her iki sistemin diren¢ proteinlerinin sentezini uyarir ve aslinda eger
Van B gen kiimesi iceren teikoplanine duyarl enterokoklar énceden vankomisine

maruz Kalirsa, teikoplanine direngli hale gelebilirler (3, 92).
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Van B kiimesi genellikle konak kromozomunda bulunur, ayni zamanda
plazmidler iizerinde olusabilir. Baslangicta diger bakterilere aktarilamayacagi
diistiniilmiis ancak daha sonra biiyiik konjugativ transpozonlarla transfer edilebilir
oldugu gosterilmistir (93).

Van C tipi diren¢

Van C fenotipi, hareketli enterokoklarda kromozomal olarak kodlanir, yapisal
olarak eksprese edilir ve D-ala-D-ser ile sonlanan modifiye pentapeptidler ile
sonuclanir (94, 95). E. gallinarum (Van C-1), E. casseliflavus (Van C-2) ve
E. flavescens (Van C-3) kokenlerinde tespit edilmistir. Vankomisine karsi diisiik
diizeyde direng bulunur. A, B, D ve E tipi direng genlerinden farkli olarak Van C tipi
vankomisin direncini kodlayan genler endojeniktir ve bu g tiire spesifik ligazlara
sahiptir. indiiklenemez bir direnctir ve modifiye edilmis hedef D-ala-D-ser'dir.
E. gallinarum ve E. casseliflavus suslarindaki vankomisin duyarliligi diger
enterokoklardan daha azdir. E. gallinarum suslari vankomisine diisiik diizeyde
(MIK: 2-32 g/ml) direngli ve teikoplanine (MIK: 0,5-1 g/ml) duyarlidir. Van C tipi
intrensek bir direngtir ve aktarilamaz (81).

Van D tipi diren¢

Yeni bir vankomisin diren¢ geni olan Van D, ilk kez 1991°de New York’da
tanimlanmustir (3, 96). Van D tipi direng ise E. faecium izolatlarinda tespit edilmistir.
Orta diizeyde vankomisin direnci (MiK=16-64 pg/ml) ve diisiik diizeyde teikoplanin
direnci (MIK=2-4 pg/ml) goriiliir. Indiiklenebilir bu direncten Van D membran
proteini sorumludur. Modifiye edilmis hedef D-ala-D-lak'tir (81, 97). Kromozom
tizerinde lokalize olup, diger enterokoklara aktarilamaz goriinmektedir. Van D’nin
aminoasit sekans1 Van A ve Van B ile %67 oraninda uyum gostermektedir (36).

Van E tipi diren¢

Van E vankomisin diren¢ geni, teikoplanine duyarli (MIK=0,5 pg/ml) ve
vankomisine diisiik diizeyde direngli (MIK=16 pg/ml) E. faecalis kokenlerinde
tanimlanmistir. Bu fenotipin intrensek Van C direncine benzerligi vardir. Ancak
Van E tipi direncin genetik belirleyicisi farklidir ve interensek bir direng tipi degildir.

Van E geni kromozomda yerlesmistir ve transfer edilemez (36).
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Van G tipi direng

Bu diren¢ tipi vankomisine diisiik diizeyde (MIiK=16pg/ml) direngli,
teikoplanine duyarli (MIK=0,5 pg/ml) E. faecalis WCH9 k&keninde tanimlanmistir.
Transfer edilemeyen bir direngtir. Van G gen kiimesinin tiriinii diger van genlerinin
tirlinlerine %50’den daha az amino asit dizilim benzerligi gostermektedir (36, 72,

86). Enterokoklarda glikopeptid direng tipleri Tablo 5’de gdsterilmistir (88, 98).
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Tablo 5: Enterokoklarda glikopeptid direng tipleri

Ozellik Van A Van B Van C Van D Van E
Direng Plazmidler Kromozom Kromozom Kromozom Kromozom
genlerinin )
lokasyonu (plazmidler)

Hareketli Tn1546 Tn1547 - ? ?
element
Ligaz geni Van A Van B Van C-1 ve Van D Van E
VanC-2/
Van C-3
Transfer + + - - ?
edilebilme
Modifiye D-ala-D-lak | D-ala-D-lak D-ala-D-ser D-ala-D-lak | D-ala-D-ser
edilmis hedef
Tiirler E. faecalis E. faecalis | E. gallinarum | E. faecium E. faecalis
E. mundtii E. faecium E.
) casseliflavus
E. faecium
E. flavescens
E.
raffinossus
E. avium
E.
gallinarum
E. durans
E.
casseliflavus
Indiiklenme
ile
ekspresyon
Vankomisin + + - + +
Teikoplanin + - - - -

Vankomisin bagimh enterokoklar

Vankomisin bagimli enterokoklar ilk kez 1993’te, VRE ile kolonize olan,

vankomisin ile tedavi edilen bir hastanin idrar 6rneginden izole edilmistir (99).

Van A ve Van B igeren VRE suslarinin bazilarinin gelistirdigi ilging bir fenomen
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vankomisin bagimliligidir (100, 101). Bu enterokoklar iiremek i¢in vankomisine
ihtiya¢ duyarlar. Bu enterokoklar D-ala-D-ala iiretmezler ve sonra sadece yer
degistiren dipeptid benzeri yapi1 varsa ireyebilirler. Van A ve Van B igeren
enterokoklarda bu sadece D-ala-D-lak yapan ilgili dehidrogenaz (Van H) ve ligaz
(Van A veya Van B)’nin sentezini indiikleyen vankomisin varliginda goriiliir.
Hiicrenin D-ala-D-ala sentezini durdurmasinin sebebi vankomisin varligidir.
D-ala-D-ala hiicre duvar sentezi i¢in VRE’lerde gerekli degildir. Gergekten de Van X
etkisi ile yok edilmektedir. Vankomisin kaldirildigi zaman D-ala-D-lak sentez
edilemez ve D-ala-D-ala veya D-ala-D-lak olmadan hiicre biiyiime ve ¢ogalmaya
devam edemez. Vankomisin bagimli enterokoklar vankomisinden bagimsiz hale

donebilirler (3).

2.8. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Enterokoklarin  antimikrobiyal = duyarliklik  testlerinde  kullanilacak
antibiyotikler, infeksiyon bolgesi veya test edilecek izolatin Onemine gore
secilmektedir. Enterokoklarin intrensek olarak direngli oldugu sefalosporinler,
oksasilin, TMP- SXT, klindamisin ve standart konsantrasyonlarda aminoglikozidler
test edilmemelidir. Penisilin veya ampisilin ve vankomisin rutin olarak test
edilmelidir. Idrar rneklerinden elde edilen kdkenler icin florokinolonlar, eritromisin,
nitrofurantoin ve tetrasiklin ek olarak kullanilabilir (17, 98). Vankomisine orta
duyarl izolatlarin tedavisinde vankomisin kullanabilmek igin MIK degerleri test
edilmelidir. Ampisilin ve penisilin icin MIK degeri >16 pg/ml direngli kabul
edilmektedir. Buna ragmen yapilan ¢alismalar ¢ok yiiksek ampisilin dozlar1 ile MIK
degeri <64 pg/ml olan izolatlarin tedavi edilebilecegini gostermistir (17, 102).
Vankomisin MIK degeri >32 pg/ml olan enterokoklar direngli kabul edilmektedir.
Endokardit, menenjit gibi ciddi infeksiyonlarda YDAD test edilmelidir. Ayrica
bunlarda beta laktamaz testi calisilmalidir. YDGD, streptomisin digindaki tiim
aminoglikozidlerle sinerjizme engel olacak direnci gosterir. Yiiksek diizeyde direng
500 pg/ml gentamisin ve 2000 pg/ml streptomisin kullanilarak saptanabilir. Bunun

icin E-test kullanilabilir. Ayrica yiiksek diizeyde gentamisin 120 pg ve streptomisin
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300 pg iceren diskler de kullanilabilmektedir (17, 98). Otomatize sistemler ile
saptanan YDAD nin giivenilirligi heniiz tartismalidir.

2.9. Enterokok Infeksiyonlarinda Korunma ve Kontrol Onlemleri

Enterokoklar gastrointestinal sistem ve kadin genital sistem florasinin elemani
olduklar1 i¢in bu mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlarin ¢ogu endojen
kaynaklidir (103). Bununla birlikte yakin zamandaki veriler vankomisine direncgli
olanlar dahil enterokoklarin, hastadan hastaya direk temasla, personellerin elleri ile
dolayli olarak, kontamine ¢evresel yilizeyler veya hastalarin tedavisinde kullanilan
ekipmanlar ile yayilabilecegini gostermistir (103, 104). VRE’nin nozokomiyal
yayilimini en aza indirmek igin hastaneler ¢esitli bolimlerin ve personellerin
katilimin1 gerektiren multidisipliner bir yaklasim kullanmalidir. Enterokoklarda
vankomisin direncindeki artisa yanit olarak VRE nin nozokomiyal yayilimini kontrol
etmek icin, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’'nin Hastane Infeksiyon Kontrol
Uygulamalart Danigsmanlik Komitesi (HICPAC) tarafindan Subat 1955°te Oneriler
yayinlanmistir. Bu 6neriler:

Akiler vankomisin kullanimi: Antibiyotiklere direngli mikroorganizmalari
kontrol etmek i¢in kullanilan yontemler, antibiyotik kullaniminin azalmasi ve
bireyler arasinda mikroorganizmlarin yayilmasini saglayan faktorlerin azaltilmasi
tizerine odaklanmistir. Vankomisin kullanimi, VRE ile infeksiyon ve kolonizasyon
igin siirekli bir risk faktorii olarak bildirilmektedir (105). Uygun olmayan vankomisin
kullanim1, vankomisine direngli S. aureus ve Staphylococcus epidermidis’in ortaya
¢ikma ihtimalini artirabilir. Ayrica tigiincii kusak sefalosporinler ve antianaerobik
etkinligi olan antibiyotiklerin kullanimi da VRE ile infeksiyon ve kolonizasyon
riskini artirmaktadir. Akilct antibiyotik kullanimini arttirmak i¢in, HICPAC
vankomisin kullaniminin uygun oldugu durumlar hakkinda tibbi personelin ve
Ogrencilerin egitiminin 6nemini vurgulamaktadir.

Egitim programlari: Hekimler, 6grenciler, hemsireler, laboratuvar personeli,
eczane personeli ve hasta bakicilarimi igeren hastane personeli igin devam eden

egitim programlari, hasta bakimi maliyeti ve sonuglari {izerinde bu patojenin etkileri
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ve VRE epidemiyolojisi hakkinda bilgileri igermelidir (103, 106). VRE’nin tespiti ve
kontrol altina alinmasi, hastane personeli i¢in ¢ok agresif yaklagimlar ve yiiksek
performans standartlart gerektirdiginden 6zel bilinglendirme ve egitim seanslari
gerekli olabilir.

