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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HEMODIiYALiZ ARA YOGUN BAKIM UNITESi VE NEFROLOJI SERVISi
HASTALARINDAN iZOLE EDILEN VANKOMISIiN REZiSTAN
ENTEROKOK SUSLARININ DIRENC GENLERININ SAPTANMASI VE
KLONAL KOKENLERININ ARASTIRILMASI

Ulkii DABAN

Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Yasemin ZER
Haziran 2012, 111 sayfa

Enterokoklar, bir¢ok bakteri tliriinde var olan viriilans faktorlerine sahip olmamalarina
ragmen, cevre sartlarina dayanikli, cesitli antibiyotiklere intrensek direngli ve yeni
diren¢ gelistirme yeteneklerinden dolayi, son on yilda hastane enfeksiyonlarinin énemli
nedenleri arasindadir. Bu amagcla rektal siiriintii kiiltiirlerinin yapilmasi dnerilmektedir.
Bu calisma Eyliil 2010-Eyliil 2011 tarihleri arasinda hastanemiz Hemodiyaliz Ara
Yogun Bakim Unitesi (HAYBU) ve nefroloji servisinde kronik bobrek yetmezligi
tanistyla yatmakta olan 100 hastanin rektal siiriintiilerinden izole edilen enterokok
suslari ile cesitli cansiz ortamlardan izole edilen suglarin karsilastirilmasi ve bakterinin
bulasinda ¢evresel alanlarin kaynak olup olmayacaginin arastirilmasi amaciyla yapildi.
Izole edilen vankomisine direngli enterokok (VRE) suslari ile ¢alisildi. Tiir ve cins
diizeyinde tanimlama konvansyonel yontemler ve Vitek 2 (bioMerieux, Fransa) ile
yapildi. Disk difiizyon yontemiyle vankomisin duyarlilig arastirildi. Direngli suslarin E
test ile MIK degerleri belirlendi. Genotiplendirme rep-PCR ydntemiyle, DiversiLab
(bioMerieux, Fransa) cihazinda yapildi. Ornek toplama siiresi igerisinde 100 hastanin
rektal siirtintli 6rneginden 28’inde, 900 ¢evre drneginden 6’sinda olmak {izere toplam 34
VRE susu izole edildi. VRE olarak izole edilen suslarin 29’u (% 85) E. faecium ve 5’i
(% 15) E. gallinarum olarak saptandi. Calisma vankomisin direngli enterokoklarla
yapilmak {izere planlanmigken, 5 Ornekte orta duyarlilikta E. gallinarum susu izole
edildi ve onlar da ¢alismaya alindi. DNA parmak izi analizinde, ¢evreden izole edilen
suslarla hasta 6rneklerinden izole edilen suslar arasinda bir 6rnekte benzerlige rastlandi.
Hastalardan alinan orneklerde saptanan 28 VRE susunun ise 5’inin identik oldugu
gorildii. Cevresel kaynaklardan c¢ok, hastadan hastaya bulasin daha sik olmasi,
dezenfeksiyon dnlemlerinin hastanemizde iyi uygulandigini, bununla beraber izolasyon
Oonlemlerinin uygulanmasinda aksaklik oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: genotiplendirme, rep-PCR, Vankomisine Rezistan Enterococcus
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ABSTRACT
M.S. Thesis

SEARCHING CLONAL ORIGIN AND IDENTIFICATION OF RESISTANT
GENES OF VANCOMYCIN RESISTANT ENTEROCOCCUS STRAINS WHICH
WERE ISOLATED FROM PATIENTS FROM THE DEPARTMENT OF
NEPHROLOGY SERVICE AND HIGH DEPENDENCY HAEMODIALYSIS
UNIT

Ulkii DABAN

University of Gaziantep, Graduate School of Health Sciences
Department of Microbiology

Supervisor: Dog. Dr. Yasemin ZER
June 2012, 111 page

Although enterococci have not virulence factors, which many types of bacteria have,
they are resistant to environment conditions, intrinsically resistant to various antibiotics,
and also capable of acquiring new mechanisms of resistance. Thus, these bacteria have
become one of the most important causes of hospital infections during the last decade.
Rectal swab cultures are recommended for this purpose. This study aimed to compare
the enterococci strains obtained from the rectal swab of 100 patients with chronic renal
failure in the our high dependency haemodialysis unit and the department of
nephrology service between September 2010 and September 2011 to enterococci strains
obtained from various inanimate environment and to investigate whether environmental
conditions would be a source of spreading out of the bacteria. The isolated vancomycine
resistant Enterococcus (VRE) strains were studied. Species and class level were defined
by conventional methods and Vitek 2 (bioMerieux, France). Vancomycine susceptibility
was explored by disk diffusion method. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
resistant strains was determined by E test. Genotyping was performed by DiversiLab
(bioMerieux, France) device with rep-PCR method. During the collecting of samples,
totally 34 VRE strains were isolated, twenty-eight of them from the rectal swap of 100
patients and 6 of them from 900 environmental samples. Twenty-nine of these isolated
VRE strains were found to be as E. faecium (85 %), remain was identified as E.
gallinarum (15 %). While the study aimed to include vancomycine resistant
enterococci, moderately susceptible E. gallinarum strains were isolated in 5 samples
and they were also included the study. DNA fingerprint analysis revealed a similarity
between the strains isolated from environmental sources and a sample which was
isolated from patients. It showed that 5 of 28 VRE strains isolated from the patients
were also identical. It was concluded that transmission from patient to patient was more
frequent than that of environment sources, and disinfection measures in our hospital
were implemented properly, however, there was some defects with regard to
implementation of isolation measures.

Key words: genotyping, rep-PCR, vancomycine resistant Enterococcus
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1. GIRIS ve AMAC

Enfeksiyon hastaliklari insagin varolundan bu yana batin toplumlar etkileyen en
onemli problemlerden biri olmytur. Enfeksiyon etkeni olan mikroorganizmalaraskar
eski cglardan beri ¢cok ggtli organik ve inorganik kimyasallar, tltsuler \ooyalar
kullaniimistir. Penisilini kgfinden sonra antibiyotik ¢a baglamis ve takip eden yillarda
cok sayida dgal, semisentetik ve sentetik antimikrobiyal 6z@lisahip ajan Uretilerek
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullangtm Bu antimikrobiyallerle enfeksiyon
hastaliklarinin ¢gu tedavi edilebilmiken; antibiyotiklerin hatali kullanimi sonucu yeni
bulunan her antibiyate kagl kisa sirede diren¢ gghis ve 1900’10 yillarin son
ceyrezinde A. baumanii,S. maltophilia, P. aeruginosa, S. auretes enterokoklar gibi
hastane florasina hakim olan ve hastane enfeksigodian sik izole edilen bu major
patojenlerin klinik izolatlari arasinda gik oranda coklu ilag direnci gosterenslau
ortaya ¢cikmaya damistir (1-3).

Antibiyotiklerin tedavi amaciyla kullanimindan kiba sire sonra ortaya ¢ikan direng
sorununun, bugin uhg boyut endie vericidir. Tiptaki ilerlemeler, kkusuz insan
yasamini uzatmy, ancak bunun yaninda, 6nceleri pek de 6nemli &yhn bircok
bakterinin ciddi enfeksiyonlar ajturmasina olanak gkemistir. Yiksek oranda
antibiyotik direnci olan bakteriler daha c¢ok hastaortaminda bulunmakta, ancak
toplum kaynakli olarak da saptanabilmektedir. Buada barsak kolonizasyonu sik olan
enterokoklar, son yillarda 6zellikle hastane kaynakfeksiyonlarda etken olarak daha
fazla 6nem kazanmiardir (4).

Gunumuzde “enterokoklar” olarak adlandirilan grupskigen “fekal orijinli
streptokoklar” olarak gruplandirigtir. Lancefield tarafindan 1930’larda yapilan
siniflandirmada enterokoklar, D grubu streptokoldeasinda yer almi Sherman ilk
kez 1937 ve 1938 yilinda enterokok grubu bakterizanmlamstir (5).

1984 yilinda da DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyonedeyleri sonucundaS.
faecalisve S. faeciuriun streptokoklardan ayrilaraknterococcuginsine aktariimasini



Onermglerdir. Bu cins igindeki bakterilere daha sonragedi enterokok turleri
eklenmitir (6).

Enterokok turleri dgada toprak, su ve yiyeceklerde sifle hayvanlarin ve insanlarin
florasinda yer alabilir.insanlarda en cok gastrointestinal ve genitotriderada
bulunur. Gastrointestinal florada (en fazla kolongarhgi tespit edilen enterokoklar
arasindéE. faecalign, E. faeciuna gore birkac¢ kat daha fazla okglutespit edilmgtir
(7).

Gram-pozitif koklardan okan enterokok tdrleri, cevre kallarina dayanikli olmalari,
sefalosporinler, sulfometoksazol, makrolidler gtz antibiyotiklere dgal direng
goOstermeleri, penisilinlere azalgnduyarhliklari ve ortamda yaygin olarak bulunmalar
nedeniyle yillar icerisinde klinik 6nem kazargmgok caitli enfeksiyonlara yol agabilen
bakterilerdir. Glikopeptid antibiyotiklere direncakanmalari ile birlikte tim dinyada
onemleri daha da artgtir. (8)

Onceleri hastanede yatan olgulardan izole edilaeterekoklarin tamaminin endojen
barsak florasindan kaynaklagdidisinulmekteydi. Fakat coklu ila¢ direnci gosteren
enterokoklarin argl sonucu yapilan epidemiyolojik ¢cgnalar bu mikroorganizmalarin
hastane ortaminda yayiggni gostermitir (9, 10). Bu bakterilerin barsak florasinda
bulunmasi hastanede yayiliminda temel risk faktdrgal).

Bu calsmanin amaci, Hemodiyaliz Ara ¥on Bakim Unitesi (HAYBU) ve nefroloji
servisinde kronik bobrek yetmegilitanisiyla yatmakta olan hastalardan izole ediece
VRE swlar ile caitli ortamlardan izole edilecek garin genotipik olarak
karsilastirilmasi ve bulgta muhtemel rezervuar olabilecek yerlerin saptamimasHer
iki 6rnek tirtinde de genotipik olarak benzeglaun bulunmasi durumunda, enfeksiyon
kontrol onlemlerinde g¢itli yonlendirme yapilabilecek, iki birim arasindhasta
transferinde gerekli 6nlemler alinabilecek ve VR&/Wimi icin énlem alinabilecektir.
Boylece pozitif hastalarin daha erken izole ediimestamin ne oranda ve hangi
alanlarin enfekte oldiunu, gerekgi durumlarda ortam temigi ve izolasyonun daha
etkin yapilmasi hedeflendi. Erken tani konulmas dlinacak tedbirler sayesinde
hastanede der hastalara buja olasi bir salginin énlenmesi ve hastane maliyetin

dusurdlebilmesi icin bu ¢cagma planlanmtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Taksonomi ve Siniflandirma

Gunumuzden 100 yil 6nce, Andrews ve Holdeskdian izole ettikleri, mannitol ve
laktozu asit olgturarak fermente eden, rafinozu kullanmayan Gramitfhokoklara
Streptococcus faecaliadini vermglerdir. 1940°’l1 yillarda karbonhidrat fermantasyon
reaksiyonlari farkl ikinci bir fekal bakteri cinsanimlanmy ve Streptococcus faecium
olarak adlandirilngtir (7). Enterokoklar 1984 yilina kadar Lancefisidiflamasinda D
grubu streptokoklara dahil edilgnbu yildan sonra Kilpper-Balz tarafindan yapilan
genetik cagmalar sonucundaStreptococcus faecalisve Streptococcus faecium
swlarinin bu genusun ger yerlerinden ayri bir genus olarak ele alinmasektii

anlasiimistir. O zamandan beri, bu genusaterococcusienilmektedir (12, 13).

2.2. Enterokoklarin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Enterokoklar sicakkanli hayvanlarin ve insanlarastmpintestinal sisteminde, ayrica
bdceklerde, bitkilerde gki ile kirlenmis toprak, su ve yiyeceklerde de bulunur. Bu
sebeple icme ve kullanma sularindaki fekal kontasyonun gosterilmesi icin indikator
mikroorganizma olarak kullanilirlainsan dskisindaE. faecalis(10°-10" CFU/gr), E.
faeciumdan (10-10° CFU/gr) daha yaygin bulunur, fakat 6zellikle hastartaminda
E. faeciundaha baskindir (14).

Enterokoklar Gram pozitif tekli, ikili ya da kisanzirler halinde gorilebilen koklardir
(15) (Sekil 1). Agar plaklarindaki tremelerde bakterileokkbasil morfolojisinde
gorulebilir. Tiyogliolath buyyonda kisa zincirlethalinde ovoid gorinimdedir.
Mikroskopik olarak streptokok turlerinden ayrilarteaz (enterokok ve streptokok
turlerinin kiyaslamali fenotipik 6Ozellikleri Tabld’'de goOsterilmgtir). Enterokoklar
fakiltatif anaerop bakterilerdile. flavescensk. casseliflavusve E. gallinarum gibi

bazi kokenler hareketlidirEnterokoklarin sitokromenzimleri olmadiindan katalaz



negatiftirler. Fakat bazi glari (0zellikleE. faecali$ ilk izolasyon sirasinda gorulup seri
pasajlarda kaybolan psddokatalaz uretir ve katdkstinde zayifbir pozitiflik
gorilebilir (12, 14, 16).

Sekil 1: Enterokoklar(15)

Tablo 1:Streptokok ve enterokok tirlerinde bellishdenotipik 6zellikler (12).

s g |3 g€ = c : gz
g & i | S |as|elgS|c| & |§¢E
Bakteri £ & = |3 1221z 18%|2| & E
Grup A B S R - - + - - R -
Grup B B,y R R + + - - D R -
Grup CFG ,0 D S - - - - - R -
Grup D-
nonenterokok | a,y R S - - - + - R -
Grup D
enterokok o,B,y R R - D + + + R -
Viridans
streptokok o,y D S - D - D - R -
S. pneumoniae| o D S - - - - - S +

S: Duyarl, R:Direngli, D:Dgisken, TMP-SMZ:Trimetoprim-sulfametoksazol.



ideal Greme Isisi 35 °C olmakla birlikte 10-45 °@sanda dgisen bir ireme argtina
sahiptir. % 6.5 NaCl'de Urerler. % 40 safra varda eskulini hidrolize ederler (safra-
eskilinli besiyeri ile bu 6zellik gézlenebilir). Tu Streptococcus bovitirlerinin ve
viridans streptokoklarin % 10'unun safra-eskilimrblizi pozitiftir. E. cecorum E.
columbae ve E. saccharolyticusdisinda tim aterokoklar, PYR (L-pyronidonyl-
betanaphthylamidepozitiftir (17). Tum sylar 16sinaminopeptidaz (LAP) dftururlar
(12, 14, 16). Glikozdan gaz glurmazlar ve glikoz fermentasyonunun son urintikakt
asittir. 60 °C'ye 30 dakika dayanikhdir. Kanlh aga 0.5 -1.5 mm boyutunda,
(streptokoklardan daha buylk) kabarik, gri-beyakte koloniler yaparlar. Bazen zayif
bir alfa hemoliz meydana getirebilirlerse de gekigdinonhemolitiktirler (7, 12, 16)E.
faecalisve E. duranssulari kanli agarda beta-hemoliz yapabilirler. faecalidn bazi
suslarl at veya tasan kani iceren besiyerlerinde beta hemoliz yapnraaramen,
koyun kani iceren besiyerlerinde hemoliz yapma{dar 14, 16).

Enterokoklarin laboratuvar ortaminda tretilmesyagatiimasi kolaydir. Cgu 60 °C’'de
30 dakika 1sitilmaya dayanikhdir. Buzdolabindaaasé, -70 °C’de yillarca saklanabilir,
fakat donma ve sonra yeniden eritmgemleri émdarlerini kisaltir. Normal ettv
ortaminda, her turli besiyerinde kolayca urer. Ticgse-soy-%5 koyun kanl agar,
brain-heart inflizyon-%5 koyun kanli agar ya da khegh bir kanl besiyeri Gremesini
destekleyicidirizolasyonlarinda segcici besiyerleri kullanilabifzid iceren besiyerleri
secici izolasyonda harilidir. Azid, Gram negatif bakterileri inhibe edeesiyerindeki
eskulini hidrolize ederek siyah koloniler gfunasina neden olur (eskulinli safral azidli
agar, coccosel agar) (17).

Gram negatif bakterileri de iceren kaki 6rneklerden soyutlanmalari icin, selektif
besiyeri olarak, azid iceren safra—eskulin-azidavé&nterococcosel agar, Columbia-
Kolistin-Nalidiksik asit agar (CNA) veya feniletilkol agar (PEA) kullanilabilir. CNA,
PEA’ya gore bakterinin hemoliz 6zglini degerlendirmede daha gerlidir. Kontamine
alanlardan 0zellikl€e. faeciumizolasyonu icin de sefaleksin—aztreonam-arabirgar a
kullanilabilir. Vankomisin direncgli enterokok saptaasi icin 6ug/ml vankomisin ilave
edilmis brain-heart infliizyon (BHI) agar veya enterococtgsa besiyeri kullanilabilir
(17).

Enterokoklarin hiicre duvar yapisiger Gram pozitif koklara benzer. Peptidoglikan,
teikoik asit, lipoproteinler ve ylizey protein aatijerinden olgur. Lancefield’in grup D

antijeni, huicre duvari ile Iggantili bir gliserol olan teikoik asitten alur. Enterokoklar



D grubu antiserumlarla % 80 oraninda aglutinasyenrker. Bu sonucu, ekstraksiyon
islemi ve antiserum Kkalitesi etkileyebilir. Grup Dtgeni tespiti, enterokoklar ginda,
S. bovis S. equinusS. suis Pediococcusspp. velLeuconostocspp. gibi dger Gram
pozitif bakterilerde de bulunabilginden, 6zellikle d@al olarak glikopeptid direnci
bulunan Leuconostocspp. vePediococcusspp.’den ayirimi i¢cin PYR hidrolizinden
yararlanilir.

Klinik laboratuvarlardan izole edilen garin % 80-90E. faecali&ir. E. faeciumise
izolatlarin % 5-10 kadarini gdturur. Son zamanlarda 6zellikle@a direncli sglarinin
hastanelerde argn saptannstir. Nadir olarak da g¢er enterokok sgari (E. durans
E. casseliflavuskt. raffinosusE. gallinarum E. mundtij E. flavescensE. aviumve E.
hirae) klinik izolatlardan izole edilirken,E. malodoratus E. pseudoaviunve E.
sulfureusise izole edilmemstir. PYR testi negatif olan ve atipik enterokoklalarak
adlandinlanE. columbage E. cecorumve E. saccharolyticusda insanlardan izole
edilmemitir (17-19).

Enterokoklarin tiplendirilmesi icin g#li molekuler teknikler kullaniimaktadir. Ayrica
bakteriosin tiplendirmesi, faj tiplendirmesi, biyokyasal reaksiyon profilleri,
antimikrobiyal direnc paternleri ve serolojik yontkerde kullanilabilir (Tablo 2)(20E.
flavescen, E. casseliflavus ve E. gallinargibi bazi kokenler hareketlidiE. faecalis,
E. faecium’untersine %0.04 telltriiceren ortamda ve agarda siyah koloniler yaparlar.
Bu 6zellikleri enterokoklartanimlamada yeterli ise de daha az rastldrestococcus,
Aerococcus, Pediococcus ve Leuconodimteri gibi Gram pozitif, katalaz negatif
koklarda da benzebzellikler bulunur. Bu turlerle enterokoklarin ayn Tablo 2’ de
verilmistir. Lactococcus ve Aerococcus tirlegrup D antiserumu ile reaksiyon
vermemeleri, Pediococcus ve Leuconostdérleri de PYR negatif olmalari ile

enterokoklardamyrihrlar (20, 21).



Tablo 2. Fakultatif anaerobik, katalaz negatif, i@naozitif koklarin fenotipik 6zellikleri

Test g U8 4. | | N
N | |a |2 J: ; 8 =| = |5
13155 |gg9290 8% 2|35 | £
=) . . ()
g 29g30d) 2|2
Vagococcus S - + + + + V + + o,n
Enterococcus | S - + + + + + + V|apB,n
Streptococcus| S - -b + -d - \% -C -l o, B, N
Lactococcus S - + + V + V + - o, N
Abiotrophia* S - + + + Vv - - - o
Leuconostoc R + - - \ + V V - o, N
Pediococcus R - - + \Y - + V - A
Globicatella S - + - + - - - - A

*Daha Onceden beslenme yonunden eksik (nutritigragficient) streptokoklar olarak bilinen
mikroorganizmalar. VAN: Vankomisin duyarll, GAZ: Glikozdan gaz okumu, LAP: Leucine
aminopeptidase yapimi, PYR: L-pyrrolidonyl-Bnaphtlainide, +:>%95 pozitif reaksiyon, -:<%5 pozitif
reaksiyon, a: vankomisin direncligar hari¢, bazi sgar direncli oldgu halde disk ¢evresinde kiguk bir
zon olyturabilir. b: S. pyogenesS. iniaeve S. porcinusPYR pozitif, dierleri negatiftir. ¢: viridans
streptokoklarin %5-10'u safra-eskulin pozitiftir: thazi beta-hemolitik streptokoklar %6,5 NaCl'de
Urerler. v: dgisken.

