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1. GIRIS

Normal floranin firsat¢1 patojenleri olarak taninan enterokoklar,
bugiin nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Ozellikle nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasindaki yeri ve
onemi 1970°li yillarin ortalarindan itibaren giderek artmaktadir. Bu artigin
enterokoklarin  intrensek  olarak  direncli oldugu  iclinci  kusak
sefalosporinlerin ayn1 dénemde yaygin olarak kullanima baslanmasiyla iliskili
oldugu distiniilmektedir. Enterokok cinsi bakteriler, hava, su, toprak, bitki ve
kanalizasyon gibi ortamlarda bulunmaktadir. Bu bakteriler en ¢ok insan ve sicak
kanl1 hayvanlarin bagirsaklarinda bulunmaktadirlar. Olumsuz  kosullarin
bulundugu ortamlarda enterokoklar diger mikroorganizmalara gore daha
dayaniklidir. Diisiik virulansa sahip bakteriler olmalarina ragmen son yillarda
gittikge artan diizeyde hastane ve toplum kaynakli ciddi enfeksiyonlara sebep
olmaktadirlar. Bu bakteriler endokardit, idrar yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi ve
hastane enfeksiyonlarina sebep olmaktadir. Enfeksiyonlardan izole edilen
enterokoklarin ¢ogu E.faecalis ve E.faecium tiirlerine ait bulunmaktadir.
Enterokok suslari ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde yaklasim genellikle, beta-
laktam ve aminoglikozid grubu bir antibiyotigin kombinasyonu, eger bunlara
direng var ise glikopeptid antibiyotigin secilmesi seklinde olmaktadir. Ancak,
sahip olduklar1 mobil genetik elementler nedeniyle belirgin bir sekilde kazanilmig
direng gelistiren enterokok tiirlerinde, son yillarda &zellikle ampisilin ve
aminoglikozidlere kars1 artan direng ampirik tedavide bu antibiyotiklerin

kullanimini sinirlamustir.

Bu c¢alisgmada 2012 yilinda Gazi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda izole edilenen enterokoklarin tanimlanmast ve klinikte
kullanilmakta olan bazi antibiyotiklere diren¢ durumunun degerlendirilmesi

amaclanmustir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Enterokoklar

Enterokoklar, 1930'larda streptokoklarin D grubu iginde
siniflandirilmistir. Daha sonra enterokoklarim D grubu streptokoklarda yer alan
non-enterokoklardan farkli biyokimyasal o6zellikleri oldugu anlasildigindan,

enterokoklarin bu gruptan ayrilarak ayri bir cinste toplanmalarina karar verilmistir
1

Enterokoklar 1984 yilina kadar Lancefield siniflamasinda D grubu
streptokoklara dahil edilmis, bu yildan sonra yapilan genetik caligmalar
sonucunda Streptococcus faecalis ve S.faecium tiirlerinin bu streptokok cinsinden

ayr1 bir cins olarak ele alinmasi gerektigine karar verilmistir 23,

Enterokoklar 1990’a kadar neredeyse bir yiizyil boyunca bakteriyel

endokarditin 6nemli bir nedeni olarak kabul edilmistir *.

2.2. Morfoloji ve biyokimyasal 6zellikleri:

Enterokoklar tek tek veya cift olarak kisa zincirler halinde bulunan
gram pozitif, katalaz negatif, fakiilatif anaerob ve spor olusturmayan bakterilerdir.
Enterokoklar laktik asit salgilayan bakteriler i¢inde yer alan 6nemli bir cinstir >6,
Sekil 1. de klinik 6rnekten hazirlanmis gram boyali preperatta enterokoklarin

gorliniisii goriilmektedir.
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Sekil 1: Klinik rnekten hazirlanan gram boyali preperatta enterokoklarin goriiniimii .

Kanli agarda enterokoklarin kolonileri gri renkli, parlak ve bugulu
bir gdriiniim sergiler 89 Sekil 2.de kanli agarda enterokok kolonilerinin goriiniimii

goriilmektedir.

Sekil 2: Enterokok kolonilerinin kanli agardaki goriiniimii *°.



Enterokoklarin hiicre duvar yapist diger gram pozitif koklara
benzemektedir. Bu yap1 peptidoglikan, teikoik asit, lipoproteinler ve yiizey protein
antijenlerinden olusur ',

Enterokoklar 10-45 C’arasinda, %6,5 NaCl konsantrasyonunda ve
pH 9,6 gibi yiiksek bazik derecelerde iireyebilirler. Ayrica % 40 safra varlifinda
eskiilini hidrolize ederler. Kanli agarda alfa, beta veya gama hemoliz yapabilirler.
Optimum gelisme sicakliklar1 35 C° olan enterokoklar, 60 C° de 30 dakika
uygulanan 1s1l islemde canliliklarini stirdiirebilmektedirler. Ancak son zamanlarda
tanimlanan enterokok tiirlerinin ¢ogu fizyolojik 0Ozellikleri bakimindan tipik
enterokoklardan farklilik gosterirler. Yiizde 5 defibrine koyun kani ile hazirlanan
triptikaz soy veya Columbia agar enterokoklar tarafindan iiretilen hemolizi
degerlendirmek icin kullanilabilmektedir. E.faecalis insan ve at kani i¢eren agarda
B-hemoliz olusturabilir ancak koyun kanli agarda hemoliz yapmamaktadir.

E.faecium ise alfa hemoliz yapar'**41°1617.18

2.3. Hiicre duvar1 yapis1 ve antijenik ozellikleri

Enterokoklarin  hiicre duvarmin ¢ bileseni peptidoglikan,
teikoik asit ve polisakkaritlerdir. Hiicre duvarmin %40’1 peptidoglikandan
olusurken, geri kalan kismi ise ramnoz iceren polisakkarit ve ribitol igeren
teikoik asitten olusmaktadir. Peptidoglikan polimerleri glikan zincirlerinden ve
bunlara baglanmis L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala—D-Ala aminoasitlerini igeren kisa
peptitlerden olugsmaktadir. Komsu zicirlerdeki pentapeptidler yan zincirlerdeki
pentapeptidler ile ¢apraz baglar olustururlar. Peptidoglikan disindaki yardimci
polimerlerin yapisal bilesimi kesin olarak bilinmemektedir. = Lancefield’in
streptokoklar i¢in yaptig1 serolojik tiplendirmede,  streptokoklarin ¢ogunda,
baskin olan hiicre duvar1 karbonhidratlar1 esas alinmistir. Enterokoklarin yer

aldigr “D” grubunda ise serolojik tiplendirme lipoteikoik asitlerin (LTA)



antijenik oOzelliklerine gore yapilir. Gruba 6zelligini veren “D” antijeni, gliserol
tinitelerine baglanmis yiiksek oranda glukoz igeren poligliserolfosfatin teikoik asit
polimeridir. LTA” in lipit kism1 1-kojibiosyl digliseriddir. ~ Bu yap1 glikolipit
membranin bir parcasi olarak bulunur. Streptokoklarin grup-D antijenleri
enterokok tiirleri ile Streptococcus bovis kompleks, Leuconostoc, Pediococcus ve
Vagococcus’larda da bulunmaktadir'9?021:22:2324.25

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar yapist ve fonksiyonlart Sekil
3.te sematik olarak gdsterilmistir. Enterokoklarin hiicre duvar yapisi genel olarak

bu yapi ile benzerdir.

Type specific
capsular polysaccharide ——»

E. faecalis species antigen
(Rhamnopolysaccharide)

Teichoic Acid

Lipoteichoie Acid \ &m‘m§ )
{Group D Antigen) W 'i.& Peptidoglycan

.
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m Y @ mu @ @ W cmorane

Sekil 3. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinin yapisi -

2.4. Enterokok tiirlerinin 6zellikleri

E.faecalis: Gastrointestinal sistem florasinda bulunmaktadir. Agiz,
hapatobiliyer sistem ve vajinadan da izole edilmektedir. Insan kaynakl
enfeksiyonlardan en sik izole edilen tiirdiir. Ayrica ¢esitli hayvanlarda da bulunur.

Uriner enfeksiyon yapar. Ayrica yara, periton sivisi, derin pelvik apse



kiiltiirlerinden, ayrica endokarditli ve bakteriyemili hastalarin kan kiiltiirlerinden
izole edilebilmektedir. Beta hemoliz yapmaktadir. E.faecalis % 6,5 NaCl
varliginda ve pH 9,6 da iireyebilmektedir.

E.faccium: Insan ve sigirlarin  gastrointestinal —sistemlerinde
bulunur. Yiyecek, sebze ve yemlerden de izole edilmistir. iki biyotipi vardir.
E.faecalis’e gore antibiyotiklere daha direnglidir. Kanli agarda alfa hemoliz yapar,

%6,5’luk NaCl konsantrasyonunda ve pH 9,6 da tlireyebilmektedir.

E.durans: Siit ve kuru gidalardan izole edilmektedir. Seyrek olarak
insan ve hayvanlarin barsak ve iriner sistem floralarindan izole edilmmektedir.
Alfa hemolitik olup %6,5 NaCl konsantrasyonu ve pH 9,6 da liremektedir. Buna
karsilik 50°C de iireyememektedir.

E.avium: Kuslar, tavuk, kopek gibi hayvanlardan izole edilmistir.
Insan gastrointestinal sistem florasiinda bir parcasidir. Apendisit, otit ve beyin
apselerinden izole edilmistir. Alfa hemolitiktir. Yiizde 6,5’luk NaCl varliginda zor

tiremektedir. H,S iiretir ve pigment yapmaz.

E.casseliflavus: Bitkilerde ve toprakta bulunur. Vankomisine
direnglidir. Firsat¢1 insan enfeksiyonlar1 yapar. E.casseliflavus % 6,5’luk NaCl
varliginda ve pH 9,6’da tireyebilmektedir. Hareketli olup besiyerinde sar1 piment

yapmaktadir.

E.gallinorum: Evcil kuslarin gastrointestinal sisteminde bulunur.
Hemodiyalizli bir hastadan izole edilmistir. Vankomisine direnglidir. Koyun kanli
agarda hemoliz yapmaz. At kanli agarda beta hemoliz yapabilir. E.gallinorum, %

6,5 NaCl varliginda ve pH 9,6 da iirer. Hareketli olup pigment yapmamaktadir.



E.hirae: Domuz ve tavuklarda bulunur. Onceden atipik E.faecium
oldugu sanilirdi. Hemoliz yapmaz. 10-45°C araliginda, % 6,5’luk NaCl varliginda

ve pH 9,6’da iireyebilmektedir 2128,29.3031,32.33

Enterokoklarin biyokimyasal 6zelliklerine gore tanimlanmasi Sekil

4 teki semada 6zetlenmistir.
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Sekil 4:Enterokok tiirlerinin biyokimyasal 6zelliklerine gére tanimlanma semas >*.



