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OZET

Yayla, B. Eskisehirde Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde vankomisin direncli
enterokoklarin molekiler epidemiyolojik analizi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Tipta Uzmanlik Tezi,
Eskisehir, 2007. Bu calismada bir yillik bir zaman dilimi icinde ESOGU Tip
Fakuiltesi Hastanesi yogun bakim Unitesi hastalarinda, haftada bir kez alinan
surveyans kultirleriyle VRE gastrointestinal sistem tasiyiliginin arastiriimasi ve
elde edilen VRE izolatlarinin direng genotiplerinin ve genetik yakinliklarinin
belirlenmesi amaclanmistir. Calisma stiresince cesitli klinik érneklerden patojen
olarak soyutlanan VRE suslari da calismaya dahil edilmistir. Suslarin
identifikasyonu VITEK 2 Compact Sistem GP kartlari ile, antibiyotik duyarliliklari
VITEK 2 Compact Sistem AST Kkartlari ve E-test ydntemi kullanilarak
belirlenmistir. Glikopeptid diren¢ genotipi saptamada multiplex PCR, klonal
iliskinin  belirlenmesinde ise PFGE ydéntemleri kullaniimistir. Slrveyans
kaltarlerinin % 4,8’'inde (58/1200), klinik &érneklerden izole edilen enterokok
izolatlarinin % 0,5’inde (3/529) VRE saptandi. Bu suslarin timi0 E. faecium
olarak tanimlandi. E-test ile suslarin tiimiinde vankomisin ve teikoplanin MiK
degerleri 256 mg/L Gzerinde bulundu. Suslarin higbirinde quinopristin-dalfopristin
ve linezolid direncine rastlanmadi. Molekuler testlerle suslarin hepsinin van A
genotipinde oldugu ve tek bir klondan kdken aldiklari saptandi. Ayni dénemde
VRE enfeksiyonu/kolonizasyonu saptanan hastalarin baytk bolima (5/7)
pediatri YBU hastalariydi. Hastanemizde ilk olarak 2002 yilinda kolonizan olarak
2 VRE susunun tanimlanmasini takiben 2005 yilinda alinan sidrveyans
kiltdrlerinde % 5,9 (25/420) oraninda VRE saptanmasi ve bizim bulgularimiz
hastanemizde VRE enfeksiyonlarinin kargimiza c¢ikmaya devam edecegini
distndirmektedir. Bu nedenle VRE tespiti ve yayilimin énlenmesi konusunda
etkin enfeksiyon kontrol uygulamalar bu sorunun gelecekteki boyutunu
belirlemede anahtar rol oynayacaktir.

Anahtar Kelimeler:Enterokok, VRE, multiplex PCR, PFGE.
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ABSTRACT

Yayla, B. The molecular epidemiologic analysis of vancomycin resistant
enterococci in a university hospital in Eskisehir. Eskisehir Osmangazi
University Faculty of Medicine, Medical Specialty Thesis in Department of
Microbiology, Eskisehir, 2007. The aim of this study is to investigate
gastrointestinal carriage of VRE at one year period in patients that admitted to
intensive care units at Eskisehir Osmangazi University Medical Faculty Hospital
by taking surveillance cultures weekly, and to determine the genotypes of
vancomycin resistance and clonal relationship in VRE strains. During the study
period VRE strains isolated from various clinical specimens were also included
in the study. The isolated strains were identified to species level by VITEK 2
Compact System GP cards, and antimicrobial susceptibility testing was
determined by VITEK 2 Compact System AST cards and E test method.
Determination of glycopeptide resistance genotypes were performed by
multiplex PCR and, clonal relations were defined by PFGE method. The ratios
of VRE in surveillance cultures and among enterococci isolates of clinical
specimens were was 4.8% (58/1200) and 0.5% (3/529) respectively. All of the
VRE strains were identified as E.faecium. MICs of vancomycin and teicoplanin
which were tested by E test method were greater than 256 mg/L for all isolates.
No strain was found resistant to quinopristin-dalfopristin and linezolid. it was
detected all strains which tested by molecular methods had van A genotype and
showed relation with one clonal type. At the same period, most of the patients
(5/7) who had VRE colonization were in pediatric intensive care unit. After 2
VRE strains were defined as colonizan in our hospital in 2002, detection of VRE
ratio as 5,9 % (25/420) in surveillance cultures in 2005 and our results made us
considered that VRE infections will go along in our hospital. Therefore, effective
infection control applications about VRE detection and preventing, VRE
transmisson will play a key role in determining the wideness of this problem at
the future.

Keywords:Enterococcus,VRE, multiplex PCR, PFGE.
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1.GIRiS VE AMAC

Patojen bakterilerin antibiyotiklere direnci gerek toplum gerekse hastane
kdkenli enfeksiyonlarin tedavisinde giderek blylyen bir sorun olarak kargimiza
citkmaktadir. Yeni antibakteriyel ilaglarin klinik tedaviye girmesi kaginiimaz

olarak bunlara direncli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasi ile sonlanmaktadir.

Normal florada bulunan ve ilk tanimlandiklari yillarda sadece endokardit
etkeni olarak bildirilen enterokoklar, son 20 yilda 6nemli hastane patojenlerinden
biri olmustur. Bu artigin enterokoklarin intrensek olarak direncli olduklari tGgtinci
kusak sefalosporinlerin yaygin olarak kullaniimaya baglanmasiyla iligkili oldugu

disUntlmektedir.

Enterokoklar bugin nozokomiyal driner sistem ve cerrahi yara
enfeksiyonlarinda en sik izole edilen ikinci patojen, bakteremide ise en sik
gorilen UgUncl etkendir. Bazi merkezlerde nozokomiyal enfeksiyonlarda
Escherichia coliden sonra en sik izole edilen bakterilerdir. Enterokoklarin
enfeksiyon etkeni olarak sik gérilmelerinin yaninda ¢oklu antibiyotik direncine
sahip enterokok suslarinin artmasi da tedavide problem yaratmaktadir.

ilk vankomisine direncli enterokok (VRE) 1988 yilinda saptanmistir (31).
Ulkemizde ise 1997 yilinda hasta diskilari ve kanalizasyon su ornekleri ile
yapilan bir calismada VRE saptanamamis, ilk VRE susu 1998 yilinda Akdeniz
Universitesinden bildiriimis, bunu diger olgular takip etmistir. Giinimizde,

dinyanin hemen her yerinde VRE izole edildigine dair yayinlar mevcuttur.

Enterokokal enfeksiyonlarin, genellikle hastanin kendi florasindan
kaynaklanan endojen enfeksiyonlar oldugu distniimektedir. Ancak son yillarda
yapilan ¢alismalar, enterokoklarin ekzojen yolla da yayilabilecegini gdstermistir.
Ozellikle direncli enterokok tiirleri, hastadan hastaya veya kolonize hastane
personeli tarafindan hastalara bulastirilabilmektedir. Ayrica VRE'nin diger birgok
antibiyotige de direncli olmasi hastane ortaminda kolayca ¢ogalarak yayilmasina



neden olmaktadir. Bu sebeple VRE izolasyonunu takiben planlanacak
strveyans calismalari, enfeksiyon kontroll agisindan ¢ok énemlidir. Hastanede
yatan hastalarda direncli enterokok kolonizasyonunun erken tespiti, enterokok
enfeksiyonlarinin kontroliinde énemlidir. Digki veya rektal strintl kaltGrleri ile
kolonizasyonun ortaya ¢ikariimasi, enfeksiyonun yayilimini énlemede énemli bir

basamaktir.

TOm dinyada VRE ile olusan kolonizasyon ve enfeksiyon orani artmakta
ve bu artisa katkida bulunan faktérler tanimlanmaktadir. Bugin igin
kolonizasyonu eradike edecek bir uygulama olmasa da enfeksiyon kontroli
uygulamalari maliyet etkindir ve VRE kolonizasyonunun ve enfeksiyonunun

prevalansini azaltmaktadir.

Bu calismanin amaci Eskisehir Osmangazi Universitesi Rektérligi Egitim
Uygulama ve Arastirma Hastanesi’'nde kolonizan veya nozokomiyal enfeksiyon
etkeni olarak VRE prevalansinin saptanmasi, VRE izolatlarinin direng
genotiplerinin ve genetik yakinlklarinin arastirilmasi ayni zamanda da bu

calismanin bundan sonraki benzer ¢alismalara temel olusturmasidir.



2.GENEL BILGILER

ilk defa 1899 da Fransa'da yayinlanan bir yazida intestinal orjinli gram
pozitif koklar ‘enterocoque’ olarak tanimlanmistir (1). Streptococcus faecalis
ismi 1906'da endokarditli bir hastanin kanindan izole edilen organizmaya
verilmistir. Streptococcus faecium’ un ilk olarak tanimlanmasi ise muhtemelen
1919 yilinda olmustur (2). Streptokoklar 1919 yilinda Brown tarafindan kanl
agarda yaptiklari hemoliz tipine gére alfa, beta , gama hemolitik olarak ilk defa
sistematik olarak siniflandinimigtir. R. Lancefield, 1933 yilinda streptokoklari
hiicre duvarinda bulunan polisakkarit C maddesinden yararlanarak presipitasyon
testi ile A’”dan V’ ye kadar gruplandirmistir. Sherman ise streptokoklari; hemoliz,
ureme derecesi ve Ozellikleri, biyokimyasal ézellikleri ve antijen yapilarina gére,
piyojen, laktik, viridans streptokoklar ve enterokoklar olarak 4 gruba ayirmistir.
S. faecalis ve S. faecium’un Streptococcus genusundan degisik bir genetik
yaplya sahip olmalari nedeniyle farkli bir genusa alinmalarini ilk kez 1970
yiinda Kalina onermistir (3). 1980’lerde DNA-DNA ve DNA-ribozomal RNA
hibridizasyon calsmalari  bu bakterilerin Streptococcus genusunun Uyesi
olmadigini go6stermistir. 1984’de enterokoklar ~ Schleifer ve Kilpper-Balz
tarafindan Enterococcus genusu iginde yeniden siniflandiriimiglardir(4).

Bu genus igcinde 16 tir yer almaktadir. insan hastaliklarindan en sik
soyutlanan turler E. faecalis ve E. faeciumidur. E. avium, E. casseliflavus, E.
cecorum, E. durans, E. gallinorum, E. hirae, E. raffinosus, E. malodoratus, E.
dispar ve E. mundtii dider sik raslanan tirlerdir. Son birkag yil icinde de bazi
yeni tarler ( E. gilvus, E. pallens, CDC PNS-E1, CDC PNS-E2, CDC PNS-ES3)
tanimlanmistir (2,5,6).

2.1.Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar tek tek, ikili veya kisa zincir olugturan katalaz negatif, gram
pozitif koklardir. Fakdltatif anaerob olup optimal Greme sicakhigi 35°C’dir. Birgok
tir +10 ile +45°C arasinda Ureyebilir. Koloniler tipik olarak hemolizsizdir. Ancak



o ve B hemoliz yapabilirler. Batln tirler %6.5 NaCl konsantrasyonunda Urer ve
%40 safrall besiyerinde eskilini hidrolize ederler. E. flavescens, E. casseliflavus
ve E. gallinorum gibi bazi kdkenler hareketlidir. 60°C’ de 30 dakika canliliklarini
surdarebilirler. E. cecorum, E. columbiae ve E. saccharolyticus digindaki ttrler
pirolidonil-B-naftilamidi (PYR), tim kdkenler |6sin-B-naftilamidi (LAP) hidrolize
eder. Sitokrom enzimleri yoktur. Glukozdan gaz yapmamalari ile A disl
streptokoklar, Leuconostoc ve Pediococcus'dan ayrilabilirler (7,8).

2.2.Tani

Enterokok tirleri %5 koyun kanli kolistin-nalidiksik asit (CNA) ve gukulata
agar dahil cogu bakteriyolojik besiyerinde iyi Greme gdsterirler. Koyun kanli
agarda suslarin gogu hemolizsiz veya a-hemolitiktir. Suslarin gogu 35-37°C’ de
aerob sartlarda (rer. Ortama CO; ilave edilmesi Gremeyi stimiile eder. Ornek
yogun olarak gram negatif basille kontamine ise sodyum azid iceren besiyeri
(safra-eskilin-azid agar gibi) izolasyonu kolaylastirir. Ciddi enterokok
enfeksiyonu riski tasiyan ve hastanede yatan hastalarda diskida enterokok
arastinlan epidemiyolojik calismalarda sefaleksin-aztreonam-arabinoz agar
kullanilabilir. Bu besiyerinde E. faecium sari halolu beyaz koloniler, E. faecalis

ise halosuz koloniler olusturmaktadir (5).

Enterokoklarin tlr dizeyinde identifikasyonu tedavi, epidemiyolojik ve
enfeksiyon kontrol amacli olarak yapilmaktadir. E. faecium izolatlari penisilin ve
ampisiline E. faecalis izolatlarindan daha direnclidir. Vankomisin direncli
enterokoklarin blyik bir kismi  E. faecium suslandir. VRE suslarinin cgesitli
vicut bdlgelerinden (6zellikle rektal strintllerden) hizli saptanmasina yonelik
agar ve broth besiyerleri kullanilmaktadir. Broth besiyerlerine vankomisin ilavesi
(genellikle 6 g/ml) ile besiyeri yari segici hale gelmektedir. Ayrica klindamisin ve
aztreonam da ilave edilebilir. Bazi VRE suslari bu kombinasyonlarda inhibe
olabilirler. Bu nedenle secici broth besiyerinden secici ve secici olmayan agar
besiyerine pasaj yapilmasi izolasyon sansini arttirabilmektedir.



Enterokok tdrlerinin tanimlanmasinda biyokimyasal ve fizyolojik testler
kullaniimaktadir. Suslarin yaklasik %80’i kapiller presipitasyon ve lateks
aglttinasyon testleri ile Lancefield grup D antiserumu ile reaksiyon verirler. E.
pseudoavium, E. dispar, E. saccharolyticus, E. sulfureus, E. cecorum ve E.
columbae suslarinda grup D antijen varligi saptanmamistir. E. cecorum ve E.
columbae 10°C’de, E. Sulfureus, E. dispar ve E. malodaratus 45°C’de

ureyemezler (5).

Enterokok suslarinin ¢ogu eskulini %40 safra varliginda hidroliz eder ve
%6.5 NaCl varliginda Ureyebilirler. PYR pozitiftiler.  Facklam ve Collins
enterokoklar gesitli test ortamlarindaki reaksiyonlarina gére 5 grupta toplayarak
cesitli ilave testler ve karakteristik o6zelliklerine gbre de tir ayirmlarini
yapmislardir. Tablo 2.1.’de enterokok tlrlerinin ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik
Ozellikleri verilmigtir. Knudtson ve Hartman 1992 yilinda klinik olarak énemli
enterokok turlerinin tanimlanmasi igin bir akis semasi gelistirmislerdir (5) ( Tablo
2.2).



Tablo2.1. Enterokok tlrlerinin fenotipik 6zellikleri

Asit Uretimi
Safra-
eskulin %6.5
Grup D agarda NaCl'de 100)C'de 45(1C'de Sarl
Grup,Tur Antilen  Ureme Ureme lreme {reme LAP PYR Hareket pigment ADH HIP GLU MNTL SORB ARB SBLT RAF SUK PRV MGP
Grup |
E. avium + + + + + - - - D + + + + + - + + D
E. gilvus + + + + + + + - + - - + + + - + + + + -
E. malodoratus + + + - + + - - - D + + + - + + + + D
E. pallens + + + + + + - - + - + 4 + + + + + + + -
E. pseudoavium - + - + + + - - - + + + + - + - + + +
E. raffinosus + + + + + + + - - - - + + + + + + + + D
E. saccarolyticus - + + - - - - + + + R + + + -
Enterococcus sp. - + + - + - - - - - + + + - + - - + -
Grup Il
E. faecalis + + + + + + + - + + 4 + - - + - + + -
E. faecium + + + + + + + - - + - + + - + D D + - -
E. casseliflavus + + + + + + + + + - + + - + D + + D +
E. gallinarum + + + + + + + + - + + + + - + - + + - +
E. mundtii + + + + + + + - + + - + + - + D + + - -
E.haemoperoxidus  + + + + - + + - +° + + + + - - - - + - +
Enterococcus sp.  + + + + + +Z + - - + - + + - - - - + - -
Grup Il
E. dispar - + + + - + + - - + D + - - - - + + + +
E. durans + + + + + + - - + D + - - - - - - - -
E. hirae + + + + + + + - - + - + - - - - + + - -
E. ratti +° + + + + + - - + D + - - - - - - - -
E. villorum + + + + + + + - - + - + - - - - - - - -
Grup IV
E. asini + + D + + - - - + o+ - - - - - - - D
E. cecorum - - - + - - - - - + - - - + + + + -
E. sulfurous - + + + - + - + - - + - - - - + + - +
E. phoeniculicola - - - - - - - - + - - - - - + + +
Enterococcus sp.  + + + + + + + - - - - + - - - - - + + +
Grup V
E columbae - + + - - - - - + + - + + + + + -
E. canis + + + - - - - + + - + - - D + +
E. moraviensis + + + + - + D - - - + o+ + - + - - + + +

LAP: I16sin aminopeptidaz;PYR:pirolidonil arilamidaz; ADH:arjinin dihidrolaz; HIP:hippurat hidrolizi; GLU:glukoz; MNTL:mannitol; SORB:sorboz; ARB:arabinoz;
SBTL:sorbitol; RAF:raffinoz; SUK: siikroz;PRV:piriivat; MPG:metil-a-D-glukopiranozit;*:zayif pozitif; D: degisken




Tablo2.2. Enterokok tlrlerinin identifikasyon agaci 7
Enterococcus tirleri
(safra eskulin+,%6.5 NaCl+,PYR+)
Mannitol
+ -
-/+ | Arjinin dihidrolaz/sorboz | +/- Gruo Il
Y Y Siikroz/raffinoz
Grup | Grup Il
y +/+ -/-
Arabinoz/raffinoz
+/+= E. raffinosus v v v
+/-=E. avium Hareket Piruvatta Greme Piruvatta Greme
-/+=E. malodoratus
-/-= E pseudoavium + _
v v + -
v v
Sarn pigment Arabinoz E. dispar E. hirae
+ _
+ -
A 4 l
Y - Y - E. faecalis
E. casseliflavus E. gallinarum E. durans
(asakkarolitik
+ - variant)
A 4 A 4
Sari pigment Laktoz
+ -
v v
E.mundtii E. faecium +| -
\ 4 \ 4
E. faecalis Siikroz/melezitoz
[
v t/+ /- v

E. solitarius E. seriolicida




2.3.Epidemiyoloji

Enterokoklar dogada yaygin olarak (toprakta, suda, bitkilerde,
hayvanlarda, kuslarda ve bdéceklerde) bulunurlar. Esas konaklarl insan ve
hayvanlarin gastrointestinal sistem florasidir. Normal aerob barsak florasinin
énemli bir kismini olusturmaktadirlar. Diskinin graminda 10°-10’kob’ dan daha
fazla miktarlarda bulunurlar. insan diskisindan en sik soyutlanan tiir E. faecalis,
ikinci siklikta sik gorulen tir E. faecium’dur. Az miktarlarda enterokok orofarinks,
vajinal sekresyonlar ve ciltte 6zellikle de perineal bdlgede bulunabilmektedir
(2,6).