Enterokoklar mannitol, sorbitol, sorboz iceren sesiyerlerinde asit ojturmalarina ve

arginini hidrolize etmelerine gore pgruba ayrilirlar (Tablo 3) (22).

Grup 1: E. avium E. malodoratusk. raffinosusE. pseudoaviuirE. saccharolyticus
E. pallens E. gilvusdan olwur. Bu tirler mannitol, sorbitol ve sorboz sivi ilgesnde
asit olwturur, ancak arginini hidrolize etmezler.

Grup 2: E. faecalis E. faecium E. casseliflavusE. haemoperoxidys€E. mundtiive
E. gallinarumdan oluur. Bu gruptaki tarler arginini hidrolize ederlenannitollii sivi
besiyerinde asit okururlar, sorbozdan asit gliwrmazlar ve sorbitolli sivi besiyerinde
degisken reaksiyon verirler.

Grup 3: E. villorum E. dispar E. durans E. hirag E. ratti ve E. faecalisile E.

faeciumun mannitol negatif varyantlari bu grubu giurur. Bu gruptaki tirler D



antijeni icermez, arginini hidrolize ederler, fakasnnitol, sorboz ve sorbitol iceren sivi
besiyerlerinin hi¢cbirisinde asit gfturmazlar.

Grup 4: E. sulfurens E. asini E. phoeniculicolave E. cecorum bu grupta
bulunmaktadir. Bu gruptaki tirler mannitol ve sarbigeren sivi besiyerlerinde asit
olusturmaz ve arginini hidrolize etmezler. Sorbitol rge sivi besiyerinde is&.
cecorumasit olgtururken,E. sulfureusasit olyturmaz.

Grup 5: E. columbagE. canis E. moraviensisu grupta bulunur. Bu gruptaki ttrler
arginini hidrolize etmezler, monnitollt sivi besiyele asit olgtururlar, sorbozdan asit

olusturmazlar ve sorbitolli sivi besiyerindesgigken reaksiyon verirler.

Tablo 3. Fenotipik 6zelliklerine gore enterokokeiinin siniflamasi

Grup | Grup Il Grup 1l Grup IV Grup V
E. palens E. casseliflavus***| E. villorum E. suléuns E. faecalis*
E. malodoratus E. faecium* E. faecalis* E. phoetitala | E. moraviensis
E. raffinosus E. gallinarum*** E. ratti E. asini Eolumbae
E. pseudoavium E. mundtii E. durans E. cecorum aBisc
E. gilvus E. faecalis* E. faecium* E. casseliflatu
E. avium E. haemoperoxidus  E. dispar E. gallinartim
E. saccharolyticus E. hirae

*xx ok Ayni trler farkl 6zelliklerine gore farki gruplara dahil edilnstir.

2.2.1.Bazi enterokok turlerinin 6zellikleri

E. faecalis. Gastrointestinal flora tyesidir. @z, hepatobiliyer sistem ve vajinadan da
izole edilmitir. Insan kaynakl enfeksiyonlardan en sik sorumlu &mulirdiir. Ayrica
cesitli hayvanlarda da bulunur. Uriner enfeksiyon, ajgoeriton sivisi, derin pelvik apse,
endokardit ve kan kulturlerinden izole ediftm. Genellikle beta hemolitiktir. %6.5’lik
NaCl ve pH 9.6’da Urer.

E. faecium: insan ve irlarin gastrointestinal sisteminde bulunur. Yiykecsebze ve
yemlerden de izole edilgtir. Iki biyotipi vardir. E. faecalise gore antimikrobiyallere
daha rezistandir. Alfa hemolitiktir. %6.5’lik Na@é pH 9.6’da urer.



E. durans: Siit ve kuru gidadan izole edilgtit. insan ve hayvanda nadiren, barsak ve
uriner sistemden izole edilgtir. Alfa hemolitiktir. %6.5’lik NaCl ve pH 9.6’ddirer. 50
°C’de Uremez.

E. avium: Kuslar, tavuk, kopek gibi hayvanlardan izole ediftini insan gastrointestinal
sistem florasinin da bir parcasidir. Apandisit; wé beyin apselerinden izole ediktmi.
Alfa hemolitiktir. %6.5’lik NaCl'de Uremesi zayiftiH2S Uretir, pigment yapmaz.

E. cassdiflavus. Bitki ve toprakta bulunur. Vankomisine direnclidiFirsatcl insan
enfeksiyonlar yapar. %6.5’lik NaCl ve pH 9.6'datirHareketlidir, sari pigment yapar.
E. gallinarum: Evcil kuslarin gastrointestinal sisteminde bulunuinsanda
hemodiyalizli bir hastadan izole edilgtir. Vankomisine direnclidir. Koyun kanli
agarda nonhemolitiktir. At kanl agarda beta hemghpabilir. %6.5’lik NaCl ve pH
9.6'da urer. Hareketlidir, pigment yapmaz.

E. hirae: Domuz ve tavuklarda bulunur. Onceden atifikfaeciumsanilirdi. Hemoliz
yapmaz. 10-45 °C arasinda ureyebilir. %6.5’lik Na€pH 9.6'da Urer (23-26).

2.2.2. Enterokok tanimlamasinda kullanilan testler

Hastalardan alinan klinik érnekler; tercinen Coluankoyun kanli besiyerlerine ekilir.
Bu bakteriler 45°C sicaklikta GUreme Ozghie sahiptir. Etivde 35°C’de 24-48 saat
inkiibe edilir. Ertesi gun Ureyen koloniler Gram boy. Gram pozitif kok olanlara

asagidaki islemler uygulanarak enterokok tanimlamasi yapilm.(2

2.2.2.1. Katalaz testi

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti parcalayarak suoksijene dongitirtir. Enterokoklar
katalaz enzimi icermeghi icin hidrojen peroksiti parcalayamaz. Katalaztiteten test
edilecek koloni lama konularak Uzerine %3’lUk hijéro peroksitten damlatilir.
Kabarciklar olygmamasi katalaz negatif reaksiyon olaragedtendirilir (27).

2.2.2.2. Safra-eskilin testi

Enterokoklar %40 gir safrasi iceren besiyerinde Ureyebilme ve eskdiidrolize

edebilme 6zelfiine sahiptir. Bu test enterokoklarigdr katalaz negatif, Gram pozitif



koklardan ayirmada kullantlir. Yuzde kirlgsisafrasi ve %0.1 gram eskulin iceren bile
esculin besiyerine enterokok ofglu disiintlen koloniler ekilerek 37°C’de 24 saat
inkibe edilir. Igerisindeki demir sitrat ayiraci, eskulinin hidealsyonu ile siyah renk

olusturur. Bu koloniler enterokok acisindanggdendiriimek tzeresleme alinir (27).

2.2.2.3. % 6.5’ lik NaCl Ureme testi

Enterokoklar % 6.5 NaCl iceren ortamlarda UreyebHeyin infliizyon agara % 6.5
NaCl ilave edilerek hazirlanan besiyerigigoheli koloni ekilir ve 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edilir. Besiyerinde Ureme pozitif sonu¢ aladeerlendirilir (27).

2.2.2.4. PYR (pirolidonil- g-naftilamid) testi

PYR testi PYR'az (pirolidoniB-naftilamid) enziminin aktivitesini tespit etmeking
hazirlanmg kolorimetrik bir testtir. PYR testi ticaretten hamolarak temin edilir. Uretici
firmanin talimatlarn dgrultusunda gereklislemler yapildiktan sonra mengk renk

pozitif olarak dgerlendirilir (27).

2.2.25. Hareket testi

Bazi enterokok tdrlerinin hareketli olup olmgehi test etmek igin kullanilir. Test
edilecek mikroorganizmagmne Ozeye alinarak hareket besiyerinin sonuna kedgr

seklinde inokule edilir. 37°C de 24-48 saat inkUlodig, gunlik olarak inokilasyon
cizgisi etrafindaki bakteriyel Ureme alanlari g@ile Inokiilasyon cizgisi etrafinda

dallanan Ureme olmasi durumunda hareket testiipolatak yorumlanir (27).

2.3. Virulans Faktorleri

Genel olarak enterokoklars. aureus S. pyogenegyibi mikroorganizmalar kadar
intrinsik virulansa sahip @ddir. Orofarinkste kolonize olmalarina gamen nadiren alt
solunum yolu enfeksiyonlarina yol acarlar. Klasik wirulans faktorii olmamasina
ragmen enterokoklarin c¢ok sayida antimikrobiyal ajadaencli olmasi, gesi

spektrumlu antibiyotik tedavisi alan hastalardaayaalarina ve gglmalarina imkan
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taniyarak superenfeksiyonlara yol acmaktadir (28alismalarda enterokokal
bakteriyemilerde %42-68 oraninda mortalite bildeilde bu hastalarin ileri derecede
diskiin olmasi ve g¢gunda polimikrobiyal bakteriyemi bulunmasi nedenjyle
enterokoklarin mortalitedeki rolleri tam olarak p#s edilememektedir (29). Bazi
calismalarda da enterokoklarin mortalitedeki rolleri %37 oraninda saptansar (30,
31).

2.3.1. Sitolizin

Salginlardan izole edilek. faecalissuslarinda %60’a varan siklikta saptanabilen bir
virulans faktorudur. Hemolitik 6zellik gamaktadir. Sitolizin kodlayan gen bdélgesi
plazmid Uzerinde ya da bakteriyel kromozoma entetareak bulunabilmektedir. Toksik
aktivitesi ile birlikte, cok sayida Gram pozitifkdariyi etkileyebilen bakteriyosin olarak
da slev gordigu gosterilmgtir. Toksin insan ile at kanlh agarlarda hemoligiktiviteye
sahipken, koyun eritrositlerinde etkili olmayiklinik laboratuvarlarda tanisal agidan
onemli bir 6zelliktir (7).Insanlarda patojen olan enterokoklau arasinda, sitolizin
dretenlerin oraninin, non patojen addudstintlen sglardan fazla oldgu gosterilmgtir
(32).

2.3.2. Agregasyon faktori

Bircok 6zelligi ile bakterinin virulansina katkida bulunmaktadir yiizey proteinidir.
Etkin alict ve verici hicre birkgnesini sglayarak plazmid transferini
kolaylastirmaktadir. Ayni zamanda bakterilerin agregasyonda sglayarak virulansa
katkida bulunmaktadir. Agregasyon faktori, entektk@ kalp kapaklari ve bdbrek
epitel hicrelerine Rganma ve endokardit ve Uriner sistem enfeksiyonustofma
yetengini saslamaktadir. Ozellikle katater enfeksiyonlarinéa,faecalisizolasyonuE.
faeciuma gobre daha fazladirE. faecalis swlarina katetere tutunma yetea

agregasyon faktoru gamaktadir (7).
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2.3.3. Jelatinaz

Jelatinaz enzimi olan ve olmayan izojeitik faecalisswlari ile yapilan ¢caymalarda,
jelatinaz Ureten glarin akut toksik etkilerinin Gretmeyenstara kiyasla yiksek olgu

gosterilmitir (7).

2.3.4. Ekstraseluler stuiperoksit

E. faecalis swlarinin buyidk cgunlugu ve bazi E. faecium turleri tarafindan
sentezlenmektedir. Superoksit Uretiminin  bakteringesam siresini  uzagi

gosterilmitir (7).

2.3.5. Ekstraseluler ylizey proteini

Ik kez E. faecalistirlerinde tanimlanan bu biyik ylzey proteininiomipleks bir
yapilanmasi bulunmaktadir. Karboksi ucu hicre dumaartutunmayl sgarken,
proteinin i¢c kisminda tekrarlayan unitelerdensalu ve molekile uzayip kisalabilme
Ozelligi kazandiran bdlge bulunmaktadir. Bu proteinin bakin immun yanittan

kacsini kolaylatirdigr distintlmektedir (7).

2.3.6. Kapsuler polisakkarid antijeni

Enterokok polisakkarid antijeni, hiicre duvari, b&aglikoz-1 fosfat, teikoik asit ve
tetraheteroglikan komponentlerinden @lu Opsonik antikor icin hedef ol@undan
dolayi, enterokok virulansinin yanisira enfeksiy&agl immunitede rolu vardir vesa

calismalarinda argdiriimaktadir (7).

2.3.7. Antibiyotik direnci

Nozokomiyal enterokokal enfeksiyonlarin kabaca Wasamakli bir yol izlegi
soylenebilir. Oncelikle hastanin hastaneye syatian kisa bir siire sonra intestinal
florada bulunan, antibiyotik direncli, sitolitik kein oluturma gibi virulans

Ozelliklerine sahip sgiar, antibiyotik kullanimi sonucu duyarli garin ortadan
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kalkmalari ile birlikte sayica artmakta ve sonrakamada, hastalarin bir kisminda
gastrointestinal floradan kaynaklanan bylaudoku invazyonuna neden olmaktadir.
Virulans faktoérleri arasinda bulunan antibiyotikedici sglarin intestinal florada secilip
cogalmasini kolaylgtirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz gibi fakt@r de doku

invazyonunu kolaylgtirmaktadir (7).

2.3.8. Biyofim

E. faecaliste gorilen biyofilm olgumu bu bakterinin Uriner sisteme, vaskuler

kataterlere ve kalp kapakarina kolonize olmasitayastirir (21).

2.3.9. Feromonlar
Enterokoklar tarafindan sentezlenen kicuk pepdileSular arasi plazmid DNA’sInin
konjugasyonunu denetler. Notrofiller icin kemotékoblduklarindan enfeksiyonlarda

inflamatuar cevabi artirirlar (7).

2.3.10. Lipoteikoik asit

Enterokoklarin D grubu antijenlerini alwrur. Tamor nekroz faktér ve interferon

salinmasina yol acarak immun cevabin diizenlenmsgjiair (7).

2.3.11. Cocolysin

Ekstraselliler metalloendopeptidazdir ve virllanstaoynadgl disunidlmektedir.E.

faecalissuslar tarafindan tretilmektedir (33).

2.4. Epidemiyoloji

Enterokoklar, insan ve hayvanlarin gastrointestsiatemlerinin Utyeleridir. Dgada,
toprak, su, bitki, kslar bocekler ve memelilerde yaygin olarak bulunurdasanlarda,
esas olarak gastrointestinal florada bulunmaladeneile gerek hastane gerekse hastane
disi ortamda endojen kaynakli enfeksiyonlara yol agwaklar. E. faecalis diger
enterokok tirlerine gore gkida daha ytiksek oranda bulunur (16).
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Insanlarda barsak florasinin bir parcasi plodan enterokoklar toplum ve hastane
kokenli enfeksiyonlar yapabilirler. Geleneksel alarenterokoklarla meydana gelen
enfeksiyonlarin ¢gunda etkenin hastanin kendi florasindan kaynakgaralisinUltr.
Buna rgmen pek cok hospitalize hastada veya gimeperiton ya da hemodiyaliz
yapilan tedavi altindaki hastalarda da enfeksiyelisig Bu tip enfeksiyonlarda etkenin
siklikla eksojen kaynakli olgw sanilir. Hastadan hastaya lulada kesin bir yol
yoktur. Nozokomiyal enfeksiyon yapan enterokoklasmzdén hastane personelinin
ellerinden ve siklikla da hastane ici ¢cevresel k&lardan izole edilmgtir (28).
Enterokoklar, cevre kollarina dayanikh olduklarindan hersgeortamda canliliklarini
surdurebilirler. Hastane ortaminda bulunan steteskapi tokmgi, yatak, komidin gibi
cansiz maddeler Uzerinde uzun slre yasayabilmektéirencli enterokoklarin
yayllimina elektronik termometreler de yardim etlelBu nedenle enterokoklar, gerek
cansiz maddeler ara@iiile, gerekse @k personeli ile hastadan hastayaitarak
hastane enfeksiyonu olarak salginlarina yol acaktedir (34).

ABD ve Avrupa lUlkelerinde VRE epidemiyolojisi yonden bazi farkliliklar
bulunmaktadir. Avrupa’da g#li hayvan kaynaklarindan vegdanlardan VRE izolasyon
sikligi oldukga yuksektir. Bunun nedeninin bu ulkelerdalldnilan glikopeptid
(avoparsin) iceren hayvan yemleri ilesklili oldugu distintimektedir (35, 36). Her iki
durumda da intestinal rezervuar en 6nemli kaynaktnkomisin direncli enterokok ilk
olarak 1986’ da Avrupa’ da ve 1987 de Amerika’ dgpor edilmgtir (37). Avrupa
ulkelerinde VRE hentiz 6nemli bir nozokomiyal patojealine gelmengtir. Ancak
Ingiltere’ de 1987-1998 yillari arasinda VRE sorilakarsilasan merkez sayisi birden
136’ ya yiikselmy, 1000 den fazla hasta VRE ile kolonize veya irdeimustur. isveg,
Polonya,italya, Almanya, Finlandiya ve Hollanda gibi cok sky Avrupa llkesinden
nozokomiyal VRE epidemileri bildirilngtir. ABD 6rneginin aksine bu salginlarin hepsi
kisa sure icinde kontrol altina alinmve VRE oranlarinin artmasi onlerym.
Toplumdaki VRE rezervuarinin hastaneler igin bindi¢ olusturabilecgi endsesi ile
1997 yiinda Avrupa Birfii Ulkelerinde hayvan yemlerine avoparsin eklenmesi
yasaklanmgtir (7).

ABD’de bugun icin en o6nemli VRE rezervuari, hastade yatan hastalarin
gastrointestinal sistem kolonizasyonudur. Busilér genellikle asemptomatik
olduklarindan ancak surveyans gadalari sirasinda VRE galiklari saptanabilir (38).

Bu nedenle enterokoklar gerek cansiz maddelerlgnaite, gerekse sdik personeli ile
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hastadan hastayastaarak hastane enfeksiyonu olarak salginlara yabigektedir
(34).

1984 yih Hastalik Kontrol Merkezi (CDC) verileringore, enterokoklarin hastane
enfeksiyonlarinda % 10.4 oran ile tg¢incu sikhldeumlu oldgu gorilmektedir (24).
Enterokoklarda beta-laktam antibiyotiklere ve angifazidlere 1980’li yillarda
direncin ortaya c¢ikmasi Uzerine vankomisin uzutagitek uygun antibiyotik olarak
kullaniimistir.  VRE’ler ilk kez 1988 yilinda Uttley ve arkadar tarafindan
Ingiltere’den, Leclerg ve arkaglari tarafindan da Fransa’dan bildiriltii. Bunu dger
Avrupa ulkeleri ve ABD’den bildirilen olgular ve MRepidemileri izlemgtir. National
Nosocomial Infection Surveillance System (NNIS)ataxdan yayimlanan rapora gore
1989-1993 vyillari arasinda nozokomiyal VRE enfetslgri %0.3'ten %7.9'a
yukselmitir. Yogun bakim Unitelerinde ise bu oran % 0.4’ten 8ddttarak %13.6'ya
ulasmistir. Ingiltere’de yapilan 1971-1985 vyillari arasindakin k&ultir izolatlari
arasinda gorilme sikgh %3 iken, 1986-1995 vyillari arasinda bu oran %@&2’y
yukselmitir. 2000 yilinda ise hem goin bakim Gnitelerinde hem de normal servislerde
nozokomiyal enfeksiyon etkeni olan VRE %25’in GUnergikmstir (24).

Turkiye’de ilk vankomisin direngli E. faecium susu 1998 yilinda Akdeniz
Universitesinden Vural ve arkaglari tarafindan bildirilmtir. Bu s malign
histiyositozis tanisi alm) bronkopulmoner enfeksiyonu olan bir bebekte g @evr
sivisindan izole edilngiir. Bunu ayni yil icerisinde @er merkezlerden yapilan

bildirimler takip etmgtir (39).