VRE’nin tespiti, raporlanmasi ve Kkontrolinde mikrobiyoloji
laboratuvarmmin rolii: VRE ile infekte veya kolonize hastalarin erken tespiti,
VRE’nin nozokomiyal yayilimini engellemek icin planlanan hastane programlarinin
onemli bir komponentidir (107). Laboratuvarin enterokoklar1 tanimlama, vankomisin
direncini zamaninda ve dogru sekilde tespit etme yetenekleri, VRE kolonizasyon ve
infeksiyonunu tanimada 6nemlidir. Buna ek olarak laboratuvar ile infeksiyon kontrol
programi arasindaki isbirligi ve iletisim, kontrol c¢abalarim1 biiyliik Olcilide
kolaylagtiracaktir. Klinik ornekten VRE izole edildiginde, 6zellikle o hastane igin
sira dig1 bir durumsa vankomisin direnci yineleyen antimikrobiyal duyarlilik testleri
ile dogrulanmalidir. Dogrulama amagli duyarlilik testleri yapilirken, hastaya temel
bakim veren, hastanin tedavi gordiigii servisteki hasta bakici ve infeksiyon kontrol
komitesi personeli, VRE olasiligi hakkinda hemen bilgilendirilmelidir. Boylece
derhal gerekli izolasyon onlemleri alinabilir (103, 108).

Infeksiyon kontrol énlemlerinin uygulanmasi: VRE’nin hastadan hastaya
yayilimini onlemek i¢in HICPAC tarafindan 6nerilen mevcut izolasyon onlemleri
asagida belirtilmistir.

(1) VRE ile infekte veya kolonize hastalari, tekli odalara veya VRE’li diger
hastalarla ayni odaya yerlestirilmeli (109).

(if) Bir VRE ile infekte veya kolonize hastanin odasina girerken temiz steril
olmayan eldiven giyilmeli. Hasta bakimi sirasinda, yiiksek konsantrasyonda VRE

iceren materyalle (6rnegin digk1) temas sonrasi eldiven degistirilmeli (109).

(ii1) Eger hastayla veya hasta odasindaki ¢evresel yiizeyle dnemli dl¢lide temas
olabilecegi tahmin ediliyorsa veya hastada ishal, ileostomi, kolostomi, pansumanla
kapatilmamis yara drenaji varsa, VRE ile infekte veya kolonize hastalarin odasina

girerken temiz onliik giyilmeli (109).

(iv) Hasta odasindan ayrilmadan oOnce eldiven ve oOnligi c¢ikarilip, eller
antiseptik ajanlarla veya antiseptik sabunla yikanmali. Eller, eldivenden sizintiyla
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veya eldivenlerin ¢ikarilmasi sirasinda kontamine olabilir. Sabunlar ellerden

VRE’nin temizlenmesinde etkisizdir (36).

(v) Eldiven ve onliigi ¢ikarip el yikadiktan sonra kiyafetlerin ve ellerin hasta
odasinda VRE ile kontaminasyon olasilig1 fazla ¢evresel yiizeylerle (6rnegin kapi

kolu veya perde) temas etmemesine 6zen gosterilmelidir (36).

HICPAC tarafindan Onerilmemesine ragmen, bazi hastanelerde VRE’li
hastanin odasina girerken tiim personelin rutin olarak eldiven ve onliik giymesi talep
edilir. Handwerger ve ark. (110) ayni zamanda diger infeksiyon kontrol 6nlemlerine
ek olarak onliik giymenin salgini sinirladigini bildirmistir. Bu izolasyon dnlemlerine
ilave olarak rektal termometre, steteskop gibi kritik olmayan aletlerin kullanimi, tek
bir hastaya veya VRE ile kolonize veya infekte hasta gruplarina 6zel olmalidir. Bu
tiir cihazlar diger hastalar tizerinde kullanilacak ise Once yeterince temizlenmeli ve

dezenfekte edilmelidir (109).

Siirveyans Kiiltiirleri: Gastrointestinal kolonizasyonu saptamak i¢in 6zellikle
hastalardan alinan silirveyans kiiltiirlerinin salginlar sirasinda yararli oldugu
kanitlanmistir ve basarili VRE kontrol programlarinin temel bilesenidir. Kolonize
hastalar1 tanimlamada kullanilan diger stratejiler, VRE i¢in C. difficile toksin tayini
icin gonderilen digki Orneklerinin taranmasimi ve yiiksek riskli kurumlardan
(hastaneler ve VRE’nin endemik oldugu uzun siireli bakim merkezleri) kabul edilen
hastalardan elde edilen rektal veya perirektal siirlintli 6rneklerinin taranmasini igerir.
Perirektal kiiltiirler kolonize kisilerin tespitinde, rektal kiiltiirlerle benzer duyarliliga

sahip gibi goriinmektedir (103).

Gastrointestinal kolonizasyonu ortadan kaldirmak icin girisimler:
Vankomisin direngli enterokok eradikasyonunda amag, kolonizasyonu olanlarda
infeksiyon gelisme riskini azaltmak, hastanedeki VRE rezervuarmi smirlamak ve
infeksiyon kontroliine yonelik harcamalar1 azaltmaktir. Ancak kalici eradikasyon
saglayacak antimikrobiyal tedavi heniiz bilinmemektedir. Novobiosinin tetrasiklin
veya doksisiklin ile kombinasyonu, VRE’nin eradikasyonunda basarisiz olmustur.
Oral basitrasin, ramoplanin ve novobiosin gibi antimikrobiyallerin kullanimi VRE

eradikasyonunda kisithi basar1 gostermistir. Bazi hastalar dekolonizasyonda, bu
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girisimlere yanit vermis gibi goriinse de, higbir rejim gastrointestinal sistemden VRE

eradikasyonunda esit diizeyde etkili olmamustir (36).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Kokenleri

Ocak 2008-Agustos 2011 tarihleri arasinda Mustafa Kemal Universitesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvart Mikrobiyoloji boliimiine
gonderilen klinik 6rneklerden (idrar, yara, apse, kan) izole edilen 100 Enterococcus

spp. kokeni ¢alismaya dahil edildi.

Kontrol susu olarak E. faecalis ATCC 29212 kullanildi.

Antibiyotik duyarliliklart Vitek 2 otomatize sistem (BioMerieux, Fransa) ile
saptanmis olan bu Enterocoocus kokenleri saf koloniler seklinde izole edildikten
sonra %20 gliserin iceren Triptik Soy Buyyon (Merck, Almanya) besiyerine ekilerek
-70 °C'de saklandi. Calisilacagi zaman kokenlerin Kanli Agar (BioMerieux, Fransa)

besiyerine pasajlart yapildi.

3.2. Bakterilerin Klinik Orneklerden Izolasyonu, Tammlanmasi ve

Antimikrobiyal Duyarhliklarimin Belirlenmesi

Enterococcus spp. kokenlerinin tanimlanmasinda kanli besiyerinde hemoliz
ozellikleri, katalaz enzimlerinin olmamasi, PYR testinin pozitifligi gibi 6zellikleri
arastirlldi. Kokenlerin tiir diizeyinde tanimlanmasi Vitek 2 otomatize sistem
(BioMerieux, Fransa) ile yapildi. Tim kokenlerin klindamisin, eritromisin,
nitrofurantoin, levofloksasin, linezolid, moksifloksasin, TMP-SXT, tetrasiklin,
teikoplanin, tigesiklin, vankomisine karsi duyarliliklar1 da Vitek 2 otomatize sistem

(BioMerieux, Fransa) ile belirlendi.
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YDAD i¢in 120 pg gentamisin ve 300 pg streptomisin disklerinin inhibisyon
zonu Ol¢iildii ve bu 6lgiimler CLSI kriterlerine gore degerlendirilerek YDAD tespit
edildi. Vankomisin MIK degerleri E-test yontemi kullanilarak saptandi.

3.3. Cahismada Kullanmilan Gerecler

3.3.1. Kanh Agar (BioMerieux, Fransa)

Ticari olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden 40 g tartilip 1000 ml
distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C'de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 50 ml koyun kani eklenerek besiyeri 9 cm
capindaki steril petrilere her petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitildi.

3.3.2. Mueller Hinton Broth (MHB) Besiyeri (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden 21 g tartilip 1000 ml
distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C'de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril cam tiiplere dagitildi.

3.3.3. Mnueller-Hinton Agar (MHA) Besiyeri (BioMerienx, Fransa)

Ticari olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden 38 g tartilip, 1000 ml
distile suda c¢oziildikten sonra, 121 °C'de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere her
petride 20 ml besiyeri olacak sekilde dagitildi.
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3.3.4. Triptik Soy Buyyon (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden 30 g tartilip 1000 ml
distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C'de 15 dakika sterilize edildi. Yaklasik
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 200 ml gliserin eklendi. Steril ependorf tiiplere
her tiipte 1 ml olacak sekilde dagitildi.

3.3.5. Fosfat Tamponlu Su (FTS)

8 g NaCl (Merck, Almanya), 0,2 g KCI (Merck, Almanya), 0,24 g KH,P0,
(Merck, Almanya) ve 1,44 g Na,HP0, (Merck, Almanya) tartilip bir balon jojeye
konuldu ve soliisyon 1000 ml'ye tamamlanacak sekilde iizerine distile su eklendi.
Kimyasal maddeler distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra pH 7,4’e ayarlandi. Soliisyon

121 °C’de 15 dakika sterilize edildi ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

3.3.6. Agaroz Jel

Agaroz jelin hazirlanmasinda Tris/Borate/EDTA (TBE) tamponu kullanild.
TBE (10X) (Fermentas, ABD) soliisyonundan 0.5X TBE olacak sekilde distile su ile
diliie edildi. Tartilan 2 g agaroz (Sigma, ABD) 100 ml'lik bir erlenmayere konuldu.
100 ml 0.5X TBE tamponu eklendi (%2’lik agaroz). Mikrodalga firinda 3-5 dakika
kaynatildi. 10 mg/ml’ik etidyum bromid (Merck, Almanya)'den 10 pl ilave edildi.
Elektroforez taraklar1 jel dokme kabina, tabanda | mm bosluk kalacak sekilde
ayarlanarak yerlestirildi. Yaklagik 60 °C’ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabina
dokiilip donmasi igin oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Taraklar dikkatlice
cikartilarak jel kullanima hazir hale getirildi.
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3.4 Yontem

3.4.1. Beta laktamaz enziminin varhginin arastirilmasi

Enterococcus spp. kokenlerinde beta laktamaz varliginin arastirilmasi igin
nitrosefin yontemi kullanildi. Enterokoklarin beta laktamaz tiretip tretmedigi
nitrosefin igeren beta laktamaz diskleri (Becton Dickinson, ABD) kullanilarak
arastirildi. Bos bir petri kabina nitrosefin diskleri yerlestirildi. Her bir diske birer
damla distile su damlatildi. Saf koloniler diskin yiizeyine siiriildii ve pembe renk

olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

3.4.2. Vankomisin direncinin fenotipik olarak saptanmasi

Kdokenlerin vankomisin direnci ve MIK degerleri E-test yontemiyle arastirildi.
Enterococcus spp. kokenlerinin kanli agar besiyerindeki 24 saatlik kolonilerinden
1-2 koloni alinip MHB besiyerine ekilerek 37 °C’de 2-3 saat bekletildi. Bakteri
stispansiyonlarinin  bulanikligt MHB eklenerek 0,5 Mc Farland bulanikligina
ayarlanarak ekiivyon yardimi ile MHA plaklarina yayildi. On bes dakika kurumaya
birakildiktan sonra tizerlerine vankomisin E-test seritleri Yerlestirildi. 35 °C’de
16-20 saat inkiibe edildikten sonra MIK degerleri belirlendi (Resim 1). Sonuglar
CLSI kriterlerine gore degerlendirildi (52).
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Resim 1: Vankomisin duyarliliginin E-test ile degerlendirilmesi

