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OZET

Bilen S, Cesitli Klinik Orneklerden izole Edilen Vankomisine Direcli Enteokok Suslarinn
Fenotipik ve Genotipik Degerlendirilmesi, Van Yiiziincii Yil Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Tip Program, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019.
Calismada cesitli klinik 6rneklerinden elde edilen Vankomisine direngli Enterokok suslarinda (VRE)
fenotipik olarak vankomisin ve teikoplanin direnci belirlenmis ve genotipik yontemlerle VanA, VanB ve
VanC varligi arastirilmigtir. Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda 2015-2018 yillar1 arasinda c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen Vankomisine direncli
30 Enterococ spp. (VRE) susu calismaya dahil edilmistir. Suslarin identifikasyonu ve antibiyotik
direnglerinin belirlenmesi i¢in otomatize sistem kullanilmigtir. Vankomisine ve teikoplanin direnci
gradient test yontemi ile belirlenmistir. Direng genleri, uygun primerler kullanilarak in-house PCR
yontemi ile arastirilmistir. Identifikasyon tesleri sonucunda suslarm 29°u E. faecium, bir tanesi E. faecalis
olarak tamimlanmistir. Otomatize identifikasyon sistemi ile suslarin tiimii vankomisin ve teikoplanine
kars1 direngli bulunurken gradient test yontemi izolatlarin ii¢ tanesi duyarli olarak bulunmustur. Bu ii¢
susta molekiiler yontemle VanA, VanB ve VanC’nin higbirisine rastlanmamistir. Molekiiler yontemle 27
susta VanA, bir susta VanB geni saptamirken higbir susta VanC genine rastlanmamistir. Enterokok
izolatlarinda vankomisin direncinin tespitinde Gradient test ve molekiiler yontemle direng gen tespitinin
%100 uyumlu oldugu goriilmiistiir. Klinik mikrobiyoloji laboratuarinda enterokok izolatlarinin
glikopeptit direncinin saptanmasinda Gradient test yontemi ¢ok Onemli bir tarama testi olarak
kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Vankomisine direngli Enterokok, Gradient test, VanA, VanB ve VanC.



ABSTRACT

Bilen S, Phenotypic and Genotypic Evaluation of Vancomycin-Resistant Enerococcal Strains
Isolated from Various Clinical Specimens, Van Yuzuncu Yil University, Institute of Health
Sciences, Medical Department of Microbiology, Medical Program, M.Sc. Thesis, Van, 2019. In this
study, vancomycin and teicoplanin resistance were determined phenotypically in Vancomycin resistant
Enterococcus strains (VRE) obtained from various clinical samples and VanA, VanB and VanC were
investigated by genotypic methods. 30 Vancomycin-resistant Enterococ spp. Strains isolated from various
clinical specimens at Van Yuzuncu Yil University Faculty of Medicine Hospital Microbiology
Laboratory between 2015 and 2018. (VRE) strain was included in the study. Automated system was used
for identification of strains and determination of antibiotic resistance. Vancomycin and teicoplanin
resistance were determined by gradient test method. Resistance genes were investigated by in-house PCR
using appropriate primers. As a result of identification tests, 29 strains were identified as E. faecium and
one as E. faecalis. While all strains were resistant to vancomycin and teicoplanin by the automated
identification system, three of the isolates with gradient test method were found to be sensitive. Molecular
method of these three strains VanA, VanB and VanC. It has not been demonstrated. While VanA gene
was detected in 27 strains and VanB gene was detected in one strain, VanC gene was not detected in any
strain. Resistance gene detection by Gradient test and molecular method was found to be 100%
compatible with vancomycin resistance in enterococci isolates. Gradient test method can be used as an
important screening test in the determination of glycopeptide resistance of enterococcal isolates in clinical
microbiology laboratory.

Anahtar kelimeler: Vancomycin resistant Enterococci, Gradient test, VanA, VanB and VanC.

VI



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY ..o Hata! Yer isareti tanimlanmamus.
ETIK BEYAN....co oottt Hata! Yer isareti tanimlanmamis.
TESEKKUR.....ocooiiiitiiiieiiiiteetete ettt ettt sttt et s s s snneaas v
OZET oottt \%
ABSTRACT .ttt ettt ettt ehe et e b et et e nae e e be e rneeree s \4
ICINDEKILER ......oouiuitiiiiiiecieteieieccee ettt ettt st Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR ......ccoeitiiiiiieteeteeeee ettt IX
SEKILLER LISTEST ....cotiiititicceeee ettt en st en st n e X
TABLOLAR LISTEST....couitiiiiiiiiiiiiieiisii et Xl
L GIRIS 1ottt ettt ettt eaas 1
2. GENEL BILGILER .......ccviiiiiiiiiiiiniiiessissitt et 3
2.1. ENteroKOKIarim taringesi . o...eiveeueiieiieii et 3
2.2, SINHTANAIIMA. .. et 4
2.3. Enterococcus cinsi igerisinde yer alan tiirler ve 6zellikleri ..............ccoccoovvvnnnne. 5
P o T (=T 0 010 o S SPRSPRS 8
2.5. Mikrobiyolojik ve killtiir ZellKIeri:........ccooiiiiiiiiiee 9
2.6. Biyokimyasal GZEIHKIETT ........c.ooviiiiiiiiiicc s 11
2.7. KIinik bulgu ve DeliFtHer.........c.ooiiieee e 12
2.8. ANtiMIKrobiyal Qireng .......ccovveieiiiiiieieieee e 14
2.9 TRUAAVI....vieiieeiiete e 24
2.10. KOruma Ve KONIOl .........ccoooviiiciiiicces e 27
3. GEREC VE YONTEM .....cociieiiieieieieteee e te ettt as st eseasaessasssssseseseses 29
3.1. Kullanilan alet ve gerecler ... 29
3.2. Hasta 6rneklerinde VRE suslarinin izole edilmesi ..........ccccoeeviiiiiiiiciiecinn, 30
3.3. Gradient testi ile vankomisin ve teikoplanin direnci saptanmasit...................... 31
3.4. Molekiiler yontemle direng genlerinin teSPIth..........covvrerieriieiienenese s 31
3.5, IStAtiStiK YONIEM .....vviveviecviceeiictc et 34
3.6. CalISIMA ONAYTL.....eietiiiiiieiie ettt ettt b et b e sae e e beesneeenee s 34
4. BULGULAR . ...ttt sttt be e s e et et e e nbeeebeesreeantee s 35
4.1. Suslarin Genel OZellKIETi .........cvvvveverreeeeeeeeeeeeeeeees s s s s s s s s s s s s s s enans 35

VI



4.2. Enterokok Suslarinin Otomatize Sistemle Antibiyotik Duyarliliklart .............. 35

4.3. Vankomisin ve Teikoplanin Gradient Testi Sonuglart..........cccccevviiniiiniennnnne 39
4.4. Direng Genlerinin Dagilimi ......cc.ooiivviiiiiiiiiiiiii i 40
5. TARTISMA VE SONUC ......cuiiiiiiiiiiiee ittt sisre e anbrn e e snnneeee e 44
KAYNAKLAR Lt a e e et e e e e s nabe e e e e aareee s 50
OZGECMIS .ottt ettt ettt s sttt en et s s nneens 56
EILER ...ttt bbbttt re et b e renae e 57
Ek 1. Etik Kurul Onay BelgesSi.........cccviieiiiiiiieie st 57
Ek 2. Tez Orjinallik RAPOIU........ccooiviiiiiiiiiiiccee e 58

VIl



ABD
AIDS
ARA
ARG
CDC
CLsSI
DNA
EUCAST
FDA
HICPAC
HIV
LAP
LAPase
LTA
MAN
MiK
MGP
MRSA
NaCl
PBP
PCR
PYR
PYU
RAF
RNA
SOR
TEL
TMP-SMZ
USA
VRE
VREF

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Amerika Birlesik Devletleri

: Sendromu Edinsel immiin Yetmezlik

: Arabinoz

> Arjinin

: Centers for Disease Control and Prevention
: Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
: Deoksiribo Niikleik Asit

. Avrupa Antibiyotik Duyarlilik Test Komitesi
: Food and Drug Administration

:Hospital Infection Control Practices Advisory Committee
: Human Immunodeficiency Virus

: Losin- B-naftilamid

: Losin Ainopeptidaz

: Lipoteikoik Asitlerin

: Mannitol

: Minumum Inhibitér Konsantrasyon

: Metil o d-glikopiranozid

- Metisilin Rezistans Staphylococcus aureus
: Sodyum Kilortir

: Beta Laktam Direnci

: Polimerize Zincir Reaksiyonu

: L-prolidonil- B-naftilamid

. Pirtivat

- Rafinoz

- Ribo Niikleik Asit

: Sorboz

- Telltirit

: Trimethoprim- Sulfometoksazol

- United States of America

: Vankomisin Rezistans Enterococci

: Vankomisin Rezistans E. faecium



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Enterokok tiirleri identifikasyon Semasi. .........ccccovvviriiiiiiiiie e 7
Sekil 2. E. faecalis“in hiicre duvarindaki polimerlerinin sematik gorintiisii................. 10
Sekil 3. Kanli agarda enterokok kolonilerinin goriniimil ...........cccoceevevivirienininneennnn, 11
Sekil 4. VanRS 2-component regulatory SYStem ..........ccoovvirieieieneieseseseseseeeeeees 20
Sekil 5. VanA-type glycopeptide reSiStanCe.........coviveveeieieesie e 21
Sekil 6. Enterokok izolatlarinin elde edildigi klinik 6rneklerin dagilimi....................... 35
Sekil 7. Otomatize sistemle tiim antibiyotiklere direng oranlart ............ccooeevvrivvieennnn 38
Sekil 8. Gradient testi ile Vankomisin ve Teikoplanine duyarli suslar ................coc..... 39
Sekil 9. Gradient testi ile Vankomisin ve Teikoplanine direncli suslara 6rnekler ......... 40
Sekil 10. PCR yontemi ile direng genlerinin jel gOTUNtUST ...ocvvvevvierveriiiiiieiieeiieeiee 42
Sekil 11. PCR yontemi ile direng genlerinin jel gOrintisii.........coooovevvviveiieninineneennnn, 42



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1. Enterokoklarin Stniflandirtlmast.........cooieriiiiineiiiiccceses e 4
Tablo 2. Enterococcus cinsi igerisinde yer alan tlrler. .........ccoccvoveviveieiiesiese e 4
Tablo 3. Enterokok tiirlerinin biyokimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilmast.......... 11
Tablo 4. VRE tiirlerindeki 6 farkli fenotipin tanimlanmast .............cccceveriiivniiiciennenn 19
Tablo 5. Calismada kullanilan primerler.........ccocoveiiiieiiereiiiese e 33
Tablo 6. Otomatize sistemle vankomisin ve teikoplanin duyarlilik test sonuglari ........ 36
Tablo 7. Otomatize sistemle diger antibiyotiklere direng durumlari ...........ccocceovevennene 37
Tablo 8. Otomatize sistemle tiim antibiyotiklere direng oranlari...........cc.ccocvvvivrvennnn. 38
Tablo 9. Vankomisin ve teikoplanin i¢in gradient testi Sonuglart..........cc.ccoevrviveveennn 39
Tablo 10. Direng genlerinin dagilimi......cc.cccveieiieienienenisisieseee e 41
Tablo 11. Yontemlerin birbirleriyle karsilastirtlmast........ccoocvevvereicieieeresieseene e 43
Tablo 12. Tirkiye’de yapilan bazi ¢alismalarda direng genleri..........cccovvrveenvenennnnnnn, 47

Xl



1. GIRIS

Enterokoklar, insan ve hayvanlarin barsak yollarinin, safra yollarinin, agiz ve
bazen de ozellikle perinal derinin normal elemani olarak bulunmakla beraber dogada
(toprak, su, yiyecek gibi.) cok yaygin olarak bulunmaktadir. Bununla birlikte bakteri-
yemi, endokardit, yara ve doku infeksiyonlari, safra kesesi enfeksiyonlari, menenjit,
nozokomiyal pnomoni ve cogunlukla iriner sistemi infeksiyonlari gibi ¢esitli
hastaliklara neden olabilirler. Enerokok tiireri arasinda enfeksiyon etkeni olarak %80-90
oranlarinda Enterococcus faecalis sorumlu tutulutken, %5-10 oranlarinda sorumlu
tutulan ikincil etken ise Enterococcus faecium’dur. Enterokoklar, nadiren endokardite
sebep olan mikroorganizma grubunda yer alir ayrica nozokomiyal enfeksiyonlarin ise 2.
ya da 3. siklikta neden oldugu mikroorganizmalardir. Giiniimiize kadar Enterokoklar
diisik virulanst olan mikroorganizmalar olarak bilinmekteydi fakat yapilan
epidemiyolojik caligmalar sonucunda bu organizmalarin hastane ortaminda yayildigini,
multipli antibiyotik direng mekanizmalar1 nedeni ile ¢ok ciddi ve sorunlu Gram-pozitif
bakteriler grubu arasinda yer almasi gerektigi belirlenmistir. Vankomisin direng geni
tastyan enterokokler (VRE) ve diger enterokok tiirleri yasadigimiz dogal ortamlarda cok
uzun siireli olarak bulunmakta bununla paralel olarak VRE enfekte bir hastanin yattig
odadan, hastanin temas ettigi materyallerden, malzemelerden, bir hastadan digerine
dogrudan bulas, enfekte olmamig fakat kolonisayonun saglandigi saglik personelinin
elleriyle ya da kontamine tibbi cihazlar ile dagilim gegeklesmektedir. Genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi, uzun siireli olarak hastane yatisi, cerrahi islem, transplantasyon
(organ nakli) ve altta yatan hastaligin énemi VRE enfeksiyonu igin cok ciddi risk
faktorleridir (Courvalin ve ark., 1995; Basustaoglu ve Aydogan, 2002; Afsar ve ark.
2012; Celebi, 2015).