2.5. Genom ozellikleri

ABD’de The Institute for Genomic Research (TIGR) ve Joint
Genomic Institute of the Department of Energy laboratuarlarinda hastane
enfeksiyonlarindan en sik izole edilen E.faecalis, E.faecalis V583, E.faecium
ve E.faecium ATCC BAA-472 suslarinin tam genom dizi analizi yapilmustir.
Enterokoklarin G+C igerigi  %37-45 arasindadir. E.faecalis V583 genomu,
3.218.031 baz c¢ifti uzunlugunda olup 3182 ‘open reading frame’ (ORF)’e
sahiptir. Genlerin ¢ogu, tiirler veya Ozellikle streptokok ve stafilokok cinsleri
arasinda lateral gen transferi ile kazanilmistir. VanB genotipi gosteren ilk
VRE susu olan E.faecalis V583 susunun, genomunun yaklasik olarak %25’
mobil veya ekzojen gen olarak kazanilmis DNA dizilerinden olusur. Bu mobil
elementler konjugatif ve kompozit transpozonlar, patojenite adalari, integre
plazmid genleri, faj bolgeleri ve ¢ok sayida insersiyon dizilerinden olusur.
Mobil gen elementlerinin kazanimi ilag direncinin kazanimi ve yayilimina katkida
bulunmaktadir. Bu da enterokoklarin ilag direncinde bir rezervuar oldugunun
kanitidir. E.faecalis V583 susunda kromozomal DNA disinda biiytikliikleri 66320
baz ¢ifti, 57660 baz ¢ifti ve 17963 baz ¢ifti olan 3 plazmid bulunur. Plazmidlerin
G+C oram1 % 34 civarindadir. E.faecium genomu 2.928.706 baz ¢ifti
blytikliginde olup, 3309 ORF igerir. Genomda toplam G+C orani
%37,8°dir®™%,

2.6. Genetik bilgi transferi

E.faecalis ve E.faecium suslarinda, virulans genleri veya ilag
direnci ile ilgili genetik bilgi transferinde rol oynayan, cok sayida plazmid,
transpozon, patojenite adasi, integre plazmid geni ve faj bolgesi ile oldukca
fazla sayida insersiyon dizileri, plazmid ve transpozon bulunmustur.
Enterokoklarda Rolling circle replicating plazmid (RCR), 1Incl8 plazmid ve
feromon-responsive plazmid olmak tiizere ti¢ sinif plazmid tanimlanmistir. RCR
ve Inc18 plazmidleri pek ¢ok cinste replike olabilirken, feromon- responsive

plazmid replikasyonu sadece enterokoklarla oOzellikle de E.faecalis ile



stnirhidir.  Plazmidi  bulunmayan  alict  suslar ekstraseliiler  feromon
sentezleyerek, verici hiicre dis yilizeyinde agregasyon faktér (AF) denilen
proteinimsi maddenin olusumunu saglar. AF alic1 hiicrenin yiizeyine baglanir ve
alict ile verici hiicrenin yakinlagmasi sonucu plazmid degisimi olusur. Feromon
ile indiiklenmis transfer, plazmid gecisini 10°> — 10° kat arttir. Enterokoklar
ayrica konjugatif transpozonlar ile de genetik bilgi degisimi yapabilir. Bunun i¢in
hiicre-hiicre temas1 gereklidir. Transpozonlar siklikla tetrasiklin, eritromisin,
gentamisin, kanamisin ve diger aminoglikozidler gibi antimikrobiyal ilaglara
diren¢ genleri tasirlar. Konjugatif transpozon Tn916, E.faecalis’lerde tetrasiklin
direncini kodlarken Tn1546 vankomisin direncini kodlayan Van A gen kiimesini,
Tn1547, Tnl549 ve Tn 5382 VanB operonunu, Tn5281 yiiksek diizey
gentamisin  direncinden sorumlu aac(6’) le-aph(2’’) Ia genini tagir.
Transpozonlar ¢ok genis bir konak spektrumuna sahip olup enterokoklarin
yan1 sira streptokoklar, laktokoklar ve diger Gram pozitif bakterilerde de
bulunurlar. Konjugasyon ile iliskili belirli molekiiller, enfeksiyon sirasinda

immun modiilatér rol oynayabildiginden patojeniteye katkida bulunurlar®’**°,

2.7. Smiflandirma

1937 yilinda Sherman, yaptig1 siniflandirmada streptokoklari, fekal
streptokoklar, siit streptokoklar, viridans streptokoklar ve piyojen streptokoklar
diye dort gruba ayirmistir. Lancefield siiflandirmasinda enterokoklari, D grubu
streptokoklarinin icinde degerlendirmistir. Daha sonra Sherman hemolitik ve
proteolitik reaksiyonlarindaki farkliliklar nedeniyle enterokoklarmm D grubu
streptokoklardan farkli Gzellikleri oldugunu gostermistir. 1984 yilinda, DNA
hibridizasyonu ozellikleri ve 16SrRNA dizisindeki farklililardan dolayz,
Streptococcus faecalis ve S.faecium tiirlerinin streptokoklardan ayrilarak
Enterococcus adi altinda ayr1 bir cins iginde incelenmesi gerektigi sonucuna
vartlmistir. Fenotipik farkliliklarinin yani sira 16SrRNA gen dizi analizi yontemi

sonuglarina gore enterokoklarin streptokoklar ve laktokoklardan ¢ok Vagococcus,

10



Tetragenococcus ve Carnobacterium cinslerine daha yakin olduklart anlagilmistir.

Enterokoklarin diger yakin cinslerle iligkisini gosteren filogenetik dendogram

Sekil 5. te gosterilmistir*®*,

Hoat af the subires

107% Sequance divargence

Sekil(5). Enterokok cinsinin 16SrRNA dizi 6zelliklerine gére hazirlanan filogenetik dendrogram®.

16SrRNA dizilenme o6zelliklerinin incelenmesi sonucu birbirine
benzer enterokok tiirlerinin aymi grublarda toplanabilmesine olanak vermistir.
Enterococcus faecalis grubu, E.faecalis, E.haemoperoxidus ve E.moraviensis
tirlerini igermektedir. E.faecium grubu ise E.faecium, E.durans, E.hirae,
E.mundtii, E.porcinus ve E.villorum tiirlerini i¢ermektedir. Lancefield’in grub D

antijeni, hiicre duvari ile baglantili bir gliserol olan teikoik asitten olusur.

11



Enterokoklar % 80 oraninda D grubu antiserumlariyla agliitinasyon verirler. Grup
D antijeni, enterokoklar disinda, S.bovis, S.equinus, S.suis, Pediococcus tiirleri ve
Leuconostoc tiirleri gibi diger gram pozitif bakterilerde de bulunabildiginden,
enterokoklarin ozellikle dogal olarak glikopeptid direnci bulunan Leuconostoc
tirleri ve Pediococcus tiirlerinden ayirimi  igin  PYR  hidrolizinden

yararlan111r42'43’44.

Enterokoklar mannitol, sorbitol, sorboz igeren sivi besiyerlerinde
asit olusturmalarina ve arginini hidrolize etme Ozelliklerine gore bes gruba

ayrilirlar.

Grup 1; E. avium, E. malodoratus, E.raffinosus, E. pseudoavium,
E. saccharolyticus, E.pallens, ve E. Gilvus tiirlerinden olusur. Bu tiirler mannitol,
sorbitol ve sorboz sivi besiyerinde asit olusturur, ancak arginini hidrolize

etmezler.

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

verirler.

Grup 3; E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ayrica
E. faecalis ile E. faecium’un mannitol negatif varyantlarindan olusur. Bu
gruptaki tiirler D antijeni icermez, arginini hidrolize ederler, fakat mannitol,

sorboz ve sorbitol igceren sivi besiyerlerinin higbirisinde asit olusturmazlar.

Grup 4; E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E. cecorum
tiirlerini kapsamaktadir. Bu gruptaki tlirler mannitol ve sorboz igeren sivi
besiyerlerinde asit olusturmaz ve arginini hidrolize etmezler. Sorbitol igeren sivi

besiyerinde ise E. cecorum asit olustururken, E. sulfureus asit olusturmaz.

12



Grup 5’te E. columbae, E. canis, E. moraviensis tiirleri bulunur. Bu
gruptaki tiirler arginini hidrolize etmezler, mannitollii siv1 besiyerinde asit
olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii sivi besiyerinde degisken
reaksiyon verirler. Enterokok tiirlerinin birbiriyle iligkisi Sekil 6.da

gésterilmistir45.

F E. azikioaid®
= E. v

= E cvans

— £, fadcilum

== FE. il

[ £, wi¥orum
L. porTins

E maladaraias
E £, refinpeus
E. AWK
E. psougoavism
£. passaifiavus
_.._F E zvoscong

‘E phoanicaieaia®
E &b
E. dYsoar

E. saortraroipdions
— E. SATLYeuE

L

E. e

E. mdrdviansts
_E[_ E. Mihrmoosrceidis
“E. rallae*

c. fanoakis

Sekil(6): Enterokoklar tiirlerinin birbiri ile iliskisi®.
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2.8. Enterokoklarin patojenite ozellikleri

Enterokoklar o6nemli nozokomiyal patojenler olarak kabul
edilmektedir. Uriner sistem basta olmak fiizere yara ve yumusak doku
enfeksiyonlari, endokardit ve bakteriyemilerden siklikla etken olarak izole

edilmektedirler®®.

Enterokoklar firsatg1 patojenler olup hastaneye yatirilan yash,
immiinsuprese ve ciddi hastaligi bulunanlarda enfeksiyon olusturmaktadir. Tiim
Enterokok enfeksiyonlarinin % 80’ininden E.faecalis sorumlu iken E.faecium
kalan enfeksiyonlarin biiyiik ¢cogunlugu ile iligkilidir. Pek ¢ok antibiyotige karsi
intrensek olarak direncli olmalari, diger antibiyotiklere de kolaylikla direng
geligtirebilmeleri ve c¢evreye adaptasyonlarmin iyi olmasi nedeni ile diger

patojenlerden daha avantajli hale gelmektedirler*”*®.

2.9. Enterokoklarin viriilans faktorleri

Enterokoklarin  enfeksiyon olusturmalari ve konaga karsi
koymalarin1 saglayan g¢esitli virtilans faktorleri bulunmaktadir. Bu viriilans

faktorleri sunlardir.

Sitolizin: Enterokoklarin bazi suslari tarafindan iiretilir. Hemolitik
ozellik tasimaktadir. Insan, at ve tavsan eritrositlerine kars: litik aktivite gdsteren

sitotoksik bir proteindir®®°,

Lipotekoik asit: Enterokoklarin D grupu antijenini olusturur.
Tiumor nekroz faktor ve interferon salinmasma neden olarak, immun cevabin

. .. o 51,52
diizenlenmesini saglar>>*.
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Feromonlar: E.faecalis’te bulunur. Nétrofiller igin kimyasal olarak
53,54

c¢ekici olduklarindan enfeksiyonlarda inflamatuvar cevabi artirirlar
Agregasyon faktorii: E.faecalis ve E.faecium’da bulunur. Bakteri
yiizeyinde yer alan saga benzeyen, protein yapida bir adezindir. Alict ve verici

hiicrelerin birlesmesini saglayarak plazmid transferini kolaylast1r1r55’56.

Jelatinaz: Enterokoklar tarafindan {iretilen jelatinaz, jelatin,
kollajen, fibrinojen, kasein, hemoglobin, insiilin ve baz1 bioaktif peptitleri

hidrolize edebilmektedir®’8,

E.faecalis suglariin akut toksik etkilerinin daha fazla oldugu ve

hayvan modellerinde endokardit olusumuna neden olabildikleri gosterilmistir.

Ayrica enterokoklarda ekstraseliiler siiperoksit, ekstraseliiler yiizey

proteini gibi virulans faktorleri de saptanmustir.

2.10. Epidemiyoloji

Enterokoklar insan ve hayvan bagirsak florasinin onemli bir
tiyesidir. Enterokoklar bagirsakta kolonize olan gram pozitif bakteriler arasinda en
yogun saptanan bakterilerdir. Bu bolgede en sik E.faecalis izole edilir. E.faecium
diger enterokok tiirlerine gore hayvanlarda daha fazla bulunurken E.mundtii ve
E.casseliflavus bitkilerde bulunur. Ayrica yapilan bir¢ok arastirmada enterokoklar
icinde en fazla izole edilen tiirler E.faecalis ve E.faecium’ dur™®,

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalara gore, enterokoklarin hastadan
hastaya ve hatta hastaneler arasi yayilabilmesinde bu bakterilerin normal bagirsak
florasinda bulunmasinin temel rolii oynadigi bilinmektedir. Nozokomiyal

enfeksiyonlara neden olan enterokok tiirleri saglik personelinin ellerinde ve

hastane ile bakim evlerindeki ¢evresel kaynaklardan izole edilmektedir®.
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Ayrica enterokoklar endodontik tedavi basarisizliklarinda rol oynar
ve genellikle kok kanal sisteminden izole edilmektedir. E.faecalis insanlarin
endodontik enfeksiyonlarindan %80-90 oranlarinda sorumlu bulunmaktadir.

Genellikle kok kanallarindan tek bir enterokok tiirii izole edilmektedir®®3,

2.11. Enterokok enfeksiyonlar:

Insan enterokok enfeksiyonlarindan en az 12 enterokok tiirii izole
edilmistir. Ancak, enfeksiyonlarin ¢ogundan E.faecalis ve E.faecium sorumlu

bulunmaktadir.