Enterokok enfeksiyonlarinin %60’ nozokomiyaldir. Bu enfeksiyonlarin
yarisi yogun bakim Unitelerinde gérilmektedir. Enterokoklar Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) tarafindan 1990-1992 yillarinda E coli ve
stafilokoklardan sonra 3. sik gérilen nozokomiyal etken olarak bildirilmigtir.
BOtln nozokomiyal enfeksiyonlarin %10’'unda, bakteremilerin %9’unda ve
nozokomiyal Uriner sistem enfeksiyonlarinin yaklasik %16’sinda etkendirler (9).

ilk VRE 1988 yilinda ingiltere’den Uttley ve arklarn (31) tarafindan
bildirilmigtir. Bunu diger Avrupa Ulkeleri ve ABD’den bildirilen olgular ve VRE
epidemileri izlemigtir. 1989°dan 1993’e NNIS (National Nosocomial Infections
Surveillance)’a bildirilen VRE orani % 0.3'den % 7.9'a cikmistir. Ozellikle yogun
bakimlarda bu oran % 0.4’den %13.6’ya cikarak 34 kat artis géstermistir (10).
ingiltere’de yapilan 1971-1985 yillari arasindaki kan kultir izolatlari arasinda
gorulme sikhgi %3 iken, 1986-1995 yillari arasinda bu oran %12’ye ylkselmigtir.
2000 yiinda ise hem yogun bakim dnitelerinde hem de normal servislerde
nozokomiyal enfeksiyon etkeni olarak VRE go6rilme sikhdr %25’in Gzerine
cikmistir.

Tirkiye’ de vankomisin direngli ilk E. faecium susu 1998 yilinda Akdeniz
Universitesinden Vural ve arklari tarafindan bildirilmistir. Bu sus, malign
histiyositozis tanisi almis bronkopulmoner enfeksiyonu olan 11 aylik bir erkek



bebekten, 15 gun arayla alinmig iki ayri plevra sivisindan izole edilmigtir (11).
Bunu diger merkezler takip etmistir.

2.4.Virulans ve Patojenite

Enterokoklarin  virulansini  agiklayan faktérler hentz tam netlik
kazanmamistir. Klasik virulans faktérlerine sahip olmamalarina ragmen
enterokoklarin cok sayida antimikrobiyal ajana direncli olmalari, genis
spektrumlu antibiyotik tedavisi alan hastalarda ekolojik avantaj kazanip
¢ogalmalarina izin vermekte ve stiperenfeksiyonlara yol agmaktadir (12).

Sitolizin

Bazi E. faecalis suslari insan, tavsan, sigir ve at eritrositlerini etkileyen bir
sitolizin/hnemolizin Gretmektedir. Sitolizini kodlayan gen plazmid Gzerinde ya da
kromozoma entegre olarak bulunabilmektedir. Tavsan endoftalmit ve endokardit
modellerinde belirgin sitotoksisitesi oldugu gdsterilmistir. insan ile at kanl
agarlarda hemoliz yaparken, koyun kanl agarda hemoliz yapmamasi tanisal
acidan énemli bir 6zelliktir.

Agregasyon maddesi

Plazmid tarafindan kodlanan, bakteri ylzeyine bagh bir protein olup
organizmalarin kimelesmesini ve bdylece plazmid aktariminin artmasini
saglamaktadir. Bu yapi bakterinin intestinal ve renal epitel hicre kulttrlerine
aderansinin gerceklesmesinde ve tavsan endokardit modelinde kardiyak
vejetasyonlarda dremeyi tetiklemede rol oynamaktadir. Yapilan diger
calismalarin sonuglari bu proteinin enterokoklarin nétrofillere ve intestinal epitel
hiicrelerine baglanma, hicre icine girme ve hlcre icinde yasamlarini strdirme

ile de iligkili olabilecegini dtistundirmustdr.
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Ekstraselliler ylizey proteini ( Esp)

ik kez E. faecalis tiirlerinde tanimlanmistir. Bliylik kompleks bir yiizey
proteinidir. Hlcre vylzeyinden uzaklasma yetenegiyle organizmanin

antikorlardan kagmasina yardim etmektedir
Lipoteikoik asit

Enterokoklarin D grubu antijenini olusturur. TNF (TUmér nekroz faktér) ve

interferon salinmasina neden olur.
Feromonlar

Bakteri tarafindan salinan kiguk peptitlerdir. Suglar arasinda plazmidlerin
konjugatif transferini kolaylastirdiklari ve nétrofillere kemoatraktan olduklari
saniimaktadir.

E. faecalis suslarinin  %50-60’1 tarafindan (retilen eksraselliler
metalloendopeptidaz olan kokolizin vazoaktif bir peptit olan endotelini inaktive
ederek virulansta rol oynayabilir. Ayrica gesitli tipte konak hiicreye tutunmayi
saglayan karbonhidrat adezinler, jelatin, kollagen, hemoglobin ve diger kiguk
peptidleri hidrolize eden jelatinaz gibi virulans faktérleri de tanimlanmistir (5,13).

2.5. Enterokok Enfeksiyonlari

Son yillarda enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar belirgin sekilde
artmis olup, 6zellikle hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda ilk
siralarda yer almaya baslamistir. Ozellikle hastanede yatan, yash, immin
digkidn ve ciddi kronik hastaligi olanlarda hastalik olusturmaktadir.

Tom enterokok enfeksiyonlarinin % 80-90'nindan E. faecalis, %5-
15’'inden ise E. faecium sorumludur. E.gallinorum, E.casseliflavus, E. avium ve
E. raffinosus gibi diger enterokok ttrleri klinik érneklerin %5’inden izole edilmistir
(14).
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2.5.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Enterokoklarin etken oldugu enfeksiyonlardan en sik gérilendir. ABD’ de
enterokoklar nozokomiyal Uriner sistem enfeksiyonlari arasinda ikinci en sik
etkendir. Cogu Uriner enfeksiyon nozokomiyaldir veya Uriner kateterizasyon gibi
instrimentasyonla iligkilidir. Uzun sdreli sonda kullanimi, antibiyotik kullanimi,
anatomik yapi anomalisi bulunmasi Uriner enterokok enfeksiyonlari ve
kolonizasyonu igin risk faktéradir (15,16). Piyelonefrit, komplike olmayan sistit,
perinefritik apse veya prostatit etkeni olabilirler. Enterokokal Uriner

enfeksiyonlarda bakteremi gelismedigi stirece mortalite dasuktar (17).

Bakteremi ve Endokardit

Enterokoklar tim enfektif endokarditlerin %5-15’inden sorumludur. En sik
gorulen tir E. faecalisdir. Olgularin gogunda altta yatan kalp kapag! hastaligi
veya prostatik kapak éykUisu vardir. Ancak enterokoklar anatomik olarak normal
kalp kapaklarinda da hastalik olusturma yetenegindedirler. Cogunlukla sol taraf
endokarditine neden olur ve mitral kapak, aort kapagina goére daha sik
tutulmaktadir (2,18,19).

intraabdominal ve Pelvik Enfeksiyonlar

intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar genellikle polimikrobiyaldir.
Enterokoklar barsakta normalde bulunan diger fakulltatif ve anaerob bakterilerle
birlikte etken olarak saptanmaktadir ve bu enfeksiyonlarda enterokoklarin esas
roliiniin ne oldugu acgiklik kazanmamistir. Siroz ve nefrotik sendromlu hastalarda
spontan peritonit olusturabilirler. Sarekli periton diyalizi yapilan hastalarda da
peritonite neden olabilirler. Salpenijit, endometrit, sezaryen sonrasi abse gelisimi
gibi pelvik enfeksiyonlara neden olabilirler. Bu enfeksiyonlara bakteremi de eslik
edebilir (6,18).
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Yara ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Enterokoklar, selllit ve yumusak doku enfeksiyonlarina nadiren neden
olmaktadir. Cerrahi yara enfeksiyonlari, dekubitis Ulserleri ve diyabetik ayak
enfeksiyonlarinda cogunlukla gram negatifler ve anaeroblarla birlikte izole
edilirler. Enterokoklar nadiren diyabetik olan veya olmayan kigilerde kronik
osteomiyelite neden olmaktadirlar (6,18).

Menenijit

Yenidodan dénemi disinda enterokok menenijiti nadirdir. Genellikle santral
sinir sisteminde anatomik bir defekt, gecirilmis beyin cerrahi girisimi veya kafa
travmasi gibi predispozan faktérlerin varhdinda gértlmektedir (22,23). BOS’ ta
200 / mm? den az Iékosit vardir. Menenijit, enterokok endokarditli hastalarda
gelisen baktereminin nadir bir komplikasyonu olarak da olusabilir. AIDS ve akut
I6semi dahil ciddi immudn yetmezIlikli hastalarda menenjit bazen enterokok
bakteremisi tablosunu karistirir.  Bu durum vyenidogan sepsisinde de
gorulebilmektedir (6,18).

Solunum yolu enfeksiyonlari

Genis spektrumlu antimikrobiyal tedavi (6zellikle sefalosporinler) ve
enteral beslenme uygulanan hastalarda da nadiren enterokok pndémonisi
gelisebilmektedir. Enterekoklarin neden oldugu solunum yolu enfeksiyonu
sikh@inin giderek arttigi bildiriimektedir (6).

Yenidogan sepsisi

Yenidogan sepsisi tablosu menenjit ve/veya bakteremi ile birlikte solunum
glclugu, letarji ve atesle karakterize bir tablodur. Uygun antibiyotik tedavisine iyi
cevap vermektedir. Prematlre veya disik dogum agirlikl bebeklerde, 6zellikle

de nazogastrik tlple beslenme, intravaskuiler kateter bulunmasi gibi durumlarda



13

E. faecalis veya E. faeciumun etken oldugu sepsis salginlari bildirilmistir
(6,18,20).

2.6. Antimikrobiyal Duyarlhlik ve Diren¢

Enterokoklar diger gram pozitif mikroorganizmalarin duyarli oldugu pek
¢ok antimikrobiyal ajana kismen veya tamamen direnglidir. Enterokok

enfeksiyonlarinin tedavisi klinikte karsilagilan en énemli sorunlardan biridir.

Enterokoklarda antimikrobiyal direng intrensek (kromozomal) ve
ekstrensek (kazanilmig) diren¢c olmak Uzere iki ana baslik altinda incelenebilir
(Tablo2.3.)(6).

Tablo 2.3.Enterokoklarda antimikrobiyal direng

In_trensek (kromozomal) Aminoglikozid direnci (diislik diizeyde)
Direng Beta laktamlar ( relatif olarak yiiksek MiK degerleri)
Linkozamidler (dUsUk dizeyde)
Trimethoprim-sulfametaksazol ( sadece in vivo)

Quinupristin/dalfopristin (sadece E. faecalis)

EI_(strensek (kazanilmig) Aminoglikozid direnci (yUksek diizeyde)
Direng Beta-laktamlar ( PBP'lerde degisiklik)
Hlcre duvar aktif ajanlar (tolerans)
Florokinolonlar
Linkozamidler (ylUksek dizeyde)
Makrolidler
Penisilin ve ampisilin (beta laktamaz)
Rifampin
Tetrasiklinler
Vankomisin
Quinupristin/dalfopristin
Linezolid
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2.6.1. intrensek (kromozomal) Direng

Bu direnc tipi tlre 06zgldir ve tim enterokok tlrlerinde bulunan
kromozomal direnci ifade eder. Enterokoklar sefalosporinlere, penisilinlere,
linkozamidlere ve aminoglikozidlere (disuk diizeyde) intrensek direnglidir (21).

Beta-Laktam Antibiyotikler

Bltin enterokoklar , dustk agirlikh penisilin baglayan proteinlere
(6zellikle PBP 5) azalmis afinite nedeniyle beta-laktam antibiyotiklere relatif
direng gosterirler. Ozellikle E.faeciumda E.faecalise gdre intrensek penisilin
direncinde belirgin artis gdzlenmektedir. E. faecium suslarinin %8590’ |
ampisiline direncli iken E. faecalis suslarinda ampisilin direnci sadece %2-3
oranindadir. E. Faecalis suslari icin penisilin MIK degerleri cogu streptokok
susuna kiyasla 10 - 100 kat daha yiiksektir. E. faecium igin ise penisilin MiK
degerleri E. faecalis’ten en az 4 - 16 kat daha yUksektir (22).

Aminoglikozidler

Enterokoklar diasik dizeyde aminoglikozid direnci goésterirler. Bu tip
direnc bakteri duvarinin bu grupta bulunan antibakteriyel ilaglara kargi
gecirgenliginin az olmasindan kaynaklanmaktadir.

Aminoglikozid grubu antibakteriyel ilaglar, beta-laktam antibiyotik ya da
vankomisin gibi hicre duvari sentezini engelleyen antibiyotikler ile kombine
edilecek olursa, zedelenen hicre duvarindan bu gruptaki antibakteriyeller daha
kolay gececeginden aminoglikozidlerin minimal inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerleri 6énemli &lclide diUsecektir. Enterokoklara karsi, beta-laktam veya
glikopeptid grubu antibakteriyel ilaglar ile aminoglikozid grubu ilaglarin

kombinasyonunun sinerjistik mekanizmasi bu sekilde aciklanmaktadir (23).
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Trimetoprim — Silfametoksazol

Enterokoklar in vitro olarak trimethoprim-silfametaksazole duyarli
bulunsalar bile ekzojen folinik asit, dihidrofolat ve tetrahidrofolati

kullanabildiklerinden bu ajan in vivo olarak etkisizdir (24).
Linkozamidler

Enterokoklar linkozomid grubu antibiyotiklere de diistk dizeyde intrensek

olarak direng gbéstermektedirler (24).
Quinupristin/dalfopristin
E. faecalis intrensek olarak quinupristin/dalfopristin direnclidir.
2.6.2. Ekstrensek (kazaniimig) Direng

Kazanilmis diren¢ genellikle bir DNA mutasyonu ya da yeni bir DNA
segmentinin transferi sonucunda gelismektedir. Bu mutasyon sonucu olusan
direncgli genler enterokok suslari arasinda veya baska mikroorganizmalara
transfer edilebilmektedir. DNA segmenti transferi en sik konjugasyon yolu ile
olmaktadir (25).

Kloramfenikol

Yapilan gesitli calismalarda enterokoklarin %20—42’ sinin kloramfenikole
direncli oldugu ve direngten en sik sorumlu mekanizmanin kloramfenikol asetil

transferaz Uretimi oldugu bildiriimektedir (22).
Eritromisin Direnci

Genellikle rRNA’ nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iligkilidir.
Metilasyon nedeniyle eritromisin ribozomlara baglanamaz. Ayni mekanizma,
klindamisine yUksek dizeyde direngten de sorumludur. ermB geni, Tn917
transpozonunun bir pargasi olarak cesitli plazmidler Gzerinde tasinabilmektedir
(22).
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Tetrasiklin Direnci

Enterokoklarda tetrasiklin grubu antibiyotiklere direngten sorumlu olan gok
sayida gen tanimlanmistir. Bunlardan tetM tetO ve tetN tetrasiklinlerin
ribozomlar Gzerindeki etkisini inhibe eder. tetL geni ise enterokokal bir plazmid
Uzerinde tasinir. Bu direng geni mikroorganizma tetrasiklinle karsilastiginda
amplifiye olur. tetL geni tetrasiklinlerin hiicre disina pompalanmasini saglayan

aktif transport sistemini kodlar (22).
Beta-laktam Antibiyotikler

Beta-laktamaz Ureten enterokok suslari yaygin degildir ve olusturduklari
enfeksiyonlarin tedavisinde fazla klinik zorluk yasanmamaktadir (6). Beta-
laktamaz olusturan sus ilk olarak 1981 vyilinda ABD’de tanimlanmistir
(18).Ulkemizde yapilan calismalarda beta-laktamaz (iretimi bildirimemistir (26).