Enterokoklarin  hastane enfeksiyonu olarak bilinmesinin ve hastne
enfeksiyonlarinin tedavsinde dnemli bir sorun olmasinin nedeni ve son zamanlarda
birden fazla antibiyotige dire¢ gosteren enterokokal enfeksiyonlarin sayica artisidir.
Enterokoklar sahip olduklar1 mobil genetik elemanlar(plazmid ve transpozonlar) ve
mutasyonlarlar  nedeniyle ¢oklu antibiyotik direng¢ genlerini tagimakta ve
aktarmaktadirlar. Enterokok tiirlerinin ¢oklu enfeksiyonlara sebep olmasi dogal olarak

yillar igerisinde klinik 6nem kazanmasina neden olmustur. Enterokoklar bircok



antibiyotige (sefalosporinler, makrolidler gibi.) gosterdikleri dogal direng, penisilinlere
azalmis duyarhiliklari, zorlu ve kotii ¢evre kosullarna ragmen canli kalabilme
potansiyeli, 6zellikle glikopeptitlere (vankomisin, teikoplanin) karsi kazandiklar1 direg
mekanizmalar1 nedeniyle diinya genelinde Onemi artan mikroorganizma grubu
icerisinde yerini almustir.(Arthur ve Courvalin, 1993; Facklam ve Teixeria, 1998;
Berzeg, 2005)

Bugiine kadar bilinen glikopeptid direng genleri alt1 fenotip olarak saptanmuis, bu
fenotipler sirasi ile VanA-E ve VanG olarak isimlendirilmistir. Bunlar arasinda en fazla
gozlenen fenotipler VanA, VanB ve VanC olarak saptanmistir. Enterokoklarin
glikopeptit grubu antibiyotik direnci nedeniyle, ¢esitli risk faktorleri, direncin
saptanmasi, test uygulamalari, tarama yontemleri ve alinacak Onlemler ¢ok iyi
bilinmelidir. Calismada, Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
laboratuvarinda ¢esitli klinik orneklerinden elde edilen Vankomisine direngli oldugu
belirlenen 30 adet Enterococ spp. susunun fenotipik ve genotipik yontemlerle VanA ve

VanB varlig1 aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterokoklarin tarihgesi

1800’1 yillarin sonuna dogru Thiercelin “insan gaitasinda kisa zincirler veya
ciftler halinde goriilen bakterileri” Enterokok olarak tanimlamis ve ilk isimlendirmeyi
yapmustir. Thiercelin’in enterokok tanimindan sonra Alexander Gordon ve S.houston,
hayvan gaitasinda, lagim suyunda cok miktrada fekal streptokok bulundugunu
bildirmiglerdir. 1900°li yillarda F.W.Andrews ve T.J.Horder hem gaita kokenli
mikroorganizmalar1 tanimlamak hemde laktozu ve mannitolu fermente eden fakat
raffinozu fermente etmeyen mikroorganizmalari tanimlamak igin ‘Streptococcus
faecalis’ tir ismini kullanilmigtir.1900°1G  yillarin  devaminda Jensen, farkli
fermantasyon ozellikleri olan diger bir fekal bakteri cinsi saptamis, bu bakteri
Streptococcus faecium olarak adlandirilmistir.  1930’larda  Lancefieldin  yaptigi
isimlendirme c¢alismalarinda enterokok grubu bakteriler D grubu streptokoklar
igerisinde tanimlanmis ve enterokok grubu bakterileri ilk defa isimlendiren Kkisi
Sherman olmustur. Sherman hemoliz, {ireme derecesi ve Ozellikleri, biyokimyasal
ozellikleri ve antijen yapilarina gore, piyojen, laktik, viridansstreptokoklar ve
enterokoklar olarak 4 gruba aymrmustir. Lancefield tarafindan hiicre duvari antijen
yapisina gore D-grubu streptokoklar icinde gosterilen enterokoklarin, D-grubu
streptokoklardan farkli oldugu kabul edilmisltir.(Facklam 2002)

1900°1i  yillarin  sonuna dogru S.faecalis ve S.faecium tiirlerinin diger
streptokoklardan farkli olduklarini enterokok grubu igerisinde enterococus cinsi olarak
bulunmasi gerektigini diisiinerek bu cinsi Streptococcus cinsinden ayiran bilim insanlari
K.H. Schleifer ve R. Klipper-Baltz olmusur. Enteroccus cinsinin yeni bir cins oldugunu
belirleme siirecinde iki tiir arasindaki genetik uzakligin bulunmasi icin hibridizasyon
caligmalar1 yapilmig, yavas evrimlesme Ozelliginden dolayr 16S rRNA filogenisine
bakilmis ve total hiicre protein analizleri yapilmistir. Cesitli metotlar kullanilarak
yapilan ¢alismalarda Enteroccus cinsinin yeni cins oldugu enterokok cinsi igerisinde en
az 34 tiir bulundugu gosterilmistir (Ural, 1998; Akan, 2004; Fisher ve Phillips, 2009).



2.2. Smiflandirma

Schleifer ve Kilppper tarafindan yapilan caligmalar sonucu Enterococcus

cinsinin tanimlanmasindan sonra giiniimiize kadar 34 enterococcus tiirii saptanmistir

(Tablo 1 ve 2).

Tablo 1. Enterokoklarin Siniflandirilmasi (Akgimen, 2010).

Kingdom Bacteria
Division Firmicutes

Class Bacilli

Order Lactobacillales
Family Enterococcaceae
Genus Enterococcus

Tablo 2. Enterococcus cinsi igerisinde yer alan tiirler (Billstrom, 2008).

Enterococcus aquimarinus
Enterococcus asini
Enterococcus avium
Enterococcus caccae
Enterococcus canintestini
Enterococcus canis
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus cecorum
Enterococcus columbae
Enterococcus devriesei
Enterococcus dispar

Enterococcus durans

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus gallinorum
Enterococcus gilvus
Enterococcus haemoperoxidus
Enterococcus hermanniensis
Enterococcus hirae
Enterococcus italicus
Enterococcus malodoratus
Enterococcus moraviensis

Enterococcus mundtii

Enterococcus pallens
Enterococcus phoeniculicola
Enterococcus pseudoavium
Enterococcus raffinosus
Enterococcus ratti
Enterococcus saccharolyticus
Enterococcus silesiacus
Enterococcus sulfureus
Enterococcus termitis
Enterococcus thailandicus

Enterococcus villorum

Enterokok tiirleri farkli 6zelliklerine gore bes grup altinda toplanmistir. Bu
ozellikler; sorbozun ve mannitolun bulundugu sivi besiyerinde asit iiretebilmeleri ayni

zamanda arjinini hidroliz edebilmeleridir.



Grup I: Bu grup igerisinde bulunan tirler E pallens, E. raffinosus, E.
pseudoavium, E. saccharolyticus, E. malodoratus E. Gilvus E. Avium’dur. Bu grupta
bulunan tiirler arginini hidroliz etmezler fakat mannitollii ve sorbozlu besiyerinde asit
tiretebilirler (Ak¢imen, 2010).

Grup IlI: Bu grup igerisinde bulunan tiirler E. faecalis, E. faecium, E.mundtii
E.casseliflavus, E. haemoperoxidus, ve E. Gallinorum’dur. Bu grupta bulunan tiirler
mannitolden asit iiretebilir, arginini hidroliz edebilir ancak sorbozdan asit yapamazlar
(Ak¢imen, 2010).

Grup Il1: E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve E.faecalis ile E.
faecium’un mannitol negatif varyantlart bu grupta bulunur. Bu gruptaki tiirler D antijeni
icermez, arginini hidrolize ederler, fakat mannitol, sorboz ve sorbitol iceren sivi

besiyerlerinin hi¢birisinde asit olusturmazlar (Ak¢imen, 2010).

Grup 1V: E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E. cecorum bu grupta
bulunmaktadir. Bu gruptaki tiirler mannitol ve sorboz igeren sivi besiyerlerinde asit
olusturmaz ve arginini hidrolize etmezler. Sorbitol iceren sivi besiyerinde ise E.

cecorum asit olustururken, E.sulfureus asit olusturmaz ( Ak¢imen, 2010).

Grup V: E. columbae, E. canis, E. moraviensis, E. italicus bu grupta bulunur.
Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize etmezler, mannitollii sivi besiyerinde asit
olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii sivi besiyerinde degisken

reaksiyon verirler ( Akgimen, 2010).

2.3. Enterococcus cinsi icerisinde yer alan tiirler ve ozellikleri

E. faecium: Yiyecek, sebze ve yemlerden de izole edilmistir. Insan ve sigirlarin
barsak florasinda bulunmaktadir. E. faecium’un antibiyotiklere direng potansiyeli diger
tirlerden daha fazladir. %6,5’luk NaCl ve 9,6 gibi yiiksek pH da iireme ozelligine
sahiptir. Alfa hemolitiktir (Berzeg, 2005; Karagoz, 2005; Sayiner, 2008).

E. faecalis: Agiz, hepatobiliyer (karaciger, safra kesesi, dalak, pankreas) sistem
ve vajinadan izole edilmistir. Barsak florasinda ve ¢esitli hayvanlarda da bulunmaktadir.

Yara, periton sivisi, ayrica endokarditli ve bakteriyemili hastalarin kan kiiltiirlerinden



izole edilebilmektedir. insan kaynakli enfeksiyonlarin en sik sorumlu tutulan tiiriidiir ve
iriner sistem enfeksiyonu yapmaktadir. % 6,5’luk NaCl ve pH 9,6 da lireme 6zelligine
sahiptir. Beta hemolitiktir (Karag6z, 2005; Sayiner, 2008).

E. durans: Siit ve kuru gidalardan izole edilmektedir. insan ve hayvanlarin
barsak ve iiriner sistem floralarindan nadir de olsa izole edilmektedir. %6,5 NaCl ve pH
9,6 da tiremektedir fakat 50°C de lireyememektedir. Alfa hemolitiktir (Karagoz, 2005;
Sayiner, 2008).

E. avium: Kus, tavuk, kdopek gibi hayvanlardan izole edilmistir. Insan barsak
florasinin bir dyesidir. Apendisit, otit ve beyin apselerinden izole edilmistir. %6,5’luk
NaCl varliginda tireme 6zelligi gostermesi ¢cok zordur. H2S {iretir ve pigment yapmaz.

Alfa hemolitiktir (Karagoz, 2005; Sayimer, 2008).

E. casseliflavus: Bitkilerde ve toprakta bulunur. Firsat¢i insan patojenidir.
Vankomisine direnglidir. Hareketkidir. E.casseliflavus % 6,5 NaCl ve pH 9,6 da iireme
Ozelligine sahiptir ayrica besiyerinde sari piment olusturmaktadir (Karagoz, 2005;

Sayiner, 2008).

E. gallinorum: Insanda Hemodiyalizli bir hastadan izole edilmistir. Evcil
kuslarin dogal barsak florasinda bulunur. Vankomisine direnglidir. Hareketlidir pigment
olusumu gézlenmez. Koyun kanli agarda nonhemolitiktir. At kanli agarda beta hemoliz
yapabilir E.gallinorum, % 6,5 NaCl ve pH 9,6 da iireme 6zelligine sahiptir (Karagoz,
2005; Sayner, 2008).

E. hirae: Domuz ve tavuklarda bulunur. 10-45°C araliginda, % 6,5 NaCl ve pH
9,6 da tireme 6zelligine sahiptir. Hemoliz yapmaz (Karagéz, 2005; Sayner, 2008).
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2.4. Epidemiyoloji

Insan ve hayvanlarm gastrointestinal floarsinin dogal iiyesi olan Enterokoklar
ayni zamanda uzun siire canli kalabilme yetegine sahiptir bu yiizden dogada yaygin
olarak bulunmaktadir. Cok az miktarda agiz, vajinal sekresyonlar, deride (6zellikle
perineal deride) bulunabilirler. Bu mikrrorganizmalar gastrointestinal sistemin dogal
tiyesi oldugu icin toplumda veya hastanelerde etkenin kaynaginin hastanin kendi florasi
oldugu yani endojen kokenli olduguna dair goriisler 6ne striilmiistiir. Fakat bircok
antibiyotige kars1 diren¢ gosteren VRE’lerin sayica artisi, bu artisin nedeni tanimlama,
goriilme sikligint arastirma, VRE kontrol altinda tutmak i¢in epidemiyolojik ¢alisamalar
yapilmistir. Yapilan bu epidemiyolojik c¢alismalara goére bu mikroorganizmalarin
nozokomiyal olarak yayildigi saptanmistir. Kotii ¢evre kosullarinda bile {ireme ve canli
kalabilme yetenegine sahip olan enterokoklar hastane de bulunan biitiin cansiz esyalar
(termometre, komidin, stetoskop, yatak, masa, kapi kolu, yatak, gibi) iizerinde
cogalmaya devam edebilir bununla birlikte bir hastadan digerine bulasarak, hastane
personelinin temas: veya kontamine tibbi cihazlar ile hastadan hastaya tasinarak
nozokomiyal salginlarina neden oldugu gibi bunlar 6nemli VRE rezervuarlaridir
(Livornese ve ark., 1992; Wilke ve ark,. 2002; Moellering, 2005).

Birlesik Devletlerde hastane baglantili enterokok infeksiyonlari iki farkli dalga
halinde ortaya ¢ikmistir. Ik dalga 1970’lerin sonunda Ugiincii kusak sefalosporinler ile
baglantili olarak baglamistir. Bu donemde klinik enterokok izolatlarinin% 90-95'ini
Enterococcus faecalis olusturmustur. Ikinci dalga ise Enterococcus faecium’ un neden
oldugu ¢ok daha fazla siklikla vankomisin ve ampisiline direngli E. faecalis’ tir. Bu
dalga Amerika Birlesik Devletleri’ndeki hastanelerde 1990’11 yillarin basindan bu yana
istikrarli bir bigimde ilerlemekle birlikte, vankomisin ve genis spektrumlu antibiyotikler
kullaniminin artmast sonucunda diinyanin diger bdlgelerinde de goriilmektedir

(Willems ve Van Schaik, 2009).

VRE’nin populasyonu agisindan ABD ile Avrupa kitasi arasinda ciddi
farkliliklar bulunmaktadir. ABD’de VRE kolonizasyonunun nozokomiyal bir problem
olarak goriilmemesinin sebebi hastane ortami disinda siklikla goriilmemesidir. Avrupa

iilkelerinde ise hayvanlar ve kanalizasyon VRE rezevuarina sebep olmustur. Avrupa



kitas1 ve ABD arsindaki bu ciddi farkliligin nedeni hizla yayilimu itibari ile biiyiimeyi
gelisimi hizlandiran ayni1 zamanda glikopeptit antibiyotik olarak bilinen avoparsinin
Avrupa’da hayvan yemlerinde kullanilmasi ile ilintili oldugu distiniilmektedir (Murray,
1995).