2.5. Enterokoklarin Neden Oldwgu Enfeksiyonlar

Son yillarda enterokoklarin neden agiduenfeksiyonlar oldukca artgolup, 6zellikle
hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler alagin siralarda yer almaktadir (40).
Enterokoklar aslinda cok virilan gklir. Ozellikle hastaneye yatirilan yig
imminsuprese ve ciddi hasmliolanlarda hastalik ofturmaktadir. Uriner sistem
enfeksiyonlarensik rapor edileenfeksiyonlardir (41).

Enterokoklar Uriner sistem ve yara enfeksiyonlarigani sira endokardit, salpenjit,
endometrit, peritonit, safra yolu enfeksiyonlararik ici abseleri, bakteremi bazen

menenjit gibi ciddi enfeksiyonlara neden olabilir{&7).
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Tam enterokok enfeksiyonlarinin  %80-90'nindda. faecalis %5-15’inden ise
E.faeciumsorumludur E.gallinarum E.casseliflavust.aviumve E.raffinosusggibi diger
enterokok tirleri klinik 6érneklerin %5’inden izo&ilmistir (40).
Enterokoklarin neden ol@u baglica enfeksiyonlar;

» Bakteriyemi,

+ Uriner sistem enfeksiyonlart,

» Endokardit,

« Intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar,

* Kemik ve yumygak doku enfeksiyonlari,

» Santral sinir sistemi enfeksiyonlari,

e Solunum sistemi enfeksiyonlari,

* Neonatal enfeksiyonlar,
Bu enfeksiyonlar icinde en ¢cok problem yaratan rekigk bakteriyemisidir (42).

2.5.1. Bakteriyemi

Enterokoklarin doku faktdrini uyararak fibrin Unetive trombosit agregasyonunu
arttirmasi, agregasyon maddesi salgilayarak endwmdgh olmak Uzere hicrelere
baglanmasi, zedelenmikalp kapakgiklarindaki fibrinonektine direkt adéerlabilmesi
ve serotonin salinimini etkileyerek trombosit agss@nunu arttirmasi bakteriyemi
gelisimine zemin hazirlayan faktorlerdir (43).

Enterokoklarin Ggtinct siklikta neden giduenfeksiyonlardir. %78’i nozokomiyaldir.
Nozokomiyal enterokokal bakteriyemilerin gonda infektif endokardit yoktur, ancak
hastane dinda gel§en bakteriyemilerin 1/3 inde endokardit vardir. éfokoklar,
pozitif kan kudltarlerinin yaklgtk %5’inden izole edilirler (44). Kaynak genellikle
gastrointestinal sistemdir (45).

Hastene enfeksiyonlari icerisinde giderek artanmi@eahip olan VRE bakteriyemileri,
hastene kokenli tum bakteriyemiler igerisinde Awla 4. ABD'de ise 3. siklikta
gorulmektedir. VRE bakteriyemisi icin risk faktoérler, hemodiyaliz,organ
transplantasyonu kortikosteroid kullanimi, kemoterapi veya parentebeslenme,
cerrahi girsimler, ciddi hastaliklar, uzun sireli antibiyotik kullanimi, rier kateterler,

notropeni ve mukozittir.Enfeksiyonlar siklikla nozokomiyal kaynaklidir. gblarin
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%21-45'i polimikrobiyal olan bakteriyemiler de pran lokalizasyon siklikla Griner
sistem veya karin ici enfeksiyonlardir. Ancak, gelenfeksiyonlar, termal yanik,
dekubitis Ulserleri ve diabetik ayak gibi yaralarteryel veya vendz kateterler ve

kolanjit VRE'nin dolaima katilimini sglayan dger giris yollarini olwtururlar (21, 46).

2.5.2. Uriner sistem enfeksiyonlari

Enterokoklarin en sik neden ofglu enfeksiyonlardir. Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda enterokoklar en sik idrar kiltineéen izole edilirler. Genellikle
nozokomiyal enfeksiyonlara yol acarlar. ABD’ de opkamiyal Uriner sistem
enfeksiyonlari arasinda enterekoklar ikinci enetkendir (44, 47).

Uzun sdreli sonda kullanimi, antibiyotik kullaninranatomik yapi anomalisi bulunmasi
uriner enterokok enfeksiyonlari ve kolonizasyonin icisk faktortudur (40). Erkek
olmakta, enterokok ve gier Gram pozitif etkenler ile Uriner enfeksiyon igar risk
olusturmaktadir. Piyelonefrit, komplike olmayan sisprinefritik apse veya prostatit
etkeni olabilirler. Hastane gnda komplike olmayan sistit olgularinin nadir neide.
Yapilan bir cagmadaE. faecalian, E. faeciuna oranla kateterlere yagna oraninin
daha yuksek oldiu gosterilmgtir. Enterokokal Uriner enfeksiyonlarda bakteriyemi
gelismedigi siirece mortalite oldukca gliktir (48).

Bazi enterokok tirleri tarafindan Uretilen agregasynaddesi renal tubuler hicre
kiltarlerinde organizmanin adhezyonunuglaa Bu faktorin Griner enterokok
enfeksiyonu gefiminde rol oynayaca distunulmektedir (49).

Hemolitik enterokoklarin bobrek enfeksiyonuna neddma oranlari dier sylardan
daha siktir (7).

Ulkemizde vyapilan ¢ok merkezli bir nozokomiyal imin sistem enfeksiyonlari
calismasinda enterokoklar gaci sirada en sik izole edilen etken olarak raggbimistir
(50).

2.5.3. Endokardit
infektif endokarditlerin tclincti siklikta rastlanatiy@ojik ajanlaridir. Enterokokkal

bakteriyemilerde %8-30 oraninda endokardit bildirgtir (51). Tum endokarditlerin

%5-15’inde etken olarak enterokoklar izole editni Toplumdan kazanilmi
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bakteriyemilerde 1/3 oraninda iken, nozokomiyaltbakemilerde %1 oranindadir (31).
Tum enterokokal endokarditlerde en sik izole eddeyE. faecalistir, bunuE. faecium
izler (52).

Erkeklerde ve 50 yalstu popilasyonda daha siktir. Vakalarigugwa altta yatan bir
kalp kapak hastall ve prostetik kapak bulunmakla beraber, normalakégyda da
enfeksiyona yol acabilirler. Damar ici ila¢c dahlarinda %5-53 oraninda etken
olabildikleri gosterilmgtir. Hastalik cerrahi yolla ya da manupulasyonlarla
gastrointestinal sistemden veyaggaolukla da genitoiriner enfeksiyon ve bu boélgeye
tibbi girisim uygulanmasindan kaynaklanir. En sik aort ve ahikapak tutulur.
Enterokoklar genellikle subakut bakteriyel endokardeden olurlar (20, 21).

2.5.4.intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar

Enterokoklar barsakta bulunan gdr aerob ve anaerob bakterilerle birlikte
polimikrobiyal floranin bir parcasi olgu icin ikinci sikhkta izole edildikleri
enfeksiyonlar intraabdominal enfeksiyonlarddu enfeksiyonlardaEscherichia coli
veyaBacteroidespp.'e gore daha az orarukkteriyemi yaparlarsQ).

Enterokoklarin mikst intraabdominal ve pelvik erdgsfonlardaki roli tam olarak
aydinlatilamany olsa da acikca bilinen, bu mikroorganizmalariosiveya nefrotik
sendromlu hastalardaki spontan peritonit ve peeabliyalizli hastalardaki peritonitin
etkeni oldgudur (12, 53).intraabdominal enfeksiyondan kaynaklanan enterokokal
bakteriyemilerde mortalite % 40'tir (54). Salpengindometrit, sezeryan sonrasi abse

gelisimi gibi pelvik enfeksiyonlara da yol acabilmekteer (20).

2.5.5. Kemik ve yumiak doku enfeksiyonlari

Enterokoklar sellllit veya ger derin doku enfeksiyonlarina nadiren neden atédail
bu mikroorganizma daha cok cerrahi yara enfeksiyalekibit Ulseri, diyabetik ayak

enfeksiyonu gibi  miks enfeksiyonlarda etkenlerdeniri bolabilir. Kronik

osteomiyelitlerde stperenfeksiyonlara neden oladdiedir (28).
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2.5.6. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

Enterokokal menenijit nadiren goéralur ve genelligatral sinir sisteminde anatomik bir
defekt, gecirilmg beyin ameliyatlari veya kafa travmasi veya vefitokperitoneakant
gibi predispozan faktorlerin vaginda ortaya cikabilir. Ayrica bakteriyemiler, AID&
akut l16semi gibi imminsuprese hastalarda da VREemén gorulebilir. Etken dier
enterokok enfeksiyonlarinda olgiw gibi siklikla E.faecalisolup daha seyrek olmak

UzereE. faeciundur (21).

2.5.7. Solunum sistemi enfeksiyonlari

Enterokoklara bgi solunum yolu enfeksiyonlari olduk¢ca nadirdir. tEmkoklarin
neden oldgu pnomoni ve akger apsesi olgular genellikigddetli hastalg olan ve

geng spektrumlu antibiyotik kullanan olgulardir (54).

2.5.8. Neonatal enfeksiyonlar

Menenjit veyabakteriyemi ya da ikisi ile birliktesolunum guclgu, letarji ve atge
karakterize, uygun antibiyotitedavisine iyi cevap verehir tablodur (53).E. faecalis
veyaE. faeciunun etkenoldugu sepsis daha sik prematigya diguk dasum girhikli

bebeklerde 6zelliklsmazogastrik tiple beslenme, intravaskiler katbtdunmasi gibi

durumlarda goérular (55).

2.5.9.Immun sistemi baskilanms hastalar

Bobrek transplant hastalarinda, enterokoklar de&khéistlanilan mikroorganizmalar olup
bakteriyemi, Uriner sistem ve cerrahi alan enfeisigrina neden olmaktadirlar. Ayrica
son donem boébrek yetmegihin kendisi de VRE gejmesi agisindan bir risk faktérudur
(56). Yapilan bir cagmada, bobrek transplant hastalarinda VRE'nin f&kébnizasyon
prevalansi %13.6 olarak raporlanirken, bu orangerdnemodiyaliz hastalari ve an
bakim hastalarinda gozlenenden daha yuksekgol8udirilmis ve bunun da transplant

oncesi ve sonrasi vankomisin kullaniminglaamstir (9).
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2.6. Enterokoklarda Antimikrobiyal Direng

Nozokomiyal enterokokal enfeksiyonlar, hastanin ibayatik kullanimi sonucu
intestinal florasinda bulunan duyarlisirin ortadan kalkmalari ile birlikte antibiyotik
direngli, sitolitik toksin olgturma gibi virilans 6zelliklerine sahip darin intestinal
floraya hakim olmasi ile B&ar. Bu sglar translokasyonla endojen kokenli cevreye
yaylimak sureti ile de duyarl hastalarda ekzojékekli enfeksiyonlara yol acarlar. Bu
swlarda goérulen antibiyotik direnci glarin intestinal florada secilip galmasini
kolaylastirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz gibi fakt@&r de doku invazyonunu
kolaylastirmaktadir (57, 58).

Enterokoklar, Kklinik kullanimda olan bircok antibiyge dgial olarak direnclidir. Bu
nedenle hicbir antibiyotik, tek lena enterokoklara kear bakterisidal etki
gosterememektedir. Ayrica kullanimda bulunan tintibgmotiklere kagi direng
gelistirebilme (mutasyon veya plazmid/transpozon aragia genetik materyalin
transfer edilmesi) Ozefline sahiptir. Bu nedenle, 6zellikle ciddi entero&bk
enfeksiyonlarin tedavisi oldukca guctir. Baktemsidetki sa&layabilmek icin
kombinasyon tedavileri gerekmektedir (20, 59).

Enterokoklar son vyillarda hastane enfeksiyonu etkelarak giderek daha sik
karsilasilan ve antimikrobiyal ajanlara diren¢ oranlarindiaemli artglar kaydedilen
bakterilerdir. Bu iki faktérden dolayi direncli @mbkoklar antibiyotiklerin ygun olarak
kullanildigi ortamlarda hizla yayilabilirler (55, 60). Enteoskarda antimikrobiyal
direng iki ana bgik altinda incelenebilir (Tablo 4) (61).
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Tablo 4: Enterokoklarda antimikrobiyal direng

Intrensek direncAminoglikozid direnci (diiik diizeyde direnc)
B- laktamlar (ytksek MIC deerleri)
Linkozamidler (gik dizeyde direnc)
Trimetoprim - sulfaraksazol (sadece in vivo direnc)

Kinupristin / dalfoprist{E. faecali$

Kazanilmg direnc:Aminoglikozid direnci (ylksek dizeyde direnc)

B- laktamlar (PBP’ lerde dgsiklik)
Hucre duvarina etajanlar (tolerans)
Florokinolonlar
Linkozamidler (yukselizeyde direnc)
Makrolidler
Penisilin ve amprsi|p laktamaz)
Rifampisin
Tetrasiklin
Vankomisin
Kinupristin / dalfiogtin

Linezolid

2.6.1.Intrensek (dgzal) direnc

Bu direnc tipi tlrlerin timinde bulunan kromozomdirenctir. Enterokoklar
sefalosporinlere, penisilinlere, linkozamidlere, imnglikozidlere (dguk duzeyde)

intrensek direnclidir.

2.6.1.1.p - laktam direnci

Enterokoklardaki intrensek penisilin direrfti laktam antibiyotiklere dfilk bglanma
afinitesi gosteren penisilin peyan protein (PBP)5 enziminin vagina bagldir.
PBP5’in afinitesinde azalma sonucunda penisilingliklidizeyde intrensek direng

gosterir. OzellikleE. faeciumsuslarinda direncli sgiorani arty géstermektedir.
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E. faeciumpenisilin bglayan proteinlerinin penisiline afinitesi son yrtia belirgin
azalma gostermi ve E. faecium swlarinin %85-90"1 ampisiline direncgli duruma
gelmistir. E. faecalis suslarinda ise ampisilin direnci sadece %2-3 oranimdad
E.faecaliscogu streptokoka kiyasla penisilinlere 10-100 kat ayadl ikenE. faecium
ise E. faecalis ten en az 4-16 kat daha az duyarhdir (12)g@C&. faecalisizolati
penisilin ya da ampisilinin 1-8g/mL konsantrasyonlari ile inhibe olUE. faeciumda
ise ortalama 16-64g/mL buylimenin engellenmesi icin gereklidir. Buragmen bazi
izolatlar daha direnclidir (62). BIE. faeciunun PBP-5 lUretme yetegmin kaybi, bu
yuksek penisilin direncli sun, penisiline sri duyarli hale gelmesine sebep olur (63).
Ayrica, hemen hemen izole edilen tim enterokokfaflaktamlara, vankomisin ve
teikoplaninde dahil ger hiicre duvarina etkili ajanlara katolerandir. Kisa sureli
maruziyet hizla tolerans kazanilmasina neden okdakt Bu nedenle bu ajanlar
enterokoklara kar bakteriyostatik etkilidir. Uriner sistem enfeksijlari gibi bazi
enfeksiyonlarda tek kaa kullanilabilseler de, menenjit, endokardit gdakterisidal
aktivite gerektiren enfeksiyonlarda standart korabyon tedavisi kullanmak gereklidir.
Bu antibiyotiklerin aminoglikozidlerle kombinasyonsinerjistik bakterisidal etki

gostermektedir (28).

2.6.1.2. Aminoglikozid direnci

Enterokoklarda gorulen diikk diizeyde aminoglikozid direnci, bu griiaclarin bakteri
icerisine girginin  az olmasindan kaynaklanir. Aminoglikozidldvakteri htcre
duvarindan enerji @mli mekanizma ile gectiklerinden venterokoklarda sitokrom
enzimleri olmadiindan gecirgenlik azalmaktadir. Ancakninoglikozid grubu ilaglar,
hiicre duvari sentezini engelleyfdaktam’lar gibiantibiyotikler ile kombine edilirse
zedelenen hicre duvarindan daha kajegeceklerinden sinerjistik etki gacak ve
minumum inhibitér konsantrasyon (M) deserleri 6nemli élciid@isecektir (57).

2.6.1.3. Trimetoprim—Sulfametoksazol direnci

Cogu enterokok sgu in vitro sartlarda trimetoprim-sulfametoksazole duyarli @du

halde bu ajan in-vivosartlarda enterokoklara etkisizdir. Enterokoklarikz@en
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kaynakl folik asiti kullanarak bu antibiy@in etkisini azalttg tahmin edilmektedir (7,
31).

2.6.1.4. Linkozamid direnci

Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere kada digik diizeyde direng gosterirler
(64).

2.6.2. Kazanilmg direng

Enterokoklarin birgok antibiygie kagi kazanilmg direng¢ mekanizmalan da
bulunmaktadir (7)Genellikle bir DNA mutasyonu ya da yeni bir DNA sagntinin
transferine bgh olarak gelsir. Bu transferden en sik sorumlu mekanizma
konjugasyondur. Tetrasiklin direnci enterokoklarkianjugasyon yoluyla kazanilgi
direncin en tipik érngidir (59).

2.6.2.1. Kloramfenikol, Eritromisin ve Klindamisin direnci

Kloramfenikol direnci: Diren¢ genlerinin bir enterokoktanggirine transferi ilkolarak
1964 yilinda gosterilmgtir. Yapilan c¢sitli calismalarda enterokoklarin %20-42'sinin
kloramfenikole direncli oldgu ve direngten en sik sorumlu mekanizmanin
kloramfenikol asetil transferaz Gretimi olglubildirilmistir.

Eritromisin direnci: Enterokoklarda c¢ok sik gorulen gér bir direnc taradar ve
genellikle ermB geni ile iliskilidir. Bu gen, rRNA'nin metilasyonundan sorumludu
Metilasyon nedeniyle eritromisin ribozomlara gtenamaz. Ayni mekanizma,
klindamisine yuksek dizeyde direngten de sorumludarmB geni, Tn917
transpozonunun bir parcasi olarakitteplazmidler Gzerinde tanabilir (12).

Tetrasiklin direnci: Enterokoklarda tetrasiklin grubu antibiyotiklereaficten sorumlu
olan ¢ok sayida gen tanimlarstm. BunlardantetM geni Tn916 transpozonu Uzerinde
tasinir. Enterokoklardaki ger tetrasiklin diren¢ genlertietO ve tetN dir. Bu genler
muhtemelen tetrasiklinlerin ribozomlar tzerindekkigini inhibe eder.TetL geni ise

enterokokal bir plazmid Uzerindestair. Bu diren¢ geni mikroorganizma tetrasiklinle

23



karsilastiginda amplifiye olur.TetL geni tetrasiklinlerin hiicre glna pompalanmasini
s&layan aktif transport sistemini de kodlar (12).

2.6.2.2. Aminoglikozid direnci

Aminoglikozitlerin etkili olabilmeleri icin, bakter hiicresi icine yeterli miktarda
girebilmeleri gerekir. Bu antibiyotik iki yoldan keerisidal etki gosterir.

1. Bakterinin 30S ribozomal alt tnitesine, geri Giimsiz bglanarak protein sentezini
inhibe eder. Aminoglikozitlerin E@andigl ribozomlarda protein sentezi sirasinda
MRNA'nin translasyonu gercekl®mez ve durum bakteri 6liumune yol acar.

2. Genetik kodun yariokunmasina neden olur (65).

Enterokoklarda aminoglikozit direnci U¢ farkli mekama ile meydana gelir (21). Bu
mekanizmalar gggida siralannstir.

a.Permeabiliteye bgli direng: Aminoglikozitlere kagi, kromozomal mutasyon
sonucunda, membrandaki permeabilitenin azalmasiligan direng, yiuksek diizeyde
olmamakla birlikte, tim aminoglikozitlere kaicapraz direngeklindedir. Bu tip direng
beta-laktam antibiyotikler ile birlikte kullanilakéertaraf edilebilir (21).
b.Aminoglikozit modifiye edici enzimlere bgh direng: Aminoglikozitlerdeki en sik
gozlenen, yiksek dizeydeki {K>2000 pug/mL) edinsel direng, plazmid veya
transpozon kaynakli asetiltransferaz (AA@yeniltransferaz (ANT), fosfatransferaz
(APH) gibi modifiye edici enzimlerlantibiyotigin inaktive edilmesidirYutksek diizey
gentamisin direncine neden olan enzim, 6’asetifienaz—2" fosfo-transferaz enzim
kompleksi olup streptomisin hari¢ Klinik kullanimdalan tim aminoglikozidlere
(gentamisin, tobramisin, amikasin ve netilmisin)kgék dizeyli direncin ortaya
ctkmasinda etkilidirStreptomisine enzimatik yoldan kazanilan yiksekegiidirenc ise
6 adeniltranferaz (AAD-6) enzimi ile olmaktadir. Bunzm varlginda, sadece
streptomisine kar yiuksek duzeyde direng gghektedir. E. faecalis kokenlerinde
yuksek diizeyde aminoglikozit direnci yoksa pemsile aminoglikozitantibiyotikleri
arasinda sinerjizm goruluE. faeciumkokenlerinde ise yuksek dizeyminoglikozit
direnci bulunmasa da penisilin ile sadece gentamisi streptomisirsinerjistik etkili
olabilir. CUnkUE. faeciumkokenleri intrinsik olarak tobramisimetilmisin, kanamisin
ve sisomisini modifiye eden 6 asetiltransferaz (ASCenzimini olytururlar. AAC-6

enzimi aaq6) geni tarafindan kodlanir. Bu durumdaiksek dizey aminoglikozit
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direnci olmamakla beraber ([{1<2000 mg/L) hiicreduvarina etkili antibiyotikler ile
sayllan bu 4 aminoglikozit arasindaki sinégzulmaktadir (21).

c.Ribozomal direnc: Bir ribozomal proteinde okan tek bir aminoasit ggsikli gi, o
ribozomun antibiyotige kagi, distk afinite gostermesine neden olur. Bu direnc tipi
klinik olarak oldukca nadir gortlmekte vegdr aminoglikozidlere kar ¢capraz direng
olusmamaktadir (21).