3.4.3. Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direncinin belirlenmesi

Yiiksek diizey antibiyotik i¢eren gentamisin (120 pg) ve streptomisin (300 pg)
(Becton Dickinson, ABD) diskleri kullanilarak arastirildi. Enterococcus spp.
kokenlerinin kanli agar besiyerindeki 24 saatlik kolonilerinden 1-2 koloni aliip
MHB besiyerine ekilerek 37 °C’de 2-3 saat bekletildi. Bakteri siispansiyonlarinin
bulanikligt MHB eklenerek 0,5 McFarland bulanikligina ayarlanarak ekiivyon
yardimi ile MHA plaklarina yayildi. On bes dakika kurumaya birakildiktan sonra
tizerlerine gentamisin (120 pg) ve streptomisin (300 pg) diskleri konuldu. 35 °C’de
16-20 saat inkiibe edildikten sonra olusan inhibisyon zon ¢aplar1 6lgtildii (Resim 2).
Sonuglar CLSI kriterlerine gore degerlendirildi (52).
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Resim 2: Yiiksek diizey gentamisin ve streptomisin direncinin disk difiizyon yontemiyle

belirlenmesi

3.4.4. PZR ile vankomisin ve yiiksek diizey aminoglikozid genlerinin varhiginin

incelenmesi

3.4.4.1 DNA izolasyonu

Bakterilerin DNA izolasyonu ticari DNA ekstraksiyon Kiti (High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche, Almanya) ile iireticisinin tarifine uygun olarak
yapild.

High Pure PCR Template Preparation Kit Igerigi:

. Doku Lizis Tamponu, 20 ml

. Baglama Tamponu, 20 ml

. Proteinaz K

. Inhibitér Uzaklastirict Tampon, 33 ml
. Yikama Tamponu, 20 ml

. Eliisyon Tamponu, 40 ml

. Filtreli Tiipler (100 adet)

. Toplama Tiipleri (2 ml'lik 400 adet)

o N oo o B~ W DN B
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Proteinaz K: distile flakon su ile 4,5 ml ekleme yapilarak ¢ozildi.
Inhibitér Uzaklastiriet Tampon: 20 ml %95°lik etanol ile ¢oziildii.
Yikama Tamponu: 80 ml %95’lik etanol ile ¢oziildii.

Eliisyon Tamponu: 70 °C’ ye 1sitild1.

Is1 blogu 37 °C’ ye 1sitildi. Kanli agar besiyerinde iireyen saf kiiltiirden alinan
bakteri kolonileri 200 pl FTS igerisinde ¢ozdiiriildii. 3000 devirde 5 dakika santrifiij
edildi sonra iist kisim atildi. Pellet yeniden 200 pl FTS ile siispanse edildi. Bakteriler
icin Spl lizozim tiiplere eklendi. 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Is1 blogu 70 °C’
ye ayarlandi. Siire sonunda 200 pl baglama tamponu ve 40 pl proteinaz K eklendi.
70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 100 pl isopropranol eklendi ve
stispanse edildi. Her birinde 1300 pl olmak iizere 2 adet ependorfa eliisyon tamponu
konuldu ve sonra 70 °C’de bekletildi. 200 ul FTS, bakteriler, 5 ul lizozim, 200 ul
baglama tamponu, 40 ul proteinaz K, 100 pl isopropranol i¢eren karigim filtreli tiipe
alindi. 8000 devirde 1 dakika santrifiij edilip toplama tiipii atildi. 500 pl inhibitor
uzaklastirict tampon eklendi ve 8000 devirde 1 dakika santrifiij edilip toplama tiipii
atildi. 500 ul yikama tamponu eklendi. 8000 devirde 1 dakika santrifiij edilip
toplama tiipii atildi. 500 pl yitkama tamponu eklendi. 8000 devirde 1 dakika santrifiij
edildi. Toplama tiipii atilmadan i¢i bosaltildi. 13000 devirde 10 saniye santrifiij
edildi. Filtreler ependorf tiip igerisine konulup {izerine onceden 1sitilmig 200 pl
elisyon tampon eklendi. 8000 devirde 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen DNA’lar
-20 °C’ de sakland.

3.4.4.2. Van A, Van B ve Van C Genlerinin Amplifiye Edilmesi

Van A, Van B ve Van C genlerinin amplifikasyonu Aktas ve ark. (111)

calismalarinda tarif ettigi yonteme uygun olarak yapildi

(Tablo 6).
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Tablo 6: Van A, Van B ve Van C genleri i¢in Multipleks PZR Yonteminde Kullanilan Primer
Dizileri ve Biyiiklikleri

Gen Primerler (5'—3") Uriin (baz cifti)
(be)
Van A | F-CAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC AAT A
R-CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT CAA 1090
VanB | F-GTG ACA AAC CGG AGG CGA GGA
R-CCG CCATCC TCC TGC AAA AAA 9
Van C | F-GAA AGA CAA CAG GAA GAC CGC 206

R-ATC GCA TCA CAA GCA CCA ATC

Toplam 25 pl olan amplifikasyon tlipliniin igerigi; 16,425 pl distile su, 2,5 ul
10X PZR tamponu, 1,5 ul 25 mM MgCl,, 0,5 ul 10 mM dNTP karigimi, 0,25 pl 50
pmol-her bir primer, 0,075 pl Taq DNA polimeraz ve ekstrakte DNA’dan 2,5 ul
olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon programi 94 °C’de 5 dakika, toplam 30
siklus olacak sekilde 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 58 °C’de 30 saniye
baglanma, 72 °C’de 30 saniye uzama, son siklusu takiben 72 °C’de 10 dakika son

uzama iglemi yapildi.

3.4.4.3. Gentamisin diren¢ genlerinin Amplifiye Edilmesi
Aac(6’)-1e-aph(2”’)-1a, Aph(2”’)-1b, Aph(2’)-1c, Aph(2’’)-1d genlerinin

amplifikasyonu Ting-Ting Qu ve ark. (112) calismalarinda tarif ettigi yonteme

uygun olarak yapildi (Tablo 7).
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Tablo 7: Aac(6’)-1e-aph(2”’)-1a, aph(2’’)-1b, aph(2”’)-1c, aph(2’’)-1d genleri i¢in PZR
Yonteminde Kullanilan Primer Dizileri ve Biiytikliikleri

Gen Primerler (5'—3") I(Jgg;l
) F-GAGCAATAAGGGCATACCAAAAATC
Aac(6°)-1e- 505

aph(2’’)-1a | R.CCGTGCATTTGTCTTAAAAAACTGG

F-TATGGATTCATGGTTAACTTGGACGCTGAG
Aph(2”)-1b 906
R-ATTAAGCTTCCTGCTAAAATATAAACATCTCTGCT

F-GAAGTGATGGAAATCCCTTCGTG
Aph(2”)-1c 627
R-GCTCTAACCCTTCAGAAATCCAGTC

F-GGTGGTTTTTACAGGAATGCCATC
Aph(2”)-1d 642
R-CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC

Aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geninin amplifikasyonu i¢in, 16,6 ul distile su, 2,5 pl
10 X PZR tamponu, 1,5 pl 25 mM MgCl, 0,5 ul 10 mM dNTP karisgimi, 0,3 pl 50
pmol her bir primerden, 0,3 ul Tag DNA polimeraz, 3 ul ekstrakte DNA’dan olacak
sekilde 25 pl amplifikasyon tiip igerigi hazirlandi. Amplifikasyon programi 94 °C’de
10 dakika, toplam 30 siklus olacak sekilde 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 61 °C’de
1 dakika baglanma, 72 °C’de 1 dakika uzama, son siklusu takiben 72 °C’de 10

dakika son uzama islemi yapildi.

Aph(2’)-1b ve Aph(2’’)-1c geninin amplifikasyonu igin, 16 ul distile su, 2,5 pl
10 X PZR tamponu, 1,5 ul 25 mM Mg.Cl, 0,5 ul mM dNTP karisimi, 0,3 pl 50 pmol
her bir primerden, 0,3 U Taq DNA polimeraz, 3 ul ekstrakte DNA’dan olacak
sekilde 25 pl amplifikasyon tiip igerigi hazirlandi. Amplifikasyon programi 94 °C’de
10 dakika, toplam 30 siklus olacak sekilde 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 55 °C’de
1 dakika baglanma, 72 °C’de 1 dakika uzama, son siklusu takiben 72 °C’de 10

dakika son uzama islemi yapildi.

Aph(2°°)-1d geninin amplifikasyonu i¢in, 16,6 pl distile su, 2,5 ul 10 X PZR
tamponu, 1,5 ul 25 mM MgyCl, 0,5 ul mM dNTP karigimi, 0,3 pl 50 pmol her bir
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primerden, 0,3 U Taq DNA polimeraz, 3 ul ekstrakte DNA’dan olacak sekilde 25 pl
amplifikasyon tiip icerigi hazirlandi Amplifikasyon programi 94 °C’de 10 dakika,
toplam 30 siklus olacak sekilde 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 53,4 °C’de 1 dakika
baglanma, 72 °C’de 1 dakika uzama, son siklusu takiben 72 °C’de 10 dakika son

uzama iglemi yapildi.

3.4.4.4. Amplifiye Edilen Gen Uriinlerinin Gosterilmesi

Amplifiye edilen PZR iiriinleri DNA marker (100-3000 bg) (Fermantas, ABD)
ile birlikte, elektroforez tankinda (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD) bulunan 0.5X TBE
(Fermentas, ABD ) tamponu igindeki %2'lik agoroz jele 10 pul PZR iiriind, 3 ul
yiikkleme boyasi (6X) (Fermantas, ABD) ile karigtirilarak yiiklendi. 150 Volt'da 20
dakikalik elektroforez isleminden sonra goriintlileme cihazinda
(Wealtec Dolphin-View, ABD) incelendi. Van A, Van B, Van C genleri igin sirasiyla
1030, 433, 796 be¢’lik; Aac(6’)-1e-aph(2°’)-1a, aph(2°’)-1b, aph(2’’)-1c, aph(2’’)-1d

genleri icin sirasiyla 505, 906, 627, 642 b¢’lik gen irilinlerinin varligi yoniinden
degerlendirildi (Resim 3, 4).