Avoparsin ABD’de hayvan yemi olarak tanimlanmadigi i¢in kullanilmamuistir.
Yiiriitiilen epidemiyolojik caligmalar sonucunda ABD’de avoparsin kullanilmadigindan
ciftlik hayvanlarinda VRE bulunmamstir. Diinya genelinde Ingiltere ve Fransa’dan
VRE izolatlar1 bildirilmistir (Uttley ve ark., 1988). Tiirkiye’ deki ilk VRE vakasi 1998
yilinda Antalya’ da Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden bildirilmistir. Tk
vakanin Van A geni tasiyan E. faecium susu oldugu tespit edilmistir (Vural ve ark.,
1988).

2.5. Mikrobiyolojik ve Kiiltiir 6zellikleri:

Enterokoklarin hiicre duvar yapisi %40 oraninda peptidoglikandan, teikoik
(ribitol) asitten ve polisakkaritten (ramnoz) olusmaktadir. Enterokoklar yaklasik olarak
%80 oraninda D grubu antiserumlarla kiimelesme gosterir. Antiserumun kalitesi bu
orani degistrebilir. Lancefield’in yapmis oldugu smifalandirmada streptokoklar hiicre
duvarinda oranca fazla Dbulunan karbonhidratlarina gore smiflandirilirken,
enterokoklarin igerisinde bulundugu “D” grubunu lipoteikoik asitlerin antijenik
yapilarina gore smiflandirmistir. Tiim enterokoklarda ve Pediococcus, Vagococcus
Leuconostoc, Streptococcus bovis kompleks’te Streptokokal grup-D antijenleri

saptanmigtir (Fisher ve Phillips, 2009).

Enterokoklar ve gram pozitif bakterilerin hiicre duvar yapilar1 genel olarak
benzerdir. Gram pozitif bakteri olan E. faecalis’in hiicre duvar yapisi ve fonksiyonlari

Sekil 2.de Sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2. E. faecalis“in hiicre duvarindaki polimerlerinin Sematik goriintiisii (Akgimen,
2010)

Enterococlar fakiiltatif anaerob 0.5-1 mikrometre ¢apinda, ikiserli diplokok ya
da kisa zincirler sekinde goriilebilen pnomokok goriintiisiine sahip, eskiilini hidroliz
edebilen gram pozitif koklardir. Optimal tireme 1silar1 10-45 C arasinda degiskenlik
gosterebilir. PH 9.6 bazik ortaminda, en iyi lireme 1silart 35°C*dir. Enterecoccus
gallinarum ve Enterecoccus casseliflavus disindaki tiim enterokok tiirleri hareketsizdir.
Katalaz testleri negatiftir. Bazen zayif bir alfa hemoliz meydana getirebilirler.
Enterokoklar direngli bakterilerdir. 60 °C’ye 30 dakika dayaniklidir. Genellikle
nonhemolitiklerdir. E. faecalis ve E. durans tiirleri kan igeren besiyerinde beta hemoliz
olusturabilirler. E. faecalis insan ve at kan1 bulunan agarda B-hemolitiktir fakat koyun
kanli agarda nonhemolitiktir. E. faecium ise alfa hemoliz yapar. PYR (L-
pyronidonylbetanaphthylamide) pozitiftir. Tim suslarinda 16sin  aminopeptidaz
(LAPase) aktivitesi goriiliir. Enterokoklar kanli agarda gri renkli, parlak ve bugulu
koloniler olusturular (Facklam ve Sahm, 1995; Bilgehan, 2002; Koneman ve ark., 2005
; Teiexeria ve ark., 2009).



Sekil 3. Kanli agarda enterokok kolonilerinin goriiniimii

2.6. Biyokimyasal ozellikleri

Enterokok tiirleri karbonhidrat igeren buyyonlarda asit tiretmeler, bununla
birlikte arjinini hidrolize etmeleri,% 0.04 telliiriti tolere edebilmeleri, piriivati metabolik
yollarinda kullanmalari, metil o dglikopiranozid (MPG)’den asit iiretmeleri ve
hareketlilik ozellikleri ile farklilik gosterirler. Biyokimyasal ozelliklerine gore
Enterokok tiirlerinin siniflandirilmasi tablo 3’de verilmistir (Lehman ve ark., 2011).

Tablo 3. Enterokok tiirlerinin biyokimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilmasi

Enterokok tiirii §
$ % £ ¢ @ 2 2 & B
b %) < 04 = < o = =
E. faecalis + - - - * + + . _
E. faecium + - + \V/ - + - - -
E. durans - - - - - + . ;
E. avium + + + - - - + + -
E.casseliflavus + - + + - + Vv + 4rx
E. gallinarum + - + + - + - ¥ e
E. raffinosus + + + + - - + + -

MAN: mannitol; SOR: sorboz; ARA: arabinoz; RAF:rafinoz; TEL: telliirit; ARG:
arjinin; PYU: pirtivat; MGP: metil a-D-glukopiranozid; +: olumlu test sonucu: -:
olumsuz test sonucu; V: degisken test sonucu
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E. faecalis’in tellirit varliginda treyebilmesiyle, E.casseliflavus ve E.
Gallinarum ise hareketli olma 6zelligine sahip olduklari i¢in diger enterokok tiirlerinden

ayrilirlar.

2.7. Klinik bulgu ve belirtiler

Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Enterokok enfeksiyonunun en yaygin tipidir. Enterokoklar ile olusan
enfeksiyonlarin cogu nozokomiyaldir ve iiriner kateterizasyon gibi uygulamalar sonucu
ortaya cikar. Altta yatan iriner sistemle ilgili 6ykiisii olan hastalarda siktir. Prostatit,
sistit, epididimit gibi alt idrar yolu enfeksiyonlar1 genellikle yash erkeklerde goriiliir.
Geng kadinlarda komplike olmayan sistit etkeni olarak enterokoklar son derece nadirdir.
Idrar yolu enfeksiyonlarmin hastanede veya uzun siireli yatis ile kazanilmasi daha
olasidir. Bu nedenle bircok antibiyotige direncli olma olasiligi daha yiiksektir.
Beklenmedik bir sekilde, VRE yogun bakim hastalarinda 6nemli saglik bakimiyla
iligkili idrar yolu patojenleri haline gelmistir (Yildirim, 2007; Saymer, 2008; Gilmore,
2014).

Bakteriyemi ve Endokardit

Endokardit, toplum kokenli bakteriyemisi olan kisilerde nozokomiyal
bakeriyemisi olan kislere oranla daha fazla goriilmektedir. Enfekte olmus endokarditli
hastalarin yaklasik %35-15" inden eterokoklar sorumludur. En sik saptanan tiir E.
faecalis’tir. Enterokoklar, diger organizmalara kiyasla polimikrobiyal bakteriyeminin
bir bilesenidir. Son birkag yilda bir bakteriyemi genellikle iiriner sistemle beraber, intra-
abdominal, safra  kaynaklar1 veya  yumusak doku  enfeksiyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Enterokok bakteriyemisi igin giris yollari; iriner sistem, yaralar,
intraabdominal veya pelvik sepsis, intravendz veya intraarteriyel Kkataterler
olusturmaktadir. Enterokokal bakteremi, S. aureus ile bakteremilerin tersine, uzak
organlari nadiren tohumlamakta veya metastatik abselere neden olmaktadir.
Enterokokal bakteriyemi ile ugrasirken karsilasilan en ©Onemli konu endokardit
varligidir. Enterokoklar anatomik olarak normal kalp kapaginda da enfeksiyon

yapabilme yetenegine sahip olsalarda olgularin ¢ogunda altta yatan kalp kapakcigr ile
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ilgili hastaligi yada protez kapak Oykiistine rastlanmistir. (Yildirim, 2007; Sayiner,
2008; Gilmore, 2014).

Intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar

Enterokoklar genellikle karin i¢i ve pelvik bolgedeki enfeksiyonlarindan olusan
kiiltiirlerden toplanir. Aerop, anaerop floranin igerisinde bulunur. Karinda ve pelvikte
monomikrobiyal enfeksiyon etkenidirler. Karin astarinin bir enfeksiyonu olan peritonit,
intra-abdominal veya pelvik karisik aerobik-anaerobik enfeksiyonlardan ayri olarak
diisiiniilmelidir. Bu enfeksiyon siklikla karaciger sirozu ile birlikte veya kronik
peritoneal diyalizi alan hastalarda goriiliir. Enterokoklar bu durumlarda monomikrobiyal
enfeksiyona neden olabilir; ancak spontan bakteriyel peritonit veya koagiilaz negatif
stafilokok i¢in Escherichia coli ve diyaliz ile iligkili peritonit i¢in Staphylococcus

aureus'tan ¢ok daha az goriiliir (Yildirim, 2007; Sayiner, 2008; Gilmore, 2014).
Yara ve doku enfeksiyonlari

Enterokoklar cerrahi yara enfeksiyonlari, dekiibit iilserleri, diyabetik ayak
enfeksiyonlarimin etken iiyesidirler. Gram negatif basillerle ve anaeroplarla birlikte izole
edilirler. Fakat bu olgularda yaralar ve apselerdeki enfeksiyonuna enterokoklarin
katkisinin ne oldugu tartisilmaktadir. Apselerin drenaji ve yaralarin debridmani, ¢ogu
zaman bu enfeksiyonlar i¢in antibiyotik tedavisine 6nemli yardimci maddelerdir.
Enterokoklar siklikla dekubit ve ayak iilserlerinden gelen Kkiiltiirlerde ve ayrica
diyabetiklerde osteomiyelit ile birlikte bulunmaktadir (Yildirim, 2007; Sayiner, 2008;
Gilmore, 2014).

Menenjit

Enterokoklara bagli olarak daha seyrek goriilen diger bir enfeksiyon menenjittir.
Olgularin  ¢ogunda altta yatan santral sinir sistemi anatomik defekti,
ventrikiiloperitoneal sant operasyonu, kafa travmasi Oykii bulunmaktadir. VRE ile
enfektif olmus menenjit bakteriyemi diizeyi yiiksek hastalarla, akut 16semili ve Edinsel
Immiin Yetmezlik Sendromlu (AIDS) hastalarda da goriilebilir (Yildirim, 2007;
Saymer, 2008; Gilmore, 2014).
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Solunum yolu enfeksiyonlari

Enterokoklara bagli olarak ortaya cikan solunum yolu infeksiyonlar1 ¢ok
nadirdir. Fakat immiinsupresyona neden olan hastaligi olanlarda ya da ge¢miste ciddi
bir hastalik Oykiisii olanlarda pnémoni ve akciger absesi olusturduklar1 bilinmektedir.
Genis spektrumlu antibiotik tedavisinin ve enterik beslenmenin yiiriitiildiigii hastalarda
enterokok pnomonisi az da olsa goriilmektedir (Korten, 2002; Saymer, 2008; Durmaz,
2008).

Yenidogan sepsisi

Bakteriyemi ve menenjitle birlikte ates, solunum giicliigii ve laterjinin goriilmesi
yenidogan sepsisini olusturmaktadir. Diisiikdogum agirlikli nazogastrik tiip takili ve IV
(intravaskiiler) kateter uygulanan veya prematiire bebeklerde E. faecalis veya E.
faecium' a bagh nozokomiyal bakteriyemi ve menenjit salginlart olusmustur (Korten,
2002; Yildirim, 2007; Durmaz, 2008).

2.8. Antimikrobiyal direnc

Tip alaninda antibiyotiklerin uygulanmasi, daha Once tedavi edilmesini
saglamigtir. Fakat Giiniimiizde enfeksiy6z hastaliklar yilda 13 milyondan fazla kisinin
Oliimiine neden olmustur. Antibiyotiklere direngli mikroorganizmalara bagli olarak
gerceklesen bu olgular tiim insanligin ciddi bir tehdit altinda oldugunu goéstermektedir

(Cohen, 2000).

Vankomisine direngli enterokok (VRE), metisiline direngli S.aureus (MRSA)
genis spektrumlu bete laktmazlar {ireten gram negatif ¢ubuklar, ¢oklu ilag direngli
Mycobakterium Tuberkiiloz ve pnomokoklar giiniimiizde direng gelisimi nedeniyle
tedavi edilmesi gereken mikroorganizmalara ornektir. Antibiyotikler, hiicre duvar
sistemi inhibisyonu, DNA ve RNA inhibisyonu ve protein sistemi inhibisyonu gibi

birgok farkli mekanizmaya sahiptir (Billstrom, 2008).

Antibiyotik bilesikleri dogal olarak farkli mikroorganizmalarla, sentetik olarak
veya yar1 sentetik olarak tretilir. Siillfanomitler ilkdefa 1930°da tanitilmistir. Bunlar

daha sonra penisilinle yer degistirmistir ve bir cok antibiyotik sinifi ortaya cikmustir.
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Antimikrobiyal bilesenler ya baktriyostatik tada bakteriyosidal etki gostermektedir
(Billstrém, 2008).

Belirli bir antibiyotik, bakterinin belirli bir izolatina karsi aktivite iiretip
tiretmedigini arastirirken kullanilabilecek farkli yaklasimlar vardir. Antibiyotik
duyarliliginin yorumlanmas: i¢in farkli yonergeler, Avrupa Antibiyotik Duyarlilik Test
Komitesi (EUCAST) ve klinik ve laboratuvar standartlar1 enstitiisii (CLSI) Minimal
inhibitor konsantrasyon (MIC) bakteri liremesini engellemek i¢in gereken antibiyotigin
en disik konsantrasyonudur. MIC degerini belirlemek igin 3 ana yoOntem
kullanilmaktadir. Disk difiizyonu, bakterilerin plakanin yiizeyine yerlestirilen belirli bir
antibiyotik konsantrasyonu ile emdirilmis kiigiik bir kagit diskle bir agar plakasinda
yetistirildigi E testidir. Bu, antibiyotik duyarliligmnin belirlenmesinde en biiyiik
yontemdir. Epsilon (Test) testi, bir serit iceren ve antibiyotik gradyanin kullanildigi
daha sofistike bir yontem saglar. Agar ve suda seyreltme, artan konsantrasyonda
antibiyotik iceren et suyu bulunan agar plakalarinin veya tiiplerin kullanildig1 en kesin

tekniklerdir (Billstrom, 2008).