2.6.2.3.p -laktam direnci

B-laktam direnci enterokok cinsi bakterilerin tipdeelligidir. Enterokoklar iki ayri
direnc mekanizmasi ile3-laktam antibiyotiklere diren¢ kazanir. Direncin jora
mekanizmasi, kromozomal olarak sdi afiniteli PBP5 miktarinin artmasi sonucu
penisilinin hicre igcine giginin azalmasidir. Penisilin direnci, enterokoklatsg#unan
PBP5 miktari ile dgru orantihdir ve sikliklaE. faeciumsuslarinda goralir. PBP5
sentez yetergnin kaybinin, penisiline oldukca direnclisgarin hiper duyarli olmasina
neden oldgu gosterilmgtir (64, 66).p-laktam grubu antibiyotiklere kardirencin dger
mekanizmasi is@-laktamaz uretimidir 8- laktamaz ureten enterokoklar nadir olarak
izole edilmektedir.p-laktamaz Ureten ilk su1981 yilinda Murray ve arkaglari
tarafindan ABD’de tanimlangtir. B- laktamazlarin ¢gu yuksek diizeyde gentamisin
direnc genini de tayan bir plazmid Uzerinde kodlangtr. Enterokoklardakif-
laktamazlar penisilin, ampisilin, piperasilin vezeli Greidopenisilinleri hidrolize eder;
penisilinaza direncli penisilinleri, sefalosporinle ve imipenemi etkilemez.
Stafilokoklardan farkh olarak, enterokoklardi&laktamaz Uretimi konstitif, gk
seviyede ve inokulim Bamhdir (64-67).

Tolerans: Hemen hemen tim izole edilen enterokoklar, betiialara, vankomisin ve
teikoplanin de dahil ger hiicre duvarina etkili ajanlara katolerandirlar. Kisa strel
maruziyet, hizla tolerans kazanilmasina neden dbwak Bu nedenle bu ajanlar
enterokoklara kar bakteriyostatik etkilidir. Uriner sistem enfeksiylari gibi bazi
enfeksiyonlarda tek Rena kullanilabilseler de menenijit, endokardit giiaikterisidal
aktivite gerektiren vakalarda standart kombinasyedavisi kullanmak gereklidir.
Aminoglikozidlerle kombinasyonu, sinerjistik bakisadal etki gostermektedir (28).

25



2.7. Glikopeptid antibiyotikler

Bu grupta vankomisin, teikoplanin, daptomisin, rataain, ristosetin ve aktinoidin

bulunur.

2.7.1. Vankomisin

Yaklasik 1500 dalton molekil @rhiginda trisiklik polipeptiddir. Cozinuargil pH 3-5
arasinda en iyidir. Sodyum bikarbonat, heparin, igamer, sulfonamidler,
kloromfenikol, kortikosteroidler, aminofilin, vitam preparatlari, varfarin,
barbituratlarla kastirllip uygulanmamalidir. CUnkl c¢6zinmez kikéer olusturur.
Bakterisidal bir antibiyotik olan vankomisin baktenlicre duvari sentezi ikinci
asamasinda peptidoglikan polimerlerini giurarak 6nctl maddelerden Dalanil-D-
alanin iceren peptitlerle kompleks glurur ve transglikozilasyon reaksiyonunu inhibe
ederek peptidoglikan sentezine katilmasini engelfgrica sitoplazmik membran
gecirgenlgini degistirerek protoplast hasarina yol acabilmekte ve R$¢Atezini secici
olarak onleyebilmektedir. Postantibiyotik etkiyédngair (68).

Gram pozitif kok ve basillerin buyik ganlugu vankomisine duyarlidir. He®. aureus
ve hem deS. epidermidismetisiline direncli sglar da dahil olmak Uzere vankomisinin
1-5 mg/L gibi dguk konsantrasyonlarda inhibe olurlar. Yakin zamaNa@akomisin
intermediateS. aureuqVISA) swlari Japonya’dan sonra Amerika ve Avrupa’'da da
klinik izolatlar arasinda tanimlangtr (69). Vankomisin icin NK 8-16 mg/L’dIr.
Heterojen karakter gosterenskula meydana gelen enfeksiyonlarda glikopeptidlerl
tedavi baarisizlgi olusabilir (70).

Vankomisin serumda wdabilen konsantrasyonlarda streptokoklar icin kakidal etki
gosterirken enterokoklar icin bakteryostatiktir.t&nokok sglarinin % 90’ini1 Gremesi 6
mg/L ve altindaki vankomisin konsantrasyonlarindaibe olur. Vankomisin direncli
E.faeciumizolatlarinda direncin plazmide #ia oldugu ve bunun dier Gram pozitif
bakteriler aktarilabildii gosterilmitir (71).

Sistemik enfeksiyonlar i¢in kullanimi intravendzguyama ile sinirlidir. Normal renal
fonksiyonlu bir egkinde 12 saat ara ile 1 gr (15 mg/kg) veya 6 semtlea 500 mg (6.5-
8 mg/kg) dozda kullanilir. Alti saat aralarla tek@aan 500 mg’lik dozlardan sonra

serum diizeyi ortalama 8 mg/L’dir. Atilimi esas akabobreklere oluridrarda 100-300
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mg/L konsantrasyona ulaaktadir. Serum vankomisin klerensi ile kreatinier&nsi
arasinda lineer bir gki vardir ve birbirlerine orani %70'dir. G6z dokulaa ve normal
kisilerdeki meninkslere gegiiyi degildir. Ancak inflamasyon durumunda ise serum
dizeyinin %1-37’'si oraninda beyin omurilik sivissn(BOS) saptanabilir ve terapotik
dizeylere ulgabilir. Asit, perikard ve eklem sivisinda serum ekimin %75’ine;
plevrada ise %50’sine ua. Apseye penetrasyonu iyi, kegei penetrasyonu orta
dizeydedir (43). Oral alinginda absorbe olmaz. Sekiz saat ara ile 500 mg oral
verildiginde barsak Iimeninde 1000-9000 mg/L; 6 saat aradrildiginde ise 100-800
mg/L konsantrasyona ula Bobrek yetmezfiinde doz ayari gerekir. Nedeni
bilinmemekle birlikte karagerde yikilmamasina gamen karagier yetmeziginde de
doz ayari gerekmektedir. Yanikli hastalarda, gelleleve obez hastalarda ise
vankomisin serum yarilanma 6mri kisglddan daha yiksek dozlar gerekir (68).
Vankomisin ile tedavi endikasyonlari ise;

1. Paranteral vankomisin kullanimi ciddi metisilezistan S. aureus (MRSA)
enfeksiyonlarinda veyg-laktam allerjisi geken stafilokok enfeksiyonlarinda ilk
secilecek tedavidir. Tedaviye cevabin yeterli olfgadeya etkenin toleran bir su
oldugu in vitro saptandili durumlarda bir aminoglikozideya rifampisin ile veya her
ikisi ile birlikte tedaviye devam edilebilir.

2. ToksijenikC. difficile suslarinin neden oldgu psédomembran®z enterokolitte 6 saat
ara ile 125 mg oral vankomisin 5-10 gun veglidde tedavi sglanir. Bakteri sporlara
etkisiz oldgu icin tatyiciligl 6nlemez (72).

3. Caqul antibiyotik direncli difteroidlerle olgan enfeksiyonlarda vankomisin ilk
secilecek ilactir.

4. Penisiline allerjik hastalarda gan viridans streptokok v8. bovisendokarditinde
vankomisin givenle kullanilabilir. Ancak enterokekfeksiyonlarinda bakteriyostatik
oldugundan bir aminoglikozid ile kombiredilerek kullaniimahdir (73).

Vankomisinin en sik gorulen yan etkisi intravaskierildiginde gorulen kirmizi adam
sendromudur.infiizyon hizina bzl olarak geljen ba, yuz, ense ve g&iun (st
kisminda eritematdz faile birlikte nadiren tehlikeli olabilen hipotansigdur (74).
Inflizyon éncesi verilen antihistaminiklerle onlenetgiktedir. intravendz olarak hizli
verilirse kardiyak arrest gegbilir. Simik flebit (%5-13), cilt dokintuleri, I6kopeni (2.
haftadan sonra) gorilebilir. Vankomisinin gdi 6nemli yan etkileri ototoksisite

(baglangic belirtisi tinnitus) ve nefrotoksisitedir (75
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2.7.2. Teikoplanin

1970’li yillarin sonlarindactinoplanes teichomyceticua fermentasyon urtinlerinden
elde edilmg, 1984 yilinda Avrupa'da ilk kullanima girstir. iki bin dalton molekiil
agirhgindadir. Dger glikopeptitlerden ayiran en 6nemli 6z&llyapisindaki yg asidi
nedeni ile vankomisinden daha lipofiliktir (76). &&likle stafilokoklara vankomisin
kadar, streptokok ve klostridiuma en az 4-8 katadatkilidir. Enterokok sglari icin
vankomisinden daha aktif olmakla birlikte buslswa teikoplanin de bakteriyostatik
etkilidir. Aminoglikozid ve rifampisin ile sinerjikolabilir (77). Fizyolojik pH'da
cozunebilirligi nedeni ile intramuskuler uygulanabilir. Lipofilikapisi nedeni ile doku
ve hicrelere penetrasyonu cok iyidir. Ancak kemdikwsu, periton sivisi ve BOS'ta
ulastigl diizeyle ilgili henliz fazla bilgi yoktur. Muhtenesl yiksek proteine Bnma
oranlari ve doku penetrasyonu 0Ozellikleri elimir@syari 6mrinin ¢ok uzun olmasina
yol acmaktadir (33-48 saat). Sabit kan dizeyirilasaak icin 5 tedavi gununin
gecmesi gerekir. Béa MRSA ve metisilin direncls. epidermidigMRSE) olmak lzere
direncli Gram pozitif bakterilerin etken olgu sepsis, endokardit, pnémoni, yusak
doku enfeksiyonu ve osteomiyelit gibgia enfeksiyonlarda kullanilir. Ozelliklega
enfeksiyonlarda 12ér saat ara ile 3 kez 6- 7 mg/kg dozdan sonra dynun 24 saat
ara ile surdurulmesi 6nerilmektedir. Bakteriyemi eredokarditte 2x2 gr/gun yikleme

dozu sonrasi 2 gr/gin idame dozu uygulanir (78).

2.8. Glikopeptid Direnci

Enterokoklarda vankomisin ve teikoplanin en cok la&ulan glikopeptitlerdir.
Enterokoklarda, normalartlar altinda, peptidoglikan sentezinde, iki maileR-Alanin
bir ligaz enzimi ile bglanir ve “D-Ala-D-Ala” yi1 olusturur. Daha sonra UDP-N-asetil
muramil tripeptide eklenerek UDP-N-asetil muramé@npapeptit meydana getirir. Bu
peptid olymaya balayan peptidoglikana kganir, kros bglarin olsumunu sglar ve
peptidoglikan tabakanin gictne katkida bulunur. Réamsin pentapeptit prektrsor
unitinin D-Ala-D-Ala kismina yiksek affinite ile BeEnir ve peptidoglikan zincire
baglanmasini bloke ederek kros gerin olisumunu onler. Ancak peptidoglikan yan

zincirine D-Ala-D-Ala yerine ligaz enzimi ile D-Al®-Laktat veya D-Ala-D-Serinin
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sentezlenerek Iganmasi sonucunda, vankomisinin burayglé@ma yeteng azalir,
hiicre duvari sentezi devam eder ve sonu¢ olarakowaisine kagi direng gekir.
Direncin siniflandiriimasi énceleri, fenotipik cdé; MiK degerlerine gére yapilnstir.
Gunumuzde ise siniflandirma spesifik ligaz genierivarligina gore yapilmaktadir.
VanA VanB VanD ve VanGtipi direngte D-Ala-D-LaktatyanCve VanEtipi direncte
ise, D-Ala-D-Serin sentezlenmektedir (64, 67, 79).

Vankomisin direncli enterokoklardaki fenotipik digen sikvanAve VanBtipindedir.
VanA tipi yiksek duzey direnc disk difuzyon, E test \womatize buyyon
mikrodilisyon yontemleriyle kolaylikla belirlenidncak VanB fenotipi diguk duzey
vankomisin direnci bu yontemlerle bakgchda duyarl olarak rapor edilebilir. Bu
durumun 6nlenmesi icin Ag/mL vankomisin iceren beyin-kalp inflizyon agarataa
testi ile vankomisin direncine bakilmalidir (80).

Enterokoklarda glikopeptid antibiyotiklere direntk kez 1988 yilinda bildirilmg ve
daha sonra tiim dinyada gorilmeysldramstir (81). Ulkemizde ilk VRE olgusu 1998
yilinda Antalya’dan bildirilirken, sonraki yillardgssitli hastanelerden bildirim artrgtir
(82, 83).
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Tablo 5. Enterokoklarda direng fenotiplerinin Oiedri

VanA VanB VanC VanD Vank VanG
Peptido- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala-
glikan D-Laktat D-Laktat D-Serin D-Laktat | D-Serin | D-Laktat
Prekursor
vanC1l
Ligaz geni VanA vanB vanC2 vanD vank vanG
vanC3

Direnc
geninin Kazanilmsg Kazanilmsg Yapisal Kazanil | Kazanil | Kazanil
kaynas mis mis mis
Vankomisin
MIK 64->1000 4->1000 2-32 64-256 16 16
(ng/mL)
Teikoplanin
MIK 16-512 0.5->32 0.5-1 4-32 0.5 0.5
(ng/mL)

E. faecium
Direng E. faecalis E. faecalis
geninin E.casseliflavus| E.casseliflavug E. gallinarum
bulund@gu | E. gallinarum | E. gallinarum | E.casseliflavus E. E. E.
turler E. durans E. faecium E. flavescens | faecium | faecalis | faecalis

E. mundtii

E. avium
Transfer
Edilebilirlik Evet Evet Hayir Hayir Hayir Hayir

2.8.1.Van A tipi direng

Tam glikopeptid direnc tipleri arasinda en ayrinalarak incelenmsi olanidir. VanA
izolatlari hem vankomisine (M>64 pg/ml) hemde teikoplanine (M>16 pg/ml)
yuksek diuzeyde direnclidir. Bu direncten esas &lafa1546 transpozonu ve bu
transpozonla ikkili elemanlar Gzerinde $anan VanA gen kimesi sorumluduianA
gen kimesinin hem transfer edilebilen hemde transfdilemeyen plazmidler ve
bakteriyel kromozomlar Uzerinde bulunabgidbildirilmi stir. VanAgeni esas olarak.
faeciumda tanimlanmgtir. Ancak bata E. faecalis olmak uzere,E. durans E.
gallinarum E. avium E. mundtij E. casseliflavusk. raffinosusve enterokok @i bazi
turlerde bulundgu gosterilmgtir (64-66).

Tn 1546 transpozonu 9 ayri gen icermektedir. Buagden ikisi transpozaz ve rezolvaz
aktivitesi gosterir. Bu iki gen Tn1546’nin transgyonundan, transpozon uzerindeki
diger genler YanR Van§ VanH, VanA VanX Vany, Van2) ise glikopeptid direncinden
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sorumludur. Bu genlerE. faecium da plazmid UzerindedirVanR ve VanS iki
komponentli bir regilatér sistem @turur. VansS glikopeptidlerin ortamdaki vag
veya etkileri ile ilgkili sinyali saptayarak sinyali iletir. Buna $la olarak VanR kendi
promoter bolgesini veVanH VanA VanX promoter bolgesini aktive eder. Bu
aktivasyon sonucund®&anH, VanA ve VanX genlerinin transkripsiyonu gercekie
VanH bir dehidrogenazdir ve privati D-laktata redukiereVanA ligaz D-laktati D-
ala-D-lac sentezi icin kullanir. Ancak vankomisidayarl olan normal D-ala-D-ala
prekirsori, ortamda bulungiu siirece D-ala- D-lak sentezi yiksek dizeyde vaigiom
direnci olgturmak igin yeterli dgildir. VanX bir D, D-dipeptidazdir ve ortamda
bulunan D-ala-D-ala’nin  hidrolizinden sorumludurVanY ise bir D, D-
karboksipeptidazdir ve goOrevi pentapeptid prekilesir D-ala terminalini
uzaklgtirmaktir. Vankomisin ve teikoplaninin geride kaltetrapeptid prekirsor icin
afinitesi diguktur. Butun bu basamaklar sayesinde hicre duvarglikopeptid
antibiyotikler varlginda bile devam etmesi@anir. VanZnin vankomisin direncindeki
roli tam olarak bilinmemekte, teikoplanin diren@ndoli oldgu disuntlmektedir.
Ancak mekanizma henlz tam olarak ardamamstir. VanzZ VanA fenotipinin
ekspresyonu i¢in mutlak gerekli gliglir (64, 84).

Indiklenebilir VanA direncinde yalnizca vankomisiarhzinda oligan PBP’lerin art
sonucunda beta-laktam antibiyotiklere sahipersensitivite meydana gelir. Bu da
vankomisin direncli enterokoklarin tedavisinde vamksin-beta-laktam

kombinasyonunun Barisini agiklamaktadir (85).

2.8.2.Van B tipi direng

EnterokoklardavanB tipi glikopeptid direnciVanA ligaza yapisal benzerlik gosteren
VanB ligaz ile olwur. VanB proteini yine D-ala-D-ala-lac pentapeptidinin @lmuna
neden olur. Kromozomal vyesgienlidir. Ancak Tnl1l547, Tn5382 transpozonu ve
plazmidler Uzerinde de gmarak transfer edilebildi de bildirilmistir. Van Btipi direng
tasiyan enterokok izolatlari vankomisinegikken diizeyde direng gosterirken ifk44-
>1000 pg/ml) teikoplanine duyarhdirVanB tipi direng esas olarak. faecalisve
E.faeciumda tanimlannstir. Buna ek olarak nadirel. casseliflavuse E. gallinarum
ve enterokok @1 bazi tirlerin devanB gen kimesi tadigi bildirilmistir. VanB gen

kiimesinde bulunan 6 gevianA kiimesindeki genlerle homoloji gosterWanA gen
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kiimesinden farkh olarak/anB gen kiumesind&/anZnin karsiligi yoktur. VanB gen
kimesinde gorevi tam olarak aglamayanVanW geni mevcuttur.VanRB-VanSB
sistemi vankomisin tarafindan indiklenir ancak égilanin tarafindan indiklenmez. Bu
nedenleVanB tipi diren¢ taiyan sglar teikoplanine duyarhdirVanB izolatlarinin
vankomisin tarafindan induklenmesi sonucunda td#&wupe de direng geligi
bildirilmistir. Ayrica bu sglarda glikopeptid tedavisi altinda teikoplanin dice

gelistigi de gosterilmgtir (84).