Van A Geni DNA Marker
1030 bg l

Resim 3: Van A direng geninin agaroz jel elektroforezindeki gortintiisii
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Aac(6’)-1e-aph(2”)-1a Aac(6’)-1e-aph(2”)-1a

505 bg Geni negatif

Resim 4: Aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geninin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii

3.5. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 13 paket programinda analiz edildi. Siirekli degiskenler normal
dagilim ve varyanslarin esitligi yoniinden incelendi. Gruplar arasi karsilastirmalarda
stirekli degiskenler i¢cin Mann-Whitney U testi, isimsel degiskenler i¢in ki-kare testi
kullanildi. Anlamlilik sinir1 olarak 0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen Enterococcus spp. kdkenlerinin izole edildigi
orneklerin en sik olarak Dahiliye (%13), Dahili Yogun Bakim (%11), Cerrahi Yogun
Bakim (%]10), Pediatri (%10), Enfeksiyon (%9), Uroloji (%9) Kkliniklerinden
gonderildigi tespit edildi (Sekil 2).

Sayl -
14 - 13 EDahiliye
B Dahili Yogun Bakin
B Cerrahi Yogun Bakin
12 1 11
BPediatri
10 10
¥ Enfeksiyon Hastaldlart
10 1 9 .
s " Uroloji
8
B Ortopedi
8 1 B Beyin cerrali
 Genel cerrahi
6 - - B Cocuk cerrahisi
4 " EKadm Hastalklan
4
" Dermatoloji
4 3 3 Y
Néroloji
2 2
Gagiis Hagtalklary
2 1 3
Kulak BurunBogaz
GozHastaliklary
0 .
Klinikler Koroner Yogun Bakun

Sekil 2: Kokenlerin izole edildigi 6rneklerin gonderildigi klinikler

Kokenlerin %52’sinin idrar, %30’unun yara, %14 tiniin kan, %2’sinin apse,

%2’sinin periton sivist drneklerinden izole edildigi tespit edildi (Sekil 3).
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%2 %2

%14

® idrar
W Yara
W Kan
W Apse

| Periton sivisi

Sekil 3: Enterokok tiirlerinin izole edildigi 6rnekler
Calismaya dahil edilen Enterococcus spp. kokenlerinin %58’inin E. faecalis,

%38’inin E. faecium, %3 {intin E. avium, %1 inin E. gallinorum oldugu tespit edildi
(Sekil 4).

3% 1%

W . faecalis
M E. faecium
0,58 ME. avium

M E. gallinorum

Sekil 4: Entereokok kdkenlerinin tiir dagilimi

Caligmaya dahil edilen Enterococcus spp. kokenlerinin higbirinde beta
laktamaz {iretimi olmadig1 tespit edildi. Degerlendirilen Enterococcus spp.
kokenlerinin en duyarli olduklari antibiyotikler teikoplanin (%94), linezolid (%91),
vankomisin  (%90), ampisilin  (%70), penisilin  (%70), nitrofurantoin (%65),
levofloksasin (%41), tetrasiklin (%36), eritromisin (%17) olarak belirlendi. YDGD
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kokenlerin  %40’mnda, YDSD ise kokenlerin %063’iinde saptandi. Kokenlerin

antibiyotiklere direng¢ ve duyarlilik oranlar1 Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8: Kokenlerin antibiyotiklere duyarlilik durumlari

Antibiyotik Direngli Orta duyarh Duyarh Toplam
N (%) N (%) N (%) N
Vankomisin 10 (10) 0 (0) 90 (90) 100
Eritromisin 69 (69) 14 (14) 17 (17) 100
Nitrofurantoin 16 (16) 19 (19) 65 (65) 100
Levofloksasin 57 (57) 2 (2) 41 (41) 100
Linezolid 7() 2 (2) 91 (91) 100
Tetrasiklin 64 (64) 0 (0) 36 (36) 100
Teikoplanin 6 (6) 0(0) 94 (94) 100
Ampisilin 30 (30) 0 (0) 70 (70) 100
Penisilin 30 (30) 0 (0) 70 (70) 100
YD* Streptomisin 63 (63) 0(0) 37 (37) 100
YD* Gentamisin 40 (40) 0(0) 60 (60) 100

*YD; yiiksek diizey

Enterococcus spp. kokenlerine kars1 bazi antibiyotiklerin otomatize sistem ile
belirlenen MIK degerleri Tablo 9’da gosterilmistir. Bu sonuglara gére MIKsg
degerleri (bakterilerin en az %50’sine etkili olabilmek icin gereken MIK degerleri)
duyarhilik smirt iginde kalan antibiyotikler vankomisin, nitrofurantoin, linezolid ve
teikoplanin olarak belirlendi. MiKgy degerleri (bakterilerin en az %90’ma etkili
solabilmek i¢in gereken MIK degerleri) duyarlilik sinir1 iginde kalan antibiyotikler
vankomisin, linezolid ve teikoplanin olarak saptandi (Tablo 9).
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Tablo 9: Otomatize sistem ile Enterococcus spp. kokenlerine karsi bazi antibiyotiklerin MiK

degerleri

MiKso MiKe | *MIK Arahg C‘;Sr;fl\gK

pg/ml pg/ml ng/ml ug/ml
Vankomisin 1 4 <0,5->32 <4->32
Eritromisin >8 >8 <0,25->8 <0,5->8
Nitrofurantoin <16 128 < 16- 256 <32->128
Levofloksasin >8 >8 <0,12->8 <2->8
Linezolid 2 2 1->8 <2->8
Tetrasiklin >16 >16 <1->16 <4->16
Teikoplanin <0,5 <0,5 <0,5->32 <8->32

* Calismadaki kokenlerin MIK aralig

Calismaya dahil edilen E. faecium kokenleri diger enterokok tiirleri ile

karsilastirildiginda; E. faecium kokenleri nitrofurantoin, ampisilin ve penisiline diger

kokenlerden daha direngli (p<0,001), tetrasikline ise diger kokenlerden daha duyarl
(p<0,001) bulundu. YDS ve YDG direnci bakimindan tiirler arasinda farklilik

bulunmadi (p>0,05) (Tablo 10).
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Tablo 10: E. faecium kokenleri ile diger enterokok tiirlerinin antimikrobiyal duyarliliklar

Duyarlilik Digerleri E. faecium Toplam
Antibiyotik durumu® p
N (%) N (%) N (%)
R 36 (52,1) 33 (47,9) 69 (100)
Eritromisin S 15 (88,2) 2 (11,8) 17 (100) > 0,05
I 11 (78,5) 3(21,5) 14 (100)
R 0 (0) 16 (100) 16 (100)
Nitrofurantoin S 60 (92,3) 5(7,7) 65 (100) < 0,001
I 2 (10,5) 17 (89,5) 19 (100)
R 29 (50,8) 28 (49,2) 57 (100)
Levofloksasin S 33 (80,4) 8 (19,6) 41 (100) < 0,05
I 0 (0) 2 (100) 2 (100)
R 2 (28,5) 5(71,5) 7 (100)
Linezolid S 58 (63,7) 33 (36,3) 91 (100) > 0,05
I 2 (100) 0(0) 2 (100)
R 51 (79,6) 13 (20,4) 64 (100)
Tetrasiklin < 0,001
S 11 (30,5) 25 (69,5) 36 (100)
R 1(16,6) 5 (83,4) 6 (100)
Teikoplanin < 0,05
S 61 (64,8) 33 (35,2) 94 (100)
R 1(3,3) 29 (96,7) 30 (100)
Ampisilin < 0,001
S 61 (87,1) 9(12,9) 70 (100)
R 1(3,3) 29 (96,7) 30 (100)
Penisilin < 0,001
S 61 (87,1) 9(12,9) 70 (100)
R 35 (55,5) 28 (44,5) 63 (100)
YDSD** > 0,05
S 27 (72,9) 10 (27,1) 37 (100)
R 23 (57,5) 17 (42,5) 40 (100)
YDGD*** > 0,05
S 39 (65) 21 (35) 60 (100)

*R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta duyarl
**YDSD: Yiiksek diizey streptomisin dienci, ***YDGD: Yiiksek diizey gentamisin direnci
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Calismaya dahil edilen E. faecalis kokenleri diger Enterokok tiirleri ile
karsilagtirildiginda; E. faecalis kokenleri tetrasikline (p<0,001) daha direngli,
eritromisin (0,031), nitrofurantoin (p<0,001), levofloksasin (p=0,035), linezolid
(p=0,028), teikoplanin (p=0,003), ampisilin (p<0,01), penisilin (p<0,01), YDS’ye
(p=0,02) daha duyarli bulundu (Tablo 11).
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Tablo 11: E. faecalis kokenleri ile diger enterokok tiirlerinin antimikrobiyal duyarliliklart

Duyarlilik Digerleri E. faecalis Toplam
Antibiyotik durumu* P
N (%) N (%) N (%)
R 35 (50,7) 34 (49,3) 69 (100)
Eritromisin S 4 (23,5) 13 (76,5) 17 (100) 0,031
I 3(21,4) 11 (79,6) 14 (100)
R 16 (100) 0 (0) 16 (100)
Nitrofurantoin S 7(10,7) 58 (89,3) 65 (100) < 0,001
I 19 (100) 0 (0) 19 (100)
R 28 (49,1) 29 (50,9) 57 (100)
Levofloksasin S 12 (29,2) 29 (70,8) 41 (100) 0,035
I 2 (100) 0 (0) 2 (100)
R 6 (85,7) 1(14,3) 7 (100)
Linezolid S 36 (39,5) 55 (60,5) 91 (100) 0,028
I 0 (0) 2 (100) 2 (100)
R 16 (25) 48 (75) 64 (100)
Tetrasiklin < 0,001
S 26 (72,2) 10 (27,8) 36 (100)
R 6 (100) 0 (0) 6 (100)
Teikoplanin 0,003
S 36 (38,2) 58 (61,8) 94 (100)
R 30 (100) 0(0) 30 (100)
Ampisilin <0,01
S 12 (17,1) 58 (82,9) 70 (100)
R 30 (100) 0 (0) 30 (100)
Penisilin <0,01
S 12 (17,1) 58 (82,9) 70 (100)
R 32 (50,7) 31 (49,3) 63 (100)
YDSD** 0,02
S 10 (27) 27 (73) 37 (100)
R 18 (45) 22 (55) 40 (100)
YDGD*** > 0,05
S 24 (40) 36 (60) 60 (100)

*R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta duyarh
**YDSD: Yiiksek diizey streptomisin dienci, ***YDGD: Yiiksek diizey gentamisin direnci
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E-test yontemi ile vankomisine karst1 MIK araligi 0,5-256 pg/ml idi. Bu
yontemde vankomisine kars1 elde edilen MiKsq degeri 1,5, MiKg degeri ise 3 olarak
bulundu. MiKso ve MiKgg degerleri duyarlilik siirlari iginde kalmaktaydi.

Otomatize sistem ile belirlenen vankomisin MIK degerleri incelendiginde on
koken vankomisine direngli bulundu. Bu kokenlerin sekiz tanesi E. faecium, iki
tanesi E. faecalis idi. Calismadaki enterokok tiirlerinin otomatize sistem ile
belirlenen vankomisine duyarlilik durumu tablo 12°de gésterilmistir.