E. faecalis suslarinda beta-laktamaz daha siktir. DNA hibridizasyon
calismalarn enterokok suslarinin Urettigi beta-laktamaz enziminin S. aureus ’'un
plazmid kaynakli beta-laktamazi ile idantik oldugunu géstermistir. Ancak Gretimi
devamhdir. Cunkl indUklenebilir beta-laktamaz Gretimini kontrol eden genler
enterokoklara transfer edilememektedir. Beta-laktamaz reten suslarla belirgin
bir MiK artisi gézlenmez. Nitrosefin testi gibi bir beta-laktamaz testi kullanilarak
bu suslar tanimlanabilir. Beta laktamaz Ureten enterokok suslarinin blylk
cogunlugunda, yiksek dizeyde gentamisin direnci de tespit edilmistir (27).
Yapilan arastirmalarda beta laktamazi ve aminoglikozidleri inaktive eden
enzimleri kodlayan genlerin, ayni plazmid Gzerinde bulundugu gdsterilmigtir (28).

Sonradan kazaniimis direncin énemli bir sekli de hlicre duvari aktif
ajanlara karsi gelisen toleranstir. Enterokok izolatlarinin ¢ogu beta laktamlara,
vankomisin ve teikoplanin de dahil diger hiicre duvarina etkili ajanlara karsi
tolerans géstermektedir. Kisa sireli maruziyet, hizla tolerans kazaniimasina ve

bu ajanlarin enterokoklara karsl bakteriyostatik etki olusturmasina neden
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olmaktadir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda tek basina kullanilabilseler de
menenjit, endokardit gibi bakterisidal etki gereken olgularda bir aminoglikozid ile

kombine edilerek sinerjistik bakterisidal etki saglanmaktadir (12).
Aminoglikozid Antibiyotiklere Karsi Yiiksek Diizeyde Direng

Aminoglikozid grubu antimikrobiklere karsi yUksek dlzeyde direng
ribozomal mutasyon veya plazmid kaynakli aminoglikozid modifikasyonu yapan

enzim Uretimi ile olugsmaktadir.

YUksek dizeyde gentamisin direncinden en fazla sorumlu enzim €’
asetiltransferaz —2’ fosfotransferazdir. Bu tlr direngte streptomisin disinda sik
klinik kullanimi olan aminoglikozidlere de diren¢ s6z konusudur. Streptomisini
modifiye eden 6’ adeniliransferaz gibi enzimleri kodlayan gen iceren
enterokoklar hicre duvari aktif antimikrobikler ve aminoglikozidlerin tim
kombinasyonlarina direnglidir. Gentamisin direncinden sorumlu APH(2’)-Id ve
APH(2)-Ic enzimleri de bitin beta-laktam ve gentamisin sinerjisini ortadan
kaldirmaktadir (2,18).

Glikopeptid Antibiyotikler

Normal kosullarda enterokoklarda peptidoglikan sentezi icin 2 D - alanin
molekdli bir ligaz enzimi tarafindan birbirine baglanarak D-ala—D-ala
olusturulmaktadir. D—ala—D-ala UDP—N-asetil muramil-tripeptide eklenerek UDP
N-Asetil muramil-pentapeptidin olusmasi ve bunu da transglikozilasyon yoluyla
mevcut peptidoglikana eklenmesi takip etmektedir. Son olarak da transpeptidaz
enzimi aracihdiyla UDP N-Asetil muramil-pentapeptidler arasinda ¢apraz peptid
baglari olusturulmaktadir (29).

Glikopeptid antibiyotikler hiicre duvari sentezinde peptidoglikan
polimerlerini olusturacak prekursoérlerin D-ala-D-ala terminal ucuna baglanarak
cogalmakta olan peptidoglikan zincirlerinde eklenmelerini ve c¢apraz peptid
baglarinin olusmasini engelleyerek etki gdstermektedir (30).
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Gram negatif bakteriler intrensek olarak glikopeptidlere direnclidirler.
Blyuk, rijid ve hidrofobik olan bu molekulller gram negatif bakterilerin hiicre dis
membranlarini agamazlar. Ayrica gram pozitif bakteriler arasinda Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus tirleri ile Erisypelothrix rusiopathiae glikopeptidlere
intrensek olarak direncli bakterilerdir.

Enterokoklarda glikopeptid antibiyotiklere direng, ilk kez 1988 yilinda
Uttley ve ark.adaslari tarafindan bildiriimis ve daha sonra tim dinyada

gbrilmeye baglanmistir (31).

Enterokoklardaki vankomisin direnci bakterinin yeni bir ligaz enzimi
aracihgiyla D-ala-D -ala distal ucunun yapisini degistirmesi ve ilacin buraya
baglanmasinin engellenmesi ile olusmaktadir. Kazanilmis glikopeptit direncinde
simdiye kadar VanA, VanB, VanD, VanE ve VanG olmak lzere 5 farkh fenotip
tanimlanmistir. VanC tipi direng ise intrensek bir direng tlridir VanA, VanB, ve
VanD tipi direng; D-ala-D-ala-laktat, VanC ve VanE tipi diren¢ ise D-ala-D-ala-

serin Uretimi ile iligkilidir (10).
Van A tipi direng

VanA tipi direng en sik karsilasilan direncgtir. Hem vankomisine (MIC=64
pMg/ml) hemde teikoplanine (MIC=16 pg/ml) ylksek diizeyde direng mevcuttur.
Bu direngten esas olarak Tn1546 transpozonu ve bu transpozonla iligkili

elemanlar Uzerinde tasinan vanA gen kimesi sorumludur.

Vankomisin direncinin regilasyonu ve olusumunda rol alan van A
operonu 9 adet geni kodlamaktadir. Bunlar orf1 ve orf2 ( transpozisyondan
sorumlu), vanR, vanS, vanH, vanX, vanY, vanZ genleridir. Bu genlerin
ekspresyonu sonucunda peptid yan zincirleri D-ala-D-ala yerine Dala- D-ala-
laktat ile sonlanan anormal peptidoglikan prekirsérleri sentezlenir. Vankomisin
bu anormal dipeptide disik affinite g&sterir ve yeteri kadar baglanamaz (29).

vanR ve vanS iki komponentli diizenleyici bir sistem olusturur ve vanH, vanA ve
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vanXin transkripsiyonunu dizenler. vanS ortamda vankomisin varligi veya
etkisini saptar ve bu sinyali vanR’ye aktarir. vanR aktive oldugunda vanH, vanA
ve vanX, genlerinin transkripsiyonu gerceklesir. Bir dehidrojenaz olan VanH, D-
lac olusumunu saglar. Ligaz olan VanA bunu D-ala-D-ala-lac sentezinde
substrat olarak kullanir. vanZnin fonksiyonu tam olarak bilinmemekte, ancak
teikoplanin direncinde rol oynayabilecegi dusunilmektedir. Van A fenotipinin
ekspresyonu igin bulunmasi sart degildir (32,33,34).

indiiklenebilir VanA direncinde yalnizca vankomisin varliginda, PBP lerin artigl
sonucunda beta - laktam antibiyotiklere karsi hipersensitivite meydana
gelmektedir. Bu da vankomisin direncli enterokoklarin tedavisinde vankomisin —

beta - laktam kombinasyonunun basarisini agiklamaktadir (23).

Van A ligaz geni Corynebacterium spp., Arcanobacterium haemolyticum,
ve Lactococcus spp gibi enterokok disi tirlerde de saptanmistir.
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Sekil 2.1. Enterokoklardaki glikopeptid direncinin mekanizmasi
Van B tipi direnc:

VanB tipi glikopeptid direnci VanA ligaza yapisal olarak benzerlik
gbsteren VanB ligazi ile olusmaktadir. Van B proteini D-ala-laktat ile sonlanan
peptidoglikan prekidrsoérleri sentezini saglar (35). Ligaz geni kromozomal
yerlesimlidir, ancak transpozon (Tn 1547, Tn 5382) veya plazmid (zerinde
transfer edilebilir (36). vanA’da mevcut genlerden alti tanesi vanZ hari¢ VanB’de
mevcuttur. vanB gen kiimesinde gdrevi tam olarak anlasilamayan vanW geni
mevcuttur. Bu tip dirence sahip suslar vankomisine degisik diizeylerde direng
gosterir (MiK 4 - 1024 pg/mL), teikoplanine ise duyarlidirlar (MiK 0.5-2 ug/mL).
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Diren¢ sadece vankomisin tarafindan indiklenebilmektedir. Vankomisin ile
indiklenen kokenler teikoplanine de direng gdsterebilirler. Van A’dan farkli
olarak VanB tipi diren¢ sadece E. faecium ve E.faecalis'te saptanmistir .

VanC tipi direng

VanC tipi direng, E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens
thrlerinde gorilen intrensek bir direng tiriddr. vanC gen kiimesi D-ala—D-ser ile
sonlanan peptidoglikan preklrsérlerinin sentezinden sorumludur. Bu direng
tarindn Gg¢ alt tipi bulunmaktadir: VanC-1, VanC-2, VanC-3. Bu genlerin tire
spesifik oldugu distnilmektedir (E.gallinorum-vanC-1, E.casseliflavus-vanC-2
ve E.flavescens-vanC-3). VanC tipi dirence sahip olan suslar teikoplanine

duyarhdir. Yapisal olarak indiklenemez ve transfer edilemezler (10).
Van D tipi direng

ilk kez 1991 yilinda bir E. faecium susunda tanimlanmis bir direng tipidir .
VanD geni kromozomal bir lokalizasyona sahiptir ve transfer edilemez. VanD tipi
direng tasiyan suslar vankomisine (MiK=64-256 pg/ml) ve teikoplanine (MiK=4-
32 ug/ml) direnclidir. E. faecium BM4339 (zerinde vyapilan calismalar,
peptidoglikan prekdrsériin  D-ala-laktat ile sonlandigini géstermistir. Direng
mekanizmasinin VanA ve VanB ye benzerdir. Van D ligaz %67 oraninda Van A
ve Van B ligaz ile benzerik gbstermektedir. Ancak VanD suslarinda D,D-
dipeptidaz aktivitesi saptanmamistir, karboksipeptidaz aktivitesi ise disuk
dizeydedir. D,D-dipeptidaz aktivitesi bulunmamasina ragmen vanD gen kimesi
vanXD, vanRD, vanSD, vanHD genlerini icermektedir (37,38).

VanE tipi direnc:

E. faecalis BM4405 izolatinda tanimlanmistir. DUstk dizeyde vankomisin
direnci (MiK 16mg/mL) vardir. Teikoplanine duyarlidir (MiK 0.5 mg/mL). vanE
geni kromozom Uzerine lokalizedir ve transfer edilemedigi bilinmektedir. Bu

direnc fenotipi VanC tipi dirence benzerlik gbsterir. Vankomisin direnci D-ala-D-
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ser ile sonlanan peptidoglikan prekirsoérlerinin sentezi ile iligkilidir. Ancak VanE
tipi direncin genetik belirleyicisi farkhdir ve intrensek bir direng tipi degildir. VanE
ligazin amino asit dizilimi Van C ligazi ile (55%) VanA ligazi ile (45%), VanB
ligazi ile (43%), ve VanD ligazi ile (44%) oraninda benzerlik géstermektedir
(39).

Van G tipi direnc

Bu direnc tipi E. faecalis WCH9 susunda tanimlanmistir.Bu sus
vankomisine disik dizeyde (MiK=16ug/ml) direngli, teikoplanine duyarlidir
(MiK=0,5 pg/ml). Bu direnc tipi transfer edilemez. van G gen kiimesinin Griini
diger van genlerinin Grinlerine %50 den daha az amino asit dizilim benzerligi

gbsterimektedir (40).



Tablo 3.1. Enterokoklarda glikopeptid direng fenotiplerinin 6zellikleri
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VanA

VanB

VanC VanD VanE VanG
Peptidoglikan D-ala-D-ala- D-ala-D-ala- D-ala-D- D-ala-D- D-ala-D-
L D-ala-D-ala-Lac
prekirsor Lac Ser ala-Lac ala-Ser ala-Lac
Ligaz geni vanA vanB vanC1, vanC2 vanD vankE vanG
,van C3
Direng¢
geninin kazaniimis kazaniimig yapisal kazaniimis | kazanilmis | kazanilmis
kaynagi
Vankomisin 64— >1000 4->1000 2-32 64-256 16 16
MiK mg/L > >
Teikoplanin
MIK mg/L 16—512 0.5->32 0.5-1 4-32 0.5 0.5
E.faecium
E faecalis
E.faecalis
Direnc E.casseliflavus E.gallinarum
geninin E.casseliflavus
bulundug E.gallinarum E.casseliflavus E.faecium E.faecalis E faecalis
u l_j_n ugu E.gallinarum
tirler E.durans E.flavescens
E.faecium
E.mundtii
E.avium
Transfer
cilebilirlik Evet Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
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Vankomisine Bagimli Enterokoklar (VDE)

Bu ilging fenomen hem E. faecalis hem de E. faeciun’da tanimlanmistir.
Bu suslar hem vankomisine direncglidir hem de vankomisin olmadan
Ureyememektedir. ilk sus 1993 yilinda uzun sire hastanede yatan genis
spektrumlu antibiyotik kullanmig bir hastanin idrar kaltGrinden Uretilmistir. Bu
vakadan sonra Van A ve Van B tipi VDE'ler de bildirilmigtir. Bildirilen tim
vakalarin ortak 6zelligi vankomisin veya genis spekirumlu bir antibiyotik
kullanma Oykusinin bulunmasidir. Bu fenomen bakterinin dogdal ligaz
genlerinde mutasyon sonucu D-ala-D-ala sentezi yapilamadidi, ancak
vankomisin varliginda Van A veya Van B ligazi kullanilarak hicre duvari
yapiminda D-ala-D-lac kullanildigi seklinde aciklanmaktadir (41,42).

2.7.Enterokok Enfeksiyonlarinda Tedavi

Klasik antibiyotiklere direngli olmalari, hem de duyarhlik tespitinde 6zel
teknikler gerekmesi nedeniyle enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi komplikedir.
Penisilin-aminoglikozid sinerjisine diren¢g ve beta-laktamaz Ureten suslarin
cogunda da penisilin ve ampisilin direnci standart duyarlilik testleriyle
saptanamaz. Bu nedenle izole edilen etkenler ylksek dizeyde aminoglikozid
(YDAG) ve beta laktamaz varligi agisindan test edilmelidir.

Penisilin veya ampisilin, peritonit, yara ve Uriner sistem enfeksiyonlarinda
bakterisidal tedavide yetersiz kalabilir. Yiksek dizeyde penisilin direncine sahip
suslarla olan enfeksiyonlarda ve penisiline allerjisi olanlarda vankomisin veya
teikoplanin  kullanilabilir. Cogu enterokok susu nitrofurantoine duyarli
oldugundan driner sistem enfeksiyonlarinda nitrofurantoin kullanimi ile basarih

sonuglar alinmaktadir.

Enterokoklara karsi in vitro aktivitesi olan fosfomisin ve florokinolonlar da
bazi Uriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilabilir. Levofloksasin, gatifloksasin ve
moksifloksasin enterokoklara karsi in vitro olarak siprofloksasinden daha fazla
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etkilidir. Fakat bu ajanlarin aktiviteleri siprofloksasine direncli suslarda
azalmaktadir. Eritromisin ve diger makrolidler de enterokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilabilir. Ancak &zellikle ABD’de suslarin  %80-90’inda
eritromisin direnci mevcuttur. Enterokok suslarina karsi sadece bakteriyostatik
etki gOsteren tetrasiklin ve kloramfenikol de alternatif ajanlardir (6,18).

Endokardit ve menenjitte kombine tedavi uygulanmalidir. Komplike
olmayan bakteremilerde eger altta yatan ciddi bir hastalik yoksa monoterapi
yeterli olabilir. Penisilin ve gentamisin kombinasyonu en sik tercih edilen
kombinasyondur. Penisilin yerine ampisilin, gentamisin yerine de streptomisin
tercih edilebilir. Penisilin allerjisi varsa penisilin yerine vankomisin kullaniimahdir.
Cogu olguda 4 haftalik kombine tedavi yeterli olmaktadir. Prostatik kapagi olan
veya kisa sureli tedavi sonrasi relaps gériilen hastalarda 6 haftalik uygulama
gerekebilir. Benzer tedavi yaklasimi menenijitli hastalara da uygulanabilir. Ancak
optimal tedavi siresi tam olarak kesinlik kazanmamistir. iki veya (¢ haftalik
uygulama ile iyi yanit ahnmaktadir. VRE menenjitinde BOS penetrasyonunun iyi
olmasi nedeniyle linezolid faydal olabilir.

YUksek dizeyde gentamisin direnci olan enterokoklarla olusan menenijit
veya endokarditte, ylksek dizeyde streptomisin direnci saptanmamissa hlcre
duvari aktif ajan ve streptomisin kombinasyonu kullanilabilir. Streptomisin ve
gentamisine ylUksek dizeyde direncli suslarla olusan endokarditte intravendz
inflzyon seklinde ampisilin 8-12 hafta uygulanabilir. Bu tir olgularda enfekte

kapaklarin cerrahi eksizyonu gerekebilir.