2.8.3.Van C tipi direng

VanC diren¢ fenotipinin 6zelfii vankomisine diiik dizeyde direncli teikoplanine ise
duyarli olmasidirVancC tipi direng, E. gallinarum E .casseliflavusve E. flavescens
sularinda gorilen intrensek bir direng turidar. Bylawa hemen her zamaranC
geni bulunmasina gmen vankomisin icin NK degeri genellikle 8-16 pg/mL
arasindadir (orta duyarl). Bu diren¢ fenotipinfianC-1, VanC-2ve VanC-3 olmak
Uzere Ug alt tipi bulunmaktadir ve genlerin tiressfik olduzu distiniimektedirVanC-

1 E. gallinarumda, VanC-2 E .casseliflavuga, VanC-3iseE. flavascene daha siktir.
E. casseliflavusle E. flavescensan yuksek olasilikla ayni turid temsil eitikabul
edilmektedir veVanC-2ile VanC-3 in %98 oraninda benzer offlu gosterilmgtir.
VanC-1, VanC-2 VanC-3ile %73, VanAveyaVanB ile %37-39 oraninda benzerlik
gosterir. Kromozom Uzerinde lokalize olafanC operonu bg genden olgmaktadir.
VanH ve VanHBnin homolasu olan VanT hicre zarina ki bir serin rasemaz
enziminin kodlanmasindan ve D-Ser sentezinden dodum VanC gen kimesinde
VanXYC dipeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerini kodanRC ve VanSCnin
aminoasit dizilerivanRve VanSye sirasiyla % 50 ve % 42 oraninda benzerlik giste
Fonksiyonlari ise aynidivanC gen kimesi D-ala—D-ser ile sonlanan peptidoglikan
prekursorlerinin - sentezinden sorumludur. Buna elarad E. casseliflavus ve
E.gallinarumida Dala- D-ala sentezleyen bir sistemde bulunnthkt®anCfenotipinde
vankomisine d§ilk diizeyde ve dgsken diren¢ gortlmesinin nedeni her iki sistemin
birlikte bulunmasidir. Daha fazla miktarda D-alaala-tGreten sgar vankomisine daha
duyarhdir (84, 86).
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2.8.4.Van D tipi direng

Ik kez 1991 yihinda New York hastanesinde Bir faeciumizolatindaVanD olarak
tanimlanan yeni bir vankomisin diren¢ geni tanimiatir. Bu sylar 64-256 ug/ml
vankomisin ve 4-32ig/ml teikoplanin ile inhibe edilngiir. Bu genin;Van Ave Van B
ligaz genlerine % 67 oraninda benzerlik gosfgrdkromozomda yerlestigi ve
konjugasyonla gier enterokoklara transfer edilemgidianlasiimistir. Ancak VanD
suslarinda D,D dipeptidaz aktivitesi belirlenmgimive karboksipeptidaz aktivitesi ise
disUk duzeydedir. D,D-dipeptidaz aktivitdsulunmamasina gamenVanD gen kiimesi
VanXD, VanRD, VanSD, VanHi&nlerini icermektedir (57).

2.8.5.Van E tipi direng

VanEvankomisin direnc geni, vankomisineséi seviyede direncli (NK 16 mg/ml) ve
teikoplanine duyarli (NK 0.5mg/ml) E. faecalisBM4405 sgunda tanimlanngtir. Bu
yeni direnc¢ fenotipi intrinsik/anCtipi dirence benzer. Aminoasit diziganCye % 55,
VanAya % 45,VanBye % 43 veVanDye % 44 oraninda benzemektedir. And&nE
tipi direncin genetik belirleyicisi farklidir ve i@rensek bir bir direnc tipi gédir. VanE

geni kromozomda yereistir ve transfer edilemez (87).

2.8.6.Van G tipi direng

Bu direnc tipiE. faecalisWCH9 syunda tanimlanngtir. Bu sy vankomisine dgiik
dizeyde (MK=16pg/mL) direncli, teikoplanine duyarhdir (M=0.5 pg/mL). Bu
direnc tipi transfer edilemezVanG gen kimesinin Grini ger Van genlerinin

drtnlerine %50°’den daha az aminoasit dizilim belngiegdstermektedir (79).

2.8.7. Vankomisine bg&mli enterokoklar (VDE)

Vankomisin tedavisi altindaki hastalardan alinampr kultirlerde ¢gunlukla VanB
tipi dirence sahip enterokoklarin trgdirapor edilmgtir. Bu izolatlar subkultirleri
yapildginda treyememekte ancak vankomisin diski ¢cevresiega vankomisin iceren

besiyerlerinde Ureyebilmektedirler. Vankomisirgimali E. faecalisve E. faeciumkan,
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idrar ve dskidan izole edilmitir. izole edilen hastalarda vankomisin veya geni
spektrumlu bir antibiyotik tedavisi ve daha onceléz edilmg bir VRE hikayesi
mevcuttur. Bu VRE ile VDE “pulsed field gel” elekforezi ile benzer DNA paterni
gostermglerdir. VanA ve VanB tarafindan sentezlenen D-ala-D-lac vankomisin
induksiyonu sonucunda uretilmektedir.ger bir deysle vankomisin eksikfiinde hicre
yasami i¢in ve hicre duvari sentezi icin gerekli okeomponentleri Uretememektedir
(64).

Vankomisin b&mli enterokoklar ilk kez 1993’de VRE ile koloniz¢an, vankomisin
ile tedavi edilen bir hastanin idrar opneden izole edilmitir (88). Sonralari VD
E.faecalisve E. faeciumgssitli viicut bolgelerinden izole edilrgtir. Bu vakalarin ortak

0zelligi vankomisin veya gegispektrumlu bir antibiyotik kullanma oykusudur (&3).

2.9. Enterokok Enfeksiyonlarinda Korunma ve Kontrol Onlemleri

Enterokok enfeksiyonlarinin ga endojen kokenli olup, barsaklardan translokasyonl
kolonize hasta ve kontamine c¢ikartilari ile direkhasla, personelin kontamine elleriyle
kontamine ylzeylerle temasla veya kontamine tidbtlex yoluyla indirek olarak
hastane enfeksiyongeklinde bulain da mimkin oldgu gosterilmgtir. Hastane
enfeksiyonlarinda enterokok enfeksiyonlarinin, liidel de tedaviye cevap vermeyen
VRE/GRE gibi coklu ilag direnci gosteren starla olusan enfeksiyonlarin, 1980’li
yillardan sonra agfitrendine girmesi ile Center for Disease Controdl &revention
(CDC) ye ball “Hospital Infection Control Practices Advisoryo@mitte” (HICPAC)
hastanelerde VRE yayilimini kontrol altina alabikmamaci ile alinmasi gereken
tedbirleri iceren bir rehber yayinlagtir (90, 91).

Bu rehberde 6nerilen tedbirler;

a.Hastane personelinin gitimi: Doktor, hemire, hasta bakimindan sorumlu personel,
laboratuar cajanlari, eczacilar vegdenciler gibi butiin hastane galnlarina VRE'nin
onemi, epidemiyolojisi ve kontrolinin dagigm verilmelidir. VRE kontrol yontemleri
ve VRE yayilimini dnleyici ilkeler konusunda diuzeslbrak yilda en az bir kezsgim
yapilmali ve VRE sikfiinda artg oldusunda bilgi yenileme @timi seklinde
tekrarlanmalidir (90, 92).
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b.Kisith vankomisin kullanimi: Direncli mikroorganizmalarin kontroliinde antibiyoti
kullaniminin  kisitlanmasi son derece O6nemlidir. thHiaslerde uygun olmayan
endikasyonlarda vankomisin kullanimi VRE kolonizasy ve enfeksiyonu icin énemli
bir risk faktortudur. Ayrica Gcunci kak sefalosporinler ve anti-anaerobik etkinblan
antibiyotiklerin kullanimi da riski artirmaktadiBu sebeple ozellikle VRE kontroliinde
antibiyotik kullanimi  konusunda g#gim calismalarina onem verilmeli, HICPAC
Onerileri dikkate alinmalidir (90-92).

Vankomisin kullaniimasi 6énerilen durumlar (91).

-Beta-laktamlara direngli bakterilerin neden gidiwenfeksiyonlar,

-Gram pozitif bakteri enfeksiyonu olan ve penisdierjisi bulunan kiler,

-Hayati tehdit eden, metronidazol tedavisine cevapmeyen antibiyotikle ikili
enterokolitler,

-Yiksek endokardit riski tayan hastalarin profilaksisi,

-MRSA veya metisiline diren¢li MRSE orani yiuksekawol hastanelerde uygulanan
blyuk cerrahi gigimlerden dnce profilaktik uygulanabilir. (profilaksnaksimum iki
doz uygulanmalidir).

Vankomisin kullaniimasinin énerilmeglidurumlar (91).

-Rutin cerrahi profilaksi,

-MRSA orani yuksek olmayan hastanelerde, febrilropg#nik hastalardaki ampirik
tedavi,

-Ayni anda alinmy ¢ift kan kultarandn birinde koagulaz-negatif siaok tremesi,
-Ampirik olarak balanan vankomisin tedavisine Kkiltirde beta-laktanrerdili
mikroorganizma izole edilmemblmasina rgmen devam edilmesi,

-Kateter enfeksiyonlarina karprofilaksi,

-Gastrointestinal sistemin selektif dekontaminasyon

-MRSA kolonizasyonunun eradikasyonu,

-Antibiyotik kullanimina bgli kolitlerin baslangi¢ tedavisi,

-Dustk dgzum girlikh yenidoganlarin rutin profilaksisi,

-Sirekli ayaktan periton diyalizi kullanan hastatanutin profilaksisi,

-Bbobrek yetmezfii olan hastalarda beta-laktam antibiyotiklere duyanfeksiyonlarin
tedavisi,

-Vankomisin iceren soltisyonlarin irrigasyon amayd da topikal olarak uygulanmasi
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c.Mikrobiyoloji laboratuarinin etkin kullanimi:  Mikrobiyoloji laboratuari tim
hastane enfeksiyonlarinda ofaugibi VRE strveyansinda ve yayiliminin énlenmesind
oldukca onemli bir basamaktir. VRE ile kolonize aagifekte hastalarin en kisa sirede
ve dagru olarak tespit edilmesi, duyarliik sonuclarinimelirlenmesi, kontrol
onlemlerinin erken dénemde uygulanabilmesini vellyayn sinirlandiriimasini gar.
Bir hastanede VRE bir kez izole ediithde mutlaka vankomisin duyarfh yoninden
tekrar test edilmesi ve enfeksiyon kontrol komitesive hastanin izlengi servise
bildiriimesi gerekir. Boylece sonuc¢ belli olana kadhastanin izole edilmesi
sglanmalidir. Rutin tarama kulturleri ile kolonizasym tespiti ve izole edilen VRE
suslar arasindaki klonal gkinin molekuler tipleme yotemleri ile ortaya konwds da
enfeksiyon kontrol dnlemleri agisindan 6nesirteaktadir (90-92).

d.Sirveyans kiltirleri: intestinal kolonizasyonunun belirlenmesi amaciyleveyans
kaltarlerinin alinmasi VRE kontrol programinin eneinli basamaklarindan birisidir.
Prevalans taramalari yeni bir VRE pozitif hastegitesdildiginde sadece ayni odada
izlenmekte olan hastalarin taramasi ile sinirlbikd&esi gibi, ayni servisteki butin
hastalarin veya \mun bakim, transplantasyon, hematoloji onkoloji @siit gibi
birimlerde izlenen yiksek risk grubundaki hastalat@aranmasseklinde daha gegi
kapsamli olabilir. Kolonizasyon tespitindegdr bir yaklgim ise C. difficile toksini
arastirlimak tzere gonderilen gaitalarin VRE yonindaranmasidir. Ayrica VRE'nin
yaygin oldgu hastanelerden veya bakimevlerinden transfer redibastalardan
perirektal kdltir alinmasi da gbr bir uygulamadir (90, 91, 93). Maryland
Universitesinde ygun bakim (nitelerinde aktif siirveyans uygulanmasiMRE
geckini %39 oraninda azalgin gosterilmitir.

e.Gastrointestinal kolonizasyonun eradikasyonu:Vankomisin direncli enterokok
eradikasyonunda amag, kolonizasyonu olanlarda siyi@k gelsme riskini azaltmak,
hastanedeki VRE rezervuarini sinirlamak ve enfekskontroliine yonelik harcamalari
azaltmaktir. Ancak Kkalici eradikasyon gkeyacak antimikrobiyal tedavi heniz
bilinmemektedir (90). VRE kolonizasyonunun eradij@sunda, Lactobacillus
rhamnosusceren ygurt kullaniims ve baarili bulunmytur (94).

Vankomisin direncli enterokoklar ile kolonize hdatda spontan dekolonizasyon nadir
olarak olgmaktadir. Mayo Klinikte yapilan bir camada; karager ve bobrek

transplantasyonu yapilgmmhastalarda spontan dekolonizasyon orani %34 bulgiom
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Oral basitrasin, ramoplanin ve novobiyosin gibii@mirobiyallerin kullanimi VRE
eradikasyonunda kisitli a1 gostermtir (64, 95).

f.Korunma ve Kontrol: Hastane icerisinde hastalar arasinda enterokoKliyayda,
temasin engellenmesi yani izolasyon en 6nemli koaurydontemidir. Temasi ortadan
kaldirmak veya en aza indirmek igin;ghe personeli arasinda el antisepsisi, eldiven ve
koruyucu oOnluk kullanimi gibi uygulamalar yaygigtialmali ve 6zendirici tedbirler
alinmahdir. Yapilan caimalarda hastane personelinin ellerinin hastalasi dvalgta
onemli bir vektdr oldgu gosterilmgtir. Bariyer énlemlerinin 6nemine vurgu yapan bir
calisimada oOnlik kullanimimnin 400.000 dolardan fazla ikyilitasarruf sgladig
bildirilmi stir (95).

VRE sirveyansininsagidaki sekilde yapilmasi 6nerilmektedir:

1.S1ki temas izolasyonu;

-VRE ile infekte veya kolonize hastalar teksikk odalara veya VRE pozitif ger
hastalarla ayni odaya yegtgilmeli,

-VRE pozitif hasta odasina girerken eldiven ve #&nfjiyilmeli; hasta odasindan
ayrilmadan once eldiven ve 6nluk cikarilip elletiseptik ajanlarla yikanmali ve eller
yikandiktan sonra hasta odasindaki yiizeylerle texdésmiemeli,

-VRE pozitif hastalarda kullanilan tibbi aletleger hastalar igin kullaniimamali, ortak
kullanilacaksa dezenfekte edilmeli ve odalar aegg transferinden kacginiimali,

2.Aktif sUrveyans kalturleri alinmalidir. VRE potithasta ile ayni odada izlenen
hastalardan gaita veya rektal sdruntd kualtarlennaabk kolonizasyon yoninden
arsstirlmall ve VRE kolonizasyonu uzun sure devam d@deb icin, en az bir hafta
arayla alinmy U¢ veya daha fazla negatif kiltir sonucu eldecedilkadar agiirmaya
devam edilmelidir.

3.VRE vyayillim sekillerini ve rezervuari belirlemek amaciyla uygunolekiler
yontemler kullanilarak klonal gki yoninden dgerlendirilmelidir.

4.Sa&lk personelinde VRE tayiciligi ve buna bgh VRE yayilimi bildiriimis olmakla
beraber sglik personelindeki tayicilik VRE i¢in tanimlanmy dnemli bula yollarindan
biri degildir. Ancak VRE yayilimi kontrol altina alinamiyga, s&lik personeli kronik
cilt ve tirnak problemleri yonunden incelenmelijdgniyolojik olarak VRE yayilimi
ile iliskili oldugu belirlenen VRE tgyicisi personelin VRE negatif hastalara bakim

hizmeti vermesinden kaginiimalidir (90-93, 96).
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2.10. VRE Risk Faktorleri

VRE enfeksiyonu ve kolonizasyonu hastane enfeksiyansindan énemli bir sorundur.
VRE kolonizasyonu 6zellikle bazi hasta gruplarintdastanelerin bazi Unitelerinde,
uzun sureli hastanede ydérda ve bazi antibiyotiklerin kullanilgh hastalarda daha
yuksektir. VRE kolonizasyonunda ki risk faktorlariarastirmak igin bircok cakma
yapiims ve en 6énemli risk faktorlerinden birinin bazi graptibiyotiklerin kullanimi
oldugu bulunmutur. Patel'in yap#i bir calsmada seftriakson ve tikarsilin klavulonik
asit kullanimi VRE kolonizasyonu igin risk faktoriken piperasilin-tazobaktam
kullanimi ile VRE bglantisi kurulamamstir (97). VRE ile kolonize kanserli hastalarda
yapilan bir caymada ise vankomisin kullanimi, gastrointestinalsgir, akut bobrek
yetmezIgi ve diabetes mellitusun vagli (16); Padiglione ve ark. Gic merkezde 15 ay
sureyle yapfil bir calsmada ise, tikarsilin-klavulonik asit ve karbapenkumianimi ile
VRE kolonizasyonu arasindashi oldugu tespit edilirken, glikopeptid, sefalosporin,
metronidazol kullanimlari arasinda bir ski kurulamamgtir (12). Yagzun bakim
Unitesinde yapilan iki ¢agimanin birinde 2.-3. lgak sefalosporin kullanimi risk faktoru
olarak tespit edilirken, vankomisin kullanimi ilegbanti kurulamanstir (98). Diger bir
calismada ise immunsupresyon, notropeni ve vankomisliamuni, geng spektrumliu
antibiyotiklerin  kullanimi, enteral beslenme, sufa kullanimi ile balanti
kurulamamgtir (31). Bunun aksine @er bir calgmada vankomisinin kontrolli
kullaniimasinin VRE kolonizasyonunu azgttgosterilmgtir (99). Bir diger calsmada
3. kwak sefalosporin ve metronidazol kullaniminin en mheisk faktort oldgu,
kinolonlarin ise kullanim sdresi ile orantili olkresk faktori oldgu tespit edilmgtir
(13).

Akut renal yetmezlik ve hemodiyalizin VRE kolonizasiu acisindan risk faktori iken
son dénem bobrek yetmeidilile kolonizasyon arasinda birgki kurulamamgtir (100).
ABD'de buguin icin en 6nemli VRE rezervuarl hastangetan hastalardaki IS
kolonizasyonudur. VRE ile kolonize hastalarin herhepsi asemptomatik oldu icin
yuksek risk grubuna giren hastalardan siUrveyanstéi alinmadg surece, bu
rezervuarin buyukkgiinin saptanmasi mumkungddir. VRE enfeksiyonlari genellikle
gastrointestinal kolonizasyonu takiben getiendojenenfeksiyonlardir. Ancak gaita ve
perirektal kultirlerin negatif oldiu bazi hastalarda farkl klinik 6rneklerden VREl&o

edilebilmesi de mimkinddr. Bu, VRE'nin ekzojen wolh da alinabileggnin bir
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gostergesidir (101). VRE o6nemli bir nozokomiyal ggahdir ve hastane ortaminda
Ozellikle yagsun bakim Unitelerinde kolaylikla yayilabilir.  Genispektrumlu
antibiyotiklerin kullanimina bz olarak selektif baski nedeniyle ganlarin ellerinde
ve ortamda yasayabilir. Bu yuzden VRE rektal katasiyonunun prevalansi ve risk
faktdrlerinin saptanmasi 6nemlidir. VRE kolonizasyaou etkileyen cgtli faktorler;
hastanede yatistresinin uzun olmasi, 6zellikle renal yetmeziknotropeni, karager
transplantasyonu gibi altta yatan hastalik garbeslenme tuplerinigarhgi, antibiyotik
(6zellikle sefalosporinanaerob etkili antibiyotikler ve vankomisikullanimidir. Her
merkezVRE kolonizasyon oraninve fekal tailyicilik tarama programini belirlemelidir.
Bu oran %20'nin Uzerinde ise VREekal talyicilik acgisindan surekli sirveyans
yapiimaldir. VRE talyicilik orani diguk ya dahi¢c saptanmayan Unitelerde ise risk
grubunu olgturan hastalarda nokta prevalaiis VRE taramasinin daha uygun ojgu
bildirilmi stir (102).

Yapilan ¢algmalarin sonuclarina gore VRE risk faktorleriggg@ada 6zetlennstir (35,
103-105).

Hastaya ait faktorler:

. Kronik bobrek yetmezii

. Malignite

. N6tropeni

. Diabetes mellitus

. Gecirilmg intraabdominal cerrahi

. Organ transplantasyonu

. APACHE II skoru (Acute Physiology and Chronicatteevaluation)

Hastaneye ait faktorler:

~N o0 OB~ WON P

. Hastanede yatsturesinin uzun olmasi

. Yogun bakim, diyaliz, transplantasyon, hematoloji-dokainitelerinde yat

. VRE ile kontamine ekipmanlara maruziyet

. VRE'li hastalarla temas veya VRE ile kontamim@ws tibbi aletlere maruz kalmak
. Enteral beslenme

. Kortikosteroid kullanimi

. Antineoplastik tedavi uygulanmasi

0o N o 0o A W DN P

. Sukralfat kullanimi
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Antibiyotik kullanimi:

1. Vankomisin

2. 2.-3. kyak sefalosporin
3. Metranidazol

4. Klindamisin

5. Imipenem

6. Tikarsilin klavulonik asit

2.11. Enterokok Enfeksiyonlarinda Tedavi

Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi, ilging amdik duyarlihlk 6zellikleri
gostermeleri ve bu bakterilerin duyarliliklarininknobiyoloji laboratuvarinca dgu
olarak tespit edilememesi nedeniyle, oldukca zdkarengiktir (106).