Enterokoklar iiriner sistem ve yara enfeksiyonlariin yani sira
endokardit, salpenjit, endometrit, peritonit, safra yolu enfeksiyonlari, karin i¢i
abseleri, bakteremi bazen menenjit gibi enfeksiyonlara neden olabilmektedir.
Enterokoklarin en sik neden oldugu enfeksiyonlar arasinda {iriner sistem

enfeksiyonlar birinci sirada yer almaktadir®®,

2.11.1.Uriner sistem enfeksiyonlari:

Uriner sistem enfeksiyonlar1 enterokoklarin yol agtigi klinik
hastaliklarin en sik gdtiilen tipidir ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda izole
edilen enterokoklarin en sik kayna@i idrar kiiltiirleridir. Enterokoklarin etken
oldugu tiriner sistem enfeksiyonlarinin ¢ogu nozokomiyaldir ve ¢ogunlukla iiriner

kateterizasyon ile birlikte bulunur®®®’.

2.11.2. Endokardit:

Enterokoklar bakteriyel endokarditlerin % 5-15’ ini olustururlar.
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Cocuklarda da endokardite neden olabilirler. Enterokok endokarditi erkeklerde ve
50 yas lzerindeki bireylerde daha sik goriilimektedir. Vakalarin ¢ogunda altta
yatan bir kalp kapak hastaligi veya prostetik kapak bulunmakla beraber,
enterokoklar normal kapaklarda da enfeksiyona yol acgabilmektedirler.
Enfeksiyonlarda en sik aort ve mitral kapak tutulumu goriilmektedir. Enterokoklar

genellikle subakut bakteriyel endokardite neden olurlar®®®.

2.11.3. Bakteriyemi:

Enterokok bakteriyemisi enterokok endokarditinden daha sik
goriilen bir  enfeksiyon olup giderek daha sik karsilasilan bir durumdur. Hastane
disinda gelisen bakteremilerin iicte birinde endokardit saptanabilmektedir.
Nozokomiyal enterokok bakteriyemilerinden genellikle birden fazla bakteri izole
edilmektedir ve siklikla {iriner sistem ve karin ici enfeksiyonlarindan

kaynaklanmaktadlrlarm’71 .

2.11.4. Karm igi ve pelvik enfeksiyonlar:

Enterokoklar siklikla intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlarda
mikst aerop ve anaerop enfeksiyon etkenleri arasinda yer almaktadir. Siroz veya
nefrotik sendromlu hastalarda spontan bakteriyel peritonit ve periton diyalizi
yapilanlarda da peritonite neden olurlar. Enterokoklar, endometrit veya akut
salpenjit ~ komplikasyonu  olarak  bakteriyemi  ve  abselere  neden

olabilmektedirler’>™,

2.11.5. Yara ve yumusak doku enfeksiyonlari:

Enterokoklar nadiren seliilit veya diger derin doku enfeksiyonlarina

yol acarlar. Siklikla cerrahi yara enfeksiyonlari, dekiibitus iilserleri ve diyabetik
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ayak enfeksiyonlarindan alinan klinik 6rneklerden gram negatif basil ve anaerob

bakteriler ile birlikte izole edilebilirler’®".

2.11.6. Menenjit:

Enterokoklar nadiren menenjit yapar. Daha ¢ok kafa travmasi,
norosiriirjik girisim sonrasi veya santral sinir sisteminde anatomik defekti olan
hastalarda menenjit yapabilirler. AIDS, akut 16semi gibi immiinsiipresyonu
olanlarda bakteriyemi komplikasyonu olarak menenjit gelisebilir. Enterekok
menenjiti olan ¢ogu hastada BOS 16kosit sayis1 milimetrekiipte iki yiiziin altinda

bulunmaktadir’®"’.

2.11.7. Yeni dogan ve pediatrik enfeksiyonlar:

Yeni dogan bebekler enterokok enfeksiyonlari i¢in risk grubunda
bulunmaktadir. Bu grupta en sik sepsis ve menenjite neden olurlar. Yenidogan

sepsis ve menenjitlerinin % 13 iinde enterokoklar etken olarak gésterilmistir78.

2.12. Enterokoklarin antibiyotik duyarhliklar1 ve diren¢
mekanizmalar

Enterokoklardaki antibiyotik direnci intrensek (tiire 0zgii) ve
kazanilmis olmak {izere iki gruba ayrilabilir. Intrensek dirence Ornek olarak
sefalosporinlere, antistafilokokal penisilinlere  (metisilin, nafsilin  gibi),
aminoglikozidlere (diisiik diizeyde) ve klindamisine (diisiik diizeyde) olan direng
gosterilebilir. Enterokoklar plazmid ve transpozonlar yoluyla son yillarda belirgin
bir sekilde kazanilmis diren¢ gelistirmistir. Bunlar arasinda en 6nemli olanlar1
yiksek diizey aminoglikozid direnci, beta laktamaz yapimi veya diger

mekanizmalarla gelisen yiiksek diizey penisilin direncidir. Su anda enterokoklarin
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¢ok 6nemli bir kism1 bu yol ile eritromisin, klindamisin ve tetrasiklinlere direng

kazanmis durumdadir”.

2.12.1. Beta-laktam direnci:

Bu direngte rol oynayan asil mekanizma, diisiik afiniteli penisilin
baglayan proteinlerin (PBP) iiretilmesi ile iligkilidir. Diisiik afiniteli PBP’lerin
(0zellikle PBP 5) asir1 tiretiminin penisilin direncine neden oldugu gosterilmistir.
Betalaktamaz {iretimine bagli direng ise olduk¢a nadir goriilen, edinsel ve
inokuluma bagiml bir direnctir. Genellikle sefalosporinler enterokoklara karsi
penisilinden daha az etkilidir ve sefalosporinlerin higbirisinin  klinikte

enterokoklara kars1 kullanilmas1 uygun degildir 2%,

2.12.2. Aminoglikozid direnci:

Enterokoklarda aminoglikozid direnci ii¢ farkli mekanizma ile

meydana gelir.

A:Permeabiliteye bagl direng:

Aminoglikozidlere karst kromozomal mutasyon sonucunda
membrandaki permeabilitenin azalmasi ile olusan direng yiiksek diizeyde
olmamakla birlikte tiim aminoglikozidlere karsi ¢apraz direng seklindedir. Bu tip
diren¢ aminoglikozitlerin beta-laktam antibiyotikler ile birlikte kullanilmasiyla

bertaraf edilebilir®.

B: Aminoglikozid modifiye edici enzimlere bagh direng:

Enterokoklarda aminoglikozidlere karsi en sik gozlenen yiiksek
diizeydeki (2000 mg/mL) edinsel direng, plazmid veya transpozonlar tarafindan
kodlanan asetiltransferaz (AAC), adeniltransferaz (ANT), fosfotransferaz (APH)

gibi modifiye edici enzimlerin neden oldugu direngtir. Bu enzimlerin etkisiyle
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aminoglikozitler inaktive olmaktadir. Yiiksek diizey gentamisin direncine neden
olan enzim 6’ asectiltransferaz- 2 fosfo-transferaz enzim kompleksi olup
streptomisin hari¢ klinik kullanimda olan tiim aminoglikozidlere (gentamisin,
tobramisin, amikasin ve netilmisin) kars1 yliksek diizeyli direncin ortaya
cikmasinda etkilidir. Streptomisine enzimatik yoldan kazanilan yiiksek diizey
direng ise 6 adeniltransferaz (AAD 6) enzimi ile olmaktadir. Bu enzim varliginda
sadece streptomisine kars1 yiiksek diizeyde direng gelismektedir. E.faecalis
kokenlerinde yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci yoksa penisilin ile
aminoglikozid antibiyotikleri arasinda sinerjizm goriiliir. E. faccium kdkenlerinde
ise yliksek diizey aminoglikozid direnci bulunmasa da penisilin ile sadece
gentamisin ve streptomisin sinerjistik etkili olabilir. Ciinkii E. faecium kokenleri
intrinsik olarak tobramisin, netilmisin, kanamisin ve sisomisini modifiye eden 6’
asetiltransferaz (AAC-6’) enzimini olustururlar. AAC 6 enzimi aac(6’) geni
tarafindan kodlanir. Bu durumda yiiksek diizey aminoglikozid direnci olmamakla
beraber (MIK<2000 mg/L) hiicre duvarina etkili antibiyotikler ile sayilan bu 4

aminoglikozid arasindaki sinerji bozulmaktadir® 3%,

C: Ribozomal direng:

Bir ribozomal proteinde olusan tek bir aminoasit degisikligi, o
ribozomun antibiyotige karsi diisiik afinite gostermesine neden olur. Bu direng tipi
klinik olarak oldukca nadir goriilmekte ve diger aminoglikozidlere karsi capraz

direng saglamamaktadir 5

2.12.3. Vankomisin direnci:

Enterokoklarda glikopeptid antibiyotiklere diren¢ ilk kez 1988
yilinda Uttley ve arkadaglar tarafindan bildirilmis ve daha sonra tiim diinyada
hizla yayilmistir. Tiirkiye’de ise ilk VRE susu Antalya’da saptanmis olup 1998
yilinda  Vural ve  arkadaslar1  tarafindan =~ ANKEM  kongresinde
sunulmustur.Vankomisin direncinde farkli genler rol oynamaktadir. VanA tipi,

vankomisine ve teikoplanine yliksek diizeyde direng gosteren (vankomisin igin >
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64 mg/mL, teikoplanin i¢in > 16 mg/mL) ve enterokoklarda en sik goriilen direng
tipidir. Dirence neden olan membran proteini ancak vankomisin varliginda bakteri
uretilirse sentezlenir. VanB tipi direng ise vankomisin ile indiiklenirken,
teikoplaninden etkilenmez. Ancak vankomisin ile indiiklenme teikoplanin
direncine de neden olabilmektedir. VanC tipi direng 6zelligine sahip suslar sadece
vankomisine diisiik diizeyde konstitiitif direng gosterir, teikoplanine ise
duyarhdirlar. VanD tipi izolatlar ise konstitiitif olarak vankomisin (64-256
mg/mL) ve teikoplanine (4-32 mg/mL) direnglidirler. Yeni ortaya ¢ikarilan VanE
ve VanG tipi direngte diisiikk diizeyde vankomisine diren¢ (16 mg/mL) mevcut

olup bu suslar teikoplanine duyarlidir (0.5 mg/mL)86’87’89.

2.13.Tedavi

Sefalosporinler, aminoglikozidler (yiikksek diizey disinda),
klindamisin ve kotrimoksazol invitro olarak etkin goziikebilir, ancak klinik olarak
etkisizdirler ve enterokok infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmamalidirlar.
Florokinolonlar, eritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikol igin de klinik
basarisizliklar bildirilmistir. Giinlimiizde enterokoklarin neden oldugu iiriner
sistem enfeksiyonlar1, peritonit ve yara enfeksiyonlarinin ¢gogu ampisilin, penisilin
G ya da vankomisin gibi tek ilagla tedavi edilebilir. Enterokok endokarditi ve
menenjiti i¢in kombinasyon tedavisi gereklidir. Bu enfeksiyonlarda standart
tedavi bakterisidal etkili olmalidir. Kombinasyon tedavisi hiicre duvarma etkili
ajanla (penisilin G, ampisilin veya vankomisin) protein sentezini etkileyen
aminoglikozid (streptomisin veya gentamisin) antibiyotigin beraber verilmesi ile
uygulanir. Penisilin allerjisi olan hastalarda veya yiiksek diizey penisilin direnci
oldugu zaman penisilin G veya ampisilinin yerine vankomisin kullanilabilir.
Yiksek diizey gentamisin direngli enterokoklarla olusan menenjit veya
endokarditli hastalarda yiiksek diizey streptomisin direnci aranmalidir.
Streptomisine kars1t yiiksek diizey direng yoksa kombinasyon tedavisinde
gentamisinin yerine kullanilir. Streptomisine yiiksek diizey direngli endokardit

veya menenjit durumunda gentamisine diren¢ saptanmadiysa kombinasyon
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tedavisinde streptomisin  yerine gentamisin  kullanilir.  Gentamisin  ve
streptomisinin her ikisine karsi da yiiksek diizeyde diren¢ igeren suslarin
olusturdugu endokardit gibi bakterisidal tedavi amaglanan durumlarda IV
ampisilin ile uzun siire (8-12 hafta) devamli infiizyon tedavileri onerilmektedir.
Ancak sadece intravendz ampisilin tedavisinin yeterli oldugu olgularin yanisira

kapak replasmani gerektiren olgular ve relapslar da bildirilmistir.