Tablo 12: Enterokok tiirlerinin otomatize sistem ile belirlenen vankomisin duyarlilik
durumu

Otomatize sistem ile

Enterokok Vankomisin Duyarlilig Toplam

Tiirleri Duyarh Direngli N (%) i

N (%) N (%)

E. faecalis 56 (96,5) 2(3,5) 58 (100) >0,05
E. faecium 30 (78.9) 8 (21,1) 38 (100) 0,006

Diger 4 (100) 0(0) 4 (100) >0,05

Toplam 90 (90) 10 (10) 100 (100)

E-test ile belirlenen vankomisin MIK degerleri incelendiginde bes kdoken
vankomisine direngli bulundu. Bu kokenlerin hepsi E. faecium idi. Caligmadaki
enterokok tiirlerinin E-test yontemi ile belirlenen vankomisine duyarlilik durumu

tablo 13°te gosterilmistir.
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Tablo 13: Enterokok tiirlerinin E-test yontemi ile belirlenen vankomisin duyarlilik durumu

E-testile

Enterokok Vankomisin Duyarlilig1 Toplam -

Titrleri Duyarh Direngli N (%)

N (%) N (%)

E. faecalis 58 (100) 0 (0) 58 (100) >0,05
E. faecium 33 (86,4) 5 (13,6) 38 (100) 0,007

Diger 4 (100) 0 (0) 4 (100) >0,05

Toplam 95 (95) 5(5) 100 (100)

PZR yontemiyle kokenler Van A, Van B, Van C geni acisindan degerlendirildi.
Van A geni iceren bes koken tespit edildi. Van A geni igeren bes kokenin jel
gorlintlisii Resim 3’te gosterilmistir. Van B ve Van C geni igeren koken tespit

edilmedi (Tablo 14).

Tablo 14: Enterokok kokenlerinde Van A, Van B, Van C direng geni siklig1

Pozitif Negatif Toplam
Genler

N (%) N (%) N (%)
Van A 5 (5) 95 (95) 100
Van B 0 (0) 100 (100) 100
Van C 0 100 (100) 100

Van A geni igeren suslarin hepsi E. faecium idi. PZR ile Van A geni tespit

edilen kokenler Tablo 15°te gosterilmistir.
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Tablo 15: Van A geni igeren kokenler

Van A geni
Toplam
Enterokok tiirleri Negatif Pozitif
N (%)
N (%) N (%)
E. faecalis 58 (100) 0 (0) 58 (100)
E. faecium 33 (86,8) 5(13,2) 38 (100)
E. avium 3 (100) 0 (0) 3 (100)
E. gallinorum 1 (100) 0 (0) 1 (100)
Toplam 95 (95) 5(5) 100 (100)

Van A geni igeren kokenlerin hepsinin vankomisin, nitrofurantoin, teikoplanin,

ampisilin ve penisiline direngli oldugu saptandi (p< 0,001) (Tablo 16).
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Tablo 16: Van A geni igeren ve igermeyen kokenlerin bazi antibiyotiklere duyarlilik
ve direncleri

Van A gen varligi
Duyarlilik Toplam
Antibiyotik q Y « Pozitif Negatif p
urumu N (%)
N (%) N (%)

R 5 (50) 5 (50) 10 (100)

Vankomisin < 0,001
S 0(0) 90 (100) 90 (100)
R 5(7,2) 64 (92,8) 69 (100)

Eritromisin S 0 (0) 17 (100) 17 (100) > 0,05
I 0 (0) 14 (100) 14 (100)
R 5(31,2) 11 (68,8) 16 (100)

Nitrofurantoin S 0 (0) 65 (100) 65 (100) < 0,001
I 0(0) 19 (100) 19 (100)
R 5 (9,6) 52 (90,4) 57 (100)

Levofloksasin S 0(0) 41 (100) 41 (100) >0,05
I 0 (0) 2 (100) 2 (100)
R 0 (0) 7 (100) 7 (100)

Linezolid S 5(5,4) 86 (94,6) 91 (100) > 0,05
I 0 (0) 2 (100) 2 (100)
R 5 (7,8) 59 (92,2) 64 (100)

Tetrasiklin > 0,05
S 0 (0) 36 (100) 36 (100)
R 5 (83,3) 1(16,7) 6 (100)

Teikoplanin < 0,001
S 0(0) 94 (100) 94 (100)
R 5 (16,6) 25 (83,4) 30 (100)

Ampisilin < 0,001
S 0 (0) 70 (100) 70 (100)
R 5 (16,6) 25 (83,4) 30 (100)

Penisilin < 0,001
S 0(0) 70 (100) 70 (100)

*R: Direngli, S: Duyarly, I: Orta duyarh
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Van A geni igeren 5 kokenin otomatize sistem ve E-test yontemi ile ol¢iilen
MIK degerlerinin ortanca degerleri, Van A geni icermeyen 95 kdkenin MIK
degerlerinin ortanca degerlerinden daha yiiksek bulundu (p< 0,001) (Tablo 17).

Tablo 17: Van A geni iceren suslarin otomatize sistem ve E-test ile dl¢iilen MiK degerlerinin
ortanca degerleri

_ Van A geni
Vankomisin MIK P

Pozitif Negatif

Otomatize sistem™ ile ortanca (min-maks) 32 (32-32) 1(0,5-32) | p<0,001

E-test ile ortanca (min-maks) 256 (256-256) | 1,5 (0,5-256) | p<0,001

*Vitek 2 (BioMerieux, Fransa)

Van A iceren kokenlerin vankomisin MIK degerleri daha yiiksek bulundu
(p<0,001). Van A geni varligina gore kokenlerin otomatize sistem ile belirlenen
vankomisin MIK degerleri (ug/ml) Sekil 5°te gosterilmistir.

30—

20—

Otomatize sistem ile Va MiK

kN

I I
negatif pozitif

Van A

Sekil 5: Van A geni varligina gore kokenlerin otomatize sistem ile belirlenen vankomisin
MIK degerleri (ug/ml)
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Van A geni varligina gore kokenlerin E-test yontemiyle belirlenen vankomisin
MIK degerleri (ng/ml) Sekil 6°da gdsterilmistir.

300 —

200+

100 =

E-test ile Va MiK

T I
negatif pozitif

VanA

Sekil 6: Van A geni varligina gore kokenlerin E-test ile belirlenen vankomisin MIK degerleri
(ng/ml)

Van A geni igeren 5 kdkenin otomatize sistem ile dlgiilen teikoplanin MIK
dlgiimlerinin ortanca degerleri, Van A geni igermeyen 95 kdkenin teikoplanin MIK
6lglimlerinin ortanca degerlerinden daha yiiksek bulundu (p< 0,001) (Tablo 18).

Tablo 18: Van A geni igeren suslarin otomatize sistem ile 6lgiilen teikoplanin MIiK
6l¢iimlerinin ortanca degerleri

Van A geni
Teikoplanin MIK P

Pozitif Negatif

Otomatize sistem™ ile ortanca degeri (min-maks) | 16 (16-16) | 16 (1-16) | P<0,001

*Vitek 2 (BioMerieux, Fransa)
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Van A iceren kdkenlerin otomatize sistem ile lgiilen teikoplanin MIK degerleri
daha yiiksek bulundu (p<0,001). Van A geni varligmma gore kokenlerin otomatize
sistem ile belirlenen teikoplanin MiK degerleri (ng/ml) Sekil 7°de gosterilmistir.

30—

20—

Otomatize sistem ile teikoplanin MiK

negatif pozitif
Van A

Sekil 7: Van A geni varligina gore kokenlerin otomatize sistem ile belirlenen teikoplanin
MIK degerleri (ng/ml)

Kokenlerin 58 tanesinde aac(6’)-1e-aph(2’’)-1a geni saptandi. Higbir kdkende
aph(2”’)-1b, aph(2’’)-1c ve aph(2’’)-1d genleri saptanmadi (Tablo 19).

Tablo 19: Gentamisin direng genleri

Pozitif Negatif Toplam
Genler
N (%) N (%) N (%)
Aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a 58 (58) 42 (42) 100 (100)
Aph(2”’)-1b 0(0) 100 (100) 100 (100)
Aph(2”’)-1c 0(0) 100 (100) 100 (100)
Aph(2”’)-1d 0 (0) 100 (100) 100 (100)
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Aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geni tasiyan 4 kokenin ayn1 zamanda Van A geni de
icerdigi tespit edildi (Tablo 20).

Tablo 20: Aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a ve Van A geni igeren kokenler

Van A geni

Toplam

Genler Negatif Pozitif
N (%)

N (%) N (%)
Aac(6)-1e-aph(2”)-1a Negatif (N) | 41(97,6) | 1(2,4) | 42 (100)
gen Pozitif (N) | 54 (93,1) | 4(6,9) | 58 (100)
Toplam 95 (95) 5 (5) 100 (100)

Aac(6°)-1e-aph(2’)-1a geni iceren kokenlerde YDSD ve YDGD daha fazla
oranda bulundu (p< 0,001) (Tablo 21).

Tablo 21: Aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geni igeren kokenlerin YDSD ve YDGD oranlari

Aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geni
Toplam
Antibiyotik Iguyarhh*k Pozitif Negatif p
urumu N (%)
N (%) N (%)
R 47 (74,6) 16 (25,4) 63 (100)
YDS < 0,001
S 11 (29,7) 26 (70,3) 37 (100)
R 40 (100) 0 (0) 40 (100)
YDG < 0,001
S 18 (30) 42 (70) 60 (100)

*R: Direngli, S: Duyarli

Van A direng geni bes (%5) E. faecium kokeninde bulundu. Boylece

E. faecium kokenlerinde Van A direng geni diger kokenlere oranla daha fazla

bulundu (p=0,007). Aac(6’)-1e-aph(2’’)-1la geni

(%38)’inde tespit edildi (Tablo 22).
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Tablo 22: E. faecium kokenleri ile diger enterokok tiirlerindeki Van
Aac(6°)-1e-aph(2’)-1a genlerinin bulunma durumlari
Digerleri | E.faecium | Toplam
Genler p
N (%) N (%) N (%)
Negatif | 62 (65,2) | 33(34,8) 95 (100)
Van A geni 0,007
Pozitif 0 (0) 5 (100) 5 (100)
Aac(6’)-1e- Negatif | 26 (61,9) | 16 (38,1) 42 (100)
’s . > 0,05
aph(2”)-1a gent poiif | 36 (62) | 22(38) | 58 (100)
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5. TARTISMA

Enterokoklar son yillarda 6nemli nozokomiyal patojenlerden biri haline
gelmistir. Antimikrobiyallerin ¢oguna karsi intrensek veya kazanilmig dirence
sahiptirler. Nozokomiyal infeksiyonlarda artan oranlarda goriilmelerinin yanisira
gerek dogal olarak tasidiklar1  klindamisin, florokinolon, trimetoprim-
siilfametoksazol, diisiik diizey penisilin ve diisik diizey aminoglikozid direng
Ozellikleri gerekse de genetik madde aktarimi veya mutasyonla kazandiklar
tetrasiklin, eritromisin, rifampin, kloramfenikol, nitrofurantoin, fusidik asit, YDAD
ve beta laktam, florokinolon ve vankomisin direngleri nedeniyle giiniimiiziin

problemli bakterileri arasinda yer almaktadir (113-115).