VRE izole edilen hastalarda tedaviyeslamadan o©nce, kolonizasyon-enfeksiyon
ayirimi yapiimalidir. Lokal veya sistemik enfeksiybulgusu olmayan hastada yluzeyel
alanlardan, dastirilen intravaskuler kateterlerden, intraperitonea safra drenlerinden
ve piydri olmadan idrardan VRE izole edgdide, kolonizasyon olarak
degerlendirilmelidir ve antibakteriyel tedaviye gergéktur (107).

Penisilin G, ampisilin, vankomisin ve teikoplaniibightcre duvarina etkili ilaclar,
klinik olarak ergilebilir konsantrasyonlarda enterokoklarin ggoa bakteriyostatik
etkilidir. Enterokok enfeksiyonlarinda bakterisiddki klasik olarak bu htcre duvarina
etkili ajanlardan biri ile streptomisin veya gentaim kombine kullanimi ile elde edilir
(106).

Immun sistemi baskilanmagnkonakta olgan riner sistem, peritonit, yugak doku
enfeksiyonu gibi derin yerdanli ve intravaskiler olmayan enfeksiyonlarda bakid
etki gerektirmeyen tek antibiyotik ile tedavi ydigir. Bu enfeksiyonlarda penisilin,
ampisilin veya amoksisilin’den herhangi biri kullkbilir. Onerilen tedavi siresi 7-14
gundir. Ureidopenisilinler ise kark enfeksiyonlarin tedavisinde daha geriir
spektrum elde etmek icin kullanilabilir. Penisiliraderjik hastalarda veya ylksek
dizeyde penisilin direnci iceren turlerd&. (faeciunm) glikopeptid antibiyotikler
kullanilabilir. Nitrofurantoin enterokok slarinin ¢gunda etkili oldgundan (% 90-96)
ariner sistem enfeksiyonlarinda kullanilabilir. Fesisin de in vitro enterokoklara

oldukca etkili oldgundan uriner enfeksiyonlarin tedavisinde kullanliatl7, 106).
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Kinolonlar da nitrofurontoin gibi Uriner sistem ekbiyonlarinda tek Baa
kullanilabilir. Ancak driner sistem enfeksiyonusidda baka enfeksiyon varsa
kullaniimamalidir. Levafloksasin, gatifloksasin weoksifloksasin; siprofloksasine ve
ofloksasine gore enterokoklara ain vitro daha etkilidirler. Ancak kinolonlarin gal
direngli enterokok enfeksiyonlarinin tedavisindékirdtgi sinirlidir (106). Direngli
swlarin  gelsimine neden olagandan tek bgna Rifampin kullanimindan
kaciniimalhdir (108).

Enterokoklarla gefen endokardit ve menenijit gibigdir ciddi sistemik enfeksiyonlarin
tedavisi sorun yaratmaktadir. Enterokokkal endakaftastalarin ¢gunda tek bsina
penisilin tedavisi bgarisizlikla sonuclanmgtir. Bu tir enfeksiyonlarin tedavisi,
enterokoklarin duyarh olduklari hiicre duvarinailethr antibiyotik ile yuksek dizeyde
direnc gostermedikleri bir aminoglikozid antibiygti iceren bakterisidal bir
kombinasyonlar ile s@ganir. Endokardit tedavisinde gunlik gentamisin wdam iki
veya Uce ve streptomisin dozunun ikiye bdlunerekilmesi O6nerilmektedir.
Enterokoklarin neden oldgu endokarditlerin tedavisinde dort haftalik straejkkle
yeterlidir. Ancak semptom suresi (¢ aydan daha umstalarda, relapslarda, mitral ve
prostetik kapak tutulumunda alti hafta sureli tedaveriimektedir. Menenjitlerde ise
iki-u¢ hafta siren tedavilere yanit alinmaktadt, (806). VRE kan afinitesi ve BOS
icine penetrasyonu oldukca iyi olan Linezolid eokamklara kagi bakteriyostatik
olmasina ramen VRE menenjitinde kullanilabilir (106).

Endokarditin glik etmedgi enterokok bakteremilerinde, kombinasyon tedawuisin
gerekliligi konusunda fikir birlgi yoktur. Boyle olgularin ¢gu gegcicidir ve kendi
kendini sinirlar. Ancak enterokok bakteremili ciddistalarda veya monoterapiye yanit
alinamayanlarda kombine tedavi uygulanabilir (106).

Beta-laktamaz Ureten enterokok enfeksiyonlarindaipenem ve betalaktamaz
inhibitorleri ile penisilinlerin  kombine oldiu ampisilinsulbaktam, amoksisilin-
klavulanik asit ve piperasilin-tazobaktam gibi I&c kullanilabilir. Vankomisin ve
teikoplanin gibi hicre duvarina etkili ilaclar dath-laktamaz Ureten darin etken
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde yer alabilir (1067).0

Yuksek duzeyli penisilin direncli slarda penisilin-aminoglikozid kombinasyonu ile
sinerjistik etkilgim elde edilebilmesi icin serum penisilin konsasy@nunun, MK
degerinin iki kati olmasi gerekmektedir. Bu nedenlemkonasyon tedavisi ile

bakteriyostatik veya bakterisidal etkilen elde edilmesi, penisilin direncinin derecesi
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ile iliskilidir. Bakterisidal etkilgim MIK<50 mg/mL oldgunda sglanabilir. Ancak
yuksek duzeyli aminoglikozid direncinin de birliktelmasi, bakterisidal tedaviyi,
penisilinlerin MIK degerine bakilmaksizin olanaksiz hale getirir ( 107).

Yuksek duzey penisilin direncine (i =16-32 mg/mL) sahipE. faecium

enfeksiyonlarinda vankomisin verilmelidir. o vankomisin direngli enterokoklar
(6zellikle E. faecalis) penisilin veya ampisiline duyarlidir (M:0.5-2mg/mL ). Bu tir
VRE enfeksiyonlarinin tedavisinde ampisilin veyanig#éin kullanilabilir. Hem
penisiline hem de vankomisine yiksek dizeyde diresgterokoklarin (genellikle
E.faecium) tedavisi oldukca buyik sorundur. Vankomisin vaipdin veya ampisilin
kombinasyonunun bu mikroorganizmalarin bazilarmaiiro kosullarda bakteriostatik
etki ettigi bildirilmi stir (106).

Aminoglikozidlere yuksek dizeyli dirence sahipslann neden oldgu bakterisidal
tedavi gerektiren enfeksiyonlarda, en iyi tedavicesesinin ne oldgu henlz
bilinmemektedir. Endokarditlerde daha uzun sui@li? hafta) yiksek doz ampisilinin
veya penisilinin, tek bana surekli inflzyonu yararli olabilir (106, 107).

Vankomisine direnclE.faecalisenfeksiyonlari, penisilin alerjisi olmayan hastedkar 8-
12 g/gun ampisilin dozlari ile etkin olarak tedadilebilir (107).

Vankomisine direnclE. faeciumise penisilin ve ampisiline daha direnclidir. Amprs
icin MIK degeri =64 mg/mL ise yiiksek dozlarda ampisilin tedavidelietkabilir. M IK
degeri 100 mg/mL’nin Gzerinde olak. faeciumsuwlarinda ise yeterli serum seviyesi
sglanamaz. Ampisilinin, sulbaktam ile kombinasyoBu faeciuna kari daha etkili
bulunmutur (107).

Teikoplanin, VanB tipi diren¢ taiyan VRE suglarinin ¢c@guna etkilidir. Eger yuksek
dizey aminoglikozid direnci yoksa bir aminoglikozide birlikte kullanilarak
bakterisidal etki elde edilebilir. Ancak teikoplanitedavisi sirasinda direng
gelisebilecggi de bildirilmistir. VanB tipi VRE’lerin etken oldgu endokarditlerin
tedavisinde teikoplanin ve gbr bir aktif ajan (6rn: aminoglikozid) kombinasyonu
basarili bulunmytur (106).

Yeni gelstirilen antibiyotiklerden bazilari  (kinopristin-dapristin, linezolid,
everninomisin, LY3328 (yeni bir glikopeptid turevogul direngli enterokoklarin

tedavisi icin ¢cok olmasa da umut vericidir. En &klinik veri kinopristin-dalfopristin
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(streptogramin B-streptogramin A) icin vardir. Butibakteriyel,E. faecalisicin etkili
degil, E. faeciumiizerine ise bakteriyostatik etkilidir.

Linezolid, oksazolidinon sinifindan sentetik birtibiyotiktir. Vankomisine direncli
E. faecalis ve E. faeciunm karl bakteriyostatik etki gostermektedir. Klinik
kullanimdaki antibiyotikleri etkileyen direng¢ mekamalari oksazolidinonlari
etkilememektedir. Ancak linezolid tedavisi sirasindirencli enterokok slarinin
gelistigini bildiren yayinlar vardir (107, 109).

Kloramfenikol, coklu ila¢c direnci gosterek. faeciuna karl in vitro aktivitesini
korumaktadir. Ancak bazi VRE garinda kloramfenikole kar da direng gosterilngiir.
Kloramfenikol enterokoklara karbakteriyostatik etkilidir (106).

Yeni kinolonlar, 06zellikle klinafloksasin ve sitaftsasin VRE’lere kar, eski
kinolonlara gore daha etkilidir. VRE ile clurulan deneysel endokarditlerde
klinafloksasin tek bgna veya penisilinle birlikte etkili bulunngtur (107).
IndiklenebilirvanA direncinde yalnizca vankomisin vahda olgan PBP’lerin art
sonucunda, beta-laktam antibiyotiklere skaduyarlilik meydana gelir. Bu durumda
vankomisin direncli enterokoklarin tedavisinde Hetdam ve vankomisin
kombinasyonu bgrili olabilir. Imipenem, ampisilin ve teikoplanin’in  Ugli
kombinasyonununE. faecium endokarditinde bakterisidal olup, sinerji gkalig
gosterilmitir (108, 110).

2.12. Epidemiyolojik Tiplendirme Yontemleri

Enterokoklar nozokomiyal enfeksiyonlarin énemli ejglerinden olmalari ve siklikla
coklu ila¢ direnci gostermelerinden dolayi; epidgoiojik calismalar ve enfeksiyon
kontroliinde bunlarin tip ve subtiplerinin belirleagine giderek artan oranda ihtiyac
duyulmaktadir. Bundan bka enterokokal enfeksiyonlarin eksojen kazanimirfifr
desteklenmesi icin de tipleme gahalari gerekmektedir. Ozellikle VRE'lerin artan
siklikta gorilmesinden dolayi, ilac direnci gosteenterokok sglarinin yayillmasi ile
olusan nozokomiyal salginlarin gtailmasi major ilgi alanini okiurmaktadir. Salgin
argtirmalarinin ~ yaninda; epidemiyolojik incelemelerddullanilan  metotlar,
enterokoklarin farkli ¢cevre ve konaklardaki yayiline coklu ilag direnci gdsteren
suslarin izlenmesinde de kullaniimaktadir. Onceleriteeokokal enfeksiyonlarin

epidemiyolojik incelemeleri fenotipik 06zelliklerinegére yapilmgtir. Ancak bu
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yaklasimlar bazen vyararli bilgiler gdmasina rgmen, zaman alici olmalari,
tekrarlanabilirlgi ve yorumlanmasi gic¢ ve dar arasinda ayrim yapmada yetersiz
olmalari nedeniyle epidemiyolojik catnalarda kullanimlari sinirhidir. Son yillarda
gelistirilen molekuler tekniklerle beraber fenotipik y@mlerin kullanimi yararh bilgiler
saglayabilmektedir (111, 112).

Enterokoklarin ayriminda oldukca daauli olan ceitli molekuler tekniklerin gekimi,
epidemiyolojik yonden 6nemli bir anlgygetirmitir. Ayrim gicl daha yiksek tipleme
tekniklerinin kullanimi sonucu, hastalar arasind@kd ve indirek temas ile ekzojen
olarak kazanilabilen slarin ayrimi mimkin olmaktadir. Direncli enterokakh
hastane icinde ve hastaneler arasi yayillim gogteddi bildiriimektedir. Kullanilan ilk
molekiler teknikler, plazmid profil analizi ve reksiyon enzim analizi (REA)dir
(111). Bu teknikler bazi durumlarda faydali olatektedir, fakat kullanimlarinda bazi
problemler vardir. Pulsed Fied Gel Electroforez GEff ile DNA restriksiyon
endonukleaz profilinin belirlenmesi, enterokokaklaun ayirt edilmesinde ofanusti
yararlar sg@lamaktadir. Multilokus Enzim Elektroforezi (MLEE)ibotipleme ve
Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR) veyRepetetive Extragenic
Palindromic Sequence Based Metod (rep- PCR) gilR’'B@ayali tipleme metotlari da
enterokok sglari arasindaki genetik gkinin argtiriimasinda kullaniimaktadir. PCR
ardnlerinin dizilenmesi veya Restriksiyon Fragméength Polimorfizm (RFLP) ile
incelenmesi de enterokoklardaki spesifik direnc Igenarasindaki farkliliklari
gostermede ve izlemede kullanilabilen yontemlerdek ¢ok argtirmanin sonuglarina
gore; genomik DNA'nin Smal enzimi ile kesdiPFGE, sglarin ayriminda belirgin
avantajlar sglayan oldukca yararli bir yontemdir. Halen PFGE yararli ve en
guvenilir tek tipleme metodudur ve enterokokal &sfgonlarin epidemiyolojik
incelenmesinde “altin standart” olarak kabul edktedir (3,111-115).

2.12.1. Fenotipik tipleme metotlari

2.12.1.1. Biyotipleme

Biyotipleme mikroorganizmanin metabolik ve fizyolojkarakterlerini baz alir. Bu

baglamda enerji metabolizmasi, karbonhidrat kullanwaifarkli enzimatik aktiviteleri

Olcen test yontemleri kullanilir. Elde edilen bukyu mikroorganizmanin genel
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morfolojik 6zellikleri ile birlikte siklikla otomate edilmi bir nimerik dgerlendirme
sistemi igerisinde sorgulanir. En ¢ok kullanilast teistemleri API 20 Strep, APl 50 CH
ve Rapid ID 32 Strep’dir. Ayrica eskulinaz ve piraktivitesi apizym testi ile
deserlendirilebilir. PhenePlatek PhP plate (PhPlaterbplate Techniques, Stockholm,
Sweden) enterokoklarin epidemiyolojik o6zelliklenniargtirmasinda oOnemlidir ve
PFGE ile elde edilen epidemiyolojik gruplar ile kengruplar verir (111).

2.12.1.2. Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Ektroforezi (SDS-PAGE) ile
Protein fingerprinting

Fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri baz alan niénik biyotiplemenin zaman alici ve
disik ayirim guciine sahip olmasi sebebi ile daha,hgglvenilir ve yiuksek ayirim
guciune sahip tiplendirme yapabilen fenotipik 0kédlie dayall alternatif tiplendirme
metodlari igerisinde, hicre duvari veya tum hua@ginlerinin mobil bir matriksde
elektrik akimi altinda molekulergaliklarina gore goc ettirilerek agtiriimalarini esas
alan SDS-PAGE yontemi, sik olarak kullangmibu yontemle ¢cok sayida ssun hizli
sekilde taranmasini geamis ve tir ve/veya alttur seviyesinde guvenilir soauglde
edilebilmistir.

Poliakrilamid gelde elde edilen protein profilldnrbakterinin eksprese ditiproteinler
icin parmak izi olarak dikkate alingli bu yontem dier siniflandirmasemalari ile
kombine edilerek, bilinmeyen izolatlarin tanimlarsmamaci ile kullanilabilir. Son
calismalarda elde edilen sonuclar, mikroorganizmalanotgin parmak izi ile DNA-
DNA homoloji deserleri arasinda yuksek oranda korelasyon @ltw gostermsiir
(116).

2.12.1.3. Multi-Lokus Enzim Elektroforezi (MLEE)

Multilokus enzim elektroforezis yontemi, 6karyottianhlarin populasyon gengitive
siniflandiriimasinda uzun bir streden beri kullawakta olan standardize edikmibir
metoddur. Son 20 yildir da giderek artan gyolukda bakteriyel evrim ve
siniflandirmanin anfalabilmesi icin kullaniimaya #gamistir. MLEE'nin siniflandirma
ve epidemiyolojik ilskiyi tespite yonelik dier fenotipik yontemlerden farki, allel

profillerinin tamamini elektroforetik tip olarak rebilmesidir. Bu yéntem hicre ici
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enzimlerin elektroforetik hareket yetgmae gore karakterize edilmesini esas alir ve
organizmalari olgturduklari elektromorfo tiplerine gore grlerinden ayirir. Bu
elektroforetik tiplerden populasyon karakterizasyomcin objektif bir databaz
olusturulabilir. Genellikle, MLEE ile 20 kadar houseké®y enzimde dgal olarak
yuksek dgiskenlik gosteren lokuslar hedef alinir, bu sebeplenik monolokus enzim
elektroforezinden ¢ok daha yuksek ayrim gucuinepsialiill, 117).

2.12.1.4. Antimikrobiyal duyarhlik testleri

Bu tiplendirme standart bir dizi antibiygg kagi farkli izolatlarin duyarlilik
kaliplarinin kagilastirilmasi esasina dayanir. Farkli duyarliik kaldaren izolatlar
epidemiyolojik kdken olarak farkh slar olarak kabul edilirler. Farkli hastalarin kkni
orneklerinden izole edilen gar arasinda yeni veya glmisin dinda bir antibiyotik
duyarlihk kalibi ile kagilasiimasi halinde o suyeni bir salginin habercisi olarak
degerlendirilir. Bu yontemle ditik sensitivitede de olsa bitin izolatlar tipleridiilir.
Yontem rutin uygulanan bigleme dayand icin fazla tecrtibeyi gerektirmeyen kolay
bir tekniktir. Bu sebeple enterokoklarin sebep @idu enfeksiyonlarin
epidemiyolojisinde bgaril bir ayirt edici test sistemi olarak kullaniktar.
Enterokoklarda, bazi antibiyotiklere kagorilen intrinsik direncin yani sira, konjugatif
plazmidlerde veya transpozonlarda kodlanan ¢cokds&yimekanizma ile ¢ok sayidaki
antibiyotige kas! direng gorulir. Benzer direng genlerine sahigeakok turleri hayvan
atiklari, gida ornekleri ve cevresel drneklerdegdellebildii icin antibiyotik direng
kaliplari, enterokok izolatlarinin kaynak tespigngani epidemiyolojik izlemde sinirli
Oneme sahiptir. Hastane kdkenli enterokoklardaQ1i98llarin sonlarina kadar yiksek
dizeyli gentamisin direncinin yani sira ampisilimedci goérulirken, son 20 yilda bu
gruba %30’lara ukan vankomisin veya glikopeptid direncide eklegtimi Enterokok
swlarinin antibiyotik kaliplarinin ¢ikartilmasi biaraftan d§ik ayirirm gucine sahip
epidemiyolojik sonuclar yaratirken, direncin engethesi, yeni antibiyotiklere kar
direnc trendinin takibi ve 0Ozellikle tedavileri premli olan VanCye sahip
enterokoklarin izlenmesi agisindan dnemlidir. Bknigin en belirgin dezavantaji; ayni
antibiyotige farkli genetik mekanizmalarla diren¢ geten izolatlari birbirinden ayirt

edememesidir. Bu epidemiyolojik izlemde ayirim guictdigtrar. Belirli bir zaman
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dilimi icerisinde ayni sgun farkli izolatlari bir veya birden fazla farkini@biyotige kagl
farkl direng kalibi verebilirler (111, 118).

2.12.1.5. Serotipleme

Enterokoklar opsonizan antikorlarin hedefi olan dder polisakkarid antijenlere
sahiptir. Lancefield R.(1933) streptokoklari C pakkarit antijenlerine gore yapti
siniflandirmada, enterokoklarda ortak kapsuler saédkaridi tanimlayarak, bu grup
antijenini D grubu olarak tanimlagtir. Enterokoklarda kapsuler polisakkarid antijen,
6-alfa-D-glucose-1-2-glycerol-3-PO4'in tekrarlayan dnitelerinden olgan,
glycerolteichoic asit benzeri bir yapi goésterir. Bapida glikoz molekiline Bh
alfal,2 ile karbon 2 atomlari yer @ggtirmistir. Hidrojen klorir veya formalin ile elde
edilmis kapsul polisakkaritlerine kartawanlardan elde edilen opsonizan antiserumlar
kullanilarak yapilan subtip camalarinda iki farklisemada 24 ve 21 serotip tespit
edilmistir (90, 91). Ancak Sharpe tarafindan yapilan anti siniflandirmada bildirilen
serotiplerden sadece 9'unun gercek enterokok goldbelirlenmg ve 21 serotipli
semanin daha gercekci olgly bu sema ile izolatlarin %76’nin Gzerinde bir oranda
tiplendirilebildigi vurgulanmstir (119-121).