Beta-laktamaz {ireten enterokok enfeksiyonlarinda vankomisin,
ampisilin-sulbaktam ve amoksisilin-klavulanat gibi betalaktam+betalaktamaz
inhibitorleri kullanilabilir. VRE’lerin bir kismu1 (6zellikle E. faecalis) penisilin G
veya ampisiline duyarli olabilir. Bu nedenle, VRE infeksiyonlarinin tedavisinde
penisilin G ya da ampisilin denenebilir. Hem penisilin G’ye hem de vankomisine
yiikksek diizeyde direngli enterokoklarin (genellikle E. faecium) neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi biiyiik bir sorundur. Vankomisin ve penisilin G veya
ampisilin kombinasyonunun bu mikroorganizmalarin bazilar1 iizerinde in vitro
kosullarda bakteriyostatik etki gosterdigi, ampisilin + vankomisin + gentamisin
kombinasyonunun ise hayvan modellerinde  bakterisidal etki gdsterdigi
bilinmektedir. Van B genotipindeki VRE’ler in vitro olarak teikoplanine duyarl
olsalar da, bu tiir mikroorganizma enfeksiyonlarinin tek basina bu antibiyotikle
tedavisi sirasinda genellikle direng gelisir. Teikoplanin + aminoglikozid
kombinasyonu bu tiir olgularda daha basarili bulunmustur. Giinlimiizde
VRE’lerin neden oldugu enterokok infeksiyonlarmin tedavisinde quinupristin-
dalfopristin ve linezolid yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Quinupristin-
dalfopristin kombinasyonuna karg1 E. faecalis intrensek olarak direngli oldugu
icin yalmzca E. faecium infeksiyonlarinda kullanilmaktadir. Linezolid hem E.
faecium hem de E. faecalis’e karsi in vitro aktivite gostermektedir. Her iki
antibiyotikte enterokoklara kars1 bakteriyostatik etkili oldular1 i¢in endokardit gibi
ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde dikkatli kullanilmalidir.  Son zamanlarda
daptomycin ve oritavancin (LY333328) gibi enterokoklara kars1 bakterisidal etkili

ajanlar gelistirilmis olup bu ilaglarla ilgili deneysel ¢alismalar devam etmektedir
89,90,91,92,93,94,95
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2.14. Tam

Aseptik kosullarda alinan c¢esit ornekler %S5 koyun kanli agara
ekilip 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek degerlendirilir. Kanli agarda uygun koloni
morfolojisine sahip, katalaz testi negatif bulunan, safrali eskiilin besiyerinde
siyahlik olusturan, % 6.5 NaCl igeren besiyerinde iireyen ve pirolidonil arilamidaz

(PYR) testi pozitif olan gram pozitif koklar enterokok tiirleri olarak tanimlanir.

Katalaz testi: Enterokok oldugu diisiiniilen kolonilerden bir kaci
lam {izerinde ezilerek tizerine %3 liik H,O; (hidrojen peroksit) damlatilir. Hava
kabarcigi olusumu izlenir. Enterkoklar katalaz testi acisindan negatif sonug
verirler. Bu test streptokok ve enterokoklari stafilokoklardan ayirt etmek igin

kullanilir.

Safra eskulin testi: Bu test i¢in Bile-Esculin-Agar kullanilir. Bu
besiyerine siipheli koloniden ekim yapilir. Bir gece 35°C deki inkiibasyon
sonunda besiyerinde lireyen ve eskulini hidrolize ederek siyah renk olusturan

suslar pozitif kabul edilir.

Yiizde 6,5 luk NaCl de iireme testi: Siipheli koloniden 6ze ile
icinde % 6.5 tuz iceren besiyerine ekim yapilarak 35°C de 24-72 saat inkiibe

edilir. Besiyeri igerisinde bulaniklik olusturan suslar pozitif kabul edilir.

Katalaz negatif olan, safra eskulinli ve tuzlu su besiyerlerinde

tireyen suslarin enterokok olma olasiliklar1 biiytiktiir.
API sistemi ile tanmimlama yontemi: Bir c¢ok biyokimyasal

reaksiyon sonucunun gozlenebildigi bu tanimlama sisteminde ticari olarak temin

edilen test striplerine bakteri siispansiyonundan ekim yapilir. Test stribinde
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enkiibasyon sonunda olusan renklere gore skorlama yapilir ve bilgisayar

programindan yararlanilarak bakteri tanimlamasi yapilir.

Antimikrobiyal duyarlilik testi: Saf kolonilerden hazirlanan
0,5 McFarland bulanikliligindaki bakteri siispansiyonu % 5 kan eklenmis Mueller
Hinton agar (MHA) besiyerlerine yayilarak ekilir. Onbes dakika kurumasi i¢in
bekletildikten sonra besiyerlerine etkisi incelenecek antibiyotik diskleri
yerlestirilir. Otuz bes °C de 18-20 saatlik inkiibasyon sonunda sonuclar

degerlendirilir.

E-test yontemi: Uzerine ¢esitli oranlarda antibiyotik emdirilmis
antibiyotik stripleri, bakteri siispansiyonu yayilmis besiyeri iizerine yerlestirip 24-
48 saat sonra olusan inhibisyon zonunun en alt birlesim yerinden okunmasi

2
€sasina dayamr .

2.15. Enterokoklar icin antibiyotik duyarhhik testleri:

Enterokoklarin intrinsik olarak direncli oldugu antibiyotikler,
ornegin sefalosporinler,  oksasilin, TMP-SMX,  klindamisin ve standard
konsantrasyonlarda aminoglikozidler test edilmemelidir. Penisilin veya ampisilin
ve vankomisin rutin olarak kullanilmalidir. idrar izolatlar1 i¢in florokinolonlar,
eritromisin, nitrofurantoin ve tetrasiklin ilave edilebilir. Disk kullanildiginda 10
pg’lik ampisilin diski etrafinda <16 mm, 10 iinitelik penisilin diski etrafinda <14
mm zon olusmasi durumunda bakteri direngli  kabul edilmektedir. Vankomisin
icin  diisiik diizeyde direnci ortaya koyabilmek amaci ile <14 mm altindaki zon
direncli, 15-16 orta duyarli, >17 mm ise duyarli kabul edilmektedir. Teikoplanin
icin bu degerler <10, 11-13 ve >17 mm olarak belirlenmistir. Vankomisine
orta duyarli suslarin tedavisinde vankomisin kullamlmasi diisiiniiliiyorsa MIK
degerleri ¢aligilmalidir. Ampisilin ve penisilin i¢in MIK degeri >16 ug/ml direncli
kabul edilmesine ragmen, ¢ok yiiksek ampisilin dozlari ile MIK degeri <64 pg/ml

olan izolatlan tedavi edebilmek miimkiin olabilmektedir.
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Vankomisin MIK degeri >32 ng/ml olan enterokoklar direngli
kabul edilmektedir. Endokardit, menenjit ve immun kompromize hastalardaki
derin infeksiyonlarda yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci bakilmali ve beta
laktamaz testi uygulanmalidir. Gentamisine yiiksek direng, streptomisin disindaki
tiim aminoglikozidlerle sinerjizme engel olacak direnci gosterir. Yiiksek diizeyde
aminoglikozit direncini belirlemek igin bakterinin yayildig1 besiyerine yiiksek
konsantrasyonda gentamisin ve streptomisin emdirilmis diskler konularak test

yapilmalidir %

3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada 2012 yilinda Ocak ve Ekim aylar1 arasinda ¢esitli
poliklinik ve kliniklerden Gazi Universitesi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvarina kiiltiir i¢in gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
enterokok olarak tanimlanan 72 adet bakteri susu incelenmistir. Enterokoklarin tiir
diizeyinde tanimlanmalar1 konvansiyonel yontemlerle yapilmistir. Ayn1 zamanda
bu bakterilerin tanimlanmalar1 API Strep ID 32 kiti kullanilarak teyid edilmistir.
Tanimlanan enterkoklarin antibiyotik duyarliliklar1 incelenmistir. Antibiyotik
duyarliliklar1 penisilin, ampisilin,  siprofloksasin, fosfomisin, linezolid,
levofloksasin, tetrassiklin, teikoplanin ve vankomisin antibiyotik diskleri
kullanilarak test edilmistir. Beta laktamaz yapip yapmadiklar1 incelenmistir.
Ayrica bu bakterilerin yiiksek diizeyli aminoglikozit direnci olup olmadig: test
edilmistir.  Yiiksek diizeyli aminoglikozit direnci 120 pg’lik gentamisin ve 300

pg’lik streptomisin diskleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.1. Laboratuvarda klinik orneklere yapilan islemler

Laboratuvara gelen ornekler gesitlerine gore farkli besiyerlerine
ekildi.Cerrahi yara-abse siiriintii 6rnekleri; Koyun kanli agar (Giil BBL Biyoloji
Laboratuvar1) ve EMB Agara (Oxoid) tek koloni ekim teknigiyle ekilmislerdir.
Ekim yapilan besiyerleri 24-48 saat siire ile 35-37 °C’lik etiive konuldu.
Degerlendirme asamasinda enterokok kolonisi goriiniimii veren bakterilere katalaz

testi yapildi ve gram boyamasi yapilarak incelendiler.

Subklavian katater, multiliimen ucu gibi 6rneklerde ayni sekilde
kanli agar ve EMB agara tek koloni ekim teknigi ile ekilerek degerlendirilmistir.
Ekiivyonla gelen cerrahi yara, akintist ve  slirlintileride ayni sekilde
incelenmislerdir. Steril enjektor, tiip icinde gonderilen apse, drenaj mayii,

koleksiyon mayii gibi 6rneklerde kanli agar ve EMB agara ekilmiglerdir.

Usuliine gore alinmis idrar 6rneklerinden 10 pl’lik kalibreli 6ze ile
alinan idrar kanli ve EMB agara ekilmis ve iireme sonunda {ireyen enterokoklarin
koloni sayilar1 belirlenmistir. Mililitresinde 100 000 koloni {ireyen ornekler

calismaya dahil edilmistir.

Kan ornekleri ilgili doktor tarafindan alinmis ve klinige génderilen
kan kiiltiirii sisesine kan 1/10 hacimde enjektorle aseptik kosullarda eklenmis ve
laboratuvara ulastirilmistir. Siseler kodlanarak otomatik tireme kontrollii kan
kiiltiirii sistemine (Bactec 9050, Becton Dickinson) yerlestirilmistir. Ureme
sinyali alinan siselerden gram boyamas1 yapilmis ve bakteri goriilenler kanl ve
EMB agar besiyerlerine ekilmislerdir. Enterokok siiphesi olan iireme olmasi

durumunda iireyen bakteriler ayni sekilde incelenmislerdir.

26



3.2. Degerlendirme

Ekilen kiiltiirler 18-24 saat sonra kanl1 agar besiyerinde lireme olup
olmamas1 yoniinden degerlendirildi. Kanli agar besiyerinde iireyen 0,5-1 mm
capindaki gri veya beyazimsi, kenarlar1 diiz,  belirgin, kolonilerden gram
boyamasi yapildi. Gram boyali preperatlarda gram pozitif koklarin goriilmesi
halinde enterokok olabilecekleri diisiiniilerek ileri incelemelere gecildi. Oncelikle
kolonilere katalaz testi yapildi. Koyun kanli agarda hemoliz yapip yapmadiklari
incelendi. Alfa hemolitik olanlar ve hemoliz yapmayanlar siipheli olarak
degerlendirildi. Katalaz negatif olan bakteriler, bile-eskulin agara (Oxoid) ekilip
35-37 °C’de inkiibe edildi. %40 safrali ortamda iireyerek eskulini hidrolize eden
ve besiyerinde siyah pigment olusturan bakteriler bile eskulin pozitif kabul edilip
% 6,5’luk NaCl’de treyip tremedikleri kontrol edildi. Ardindan PYR testi
yapildi. PYR pozitif bakterilerin enterokok olduklart kabul edildi ve tiir ayrimi
icin  Vitek-2  otomatik  tanimlama  sistemi  (BioMerieux, = Durham,

NorthCarolina,USA) kullanilarak kesin identifikasyonlar1 yapildi.