YUksek dizeyde penisilin direnci saptanan E. faecium suslariyla olusan
enfeksiyonlarda vankomisin kullaniimahdir. Gogu VRE penisilin ve ampisiline
relatif olarak duyarlidir ve tedavide denenebilir (6).

VRE izole edilen hastalarda tedaviye baglamadan &6nce, kolonizasyon-
enfeksiyon ayirimi yapiimalidir. Lokal veya sistemik enfeksiyon bulgusu
olmayan hastada ylUzeyel alanlardan, degistirilen intravaskiler kateterlerden,
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intraperitoneal ve safra drenlerinden ve piylri olmadan idrardan VRE izole
edildiginde, kolonizasyon olarak degerlendirilmelidir ve antibakteriyel tedaviye
gerek yoktur (43).

Hem penisiline yiUksek diizeyde direngli hem de vankomisine direncli
suslarla olugan enfeksiyonlarda hayvan modellerinde ampisilin, vankomisin ve
gentamisin kombinasyonuyla bakterisidal etki olustugu gdsterilmis ancak klinik
etkinligi kanitlanmamistir. Van B fenotipi VRE'lar in vitro teikoplanine duyarli
olsalar da tedavi sirasinda bu ajana direnc gelisebildiginden endokardit

olgularinda teikoplanin ve aminoglikozid kombinasyonu tercih edilmelidir (6,44).

Ozellikle VRE enfeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotik duyarlilik testleri
yapilarak quinupristin/dalfopristin ve linezolid kullanilabilir. Bu ajanlar enterokok
suslarina bakteriyostatik etkilidir. E. faecalis quinupristin/dalfopristine intrensek
olarak direnclidir. E. faecium enfeksiyonlarinda quinupristin/dalfopristine cevap
hizi % 65-75 arasindadir. Tedavi sirasinda bu ajana direng gelisme olasilig
nedeniyle ciddi enfeksiyonlarda doksisiklin tedaviye eklenebilir (6,45,46).

Daptomisin ve oritavansin VRE enfeksiyonlari i¢in gelisim asamasinda
olan bakterisidal ajanlardir (6).

2.8. VRE ile Kolonizasyon ve Enfeksiyon

Enterokoklarda vankomisin direncinin gelismesi ve enterokoklarin
penisilin ve aminoglikozidlere karsi da ylUksek direnc kazanmalar, bu
mikroorganizmalara bagli enfeksiyonlari tedavi etmeye calisan klinisyenlere
blylk guclUkler cikarmaktadir. Tedavi secgenekleri siklikla —antimikrobiyal
kombinasyonlarin sinirh olmasiyla veya deneysel ortamda henlz etkinhdi

kanitlanmamis bilesikler nedeniyle sinirlanmig durumdadir.

Bircok merkezde kolonizasyonun VRE ile enfekte olmus hastalardan ¢ok
iyilesen hastalarda oldugu gértlmustar (47,48,49). VRE taramasi yapilan ytksek
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risk grubunda kolonize hastalarin enfekte hastalara orani 10/1 seklindedir
(48,49).

VRE enfeksiyonlari genelde yatalak, immin ddgkin, altta ciddi bir
hastaligi olan ve hastanede yatmakta olan hastalarda ortaya ¢ikmaya meyillidir.
VRE bakteremisi gorilen hastalarda mortalite oranlar %60-70 dizeylerine
ulasabilmektedir (48,49). Linden ve ark.lari karaciger transplantasyonunda
enterokok iligkili mortalitenin VRE bakteremisiyle birlikte yaklasik %46 oldugunu
rapor etmiglerdir. Bu durum vankomisine duyarli enterokokal bakterimi nedeniyle
Olenlerden 6nemli oranda yuksektir (%25) (52). Diger calismalarda VRE ve
vankomisine duyarl enterokok ile enfekte hastalarin kiyaslanmasinda mortalite
acisindan 6nemli bir fark bulunamamigtir. Ayni enterokokal tir icin VRE’nin
vankomisin duyarl susa g6re daha virulan olduguna dair bir kanit yoktur. Bazi
serilerde bir ¢cok nozokomial enterokok bakteremisinin polimikrobiyal olmasina
ragmen VRE bakteremisinin  9%80-90 oraninda monomikrobiyal oldugu
bildiriimektedir (50,52).

VRE siklikla kateter iligkili bakteremi etkenidir. Ayrica idrardan
intraabdominal abseden, cerrahi saha enfeksiyonundan veya batinla iliskili
direnlerden izole edilebilir. Nadiren de cerrahi veya diger enstruman
uygulamalardan sonra plevral sividan ve BOS tan izole edilebilir (53).

Rutin  kdltarlerde  VRE’nin  klinik  énemini  belirleyebilmek veya
enfeksiyondan kolonizasyonunu ayirabilmek zordur. Bu durum &zellikle idrar
6rnekleri veya VRE polimikrobial enfeksiyonun bir pargasi oldugu durumlarda
gecerlidir. Bazi vakalarda tedavi endikasyonu yoktur. VRE nin ne boyutta bir
mortalite ve morbidite sebebi oldugunu tespit edebilmek zordur ¢lUnkl birgok
hastada cok ciddi sekilde mortalite ve morbiditeye neden olan altta yatan bir
hastallk vardir ve buna ek olarak VRE siklikla diger potansiyel
mikroorganizmalarla birlikte miks kultir iginde yer almaktadir (54).
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VRE hakkindaki epidemiyolojik bilgilerin ¢okluguna ragmen en 6nemli
rezervuarl hakkinda fikir birligine varilamamistir. Once gastrointestinel
sisteminde VRE tasiyan hastanede yatan astalarin majér rezervuar oldugu
dUsin0dd. Bircok kolonize hasta asemptomatikti ve risk grubundaki hastalarda
bir siirveyans calismasi yapilmazsa bu rezervuar kolaylikla gézden kacabilirdi
(54). Gastrointestinal sistem E. faecium igcin major rezervuardir. Ancak fekal
kolonizasyon olmayan hastalardan elde edilen pozitif klinik érneklerin varligi
direkt eksojen yayilimin gastrointestinal kolonizasyon ve endojen enfeksiyondan
daha sik gerceklestigini ortaya koymaktadir. Bir calismada vankomisin direncli
E.faecium gastrointestinel kolonizasyonu olan ciddi karaciger hastalarinin %33
inde pozitif bodaz sUrUntllerine rastlanmistir (55). Bu bdlgedeki
kontaminasyonun sebebi agiz, trakeotomi veya endotrakeal tUip bakimi
sirasinda olan uygulamalar olabilir. Orofarengeal kolonizasyon c¢apraz
kolonizasyon icin bir kaynak olusturabilir. Bu durum 6zellikle ¢alisan personelin

ellerini yikamamasi durumunda ortaya cikarmaktadir (10).

VRE ile kolonize hastanin odasindaki cevresel ylzeyler ve tibbi araclar
siklikla VRE ile kontamine olmakta ve hastane icinde organizma icin birer
rezervuar gbrevi gérmektedirler. Rezervuar olabilecek objeler arasinda hasta
elbiseleri, yataklar, yerler, kapi kolu, banyolar, seker élcim cihazlari, tansiyon
aleti, termometreler, EKG monitérleri, intravenéz pompalar sayilabilir (56-61).
VRE’e bagh yaygin cgevresel kontaminasyon 6zellikle diyaresi olan hastalarin
odasinda go6rulmektedir. Bazi calismalarda kolonizan veya etken olarak
soyutlanan suslarla, hasta odalarindaki kontamine yUzeylerde saptanan VRE
suslarinin identik olduklari gésterilmistir (56). Bu organizmalarin kuruluga ve
ylksek isilara karsi direncli olmalari bu tip ylzeylerde glnlerce hatta haftalarca
canli kalmalarini saglamaktadir. Vankomisine direncli E.faecium, kolonize olan
hasta taburcu olduktan 4 gin sonra turnikeden hatta birkac gin depoda
beklemis olan intravaskuiler ekipmanlardan izole edilebilmigtir (47,49,52).
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Montecalvo ve ark.lari hastalarin haftalarca hatta aylarca VRE ile
kolonize kaldiklarini séylemisler ve siklikla hastaneye tekrar kabulleri sirasinda
da hala kolonize durumda olduklarini bildirmislerdir. Green ve ark.’lari VRE
tasiyan karaciger transplantasyonu yapilmis hastalarin yaklasik %60 inda
kolonizasyonun 12 hafta ve daha fazla strdigunu bildirmiglerdir (85). Nadiren
de hastalarda bir yil boyunca VRE kiltir pozitifliginin strdligu bildiriimistir(78).
Montecalvo ve ark. bazi hastalarin persistant olarak ayni VRE susuyla kolonize
olduklarini PFGE ile gbéstermiglerdir(62).

VRE kolonizasyonu ve/veya enfeksiyonu igin risk faktorlerini arastiran pek
¢ok calisma vardir. Bu caligmalarin sonuclarina gére risk faktérleri ¢ ana
kategoride toplanabilir (63-67).

1- Hastaya ait faktdrler: Kronik bébrek yetmezligi, malignite, nétropeni,

diabetes mellitus, gecirilmis intraabdominal cerrahi, organ transplantasyonu,
APACHE Il skorunun yiksek olmasi, C. difficilee bagh kolit, hepatobiliyer
hastalik gibi hastanin altta yatan hastahdinin agirligi ile ilgili faktérlerdir.

2- Demografik risk faktdrleri:Hastanede yatis sdresinin uzun olmasi,

yogun bakim, diyaliz, transplantasyon, hematoloji - onkoloji Unitelerinde yatis,
VRE ile kontamine ekipmanlara maruziyet, VRE li hastalarla temas veya VRE ile
kontamine olmus tibbi aletlere maruz kalma gibi hastane ile ilgili faktérlerdir

3- Antibiyotik kullanimi: Daha &nceden vankomisin, 2. - 3. kusak

sefalosporin, metronidazol, klindamisin, imipenem,tikarsilin klavulonik asit gibi
antimikrobialleri kullanma ve kullanma stresinin de énemli risk faktéri oldugu

bildirilmistir.

2.8.1. Nozokomiyal VRE Kontroll

Son yillarda enterokoklardaki vankomisin direncinde gbézlenen artig

nedeniyle VRE yayiliminin énlenmesi ve korunma amacl 1995 yilinda Hospital
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infection Control Practices Advisory Committee” (CDC / HICPAC) tarafindan
bazi énerilerde bulunulmustur.Bu énerilerde 4 nokta vurgulanmistir.

1. Uygun vankomisin kullanimi

2. Hastane personelinin egitimi

3. Mikrobiyoloji laboratuvarinin etkin kullanimi
4. Kontrol 6nlemlerinin uygulanmasi

Uygun Vankomisin Kullanimi

Vankomisin kullaniminin VRE kolonizasyonu ve enfeksiyonu igin bir risk
faktérl oldugu bir cok calisma ile kanitlanmigtir. Ayrica, uygunsuz vankomisin
kullaniminin  S. aureus ve S. epidermidis susglarinda vankomisine direng
gelisimine (VRSA ve VRSE) ve yayilimina zemin hazirlayacagi disindlmektedir
(68).

Vankomisin kullaniminin uygun oldugu durumlar

1. Beta-laktam antibiyotiklere direncli gram-pozitif mikroorganizmalarin
neden oldugu ciddi enfeksiyonlar

2. Beta-laktam antibiyotiklere karsi hayati tehlike yaratacak dizeyde
allerjisi olan kisilerde gram-pozitif mikroorganizmalarla gelisen enfeksiyonlar

3. Metronidazole yanit vermeyen veya cok agir seyreden antibiyotige
bagli ishal olgulari

4. American Heart Association O&nerilerine uygun olarak enfektif
endokardit profilaksisi

5. MRSA veya MRSE enfeksiyonlarinin oraninin yliksek oldugu
merkezlerde protez veya cihaz implantasyonu iceren blyUk cerrahi girisimler
(kardiyak veya vaskiler girisimler, total kalca replasmani vb) &ncesinde
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profilaktik olarak kullanilabilir (Maksimum iki dozdan sonra profilaksi

sonlandiriimalidir).
Vankomisin kullaniminin uygun olmadigi durumlar
1. Rutin cerrahi profilaksi

2. MRSA orani yuksek olmayan hastanelerde, febril notropenik
hastalardaki ampirik tedavi

3. Diger kan kaltdrlerinin negatif oldugu durumlarda kan kultirindeki tek
bir MRSE pozitifligi

4. Ampirik baglanan vankomisin tedavisine kiltirde beta-laktam direngli

mikroorganizma izole edilmemis olmasina ragmen devam edilmesi

5. Periferik veya santral vaskller kateteri olan hastalarda kolonizasyon
veya enfeksiyon gelisimini 6nlemek amaciyla profilaktik kullanim

6. Gastrointestinal sistemin selektif dekontaminasyonu
7. Antibiyotige bagli ishal olgularinin primer tedavisi

8. MRSA kolonizasyonunun eradikasyonu

9. Dustk dogum agirlikli yenidoganlarda rutin profilaksi

10. Devamli ayaktan periton diyalizi veya hemodiyaliz uygulanan

hastalarda rutin profilaksi

11. Bbbrek yetmezligi olan hastalarda beta-laktam antibiyotiklere duyarli

enfeksiyonlarin tedavisi

12. Vankomisin iceren sollsyonlarin irrigasyon amaciyla ya da topikal
olarak uygulanmasi
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Egitim programi

VRE yaylliminin énlenmesinde egitim en o6nemli faktérlerden biridir.
Hemsire, laboratuvar personeli, eczaci, konsiltan ve asistan doktorlar,
6drenciler, temizlik iglerinden sorumlu personel ve hasta bakimi ile ilgili diger
tim personeli kapsayacak sekilde devamli bir egitim programinin yaratilmesi
gereklidir. Egitim programinda 6ncelikle VRE nin neden énemli oldugu (maliyet,
tedavi glclaga vb) aciklanmali, ayrica VRE epidemiyolojisi ve kontrol yéntemleri
hakkinda bilgi verilmelidir (68).

Mikrobiyoloji laboratuvarinin etkin kullanimi

VRE ile kolonize veya enfekte hastalarin erken tespiti bir hastane igin
nozokomiyal yayilimi énlemek adina gerekli ve zorunlu bir durumdur (54).
VRE’nin hastane icinde yayillimini énlemede mikrobiyoloji laboratuvari ilk
savunma basamagidir. Bir laboratuvarin enterokoklari identifiye edebilmesi,
vankomisin direncini acil ve kesin olarak tespit edebilmesi VRE
kolonizasyonunun ve enfeksiyonunun onlenmesi agisindan ¢ok 6&nemlidir.
Bunlara ek olarak laboratuvar ile enfeksiyon kontrol komitesi arasindaki
koordinasyon bu caligsmalari kolaylastirir. Hastanede VRE ile bir defa
karsilasildiktan sonra enterokok bulunan tim sahalar (steril olmayan alanlar) igin
vankomisin duyarlilik testleri yapilmahdir. Hentz VRE ile karsilasmamis ancak
ayni cografik bdlgelerde bulunan hastaneler tim enterokokal izolatlar icin

duyarlilik testleri yapmaldirlar (68).

VRE Kkolonizasyonunu tespit etmek icin farkh secici besiyerri
kullaniimaktadir. Kullanilan standart bir yéntem olmamasina karsin, gerek
enterokokkosel-vankomisin broth gerekse brain-heart inflizyon (BHI)-vankomisin
agar, VRE'nin fekal o6rneklerden hizli ve selektif izolasyonunu saglayan
yéntemler olarak bildiriimektedir (69-71).

VRE tespiti i¢in vankomisin duyarlihdini kesin olarak tespit edebilecek

testler kullaniimalidir. CLSI &nerilerine gére disk diflizyon ybntemi ile orta
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derecede duyarli olarak degerlendirilen bir izolat icin mutlaka vankomisin MiK
degeri saptanmali ve bu izolat tlr dizeyinde identifiye edilmelidir.

Disk difiizyon yéntemi kullanan laboratuvarlar plaklari 24 saat boyunca
inkiibe etmelidirler. MiK degerleri agar diliisyon, agar gradient diliisyon (E-test),
makro veya mikro broth dilisyon metodlariyla tespit edilebilir. Bu yéntemlerde
de inklibasyon 24 saat olmalidir (72-73).

Otomatize sistemler VRE tespitinde 6zellikle de VanB direncini
belirlemede glvenilir degildir. Son dénemde c¢ikan kesinligi kanitlanmis 8 test
vardir (agar dilisyon, disk difizyon, E-test, agar tarama plak, Vitek GPS-TA ve
GPS-101). Bu testlerin timdnin VanA direncini tespit ettigi ancak VanB
direncinin Vitek GPS-TA ve MicroScan rapid (sensitivitesi %47-53) ile siklikla
tespit edilemedigi goésterilmistir (74). E-test digindaki tim metodlar ve agar
tarama hala VanC1 ve VanC2 de problem cikarmaktadir. Eger VanA, VanB,
VanC1 ve VanC2 ortalama direng tespiti gerekiyorsa agar tarama rutin igin en
kolay ve guvenilir testtir. Yeni Vitek GPS-101 Vitek GPS-TA ile kiyaslandiginda
6nemli bir 6zgullik kaybi yaratmadan ylUksek bir duyarlilik gdstermektedir (74).
Bir klinik 6rnekte VRE tespit edildigi zaman vankomisin direnci &nerilen
antimikrobiyal duyarlilik testleriyle dogrulanmalidir. Dogrulama duyarlilik testleri
hazirlanirken  hastanin primer bakicisi, hasta ile ilgilenen personel ve
enfeksiyon kontrol komitesi acilen uyarilmali izolasyon ve 6nlemlerin alinmasi

saglanmalidir. On raporu sonug raporu takip etmelidir (68).