Enterokoklar, antimikrobiyal dirence ulagsmada son derece etkili olup, edinilmis
ve ig¢sel direng icin c¢esitli mekanizmalar sergilemektedir. Hareket diren¢ unsurlarini
etkin bir sekilde elde etmek ve aktarmak i¢in genom plastisitesi 6nemli derecede
bulunur ve diren¢ genlerinin yayginlastirilmasini kolaylastirmak i¢in plasmidler,

transpozonlar ve yerlestirme dizileri kullanirlar (Cattoir ve Leclercq, 2013).

2.8.1. intrinsik diren¢

Interensek diren¢ tiim enterokok tiirlerinde bulunan kromozomal direnctir.

Enterokoklardaki intrinsik direng su sekildedir.

- Beta laktam antibiyotik direnci (yiiksek MIK degerleri)

- Aminoglikozid direnci (diisiik diizeyde direnc)

- Linkozamid direnci (diisiik diizeyde direnc)

- Trimetoprim - siilfometoksazol direnci (sadece in vivo direng)

- Kinupristin / dalfopristin direnci (E. faecalis suslar1 streptogramin A*ya
intrensek olarak direngli) (Basustaoglu, 2004; Sardan, 2004; Wilke, 2008).
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Beta laktam antibiyotik direnci

Beta laktamlar antibiyotik gruplarnin en genis grubudur. B-laktamlara tamamen
ya da kismi diren¢ enteroccus tiiriiniin bir 6zelligidir. Enterokoklardaki intrensek
penisilin direnci Peta laktam antibiyotiklere diisiik baglanma afinitesi gosteren PBP5
varligina baglidir. Penisiline diisiik diizeyde intrensek direng gostermesinin nedeni PBP
5'in afinitesindeki azalmadir. Ozellikle E. faecium suslarinda direncli sus orani son
yillarda artis gostermektedir. E. faecalis 'te nadir goriilen ampisilin direnci, giiniimiizde
hastane iliskili E. faecium suslarinda %90’lara ¢ikmistir. Penisilin icin MIK degeri E.
faecalis ile diger streptokoklarla karsilastiridigi zaman E. faecalis igin bu deger 10-100
kat daha fazladir. E. faecium izolatlarnin penisilin direnci E. faecalis izolatlarindan daha
fazladir. (Murray,1997; Cetinkaya ve ark., 2000; Wilke, 2008).

Fontana ve arkadaslari penislin direncine sahip E.faecalis izolatinda PBP-5
kabiliyetinin yok olmasi yani kaybedilmesinin, izolati direngli degil, penisiline asiri
duyarli oldugunu saptamistir. Diger enterok izolatlarinin genelinde ise glikopeptit ve
beta laktam antibiyotikleri hiicre duvari inhibisyonuna dire¢ degil tolerans saglamistir.
Glikopeptitler ve beta laktamlar enterokoklar iizerinde bakteriyostatiktir. Endokardit,
menenjit gibi olgular da beta-laktamlar ve glikopeptitlerin kombinasyon tedavisinin
uygulanmas: sinerjistik etki saglamaktadir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda ise bu
antibiyotik gruplarindan yalmz biri kullanilarak bakterisidal etki saglanmaktadir

(Cetinkaya ve ark., 2000; Moellering, 2000; Wilke, 2008).
Aminoglikozid direnci

Aminoglikozid direngi Enterokoklar icin diisiik diizeydedir. ilacin hiicre
duvarindan penetrasyonunun azalmasi sonucu diisiik diizeyde direng olusmaktadir.
Hiicre duvarmna etkili ajanlarla etkinlik saglanabilmektedir. Aminoglikozid grubu
antibakteriyel ilaglar (genellikle gentamisin veya streptomisin), glikopeptitler
(vankomisin,teikoplanin) veya beta-laktam (penisilin) gibi hiicre duvari sentezinin
inhibisyonunu saglayan ajanlarla birlikte verilirse, par¢alanan hiicre duvarindan
aminoglokozitin penatrasyonu daha cabuk saglanacagindan MIK degeri diisecektir.
Boylelikle yapisal direngin etkisi kirilarak enterokoklar tizerinde bakterisidal etki
saglanir (Cetinkaya ve ark.,2000; Moellering, 2000; Sardan,2004; Wilke,2008).
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Linkozamid direnci
Enterokoklar linkozamid ve klindamisine kars1 diisiik diizeyde intrensek dirence
sahiptirler (Cetinkaya, 2000; Klare ve ark., 2003).

Trimetoprim - siilfometoksazol direnci

Cogu enterokok susu eksojen kaynakli folinik asiti kullanabildikleri i¢in in-vitro
testlerde duyarli goriilseler de TMP-SMZ, invivo sartlarda etkisiz bir ajandir. Buna
bagl olarak antibiyotik duyarlilik testlerinde TMP-SMX kullanilmamalidir (Deibel ve
ark,1963; Wilke, 2008).

Kinupristin / dalfopristin direnci

E. faecalis suslar iizerinde intrensek direng nedeniyle quinupristin/dalfopristin
etkili degilken E. faecium izolatlarindaki diren¢ giderek arttigi bildirilmistir (Arias ve
ark., 2011; Tiinger, 2012).

2.8.2. Kazanilmis direng

Enterokoklardaki kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 genellikle plazmitler,
transpozonlar ve mutasyonlarla olusmaktadir. Mutasyon veya dna segmentinin degisimi
plazmidler ve transpozonlar tarafindan kodlanan genler araciligiyla meydana
gelmektedir. Bakteri genomunda ki direngli genler bir bakteriden digerine aktarilabilir.
Enterokoklarda sik goriilen transfer mekanizmasi konjugasyondur (Murray,1998;
Moellering, 2005; Giiltekin,2012).

Beta-laktam Direnci

Enterokoklar beta laktam antibiyotiklere iki ayr1 mekanizma ile direng
olusturmaktadir. Beta laktam Direnc mekanizmalardan birincisi E. faecium suslarinda
goriilen ve kromozomal olarak kodlanan direngtir. Penisilin direnci, enterokoklarda
penisilinin afinitesinin azalmas1 sonucu PBP5 miktarinin artmasidir ve buna bagh

olarak hiicre i¢ine antibiyotik giriginin azalmasina neden olmaktadir.

Beta laktam direncinin ikinci mekanizmasi ise beta laktamaz tretimidir.

Enterokoklar da bulunan bazi plazmidler {izerinde hem Beta laktamazlari hemde yiiksek
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diizeyde gentamisin direngini belirleyen genler konumlanmistir. Enterokoklardaki beta
laktamazlar penisilin, ampisilin, piperasilin ve diger tireidopenisilinleri hidrolize eder.
Penisilinaz  direngli  penisilinleri, sefalosporinleri ve imipenemi etkilemez
(Derbentli,1998; Cetinkaya ve ark., 2000).

Aminoglikozid direnci (yiiksek diizeyde direnc)

Enterokokar Aminoglikozitlere orta ve yiiksek olmak iizere iki sekilde direng
sergilemektedir. MIC degerinin 62-500 pg/ml oldugu durum orta diizeyli direngtir.
Genellikle gecirgenligin azalmasi ile olugsmaktadir. Aminoglikozidlerin beta laktam
grubu antibiyotiklerle birlikte uygulanmasi sinerjistik saglar. Boylelikle direng yok
edilebilmektedir.

MIK degerinin 2000 pg/ml’den daha biiyiikk oldugu durum ise yiiksek diizeyli
direngtir. Bu dire¢ profilleri ribozomdaki baglanma bdolgelerinin - degisimi,
aminoglikozidleri inaktive eden enzimlerin sentezlenmesiyle gerceklesmektedir.
Aminoglikozit modifiye edici enzim {iretimi, Enterokoklardaki yiiksek diizey
aminoglikozid direncinde en fazla goriilen mekanizmadir. Modifiye eden enzim miktari
stoplazmaya ulasan ilaglar1 inaktive edecek miktarda stoplazmada bulunmaktadir.
Plazmid veya transpozon tarafidan kodlanan genlerce iiretilen enzimler, asetil
transferaz, adeniltransferaz ve fosfotransferaz olmak iizere ti¢ tiptir. Enterokoklarda
yiiksek diizey aminoglikozid direnci varhiginda, kombine tedavide sinerjistik etki
goriilmemektedir (Murray,1998; Cetinkaya ve ark., 2000).

Glikopeptid direnci

Enterokoklardaki glikopeptid direnci ilk olarak 1988 yilinda Ingiltere’de Uttley
ve arkadaglan tarafindan bildirilmis, ardindan diinyanin degisik yerlerinde goriilmeye
baslanmigtir. Tiirkiye’ de ise ilk VRE bulgusu 1998 yilinda Antalya ‘da Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi’nden bildirilmistir (Vural ve arkadaslari).

Glikopeptit grubu antibiyotikler igerisinde yer alan vankomisin ve teikoplanin
direngli enterokoklarin tedavisinde en cok kullanilan, hiicre duvari inhibisyonunu
saglayan en etkili ajanlardir. Enterokoklarda normal kosullarda peptidoglikan sentezi

ligaz enziminin iki D-Alanin molekiiliinii birbirine baglamasiyla “D-Ala-D-Ala” irlinii
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olusturulur. Vankomisin ve teikoplanin sentezlenen bu molekiiliin ucuna baglanarak
hiicre duvari1 yapisimini bloke eder. Ligaz enziminin ve D-ala-D-ala molekiiliiniin ug
yapisini degistiren VRE’dir. Bu degisim sonucunda D-Ala-D-ala Laktat veya D-Ala-D-
ala-Serin sentezlenir ve vankomisinin buraya baglanma afinitesi azalir boylelikle

vankomisine kars1 direng gelisir.

Enterokoklarin hem fenotipik hem de genotipik temelde karakterize edilmis
glikopeptid direncini kodlayan genlere gére VanA, VanB, VanC, VanD, VanE ve VanG
olmak iizere alt1 tip vankomisin direnci bilinmektedir. Bu tiplerden besi (VanA, B, D, E
ve G) kazanilmis dirence karsilik gelirken diger tir (VanC) E. gallinarum ve E.
Flavescens, E.casseliflavus’un 6ziinde bulunan dogal direngtir (Cetinkaya ve ark.,
2000; Courvalin, 2006).

Tablo 4. VRE tiirlerindeki 6 farkli fenotipin tanimlanmasi (Courvalin 2009 ve
Gholizadeh 2000)

Van

Genotype VanA VanB C1/C2/C2 VanD Van E Van G
Origin Acquired Acquired Intrinsic Acquired Acquired Acquired
Vankomisin
MiK 64-1000 4-1000 2-32 64-128 8-32 16
(mg/L)
Teicoplanin
MiK 16-512 0.5-1 0.5-1 4-64 0.5 0.5
(mg/L)
Modifiet D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala-
precursor D-Lac D-Lac D-Ser D-Lac D-Ser D-Ser
. Plazmit Plazmit
Location Kromozom Kromozom Kromozom Kromozom Kromozom Kromozom
. Tn1547
Mobile. Tn1546 veya -
Tn1549
Expression Inducible Inducible Constitutive Constitutive Inducible Inducible
Inducible
Conjugation Positive Positive Negative Negative Negative Positive

Van A tipi diren¢: VanA tipi direngte vankomisin ve teikoplanine (Vankomisin
icin MIC>64 pg/ml, teokoplanin igin MIC>16 pg/ml) kars1 yiiksek seviyede direng
saptanmistir. Vankomisin direncinin regiilasyonu ya da olusumunda yer alan VanA geni
Tn1546 da digerleri (VanZ, VanY, VanH, VanX, VanS, VanR) Tn5482 transpozonu
tizerinde bulumaktadir. VanR ve VanS proteinleri, VanX, VanA ve VanH’in
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transkripsiyonunu diizenleyen iki bilesenli bir regiilator sistem olusturur. Regulatér gen
VanR’dir ayn1 zamanda diren¢ genlerinin gen ifadelerinin tanimlanmasindan sorumlu
olan VanR proteini kodlamaktadir. Van S geni vankomisin varligin1 algilamada gorev
yapan VanS proteinini kodlayan gendir. VanX, VanA ve VanH promotorlarini
aktivasyonunu saglayarak VanR’ye aktaririr. . VanR VanS’den sinyali alir, dirence
sahip olan VanH, VanA ve VanX gibi diger bazi proteinlerin sentezi ya da
aktivasyonunu saglanarak cevap olusturulur. VanH bir dehidrogenazdir ve D-Laktat
sentezini olusturmaktadir. . Bir Ligaz olan VanA, VanH’nin iiriiniinii D-ala-D-lac
yapmak i¢in kendisine substrat secer. VanY, VanY proteinini kodlar ayni zamanda
karboksipeptidazdir peptidin son kismindaki D-Ala molekiiliinii koparir ve orta diizeyde
direnci olusturur. Teikoplanin MiK degerini artisindan sorumlu olan gen VanZ dir fakat
VanZ vankomisin i¢in MiK degerini arttirmamaktadir. Bu durum aciklamasi giiniimiize

kadar yapilmamistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Courvalin, 2006).

Signal

y

| Membrane
NH, Y Kinase Cytoplasm
Vans N : N cooH

His (P — ATP

As
P VR

VanR NH, S S COOH

Receptor Effector
(DNA binding domain)

Sekil 4. VanRS 2-component regulatory system. Asp, aspartate; His, histidine; P,
phosphate

Bu genlerin yardimiyla D-ala- D-ala olmayan D VanA ala-D-lac seklinde biten
ve anormal peptidoglikan onciilleri olusturulurken VVankomisin D-ala-D-lac’a cok diisiik
diizeyde baglanir. Hem PBP5’lerde hemde VanA tipi direncte degisiklikler gerceklesir.

Bu degisiklikler sonunda beta laktamlara hipersensitive olusturulur. E .faecium“da
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saptanan ilk dire¢ geni VanA gen kiimesi olmustur. Enterokoklarin diger tiirleri arasina
ilk sirada E. faecalis, E. durans, E. gallinarum, E. avium, E. mundtii, E. casseliflavus, E.
raffinosus’ta VanA gen kiimesi bulundugu gibi enterokok olmayan bazi tiirlerde de

VanA gen kiimesi saptanmuistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Courvalin, 2006).