Enterokoklarin mikrobiyolojik yonden tanimlanmasi asamalar1 Sekil 7’te

gosterilmistir.
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Gram pozitif koklarin
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> 8
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>
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v

Enterococcus spp

—

sekil 7: Enterokoklarin mikrobiyolojik yonden tanimlanma asamalar1

Rapid ID32 Strep sistemiyle tiir tayini
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3.3. Enterokoklarin tanimlanmasinda uygulanan biyokimyasal
testler

1- Katalaz testi: Bakteri katalaz enzimi yapiyorsa asagidaki biyokimyasal
reaksiyon gergeklesir.

2H202 ——> 2 H20 + O2 + havakabarcigi
katalaz

Kanli agar besiyerinden agara dokunmadan alinan birkag¢ koloni
lamda 6ze ile ezildikten sonra tizerine %3’liikk Hidrojen peroksitten (H,O;) bir
damla damlatildi. Molekiiler O, {iiretimi sonucu hava kabarciklarinin olusmasi

pozitif sonug olarak kabul edildi.

2-Bile eskulin testi :

Bu test belirli bazi1 bakterilerin (enterokoklar ve D grubu
streptokoklar) eskulini %4 safra tuzlu veya %40 safrali ortamda hidrolize etmesi
temeline dayanir. Eskulinin safrali ortamda hidrolizi glikoz ve eskuletinin agiga
cikmasmna yol acar. Eskuletin zamanla besiyerindeki ferrik iyonlarla
reaksiyona girerek siyah diffiiz bir kompleks olusturur. Bu test i¢in kullanilan Bile
eskulin agar (Difco) firma onerileri dogrultusunda hazirlanarak tiiplere dagitilmis
ve egik sekilde dondurularak hazirlanmistir. Bu testi yapmak icin koloniden igne
ozeyle inokulum alinip tiipteki egik besiyerine ekildi. Otuz bes °C’de 18-24 saat
inkiibe edildi. Besiyerinde olusan siyahlik testin pozitif oldugunu gosterir.
Enterokoklar ve az sayidaki bazi viridans streptokoklar pozitif iken diger
streptokoklar negatiftir. Besiyerinde siyahlik olugmasi durumunda test sonucu
pozitif kabul edildi.

3- Tuz Tolerans Testi (%6,5’1uk NaCl testi):

Ozellikle enterokoklarin identifikasyonunda kullanilan bir testtir.

Bu amagla hazirlanan  %6,5 NaCl igeren triptikaz soy sivi besiyeri besiyeri
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kullanilmigtir. Besiyerine 2-3 koloni ekilerek 3 saat 35 °C’de inkiibe edilmistir.
Ardindan iireme kontrolu i¢in koyun kanli agara pasaj yapildi. Ureme goriilen

suglar test acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

4-Nitrocefin testi:

Nitrosefin kromojenik substrat yontemiyle enterokoklarda beta
laktamaz yapimi nitrosefin emdirilmis disk (Oxoid) kullanilarak test edilmistir. Bu
amagla steril bir petri i¢ine konan nitrosefin diski lizerine kiigiik bir damla steril su
damlatildiktan sonra 6ze ile alinan birka¢ enterokok kolonisi diske stiriilmiistiir.
En gec¢ 1 saat icinde disk iizerinde pembe kirmizi renk olusmasi halinde test

pozitif olarak degerlendirilmistir.

5-PYR Testi :

Enterokoklar ve A grubu beta hemolitik streptokoklarin
identifikasyonunda kullanilan 6nemli bir tani testidir. Bu testte kullanilan PYR
substratt ‘L-pyrrolidonyl-beta-naftilamid’dir. Bu substrat spesifik bakteriyel
aminopeptidaz enzimiyle hidrolize edilir. Sonucta serbest beta naftilamid agiga
¢ikar ve bu son iirtin N,N dimetil aminocinamaldehit eklenmesiyle tesbit edilir.
Olusan kirmizi renk pozitif reaksiyonu gosterir. Hizli testte PYR emdirilmis filtre
kagidi lizerine silipheli koloniden 2-3 adet konularak 6énce PYR broth damlatildi. 5
dakika beklendi. Ardindan PYR reageni bulunan diger ayira¢ damlatilip 30-60
saniye icerisinde pozitif reaksiyon i¢in kirmizi renk olugmasi beklendi. Sar1 veya

portakal renkler negatif olarak degerlendirildi.

6-Izole Edilen Enterokoklarin Tiir Tayini:

Hasta orneklerinden izole edilerek konvansiyonel mikrobiyolojik
yontemlerle eneterokok oldugu belirlenen bakterilerin tanilarinin kesinlestirilmesi

ve tlir ayrimlar1 Vitek-2 otomatik tanimlama sistemi (BioMerieux-SA-France) ile
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yapilmistir. Entereokok olduguna karar verilmis bakterilerden pasajlar yapilarak
saf kiiltiirleri elde edilmistir. Sistem icin 6zel kullanilan seffaf plastik deney
tiptine (12x75 mm) 3 ml steril tamponlanmis tuzlu su (%0,45-0,50 NaCl, pH
4.5-7.0) konulmus, saf koloniler 6ze ile tiipe aktarilmis ve McFarland 0.5
bulanikhigina esdeger homojen bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Incelenen
her sus icin iki tiip kullanilmistir. Birinci tiipe kolonilerden hazirlanan bakteri
siispansiyonu konulmus ve ikinci tlip ise bos olarak kasete yerlestirilmistir.
Kasetin icerisinde bulunan, tliplerin arka kismindaki boliime, birinci tiipiin
arkasina Gram pozitif identifikasyon kart1 (Vitek-2 GP, BioMerieux-SA-France)
takilmis ve kullanim talimatina uygun olarak kaset Vitek-2 sisteminin igine
yerlestirilmis ve veri girisi yapilmstir. 18-24 saat, 37 °Cde inkiibasyon
sonrast, hem «cins diizeyinde, hem tiir diizeyinde tanimlanmalari
gerceklestirilmistir.  Vitek-2 GP  bakteri tanimlama sistemi Sekil 8.de

goriilmektedir.

Sekil 8: Bakteri tanimlanmasinda kullanilan Vitek-2 GP Sistemi
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7- Antibiyotik Duyarlilik Testleri :

Bakterilerin antibiyotiklere karsi duyarliliklart Kirby-Bauer disk
difiizyon teknigi ile CLSI onerileri dikkate alinarak Mueller Hinton agarda
(Difco) incelendi  Antibiyotik diyarlilik testleri penisilin, ampisilin, tetrasiklin,
fosfomisin, siprofloksasin, linezolid, levofloksasin, vankomisin ve teikoplanin

diskleri kullanilarak yapildi.

Yiiksek diizeyli aminoglikozit direncinin belirlenmesi i¢in 120 pg
gentamisin ve 300 pg streptomisin igeren antibiyotik diskleri kullanilmistir.
Yiiksek diizeyli antibiyotik direnci i¢in kullanilan antibiyotik diskleri ve
degerlendirilme kriterleri Tablo 1.de gosterilmistir. Yiiksek diizeyli aminoglikozit
direng 6zelligi incelenen enterokok suslarinin gentamisin 120 pg ve streptomisin
300 pg’lik diskler cevresinde belirlenen zon c¢aplart (mm) Tablo-6 ’de

gosterilmistir.

Tablo 1. Enterokoklarda yiiksek diizeyli aminoglikozit direncinin degerlendirilmesi ¥

Antibiyotik Antibiyotik Direngli Duyarlt
potensi
Gentamicin
120 <6 >10
Hg

Streptomycin
300 pg <6 >10

Mueller Hinton agar (MHA) hazir besiyerinden 40 gr alinip 1000
ml distile suyla ¢oziildiikten sonra benmaride eritilip 121 °C’de 15 dakika
otoklavlandi. Hazirlanan besiyeri 12 cm ¢apindaki petri kutularina 4 mm

kalinlikta olacak sekilde dokiildii. Bakterilerin taze kati besiyeri kiiltlirlerinden
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birka¢ koloni alinarak triptik soy broth’a inokiile edildi ve 0,5 Mc Farland
bulanikliligina erisinceye kadar inkiibe edildiler. Ekiivyonla bu besiyerinden
alinan bakteriler MHA besiyerinin ylizeyine yeyildi. Ticari olarak elde edilen
antibiyotik diskleri (Oxoid, Bioanalyse) uygulamadan 1 saat dnce buz dolabindan

cikarildi.

Bir petri kutusuna en fazla 8 disk konuldu. Diskler petrinin
kenarindan 15 mm, biribirinden 20-30 mm uzaklikta olacak sekilde test plagi
yiizeyine yerlestirildiler. Yaklasik 16-18 saatlik 37 °C’de inkiibasyonu takiben
olusan zon ¢aplar1 milimetrik olarak 6l¢iildii. Olgiilen zonlar CLSI dékiimanindaki
zon ¢aplar1 degerleri ile karsilastirildi. Buna gore bakteri denenen antibiyotiklere

kars1 direngli veya duyarli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Klinik orneklerden Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 72 adet
enterokok susu izole edilmis ve bu suslarin disk difiizyon yontemi ile
duyarliliklar1 incelenmistir. Enterokoklarin yiiksek aminoglikozit direnglilikleri ve

nitrosefin testi ile beta laktamaz enzimi tiretme 6zellikleri incelenmistir.

Incelenen enterekok suslarinin izole edildikleri klinik orneklere

gore dagilimi Tablo 2°da gosterilmistir.

TABLO-2: incelenen enterokok suslarin izole edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi

Klinik Ornek Say1 % orant
Idrar 63 87.5
Cerrahi alan enfeksiyonu (Yara,abse) 8 111
Kan 1 1.3

Incelenen enterkoklarin 63’ii (% 87.5) idrar orneklerinden, 8’
(%11) yara, abse gibi cerrahi alan enfeksiyonlarindan ve bir tanesi kan

kiiltliriinden soyutlanmistir.
Enterekok suglarinin ¢ogu cocuk, dahiliye ve yogun bakim
tinitelerinden gonderilen 6rneklerden izole edilmistir. Calisma grubuna aldigimiz

72 enterokok susunun 37 tanesi erkek 35 tanesi ise kadin hastadan elde edilmistir.

Enterokoklarin izole edildigi hastalarin klinik veya poliklinik

hastas1 olma 6zellikleri Tablo-3 de gosterilmistir.
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Tablo-3: Incelenen enterokoklara ait drneklerin gonderilme yerine gére dagilimi

Ormnegin gonderilme yeri Say1 % Oran1
Klinik 11 15.3
Poliklinik 61 84.7

Incelenen enterokoklar, konvansiyonel ydntemlerle ve Vitek 2
sistemi yardimiyla cins ve tiir seviyesinde tanimlanmislardir. Incelenen

enterokoklarin tiirlere gore dagilimi Tablo 4’de gosterilmistir.

TABLO-4: Incelenen enterokoklarm Tiirlere gére Dagilimi

TURLER SAYI % orani
E.faecalis 58 80.5
E.faecium 14 19.5

Nitrosefin testi ile incelenen enterokoklarin 2 tanesinin ( % 2.8)
beta laktamaz enzimi yaptiklar1 belirlenmistir. Laktamaz aktivitesi belirlenen iki
susta E.faecalis tiiriine ait bulunmustur. Incelenen enterokoklarin beta laktamaz
yapim siklig1 Tablo 5. da gosterilmistir. Nitrosefin testi ile pozitif ve negative

reaksiyon ornekleri Sekil 9.da gosterilmistir.