Enterokoklarda vankomisin direng tespiti icin kullanilabilecek bir diger
yéntem de PCR ile glikopeptid direncinden sorumlu genin saptanmasidir (73-
75). Bu tip testler 6zellikle vankomisine dustk direng gdsteren VanB, VanC tipi
direnci belirlemede faydali olabilir. VRE izolatlarinin teikoplanine karsi olan
duyarhhklarint tespitte disk diflizyon testini kullanmak siklikla VanA ve VanB
suslarl arasindaki farki ortaya koyabilecektir. Buna ragmen nadiren de olsa
teikoplanine direngli VanB tipi suslarda rapor edilmigtir. VRE icin yapilan

sUrveyans  kaltGrleri  labaratuvarlar icin zaman alici ve pahahdir. Son
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zamanlarda bazi hastanelerde PCR’In VRE stlrveyans kiltUrleri icin maliyet-
etkin oldugu bildirilmigtir (76).

VRE’nin hastanede yayiliminin tek bir susla mi yoksa birkag farkli klonun
ayni anda ortaya ¢ikmasiyla mi oldugunu tespit edebilmek dnemlidir. Bu durum
kontrol éncelik tespitinde 6nem tasimaktadir. Bir cok VRE susunun ¢oklu ilaca
karsi direng gdstermesi antibiyotik duyarlilik paterninin belirleyiciligini ortadan
kaldirmaktadir. VRE’nin klonal iliski derecesini belirlemek igin  cok cesitli
molekuiler tiplendirme ydntemleri kullaniimaktadir. PFGE bircok bakterinin
epidemiyolojik analizi icin gold standart olarak kabul edilen bir yéntemdir. E.
feacium’un epidemiyolojik analizinde de en iyi metod oldugu bildirilmistir (77).

Kontrol 6nlemleri

HICPAC tarafindan hastadan hastaya VRE gecisini 6nlemek icin alinmasi

gereken izolasyon énlemleri sunlardir:

e VRE ile enfekte veya kolonize olan hastalarin tek kisilik odalara ya da

diger VRE pozitif hastalar ile ayni odaya yerlestiriimesi.

e VRE pozitif hastalarin odalarina girerken steril olmayan temiz eldiven
giyilmesi.

e Hasta ile veya hasta odasindaki ylUzeylerle temasin fazla olmasinin
beklendigi durumlarda, hastada idrar veya gaita inkontinansi olmasi,
iloestomi, kolostomi veya acik yara direnaji varliginda VRE pozitif
hastanin odasina girerken steril olmayan temiz bir 6nlik giyilmesi (bazi
merkezlerde bu 6neri VRE pozitif her hastanin odasina girerken 6nlik

giyilmesi seklinde modifiye edilerek uygulanmaktadir).

e Eldiven ve 6nligidn hasta odasini terk etmeden hemen 6nce ¢ikariimasi

ve ellerin antiseptikli bir sabunla ya da su icermeyen antiseptik ajanlarla
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ylkanmasli. Eldiven ve o6nlik cikarilip eller yikandiktan sonra odadaki
yUzeylerin hicbiriyle tekrar temas edilmemesi

VRE’lerin endemik oldugu veya VRE yayiliminin yukarida belirtilen é6nlemlere

ragmen devam ettigi hastaneler icin ise su 6nerilerde bulunulmustur:

e Kontrol calismalari yogun bakim Unitelerinde ve VRE yayiliminin en hizl
oldugu servislerde yogunlastinimalidir. Bu servislerin diger servislere
hasta transferi nedeniyle VRE yayillimina neden olan bir kaynak

konumunda oldugu akilda tutulmaldir.

e Mudmkinse VRE pozitif hasta grubuna bakim veren saglik personelinin
VRE negatif hastalara da bakim vermesinden kaginiimalidir.

e Nadiren saglik personelinde VRE tasiyicihdi ve buna bagl VRE yayilimi
bildirilmistir. VRE nin kontrol altina alinamadigi durumlarda personel
kronik cilt ve tirnak problemleri yéninden incelenmelidir.Epidemiyolojik
acidan VRE yayilimi ile iligkili oldugu saptanan VRE tasiyicisi personel,
tasiyicilk durumu sonlanana kadar VRE negatif hastalarin bakimindan

uzaklastiriimalidir.

VRE yayiliminda ortam kontaminasyonunun &énemli oldugu cok sayida
calisma ile kanitlanmistir. Bu nedenle VRE pozitif hastalarin yattiklari odalardaki
ylzeylerin ve cihazlarin temizligine ve dezenfeksiyonuna 6zel 6nem verilmelidir.

Bu tur calismalarin enfeksiyon kontrol ekibi tarafindan yénlendirilmesi gereklidir.
2.8.2. Surveyans Kiilttirleri

Bir salgin esnasinda gastrointestinal kolonizasyonu tespit etmek icin
6zel slUrveyans kdaltirleri yapilmasi basarili bir VRE kontrol programi igin
gereklidir (47,56). Kolonize hastalar tespit icin gaita, rektal veya perirektal

strintl taramasi yapmak seklindedir. Gaita, rektal veya perirektal sirinti
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6rnekleri vankomisin iceren selektif vasatlara inokule edilmelidir. Kolonize kigileri

saptamada perirektal kiltdrler rektal kltarler kadar duyarhidir (78).

Her merkez VRE kolonizasyon oranini ve fekal tasiyicilik tarama
programini belirlemelidir. Bu oran %20’ nin GOzerinde ise VRE fekal tasiyicilik
acisindan surekli strveyans yapilmali, VRE tasiyicilik orani disik ya da hi¢
saptanmayan Unitelerde ise risk grubunu olusturan hastalarda nokta prevalans

ile VRE taramasinin daha uygun oldugu bildirilmistir (79).

Kolonizasyonun eradikasyonu

Hasta kisilerdeki enfeksiyon riskini ortadan kaldirmak, enfeksiyon
kontrolindeki harcamalari minimalize etmek ve c¢evredeki VRE rezervuarini
azaltma cabalari gastrointestinal eradikasyona odaklanmistir. Bu konuda birgok
calisma yapiimistir. Oral basitrasinle tedavi edilen iki grupta umut verici sonuglar
alindigi bildirilmigtir. Bir calismada bu tedavi ile 8 hastanin 6’sinda gaitadan VRE
eradikasyonunun gerceklestigi ve bir tane reklrrens oldugu rapor edilmistir.
Bagka bir calismada basitrasin uygulamasi 8 hastanin timinde eradikasyon
saglamistir ve 2 reklrrens goérilmastir. Baska bir calismada da basitrasin ve
doksisiklin tedavisi baslangicta tim hastalarda eradikasyon saglamasina
ragmen uzun sureli takiplerde %33 oraninda VRE kolonizasyonu oldugu
bildirilmigtir. Btin bu g¢alismalar sonucunda tek basina hicbir rejimin VRE'yi
gastrointestinal trakttan eradike edemedigi ve bu konuda uzun sireli caligmalar

ve gbdzlemlere gereksinim oldugu sonucuna varilmigtir (54,80,81,82).
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3.GEREC VE YONTEM

Cahsmamiz Etik Kurul tarafindan 3.5.2006 tarihinde 2006/324 sayili onayi
sonrasinda baglatildi. Mayis 2006 — Mayis 2007 tarihleri arasinda Eskisehir
Osmangazi Universitesi Rektorligi Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanesi
yogun bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalardan haftada bir olarak alinan
digki, rektal veya perirektal strintl érneklerinde VRE varligi arastinidi. Ayrica
herhangi bir klinik 6rnekte patojen olarak saptanan enterokok suslarinda
vankomisin ve/veya teikoplanin direnci saptanan izolatlar da ¢alismaya dahil
edildi. VRE ile kolonize olan hastalarda surveyans kultirlerinden birden fazla
VRE susu izole edildi. Bu hastalardan ilk izole edilen suslar ¢calismaya alindi.

Sirveyans kultirlerinde VRE saptanmigsa: “Vankomisin direngli
enterokok Uredi”; VRE saptanmamigsa “Vankomisin direncli enterokok dremedi”
seklinde rapor edildi.

Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Safra eskiilin azid (BEA) agar

30 gr bile eskulin agar (Oxoid) toz 1 L distile su icinde ¢6zuldi. 121 °C’'de
15’ otoklavlandi. Dékilmeden hemen 6nce 200 mg sodyum azid (150-250
ug/ml) ve 6 mg (6 pg/ml) vankomisin ilave edildi. 90 mnv’lik steril plastik petrilere
4mm kalinlkta olacak sekilde dokuldu.

Kolistin nalidiksik asit (CNA) broth

30 gr Triptik soy broth (Oxoid) toz 1 L distile su iginde ¢ézildi. 121 °C’'de
15’otoklavlandi. Dékilmeden hemen énce 15 mg (15 pg/ml) kolistin, 15 mg (15
ug/ml) nalidiksik asit, 10 mg (10 pg/ml) gentamisin, 1 mg (1 pg/ml) amfoterisin
B eklendi. 90 mm’lik steril plastik petrilere 4mm kalinlikta olacak sekilde dékuldd.
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Koyun kanli agar

40gr toz besiyeri (Oxoid) 1 L distile su icinde ¢6zulda. 121 °C’de 15
otoklavlandi. Dékilmeden hemen énce 50 ml defibrine koyun kani ilave edildi.

90 mm’lik steril plastik petrilere 4mm kalinlikta olacak sekilde dékulda.
Mueller Hinton agar

38 gr toz besiyeri (Becton Dickinson) 1 L distile su icinde ¢6ézuldi. 121
°C’de 15 otoklavlandi. 90 mm’lik steril plastik petrilere 4mm kalinlikta olacak
sekilde dokaldi.

Todd Hewitt Broth

30 gr toz besiyeri (Becton Dickinson) 1 L distile su icinde ¢dzuldd. 121
°C’de 15’ otoklavlandi. 15 ml'lik steril falkon tiiplerine 3’er ml dékuldu.

Brain Heart infiizyon Broth

37 gr toz besiyeri (Merck) 1 L distile su icinde ¢6zildi. 121 °C’de 15’
otoklavlandi. 15 ml'lik steril falkon tlplerine 3’er ml dékalda.

3.1. Orneklerin toplanmasi

Steril ekilvyonlar ile perirektal veya rektal sirinti 6rnekleri alinarak
Amies transport medium iginde mikrobiyoloji laboratuvarina ulastinidi. Disgki
ornekleri temiz, sizdirmayan, kapakli, kuru kaplar icine alindi. Ornekler
laboratuvara ulastiktan sonra yarim saat iginde mikrobiyolojik islemlerine

baslandi.

Ornek toplanmasi sirasinda hastalarin yasi, cinsiyeti, hastaneye yatis
nedeni, yatis sUresi, kullandigi antibiyotikler, antibiyotik kullanma siresi ve altta
yatan hastaliklari kaydedildi.
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3.2. Kiltirlerin degerlendirilmesi

Amies transport besiyerinden g¢ikarilan ekivyon 350 pl steril fizyolojik

serum icinde stspanse edildikten sonra 5 — 10 “ vortekslendi. Sispansiyonun;

a)

50 pl’si safra eskilin azid (BEA) agara (6 pg/ml vankomisin iceren) ekildi.
Ekim yapilmis plaklar, 35 °C’de, aerop ortamda 48-72 saat inkiibe edildi.
Ureme ginliik olarak degerlendirildi. Kahverengi-siyah koloniler (safra-
eskilin pozitify Gram boyama metodu ile boyandi. Gram pozitif kok
goériniminde olan her bir farkli koloniden %5 koyun kanli agara pasaj
yapildi. inkilbasyon sonrasi kanli agarda (reyen kolonilere Gram
boyama, katalaz ve PYR testleri yapildi. Vankomisin etkisinden dolayi
PYR testi negatif cikabildiginden negatif sonu¢c veren kolonilerden bir
pasaj daha yapildiktan sonra PYR testi tekrarlandi.

100 pl'si kolistin nalidiksik asit (CNA) broth’a (gentamisin ve amfoterisin B
iceren) ekildi. Broth, 15-18 saat aerop olarak inkibe edildi. Bu silre
sonunda bulaniklhk olmamigsa inkibasyon 72 saate kadar uzatildi.
inklibasyon sonrasi broth’dan 10 pl alinip safra eskiilin azid (BEA) agara
(6 pg/ml vankomisin igeren) pasaj yapildi. BEA plaklari 24-48 saat inklbe
edildi. BEA'da Uremis sUpheli kolonilerden %5 koyun kanli agara pasaj
yapildi. inkiibasyon sonrasi kanli agarda Ureyen kolonilerden Gram

boyama, katalaz ve PYR testi yapildi.

Katalaz testi: Kanli agarda Uremis kolonilerden tahta cubuk yardimiyla

alinarak temiz bir lam UGzerine sirildi. Uzerine %3'lik hidrojen peroksitten

(H202) birkac damla damlatildi. Molekiler O, Uretimi sonucu hizla hava

kabarciklarinin olusmasi pozitif test olarak kabul edildi.

PYR testi (Oxoid): hazir olarak temin edilen PYR testi ile yapildi. Test,

dreticinin talimatina uygun sekilde uygulandi. PYR emdirilmig filtre kagidi

Uzerine 1-2 bakteri kolonisi koyuldu, Gzerine tampon solisyonu damlatildi. 5°
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beklendi. Daha sonra (zerine %0.015 p-dimetylaminocinnamaldehyde iceren
ayiractan 1-2 damla dékaldi. PYR’nin hidrolizi ile olusan beta naphthyamine ile
ayiracin reaksiyona girmesi sonucu, filtre kagidi Gzerinde pembe renk olusumu
pozitif olarak degerlendirildi. Pembe renk olusmamasi ise negatif olarak
degerlendirildi.

BEA’da kahverengi-siyah koloni olusturan gram pozitif kok gérinimuinde
olan katalaz testi negatif, PYR testi pozitif bulunan suslar “stpheli VRE” olarak

isimlendirildi.

3.3. Bakterilerin identifikasyonu

Geleneksel yoéntemlerle identifiye edilen ve “sipheli VRE” olarak
tanimlanan enterokok suslari, VITEK 2 Compact otomasyon sistemi
(bioMérieux) GP paneli ile tir diizeyinde tanimlandi. VITEK 2 Compact GP
paneli D-amigdalin, fosfatidil inizitol fosfolipaz C, D-ksiloz, arjinin dihidrolaz,
beta-galaktozidaz, alfa-glukozidaz, Ala-Phe-Pro arilamidaz, siklodekstrin, L-
aspartat arilamidaz, beta galaktopiranozidaz, alfa-mannozidaz, fosfataz, 16sin
arilamidaz, L-prolin arilamidaz, beta glukuronidaz, alfa galaktozidaz, L-
pironidonil-arilamidaz, beta glukuronidaz, alanin arilamidaz, tirozin arilamidaz,
D-sorbitol, Ureaz, polimiksin B direnci, D-galaktoz, D-riboz, L-laktat, laktoz, N-
asetil-D-glukozamin, D-maltoz, basitrasin direnci, novobiosin direnci, %6,5
NaCl'de Greme, D-mannitol, D-mannoz, metil-B-D-glukopiranozidaz, pullulan, D-
raffinoz, 0/129 direnci, salisin, sakkaroz/stikroz, D-trehaloz, arjinin dihidrolaz ve
optokin direng testlerini icermekteydi.
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3.4. Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
3.4.1. Otomatize Antibiyotik Duyarlilik Sistemi (VITEK 2 Compact)

izole edilen tim sipheli VRE suslarinin VITEK 2 Compact AST
(bioMérieux) paneli ile CLSI'nin enterokoklar igin Onerdigi penisilin,
siprofloksasin, levofloksasin, norfloksasin, eritromisin, quinopristin/dalfopristin,

linezolid, teikoplanin, vankomisin ve tetrasiklin duyarlliklari belirlendi (57).
3.4.2 E- test

Tdm sutpheli VRE izolatlarina VITEK 2 Compact AST panelleriyle es
zamanli olarak vankomisin ve teikoplanin igin E-test uygulandi. E-test seritleri
(AB Biodisk) kullanim zamanina kadar -20°C’de saklandi. Kullanimdan 30’ énce
cikarilip oda sicakligina getirildi.

Kanh agar besiyerine pasaj yapiimis 18 saatlik taze kdiltiirden steril SF
icinde turbidometre ile 0,5 Mc Farland standart bulaniklikta bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Pamuklu ¢cubuk yardimiyla Mueller Hinton agar plag! Gzerine yayildi.
15’ plagin kurumasi beklendikten sonra besiyerlerine vankomisin ve teikoplanin
E-test seritleri yerlestirildi. 35 °C de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde
elips seklindeki inhibisyon alaninin seritle kesistigi konsantrasyon MIiK degeri
olarak belirlendi.