Ddl

L-Ala ——  » D-Ala

f”""lz D-Ala-D-Ala Penta Q:Penta
racemase w k—/‘
VanX
adding ~ VanY

Tri Tetra
enzyme

VanH VanA
Pyruvate » D-Lac » D-Ala-D-Lac Pentadepsi — Pentadepsi

regulation required for glycopeptlde resistance accessory proteins

r
PR
% vanR vanS vanH vanA vanX vanY

regulator sensor dehydrogenase ligase D,D-dipeptidase D,D-carboxy- unknnwn
peptidase

Sekil 5. VanA-type glycopeptide resistance (Courvalin, 2006)

Van B tipi diren¢: VanA tipi izolatlarda oldugu gibi, kazanilmigVanB tiirii d-
Alad-Ala olmayan d-Ala-d-Lac seklinde biten peptidoglikan onciillerinin sentezine
dayanmaktadir. VanB, kromozomaldir. Ayni zamanda transpozon veya plazmid
tizerinde de taginabilir ve aktarilabilmektedir. VanA ve VanB gen kiimesinde bulunan
genlerden alt1 tanesi homolloji gosterirken VanA gen kiimesinde bulunan VanZ, VanB
gen kiimesinde bulunmamaktadir. Bunlara ek olarak vanB gen kiimesi islevi tam olarak
aciklanamayan VanW geni icermektedir. VanB kiimelenmesinin organizasyonu ve
islevi, vanA'nin organizasyon ve islevselligine benzemektedir, fakat diizenlemesi
farklilik gostermektedir ¢linkii VanB operonunu diizenleyen iki bilesenli regiilator
sistemi VanR ve VanS vankomisin ile indiiklenebilitken (MIC>32-64 ng/ml),
teikoplaninden etkilenmez bu durumda teikoplanine duyarliligi olusturmaktadir. VanA
direng tipinin VanB tipi direng tipine oranla daha yaygin olmasi onemli farklardan
biridir. VanB ¢ogunlukla E. faecium ve E. faecalis’ te tespiit edilmis ¢ok az da olsa E.

casseliflavus ve E. gallinorum gibi bazi enterokoklarinda VanB gen kiimesi tasidig
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bildirilmistir. VanB Gen kiimesi, vanB1, vanB2 ve vanB3 olmak iizere 3 alt gruba
ayrilabilir: VanB alt tipi ile vankomisine direng seviyesi arasinda bir korelasyon

bulunmamaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000; Courvalin, 2006).

Van C tipi diren¢: VanC direng tipine sahip izolatlarin 6zelligi vankomisine
diisiik diizeyde intrensek direng¢ MIK(2-32 mg/L)gostermeleri ve teikoplanine kars:
duyarli olmalaridir. VanC direng fenotipi D-Ala-D-ala-Serin seklinde biten
peptidoglikan onciillerinin tiretiminin sonucu olarak yapisal ve indiiklenebilir oldugu
diisiiniilmektedir. D-Ala-D-ala-Serin ligazin1 kodlayan tiire spesifik oldugu diistiniilen
VanC alt tipleri, VanC-1, VanC-2 ve VanC-3 olarak tanimlanmistir. VanC-1
E.gallinorum’da, VanC-2 E.casseliflavus ta ve VanC-3 E.flavescens’te tespit edilmistir.
VanC operonunun organizasyonu kromozomal lokalizasyonlu ve transfer
edilemediginden VanA, vanB ve vanD'den farklidir. VanC tipi direng i¢in ii¢ protein
gereklidir: Bunlardan birincisi VanT dir, D-ser’i iireten bir membrana bagli serin
racemase proteindir. Ikincisi VanC dir, D-ala-D-ser sentezini Kkatalizleyen bir ligaz
proteindir. Uciinsii VanXYC dir hem D,D-dipeptidaz hem de D,D-karboksipeptidaz
aktivitesine sahip olan ve D-ala ile sonlanan prekiirsorlerin hidrolizini temin eden

proteindir.

E. casseliflavus ile E. flavescens tiirlerinde bulunan VanC-2, VanC-3
karsilastrildiginda % 97 -% 100 gibi ¢ok yiiksek bir oranda benzerlik bulunmaktadir. Bu
nedenle, bu tiirleri birbirinden farkli iki tiir olarak degerlendirmek ¢ok zordur
(Cetinkaya ve ark., 2000; Courvalin, 2006).

VanD tipi diren¢: VanD genotipi saptanan suslar vankomisine (MIC=64-
256ug/ml), teikoplanine (MIC=4-32 ug/ml) direnglidir. D-Ala-d-Lac seklinde biten
peptidoglikan Onciillerinin {iretimine bagli olarak kazanilmig VanD-tipi diren¢ ortaya
cikmistir. Sadece Kromozom yerlesimli olan VanD operonunun organizasyonu, vanA
ve vanB ligaz genlerine %67°lik uyum gdstermektedir. VanD tipi diren¢ kromozomal
lokasyonlu oldugu icin enterokoklarin tiirleri arasinda konjugasyonla aktarilamadigi
saptanmistir. D,D dipeptidaz aktivitesi VanD izolatlarinda tespit edilmezken,
karboksipeptidaz varligi diisiik diizeydedir. Bu direng tipine E. faecium suslarinda
rastlanmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000; Courvalin,2006).
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VanE tipi diren¢: VanE fenotipi, direngli Enterococcus tiirlerinde oldugu gibi
D-Ala-D-Ser seklinde biten peptidoglikan oOnciillerinin sentezine bagli olarak
vankomisine (MIC=8-32 ug/ml) diisiik seviyeli diren¢ ve teikoplanine (MIC=0.5 ug/ml)
duyarliliga karsilik gelir. VanE geni kromozamal lokasyonludur ve aktarilamaz. VanE
kiimesinin, vanC operonunkiyle benzer organizasyona sahip oldugu bilinmektedir. Bu
dire¢ ilk kez E. faecalis susunda saptanmistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Courvalin,
2006).

VanG tipi direnc¢: Kazanilmis VanG tipi nde diisiik vancomycin (MIC, 16 mg /
mL) direnci, teikoplanin (MIC, 0.5 mg / mL) duyarliligi ve d-Ala-d-Ser seklinde son
bulan peptidoglikan 6nciillerinin indiiklenebilir sentezi ile karakterizedir. VanG direng
transfer edilemez. Kromozomal vanG kiimesi ¢esitli van operonlarindan toplanilan 7
genden olusmaktadir. Diger van operonlarin aksine, gen kiime varsayilan diizenleyici
sistemini kodlayan 3 geni icerir (Van UG, Van RG, Van SG). VanRG ve vanSG,
vanRD ve vanSD'ye en yiiksek benzerlige sahiptir VanRG ve vanSG, vanRD ve
vanSD'ye en yiiksek benzerlige sahiptir ve ilave vanUG geni, bir Ongoriilen
transkripsiyonel aktivatorii kodlar. Bu tipteki bir protein, daha 6nce glikopeptid direnci
ile iliskili bulunmamistir. E. faecalis susunda tanimlanmistir (Cetinkaya ve ark., 2000;
Courvalin,2006).

Kloramfenikol direnci

Direng olusturan mekanizma‘“cat” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil
transferaz iretimine bagli olarak ortaya cikmaktadir. Enterokoklarin 9%20-42si
kloramfenikole direnglidir (Murray, 1990; Klare ve ark., 2003).

Tetrasiklin direnci

Tetrasiklin Direnginden sorumlu tetM, tetQ ve tetN, tetL gibi ¢cok sayida gen
tespit edilmisitr. Bu genler (tetM, tetQ ve tetN, tetL) araciligi ile tetrasiklinlerin
ribozomlar iizerindeki etkisinin yok edilmesine bagli olarak ribozomal dire¢
olusturdugu disiiniilmektedir. TetL geni bir plazmid ile TetM geni ise Tn916
transpozonu ile taginmaktadir. TetL geni mikroorganizma tetrasiklinle karsilastiginda

amplifiye olurken ayn1 zamanda tetrasiklinlerin hiicre disina pompalanmasini saglayan
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aktif transport sistemini de kodlamaktadir. Tetrasiklin direnci enterokoklardaki
konjugasyon yolu ile kazanilan direncin en tipik Ornegidir (Murray, 1998;
Ak¢imen,2010).

Kinolon direnci

Direng gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlar
sonucunda olusturulmaktadir. Enterokokal suslarin ¢cogunlugu kinolonlara orta dercede

duyarlilik veya direng gostermektedir (Klare ve ark., 2003; Ak¢imen, 2010).
MLSB (Makrolid, Linkozamid ve B tipi Streptogramin) direnci

Enterokoklarda ¢ok sik goriilen diger bir direng tiridiir. Genellikle 23S
rRNA’nin metilasyonundan sorumlu olan ermB geni ile iliskilidir ve Metilasyon
nedeniyle eritromisin ribozomlara baglanamaz ermB geni Tn917 transpozonu ile gesitli
plazmidler iizerinde tasmabilmektedir. Ayrica asetil transferaz veya Antimikrobiyal
ajanin hiicre digina atilmasini ve indiiklenebilir ve tiim substratlara kars1 direng geligimi

olusturma mekanizmasi sonucu da olusabilir. (Klare ve ark., 2003; Ak¢imen, 2010)
Oksazolidinon direnci

Multipli ilag direnci gosteren enterokoklar ile olusan enfeksiyonlarda
oksazolidinon grubu antibiyotik olan linezolid i1yi bir segenektir. Ancak 2002 yilinda
linezolide direng rapor edilmistir. Bu direngin olusumuna mutasyonlar (G-2576T) neden
olmustur (Klare ve ark., 2003; Wolter ve ark., 2005).

2.9. Tedavi

Enterokoklar penisilin ve diger beta laktam grubu antibiyotiklerin etkilerine
toleranshidir. E. faecalis suslarinda beta laktam direnci az oranlarda goriiliirken E.
faecium izolatlarinin neredeyse tamaminda beta laktam direnci mevcuttur bu yiizden
enterokok enfeksiyonlarin tedavisinde, enterokoklarin antibiyotiklere kars1 farkl
oranlarda diren¢ gelistirmesi tedavi yontemlerini karmasik hale getirmektedir. Beta-
laktam direnci nedeniyle enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomisin,

betalaktam + betalaktamaz inhibitorleri uygulanbilir. VRE’lerin bir kismi (6zellikle E.
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faecalis) penisilin G veya ampisiline duyarli olabilir. Bu nedenle, VRE
infeksiyonlariin tedavisinde penisilin G ya da ampisilin denenebilir. Penisilin G ayni
zamanda vankomisine yiliksek oranda diren¢ gosteren enterokoklarin (genellikle E.
faecium) olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisi ciddi bir durumdur. Vankomisin +
penisilin G ya da vankomisin + ampisilin birlikteligi VRE’lerin {liremesini
durdurucudur, ampisilin + vankomisin + gentamisin birlikteligininde etkili oldugu
bilinmektedir. Uriner sistem enfeksiyonu, peritonit ve yara enfeksiyonlar1 gibi
hastaliklarin etkeni enterokoklar ise ampisilin, penisilin veya vankomisin gibi ilaglarin
yalniz biri ile tedavi edilebilmektedir, eger Enterokoklar bakteriyemi menenjit
endokardit gibi ciddi enfeksiyonlarin etkeni ise bu durumda sadece beta-laktamlar
tedaviyi basarisiz kilmaktadir. Bu nedenle baktersidal etkinligin saglanmasi i¢in hiicre
duvarim1 yikan bir antibiyotikle (penisilin G, ampisilin veya vankomisin) protein
sentezini durduran antibiyotik (streptomisin veya gentamisin) birlikte uygulanmasi ile
sinerjistik etki saglanmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000; Moellering, 2005; Tiinger,
2012).

Penisilin allerjisi olan kisilerde ya da penisilin direncinin maksimum oldugu
olgularda penisilin G ile ampisilinin yerine vankomisin uygulanabilir. Gentamisin
direngi cok yiikksek ayni zamanda enterokoklarin etkeni oldugu menenjitli ya da
endokarditli hastalarda yiliksek oranda streptomisin direnci tanimlanmalidir.
Kombinasyon tedavisi uygulandiginda Streptomisine karsi yiiksek diizey direncin
olmadigi durumlarda gentamisinin yerine Streptomisin kullanilabilir. Endokarditli,
menejitli buna parelel olarak yiiksek diizey Streptomisin direng geni tasiyan hastalarda
gentamisine direng geni tasiyicisi degil ise kombinasyon tedavisinde gentamisin
uygulanbilir (Cetinkaya ve ark., 2000; Moellering, 2005; Tiinger, 2012).

VRE yayilimmi durduracak ajanlarin az oranda gelismesi, hastalarda tedavinin
basarisini etkileyecek diger hastaliklarin bulunmasi, yalniz antibiyotik tedavisinin
etkisini gostermedigi, cerrahi enfeksiyonlarin varligi, VRE enfeksiyonlarinin ¢ogunun
polimikrobiyal olmasi gibi nedenlerle ¢oklu ilaga direngli entokok olgularinda sayica
artig gorilmektedir. Kloramfenikol, Fosfomisin Nitrofurantoin Tetrasiklin, Rifampin
gibi bu eski ilaglar VRE tedavisinde kombinasyonlar seklinde kullanilabilir. Bu

ilaglardan kloramfenikol in vitro kosullarda enterokoklara ve VRE suslarina
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bakteriostatik etki gosterir. VRE infeksiyonlarinda yeni kusak sefalosporinler
Tetrasiklin-doksisiklin, florokinolonlar, rifampisin, basitrasin ve novobiyosinin gibi
antibiyotiklerin uygulanmasi ile ilgili in vitro ya da klinik ¢alismalar ¢ok nadirdir.
Enterokoklarda Tetrasiklin ve doksisiklinin  duyarliligin cok fazla degisiklik
gostermektedir (Cetinkaya ve ark., 2000;Moellering, 2005; Tiinger, 2012).