TABLO-5. Incelenen enterokoklarda nitrocefin testi ile belirlenen beta laktamaz yapimi sikligi.

Nitrocefin testi sonuglari Say1 % orani
Negatif 70 97.2
Pozitif 2° 2.8

e: Beta laktamaz pozitif bulunan iki sus E.faecalis tiiriine aittir.
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Sekil 9: Nitrosefin testi ile beta laktamaz yapiminin incelenmesi

Enterokoklarin yliksek aminoglikozit direng (YDAD) 6zelligi
yiiksek konsantrasyonda streptomisin ve gentamisin iceren diskler kullanilarak
disk diffiizyon teknigiyle incelenemistir. Testin uygulandig1 bir kanli agar plagi
Sekil 10.de gosterilmistir. Bu resimde ayni plakta yiiksek aminoglikozit direnci
gosteren ve gostermeyen iki farkli susa ait test sonucu goriilmektedir.

Suglarin 34  tanesi (% 47) streptomisine, 31 tanesi (% 43)
gentamisine yiiksek diizeyli direngli saptanmistir. Incelenen 72 enterokok susunda
gentamisin ve streptomisin i¢in YDAD belirlenen ve belirlenmeyen suslar Tablo

6.da gosterilmistir.

Tablo 6: incelenen 72 enterokok susunun streptomisin ve gentamisine kars1 yiiksek diizeyli

aminoglikozit direnglilik oranlar1

Aminoglikozit Duyarli % Direncli %
Streptomisin (n:72) | 38 52 34 47
Gentamisin (n:72) | 41 57 31 43
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Sekil 10 : Incelenen enterokoklarda streptomisin ve gentamisin igin yiiksek diizeyli aminoglikozit

direnci .

Incelenen 72 enterokok susunun 9 farkli antibiyotige karsi
duyarlilik durumlart Kirby-Bauer Disk Difflizyon Teknigi ile incelenmistir.
Bakterilerin antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 Tablo 7.de goriilmektedir.

TABLO-7: incelenen enterokoklarin disk difiizyon teknigi ile gesitli antibiyotiklere duyarlilik

durumlari.

AMe P FOS LZD LEV Cip TE TEC VA
1 R R S S R R S S S
2 S i S S S S S S S
3 S S S S S S R S S
4 S S S S R R R S S
5 S S S S S i R S S
6 S S S S S S R S S
7 R R S S R R R S S
8 S S S S R R R S S
9 S S S S S i S S S
10 S S S S R R R S S
11 S S S S R R R S S
12 S S S S R R R S S
13 R R S S R R S S S
14 R R S S R R S S S
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15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25

26
27
28
29

30
31

32

33
34
35
36
37
38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52
53
54
55
56
57

58
59
60
61

62

63
64
65

66
67
68
69
70
71

72

e Amp: ampisilin, FOS: fosfomisin, LZD:linezolid, LEV:levofloksasin., P: penisilin , CIP: siprofloksasin , TE: tetrasiklin ,

TEC: tekoplanin , VA: vankomisin
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Tablo 8. Enterkok suglarinin 9 farkl antibiyotige duyarlilik durumlari.

Antibiyotik | AMP. % | FOS % (LZD % |LEV % |P % CiP v |TE % |TEC % | VA %

Direncli 16 22 |3 4 |1 1 |31 43 |15 20 {34 47 |36 50 |- -

Duyarli 56 77|69 95 |71 9940 55 |57 79 |38 52|36 50 |72 100 |72 100
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5. TARTISMA

Gliniimiizde tiim diinyada c¢oklu antibiyotik direncine sahip
enterokoklarin  etken oldugu enfeksiyonlarin oran1 giderek artmaktadir.
Enterokok suslar1 arasinda glikopeptid antibiyotiklere direncin ortaya ¢ikmasi ve
giderek yayilmasi enterokoklarin 6nemini daha da arttirmistir. Enterokoklar diger
gram pozitif bakterilere gore genel olarak antibiyotiklere daha direnglidirler.
Ayrica dogal olarak hi¢ karsilagsmadiklar1 antibiyotikelere karsi da intrensek
direncliliklerinin olmasi1 bu bakteri enfeksiyonlarinin tedavisini giiclestirmektedir.
Ozellikle vankomisine direncli enterokok (VRE) enfeksiyonlarmin kontrol altina
alinmast ve VRE’lerin yayilmasinin Onlenmesi biiylik Onem tasimaktadir.
Enterokoklar son on yilda nozokomiyal bakteriyemi, cerrahi alan enfeksiyonlari
ve idrar yolu enfeksiyonlarindan daha sik izole edilmektedir. insanlarda
genellikle E.facalis ve E.faecium enfeksiyonlarma rastlanmaktadir. Enterokok
enfeksiyonlarmin tedavisinde trimethoprim-sulfametaksazol, kloramfenikol ve
rifampisin gibi antibiyotiklerin kullanim1 énerilmemektedir * ‘Kinolanlar tedavide
tek baslarina kullanildiginda bu antibiyotiklere kars1t hizla diren¢ gelismektedir.
Enterokoklarin son yillarda ampisilin, aminoglikozit ve glikopeptidlere karsi
direnclilik oranlarinin arttifi gozlenmektedir. Vankomisine direngli oldugu
belirlenen enterokoklarin ayni zamanda penisilin ve aminoglikozitlere direncli
saptanmast bu tip bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde ciddi problemlere yol
agmaktadir ** .Sefalosporinler, kinolonlar ve diisiik diizeyde aminoglikozidler gibi
cok sayida antibiyotige intrensek diren¢ gostermelerinin yani sira enterokoklarin
dikkat ¢ekici bir sekilde yeni mekanizmalarla antibiyotik direnci olusturdugu ve
bu direnci aktarabildigi bilinmektedir 1% intrensek olarak var olan beta laktam
direnci, sinerjistik kombinasyon tedavisini gerekli kilmaktadir. Tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de enterokoklardaki ¢oklu antibiyotik direnci énemli bir
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Enterokok enfeksiyonlarinda ilk sirayi tiriner
enfeksiyonlar almaktadir. Bu enfeksiyonlar siklik sirasina gore intraabdominal,

pelvik enfeksiyonlar ve bakteriyemiler izlemektedir. Enterokoklara bagl
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bakteriyemiler daha ¢ok yasli ve tibbi problemi olan veya immun yetmezligi olup
uzun siiredir hastanede yatan ve antibiyotik tedavisi alan kisilerde goriiliir. Bu tip
enfeksiyonlarin mortalitesi %30’a kadar c¢ikmaktadir. Enterokoklar sindirim
sistemi ve kadin genital sisteminin normal florasinda bulunur ve enterokok
enfeksiyonlarinin ¢ogu endojen kaynaklidir. Ancak son yillarda, VRE’ler dahil
cogu enterokok enfeksiyonunun hastadan hastaya yada personelin elleri
araciligiyla gelistigi, kontamine hasta bakim ekipmanlar1 ve ¢evre ile de indirekt
olarak enfeksiyon geciginin miimkiin oldugu gorilmektedir. Eneterokoklar,
hastane enfeksiyonlarindan artan oranlarda izole edilmektedir. Bu bakteriler,
dogal olarak tasidiklar klindamisin, florokinolon, trimetoprim-
siilfometoksazol, diisiik diizey penisilin ve diisiikk diizey aminoglikozit direng
Ozelliklerinin yanisira genetik madde aktarimi veya mutasyonla kazandiklari
tetrasiklin, eritromisin, rifampin, kloramfenikol, nitrofurantoin, fusidik asit,
yiiksek diizeyde aminoglikozit direnci ve ayrica beta laktam, florokinolon ve
vankomisin direngleri nedeniyle glinlimiiziin problem yaratan bakterileri arasinda

yer almaktadir %%,

Hemen tiim enterokoklar beta laktam  ve glikopeptid
antibiyotiklerin bakterisidal etkilerine kars1 tolerans gosterirler. Bu nedenle
endokardit ve menenjit gibi agir enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde
bakterisidal sinerji  saglamak icin bu antibiyotiklerin aminoglikozitlerle
kombinasyonu gereklidir. Bu kombinasyondaki herhangi bir antibiyotige direng
olmast halinde sinerjistik bakterisidal etki ortadan kalkar. Bazi merkezlerde
enterokok suslarmin % 50’sinden fazlasinda yiiksek diizeyde aminoglikozit
direnci  oldugu bilinmektedir. Ayrica E.faecium izolatlarmin ¢ogu penisilin
baglayict proteinlerin afinitesinin diisiik olmasi nedeniyle penisilinlere yiiksek

diizeyde direnclidir 10z

Diger bir deyisle enterokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilabilecek antibiyotik secenekleri oldukc¢a kisitlidir.
Enterokok tiirleri arasinda da antibiyotik duyarliligr farkliliklar gosterdiginden,
klinik o6rneklerden izole edilecek enterokoklarin  hem tiir diizeyinde
isimlendirilmesi  hem de antibiyotik duyarliliinin  belirlenmesi, uygun

tedavinin secilebilmesi i¢in Onem tagimaktadir. Enterokok enfeksiyonlarinin

tedavisinde son segenek olarak goriilen glikopeptidlere direngli kdkenlerin ortaya
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cikmast sorunu daha da Onemli hale getirmektedir. Glikopeptid direngli

enterokoklarda siklikla ¢ogul ilag direnci goriildiigii de bildirilmistir 1%

Bu ¢alismada klinik orneklerden izole edilen enterokoklarin 61
tanesi (%85) poliklinik 6rneklerinden, 11 taneside (%15) klinikte yatan hasta

orneklerinden soyutlanmistir.

Calisma siiresi iginde izole edilen enterokoklarin ¢ogu idrar
orneklerinden soyutlanmistir. Calismamizda izole edilen 72 enterokok susunun 63
tanesi  (%87.5) idrar kiiltiirlerinden, 8 tanesi (%11) cerrahi alan
enfeksiyonlarmdan ve 1 taneside kan kiiltiirlerinden soyutlanmigtir. Ozseven ve
arkadaglarida idrar 6rneklerinden % 68 oraninda, cerrahi alan enfeksiyonlarindan
% 9 oraninda ve kan kiiltiirlerinden % 13 oraninda enterokok izole etmislerdir™®*
Kan o6rneklerinden izole edilen enterokok sayisindaki diisiik deger, calismamizda
poliklinik hastalarinin oraninin daha fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
calismada incelenen enterokok izolatlarinin % 15’1 yatan hastalardan

soyutlanmisken, % 85°1 poliklinik hasta 6rneklerinden elde edilmistir. Bu nedenle

izolatlarin biiylik cogunlugu idrar kiiltlirlerinden izole edilmistir.

Bu caligmada incelenen 72 enterokok susunun 58 tanesi (%80.5)
E.faecalis, 14 taneside (%19.5) E.faecium olarak tanimlanmistir. Bagka tiire
rastlanmamistir.  Ozseven ve arkadaslart calismalarinda  inceledikleri 170
enterokok susunun % 52’sini E.faecalis ve % 45’ini ise E.faecium olarak
tanimlamisglardir 104, Sreeja ve arkadaslar ise ¢aligmalarinda klinik 6rneklerden
soyutladiklar1 enterokoklarin % 76’si E.faecalis, % 24’{inii ise E.faecium olarak
tanimlamiglardir 105 By iki tiiriin insan enfeksiyonlarinin ¢ogundan sorumlu
oldugu ve E.faecalis’in en sik rastlanan entereokok tiirli oldugu bilinmektedir . Bu

anlamda bulgularimiz mevcut bilgi birikimi ile 6rtiismektedir.