CLSI énerilerine uygun olarak vankomisin MiK degeri <4 mg/L olan
suslar duyarli, 8-16 mg/L olan suslar orta derecede duyarli, 232 mg/L olan
suglar direncli olarak kabul edildi. Teikoplanin MiK degeri <8 mg/L olan suslar
duyarli, 16 mg/L olan suslar orta derecede duyarli, 232 mg/L olan suslar direncli
olarak kabul edildi (57).

Nitrosefin Strip Test (Oxoid)

Cubuklar kullanim zamanina kadar -20°C’de saklandi. Kullanimdan 6nce
oda sicakhgina getirildi. Cubuk saf enterokok kolonisine degdirildikten sonra bir
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damla distile su ile nemlendirildi. 5° sonra degerlendirildi. Pembe-kirmizi renk
degisimi beta laktamaz aktivitesi pozitif, renk degisimi olmamasi negatif olarak
kabul edildi. Negatif olanlar 15’ sonra bir kez daha degerlendirildi. Pozitif kontrol
icin S.aureus ATCC 25923 susu kullanildi.

Suslarin Saklanmasi

Kaltdr ve antibiyotik duyarlilik testleri ile VRE oldugu belirlenen suslar
triptik-soy broth iceren boncuklu ependorf tlplerine alinarak molekuler testler
uygulanincaya kadar -70 °C de saklandi.

3.5. Multiplex PCR Yoéntemi ile Diren¢ Genotipinin Belirlenmesi:

VRE olarak saptanmis olan tim suslara Bell ve ark.’larinin protokoll ile
van A ve van B igin spesifik primerler kullanilarak multiplex PCR uygulandi (84).
Pozitif kontrol olarak E. faecium ATCC 51559 (van A), E. faecalis ATCC 700802
(van B) kullanildi.

1- DNA ekstraksiyonu

Ependorf tpleri icinde -70°C’de saklanmis olan suslar Todd-Hewitt broth
icinde bir gecelik inklbasyon ile Uretildi. Bakteri sispansiyonundan 1 ml'si
ependorf tlpd icinde santrfiij edildi. Pellet 200 pl TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA [pH 8.0]) tamponu iginde sispanse edildi. Stspansiyon 95 °C’de 20’
tutulduktan sonra 2’ santrfij edildi. SOpernatan kisimdan 5 pl alinarak

amplifikasyon agsamasinda kullanildi.

2- Amplifikasyon asamasi

0,2ml lik PCR tlpU icine 1’eryM van A ve van Bye 6zgu primerler
(XXIDT), 1 U Taq DNA polimeraz (Sigma), 200 uM dNTP’ler bulunan 45ul mix
ile 5 pul DNA kullanildi. izole ettigimiz tim suslar E. faecium oldugu icin van Cye

6zgl primerler kullaniimadi. 1’ 94°C’de denatlrasyon, 2’ 60°C’de annealing ve
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2 72°C’de zincir uzama seklinde 35 PCR siklusu uygulanarak amplifikasyon
gerceklestirildi. Amplifiye Grin +4°C’de saklandi.

Primerlerin baz dizilimi:

VanAB Forward :GTAGGCTGCGATATTCAAAGC
VanA Reverse :CGATTCAATTGCGTAGTCCAA
VanB Reverse :GCCGACAATCAAATCATCCTC

3-Elekiroforez asamasi

Amplifiye Grlnlere %Z2’lik agaroz jelde elektroforez uygulandi. Jel 15’
etidium bromide ile boyandi. 15’ yikandi. UV altinda degerlendirildi. Van A igin
231bp, Van B igin 330bp’lik bantlarin varhigi arastiriidi (84).

3.6. PFGE ile Klonal iligkinin Belirlenmesi

10 VRE susuna Murray ve ark.’larinin (114) protokollerinden modifiye
ederek olusturulan protokol kullanarak PFGE uygulandi.

3.6.1. Kimyasal Sollisyonlarin ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Tris 1M PH PH:7.4: 12,114 gr Trisma base toz (Sigma) 100ml distile su
icinde ¢6zuldi. PHmetre ile PH ayarlamasi yapildi. Kullanim zamanina kadar
oda isisinda bekletildi.

Tris 1M PH PH:8: 12,114 gr Trisma base toz (Sigma) 100ml distile su
icinde ¢6zuldi. PHmetre ile PH ayarlamasi yapildi. Kullanim zamanina kadar

oda isisinda bekletildi.

EDTA 0,5 M PH:7,5: 37,224 gr EDTA toz (Sigma) 100ml distile su icinde
c6zildi. PHmetre ile PH ayarlamasi yapildi. Kullanim zamanina kadar oda

Isisinda bekletildi.
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EDTA 0,5 M PH:8: 37,224 gr EDTA toz (Sigma) 100ml distile su icinde
¢6zuldi. PHmetre ile PH ayarlamasi yapildi. Kullanim zamanina kadar oda

Isisinda bekletildi.

NaCl 5M:29,22 gr NaCl toz (Reidel-de Hein) 100 ml distile su iginde
cbzllerek hazirlandi. Kullanim zamanina kadar oda isisinda bekletildi.

KCl 0,4M:2,982 gr KCI toz (Reidel-de Hein) 100ml distile su iginde
cbzllerek hazirlandi. Kullanim zamanina kadar oda isisinda bekletildi.

Sodyum deoksikolat %2 lik: 2 gr sodyum deoksikolat toz (Fluka) 100ml
distile su icinde ¢ozillerek hazirlandl. Kullanim zamanina kadar oda isisinda
bekletildi.

Sarkozin %5’lik: 10 gr sarkozin toz (Fluka) 100ml distile su icinde ¢6zuld.

Kullanim zamanina kadar oda isisinda bekletildi.

Brij 58 %10’luk: 10 gr brij 58 toz (Sigma) 100ml distile su iginde hafifce
Isitilarak ¢6zulda.

SDS %10Q’luk: 10 gr sodyum dodesil silfat toz (Fluka) 100ml distile su
icinde hafifce 1sitilarak ¢6z0ldd. Kullanim zamanina kadar oda 1sisinda
bekletildi.

Proteinaz K 20mg/ml: 20 mg Proteinaz K toz (Sigma) 1ml distile su iginde

cozilerek hazirlandi. Kullanim zamanina kadar -20°C’de bekletildi.

Lizozim 10mg/ml: 10 mg Lizozim toz (Fluka) 1ml distile su icinde

cozilerek hazirlandi. Kullanim zamanina kadar -20°C’de bekletildi.

Riboniklez A 1mg/ml: 1 mg Ribonikleaz A toz (Fluka) 1ml distile su

icinde ¢cdzllerek hazirlandi. Kullanim zamanina kadar -20°C’de bekletildi.
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Low melting agaroz (LMA) %2.4’lik : 0,24 gr LMA (NuSieve GTG
Agarose) 10 ml distile su icinde eritildi.1,5 mllik ependorf tlplerine

dagitildi.Kullanilincaya kadar oda isisinda bekletildi.

10X TBE (Tris+Borik asit+EDTA): 108gr Tris (Sigma) ve 55 gr borik asit
(Carlo Erba) 980 ml distile su icinde ¢6zildi. 20 ml EDTA [0,5M (PH:8)] eklendi.

PIV: 0,01M Tris+1M NaCl ile hazirlanarak membran filtre ile stizGlda.

EC lizis solisyonu :0,006M Tris:1M+NaCl+0,1M EDTA+%5 Brij58+%0,2
sodyum deoksikolat+%0,5 sarkozin+2mg/ml lizozim+100 pg/ml RNAse ile

hazirlandi.

ESP solisyonu:100mM KCI+40mM Tris+5mM MgCIl2+%1SDS+500 pg/ml
Proteinaz K ile hazirlandi.

Sma | tamponu: 0,006M Tris+0,02M KCI+0,006M MgCl ile hazirlandi

3.6.2. PFGE islemi
Birinci Giin

-70 °C’de Triptik Soy broth igeren boncuklu ependorf tiiplerine saklanmig
olan suglar Mueller Hinton agarda 37 °C’de bir gecelik inklibasyonla Uretildi.

ikinci Giin

Birkagc enterokok kolonisi alinip BHI (Brain-Heart inflizyon) broth’a ekim
yapildi. 37 °C’ de 150 rpm’de calkalamali inklibatérde bir gece inkibe edildi.

Uciincii Giin

inkilbasyon sonunda her bakteri siispansiyonunun 1 ml’si alinarak
1,5ml'lik steril ependorf tlpleri icinde 6000 rpm de 30” santrfiij edildi. Pellet 1 ml
PIV ile yikandi
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Yikama sonrasi olusan pellet 0,4 ml PIV ile slUspanse edildi.
Spektrofotometre klvetlerine 960 pul PIV ve 40 pl bakteri slspansiyonu
eklenerek 620 nm dalga boyunda optik dansitesi 6lcildi. Olclilen optik dansite
degerine gbére hesap edilen miktarda PIV her bir slspansiyona eklenerek
stispansiyonlar standart hale getirildi.

Eklenecek PIV miktari=Olciilen optik dansite degeriX50X210-210

Elde edilen standart bakteri stispansiyonu ve %2,4’liik LMA ile 50 °C’deki
su banyosu iginde tutulararak jelin ¢oziilmesi ve stispansiyonun 50°C’ye gelmesi
saglandi. Bakteri stispansiyonunun 0,15 ml’si esit miktardaki %2,4’'luk LMA ile
karistinlarak kaliplara dokildi. 20° +4°C’de donmasi beklendi. Donduktan sonra
pluglar kahptan ¢ikarilarak 1ml EC lizis sollsyonu igceren ependorf tlpleri igine
alindi. EC lizis sollsyonu iginde pluglar 37°C de bir gece inkibe edildi.

Dordincu Gin

inkllbasyon sonunda EC lizis soliisyonu aspire edilerek yerine 1ml ESP
solisyonu eklendi ve 50 °C de bir gece inkiibasyona birakildi.

Besinci Giin

inkiibasyon sonunda ESP tamponu alinip 1ml 1xTE tamponu ile 6 kez 30’
4 °C’de yilkama yapildi.

Yikama sonunda DNA pluglart 400 pyl Smal enzim tamponunda oda
Isisinda 30’ inkibe edildi.

Slre sonunda tampon bosaltilip yerine 20 IU Smal enzimi iceren 200 pl
1xSmal tamponu konularak 30°C’de bir gece inkiibe edildi. inkilbasyon sonunda
pluglar 4°C’de bir kez 30 ml TE buffer ile yikandi.

Jelin hazirlanmasi: 5ml 10X TBE 95 ml distile su ilave edilerek 100 ml
0,5X TBE hazirlandi. 100 ml 0,5X TBE ile 1 gr agaroz (Seakem Gold Agarose)
karisitirihp eritildi. Kaliba dékildi. 1 saat jelin donmasi i¢in oda i1sinda bekletildi.
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Jel donduktan sonra pluglar jele yiklendi. 1., 7. ve 13. kuyucuklara A
blayUklik belirteci (Sigma) konuldu. Chef Dr Ill (Bio-rad) sistemi kullanilarak
baslangi¢ degisim zamani 5,3”, final dedisim zamani 34,9” olacak sekilde 14
°C’de 20 saat 6V/cm elektroforez uygulandi.

Altinci Gin

Elektroforez sonunda jel 0,5 pg/ml etidium bromide iceren 250ml 0,5xTBE
ile +4 °C’de 30’ boyandi ve 30’ +4 °C’de distile su ile yikandi. Jel UV altinda
degerlendirildi ve fotograflandi.

Yorumlama

GelCompar Il yaziim sistemi (Version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Unweighted pair group
method with mathematical averaging (UPGMA) kullanilarak PFGE profillerinin,

denrogrami olusturuldu ve kimelesme analizleri yapildi.

Yorumlama Tenover (85) kriterlerine gére yapildi. Bu kriterlere gore;

Ayni izolatlar: Ayni sayr ve boyutlarda bant iceren izolatlardir. Bu

izolatlar, genetik olarak farksiz kabul edilir. Epidemiyolojik olarak iligkilidir.

Yakin iligkili izolatlar: Salgin susu ile aralarinda 2-3 bant farki vardir.

BlyUk bir olasilikla salginla iligkili suslardir.

Muhtemel iligkili izolatlar: Salgin suslari ile aralarinda 4-6 bant farki vardir.
Muhtemelen salginla iligkilidirler.

iliskisiz izolatlar: Aralarinda =7 bant farki olan suslardir. Salginla iligkileri
bulunmayan suglardir.
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4.BULGULAR

Mayis 2006 — Mayis 2007 tarihleri arasinda ESOGU Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina aerob kultir istemiyle génderilen yaklasik 35000
klinik 6rnekten treme saptanan 5309 tanesinin 529’'unda (%1,5) enterokok izole
edildi. 529 izolatin 3’0 (%0,5) vankomisine direngliydi. Ayrica haftada bir kez
basta yogun bakim Uniteleri olmak Uzere cesitli kliniklerde yatan hastalardan
alinan 1200 slrveyans kaltGrindn (rektal strintl, digkl veya perianal sirint()
58’inde (%4,8) VRE saptandi. Vankomisine direncli bulunan suslarin hepsi E.
faecium olarak identifiye edildi.

izole edilen ilk VRE (izolat 1) pediatri yogun bakim (nitesinde yatan bir
hastanin yara yeri surlintistinde Uredi. Daha sonra ayni hastanin kulak (izolat
2), idrar (izolat 3) ve diski (izolat 4) kdltirlerinde de VRE Uremesi saptandi. 5
no’lu izolat ayni dénemde pediatri yogun bakim Unitesinde yatan bir hastanin
kan kultirinde Uredi. 6,7 ve 8 no’lu izolatlar yine ayni dénemde pediatri
servisinde yatan farkli hastalarin rektal strintl kdltirlerinden izole edildi. 9 ve
10 no’lu izolatlar ayni tarihlerde Beyin Cerrahisi Yogun Bakim ve hematoloji
Unitesinde yatan iki hastanin sirveyans kultirlerinden izole edildi. Bu hastalara
ait demografik veriler tablo 4.1’de ayrintili olarak gdsterilmigtir.



Tablo4.1.VRE izole edilen hastalara ait demografik veriler
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Izolat Hasta x Hastanin yattigi Yas/ Son li¢ ay icinde kullandig: Uygulanan Invaziv girigimler Hastanin sonraki
No No e klinik Cinsiyet IR T RS antibiyotikler ve diger risk faktérleri izlemleri
1 1 Yara yeri Santral vendz kateter N
_— . . g ; VRE pozitifligi
2 1 Kulak } L Amikasin, Seftazidim, Vankomisin, Febril nétropeni :
Rektal PediatriYBU 2 yas/d Hﬁgﬂggﬁgggﬁggnk Teikoplanin, Meropenem, Metronidazol, . TPN 3 ades\(,)?]r:;it:itus
3 1 i Amp B Uriner kateter y
srlntd
4 1 Idrar
Kard | Teikoplanin, flukonazol Orotra'lileGal enté]basyon Y o5
L - ardiyopulmoner arrest ’ . ’ _ sonda atiginin 25.
s 2 EL) izl Vel 3yas/d llag intoksikayonu? Mero_penem, Seftriakson, Uriner kateter guninde exitus
Lipozomal, Amp B TPN
Rektal ) Down Seftazidim, Amikasin, Santral katoter 8 haftadir VRE
6 3 sarant Pediatri YBU 6 yas/d sendromu+ALL(Akut Amp B, Teikoplanin, Uriner Kateter pozitifligi devam
lenfoblastik I6semi) Sefepim Febril nétropeni, TPN ediyor
. o Trakeostomi
Spinal muskuler Vel Emis, (Tl EEl, Gastrostomi VRE pozitifligi
Rektal vl ) 9 Sefaperazon/sulbaktam, .
7 4 sarant Pediatri YBU 19 ay/?Q atrofi+Akciger Piverasilin/tazobaktam Cut-down devam etti
enfeksiyonu P Amo B ’ _ NG sonda 5 hafta sonra exitus
P Uriner kateter, TPN
Seftriakson, teikoplanin amikasin, Trakeostomi 10 haftadir VRE
Rektal vl Serebral palsi+Akciger meropenem, Amp B, sefaperazon Gastrostomi el
8 5 surdntd Pediatri YBU 10yas/d enfeksiyonu sulbaktam, imipenem, siprofloksasisn Uriner kateter poznghdgr gfvam
vankomisin, flukonazol TPN y
Beyin serrahi operasyonu VRE pozitifligi
Rektal Beyin cerrahi ; " ] Trakeostomi devam etti
9 6 srint YBU 76yas/? Intraserebral hematom Metranidazol, Sefazolin Oriner Kateter Yatiginin 18.
TPN glinunde exitus
. . Piperasilin/tazobaktam 8 haftadir VRE
Rektal Hematoloji AML (Akut myeloblastik W ’ . P
10 7 strint servisi 56yas/? I6semi) Amikasin, Amp B, Itrakonazol, Kemoterapi pozitifligi devam

Trimetoprim-siilfometoksazol

ediyor
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10 VRE izolatinin antibiyotik duyarliliklari VITEK 2 Compact AST paneli
ile belirlendi. izolatlarin tamami penisilin, eritromisin, teikoplanin ve vankomisine
direncli, 1 sus (izolat 10) disinda siprofloksasin, levofloksasin ve norfloksasine
direnc saptanmadi. Suslarin hicbirinde beta laktamaz aktivitesine rastlanmadi.
Suslarin hicbirinde quinopristin/dalfopristin ve linezolid direnci saptanmadi.Tim

suslarda yUksek diizeyde aminoglikozid direnci mevcuttu (tablo 4.2).