Enterokoklarin fenotipik identifikasyonu ve tiplanbinesinde bu ydntemlerin ginda
bir cok aratirici tarafindan bakterinin, uzun zincirli gasitleri, hticre membrani §a
asitlerinin metil ester analizi, enterosin analiziicre membraninin pyrolizin
ekstraksiyonunun mass spektro ile analizi, Fouttansform infrared spektroskopi
(FTIR) ve Proton manyetik rezonans spektroskodisl MRS) gibi caitli yontemler
denenmy, sinirh kullanim alani bulan bu yontemlerden min PFGE’ine yakin

ayirim guci gostergdi bildirilmi stir (111).

2.12.2. Genotipik tipleme metotlari

Enterokok izolatlarinin hizli identifikasyonu veplgndiriimesinde, son agarmalar
molekiler  biyoloji tekniklere  odaklangtir.  Enterokoklara h#i  salgin
epidemiyolojisinde kullanilan molekdler tipleme mtdar Willey ve ark tarafindan
1994 yilinda toparlanmstir. Kromozomal DNA'nin G+C ice@i ve DNA-DNA

hibridizasyon deneyleri gibi bakteri siniflamasikidana teknikler siklikla yeni izole
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edilerek tanimlanan slarin karakterizasyonunda kullaniimaktadir. Genorsgdasifik
bdlgelerin in-vitro sartlarda amplifikasyonu, amplifiye drtnlerdeki sibi&s
mutasyonlarin restriksiyon enzimleri ile kesile@ksturduklari bantlarin polimorfizmi
ve nihayet toplam genomun spesiitlarda bir restriksiyon enzimi ile hazmi sonunda
olusan bant kaliplarinin polimorfizminin analizi entkoklarin sebep olduklari
salginlarin analizinde salginstarinin klonal dizeyde tanimlanmasi igin kullangim

2.12.2.1. Restriksiyon Enzim Analizi (REA) Bazli Yatemler

Enterokoklarin kromozomal restriksiyon analizindekroorganizmalardan izole edilen
DNA uygun restriksiyon enzimlerinden bir veya biack ile kesilmesi sonucu elde
edilen DNA fragmanlari agaroz jel elektroforeziliant buytkltklerine gore aytirilir.
Elde edilen bant paternlerinin polimorfizmine gdnglendirme yapilir. Savor ve ark.
1998 yilinda klinik 6érneklerden izole edilén faeciuniari REA ve PFGE yontemleri
ile incelemg ancak her iki yonteminde ideal olmgohi bildirmislerdir (122).

a.Plazmid DNA profil analizi: Plazmid DNA'sI ektrakte edildikten sonra ya REA aey
PFGE gibi spesifik bir enzimle hidrolize edildiktesonra agaroz gelde molekiler
agirhklarina gore aystirihir. Bant polimorfizmi tiplendirme amaci ile kanilir. Ancak
yontemin 6nemli dezavantajlari bulunmaktadir. Masplazmidler fermentasyon ve
diger teknolojik glemler sirasinda kaybolabilir veya konjugatif trams ile
rearrangementaguayabilir.

b.Pulsed Field Gel elektroforezi (PFGE):Pulsed field jel elektroforez yontemi ile
REA’de oldyu gibi genomdaki bilinen spesifik bir bdlgenin amfighsyonu sonucu
elde edilen nispeten kisa amplikonlarirgiieotal genomun bir restriksiyon enzimi ile
hazmi sonucu ortaya c¢ikan bant polimorfizmgekbendirilir. Buyik genomdan elde
edilecek bantlarinda bir kisminin oldukga buyuUkcata varsayimindan hareketle bu
yontemde PCR-RFLP’den farkl elektroforg@artlari kullanilir. Tek yonlt duzenli
elektrik akimi altinda DNAfragmentlerinin molekulbiiyikliklerine gore yurutulerek
ayristirildigl geleneksel jel elektroforezinde 50 kb’dan buydkA molekdlleri ayni
mobiliteyi gosterirler. Bu sebeple 50 kb’dan biuybKA fragmentleri jel icinde gegj
ayrismamg bantlar olarak gorulirler ve standart jel elektreki ile ayirt edilmeleri
imkansizdir. PFGE yonteminde, elektrik akim yonumpinyodik olarak d@&stirilmesi

ve geldeki DNA fragmentleri Uzerine belirlenen ddarla diiz akim goénderilebilmesi
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sonucu, 50kb’dan daha buyik DNA molekulleri bildagdikla ayrstirilabilmekte ve
genomun tamamini gerlendirmek mimkin olmaktadir. PFGE yonteminde dxaje|
enzimlerin spontan degradasyonundan korumak anbacagaroz jel icine gémull
haldeki bakteriden, butliniii bozulmadan izole edilen DNA, yine jel icerisini#ten
bilinen 5-6 baz uzunigunda tanima bdlgesine sahip bir restriksiyon enzirdrolize
ugratilarak kesilir. Agaroz jel icerisinde elde edil®NA fragmentleri akim yonu ve
siddeti belirli araliklarla dgistirilerek elektroforeze tabii tutulur. Elektroforesonrasi
jelin Ethidium bromid ile boyamasi sonrasi jeldBIA fragmentleri ultraviyole sikta
goruntulenmekte ve elde edilen bant polimorfizmelgoveya bilgisayar programlari
kullanilarak dgerlendiriimektedir. PFGE ile elde edilen bant palieine gére hem
kromozomal DNA'nin blayuklga tahmin edilebilmekte, hem destarin klonal olarak
ili skilendirilmeleri mimkin olmaktadir. PFGE oldukca kggk ayrim guci olan,
sonugclarl tekrarlanabilir ve kolay yorumlanabiliir yontem oldgu icin genotipik
identifikasyonda, o6zellikle hastane enfeksiyonlarisirveyansinda referans yontem
olarak kabul edilmektedir. Yontemin en 6nemli demaajlari pahali ekipmanlara
ihtiyagc duymasi, zaman alici glu ve hala pek cok tdr icin standart protokollerin
olusturulamamg olmasidir (3,111-114).

c.Ribotipleme: Son yillarda epidemiyolojik slirveyans amaci ile madgrganizmalarda
16S, 23S ve 5S rRNA genleri arasinda bulunan sgaigelerdeki heterojeniteyi hedef
alan nukleik asit amplifikasyonuna dayali tekniki@enenmgtir. PCR-Ribotipleme
yontemi ile rRNA operonunda cins ve tur duzeyindekli buyikl(ze sahip cok
sayidaki spacer bdlgeleri hedef alinir. Bu yuzdefirlb bir susta farkh buyuklikte
spacer bolgeleri bulungundan cok sayida bant elde edilir. Bu tekiiik faecium
Enterobakterler vé.isteria monocytogeneagolatlarinin tiplemesinde kullaniimaktadir.
E. faeciumsularinin PCR-ribotipleme ile analizinin, bu baktgirinde en az dért sinif

intergenik spacer bulungu icin, yararli olmadii sonucuna varilngtir (123).

2.12.2.2. Nukleik Asit Amplifikasyonu Bazli (NAAB) Teknikler

Mutasyonlarin belirlenmesi icin, mikrorganizmalaspesifik gen bdlgeleri ile direng
genleri gibi bilinen gen bolgelerinin amplifikasyama dayali tekniklerdir.
a.PCR Bazli teknikler: Butiin mikroorganizmalarda olgu gibi enterokoklarin tir, su

ve genotip tayininde kari ile kullanim alani bulmgiur. Bu amacla enterokoklardaki
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“elongasyon faktotuf genini (EF-Tu) hedef alan primerler, cins diizeyinDealanin/
D-ligaz geni (ddl) ve groESL genini hedef alan penter de tir diizeyinde tani amaci ile
kullaniimistir (111). Kniff ve arkadgari tarafindan (2001) ddl genini hedef alan tur
spesifik primerlerE. duransve E. hiraeicin onaylanmgtir (124). PCR bazli metodlar
antibiyotik direncinin tespiti icin de uygulangniboylece bir taraftan hizli duyarlilik
testi yapilirken dier taraftan izole edilen slar arasinda vertikal yayilan direncg genleri
veya gen mutasyonlari sebebi ile klonakkilde gosterilebilmgtir. ddl genini hedef alan
primerler ile tir dizeyinde tani yani sira glikopémirencinin tespitini de yapabilmek
mimkin olmgtur (125). Daha sonraan genleri icin bir primer seti geflirmis
floresana dayali PCR sistemi LightCyclerda kullamgtir (111). Daha sonra
enterokoklarin tanisinda ve epidemiyolojik surveyada kullaniimak (zere, cok
sayidaki argtirmaci tarafindan, enterokoklarin 16S rRNA’sindéfealan primerlerle tir
tayini ile e zamanli olarakvanA, vanByanC1, C2ve C3 genlerini alan primerlerin
kullanildigi, glikopeptid direncinin tespitine yonelik multgds PCR protokolleri
gelistirilmi stir (125, 126). Ayrica enterokoklarin virulans genhi hedef alan PCR
teknikleri gelstirilmi stir (127).

b.Random Amplified Polimorphic DNA-PCR(RAPD-PCR)/ Arbitrarily primed-
PCR (AP-PCR): Random primerler kullanilarak DNA polimorfizminirdgterilmesine
dayali metottur. Dgilk annealing isisinda, yuksek Mg+ konsantrasyonuadaom
dizenlenmy kisa primerlerin bakteri DNA’sIna rastgeleglanmasi ile olgan primer-
DNA hibridlerinin amplifikasyonu sonucu alan DNA fragmentlerinin polimorfizmini
hedef alan PCR bazl bir yontemdir. RAPD metoduyéine tek primer kullanimi ve
baglanma 1sisinin diiik olmasi acisindan klasik PCR’dan farkhdir. RAPDR’In
Klinik 6rnekler ve gida orneklerinden izole edilemterokoklarin tanimlanmasi ve
ayrilmasinda guvenilir bir teknik ol@u ileri surdlmitir (111). Hastane kokenli
VRE’lerin epidemiyolojik surveyansinda hizli ve gimir bir teknik oldgu ancak
yuksek dizeyde aminoglikozid direnci (HLAR) goOsterenterokoklarin tiplemesinde
tekrarlanabilirlginin disik oldugu bildirilmistir (128). Bazi cakmalarda RAPD ve
PFGE yontemlerinin sonuclarinin  oldukca uyumlu @ldugo6sterilmgtir (123).
Arbitrarily Primed Amplification (AP-PCR) kullanaka E. durans, E. hiraeve
E.villorumun bitln sglarini bant paternlerindeki farkhliklara gore gramppmstir (129).
c.Spesifik ve Random Amplifikasyon-PCR: SARA-PCR: Tek bir reaksiyonda

enterokok tdrlerinin tanimlanmasi veanA geninin gosteriimesini gtayan bir
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yontemdir. TeknikvanAprimer seti kullanimina dayalidvanAgeni bulunan sgarda
yaklasik 700bp lik bant ile birlikte kompleks paternldugur (111).

d.Amplified fragment length polymorphism (AFLP): Bu ybntem total genomik
DNA’nin restriksiyon enzimleri ile acik uclu olardtesilmesi sonrasinda &a cikan
DNA fragmentlerinin, ligaz enzimleri yardimi ile i&gucla uyumlu oligontkleotit
adaptorleri ile ligasyonunu ve ligasyonla ystiilden oligolari hedef alan primerler
kullanilarak amplifikasyonlarini hedef alan bir yémdir. Klasik PCR ydntemlerinde
oldugu gibi amplikonlarin polimorfizmi, agaroz jelde \seykapiller elektroforezle
tanimlanir. AFLP ve PFGE kalastirildiginda bu iki tekngin iyi bir uyum gosterdiini
bulunmutur (130). AFLP yodnteminin VRE’ler icin PFGE'ye lagla uyumsuz
oldugunu bildiren sonuclar da vardir (131).

e.Repetitive Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Rep-PCR):Repetitive-PCR metodu
bakteriyel genomda @dmis olarak bulunan tekrarlayan DNA dizilerinin kopyafan
PCR ile gosterimine dayalidir. Bu tekrarlayan DNWkneentleri cins ve turlere gore
desismek Uzere genomda farkli uzakliklar da ygmatir. Bu tekrarlayan elementleri
hedef alan primerlerin kullanilgh amplifikasyon sonucunda gigik uzunluklarda DNA
fragmentleri olgur. Bu fragmentlerin polimorfizmi spesifik DNA fimgprinting-
parmak izi olarak dgerlendirilir (111, 132).

f.Intergenik rRNA spacer bolgeleri-PCR (ITS-PCR): Enterokok tiirleri icin spesifik
olan, 16S ve 23S rRNA arasinda yer alan intergep&cer boélgesini hedef alan
primerlerin kullanildgl bir amplifikasyon yontemidir (111). Amplikonlar Gigsek
rezolisyonlu % 6 non-denatlre akrilamid-bisakrikkmiel elektroforezi ile
incelenmgtir. Bu metotla incelenerk. avium, E. raffinosus, E. malodoratus, E.
pseudoavium, E. faecalige E. hirae benzer profil gosterngiir. Daha ayirt edici
sonuclar elde edebilmek icin amplikon Sau3Al rksiyon enzimi ile kesilngi ve
ortaya cikan fragment polimorfizmi il&. faecium, E.casseliflavus, E. mundtii, E.
durans ve E. hirae birbirinden ayirt edilebilirkenE. gallinarum igin spesifik
polimorfizm tespit edilemengiir (133).

g.Diger Amplifikasyon Bazli yontemler: Cesitli klinik ve ¢evresel érneklerden izole
edilen enterokoklarin cins, tlr ve sswiizeyinde tanimlanmasi amaci ile bakteri
genomundaki spesifik bolgeleri hedef alagitieamplifikasyon bazli modifikasyonlar
kullaniimistir. Bunlar arasinda; 16S rDNA genini cevreleyeagfnanlari hedef alan,
“Amplified ribozomal DNA Restriction Analyse (ARDRA yontemi, PCR-
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Ribotipleme, SDS-PAGE ve 16S rDNA dizi analizinimnkbinasyonu olan “PCR-
amplified 16S rDNA- RFLP” yontemi, groESL genininpesifik primerlerle
amplifikasyonu sonucu ojan amplikonun Haelll ve Rsal ile hazmi sonucuatuband
polimorfizmini hedef alan “Broad range PCR-RFLP"ny@mi, 6zellikle klinik olarak
onemli enterokok turlerinin tanimlanmasinda yaraoldugu ileri surilen, DNA
dizisinde tek nukleotit farkhigini Tm 1si farkhlgl ile ortaya koyan “Temporal
temperature gradient gel elektroforezi” yontemi,casseliflavusi. durans, E. faecalis
ve E. faeciumsularinin ayriminda bari ile uygulanan “Denaturating Gradient jel
elektroforezi” yontemi, insan ve hayvan orijinli terokokal tdrlerin ayriminda
denenmy olan “tRNA-intergenik length polimorfizm analiziyontemi, Ozellikle 16S
rRNA ve 23S rRNA genleri olmak Uzere ITS bolgel&haperonin 60 (Cpn60) geni,
groES ve groEL genlerini, vanA vanB vanC ve vanD genini ve nihayet yiksek
duzeyde glikopeptid direnci (HLGR) genlerini hedafan problarin kullanilg
“Nukleik asit Hibridizasyon” yontemiyanA ve vanB genlerini hedefleyen primerlerin
kullanildigi, spesifik mMRNA yi gosteren Reverse TranskripRZR (RT-PCR) yontemi

kullanim alani bulan 6nemli yontemlerdir (111).

2.12.3. Dizi analizi yontemleri

Diger bircok mikroorganizmada 6zellikle tek nokta naytanlarina dayali bilinen veya
bilinmeyen farkliliklari tespite yonelik olarak Kkahilan ve epidemiyolojik metodlar
icerisinde en yiuksek ayirim gictune sahip olan dinalizi yontemi enterokok
izolatlarinin cins ve tar ayiriminin yani sira edtdrin klonal ilgkilerinin tespitinde de
kullaniimustir.

a.Parsiyel Dizi Analizi: 16S rDNA V4 ve V9 bdlgelerine yonelik PCR analizini
takiben yapilan parsiyel dizi analizi, enterokoktaidentifikasyonu ve siniflamasinda
guvenilir bir tekniktir. VRE’lerin identifikasyonwta da multipleks PCR ile kombine
olarak bu yontem kullanilngiir. Bu gen bdlgesi dinda izolatlarin identifikasyonu icin;
ddl geni, cpn60geni, groES geni, sodA genlerininde dizi analizi yapilmve 6zellikle
sodA geninin dizi analizinin 16SrRNA geni dizi analizirggre daha diskriminatif
oldugu ileri surdimigtur (134).

b.Multilokus Sequence Tipleme (MLST): Pekcok bakteriyel tirin virulans

faktorlerinin - ve  molekiler epidemiyolojik  6Ozellikie deserlendiriimesinde
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kullaniimistir. Housekeeping genlerin internal parcalarinin ADNizisindeki allelleri
identifiye etmeye dayali bir yontemdir. Enterokoklia MLST'nin, 6zellikleE. faecium
swlarinin, uluslararasi veri bankasini glirmada uygun bir teknik olgu sonucuna

variimistir (135).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calsmanin yapilabilmesi icin Gaziantep Universitesi Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
12/2010-11 kararinca etik kurul onayi aligtii

Calismamiza Eylul 2010-Eylul 2011 tarihleri arasinda i@atep Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi Hemodiyaliz Ara 3m Bakim Unitesi ve nefroloji servisinde
kronik bobrek yetmezii tanisiyla yatmakta olan hastalarin rektal surimtieklerinden
ve cevre kulturleri (etejerler, hasta yataklari,stal, telefon, odanin zemini, monitor,
tansiyon aleti, kapi kolu) yapilarak, vankomisiziséan enterokololarak izole edilen
suslar dahil edildi. Ornek alimi sirasinda hastalayagi, cinsiyeti, yaggin kaginci gin
oldugu, herhangi bir antibiyotik kullanip kullanmad, fistil olup olmadgi, diyalize
girip girmedgi, diyalize hafta da ka¢ kez gifdj hemodiyaliz katateri olup olmagi
periton diyalizi yapihp yapiimagh sorgulandi. Klinik 6érnekler tarafimizca alindi.
Nefroloji servisi 25 yatakli hastanemizin 2. kaangliney cephede, HAYBU 6 yatakli
hastanemizin bodrum katinda kuzey cephesinde, Higradad Unitesi ise HAYBU ile
yan yana bulunmaktadir.

izole edilen sglarin identifikasyon ve vankomisin M degerinin belirlenmesinin

ardindan rep-PCR ile genotiplendiriimesi yapildi.
3.1. Orneklerin Toplanmasi

HAYBU ve nefroloji servisinde kronik bobrek yetmagl tanisiyla yatmakta olan
hastalardan rektal sturintt 6rnekleri alindize@manl olarak hastalara ait olan etejerler,
hasta yataklari, odanin zemini, muslukib&ap kolu, telefon, monitor, tansiyon aleti,
klozet gibi cansiz ylizeylerden Stuart (Oxoldgiltere) taima besiyeri ile surinti
kaltarleri alindi. Saruntt ornekleri alinirken, pakiu silgicler y& asitlerinin sebep

olabilecesi inhibitor etkiyi ortadan kaldirmak icin steril igam fizyolojik ile islatild1.
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3.2. Bakterilerin Tanimlanmasi

Mikrobiyoloji laboratuarina gelen rektal strtintiler cansiz ytzeylerden alinan surinti
ornekleri koyun kanli agar (bioMerieux, Fransa) iyederine ekildi. Ekim yapilan
plaklar 37 °C’'de 24-48 saat inkiibe edildi. Ureyexkterilerin tanimlanmasisamasina
gecildi.