Enterokok infeksiyonlarindaki artis enterokok kolonizasyonuna yol agabilen
sefalosporinler, kinolonlar, beta laktam gibi antimikrobiklerin profilaksi veya tedavi
amaciyla sikca kullanilmalar1 ile iligkili olabilir. Enterokok tiirlerinde virulans
acisindan vankomisine duyarli ve direngli suslar arasinda ¢ok biiyiik farklilik yoktur.
Ancak vankomisine duyarli suslarla gelisen bakteriyemilerde mortalite oran
%13,6- 27 arasinda iken, VRE bakteriyemisinde bu oranin %36,6-52 arasinda oldugu
saptanmistir (114).

Enterokok tiirlerinden E. faecalis ve E. faecium infeksiyon etkeni olarak en sik
izole edilen tiirlerdir. E. casseliflavus ve E. avium gibi diger enterokok tiirleri giderek
artan oranlarda saptanmaktadir. Calismamizda da kokenlerin %58’inin E. faecalis,
%38’inin  E.faecium, %3’tnin E. avium, % 1’inin E. gallinorum oldugu
bulunmustur. Torun ve ark. (116)’nin 111 enterokok kokeni ile yaptiklari ¢alismada
E. faecalis oram1 %77, E. faecium orani %23 bulunmustur. Protonotariou ve ark.
(117)’nin yaptiklar ¢alismada E. faecalis oran1 %70,6 ve E. faecium oranm %29,4

olarak bildirilmistir. Yildirim ve ark. (118)’nin yaptiklari ¢aligmada ise E. faecium
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orani (%60,5) E. faecalis oranindan (%13,6) daha fazla bulunmus olup E. avium

orani %1,2 olarak tespit edilmistir.

Baslangigta beta laktamaz iireten enterokoklar ABD’de nadir kokenler olarak
bildirilirken glinimiizde tiim diinyada izole edilmektedir (119). Calismamizda
arastiritlan 100 enterokok kokeninin higbirinde nitrosefin disk ydntemiyle beta
laktamaz iiretimi olmadig1 tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan bir¢ok calismada
bizim g¢alismamiza benzer olarak beta laktamaz iireten koken saptanmamistir (120,
121). Ancak Ak ve ark. (122)’nin yaptiklar1 ¢alismada E. faecalis kdkenlerininin
%54,5’inde beta-laktamaz iiretimi saptanmistir. Yurt disinda da yapilan bir¢ok
calismada tilkemizdeki calismalarla benzer olarak enterokoklarda beta laktamaz

tiretimi bildirilmemistir (123, 124).

Kismi veya tam beta laktam antibiyotik direnci enterokok tiirlerinin
karakteristik 6zelligidir. E. faecalis diger streptokok tiirlerine oranla 10-100 kat daha
az penisiline duyarlidir. E. faecium ise E. faecalis’e gore penisiline 4-16 kat oranla
daha az duyarhdir. Bununla birlikte enterokok tiirleri ¢ok c¢abuk beta laktam
antibiyotiklere kars1 tolerans gelistirebilir. Bu tolerans gelisimi diisiik esikli PBP

tiretimi sayesinde olmaktadir (54).

Calismamizda incelenen kokenlerin 30 (%30)’unda ampisilin ve penisilin
direnci saptanmustir. E. faecalis kokenleri ampisiline ve penisiline daha duyarl
bulunmustur. Ulkemizde Kagmaz ve ark. (125) yaptiklari calismada tiim kokenlerin,
penisilin ve ampisiline direng oranlarini sirasiyla %27 ve %26 olarak bulmuslardir.
Bu ¢alismada da bizim ¢alismamiza benzer olarak E. faecalis’in diger kokenlere gore
penisilin ve ampisiline kars1 daha duyarli oldugu bulunmustur. Cémert ve ark.
(126)’nin yaptiklar1 calismada ise incelenen kokenlerin tiimiinde ampisilin ve
penisilin direnci tespit edilmistir. Diger iilkelerde ise Zouain ve ark.(127)’nin
yaptiklart ¢alismada iilkemizde yapilan Kagmaz ve ark. (125)’nin galismasinda ve
bizim calismamizda oldugi gibi ampisiline kars1 E. faecalis kokenlerinde direng
oranint (% 0,9), E. faecium kokenlerindeki direng oranindan (%14) daha az
bulmuslardir. D’azevedo ve ark. (128)’nin 455 enterokok kokeni ile yaptiklart
calismada ise sadece 14’linde yiiksek diizey ampisilin direnci tespit edilmistir.
Bunlarin yedi tanesi E. faecalis, alt1 tanesi E. faecium ve biri E. raffinosus olarak

65



tespit edilmistir. Ozellikle ampisilin direngli E. faecium kokenlerinin sayisi giderek
artmigtir. 2001 yili Avrupa Antimikrobiyal Dirang Siirveyans Agi (EARSS)
verilerine gére kandan izole edilen 841 kdkenin %71’inde aminopensilinlere direng

gbzlenmistir (24).

Calismamizda incelenen enterokok tiirlerinin %35°1 nitrofurantoine direncli
olarak tespit edilmistir. Sirin ve ark. (129)’nin yaptiklar1 ¢alismada kokenlerin
%1’inde nitrofurantoin direnci saptanmistir. Yildirim ve ark. (118)’nin yaptiklar
calismada ise bu oran biraz daha yiiksek (%34,6) olarak bulunmus olup bizim
caligmamizdaki oranla aynidir. Diger lilkelerde yapilan ¢alismalarda Moaddab ve
ark. (123) nitrofurantoin direncini %1,5, Akhter ve ark. ise %5 olarak bulmustur
(130).

Calismamizda tetrasiklin direnci kokenlerin %64’iinde tespit edilmistir.
Ulkemizde Kilig¢ ve ark. (131)’nin yapmus oldugu c¢alismada tiim kokenlerin
tetrasikline duyarli oldugu bildirilmistir. Buna karsilik tetrasiklin direng¢ oranini
%38.3, %51 ve %70,4 olarak bildiren ¢alismalar da mevcuttur (118, 129, 132). Diger
iilkelerde yapilan ¢alismalar arasinda tiim kokenlerin tetrasikline direngli oldugu
caligmalar bulunmaktadir (133). Protonotariou ve ark. (117) 1498 E. faecalis ve 625
E. faecium kokeninin antimikrobiyal direng egilimlerini inceledikleri c¢aligmada,
Miranda ve ark. (133) tiim kokenlerin tetrasikline direngli oldugunu bulduklar
calismadan farkli olarak E. faecalis i¢in %0,1, E. faecium igin %38,2 oraninda
tetrasiklin direnci tespit etmistir. Zouain ve ark. (127) 153 enterokok kokeni ile
yaptiklart ¢alismada E. faecalis ve E. faecium icin sirastyla %72 ve %34 oraninda

tetrasiklin direnci tespit etmistir.

Calismamizda eritromisin direnci %69 olarak bulunmustur. Ulkemizde Sirin ve
ark. (129) yaptiklart ¢alismada %38 oraninda eritromisin direnci saptamistir. Comert
ve ark. (126) alti VRE kokeni ile yaptiklari ¢alismada, Kirdar ve ark. (132) ise 12
VRE kokeni ile yaptiklart ¢alismada hepsinin eritromisine direngli oldugunu
bulmuslardir. Diger iilkelerde yapilan galismalarda ise Moaddab ve ark. (123)
yaptiklar1 ¢alismada 198 kokenin 53 tanesinde (%26,8) eritromisin direnci saptarken
Protonotariou ve ark. (117) calismalarinda E. faecalis i¢in %67.6, E. faecium igin
%85,4 oraninda eritromisin direnci tespit etmistir.
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Oxazolidinonlar, Gram pozitiflere karsi1 etkinligi olan sentetik antibiyotikler
grubunun yeni bir tiyesidir. Bir¢ok tiire kars1 bakteriyostatik etkiye yol acan protein
sentez inhibisyonu yaparak etki eder. Direngli infeksiyonlarin tedavisinde kurtarici
gibi goriinse de 2001°de Gonzales ve ark. (134) bes hastada linezolid direngli
E. faecium bildirmistir. Ardindan da sporadik vakalar bildirilmistir. ABD’de 2004
yilinda E. faecalis ve E. faecium i¢in linezolid duyarliligi sirastyla %99,5 ve %96,4
olarak bildirilmistir (135). Calismamizda linezolid direng¢ orami %7 olarak
bulunmustur. Ulkemizde Ak ve ark. (122)’nin yaptiklar1 ¢alismada E. faecalis icin
%10,2 ve E. faecium igin %9,1 oraninda direng oldugu saptanmistir. Diger tilkelerde
yapilan caligmalarda bu oranlar daha diigiikk bulunmus olup Akhter ve ark. (130)’nin
calismasinda linezolide diren¢ orami %4, Protonotariou ve ark. (117)’nin
calismasinda E. faecalis i¢in linezolid direng oran1 %0,3, E. faecium i¢in %1,6 olarak
tespit edilmistir. Endokardit nedeniyle tedavi edilen 796 hastayi igeren biiyiik bir
calismada linezolid, vankomisin ve dalfopristin-kinupristin tedavisine intolerans
gelisen veya vankomisine cevap vermeyen hastalarda kullanilmigtir. Babcock ve ark.
(136)’nin bu ¢alismasinda %59,9’unun VRE ve %19,4’liniin Metisilin direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) infeksiyonuna sahip oldugu bildirilmistir. Genel
olarak vankomisine direngli E. faecium infeksiyonu olan hastalarda %81,4’liik,
MRSA infeksiyonu olanlarda ise %66,1°lik bir kiir oran1 oldugu ve %12,8’inde

tedavinin basarisiz oldugu saptanmustir.

Enterokoklardaki glikopeptid direncinin son zamanlarda giderek artis
gostermesi ve 6zellikle E. faecium’un birgok antibiyotige direngli olmasi enterokokal
infeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir. Son zamanlarda ¢oklu ilag direncine
sahip enterokok kokenlerinin ortaya cikisi infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antibiyotikleri 6nemli 6l¢iide kisitlamistir. Glikopeptid, penisilin ve aminoglikozid
grubu antibiyotiklere direng geni tagiyan enterokok infeksiyonlar1 ciddi problemlere
yol a¢gmaktadir. Vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid antibiyotiklere kars

direncli enterokok kokenlerinin sayisi giderek artmaktadir (81).

Enterokoklarda glikopeptid grubu antibiyotiklere diren¢ ilk olarak 1988'de
bildirilmis, daha sonra vankomisine ve teikoplanine yiiksek diizeyde direngli suslar

tiim diinyada yayilmistir (9). Tiirkiye’de 1998°de Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
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Hastanesi’nde ilk VRE susu E. faecium olarak bildirilmistir (82). Bunu 1999°da
Istanbul Tip Fakiiltesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi ve Ankara Giilhane Tip
Akademisi’nden bildirilen suslar izlemistir. 2001 yil1 sonrasinda tilkemizdeki VRE

olgularinda artis goriilmiistiir (137-140).