Tablo 4.2. VRE suslarinin antibiyotik duyarhliklari

izolat No

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Penisilin Di Di Di Di Di Di Di Di Di Di
Siprofloksasin Du Du Du Du Du Du Du Du Du Di
Levofloksasin O O O O O o O O O Di
Norfloksasin Du Du Du Du Du Du Du Du Du Di
Eritromisin Di Di Di Di Di Di Di Di Di Di
Quinopristin/Dalfopristin Du Du Du Du Du Du Du Du Du Du
Linezolid Du Du Du Du Du Du Du Du Du Du
Teikoplanin Di Di Di Di Di Di Di Di Di Di
Vankomisin Di Di Di Di Di Di Di Di Di Di
Tetrasiklin Du Du Du Du Du Du Du Du Du Du
YDGD Neg Neg Neg Poz Neg Poz Poz Neg Neg Poz
YDSD Poz Poz Poz Poz Poz Poz Poz Poz Poz Neg
Beta laktamaz Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

Di:Direngli, Du:Duyarh, O:Orta, Neg:Negatif, Poz:Pozitif, Neg: Negatif, YDGD:YUksek diizeyde

gentamisin direnci, YDSD: Yiiksek diizeyde streptomisin direnci

10 izolatin VITEK 2Compact AST paneli ile belirlenen MiK degerleri tablo
4.3.’de gosterilmigtir.
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Tablo 4.3. VITEK 2 Compact AST paneli ile belirlenen MiK degerleri (mg/L)

Antibiyotik Izolat No

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Penisilin 264 264 264 264 264 264 264 264 264 264
Siprofloksasin 1 1 1 1 1 1 1 1 1 28
Levofloksasin 2 2 2 2 2 2 2 2 2 28
Norfloksasin 1 1 1 1 1 1 1 1 1 =16
Eritromisin =8 =8 28 28 28 =8 28 =8 =8 28
Quinopristin/Dalfopristin 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Linezolid 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Teikoplanin 232 232 232 232 232 232 232 232 232 232
Vankomisin 232 232 232 232 232 232 232 232 232 232
Tetrasiklin <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

E-test ile belirlenen vankomisin ve teikoplanin MiK degerleri >256 mg/L
idi (Tablo4.4.). MiK degerlerine gére tim suslarin Van A fenotipinde oldugu

belirlendi.

Tablo 4.4. VRE suslari icin E test yontemi ile belirlenen vankomisin ve
teikoplanin MiK degerleri (mg/L)

Antibiyotik izolat numaralari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vankomisin >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256

Teikoplanin >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256




52

Multiplex PCR ile tim izolatlarin 231bp blyUkliginde bant olusturdugu
g6zlendi. Tim suglarin van A genotipine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.1).

2 4 5 6 78 9BAM

-—330bp (vanEB)
- 231bp (vani)

Sekil 4.1.VRE izolatlarinin multiplex PCR ile direng tipinin gésteriimesi. M:
marker, A:van A pozitif kontrol E. faecium ATCC 51559, B:van B pozitif E.
faecalis ATCC 700802
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9

T2 % 1B

8
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-

Sekil 4.2. VRE suslarinin PFGE ile klonal iliskilerinin gdsteriimesi. M: A blyiklik
belirteci

PFGE ile 10 VRE izolati klonal iligkileri agisindan degerlendirildi (Sekil
4.2). Tum izolatlar klonal olarak iligkili bulundu (Sekil 4.3)
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DEe OPT120%) dTol 100%=10%) &b-00% T-00% 5 D 2r%-100 &%)

FFGE
3 5 .

RN :
e i 3
BRI 4
AR 5 Genotip A
IR R 7
e :
e Fri i

bt et I Genotip Aa
N N Y RN .
L LEE eI T THEE 10 Genotio Ab

Sekil 4.3.PFGE ile olusturulan restriksiyon paternlerinin dendogrami

Bu dendogramda Tenover ve ark. tarafindan gelistirilmis kriterlere gére;

genotip A, Aa ve Ab olmak Uzere 3 genotip belirlendi.
Genotip A: 2,3,4,5,6,7 ve 9 nolu izolatlar identik olarak bulundu.

Genotip Aa: 1 ve 8 nolu suslar Genotip A suslarindan 2 bant farkhlik

gostermekteydi ve Genotip A suslariyla yakin iligkili olarak degerlendirildiler.

Genotip Ab: 10 nolu izolatin Genotip A'dan 4 bant farklihdi oldugu saptandi.
Genotip A ile muhtemel iligkili izolat olarak degerlendirildi.
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5.TARTISMA

Son yillarda enterokoklarin etken oldugu hastane enfeksiyonlarinda
belirgin bir artis gbézlenmektedir. Bu artisin enterokoklarin intrensek olarak
direngli olduklar Uguncu kugsak sefalosporinlerin yaygin olarak kullaniimaya
baglanmasiyla iligkili oldugu dastntlmekle beraber; invaziv girisimlerin daha sik
kullanilmasi, uzun sdreli hastanede ve 6zellikle yogun bakim Gnitesinde yatis ve
immUn diskin konakgilarin artmasinin da bu tabloya katkida bulunan diger
faktorler oldugu bilinmektedir. Enterokoklar nozokomiyal bakteremilerin Gg¢incd,
driner sistem ve yara enfeksiyonlarinin ikinci siklikta saptanan etkenidirler ve
tim nozokomiyal enfeksiyonlarin %10’undan sorumludurlar. Cesitli nedenlerle
immun sistemin baskilanmasi, hastanede yatis sdresinin uzamasi, hematolojik
maligniteli hastalarda uzun sireli tedavi uygulamalari, intravaskuller kateter veya
protezler enterokok enfeksiyonu riskini arttirmaktadir . Enterokoklarin pek ¢ok
antibiyotige intrensek olarak direngli olmalari ve penisilin ile aminoglikozidlere
kargi artan oranda direng g6stermeleri, ayrica kullanimda olan tim
antibiyotiklere kargl direng gelistirebilme yetenekleri, bu bakterilere bagl
enfeksiyonlarin tedavisinde O6nemli problemler yaratmaktadir. Enterokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde son segenek olarak gérulen glikopeptidlere direngli
kdékenlerin ortaya ¢ikmasi ise sorunu daha da énemli hale getirmistir.

ilk VRE suglari 1988'de ingiltere’den ve hemen ardindan da Fransa’dan
bildirilmistir (31,91). Avrupa’da VRE'nin rezervuari hayvan ciftlikleridir. Avrupa’da
hayvan yemlerine ilave edilen bir glikopeptit olan avoparsin vankomisine direng
gelisiminden sorumlu tutulmaktadir. ABD’de ise daha sonra (1989)
saptanmasina ragmen, ¢ok hizli bir yayihm gdstermistir. Amerika’da avoparsin
kullanimi s6z konusu degildir. VRE ile yUksek kolonizasyon ve enfeksiyon
oranlarina antibiyotiklerin fazla kullaniminin neden oldugu dusidndimektedir.
1997’ de CDC, yogun bakim Unitelerindeki hastalarin %23,3’ (intin, yogun bakim
Unitesi digindaki hastalarin ise %15,5 inin VRE ile kolonize oldugunu bildirmistir
(86). 1998'de 100°den fazla mikrobiyoloji laboratuvarini kapsayan bir calismada
enterokok izolatlarinin %52’sinin vankomisine direncli oldugu bildirilmistir (87).
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San Francisco’da yapilan bir galismada da bu bélgedeki 33 hastaneden 1993'de
% 3’0 VRE'li olgu bildirmisken, bu oran 1998'de % 100’ cikmigtir (88).
ingiltere’de yapilan bir calismada VRE orani hastanede yatan bdbrek
hastalarinda % 15, diger hastalarda % 5 ve ayaktan tedavi géren hastalarda % 2
olarak bulunmustur (89). 1992 yilinda Belgika’da yapilan bir calismada ise
toplumda saglikli génallilerde % 28 VRE kolonizasyou saptanmistir (90).

Ulkemizde ilk VRE susu 1998'de Akdeniz Universitesi Hastanesi Pediatrik
Hematoloji Servisinde yatan bir malign histiositoz olgusuna ait plevral sividan
izole edilmistir (11). Bu olgudan sonra, cesitli merkezlerden enfeksiyon ve
kolonizasyon bilgileri ortaya cikmistir. Ongen ve ark. (92) kateter; Giindes ve
ark. (112) ve Celkan ve ark. (93) kan kdltirinden; Kili¢ ve ark. (102) G¢l kan biri
de BOS kultiriinden olmak Gzere 4 VRE izole etmiglerdir. Ertek ve ark. (94)
hastanede yatan 100 hastanin 68’inden enterokok izole etmis, bunlarin da
13’0n0n (%19.1) vankomisine direncli oldugunu bildirmislerdir. Ceryan ve ark.
(95) rektal sdrinth kdltGrinden elde edilen 197 enterokok susundan 5’inde
(%2.5) VRE saptamiglardir. Agus ve ark. yatan hastalardan génderilen klinik
Orneklerden 64 enterokok izole etmigler ve bunlarin Gglinin VRE oldugunu
bildirmiglerdir (96). Gazi ve ark. (97) hastane enfeksiyonu etkeni olan 123
enterokok susunda vankomisin direncini arastirmiglar ve 1 susun VRE
oldugunu bildirmiglerdir. 2002 yilinda hastanemizde hematolojik malignensili
hastalarda yapilan strveyans calismasinda 150 hastanin ikisinin rektal strintt
kiltdriinden VRE izole edilmis ancak hastalarda VRE enfeksiyonu gelismedigi
bildirilmistir (111). Bizim c¢alismamizda enterokok lreyen 529 izolatin 3’Unde
(%0,5); 1200 sUrveyans kaltarinin (rektal strintd, diskl veya perianal strlnt()
58’inde (%4.8) VRE saptandi. 260 yogun bakim Unitesi hastasinin yedisinde
(%2) VRE izole edildi.

Yapilan c¢alismalarda, direngli enterokok kolonizasyonunun erken
tespitinde rektal sdrintd kaoltdrlerinin - yapilmasi en uygun ydntem olarak
bildirilmistir (47,69,99). Gaita kiltlrQ icin kullanilan klasik besiyerlerinde baskin
gram-negatif gaita flora  bakterilerinin  varhgr  VRE izolasyonunu
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zorlastirmaktadir. Gogu zaman blyUk mukoid gram-negatif bakteri kolonileri
enterokok kolonilerinin Gzerini kapatarak 6zellikle az miktarlarda VRE bulunmasi
durumunda kolaylikla gbzden kacabilmektedir. Bu dezavantaji ortadan
kaldirmak igin gaitadan VRE izolasyonu igin segici besiyerleri kullaniimaktadir.
VRE tasiyiciiginin  saptanmasinda farkli calismalarda farkli besiyerleri
kullaniimistir. Landman ve ark. VRE fekal tasiyiciligini tanimlamada 5 selektif
besiyerini ve farkli metodlan karsilastirmiglar ve enterokokosel broth’un VRE
tespiti acisindan en duyarli besiyeri oldugunu bildirmislerdir (69). Gambarotto ve
ark. (70) ise, hematoloji yogun bakim Unitesinde yaptiklar calismada 4 mg/L
vankomisin iceren zenginlestiriimis “bile eskulin broth” ve 6 mg/L vankomisin
iceren agar kullanmig, ve VRE pozitif suglarin %75’ inin broth’ ta Grerken, agar
besiyerlerinde Uremedigini saptamistir. leven ve ark. 213 gaita ve 122 rektal
surint 6rneginde hem enterokokosel agar hem de zenginlestirici enterokokosel
broth kullanmiglar ve sadece agar kullanimi ile %46,5 oraninda VRE izolatlarini
saptanamadigini bildirmislerdir. Calismamizda VRE izolasyonunda hem 6 pg/ml
vankomisin iceren BEA agar hem de zenginlestirici CNA broth kullaniimistir.
izole edilen tim suslar hem agarda hem de brothda saptanmistir. Ayrica
zenginlestirici broth kullaniimasi ile direkt agara ekim yapilmasi arasinda
duyarlilik agisindan bir fark bulunamamistir.

Calismamiz slresince dordi klinik érnek altisi rektal strtintl kalttrinden
olmak Uzere 7 hastadan 10 VRE susu izole edilmistir.

izole ettigimiz ik VRE susu yaklagik 1,5 yil énce hemofagositik
lenfohistiositoz (HLH) tanisi almis olan 2 yasindaki bir cocuk hastaya ait dekibit
Ulseri sartntd érneginden dretildi. Daha sonra ayni hastaya ait kulak srintisu,
rektal sdrintd ve idrar kdltirlerinden de VRE izole edildi. Bu hasta zaman
zaman taburcu edildigi birkac gunliik aralar disinda 1,5 yildir Pediatri YBU'nde
tedavi goren, febril nétropenik olmasi nedeniyle de ¢ok uzun zamandir genis
spektrumlu antibiyotik tedavisi alan bir hastaydi. Hasta araliksiz 80 gundur
vankomisin tedavisi almaktaydi. VRE kolonizasyonunun tespitinden sonra
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haftalik yapilan sirveyans kultirlerinde VRE pozitifligi devam etti ve hasta ilk
VRE tespitinden 3 ay kadar sonra kaybedildi.

ikinci hasta kardiyopulmoner arrest tablosuyla acil servise getirilen ve
pediatri  YBU’'ne vyatirilan entlibe, mekanik ventilayon uygulanan genis
spektrumlu antibiyotik tedavisi alan 3 yasinda bir cocuktu. Yatiginin 25. glintinde
alinan kan kaltirinde VRE Uremesi tespit edildi. Hastanin o giine kadar yapilan
surveyans Kkdalttrlerinde VRE saptanmamisti. Kan kdltirinde VRE izole
edildiginde hasta 6Imust0.

Uciincil hasta yine ayni dénemde pediatri YBU’de yatan akut lenfoblastik
l6semi (ALL) tani 6 yasinda erkek hastaydi. Bu hastanin rektal sirinti
kdltdrinde VRE saptandi. Ancak hastada VRE ile bir enfeksiyon gelismedi. Bu
hasta da febril ndétropeni nedeniyle genis spektrumlu antibiyotik tedavisi alan
santral vendz kateteri olan bir hastaydi. Bu ¢alisma yazildiginda 8 haftadir VRE
pozitifligi devam etmekteydi.

Dérdincl hasta 7 aylikken spinal muskuler atrofi tanisi almis ve yaklasik
1 yildir birkac defa kisa dénemler taburcu edilmesinin disinda pediatri YBU'de
yatan akciger enfeksiyonu nedeniyle genis spekirumlu antibiyotik alan
trakeostomili mekanik ventilasyon uygulanan gastrostomili bir hastaydi. 5 hafta
boyunca VRE pozitifligi sirdd. 5. haftanin sonunda hasta kaybedildi.

Serebral palsi tanili akciger enfeksiyonu nedeniyle 5 aydir YBU'de yatan
ve genis spektrumlu antibiyotik kullanmakta olan, trakeostomili mekanik
ventilatér uygulanan, gastrostomisi olan 5 nolu hasta 10 yasinda bir erkekti. 10
haftadir sirveyans kulttrlerinde VRE pozitifligi devam etmekteydi.

Altinci hastamiz intraserebral hematom teshisiyle acil opere edilmis ve ve
Beyin cerrahi YBU'ne yatirilan 76 yasinda kadin hastaydi. Ameliyatin 13.
guninde alinan rektal surtntld kdlttrinden VRE izole edildi. Hastanin bilinci
kapali ve genel durumu kétlydd. 13 gUndldr genis spektrumlu antibiyotik
aliyordu. Trakeostomisi vardi ve mekanik ventilasyon uygulaniyordu. Yatisinin
18. gliniinde kaybedildi.
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AML tanisiyla almis kemoterapi uygulanmis, genis spektrumlu antibiyotik
tedavisi almis ve KHN (kdk hucre nakli) yapilmak igin bekleyen 56 yasindaki
kadin hasta da surveyans kultirinden VRE izole ettigimiz yedinci olguydu. 8
haftadir VRE pozitifligi sirmekteydi.

Klinik érneklerinde veya slrveyans kiltirlerinde VRE saptadigimiz yedi
hastanin dért tanesi calisma sdremiz iginde kaybedildi. Bunlardan sadece
birinde (2 nolu hasta) VRE bakteremisi saptandi. Diger i¢ hastada (1,7 ve 9
nolu hastalar) 6lim sebebi VRE enfeksiyonu degildi. Su anda hala
kolonizasyonu devam eden (¢ hastada (6,8 ve 10 nolu hastalar) ise bu sire
icinde VRE enfeksiyonu gelismed..

VRE i¢cin en o6nemli rezervuar gastrointestinal sistemdir (98).
Kolonizasyon enfeksiyondan 6nce olabilir ve aylarca surebilir. Vankomisin
direnci Ozellikle hastanede yatan hastalarda 6nemli bir problemdir. VRE ile
kolonize hastalar nozokomiyal epidemilere kaynak olusturabilir. Bizim
galismamizda da 1 nolu hastanin hastanemizde ortaya c¢ikan VRE
enfeksiyonlarina ve kolonizasyonuna kaynak olusturdugu soéylenebilir. VRE
kolonizasyonunun erken tespiti yayilimi engellemek ve kolonize hastalardaki
enfeksiyonu énlemede en énemli basamagi olusturmaktadir.