Bu caligmada incelenen 72 enterokok susunun 2 tanesinde (% 2.8)

nitrosefin testi ile beta laktamaz yapimi belirlenmistir. Literatiir incelemelerinde,
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incelenen enterokok suslarinda genellikle beta laktamaz yapimi belirlenemedigi
gorilmektedir 106107.108.109.110 " By kargilik 2000 yilinda Avustralya’da beta
laktamaz yapan E.faecalis suslarina rastlandigi belirtilmektedir. My irmi yil once
yazilan bir makalede enterokoklarda beta laktamaz enzim yapiminin belirlendigi,
ancak bu bakteriler arasinda stafiloklarda oldugu kadar hizli yayilamadig
belirtilmistir *** Ulkemizde 2003 yilinda bir kongrede 37 enterekok susundan
5’inde nitrosefin testi ile beta laktamaz enzim yapimu belirlendigi bildirilmistir. ***
Bu calismada 2 adet E.Faecalis susunun nitrosefin kromojenik substrat testi ile
beta laktamaz yaptig1 saptanmigtir. Bu iki susun ayni zamanda ampisiline direngli
olduklarida belirlenmistir. Ancak bu c¢alismalarda molekiiler tekniklerle enzim
gen varligiin gosterilmesi ile fenotipik testlerin dogrulanmasi gerektigini
diistiniiyoruz. Entereokoklarda beta-laktam antibiyotiklere direncin temel
mekanizmasi beta-laktam antibiyotiklere diisiik affiniteli PBP’ler gelistirilmesidir.
Beta laktamaz enzimlerinin enterokoklarda sik saptanmadigi ve direngte dnemli

bir yer almadiklar1 bilinmektedir.

Incelenen enterokok suslarinin  gentamisin ve streptomisin
kullanilarak yiiksek diizeyli aminoglikozit direncide incelenmistir. Bu direncin
belirlenmesi durumunda beta laktam antibiyotiklerin aminoglikozitlerle kombine
kullanilmas: ile elde edilen sinerjik etki saglanamamaktadir. Gentamisin
kullanilarak ol¢iilen yiiksek diizey aminoglikozit direnci % 43, streptomisin
kullanilarak 6dl¢iilen direng ise % 47 olarak bulunmustur. Enterokoklarda bir veya
daha fazla aminoglikozide, yiiksek diizeyli direng, artan siklikta bildirilmektedir
145 Enterokoklardaki gentamisin yiiksek diizey direncinin siklikla fluorokinolon
direnci ile kombine oldugu bildirilmektedir *®. Aktepe ve ark.lari YDAD
inceledikleri 137 enterokok susunda gentamisin i¢in % 46, streptomisin i¢in ise %
44.5 oraninda diren¢ bulmuslardir 17 Mirovic, bu direnci gentamisin i¢in % 52,
streptomisin i¢in % 68.7 olarak belirlemistir *° . Sreeja ve ark.lar1 ise gentamisin
icin % 47 oraminda yiiksek diizeyli aminoglikozit direnci belirlemislerdir °. Esen
ve ark.lar1 inceledikleri eneterokoklarda % 43 oraninda YDAD belirlemislerdir.

118 .Yazg1 ve ark.lar1 enterokoklarin % 34.5’inde streptomisin i¢in ve % 26’sinda
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gentamisin i¢in YDAD bulmuslardir **° Avustralya’da yaymnlanan 2010 tarihli
surveyans raporunda ise E.faecalis icin % 34.1 E.faecium i¢in ise %66 oraninda
gentamisin  YDAD, yine E.faecalis i¢cin 8.2, E.faecium icin ise % 43.8

streptomisin YDAD belirlendigi belirtilmistir**®.

Calismamizda elde edilen YDAD oranlari, diger arastiricilardan
bazilarmin sonuglar ile ortiisiirken, bazi arastirici sonuglarina gore daha diisiik
yada daha yiiksektir. Farkli arastirmalarda farkli oranlarda YDAD oranlar
belirlenmesi incelenen suslarin elde edildigi klinik 6rnek farkliliklarina baglh
olabilir. Ayrica degisik bolgelerde incelenen suslarin 6zelliklerinin farkli olmasi
farkli sonuglar alinmasinda etkili olabilmektedir. Hastalardan izole edilen her
enterokok susunda antibiyotik duyarliliklar1  belirlenirken YDAD’ninde

belirlenmesi etkili tedaviyi belirlemek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Incelenen enterokok suslarinin en duyarl olduklar1 antibiyotikler
sirastyla vankomisin, teikoplanin ve linezolid olarak belirlenmistir. Vankomisin
ve teikoplanine direngli sus belirlenmemisken linezolide karsi bir enterokok
susunun direngli oldugu anlagilmistir. Son yillarda klinik 6rneklerden soyutlanan
eneterokok  suglarinda  vankomisin  direnci  giderek artan  oranlarda
belirlenmektedir. Ulkemizde ilk defa glikopeptid grubu antibiyotiklere direncli
enterokok 1998 yilinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde Vural ve

120 (Jlkemizde cesitli klinik drneklerden

arkadaslar tarafindan izole edilmistir
yapilan ve vankomisine direngli enterokoklarin saptanmadigi diger caligmalar
meveuttur  *?*'?2. Yakin bir zamana kadar cogul direngli enterokok
infeksiyonlarinda, vankomisin giivenle kullanilabilmekteyken, uygunsuz
antibiyotik kullanimi1 sonucunda, direng gelismeyecek sanilan bu antibiyotige
karsi da direng gelismis ve enterokoklar vankomisin direncleri nedeni ile
giinlimiiziin sorunlu bakterileri haline gelmislerdir123’124. Avrupa’da 5 farkli
iilkeden toplanan 2068 enterokok susunda E.faecalis suslarinda % 1.1, E.faecium

suslarinda ise % 11.5 oranlarinda vankomisin direnci yani VRE belirlenmistir.*?

Ozellikle yogun bakim iinitelerinden bu tip direncli enterokoklarin izole edilmesi
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olasilig1 daha fazladir. Aktarilabilen bir direng olmasi nedeniyle bu tip direncin
yayllmamasi i¢in Onlemler alinmali ve hastalar izole edilmelidir. Cesitli
caligmalarda incelenen enterokok suslarinin higbirinde vankomisin ve teikoplanin
direnci belirlememisken, Ozseven ve ark.lar1 380 enterokok susundan sadece

birisinde vankomisin direnci belirlemislerdir ~1°+1%%7:18,

Buna karsilik
Avusturalya 2010 Eneterokok Surveyans Raporunda E.faecium suslart icin %
36.5, E.faecalis icin %0.5 oranlarinda VRE saptandig1 belritilmektedir 19 Bu
calismada VRE belirlenmemis olmasi orneklerin ¢ogunun poliklinik hastasi
olmasi ve inceleme doneminde hastanede VRE enfeksiyonu olmamasi ile

aciklanabilir.

VRE suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde linezolid
kullanilabilmektedir. Linezolid, vankomisin direncinden bagimsiz olarak biitiin
enterokok tiirlerine karsi etkilidir. Linezolide karsi etki mekanizmasindaki
farkliliktan dolay1, benzer etkiye sahip diger antimikrobiyotiklerle ¢apraz direng
gelismedigi bildirilmektedir'®. Linezolid, diger protein sentez inhibitdrlerinin
cogu gibi bakteriyostatik bir antibiyotiktir. Cok az toksik veya yan etkisi oldugu
goriilmekle birlikte, diren¢ nadiren bildirilmektedir 127, Cesitli calismalarda

128129 Ballow ve arkadaslari

linezolide hi¢ diren¢ saptanmadig1 belirtilmektedir
130 yaptiklar1 caligmada, vankomisine duyarli ve direncli suslarda, linezolide
direng saptamadiklarini bildirmis ve linezolidin ¢ogul direngli Gram-pozitif kok
enfeksiyonlarinda genis spektrumlu ampirik tedavi i¢in uygun bir segenek
oldugunu belirtmiglerdir. Bu ¢alismada 72 enterokok susundan 1 tanesinin (%1.4)
linezolid’e direncli oldugu belirlenmistir. Ozseven ve ark.lar1 inceledikleri
enterokoklarin % 4’iinde linezolid direnci belirlemistir ***. Bu oran beklentilerin
tizerindedir. Aznar ve ark.lar1 2068 enterokok susundan E.faecium suslarinda
%0.3 oraninda, Yoshida ve ark.larida yine E.faecium suslarinda % 1 oraninda
linezolid direnci belirlemislerdir 125‘131.Avusturalya 2010 yili eneterokok
surveyans raporunda E.faecalis suslari icin % 5.8, E.faecium igin ise %0.9

oranlarinda linezolid direnci belirlendigi belirtilmektedir **°. Buna karsilik Sreeja

ve ark.lar1 ile Aktepe ve ark.lar1 inceledikleri ¢ok sayidaki entereokok susunda
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linezolid direnci belirlememislerdir %/

Bu c¢alismada incelenen enterokok
suslarindan sadece bir tanesinde linezolid direnci belirlenmis olmas1 beklentilerle

uyumlu bir sonugtur.

Bu calismada ampisiline %22, penisiline %21 oraninda direngli sus
belirlenmigtir. Siprofloksasin ve tetrasikline % 56 oraninda direngli sus
belirlenmistir. Levofloksasine % 47, fosfomisine ise % 19 oranlarinda direngli
sus belirlenmistir. Esen ve ark.lar1 ¢calismalarinda ampisiline %33, penisiline ise
% 52 oraninda direngli enterokok saptamislardir’*®. Huang ve ark.lar1 E.faecium
suslarinda bu iki antibiyotie % 80’leri asan diren¢ belirlemislerdir. 109
Avustralya’da enterokoklarin antibiyotik direng Ozelliklerini kapsamli bir
calismada inceleyen caligma grubu klinik 6rneklerden soyutladiklari enterokok
suslarinda %85.3 oraninda ampisilin direnci belirlenmistir™® .Ersoy ve arkadaslar
yaptiklar1 caligmada ampisilin ve penisilin direncini sirasiyla %40.9 ve %40.0
olarak tespit etmislerdir". Ruhi ve arkadaglari ise bu direnci strastyla 9%60.8 ve

%31.8 oraninda saptam1$lard1r105. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda enterokoklarm

B-laktam antibiyotiklere direncinin giderek arttig1 tespit edilmistir*?’.

Pinheiro ve ark.lar siprofloksasine kars1 % 19, tetrasikline kars1 ise
% 14.3 oranlarinda direng belirlemislerdir Arastiricilar penisilin, ampisilin ve
glikopeptidlere hi¢ direngli sus bulmamuslardir. Eritromisine ise inceledikleri
suslarin % 71.5’ini direngli bulmuslardir. Ancak incelenen enterokoklar dis kanal
kokii lezyonlarindan soyutlandigindan genel olarak antibiyotiklere daha duyarlh

bulunmugtur®*:

Aznar ve ark.lar1 E.faecalis i¢in minosikline % 44, levofloksasine
ies % 41, E.faecium icin levofloksasine % 95’ e¢ kadar ¢ikan diren¢ oranlari

bulmuslardir*®

Aktepe ve ark.lar inceledikleri enterokoklarda siprofloksasine %
61, moksiofloksasine ise % 39 oraninda direng bulmuslardir'*’ Yildirim ve ark.lar1
ise siprofloksasine ve tetrasikline % 70 oraninda direng belirlemislerdirloe. Sreeja

ve ark.lar siprofloksasine E.faecalis i¢in % 48, E.faecium i¢in % 54, Ozseven ve
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ark.lar1 ise aymi antibiyotige karsi E.faecalis i¢cin % 72, E.faecium i¢in % 92

oraninda diren¢ bulmuslardir *#%-

Fosfomisin komplike olmayan sistitlerin tedavisinde Onerilen bir
antibiyotiktir. Baylan ve rak.lar1 inceledikleri enterokoklarda E.faecalis suslar
icin % 22, E.faccium suslari igin % 16 oarnlarinda fosfomisin direnci

belirlemislerdir 313+

Baz1 aragtiricilar, enterokoklarin  antibiyotik  duyarliliklar
konusunda yaptiklar1 c¢alismalarda bulgularimiza yakin sonuglar aldig:
gozlenirken, ¢ogu arastiricilarin degisik antibiyotikler i¢in daha yiiksek direng
oranlar1 belriledikleri anlagilmaktadir. Calismamizda poliklinik hastalarindan
izole edilen enterokoklarin yatan hasta izolatlarindan ¢ok olmasi bu farkililigin en

Oonemli nedeni olarak degerlendirilmistir.