Vankomisin i¢in MIK degerleri agar diliisyon, agar gradient diliisyon, broth
makrodiliisyon veya broth mikrodiliisyon yontemlerinden biriyle saptanmali ve
inkiibasyon siiresi 24 saat olmalidir. Klinik bir 6rnekten VRE izole edilmesi
durumunda duyarlilik testlerinin bu yontemlerden herhangi biriyle tekrari, ikinci test
sonucu beklenmeden infeksiyon kontrol komitesine ve ilgili servise haber

verilmelidir. Boylece kesin sonug alana dek izolasyon saglanabilir.

Vankomisin direncinin saptanmasinda tam otomatize yontemlerin hepsi ayni
Olgiide giivenilir degildir (7). Calismamizda otomatize sistem ile kdkenlerin on
tanesinde vankomisin direnci saptanirken, E-test yontemi ile sadece bes kokende
vankomisin direnci tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Gékahmetoglu
ve ark. (141), Karaca ve ark. (142) izole ettikleri enterokoklarda vankomisin
direncini E-test yontemiyle arastirmis ve direng bulamamislardir. Efe ve ark. (143)
112 hastanin 21 (%18,8) tanesinde VRE izole etmislerdir. Sirin ve ark. (129)
yaptiklar1 ¢alismada 100 enterokok kokeninde vankomisine orta duyarli bir koken
disinda tiim suslarin vankomisin ve teikoplanine duyarli oldugunu tespit etmistir.
Yildirrm ve ark. (118)’nin APl 20 Strep testi (Biomeriux, Fransa) ile yaptiklari
caligmada 81 enterokok kokeninin hi¢birinde VRE saptanmamustir. Ak ve ark.(122)
118 enterokok kokeni iceren otomatize sistem ile yaptiklar1 calismada bes
vankomisine direngli, bir vankomisine orta diizeyde direngli kdken tespit etmistir.
Kagmaz ve ark. (125) vankomisin ve teikoplanin icin her bir kokenin MIK
degerlerini sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlemistir. Test edilen kokenlerin
higbirinin vankomisin ve teikoplanine direngli olmadigi, teikoplanin ve vankomisin

i¢in MIK degerlerinin < 2 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

Moaddab ve ark. (123)’nin yaptiklari ¢alismada, 198 kokenin 11 tanesinin agar
diliisyonla vankomisine orta diizeyde duyarli iken kalaninin vankomisine duyarl
oldugu bulunmustur. Protonotariou ve ark.(117) 1498 E. faecalis ve 625
E. faecium kokeni iceren ¢alismalarinda otomatize sistem ile E. faecalis i¢in %0,5,
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E. faecium i¢in %9,6 oraninda vankomisin direnci tespit etmislerdir. Zouain ve ark.
(127)’nin disk difiizyon ile E-test yontemlerini kullanarak 153 enterokok kokeninin
vankomisin ve teikoplanin duyarliliklarini inceledikleri ¢alismalarinda vankomisine
kars1 orta diizeyde direng gosteren bir E. gallinarum kokeni disinda higbir kékende
vankomisin veya teikoplanine direng saptanmamistir. Hollgren ve ark. (144)
Isveg’te E-test ile %3,9, Poberzo ve ark. (145) Litvanya’da yine E-test ile %20, Udo

ve ark. (146) Kuveyt’te E-test ile %3 oraninda vankomisin direnci tespit etmislerdir.

Enterokoklarda yedi farkli glikopeptid diren¢ genotipi tanimlanmis olmasina
ragmen, Van A ve Van B en sik goriilen direng genotipleridir. Van A genotip
enterokoklar hem teikoplanin hem de vankomisine YDD gosterirlerken, Van B tip
genotip enterokoklar sadece vankomisine direnglidirler (147). ABD ve Avrupa
tilkelerinde Van A fenotip direng, digerlerine oranla daha yaygin bulunmaktadir (148,
149). Diger enterokok tiirleri ile kiyaslandiginda ise E. faecium’da Van A fenotip
direncin daha sik ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Avrupa’da 6zellikle hayvancilikta bir
glikopeptid analogu olan avoparsin kullanimi, Van A fenotip VRE’nin artigina neden
olmaktadir. Calismamizda PZR ile kokenlerin bes tanesinde Van A tipi direng tespit
edilmistir. Bu bes kokenin hepsi de E. faecium’dur. Schouten ve ark. (29) 2000
yilinda ilkemizde yaptiklari ¢alismada Van A ve Van B fenotip enterokok kokeni
saptamamuslardir. Mirovig ve ark. (124)’nin 111 E. faecalis ve 48 E. faecium kokeni
ile yaptiklar1 ¢alismada sadece bir E. faecium kokeninde Van A geni tespit edilmistir.
Tiirkiye’de ilk kez Van A fenotip E. faecium 2001 yilinda izole edilmistir (137).
Daha sonra 2002 yilinda Van A fenotip E. faecium salgini bildirilmistir (138).
Coskun ve ark. (150) 38 VRE kokeni ile yaptiklar1 ¢alismada PZR yontemi
kullanilarak 30 kokende Van A geni, bes kokende Van B geni tespit etmislerdir.
Bunlar iilkemizdeki ilk Van B pozitif E. faecium kokenleridir Altun ve ark. (151) 'nin
yaptiklart ¢alismada izole edilen 12 VRE kdkeninin hepsinde PZR ile Van A geni
tespit edilmistir. 2008 yilinda Giilhane Askeri Tip Akademisi pediatri servisinde
gelisen salginda dort vankomisin direngli E. faecium izole edilmistir. PZR ile Van A,
Van B ve Van C-2 diren¢ genlerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda dort kokende de
Van A geni tespit etmislerdir (131). Kirdar ve ark. (132) hematolojik maligniteli
hastalardan izole edilen 12 vankomisine direngli E. faecium koékenini PZR ile

incelemisler ve hepsinde Van A geni saptamislardir.
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Diinya capinda yaygin olan Van A tipinin aksine, Van B tipine ¢ok daha az
siklikla karsilagilir ancak Van B tipi Giiney Amerika (Lopez ve ark. 2009) dahil
olmak tizere farkl tilkelerden (McGregor ve Young 2000, Werner ve ark. 2008, Fang
ve ark. 2010, Johnson ve ark. 2010) bildirilmistir (152-156). Yunanistan’daki
3. basamak bir hastanede 2002-2007 yillar1 arasinda klinik infeksiyonlardan elde
edilen 1498 E. faecalis ve 625 E. faecium’un dahil edildigi bir ¢alismada E. faecalis
icin %0,5, E. faecium i¢in %9,6 oraninda vankomisin direnci saptanmuistir.
Vankomisin direngli kékenlerin %79,1’inde Van A geni, kalan %20,9’unda Van B
geni saptanmustir (117). Nelson ve ark. (157)’nin hepsi vankomisine direngli olan
144 (%93,5) E. faecium, yedi (%4,5) E. faecalis ve ii¢ (%2) E. gallinorum kokeni ile
yaptiklar1 ¢alismada, yedi E. faecalis kokeninin Van A fenotipine sahip oldugu
bulunmustur. Kalan alti koken Van A fenotipi gosterirken, 144 E. faecium kdkeninin
138’nin Van B fenotipi gosterdigi tespit edilmistir. Ug E. gallinarum kékeninden
birinde Van C-1 geni amplifiye edilmistir. Descheemaeker ve ark. (149)’nin 601
VRE kokeni ile yaptiklart ¢alismada 277’ si (%46,1) Van A geni igerdigi; bunlarin
223’1iniin (%80,5) E. faecium, 41’inin (%14,8) E. faecalis ve sinirli sayida E. avium,
E. casseliflavus, E. dispar, E. durans, E. gallinarum oldugu tanimlanmistir. Iki
Van A geni igeren kdken ise tiir diizeyinde tanimlanamamistir. Bununla birlikte

Van B geni i¢eren enterokok tespit edilmemistir.

Enterokoklar, baz1 antimikrobiyallere karsi intrensek veya kazanilmis dirence
sahiptir. Diisliik diizeydeki aminoglikozid direnci, hiicre duvarmin geg¢irgenliginin
azalmasma baghdir; yiiksek diizeyli diren¢ ise, ribozomal veya inaktive edici
enzimler araciligi ile olmaktadir. YDAD varliginda beta laktam-aminoglikozid
kombinasyonunun sinerjistik bakterisidal etkisi ortadan kalkmaktadir. YDAD’li
enterokoklar diger antibiyotiklere de direngli olabilecegi i¢in Onemlidir.
Calismamizda YDGD orani %40, YDSD oran1 %63 olarak tespit edilmis olup YDSD
ve YDGD bakimindan tiirler arasinda farklilik bulunmamustir. Ulkemizden yapilan
bildirimlerde ise YDSD’nin %18-54, YDGD’nin %9-65 arasinda degistigi
gozlenmektedir (125, 158-160). Sirin ve ark. (129)’nin 100 Enterococcus kokeninde
yaptiklar calismada yliksek diizey gentamisine %23, yiiksek diizey streptomisine
%16 oraninda direng¢ oldugu tespit edilmistir. Yildirnm ve ark. (118) yaptiklari

calismada yliksek diizey streptomisin ve gentamisin direng oranlarini sirasiyla %19,8
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ve %9,9 olarak saptamistir. Ak ve ark. (122)’nin yaptiklari ¢alismada YDAD, E.
faecalis kokenlerinin %54,5’inde ve E. faecium kokenlerinin %36,3’linde
bulunmustur. Bu YDAD’ye sahip kokenlerin de siklikla (E. faecalis 'te %39,7 ve E.
faecium’da %9,1) kanamisin direnci gosterdigi bildirilmistir. Kagmaz ve ark. (125)
264 Klinik enterokok kokeni arasinda YDAD’yi hem standart agar tarama hem de
disk diflizyon yontemleri ile belirlemisler ve YDAD direncini gentamisin igin
E. faecalis’in %16’sinda ve E. faecium’un %88’inde, streptomisin i¢in E. faecalis’in
%35’inde ve E. faecium’un %44’iinde bulmuslardir. Enterokok kokenlerinde
aminoglikozid diren¢ oranlarini belirlemek icin kullanilan iki yontem arasinda

anlamli bir farklilik saptanmamustir.