Enterokoklardaki dogal ve kazanilmis antibiyotik diren¢ durumlar1 tedavilerde
yeni antibiyotik lerin kullanilmasini1 sonucunu dogurmustur (Cetinkaya ve ark., 2000;
Moellering, 2005; Tiinger, 2012).

Kinupristin-dalfopristin  karisim:  3/7 oraninda birlesen yarisentetik  bir
streptogramin molekiiliidir. 1980°li yillarda Avrupa’da antistafilokokal antibiyotik
olarak kullanilmaya baglanmistir. Ulkemizde ise giiniimiize kadar piyasaya girmemis bir
antimikrobiyaldir. Bu bilesende dalfopristin birincil olarak ribozomal 50S {initesine
tutunur, baglandig1 kimi kalic1 fakat konformasyonel degisiklige ugratarak kinupristinin
ribosomal baglanmasini kolaylastirir. Dalfopristin peptidil transferazibloke ederken
Kinupristin ise peptid zincirinin uzamasini sonlandirir, bu iki mekanizmasiy1 takiben
bakterisidal etkinlik saglanmaktadir. ~ Staphylococcus aureus,  Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus agalactiae, gibi gram pozitif mikroorganizmalara karsi
bakterisidal etki gosterirken E. faecium suslarina bakteriyostatiktir. 1999 yilinda FDA
onayt ile buu antibiyotigin VRE infeksiyonlarinda kullanimina izin verilmistir

(Cetinkaya ve ark., 2000; Moellering, 2005; Tiinger, 2012).

Linezolid bir oksazolidinon bilesigidir. Oral ve intravendz formlari olmakla
birlikte biyoyararlanim1 oldukga yiiksektir. 30S ribozomal {nitesinin 50S ribozomal
tinitesine baglanma noktasina yakin biryerden tutunur. Bdylece 70S baslangig
kompleksini olusumunu bloke eder. Gram pozitif etkinligi cok yiiksek olmasina ragmen
dezavantaj1 enterokoklar tizerinde bakteriyostatik etki gostermesidir. 2000 yilinda FDA,
VRE iizerine galisma onaymi almistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Moellering, 2005;
Vidya ve ark., 2009; Tiinger, 2012).

Daptomisin Streptomyces roseosporus’dan soyutlanan siklik bir lipopeptitdir.
Kalsiyuma baglanip aktif hale gegmektedir boylelikle hiicre zariyla haberleserek iyon

kanallar1i meydana getirir. Iyon kanallardan hiicre disia ¢ikan potasyum iyonlar1 hiicre
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zarinda depolarizasyon olusturmaktadir. Hiicre duvarmi ve bakteri hiicresini
parcalamadan, bakterileri Oldiirebilmesi nedeniyle toksin salinimina bagh
komplikasyonu goriilme olasilig1 azdir. Antibiyotigin kullanimindan sonra bakteri hiicre
duvar1 yikimini ayni zamanda hiicre zarinda bulunan fosfolipit mekanizmsaimi
kontroliinden sorumlu olan genlerde (LiaF, GdpD) mutasyonel degisiklik nedeniyle
diren¢ olustugu daptomisinin hiicre zarma afinitesinin azaldigi gosterilmistir. S.aureus
bakteriyemisi ve endokarditi i¢in 2006’da FDA(Food and Drug Administration) onay1
almistir. E.fecalis ve E. faecium olmak tizere gram pozitif mikroorganizmalarin geneli
tizerinde etkilidir (Cetinkaya ve ak., 2000; Vidya ve ark., 2009; Cesar ve ark., 2011,
Tiinger, 2012; Yildiz ve ark., 2014).

Tigesiklin, glisilsiklinlerin ilk {yesi olan minosiklinden tiiretilmis bir
antibiyotiktir. Tetrasiklinle benzer grupta ancak sentetik olarak N-alkil amido grubu
eklenerek ¢oklu ilaca direngli gram pozitif bakteriler (MRSA gibi) ve bircok gram
negatif basillere kars1 etkinligi artirtlip daha genis spektrumlu hale getirilmistir. 30S
ribozomal alt iiniteye baglanarak protein sentezini inhibe eder. Tetrasiklinlere goére
ribozomlara bes kat daha giiclii baglanirlar (Cetinkaya ve ark., 2000; Moellering,2005;
Tiinger, 2012).

2.10. Koruma ve kontrol

VRE kontrolii neden oldugu bir¢ok ciddi enfeksiyondan dolayr son derece
zorlayict olarak kabul edilmektedir. VRE kontrolii i¢in ilkeler ilk defa 1995 ‘te “Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) araciligiyla yaymland: ve boylelikle
bagkalar1 tarafindan ¢ok yonlii bir yaklasgimin gerekliligini vurgulayarak takip edildi
(Ural, 1998; Alp ve Cetinkaya, 2008; Orsi ve Ciorba, 2013).

Biitiin kilavuzlar, el yikama da dahil saglik ¢alisanlari egitimini 6nermektedir. El
yikama ile tim personelin hasta ile temastan oncesi ve sonrasinda ellerini yikamasi
onerilmelidir. Temas kontrolli, yalnizca hedeflenen patojenlerden kaynaklanan
enfeksiyon sikligini azaltmada etkili olmakla kalmaz, ayn1 zamanda, diger ¢ok ilaca
diren¢li organizmalarin yayillmasimi onleyen bir teminat sunar (Ural, 1998; Alp ve

Cetinkaya, 2008; Orsi ve Ciorba, 2013).
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VRE yayilimini 6nleyici metodlar egitim programlartyla hemsireler, temizlik isi
personeli, hasta bakici, laboratuvar ¢alisanlari, doktorlar, eczacilar ve 6grencilere egitim
verilmeli, metodlarin dogru sekilde uygulanmasina dikkat edilmelidir. Bu egitim
programinda VRE epidemiyolojisi, bulagsma yollari, VRE ciddiyeti, korunma stratejileri,

kontrol yontemleri konusunda tiim hastane ¢alisanlarina bilgi verilmelidir.

Hastane Icinde VRE yayiliminin dnlenmesi ve kontroliiniin saglanmasi igin
infektiv VRE’li ya da kolonize VRE’li hastalar tek kisilik odalarda yatirilmali, odasina
girerken eldiven takilmasi, hasta ve ¢evresel yiizeyle temasi olan personelin onliikk
kullanmas1 Kritik olmayan cihazlarin (steteskop gibi), bir hastaya tahsis edilmesi CDC
oOnerileri arasindadir (Ural,1998; Alp ve Cetinkaya, 2008; Orsi ve Ciorba, 2013).

Uygun vankomisin kullanimiyla hedeflenen amag¢ kullanilan antibiyotik
parametresinin daraltilmasi ve mikroorganizmalarin hastalar arasindaki yayilimin
onlenmesidir. Vankomisin kullanimi, VRE edinimi i¢in en 6nemli risk faktorlerinden
biri olarak tanimlanmistir. Vaka kontrol c¢alismalarinda kolonizasyon ve VRE
enfeksiyonu vankomisine, {igiincii kusak sefalosporinlere, siprofloksasin ve
aminoglikozidlere maruz kalma ile iligkilendirilmistir. CDCye bagli Hospital Infection
Control Practices Advisory Committee (HICPAC) 6nerileri gunumuzde ¢ok fazla kabul
gormektedir. Onerilerinde, uygun ve uygun olmayan vankomisin kullanimma iliskin

ilkeler tanimlanmustir (Ural,1998; Alp ve Cetinkaya, 2008; Orsi ve Ciorba, 2013).

VRE salginlarmin kontol altinda tutulmasi igin Infektif VRE larin ya da VRE
kolonizasyonuna sahip kisilerin en kisa siire i¢inde tespit edilmesi klinik Mikrobiyoloji
laboratuarinin en etkili sekilde kullanilmasiyla baglantilidir. VRE salginlarina verilen
miicadelede Mikrobiyoloji laboratuar1 6nemli bir basamaktir. Ciinkii tiim kontrol
yontemleri laboratuvardan gelen kiiltiir ve duyarlilik cevaplarina gore degerlendirilir.
Hastalik yapan etkenin tepit edilmesi identifikasyonu, duyarligi, diren¢ durumu dogru
ve hizli raporlandirilmali boylelikle en erken zamanda kontrol onlemleri alinir ve
yayilim engellenir. Klinik bir 6rnekten VRE izole edildiginde duyarlilik testininin
sonuglart klavuzdan tekrarlanmali ve degerlendirildikten sonra infeksiyon kontrol
komitesine ve hastanin izlenmekte oldugu servise bildirilmelidir (Ural,1998; Alp ve
Cetinkaya, 2008; Orsi ve Ciorba, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Alet ve Gerecler

3.1.1. Kulanilan aletler

Biyogiivenlik diizey II ¢calisma kabini
Hassas terazi

pH metre

Is1 banyosu

Is1 dongii cihazi (termal cycler)
Otomatik pipetler

-80°C dondurucu

Elektroforez cihazi

Gii¢ kaynagi

Manyetik karistirict
Mikrodalga Firin

Is1 blogu

Spin vortex

Sogutmal1 mikrosantrifiij

Gel goriintiileme sistemi

Etiv

3.1.2. Kullanilan gerecler

Tup sporu

Eldiven

Meziir

Balon joje

Ekiivyon

Oze

Otomatik pipet

Petri (9 cm)

Mueller-Hinton agar (toz) 500 gr
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Sheep blood agar besiyeri
Vankomisin E-test stribi
Teikoplanin E-test stribi

Filtreli Pipet ucu RNase-Dnase Free
PCR tiipii 0,2 mL

Eppendorf tiip 1,5 ml

16 baz’lik Primer

Taq DNA Polimeraz

100 bp DNA ladder

10X TBE Buffer

25 Mm MgCI2

10 Mm Dntp Miks

PCR WATER

Agarose (routine)

Ethidium bromide solution
LYSOZYME, Ultra Pure (Egg White)

3.2. Hasta Orneklerinde VRE Suslarmn izole Edilmesi

Van Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda 2015-2018 yillar1 arasinda gesitli klinik Orneklerden izole edilen
standart mikrobiyolojik yontemler ve MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman
Coulter, ABD) kullanilarak Vankomisine direngli oldugu belirlenen 30 Enterococ spp.
(VRE) susu calismaya dahil edilmistir. Calismada kullanilan izolatlar gradient testleri
ve  genotipik  testler  calisilincaya  kadar %20  gliserollii =~ buyyonda
-80°C’de saklanmistir.

Laboratuvara gonderilen orneklerin koyun kanli besiyerine ekimi yapildiktan
sonra 37°C’de 24-48 saat enkiibe edilmistir. Bu siire sonunda iireme saptanan ve uygun
koloni morfolojisine sahip, Gram pozitif, pyrolidonyl arylamidaz (PYR) testi pozitif,
katalaz testi negatif koklar enterokok olarak tanimlandi. Suslarin tiir diizeyinde
identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testlerinin belirlenmesinde iiretici firmanin

Onerileri dogrultusunda MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter, ABD)
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kullanilarak EUCAST kriterlerine gére degerlendirilmistir. Ayrica izolatlar Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Matriks Aracili Lazer
Desorbsiyon Iyonizasyon - Ugus Zamanh Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS)
temelli bir sistem olan VITEK MS (BioMerieux, Fransa) (database v2.0) ile

tanimlanmastir.
3.3. Gradient testi ile Vankomisin ve Teikoplanin direnci saptanmasi

Calisma zamanma kadar %20 gliserollii buyyonda -80°C’de saklanan VRE
izolatlar1 iki kez pasajlandiktan sonra gradient test yontemi ile fenotipik olarak
Vankomisin ve Teikoplanin direnci saptanmistir. Bu amagla bakteriden 0.5 McFarland
bulanikliginda hazirlanan siispansiyonlar Miieller-Hinton agar besiyeri yiizeyine steril
ekiivyon gubugu yardimiyla siiriintii ekimi yapilmistir. Daha sonra Vankomisin ve
Teikoplanin gradient test stripleri yerlestirilerek plaklar 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Bu siire sonunda tiremenin goriilmedigi hattin gradient testi iizerindeki

MIK degeri ile kesistigi nokta kaydedilmistir.

3.4. Molekiiler Yontemle Diren¢ Genlerinin Tespiti

Kaynatma yontemiyle DNA ekstraksiyonu: Calisma Oncesi izolatlar koyun kanli
agara tek koloni ekimi yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Plaklarda
iireyen bakterilerden ekiivyon ¢gubugu yardimi ile toplanarak 1 ml steril serum fizyolojik
icerisinde 1-2 McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlanmistir.
Mikrosantrifiij tliplerine alinan bu siispansiyon 15000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant aaspire edilerek pellet 100 pl TE tamponu ile resiispanse edilmistir.

Is1 blogunda 100°C’de 5 dk kaynatilarak -20°C derin dondurucuda saklanmustir.

Cozeltilerin Hazirlanmasi:

TE tamponu (10 mM Tris HCL, 1 mM EDTA pH 8.0)
315,12mg  Tris-HCI 200 ml distile su

58,4 mg EDTA, Tris-HCl i¢ine eklendi (pH:8)
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10X TBE Tamponu (pH:8)

121,1 g
61,83 g

58449

Tris-base

Borik asit

EDTA (son hacim 1000 ml ayarlandi. pH:8)

Nusieve agaroz jel (%3 liik)

15

50 ml

Nusieve agaroz

%0,5’1lik TBE

Primerler ile 2X Master Mix karisimi hazirlanmasi:

1 6rnek igin (ul) asagida hacimleri verilen karisim 6 6rnek i¢in hazirlandi.