Klinik érneklerden veya slrveyans kuiltirlerinden VRE tespit edilen hastalar
hemen hastane enfeksiyonlari kontrol komitesine (HIKK) bildirildi. HiKK
tarafindan VRE pozitifligi saptanan tim hastalara tek kisilik odalara alinarak bu
odalarin giris ¢ikigi kontrol altina alindi. Bu hastalarin odalarina girerken eldiven,
maske ve tek kullanimlik énlik giyilmesi ve hasta odasini terk etmeden hemen
O6nce cikariimasi, ellerin sabunla ya da su icermeyen antiseptik ajanlarla
yikanmasi, eldiven ve 6nluk cikarilip eller yikandiktan sonra odadaki ylzeylerin
hicbiriyle tekrar temas edilmemesi saglandi.

VRE kolonizasyonu ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda risk faktérlerinin hastaya
ait faktorler, hastaneye ait faktdrler ve basta vankomisin olmak Uzere

antimikrobiyal ajan kullanimi oldugu bildirilmigtir (63-67). Hastaya ait faktorler
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yapilan bircok galismanin sonucuna gére kronik bdbrek yetmezligi, malignite,
noétropeni, diabetes mellitus, geciriimis intraabdominal cerrahi, organ
transplantasyonu, APACHE Il skorunun ylksek olmasi, C. difficile’e bagl kolit,
hepatobiliyer hastalik gibi hastanin altta yatan hastaliginin agirhdi ile ilgili
faktorlerdir. Bizim calismamizda da VRE saptanan tim hastalarda hastaya ait
risk faktérleri mevcuttu. 3 hasta (1, 3 ve 7 nolu hastalar) immun digskdndu.
Bunlardan ikisi (3 ve 7 nolu hastalar) malignite nedeniyle kemoterapi almis
hastalardi. ikisi (1 ve 3 nolu hastalar) febril nétropenik hasta idi. Bir hasta (9 nolu
hasta) beyin cerrahi operasyonu gecirmisti. Bir hasta (3 nolu hasta)
kardiyopulmoner arrest tablosunda hastaneye getirilmis olup bilinci kapah ve
genel durumu kétliydd. iki hasta (4 ve 5 nolu hastalar) ise ilerleyici kas hastalig
ylzinden genel durumlari kétd olan hastalardi.

Hastaneye ait risk faktorleri ise 0&zellikle yogun bakim, diyaliz,
transplantasyon, hematoloji - onkoloji Uniteleri basta olmak Uzere hastanede
yatis suresinin uzun olmasi, VRE ile kontamine tibbi alet ve cihazlara maruziyet
ve VRE'li hastalarla temastir. Bizim VRE saptadigimiz hastalarin hastanede
yatis sureleri 13 giin-1,5 yil arasinda degisiyordu. Bir hasta diginda timinde
yogun bakim Unitesinde yatis 6ykisU vardi. Bir hasta ise hematoloji Unitesinde
yatiyordu. Ug¢ hastaya mekanik ventilatér uygulaniyordu. iki hasta gastrostomi
operasyonu bir hasta da beyin cerrahi operasyonu gecirmisti. Tim hastalarda
santral vendz kateter veya cut-down aciimisti. Bir hasta (10 nolu hasta) disinda
timinde TPN ile beslenme éyklst mevcuttu.

Daha 6nceden vankomisin, 2.-3. kusak sefalosporinler, metronidazol,
klindamisin, imipenem, tikarsilin-klavulonik asit gibi antimikrobialleri kullanma ve
kullanma sUresinin de énemli risk faktérd oldugu bildirilmistir. Fridkin ve ark.
(100) yogun bakim Unitesinde yaptiklari bir calismada, 3. kusak sefalosporin ve
vankomisin kullaniminin, diger faktérlerden bagimsiz olarak VRE insidansinda
artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Kolar ve ark. (101) yaptiklari ¢alismada,
% 15.1 olan VRE oraninin, glikopeptid ve Uglunci kusak sefalosporin
kullaniminin  kisitlanmasiyla, %6.1°’e dastigund belirtmiglerdir. VRE izole
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ettigimiz tim hastalarda da uzun sureli ve genis spektrumlu antibiyotik kullanim
dykiisii mevcuttu. Iki hasta disinda tim hastalarda uzun sireli glikopeptid
kullanimi,bir hasta disinda timinde antifungal ve Gg¢lncl kusak sefalosporin
kullanimi mevcuttu.

Enterokoklar penisilin ve sefalosporinlere intrensek olarak direnglidir.
E.faecalis izolatlar icin penisilin MIK degerleri diger streptokoklarin MiK
degerlerinden 100 kat daha ylUksek olup 2-8 mg/L arasindadir. E.faecium ise
daha da direngli olup penisilin MiK degeri 16-32 mg/L’dir. Cesitli klinik
materyallerden izole edilen enterokok suslarinda penisilin direncini Agus ve ark.
(97) %84; Gazi ve ark. % 46 olarak bildirmiglerdir. Kili¢ ve ark. (102) ise 25 VRE
susunun tamaminin  pensiline diren¢li  oldugunu  bildirmiglerdir.  Bizim
suslarimizin da tamami penisiline yilksek diizeyde direncli bulunmustur (MiK=64
mg/L).

Enterokoklarda beta laktamaz Uretimine bagl yUksek direng ilk olarak
1983 yilinda Murray ve ark. (18) tarafindan gdsterilmistir. Neyse ki beta
laktamaz Ureten suslar yayginlik géstermemektedir. Cinar ve ark. (103)'nin 111,
Moaddab ve Téreci (104)'nin 198 enterokok susu ile yaptigi calismalarda da
beta laktamaz aktivitesi saptanamamistir. Atina’da yapilan bir calismada,
Athanasouli ve ark. (105) cesitli klinik érneklerden izole ettikleri 52 enterokok
susunun hicbirinde beta laktamaz aktivitesine rastlamadiklarini bildirmiglerdir.
Ulkemizde enterokoklarda goriilen penisilin direncinden diisik molekil agirlikli
penisilin baglayici proteinlere (6zellikle PBP5) azalmis affinite sorumludur.
Galismamizda izole edilen 10 VRE susunun tamami penisiline diregli iken
hicbirinde beta-laktamaz aktivitesi saptanmamistir.

Hemen tim enterokoklar beta laktam ve glikopeptid antibiyotiklerin
bakterisidal etkilerine kargi tolerans gdsterirler. Bu nedenle endokardit ve
menenijit gibi agir enterokokal enfeksiyonlarin tedavisinde bakterisidal siner;ji
saglamak i¢in bu antibiyotiklerin aminoglikozidlerle kombinasyonu gereklidir. Bu
kombinasyondaki herhangi bir antibiyotide diren¢ olmasi halinde sinerjistik
bakterisidal etki ortadan kalkar. YDAD’nin prevalansi her gegen gin artmaktadir.
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Avrupa’da cesitli Glkelerde ylksek diizeyde aminoglikozid direncinin Slovakya’da
%58, Yunanistan'da %55, Hirvatistan’da %50, Avustralya ve Slovenya’da %35,
Almanya’da %18 oldugu bildirilmistir (106). Ulkemizde YDAD farkli oranlarda
bildiriimektedir. Cinar ve ark. (103) klinik &rneklerden izole ettikleri 111
enterokok susunda gentamisine ve streptomisine sirasiyla %50,5 ve %41.,4
;Ersoy ve ark. (107) 147 susta % 31.3, % 34.7; Caylan ve ark.(108) % 41,%51,5
oranlarinda direng bildirmislerdir. Moaddab ve Toéreci (104) digski ve Kklinik
Orneklerden izole ettikleri 298 susun %18’ streptomisine, %13’0 de gentamisine
yUksek dizeyde direngli bulunmustur. Avrupa’da cok merkezli bir calismada
Turkiye % 48.1 orani ile ikinci en yiksek YDAD’e sahip llke olarak bildirilmigtir
(100). Mete ve ark. (110) 38 VRE susunda %90 oraninda YDAD saptamiglardir.
Bizim izole ettigmiz 10 susun dérdinde gentamisine, bir sus disinda da
tamaminda streptomisine ylksek diizeyde direng saptanmigtir.

VRE enfeksiyonlarinin tedavisi i¢cin umut vadeden iki yeni antibiyotik olan
quinupristin/dalfopristin ve linezolide diren¢ saptanmamistir.

Enterokoklardaki vankomisin direncinin (Van B ve Van C) saptanmasinda
otomatize sistemlerin timinde problemler yasandig! bildiriimektedir. VITEK 2
Compact ile vankomisin direncinin belirlenmesinde sadece Van C2 tipi direncin
saptanmasinda zorluk oldugu bildirilmistir (113). Ancak otomatize AST sistemleri
ile VRE’lerin dogru tespit edildigine dair titiz ¢alismalar yoktur. Calismamizda
supheli olan tim suslarda MIK degerlerini ayni anda hem VITEK 2 Compact
AST sistemi ile hem de E-test ile arastirilmis ve her iki yéntemle de paralel
sonuglar elde edilmigtir. Bunun sebebi tim suslarimizin Van A fenotipinde
olmasi ve glikopeptid MiK degerlerinin ¢ok yilksek (>256) olmasi olabilir.

Calismamizda dire¢ fenotipinin dogrulamasinda icin multiplex PCR
yontemi kullaniimigtir ve tim suslarin van A genotipinde oldugu saptanmistir.
Tarkiye’de bugtine kadar bildiriimis olan tim VRE suslari Van A fenotipindedir.
ABD’de ve Avrupa’da Van A tipi diren¢ daha sik gértlmektedir. Ayrica E.
faecium'da diger tlrlere kiyasla Van A tipi diren¢ daha sik gériimektedir. Bu
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nedenle izolatlarnmizin Van A fenotipinde olmasi beklenmeyen bir durum
degildir.

PFGE ile genotiplendirdigimiz 10 susun da klonal iligkili oldugu
g6ralmustar. 7 sus identik, 2 sus da bu yedi susla yakin iligkili bulunmustur.
Sadece tek bir sus identik suslarla muhtemel iligkili bulunmustur. PFGE analizi
hastanemizin pediatri yogun bakim Unitesinde bir VRE salgini yasandigini
g6stermektedir. Enterokokal enfeksiyonlarin, genellikle hastanin  kendi
florasindan kaynaklanan endojen enfeksiyonlar oldugu distnutlmektedir. Ancak
son yillarda yapilan ¢alismalar, VRE dahil tim enterokoklarin hastadan hastaya
direkt transferinin veya indirekt olarak kontamine eller, kontamine ylzeyler ya da
tibbi cihazlar yoluyla transferinin  mimkin oldugunu da gd&stermektedir.
Hastanemizde tespit ettiimiz bu salgin da eksojen yayihmi gdstermigtir.
Hastalarin ayni dénemde ayni klinikte yatiyor olmalari, ayni personelden bakim
almalan ve 6zellikle 2 nolu hastada VRE kolonizasyonu saptanmadidi halde
bakteremi gelismesi bulasin personel tarafindan transfer edilmis olabilecegini
disUndirmektedir.

Vankomisin direnci gelismesi ile vankomisin ve diger genis spektrumlu
antibiyotiklerin  kullanimi arasinda bir iligski oldugu aciktir. Vankomisin
kullaniminin ~ sinirlandirildigr  bazi  merkezlerde VRE kolonizasyon ve
enfeksiyonlarinin  azaldigr  goérdlmdstar (101). Bu nedenle glikopeptid
antibiyotiklerin hayati tehdit eden enfeksiyonlara saklanmasi ve mecbur
kalinmadik¢ca empirik uygulanmamasi en akilci yaklagim olarak gérinmektedir.
Bununla birlikte bildirilen yUksek dizeyde aminoglikozid direnci, enterokok
enfeksiyonlarinda beta-laktam/aminoglikozid kombinasyon tedavisinin etkinligi
ile ilgili soru isaretleri olusturmaktadir.

Hastanemizde ilk defa 2002 yilinda van A genotipine sahip 2 E. faecium
gastrointestinal tasiyiciligi saptanmigtir (111). Ayrica 2005 yilinda hastanemizde
6 aylik bir sirede haftalik strveyans kultlrleri ile 420 hastanin 25’inden (%5,9)
VRE izole edilmistir. Bu suslarin 21°i E. faecium olarak tanimlanmis ancak
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suslarda diren¢ genotipi ve genetik yakinhgin tespiti icin molekdler testler
yapilimamistir.

Tdm bu gelismeler hastanemizde vankomisine direncli E. faecium
enfeksiyonlarinin kargimiza cikmaya devam edecegi ve muhtemelen de artacagi
konusunda endige yaratmaktadir. Karsimiza ¢ikmasi kuvvetle muhtemel olan bu
sorunun daha ciddi boyutlara ulasmamasi i¢in enfeksiyon kontrol énlemlerinin
titizlikle uygulanmasi, streklilik géstermesi ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin
etkin kullanimi sarttir. Ayrica hastalarin hastaneye kabulleri sirasinda VRE
kolonizasyonu ydéninden arastirimasi ve hasta kayith bilgileri icinde VRE
kolonizasyon durumunun yer almasi da VRE enfeksiyon kontrolunde etkin bir
yéntem olabilir.
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6.SONUCLAR

Mayis 2006 — Mayis 2007 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Rektdrligi Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanes yogun
bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalardan haftada bir kez alinan
diski, rektal veya perirektal strintl érneklerinde VRE varligi arastiridi.
Ayrica herhangi bir klinik érnekte patojen olarak saptanan enterokok
suglarinda vankomisin ve/veya teikoplanin direnci saptanan suslar da
calismaya dabhil edildi. Bir hastadan birden fazla izole edilen VRE suslari

calismaya dahil edilmedi.

5309 klinik érnegin 529’undan patojen olarak izole edilen enterokoklarin
3’0 (%0,5) vankomisine direncliydi. 1200 sirveyans kaltGrinin (rektal
sUrintd, diskl veya perianal surintd) 58’inde (%4,8) VRE saptandi. 260
yogun bakim Unitesi hastasinin  yedisinde (%2) enfeksiyon
etkeni/kolonizan olarak VRE izole edildi.

Calismamiz sdresince dordl klinik érnek altisi rektal strinti kaltirinden
olmak Uizere 7 hastadan 10 VRE susu izole edilmistir. YBU'de yatma ve
hastanede yatis sdresinin uzunlugu, uzun sitre vankomisin ve genis
spektrumlu antibiyotik tedavisi alma ve hastanede uygulanan invaziv
girisimlerin VRE kolonizasyonu iligkili oldugu géralmuastar.

Vankomisine direncli bulunan suslarin hepsi E. faecium olarak identifiye
edildi.

Suslarin tamaminin E-test ile belirlenen vankomisin ve teikoplanin MiK
degerleri >256 mg/L idi.
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Sipheli olan tim suslarda glikopeptid MIK degerlerini ayni anda hem
VITEK 2 Compact AST sistemi ile hem de E-test ile arastiriimis ve her iki
ybntemle de paralel sonuclar elde edilmisgtir.

Suslarimizin tamami penisiline ylksek dizeyde direncli bulunmustur .
Ancak hicbirinde beta-laktamaz aktivitesi saptanmamistir. 10 susun
dérdiinde gentamisine, bir sus disinda da tamaminda streptomisine
ylksek dlUzeyde diren¢g saptanmistir. Yilksek oranda buldugumuz
penisilin ve yiksek dizeyde aminoglikozid direnci bu suslarla olusacak
enfeksiyonlarda kombinasyon tedavisinde problemler yasanacagini
gbstermektedir.

VRE enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan iki yeni antibiyotik olan
quinupristin/dalfopristin  ve linezolide diren¢ saptanmamis olmasi

memnuniyet vericidir.

Multiplex PCR yoéntemi ile tim suslarin van A genotipinde oldugu
saptanmigtir. TUrkiye’de buglne kadar bildiriimis olan tim VRE suslari

Van A fenotipindedir.

PFGE ile genotiplendirdigimiz 10 susun da klonal iliskili oldugu
gértlmastir. 7 sus identik, 2 sus da bu yedi susla yakin iligkili
bulunmustur. Sadece tek bir sus identik suslarla muhtemel iliskili
bulunmustur. PFGE analizi hastanemizin pediatri yogun bakim Unitesinde

bir VRE salgini yasandigini géstermistir.

Bu calismanin sonuglari hastanemizde vankomisine direncli E. faecium
enfeksiyonlarinin kargimiza ¢ikmaya devam edecedi ve muhtemelen de
artacagr konusunda ipuglari vermigtir. Karsimiza ¢ikmasi kuvvetle

muhtemel olan bu sorunun daha ciddi boyutlara ulagsmamasi igin
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enfeksiyon  kontrol  Onlemlerinin  titizlikle uygulanmasi, sdreklilik
gbstermesi ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin etkin kullanimi garttir.

Sonug olarak glikopeptidler hala enterokoklara karsi en etkili ajanlardir.
Ancak gereksiz kullaniimalari VRE sikliginin artmasina ve tedavide
caresiz kalmamiza yol acgabilir. Bu nedenle glikopeptid antibiyotiklerin
hayati tehdit eden enfeksiyonlara saklanmasi ve mecbur kalinmadikca
empirik uygulanmamasi en akilci yaklagim olarak gériinmektedir.

Hastalarin hastaneye kabulleri sirasinda VRE kolonizasyonu yéninden
arastirilmasi ve hasta kayitl bilgileri icinde VRE kolonizasyon durumunun

yer almasi da VRE enfeksiyon kontrolunde etkin bir yéntem olabilir.
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