“Avrupa Vankomisine Direncli Enterokok Calisma” grubunun yaptigi
caligmada Tirkiye’de YDAD’nin %48,1 oraninda gorildigi bildirilmistir (29).
Yurtdisinda ise Moaddab ve ark. (123) 198 enterokok kokeni ile yaptiklar ¢alismada
28 (%14) kokende YDSD, 26 (%13) kokende YDGD tespit etmislerdir. Bunlarin 12
(%6) tanesinde her iki aminoglikozide karsi YDD bulunmustur. Kozuszko ve ark.
(161) yaptiklar1 ¢alismada 6137 Enterococcus spp. kokeni arasinda 1124 (%18,3)
kokende YDAD fenotipi tespit etmistir. Bunlarin %53,1°i E. faecalis ve %46,9’u
E. faecium olarak tanimlanmistir. E. faecalis’te YDAD ve YDSD fenotipi sirasiyla
%45,7 ve %27,5, E. faecium’da bu oran %29,8 ve %9,5 olarak saptanmistir. YDGD
fenotipi E. faecium’da E. faecalis’e gore 2 kat daha fazla goriilmiistiir. Akhter ve ark.
(130) yaptiklart g¢alismada kokenlerin %30’unda YDAD oldugunu bulmustur.
Shaked ve ark. (162) 117 enterokok kokeni ile yaptiklari ¢alismada %43 oranininda,
Feizabadi ve ark. (163) 59 koken ile yaptiklari ¢alismada %52 oraninda YDGD tespit
etmiglerdir. Mirovi¢ ve ark. (124) yaptiklart ¢alismada 109 E. faecalis kokeni
arasinda YDGD, YDSD ve her iki ajana kars1 direnci sirasiyla %52,3, %50,4 ve
%43,7, 48 E. faecium kokeni arasinda sirasiyla %68,7, %75 ve %62,5 olarak
saptamiglardir. Protonotariou ve ark. (117) E. faecalis igin yiiksek diizey gentamisin
ve streptomisin direncini sirasiyla %45,6, %48,9, E. faecium igin sirasiyla %51,2,
%69,1 olarak bulmustur. Diger ¢alismalardan daha diisiikk olarak Miranda ve ark.
(133) yaptiklart g¢alismada 289 enterokok kokeninin %5’inde YDGD saptamustir.
Campo ve ark. (164) farkli klinik 6rneklerden izole edilen 690 enterokok kokeninde

aminoglikozid direncini degerlendirmis ve klinik orneklerden (kan, idrar veya
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eksuda) elde elden enterokoklar, fekal orneklerden (sirasiyla %49 ve %23) izole
edilenlere gore daha fazla yiiksek diizey gentamisin ve streptomisin (sirastyla %65 ve
%42) direnci gostermistir. Barisic ve ark. (165) Hirvatistan’da 235 enterokok
kokeninde YDGD oranmn1 E. faecalis’te %37 ve E. faecium’da %75 olarak
bildirmistir. D’azevedo ve ark. (128) yaptiklar1 ¢alismada %37,8 YDAD, %24,8
YDGD bulmustur.

Hiicre duvari sentezini inhibe eden bir antibiyotige aminoglikozid grubu
antibiyotigin ilave edilmesi, her iki ilacin da etkisini artirici rol oynamaktadir. Ancak
plazmid ve transpozonlar araciligi ile kazanilmis genler sonucu, aminoglikozidleri
modifiye edici enzimlerin salinmast YDAD’ye yol agmakta ve bu durumda
kombinasyon tedavisi sinerjistik etkisini kaybetmektedir (5, 6). Enterokoklarda en
yaygin aminoglikozidleri modifiye eden enzim, aac(6’)- aph(2’’) geni tarafindan
kodlanan, birbirine kaynasmis iki enzimden olusan APH(2’’)-AAC(6’) enzimidir ve
streptomisin digindaki tiim aminoglikozidlere direngten sorumludur. YDSD’den de
esas olarak aminoglikozid modifiye edici enzimler sorumlu tutulmaktadir (5-7).
Enterokoklarda bugiine kadar bulunan aminoglikozid modifiye edici enzimleri
kodlayan aminoglikozid diren¢ genleri aac(6’)-le-aph(2°’)-1a, aph(2”’)-1b, aph(2’’)-
Ic, aph(2”’)-1d, aph(3’)-WWa, aac(6’)-li, ant(3’’)-la, ant(4’)-la, ant(6’)-1a’dr.
Bunlardan klinik olarak en sik goriilen bifonksiyonel aac(6’)-le-aph(2’’)-la enzimini
kodlayan aac(6°)-le-aph(2’)-1a genidir.

Calismamizda 58 (%58) kokende aac(6’)-le-aph(2’’)-la geni saptanmustir.
Higbir kokende aph(2’’)-1b, aph(2’’)-1c ve aph(2’’)-1d genleri saptanmamustir.
Feizabadi ve ark. (163)’min yaptiklar1 calismada 114 enterokok kdkeninin 59
tanesinde PZR ile aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geni, 2 E. faecium kokeninde aph (2 ")-Ic
geni oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamiza benzer olarak higbirinde
aph(2”’)-1b ve aph(2’’)-1d geni saptanmamigtir. 2008 yilinda Danimarka’da
Aalborg, Odense ve Hillerad bolgelerindeki 15 Klinik Mikrobiyoloji boliimiindeki
bakteriyemili hastalardan izole edilen 101 E. faecium ve 164 E. faecalis kokeni ile
yapilan ¢alismada E. faecalis kokenlerinin %32’sinde, E. faecium kokenlerinin
%59,4’tinde YDGD tespit edilmistir. PZR ile aac (6°)-le-aph (2’)-1a geni agisindan
tim 52 YDGD’ye sahip E. faecalis kokeni ve 60 YDGD E. faecium kokeninin 48
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tanesi pozitif olarak bulunmustur. YDGD’ye sahip E. faecium kokenlerinin 12 tanesi
ise aph(2’’)-Ib geni agisindan pozitif olarak tespit edilmistir (166). Japonya'da bir
tiniversite hastanesinde elde edilen 279 enterokok kdokeni ile yapilan calismada
aac(6’)-1le-aph(2”’)-1b geni E. faecium’lara (% 4,3) gore E. faecalis (% 42,5)
suslarinda daha fazla oldugu bulunmustur. Aph (2’)-Ic geni ise higbir enterokok
kokeninde tespit edilmemistir (167). Tsai ve ark. (168) 118 enterokok kokeni ile
yaptiklar1 ¢alismada 108 yiiksek diizey gentamisin direngli kokenin 17 tanesini
aph(2’’)-1d geni agisindan PZR ile pozitif olarak bulmuslardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada klinik orneklerden izole edilen Enterococcus spp. tiirlerinde
vankomisin ve YDAD’nin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastirilmasi

amaclanmgtir.

MKU  Saghk Uygulama ve Arastirma Hastanesi  Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda Ocak 2008-Agustos 2011 tarihleri arasinda izole edilen 100
Enterococcus spp. kokeni galismaya dahil edilmis olup kokenlerin %52’sinin idrar,
%30’unun yara, %14’iiniin kan, %2’sinin abse, %2’sinin periton sivist 6rneklerinden
izole edildigi tespit edilmistir. Izole edilen Enterococcus kokenlerinin %58’inin
E. faecalis, %38’inin E. faecium, %3’iintin E. avium, %1’inin E. gallinorum oldugu

saptanmustir.

Beta laktamaz {iretimi nitrosefin diskleri (Becton Dickinson, ABD) ile
arastirtlmistir. Calismamizda kokenlerin beta laktamaz iiretmedigi saptanmustir.
Ulkemizde ve diger iilkelerde yapilan galismalarda da beta laktamaz iiretimi

enterokoklarda %0-60 arasimdadir.

Klinik 6rneklerden izole edilen Enterococcus spp. kokenlerinin antibiyotik
duyarhiliklart Vitek 2 otomatize sistemi (BioMerieux, Fransa) ile belirlenmistir.
Calismamizdaki kokenlerin en duyarli oldugu antibiyotiklerin sirasiyla teikoplanin
(%94), linezolid (%91), vankomisin (%90), ampisilin (%70), penisilin (%70) ve
nitrofurantoin (%65) oldugu tespit edilmis olup bu oran iilkemizde yapilan diger
calismalarla benzer diizeydedir. E. faecium koékenleri nitrofurantoin, ampisilin ve
penisiline diger kokenlerden daha direngli (p<0,001), tetrasikline ise diger
kokenlerden daha duyarli (p<<0,001) bulunmustur. Otomatize sistem ile sekiz tane E.
faecium, iki tane E. faecalis olmak iizere on koken vankomisine direngli

bulunmustur. Otomatize sistem ile vankomisine kars1 kokenlerdeki MIK aralig1 <0,5-
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>32 ug/ml bulunmustur. Bu yéntemde vankomisine kars1 elde edilen MiKso degeri 1,
MiKgy degeri ise 4 olarak bulunmus olup bu degerlerin duyarlilik smirlar1 iginde

kaldig tespit edilmistir.

Calismamizda kokenlerin vankomisin duyarliliklar1 ayrica E-test yontemiyle
aragtirilmugtir. E-test yontemi ile vankomisine karsi kokenlerdeki MIK araligi
0,5- 256 pg/ml bulunmustur. Bu yontemde vankomisine karsi elde edilen MiKsg
degeri 1,5, MiKgo degeri ise 3 olarak bulunmus olup bu degerlerin duyarlilik smirlart
icinde kaldig1 tespit edilmistir. E-test yontemiyle bes E. faecium kokeninde
vankomisin direnci saptanmistir. Otomatize sistem ile on kokende vankomisin
direnci tespit edilirken E-test yontemiyle bunlarin besinde direng saptanmasi,
vankomisin direnci bulunan koékenlerin E-test yontemiyle dogrulanmasi gerektigini

ortaya koymustur.

PZR yontemiyle kokenler Van A, Van B, Van C geni agisindan
degerlendirilmistir. Van A geni igeren 5 (%5) koken tespit edilmis olup Van B ve
Van C geni igeren koken tespit edilmemistir. Van A geni iceren kokenlerin hepsinin

E. faecium oldugu belirlenmistir.

Calismamizda kokenlerin yiiksek diizey aminoglikozid direngleri disk diflizyon
yontemi kullanilarak 120 pg gentamisin ve 300 pg streptomisin diskleriyle
incelenmistir. YDGD kokenlerin  %40’inda, YDSD ise kokenlerin %63 {inde
saptanmistir. 'YDS ve YDG direnci bakimindan tiirler arasinda farklilik
bulunmamistir. YDGD genleri PZR yontemiyle incelenmistir. Kokenlerin 58
(%58)’inde diger ¢alismalarda en fazla saptanan aac(6’)-le-aph(2’’)-1a geni tespit
edilirken higbir kdkenin aph(2”’)-1b, aph(2’’)-1c ve aph(2’’)-1d genlerini tasimadigi
bulunmustur. Aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a geni iceren kdkenlerde YDSD ve YDGD daha

fazla oranda bulunmustur (p<0,001).

Son yillarda artan siklikta infeksiyonlara neden olan enterokok kdkenlerinin
ortaya ¢ikisi infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotikleri énemli Olgiide
kisitlamistir. Enterokok tiirleri glikopeptidlere de direng gelistirmeleri nedeniyle
onemli nozokomiyal patojenler arasina girmistir. Yine de glikopeptidler,

enterokoklara karsi en etkili ajanlardir. Ancak gereksiz kullanilmalar1 glikopeptid
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direncli enterokok sikliginin artmasina ve tedavide ¢ikmaza yol acacaktir. Enterokok
infeksiyonlarinin tedavisinde karsilagilan diger problem YDAD’dir. YDAD’li
enterokoklarda beta laktam-aminoglikozid kombinasyonunun sinerjistik bakterisidal
etkisi ortadan kalktig1 i¢in tedavi se¢enekleri kisitlanmaktadir. Bu kokenlerde diger

antibiyotiklere de diren¢ daha fazla goriiliir.

Bu sebeplerle enterokoklarin dogru tanimlanmasi, antimikrobiyallere direng
durumlarinin zamaninda belirlenmesi, her zamankinden farkli bir diren¢ durumunun

ve direng mekanizmalarinin ortaya konulmasi énemlidir.
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