13
0,2/0,2
0,3/0,3
1/1
0,3/0,3
0,6/0,6

2,2

2X Master Mix
E. faecium F/R
E. faecalis F/R
VanA F/R
VanB F/R
VanC-1 F/R

H.O

Amplifikasyon reaksiyonu

0,2 ml PCR tiiplinde hazirlanarak PCR cihazina yerlestirildi. Her amplifikasyon

ornegi i¢in;
20 pl

5 ul

2X Master Mix ve primer karigimi

kalip DNA
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Amplifikasyon kosullar

95°C’de 5 dakika

95°C°de 45 saniye

56°C’de 30 saniye 30 siklus
65°C°de 2 dakika

65°C’de 10 dk

Jel Elektroforez islemi

PCR isleminden sonra orneklerden 10 pl alinarak agoroz jele yiiklendi. Jel 150
voltta 3 saat elektroforez islemine tabi tutuldu. Daha sonra goriintiileme sistemine

aktarilmistir. Kullanilan primerler tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan primerler

Amplified gene Sequence (5’ - 3°)
) F: ATCAAGTACAGTTAGTCT
E. faecalis
R: ACGATTCAAAGCTAACTG
) F: TAGAGACATTGAATATGCC
E. faecium
R: TCGAATGTGCTACAATC
A F: GGGAAAACGACAATTGC
van
R: GTACAATGCGGCCGTTA
8 F: ACGGAATGGGAAGCCGA
van
R: TGCACCCGATTTCGTTC
F: ATGGATTGGTAYTKGTAT"
VanC

R: TAGCGGGAGTGMCYMGTAA"
"K=GveyaT;M=AveyaC;Y=CveyaT
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3.5. istatistik Yontem

Oranlar arasi fark i¢in Z testi ile oran karsilagtirmasi yapilmigtir. Hesaplamalarda
istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak alinmig ve hesaplamalar igin SPSS istatistik paket

programi kullanilmistir.

3.6. Calisma Onay1

Calisma i¢in Van Yiiziincii Yil Universitesi, Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 31.03.2015/13 no’lu karar ile izin alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Suslari Genel Ozellikleri

Calismaya c¢esitli kliniklerden gonderilen materyallerden izole edilen 30
enterokok susu dahil edilmistir. Gonderilen materyallerin dagilimi ise 15°1 idrar, 9’u
kan, 3’4 beyin omurilik sivisi (BOS), 2’si kateter ve 1’1 yara oOrneklerinden
olugmaktadir. Enterokok izolatlarinin elde edildigi klinik 6rneklerin dagilimi sekil 6’da
verilmistir. Enterokok izolatlarinin MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter,
ABD) kullanilarak yapilan identifikasyon islemi sonucu 29’u E. faecium ve bir adedi E.
faecalis olarak belirlenmistir. VITEK MS sistemi ile de (BioMerieux, Fransa) suslar

ayn1 sekilde tanimlanmustir.

Katater
6.6 %

idrar
50%

Kan
30%

Sekil 6. Enterokok izolatlarinin elde edildigi klinik 6rneklerin dagilimi (%)

4.2. Enterokok Suslarmin otomatize sistemle antibiyotik duyarhhiklar:

Calisilan enterokok suslarinin MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter,
ABD) kullanilarak yapilan vankomisin ve teikoplanine karsi duyarlilik test sonuglart
tablo 6’da; diger antibiyotiklere diren¢ durumlari ise tablo 7°de ve tiim antibiyotiklere
direng oranlar1 ise tablo 8 ve sekil 7°de verilmistir. Buna gore tiim izolatlarda

vankomisin ve teikoplaninin her ikisi i¢in MIK degerleri >16 mg/L bulunmustur.
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Tablo 6. Otomatize sistemle vankomisin ve teikoplanin duyarlilik test sonuglari

Sus Ornek

No  Tiirii Sus Adi Vankomisin Teikoplanin
1 Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
2 Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
3 Kateter E. faecium >16 (R) >16 (R)
4 Yara E. faecium >16 (R) >16 (R)
5 Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
6 Kateter E. faecium >16 (R) >16 (R)
7 Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
8  ldrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
9 BOS E. faecium >16 (R) >16 (R)
10 Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
11  Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
12 Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
13 idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
14  Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
15  Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
16  Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
17  Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
18  Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
19  Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
20  Idrar E. faecalis >16 (R) >16 (R)
21 BOS E. faecium >16 (R) >16 (R)
22 lIdrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
23 Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
24  Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
25 BOS E. faecium >16 (R) >16 (R)
26 Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
27  idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
28 Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
29 Kan E. faecium >16 (R) >16 (R)
30 Idrar E. faecium >16 (R) >16 (R)
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Tablo 7. Otomatize sistemle diger antibiyotiklere diren¢ durumlari

= S c 8 3 . =
o . s = £ £ 5 E & £ 2 2 ¢
z %= 3 2 2 a & 2 % & § £
*n g 1= c E‘ c o S o 2> =& 2 %
a O & < u & 5 6 6.8 & 34
1 Kan E. faecium R R R R S R R R S S
2 Kan E. faecium R R R R R R R R S S
3 Kateter E. faecium R R R R R S S S S S
4 Yara E. faecium R R R R R R R R S S
5 Kan E. faecium R R R R S R R R S S
6 Kateter E. faecium R R R R R R R R S -
7 Kan E. faecium R R R R R | S R S S
8 Idrar E. faecium R R R R R R R R S S
9 BOS E. faecium R R R R R R R R S S
10 Kan E. faecium R R R R R R R R S -
11 idrar E. faecium R R R R R S S S S S
12 Idrar E.faectm R R R R R S S S S -
13 Idrar E. faecium R R R R R R R R S -
14 Idrar E. faecium R R R R R R R R S -
15 Idrar E. faecium R R R R R R R R S -
16 Idrar E. faecium R R R S S S S S S S
17 Idrar E. faecium R R R R R R R R S -
18 Idrar E. faecium R R R R R S S S S S
19 Idrar E. faecium R R R R R R R S S S
20 Idrar E. faecalis R R R S R R R R S S
21 BOS E. faecium R R R R R S S S S -
22 Idrar E. faecium R R R R R R R S S -
23 Idrar E. faecium R R R S S S S S R -
24 Kan E. faecium R R R R R R R S S -
25 BOS E. faecium R R R R S R R S S S
26 Kan E. faecium R R R R R R R R S -
27 Idrar E. faecium R R R R R R R R S -
28 Kan E. faecium R R R R S R R R S S
29 Kan E. faecium R R R R R R R R S S
30 Idrar E. faecium R R R R R R R R S S
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Tablo 8. Otomatize sistemle tiim antibiyotiklere direng oranlari

Antibiyotik Adi Tsffst ::;'12? R %
Vankomisin 30 30 100
Teikoplanin 30 30 100
Ampisilin 30 30 100
Eritromisin 30 30 100
Penisilin 30 30 100
Streptomisin (yiiksek diizey) 30 27 90
Gentamisin (yliksek diizey) 30 24 80
Siprofloksasin 30 22 73
Levofloksasin 30 22 73
Tetrasiklin 30 19 63
Linezolid 30

Daptomisin 17 0

100 100 100 100 100

%
—
L " - S~ O B S Y oo R o B ]
o O O O O O ©o © o o
—\o
(=}
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Sekil 7. Otomatize sistemle tiim antibiyotiklere direng oranlari
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4.3. Vankomisin ve Teikoplanin Gradient testi sonuclari

Vankomisin ve Teikoplanin i¢in yapilan gradient testi sonuglarina gore 9, 11 ve
20 numarali suslar igin elde edilen MIK degerleri EUCAST kriterlerine gore
kiyaslandiginda vankomisin ve teikoplanine kars1 li¢ii de duyarli olarak tespit edilmistir.
Diger suslarin tamami vankomisin ve teikoplanine direngli tespit edilmistir (MIK >
256). Vankomisin ve teikoplanin icin elde edilen MIK degerleri tablo 9’de, gradient
testi ile vankomisin ve teikoplanine duyarli ve direncli suslarin goriintiileri sekil 8 ve

9’da verilmistir.

Tablo 9. Vankomisin ve teikoplanin i¢in gradient testi sonuglari

Antibiyotikler

?\I“s Sus Ad1 — _ _
Vankomisin  Teikoplanin
9 E. faecium 0.5 0.25
11 E. faecium 0.5 0.25
20 E. faecalis 0.5 0.5
Diger suslar E. faecium >256 >256

Sekil 8. Gradient testi ile Vankomisin ve Teikoplanine duyarl suslar
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Sekil 9. Gradient testi ile Vankomisin ve Teikoplanine direncli suslara 6rnekler

4.4. Diren¢ Genlerinin Dagilim

Molekiiler yontemlerle yapilan direng genlerinin tespitinde 30 susun 27’sinde
Van A, 1’inde (23 no’lu sus) Van B geni tespit edilmistir. Higbir susta Van C genine
rastlanmamustir. Diren¢ genlerinin dagilimi tablo 10°da jel goriintiileri ise sekil 10 ve

11°de verilmistir.

Otomatize sistem ve molekiiler yontemle suslarin identifikasyonu uyumlu olarak
tespit edilmistir. Her iki yontemle de toplam 30 susun 29’u E. faecium; bir adedi E.

faecalis olarak izole edilmistir.

Otomatize sistemle tiim suslar vankomisin ve teikoplanine karsi direngli
bulunmustur. Gradient test yontemi ile 9, 11 ve 20 no’lu suslar vankomisin ve
teikoplanine duyarli bulunmustur. Molekiiler yontemle de bu 9, 11 ve 20 no’lu suslarda

Van A, Van B ve Van C genlerinin higbirisine rastlanmamustir.
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Tablo 10. Direng genlerinin dagilimi

Sus Diren¢ Genleri
Sus Adi
No VanA VanB VanC
1 E. faecium + - -
2 E. faecium - -
3 E. faecium + - -
4 E. faecium + - -
5 E. faecium + - -
6 E. faecium + - -
7 E. faecium + - -
8 E. faecium + - -
9 E. faecium - - -
10 E. faecium + - -
11 E. faecium - - -
12 E. faecium + £ -
13  E. faecium + - -
14  E. faecium + - -
15 E. faecium + - -
16 E. faecium + - -
17 E. faecium + - -
18 E. faecium + - -
19 E. faecium + - -
20  E. faecalis - - -
21 E. faecium + - -
22 E. faecium + - -
23 E. faecium + + -
24 E. faecium + - -
25  E.faecium + - -
26  E.faecium + - -
27 E. faecium + - -
28 E. faecium + - -
29 E. faecium + - -
30 E. faecium + - -
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1.000 b
500 bg

100 bg

1.000 bg
500 bg

100 bg

M 1253441576789 7101112 1314151617 18 M

- — - ———— - - Van A (+)
- Non-spesifik bant

M 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 23

Van A (+)
Van B (+)

Non-spesifik bant

Sekil 10. PCR yontemi ile direng genlerinin jel goriintiisii

1.000 bg
500 b

100 bg

1.000 b¢
500 b

100 bg

M 8 9 111218 2023 2830 M
8 9 1218 2023 2830 NK

Van B (+)

Van APCR

M 8 9 111218 2023 2830 M M
9 11 12 18 20 2830 VanA (+)

Non-spesifik bant

Van C PCR Van A, B, C Multipleks PCR

Sekil 11. PCR yontemi ile direng genlerinin jel goriintiisii
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Buna gore molekiiler yontem standart olarak kabul edildiginde otomatize

sistemin E. faecium ve E. faecalis suslarin1 tanimlamada duyarlilik ve ozgiilliikleri

%100 olarak bulunmustur. Vankomisin ve teikoplanin direncini saptamada molekiiler

yontem standart olarak kabul edildiginde otomatize sistemin duyarliligt %100 ve

ozgulligl %0 olarak bulunmustur.

Vankomisin ve teikoplanin direncini saptamada molekiiler yontem standart

olarak kabul edildiginde gradient test yonteminin duyarliligi ve 6zgilliigii %100 olarak

bulunmustur (Tablo 11).

Tablo 11. Yontemlerin birbirleriyle karsilastiriimasi

Direncli Duyarh Duyarhhik Ozgiilliik

Yontem Adi R) S) (%) (%)
. Vankomisin 30 0 100 0
Otomatize
sistem . f
Teikoplanin 30 0 100 0
] Vankomisin 27 3 100 100
Gradient
Test . .
Teikoplanin 27 3 100 100
N Van A
1;/[?;?‘1‘;1“ Van B 27 3
onte Van C
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5. TARTISMA VE SONUC

Tip alaninda yasanan gelismeler hizla ilerlerken hastane enfeksiyonlarinda
Enterekoklarin artan oranlarda goézlenmeleri spesifik olarak kendilerinde var olan
klindamisin, florokinolon, trimetoprim-sulfometoksazol, diisiik diizey penisilin ve
diisiik diizey aminoglikozit direng 6zellikleri, ayn1 zamanda transpozon mutasyon ve
plazmitlerle olusan tetrasiklin, eritromisin, rifampin, kloramfenikol, yiiksek diizeyde
aminoglikozit, beta laktam, florokinolon ve glikopeptit direngleri nedeniyle giiniimiiziin
sorunlu gram pozitif bakteriler grubu igerisinde yerini almasina neden olmustur (Scott,

2000; Courvalin, 2006; Wilke, 2008).

Enterokok enfeksiyonlar1 arasinda birincil olarak tiriner enfeksiyonlar, ikincil
olarak intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar, iigiinciil olarak ise bakteriyemiler yer
almaktadir. Enfeksiyonlarin ¢ogu nozokomiyaldir ve iiriner kataterizasyon ya da iiriner
alet uygulanmasi gibi islemler sonrasi ortaya c¢ikar. Inraabdominal ve pelvik
enfeksiyonlarinda Karin igi ve pelvik bolgedeki enfeksiyonlar genellikle karaciger sirozu
ile birlikte veya kronik peritoneal diyalizi alan hastalarda goriiliir. Enterokoklara 6zgii
bakteriyemiler ise daha c¢ok ileri yaslarda ve saglik sorunu yasayan veya
immiinsupresyon durumu olan uzun zaman hastanede yatan ve antibiyotik oykiisii olan
kisilerde goriiliir. Bu tip enfeksiyonlarin mortalitesi %30’ lara ulagsmaktadir (Yildirim,

2007; Durmaz,2008; Sayiner, 2008; Gilmore, 2014).