Genel olarak enterokoklardaki antibiyotik direnci
degerlendirildiginde insan enfeksiyonlarinda daha az etken olan E.faecium
suslariin antibiyotiklere daha direngli oldugu goriilmektedir. Bu tiire ait suglarda
ciddi bir diren¢ artis1 oldugu literatiir degerlendirmelerinden anlasiimaktadir.
Calismamizda iki tiirtin direng ozellikleri ayr1 ayr1 incelenmediginden direng
oranlarimiz iki tiire ait karma degerleri ifade etmektedir. Enterokoklarda degisik
antibiyotiklere belirledigimiz diren¢ oranlar1 diger arastiricilarin buldugu oranlara
gore genellikle diisiik bulunmustur. Bunun nedeni, calisma déneminde izole
ettigimiz eneterokok suslarinin cogunlukla poliklinik hastalarindan elde edilmis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hastanede yatan hastalardan izole edilen
eneterokok suslar antibiyotiklere daha direnglidirler. Cok sayida literatiir verileri
incelenmis ve enterokoklar i¢in her antibiyotige farkli oranlarda direng

belirlendigi goriilmiistiir.

Bu veriler 151¢inda enterokoklarda giderek artan bir antibiyotik

direnci oldugu, E.faecium suslarinin, E.faecalis suslarina gére daha ciddi bir
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antibiyotik diren¢ sorunu sergiledigi anlasilmaktadir. Enterokok enfeksiyonlarinda
kurtarict olarak kullanilan glikopeptidler, linezolid, quinupristin-dalfopristin
kombinasyonu ve tigesiklin gibi antibiyotiklere de yavas yavas antibiyotik direnci

125 Bu nedenle Kklinik

gelistigi ve yavasta olsa yayildigi gozlenmektedir
orneklerden soyutlanan enterokoklara CLSI Onerileri dogrultusunda antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapilmasi ve enterekok enfeksiyonlarinda uygun
antibiyotiklerin kullanilmasi 6nem tasimaktadir. Tedavinin basaris1 igin
YDAD’nin belirlenmesi ve sonuca gore tedaviye karar verilmesi gerekmektedir.
Enterokoklarda beta laktamaz yapimi ya saptanmamakta ya da c¢ok az
goriilmektedir. Ancak ampisilin ve penisiline % 90-100 lere varan direng oranlari

goriilmektedir. Bu nedenle beta laktamaz yapimi belirlenmemis olsa da

antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gore tedavinin diizenlenmesi gerekmektedir.
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6.SONUC

Son yillarda enterokoklarda degisik antibiyotiklere direng
probleminin giderek biiyiidiigii bilinmektedir. Enterokoklar enfeksiyonlarinda,
dogal olarak sahip olduklar1 intrensek diren¢ nedeniyle bir c¢ok antibiyotik
kullanilamamaktadir. Enterokoklarda son yillarda son care oldugu diisiiniilen
glikopeptidlere karst direng gelisebildigi ve yayilma o6zelligi gosterdigi
goriilmektedir. VRE enfeksiyonlarinda kullanilabilecek linezolid, tigesiklin,
dalfopristin-kuinopristin ~ gibi  antibiyotiklere = de direngli  enterokoklar
saptanmaktadir.  Ozellikle hastanede yatan hastalarda yiiksek diizeyli
aminoglikozit direnci ayrica siprofloksasin  direnci yiikksek oranlarda
bulunmaktadir. Uygun olmayan antibiyotik kullanimi, vankomisine direncli
enterokok  kolonizasyonunu artirarak  hastane enfeksiyonlarina neden
olabilmektedir. Bu nedenle antibiyotik kullaniminda antibiyotik duyarlilik test
sonuglar1 goz Onlinde bulundurulmalidir.  Enterokok enfeksiyonlarinin
yayllmasinin 6nlenmesi ve antibiyotik direncinin enterokoklarda yayilmasinin
Oniine gecilebilmesi i¢in hastane enfeksiyon komitelerinin laboratuvar ile isbirligi
yaparak gerekli onlemleri almasi, gerektiginde hasta izolasyon tedbirleri alinmasi

ve uygun antibiyotik tedavisi verilmesinin saglanmasi gerekmektedir.
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7. OZET

Klinik orneklerden izole edilen enterokoklarin antibiyotik

direnc ozellikleri:

Enterokoklar insan ve hayvanlarin normal barsak florasinda yaygin
olarak bulunan gram pozitif bakterilerdir. Insanlarda en sik idrar yollar
enfeksiyonlarina neden olurlar. Son yillarda giderek artan siklikta hastane
enfeksiyonlarina da neden olduklar1 gozlenmektedir. Enterokoklar antibiyotiklere
direng 6zellikleri bakimindan en ¢ok sorun yaratan bakterilerdendir. Enterokoklar
dogal olarak sahip olduklar1 intrensek diren¢ nedeniyle bir¢ok antibiyotige
direncli olmalarinin yani sira, enfeksiyonlarinda kullanilabilecek antibiyotiklere
kars1 hizla direng gelistirebilmeleri ve bu direnci yaybilmeleri agisindan da biiyiik

bir problem haline gelmiglerdir.

Bu calismada cesitli 6rneklerden izole edilen 72 enterokok susunun
tir diizeyinde tanimlanmasi, beta laktamaz yapimlari, yiiksek diizeyli
aminoglikozit direnclilikleri ve degisik antibiyotiklere karsi duyarlilik durumlari

incelenmistir.

Konvansiyonel mikrobiyolojik yontemlerle klinik 6rneklerden izole
edilen enterokok suslart biyokimyasal 6zelliklerine gore tanimlanmistir. Daha
sonra tlir diizeyindeki tanimlanmalar1 Vitek-2 GP Sistemi yontemiyle tiir
diizeyinde tanimlanmustir. Beta-laktamaz yapimlari nitrosefin kromojenik substrat
yontemi ile arastirilmistir. Yiiksek diizeyli aminoglikozit direnclilikleri 120 pg’lik
gentamisin ve 300 pg’lik streptomisin diskleri kullanilarak disk diffiizyon teknigi
ile incelenmistir. Degisik antibiyotiklere karsi duyarliklar1 CLSI Onerileri

dogrultusunda Kirby Bauer Disk Diffiizyon Teknigi kullanilarak arastirilmistir.

Incelenen enterokok suslarmin % 15.3’{i yatan hasta 6rneklerinden,
% 84.7°si ise poliklinik hasta orneklerinden izole edilmistir. Incelenen 72

enterokok susundan 58 tanesi (%80.5) E.faecalis, 14 tanesi (%19.5) ise E.faecium
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olarak tanimlanmigtir. Bu bakterilerden sadece ikisinde (%?2.8) nitrosefin
yontemiyle beta-laktamaz yapimi belirlenmistir. Incelenen enterokoklarin %
47’sinde streptomisin i¢in, % 43’linde ise gentamisin icin yiiksek diizeyli
aminoglikozit direnci belirlenmistir. Incelenen enterokok suslarinmn tamami
vankomisin ve teikoplanine duyarli bulunmustur. Sadece bir susta linezolide karsi
direng¢ bekirlenmistir. Fosfomisine karst % 4 oraninda direngli sus bulunmustur.
Ampisiline kars1 % 22, penisiline kars1 ise % 20 oraninda direngli enterokok
belirlenmistir. Levofloksassne karst % 43, siprofloksasine karst % 47 ve

tetrasikline kars1 % 50 oraninda direncli enterokok belirlenmistir.

Incelenen enterokok suslarinda VRE belirlenmemistir. Genel
olarak incelenen antibiyotiklere karsi belirlenen antibiyotik direng oranlarinin
diger arastiricilarin buldugu direng oarnlarindan diisiik kaldigi goriilmiistiir.
Incelenen enterokok suslarmin biiyiik oranda poliklinik hastalarindan soyutlanmig
olmalar1 nedeniyle beklentilerin altinda antibiyotik diren¢ oranlarinin elde

edilmesinin en biiyiik nedenidir.

Bu c¢alismada incelenen enterokok suslar1 iginde VRE
saptanmamuistir. Incelenen enterokoklar biiyiik &lglide idrar orneklerinden ve
poliklinik hastalarindan izole edilmislerdir. Bu nedenle bu ¢alismada enterokok
antibiyotik diren¢ problemi beklenen biiylikliikte saptanmamistir. Buna karsilik,
enterokoklarda antibiyotik direncinin gelisip yayillmasinin Oniine gegilebilmesi
icin, hastane enfeksiyon komiteleri ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinin isbirligi
icinde olmasi, enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde yiiksek diizeyli
aminoglikozit direng 6zelligi ve antibiyotiklere duyarlilik test sonuglar1 g6z oniine
alinarak tedavinin planlanmasi gerekmektedir. VRE oldugu belirlenen ciddi
antibiyotik direng profiline sahip enterokoklarla enfeksiyon geciren hastalarin
izole edilmesi ve bu hastalardan diger hastalara bakterilerin yayillmasinin
Onlenmesi biliyiik 6nem tasimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Enterokok, antibiyotik duyarlilik testi, kiiltiir ,

aminoglikozid direnci .
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8. SUMMARY

Antibiotic resistance rates in Enterococcus stranis isolated
from clinical specimens:

Enterococci are gram-positive bacteria commonly found in normal
intestinal flora of humans and animals. They frequently cause urinary tract
infections in humans. In recent years, it is observed that they also cause hospital
infections increasingly. Enterococci are the most problematic bacteria due to their
resistance to antibiotics. Enterococci have become a major problem for they are
resistant to many antibiotics due to their natural intrinsic resistance, they develop

resistance to antibiotics quickly and they spread this resistance.

In this study following are examined: specie-level identification of 72
Enterococcus strains isolated from various specimens, beta lactamase productions,
high-level aminoglycoside resistance and susceptibility to various antibiotics.

The strains of enterococci isolated from clinical specimens by
conventional microbiological methods are identified according to their
biochemical characteristics. Then their species-level identifications are identified
at specie-level by Vitek-2 GP system method. Beta-lactamase-productions are
examined by means of nitrocefin chromogenic substrate method. Their high level
aminoglycoside-resistance is examined by disc diffusion technique using 120 pg
gentamicin and 300 pg streptomycin discs. Their susceptibilities to various
antibiotics are studied by using Kirby-Bauer disk diffusion technique in line with

CLSI recommendations.

15.3% of enterococcal strains examined are isolated from in-patient
samples and 84.7% of enterococcal strains examined are isolated from outpatient
samples. 58 (80.5%) of 72 enterococcal strains examined is defined as E.faecalis
and 14 (19.5%) of 72 enterococcal strains examined is defined as E.faecium.
Construction of beta-lactamase is determined through nitrocefin method in only
two of these bacteria (2.8%). High level amino glycoside resistance to
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streptomycin is determined in 47% of enterococci examined and to gentamicin in
43% of enterococci examined. All strains of enterococci examined are found to be
susceptible to vancomycin and teicoplanin. Resistance to linezolid is determined
in only one strain. Strain resistant to phosphomycine by 4% is found. Enterococci
resistant to ampicilline by 22% and to penicillin by 20% are determined.
Enterococci resistant to levofloxacin by 43%, to ciprofloxacin by 47% and to

tetracycline by 50% are determined.

No VRE is determined in enterococcal strains examined. It is found
that the rates of antibiotic resistance determined against antibiotics examined in
general are lower than the rates of resistance determined by other researchers. The
most important reason to obtain the rates of antibiotic resistance lower than
expected is based on the fact that enterococcal strains examined are largely

isolated from outpatients.

No VRE is determined in enterococcal strains examined in this
study. Enterococci examined are largely isolated from urine samples and
outpatients. Thus, the problem of enterococcal antibiotic resistance is not
determined in an anticipated extent in this study. On the other hand, in order to
prevent the spread and development of the antibiotic resistance in enterococci, it
IS required that hospital infection committees and microbiology laboratories are in
cooperation with each other; treatment is planned by taking into consideration the
high-level resistance to aminoglycoside and the antibiotic susceptibility test
results in the treatment of enterococcal infections. It is of paramount importance
to isolate the patients undergoing infections by enterococci identified as VRE and
with serious antibiotic resistance profile and to prevent the spread of bacteria from
such patients to other patients.

Key words: Enterococcus, antibiotic susceptibility test, culture, aminoglycoside

resistance.
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