Enterokoklarin ¢ogu gastrointestinal sistem ve kadin genital sisteminin dogal
elemanidir. Bu mikrorganizmalar gastrointestinal sistemin dogal iiyesi oldugu igin
toplumda veya hastanelerde etkenin kaynaginin ¢ogu zaman hastanin kendi florasidir.
Coklu antibiyotik direnci gosteren enteroklarin sayica artisi sonucu yapilan
epidemiyolojik calismalar bu mikroorganizmlarin nozokomiyal olarak yayildigim
gostermektedir. VRE’ler dahil ¢ogu enterokok tiirleri, hastanede bulunan stetoskop,
kap1 kolu, yatak, masa, komidin, termometre gibi ekipmanlarla cansiz esyalar tizerinde
uzun sure yasayabilmektedir. Saglik personelinin el temas: veya kontamine tibbi
cihazlarla hastadan hastaya taginarak nozokomiyal salginlarina neden olabilmektedir
(Berzeg, 2005;Livornese ve ark., 1992;Wilke ve ark,. 2002; Sayiner, 2008).
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Enterokoklarin bir¢ogu beta laktam (penisilin, sefalosporin gibi) ve glikopeptid
(vankomisin ve teikoplanin) antibiyotiklerin bakterisid etki giiciine karsit direng
gosterirler. Bu sebeple Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde bakterisid sinerji
saglamak icin bu antibiyotiklerin aminoglikozitlerle (gentamisin, streptomisin gibi)
kombinasyonu gereklidir. Bu kombinasyondaki herhangi bir antibiyotige diren¢ olmasi
halinde bakterisid etki giicii ortadan kalkar. Bu durum ise enterokokal infeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilecek antibiyotik segencklerini kisitlar. Antibiyotik duyarlilig
farklhiliklar gosteren enterokoklarn tiir duzeyinde isimlendirilmesi ve antibiyotik
profillerinin belirlenmesi dogru tedavinin uygulanmasi adina Onem tagimaktadir.
(Cetinkaya ve ark., 2000; Moellering, 2005; Tiinger, 2012; Unal ve Vahaboglu 2000).
Enterokokal infeksiyonlarin tedavisinde son alternatif olarak kullanilan glikopeptidlere
direncli bakteri olusumlar1 ¢cok daha ciddi bir sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Enterokoklarin direng oranlarinin diger iilkelerle birlikte iilkemizde de artiyor olmasi
bizi hastanemizdeki enterokok suslarinin glikopeptit duyarliliklarini arastirmaya

yOneltmistir.

Hastane enfeksiyonlar1 olarak saptanan enterokoklarin %80-90’indan E.
faecium, %5-10" E.faecalis sorumludur. Ayn1 zamanda antimikrobiyal ajanlara karsi
yiikksek oranda dirence sahiptirler. iginde bulundugumuz dénemde yiiriitiilen
caligmalarda bakteriyemi etkeni olan E.faecium izolatlari arasinda VRE oraninin (%19),
E.faecalis izolatlar1 arasindaki VRE oranina (%4) gore daha fazla oldugu saptanmustir.
ABD’de 1995-2002 yillart arasinda yapilan bir ¢aligmada E. faecium ve E. faecalis
izolatlar1 kiyaslandiginda biitiin glikopeptit tiirevlerine karsi E. faecium izolatlainda
ciddi bir direng artist saptanmistir (Rudy ve ark., 2005). Brezilya’da Pedro Alves
Dazevedo ve arkadaglarmin yiiriittiigli ¢aligmada 81 hastanin fekal siirveyans
orneklerinin biitiinii vankomisin ve teikoplanine direngli saptanmus, izole edilen 37 VRE
susunun 20’si (%54,05) E.faecium ve 17’si (%45,94) E.faecalis olarak saptanmigtir
(Dazevedo ve Furtado,2008). Kanada’da {iriner sistem enfeksiyonlar1 ve
bakteriyemilerden izole edilen VRE lerin %98,3’linlin E.faecium, %]1,7’sinin de
E.faecalis oldugu saptanmistir (Canadian Nosocomial Infection Surveillance Program,
2006). Tiirkiye’ de Ankara ve Istanbul’da yiiriitiilen calismalarda 467 hastanin
%1,9’unda VRE kolonizasyonu belirlenmis ve bunlarin tamaminin vankomisin ve

teikoplanine direngli E.faecium oldugu saptanmistir (Aygin ve ark., 2008).
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Calismamizda degerlendirdigimiz 30 Enterococ spp. (VRE) susunun 29 (%96,6)’u
E.faecium, 1 tanesi (% 3,3) de E.faecalis’tir.

Enterokoklarda bulunan glikopeptit grubu antibiyotiklere direng ilk vaka 1988
yilinda Uttley ve arkdaslar1 tarafindan tamimlandiktan sonra diinyada siklikla
gbzlenmistir. Avrupa llkelerinde ve Amerika Birlesik Devletleri’nde VRE izolatlari
arasinda en ¢ok rastlanan patern vanA genotip’dir. Diinyada oldugu gibi tilkemizde de
en sik gozlenen tip vanA olup mutasyon, transpozon, plazmit araciligi ile bu direng
genleri aktarilmakta VRE infeksiyonlariin 6énemini artirmaktadir (Uttley ve ark.,1998;
Descheemaeker ve ark., 2000; Moellering, 2000).

Bourdon ve arkadaslarinin Fransa’da yaptigi bir ¢alismada Ocak 2006-Aralik
2008 arasinda 112 farkli merkezden 902 VRE susu incelenmis, bu suslarin 855
(%94.8)’1 E. faecium, 41 (%4.5)’ i E. faecalis, diger suslarinda E. avium (2), E. durans
(1) ve E. hirae (3) oldugu bildirilmistir. E. faecium suslarinin 563’iinde (%65.8) VanA
ve 290’inda (%33.9) VanB geni saptanmistir. E. faecalis suslarinda ise 34 (%82.9)
VanA ve 7 (%17.1) VanB geni saptanmistir (Bourdon ve ark., 2011). iran’mn
kuzeybatisinda Jahansepas ve arkadaglarmin 2018 yilinda yapmis olduklart bir
calismada 160 cesitli klinik 6rnekten 30 (%18.75)’unda VRE tespit edilmistir. Bu
orneklerden 11 (%36.7)’1 E. faecalis, 19 (%63.3) “u E. faecium olarak tanimlanmustir.
30 VRE susunun 27(%90)’si Van A geni tasirken izolatlarin higbirinde Van B geni
saptanmamistir (Jahansepas v ark., 2018). Italya’da Stampone ve ark., 2005 yilinda
yaptiklar1 bir ¢aligmada 2001-2003 yillar1 kan kiiltlirlerinden izole ettikleri 19 farklh
merkezden gelen 39 VRE susunun 31’i E. faecium, 8’i E. faecalis olarak bulunmustur.
38 susta VanA geni ve sadece 1 susta VanB geni pozitif bulunmustur (Stampone ve
ark., 2005). Cin’de Xu ve galisma arkadaslarimin Mart 2008-Mart 2009 tarihlerinde
yaptiklar1 calismada 32 VRE susu izole ettikten sonra izolatlarin tamamint VanA
genotipinde E. faecium olarak tanimlanmiglardir (Xu ve ark., 2011). Almanya’da M.
Abelehorn ve arkadaslarimin yaptilart ¢alismada 24 VRE susunun tamami VanA
genotipinde E. faecium olarak tanimlanmigtir (M.Abelehorn ve ark., 2006).
Hindistan’da Shete ve ¢alisma arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada 100 izolattan 52'si (%
52) E. faecalis, 48'i (% 48) E. faecium olarak bulunmustur. 12 VRE susunun tamaminin
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vanA genini tasidigi saptanmistir. Higbir susta VanB, vanC, vanD, vanE ve vanG
genleri tespit edilememistir (Shete ve ark., 2019).

Tiirkiye’de yiiriitillen ¢alismalarda da VanA fenotip ve/veya genotipinde E.
faecium hakimiyeti dikkat ¢ekicidir (Tablo 12). Calismamizda tanimlanan 29 E. faecium
susunun 27°sin de VanA geni saptanirken sadece bir E. faecium susunda VanA ve VanB

geni birlikte saptanmistir. Hig bir susta VanC geni tespit edilmemistir.

Tablo 12. Tirkiyede yapilan bazi ¢alismalarda direng genleri

Arastirnieillar  Tiir . . N

(Tarih) n) Fenotip Genotip  Ozellikler

Kilig ve ark. E. faecium 2 kan,

(2004) (n=25) VanA o3 rektal siiriintii
E. faecium

Mete ve ark. (n=38), VanA 7 klinik,

(2005) E. faecalis 23 rektal siirtintii
(n=3)

Kantar ve ark. E. faecium L

(2006) (n=58) VanA Rektal siiriintii

Celebi ve ark.  E. faecium e

(2008) (n=41) VanA Rektal stiriintii

Gidiiciioglu E. faecium VanA 3 gevresel,

ve ark. (2009) (n=14) 11 rektalSiirtintii

Ercal ve ark. E. faecium e

(2010) (n=12) VanA 12 rektal siiriintii

Feride ve ark.  E. faecium n=30 VanA VanA 33 rektal,

(2012) (n=38) n=5VanB VanB 4 kan,1 idrar

Yamane ve ark., Vitek yonteminin Van A ve Van B direnci tespitinde hata
verdigini, E-Test ve agar tarama yonteminin en giivenilir yontemler oldugu direngli
veya orta duyarli bir sus bulundugunda PCR analizleri ile Van A, Van B direnci
1997).

bakilmas1 gerektigi belirtmislerdir (Yamane ve ark., Hubertz ve ark.
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calismalarinda VRE (VanA/VanB/VanC) saptanmasinda 8 yontem kullanilmis
otomatize sistemin de igerisinde bulundugu 6 yontemin hata verdigi en giivenilir
yontemlerden birinin E test yontemi oldugu saptanmistir (Hubertz ve ark., 1998).
Dombradi ve arkadaslarnin yapmis oldugu bir c¢alismada 17 VRE izolatt Vitek
otomatize sistem ve E test ile ¢aligilmistir. Otomatize sistemle galisilan 6rneklerin 10°u
hata vemis ve yanlig fenotiple sonuglanmistir. Bu yiizden en giivenli testin E-test oldugu
saptanmustir (Dombradi ve ark., 2010). Altun ve arkadaslarinin yapmis oldugu calisma
da Enterokoklarda vankomisin direnci Vitek 2, ve E-test yontemleriyle arastirilmis, iki
yonteminde %2100 uyumlu oldugu bulunmustur. Calisilan 199 enterokok susunun 25°i
her iki yontemle de vankomisine direngli olarak saptanmistir (Altun ve ark., 2013).

Etiz ve ark.’nin (2014) yapmis oldugu calismada Enterokoklarda vankomisin
direnci ¢esitli yontemlerle aragtirilmistir. Vitek 2 ve E-test yonteminin de kullanildig:
bu ¢aligmada her iki yonteminde %100 uyumlu oldugu saptanmistir. Calisilan 536
enterokok susunun 79’u (%14.7) her iki yontemle de vankomisine direngli olarak
saptanmigtir (Etiz ve ark., 2014). Li ve ark. (2007) Cin'deki bir hastanede VRE'lerin
sikliginin aragtirilmasinda multipleks polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak 338
enterokok tespit etmistir. Bir VanA E. faecalis, bir VanB E. faecium, ii¢ VanB E.
faecalis, bes VanC1 E. gallinarum ve bir VanC2 E. flavescens olmak iizere 11 VRE
bulunmustur. VRE'lerin belirli antimikrobiyal maddelere kars1 duyarliliklarini
belirlemek i¢in Vitek 2, mikrobroth diliisyon ve E-testi yapilmistir (Li ve ark., 2007).
Shalaby ve ark. (2016) tarafindan hastane infeksiyonu olan 112 hastadan alinan
ornekler Vitek 2 sistem ile Enterokok tiirleri tanimlanmustir. Vankomisinin MIK'degeri
E testi ile belirlenmis ve molekiiler yontemle (PCR) vanA geninin varlig1 saptanmistir.
PCR referans olarak alinmig ve hem E-test hem de Vitek i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik
%100 olarak saptanmistir. (Shalaby ve ark., 2016).

Altun ve ark. (2014) 210 perirektal siiriintii 6rnegi eszamanl olarak PCR ve
kiltir yontemiyle degerlendirmislerdir. Kiiltiirde tireyen koloniler konvansiyonel
yontemler ve otomatize Vitek 2.0 sistemi kullanilarak tanimlanmistir. Izolatlarin direng
durumu E-test ile dogrulanmigtir. PCR yontemi ile drneklerin 76 (%36.1)'sinda VRE
saptanmig; 70'i vanA, ikisi vanB ve dordii vanA+vanB geni pozitif tespit edilmistir. PCR

sisteminin duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri sirasiyla %97.4, %98.4, olarak belirlenmistir
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(Altun ve ark., 2014). Eisner ve ark.’nin (2005) yapmis oldugu calismada farkli
glikopeptit direnci fenotiplerine sahip 80 enterokok izolati tizerinde galisilmistir. Vitek
2 sistemi ile suslarin %39'u tiir diizeyinde dogru bir sekilde tanimlanmis ve tiim
izolatlarda vankomisine direng saptanmistir. Fakat teikoplanin direncinin dogru
tespitinde tutarsizliklar ortaya ¢ikmistir. PCR yontemi klinik olarak ilgili glikopeptit
direncini dogru tespit ettigi kanitlanmistir. incelenen izolatlarm% 901, PCR ile dogru
bir sekilde tamimlanmis ve PCR yontemi ile % 100 vanA ve vanB izolatlar
tamimlanmuistir  (Eisner ve ark., 2005). Calismamizda Vankomisin ve teikoplanin
direncini saptamada molekiiler yontem standart olarak kabul edildiginde gradient testin
hem duyarliligi hem 6zgilligi %100 diir. Otomatize sistemin ise duyarliligi %100 iken
ozgilligli %0 olarak bulunmustur c¢alismamizda otomatize sistem duyarli olmasi

gereken 3 susun tamamini direngli olarak saptamustir.
Sonug olarak;

Toplam 27 susta VanA ve 1 susta Van B geni tespit edilmistir. VanC genine

rastlanmamuistir.

Identifikasyon agisindan otomatize sistem, kiitle spektrofotometrisi ve PCR

tamamen uyumlu olarak bulunmustur (29 E. faecium, 1. E. faecalis).

Enterokok izolatlarinda, gradient test (E-test) ile MIC tayininin ve multipleks
PCR ile vankomisin diren¢ gen tespitinin sonuc¢larinin %100 uyumlu oldugu

goriilmiistiir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuarinda enterokok izolatlarinin  glikopeptit
direncinin saptanmasinda basit olan E-test yontemi glikopeptit direncinin saptanmasi

icin ¢ok 6nemli bir tarama testi olarak kullanilabilir.
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