3.2.1. Konvansiyonel Yéntemler

Kanli besiyerinde 0.5-1.5 mm boyutunda, kabarikj-bgyaz renkte, kiguk
nonhemolitik veya alfa hemolizli, katalaz negaligreketsiz, mikroskopik olarak Gram
pozitif kok seklinde goérinen bakterilerin enterokok olabil@cellsinulerek pasaj
yapilarak saf kulturleri elde edildi. PYR testifreaeskulin testi, % 6.5’lik NaCl'de
ureme oOzellikleri incelenerekEnterococcus spp. tanisi kondu. Cins dlzeyinde
tanimlama otomatize bir sistemle yapildi. Tuanmslaun CLSI standartlarina uygun
olarak disk difizyon yontemiyle vakomisin duyagiha bakildi. Direncli olarak

saptanan sarin E test ile NIK degeri belirlendi.

3.2.1.1 Katalaz testi

Enterokokoldugu distintlen koloniden lam tzerine konularak tzerine %ak3hidrojen
peroksit (HO,) damlatildi.Hizla molekiler oksijen tretimi sonucu damlatir detmaz
hava kabar@nin olismasi pozitif test olarak kabul ediliKatalaz testi negatif olan

suslar dezerlendirmeye alindi.

3.2.1.2. Safraeskdulin testi

Bu test belirli bazi bakterilerinin (enterokoklae ¥ grubu streptokoklar) eskulini % 40
safra tuzlu ortamda hidrolize etmesi temeline dayaBskulinin safrali ortamda

hidrolizi glikoz ve eskuletinin aga c¢ikmasina yol acar. Eskuletin zamanla
besiyerindeki ferrik iyonlarla reaksiyona girereyas diffiz bir kompleks olgturur.

Bu test icin hazir olarak temin edilen Bile-Escefigar (Difco) kullanildi. Bu

besiyerinestipheli koloniden ekim yapildi. 35°C’de 24-48 saatfikibasyon sonunda
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besiyerinde treyen ve eskulini hidrolize ederelalsiyenk olgturan sglar pozitif kabul
edildi.

3.2.1.3. % 6.5’lik NaCl'de Ureme testi

Mueller Hinton agar (difco) besiyerine %6.5’lik Na€klenerek besiyeri hazirlandi.
Supheli koloniden 6ze ile besiyeri icerisine ekyapilarak 35 °C de 24-72 saat inktbe
edildi. Besiyeri icerisinde bulaniklik alturan sglar pozitif kabul edildi.

3.2.1.4. PYR testi

Bu testte L-onidonyl-betanaphtylamide substratidkulmaktadir. Bu substrat spesifik
bakteriyel aminopeptidaz enzimiyle hidrolize edilBonugta serbest beta naftilamid
acga cikar ve bu son trtin N, N dimetil aminocinamltiediilenmesiyle tesbit edilir.
Olusan pembe-kirmizi renk pozitif reaksiyonu gosterir.

Testte hazir olarak temin edilen (Oxoid)) subseatdirilmis filtre kagidi Uzerine
supheli koloniden 2-3 adet konularak buffer solisyaklendi ve 5 dakika beklendi.
Ardindan % 0.015 p-dimetyl-aminocinnamaldehydedgeayira¢ 1-2 damla damlatilip
30-60 dk beklendi. Pembe-kirmizi renk ggemi pozitif reaksiyon olarak
degerlendirildi.

3.2.2. Otomatize identifikasyon yontemi

Konvansiyonel yontemlerle enterokok ofdu disintlen bakteriler Vitek 2
(bioMerieux, Fransa) otomatize bakteri identifikasy sistemi ile tanimlandi.
Bakterilerin 24 saatlik taze kulturlerinden 0.5 Mecknd bulanikinda bakteri
suspansiyonu hazirlandi. Bunun igin, Vitek Dengkch®ioMerieux) dansitometri
kullanildi. Hazirlanan bakteri sispansiyonlari Grpozitif tanimlama kartlarina (GP-
ID) onerilensekilde da&itildi ve cihaza yerkgirildi.

Vitek 2 cihazi tam otomatik bir bakteri tanimlama mikrodilisyon prensibine gore
antibiyotik duyarlilik testleri yapiimasini @ayan bir sistemdir. Boyu 5.5 cm, eni 9 cm
boyutlarinda, Uzerine 64 adet kuyucuk ve her kuyligafilize yapida, bir metabolit

veya farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceremelt plastik kartlarseklindedir.
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Bakteri inokilumunun vakum prensibine dayall bigitia! ile daitiimasinin ardindan,
her bir kuyucuk mikrolitre boyutunda doldurulgwlur. Bu kartlarda barkodlama
sistemi ile seviyelendirilngi ve cihaza girmeden 6nce kartlari alip tanimlaysamdrt

tastyicili” bilgisayar c¢ipi kullanmaktadir. Kartlar ¢élom yerinden okuyucu inkibatére

tasinir ve testin sonunda otomatik olarak bir atikusuina atilmaktadir.

3.3. Duyarlilik Testleri

3.3.1. Disk diflizyon testi

Bakterilerin antibiyotiklere karsi duyarliliklariikby-Bauer disk diftizyon yontemi ile
Clinical and Laboratory Standarts Institite (CLStiandartlarina uygun olarak (M02,
MO7 dokamani) cagildi. Mueller Hinton agar (Difco) besiyerine tazeakkeri
kaltirinden 0.5 McFarland bulaniginda hazirlanan bakteri stispansiyongitliali.
Uzerine 30 pg vankomisin iceren antibiyotik dis®ixpid) yerlatirildi. 35+2 °C’de 24

saat inkibe edildi. Zon ¢agi14 mm olan sonuclar direncli olarak kabul edildi.

3.3.2. E Test (AB Biodisk)

Diflizyon prensibine dayanan, ancak diskler yeritestik stripler Gzerinde bulunan
antimikrobiyal ajanin NK degerinin saptanabilgi bir duyarlilik yontemidir. Stripin bir
tarafinda ilag, belirli ve surekli bir konsantrasydesisimi olacaksekilde ve kurutulmg
olarak bulunur. Dier yuzinde de antimikrobiyal ajanin stripin ucunddem uzaklga
karsilik gelen konsantrasyonlari bir cetvel gibi siratastir. 0.5 McFarland bakteri
inokulumu, disk diffizyon yontemindekine benzer rala Mueller Hinton agar
besiyerine datildi ve Uzerine E test stripleri yegteildi. 35+2 °C’de 24 saat inkube
edildi. Elips seklindeki inhibisyon alaninin strigestii konsantrasyon NK degeri
olarak belirlendi. MK degeri 8-16 pg/mL bulunanlar intermediate32 pg/mL olanlar
direncli olarak kabul edildi.

E Test stripleri AB Biodisk firmasindan temin edilege Uretici firmanin dnerisiyle —20
°C’'de saklanarak, kullanmadan 30 dakika 6nce d¢iganda sicakiina ulamasi

sgzlandi.
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Vankomisine direngli olarak bulunan enterokokslau % 4 gliserolll, brain-heart

inflzyon agarda uretilerek, —20 °C’de genomik angdipilana dek muhafaza edildi.

3.4. Kokenlerin Genotiplenmesi icin Molekiler Y&nten

Vankomisine direncgli olarak bulunan enterokoklaunin genotipik analizi otomatize
bir sistem olan DiversiLab (bioMerieux) cihazindaligldi. DiversiLab, rep-PCR
teknolojisi kullanilarak standardize ve tekrarlafiiaDNA parmak izi profilleri ile kisa
bir sirede sglarin genotiplendirmesini yapan, otomatik bir PCiRazidir. Cihaz ve
adapte edildii kit, ticari bir kit olduzundan (patentli Griin) ilgili firma ve kit kullanim
kilavuzundan vankomisine rezistan enterokok genoanlalizi icin aratirilan gen
bdlgesine ulgilamamstir.

Bu calsma 4 gamada yapildi.

1.Vankomisine rezistan enterokok saf kultirindemued DNA ekstraksiyonu yapildi.
2. Thermalcycler’da DiversiLab parmak izi kitletillanilarak rep-PCR yapildi.

3. Bioanalizér kullanilarak otomatik microfluidide&troforez yapildi.

4. Internet tabanli yorumlama yazilim programi ile lgola hizli dgerlendirme yapildi.
DNA ekstraksiyonu yapmak i¢in -20 °C’de muhafazaigtoldugumuz bakteri sglarini

bir gece etiivde beklettikten sonra koyun kanl agdilerek sgicanlandirildi.

3.4.1. DNA ekstraksiyonu icin yapilan gamalar

Ekstraksiyon kitinin icesi

< Kumlu tip
s 2 mL'lik ependorf tip
% Kolonlu tip
s MD1, MD2, MD3; MD4, MD5 Solusyonu

1. 300 pl MicroBead ¢ozeltisi, her biri icerisinde kuanesi bulunan MicroBead
tipune daitildi.

2. Besiyerinden numune alindi (1 defa 10 ul 6ze ).

3. MicroBead tupundeki sivi igerisine alinan enterokaMkonileri 6ze ile iyice
karistirildi.

4. 50 ul MD1 cozeltisi eklendi.
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10 dakika boyunca 2400 rpm’de vortekslendi.
30 saniye 10.000 g'de cevrildi.
100 pl MD2 c¢ozeltisi temiz ependorf tlplerinesalbildi.

© N o g

Tam sidpernatanti (6. adimdan) 100 pl MD2 c¢ozekidigerisinde kum tanesi
olmamasina dikkat edilerek) aktarildi.

9. Kisa bir surre vortekslendi.

10.15 dakika +4 °C’de squtuldu.

11.1 dakika 10.000 g'de cevrildi.

12.450 pl MD3 c¢ozeltisi temiz ependorf tupleresalbildi.

13.200 pl stipernatant (11. adimdan) 450 pul MD3 ¢éediaktarildi.

14.Kisa bir sure vortekslendi (40-50 saniye).

15.Kisa bir sure santriftjedildi (1 dakika kadar).

16.Silpernatant (15. adimdan, 650 pl ) temiz bir sfireye transfer edildi.
17.30 saniye 10.000 g'de ceuvrildi vgagl akan sivi atildi.

18.300 pl MD4 c¢ozeltisi spin filtreye Baltildi (17. adimdan).

19.30 saniye 10.000 g'de cevrildi vgagl akan sivi atildi.

20.1 dakika 10.000 g kuru olarak ceuvrildi.

21.Spin filtre yeni temiz bir tipe yegerildi.

22.35 pl MD5 c¢ozeltisi spin filtreni tam ortasina viréye dokunmadan kaltildi.
23.2 dakika oda sicaldinsa inkibe edildi.

24 Filtre ¢ikarihp atildr.

25.DNA toplama tupinde tutuldu.

26.DNA amplifikasyon glemi tamamlandi.

3.4.2. Thermalcyclerda diversiLab parmak-izi kiti kullanarak rep-PCR yapilmasi

asamasl

Rep-PCR ve uygun DiversiLab DNA parmak-izi kiti lafdarak ornekler amplifiye
edilir.
PCR Kitinin icerigi

%+ Master Mix
< PCR Buffer

< Primer Mix
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s Tag Polimeraz
Her calgmada 12 enterokok sw icin enterokok-DNA amplifikasyon karmi

hazirlandi.
12 hasta icin Total volim

(k)

Rep-PCR MM 234

GeneAmp 10X PCR buffer 325

Primer Mix 26

AmpliTaq DNA Polymeras| 6.5

299

Testin uygulanmasi

1. Amplifikasyon @amasi izolasyon odasindan farkli bir odada yapAdplifikasyon
icin kullanilacak buffer, master mix, primer mixagt DNA Polimeraz -20 °C’lik derin
dondurucudan cikarildi. Tag DNA Polimeraz gaa anina kadar buz kalibi Gzerinde
bekletildi.

2. Ornek sayisi kadar PCR amplifikasyon am ependorf tiipine hazirlandi ve 1
ul'lik ependorf tiplerine 23 ul dgatildr.

3. Hasta orneklerinden elde edinDNA izolatlarindan Zer ul ependorf tuplerine
dagitildi ve kapaklari kapatildi.

4. Orneklerdeki niikleik asit ‘thermal cycler’ cihada gagidaki siklusler uygulanarak

cogaltildi.
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Program rep-PCR45

Cycles 35

Step Temp (°C Time (seconds)
Initial Denaturation 94 120
Denaturation 94 30

Annealing 45 30

Extension 70 90

Final Extension 70 90

Hold 4 -

5. Calgma tamamlaninca PCR Urilnleri cihazdan alindi.
6. DNA Lab Chip on Agilent Bioanalyzer cihazinalgstirildi.

3.4.3. Bioanalizor kullanilarak otomatik mikrofluid ic elektroforez yapimi

Kitin icerigi
s Chip reaktifleri
< Marker

¢ Jel boyasi

%+ Jel matriksi

Testin uygulanmasi

1. Jel-boya iceginin oda 1sisina getirilmesi beklendi.
2. Jel ve boya vortekslendi ve kisaca spin yapildi.
3. 1.5 pl'lik bir tipe 200 ul jel ve 10 ul boya kddu.
4. Homojen olana kadar vortekslendi.

5. Kit i¢indeki spin filtreye (kolonlu tip) trangfedildi.
6. 1500 g'de 10 dakika oda isisinda santrifiij edild

Chip’e yukleme asamasi
1. Marker ve lader kisaca vorteksdi.

2. Bu gamada jel-boya kanminin vortekslenmesi 6énerilmemektedir.
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3. 9 ul jel-boya kagimi ¢ip Gzerindesaretli olan’G’ kuyucguna pipetlendi.

4. Cip yukleme istasyonundaringa 1 ml'de iken 30 saniye ¢ipe basin¢ uygulandi
Istasyon kapa acilarak piston dengeye gelene kadar beklendi.

5. Kalan G kuyularina 9 pul jel-boya kami pipetlendi.

6. Her bir numune kuyusuna 5 pl marker sonuna kpigitlendi.

7. Marker konulan kuyulara 1 pl'de bakteri DNA'@rkup pipetlendi.

8. Cip 1 dakika vortekslendi ve cihaza yuklendi.

3.4.4. ‘rep-PCR DNA fingerprinting’ teknoloji kullanilarak internet tabanl
yorumlama ve yazilim programi ile g&glendirme yapildi.

Tam enterokok izolatlarinin rep-PCR tabanli parnzakaliplari DiversiLab sistemi ve
Enterokok DNA parmak izi kiti kullanilarak elde edilgtir. Degerlendirme icin
benzerlik hesaplarinin yapiimasinda DiversiLab lyaziPearson Korelasyon katsayisi
ve UPGMA (Unweighted Pairvise grouping matematiesknaging); matematiksel
ortalamayla girliksiz ciftlerin gruplandiriimasi yontemi rep-PGiofillerini otomatik
olarak kagilastirmak amaciyla kullanildi. DiversiLab yazilimi ig@nde rep-PCR DNA
parmak-izi veritabani mevcuttur. Analiz sonucundaesiLab’'in 2.1.66 versiyonlu
yazilimlari kullanildi.

Ek olarak sonuclari iceren, bilgisayar tarafinddastarulmus, DNA parmak izinin
otomatik okunmasini gosteren dendogram, benzer ©@idAerinin renklerle ayrilarak
gosterilen benzerlik matriksi ve garin benzerliklerine gore grafik tzerinde noktatgam
yapan noktalama graiibilgilerin yorumlanmasinda kullanildi.

Benzerlik matriksindeki renklerden kirmizi % 100-@%aninda, turuncu % 95-90
oraninda, mavi % 90-80 oraninda, pembe % 80-70imdan gri % 70-0 oraninda
benzerlik oldgunu gostermektedir. Ayni swlarak kirmizi renkte goriinen yani % 100-
95 oraninda benzerlik gosterenlan kabul edildi.

Bu tez, Gaziantep Universitesi Bilimsel Anama Projeleri Yonetim Birimi Komisyonu
Baskanligl tarafindan TF.11.14 numarali proje ile desteklgtim
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4. BULGULAR

Calsmada Eylul 2010-Eylul 2011 tarihleri arasinda Gatga Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi HAYBU ve nefroloji servisind®hik bobrek yetmezii tanisiyla
yatmakta olan toplam 100 hastadan rektal surintiekieri ve @ zamanli olarak
hastalara ait cevre Ornekleri alinarak vankomisiristan enterokok vagh aratirildi.
Hastalarin 51'i (% 51) kadin ve 49'u (% 49) erkelarak bulundu. Taramalar
sonucunda pozitiflik elde edilen 34 6rnekten 284 82.4) hastaya, 6’s1 (% 17.6) cevre
orneklerine ait idi. Hastalara ait 28 pozitif ortexk 16's1 (% 57.1) kadin ve 12'si (%
42.9) erkek hastalardan izole dildi. Hastalariglafa 18-85 arasinda idi. Pozitiflik
saptanan hastalarin 12’sinin (% 43) 63 ya Uzerinde oldgu saptandi. VRE pozitif

hastalarin y@gruplarina gére dalimi Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6.VRE sularinin izole edildikleri hastalarin yaagilimi

Yas Araliklart | 18-29 yaarasi | 30-49 yaarasi | 50-85 yaarasi Toplam
Hasta Sayisi 6 10 12 28
(%) (21) (36) (43) (100)

Calisma suresince ornek alinan hastalarin 82'si (% @&®poltvoji servisinde ve 18'i (%
18) HAYBU’de yatmakta idi. Hastalarin 28’inde VRBmandi. Pozitiflik saptanan
olgulardan 22'si (% 78.6) nefroloji servisinde vé&si6(% 21.4) HAYBU'de takip

edilmekte idi. Tablo 7°de hastalarin yattklinik birimlere gore dgilimi gosterildi.
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Tablo 7 Hastalarin birimlere gére gaumi

Birimler Nefroloji Servisi HAYBU TOPLAM
Sayi/ylzde (%) Sayi/ylzde (%) Sayi/ylzde (%)

VRE pozitif 22 6 28
(26.8) (33.3) (28)

VRE negatif 60 12 72
(73.2) (66.7) (72)

TOPLAM 82 18 100
Sayilyuzde (%) (82) (18) (200)

VRE acgisindan pozitiflik elde edilen 28 hastadaidnBn (% 11) tedavisinde higbir
antibiyotik kullanilmazken, 25’'inde (% 89) farklirgplarda antibiyotik kullanimi
mevcuttu. Ayni zamanda glikopeptid kullanimi incelginde VRE pozitiflgi saptanan
28 hastadan 8'i (% 29) vankomisin tedavisi almaltaVRE saptanan hastalarin 12’si
(% 42.9) diyalize girmezken, 11'i (% 39.3) hemodig®, 51 (% 17.9) ise periton
diyalizine girmekte idi.

Hastalara ve yatmakta olglu yatga yakin cansiz yuzeylerden, nefroloji servisi ve
HAYBU'ye ait olan ortak kullanim alanlarindan headtaya ait dokuz farkli yerden
olmak Uzere toplamda 900 suruntt @inalindi. Alinan 6érneklerin 6’sinda VRE gu
izole edildi. Cevreden izole eitmiz swlarin izole edildgi hastane ekipmanlarina goére

dagihmi Tablo 8'de gosterildi.

Tablo 8. Cevre drneklerinden izole edilen VRElaunin da&ilimi

izole edildpi alan izolat sayisi
Etejer 2
Yatak 1
Klozet 2
Diyaliz sivisi 1
TOPLAM 6

Elde edilen 34 swn tdr tayini sonucundg. faeciumo 85 (n:29) ile en sik kgitasilan
tur olurkenE. gallinarum % 15 (n:5) tespit edilen ger tir oldu (Tablo 9). Cevre

kultarlerinden izole edilen 6 enterokokun tamdnfaeciunolarak tanimlanngtir.
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Tablo 9. VRE’lerin tlr tayinine gére gdimi

Mikroorganizma Sayisl Yuzde (%)
E. faecium 29 85

E. gallinarum 5 15
TOPLAM 34 100

Saptanan enterokoklar igerisinden vankomisine direnlanlarin cagmaya dahil
edilmesi planlanngken, calsma suresince orta diizeyde direncli olarikMlegeri 8-16
png/mL) 5 ornekteE. gallinarumizole edilmg ve bu bakteriler de ¢cama grubuna

alinmstir.

Genotipik Degerlendirme Sonuclari: DiversiLab veri analizinde bulunan dendogram,
benzerlik matriksi ve noktalama grgifie gére yorumlama yapildi.

28 hastanin rektal surunttu 6rneklerinden ve 6 céwneklerinden izole edilen toplam
34 orngin DNA parmak izi sonuclarinin dendogram, benzemti&triksi ve noktalama

grafigi Sekil 2, 3 ve 4’te gosterilngiir.

65



Diversilab 134
FC

#5T7

Key Genus Species Location Class 1
H1 Enterococcus faecium Nefroloji Se... .
[ W 2  Enterococcus faecium Nefroloji Se... || I
| L ®m 3 Enterococcus gallinanim Mefroloji Se... I ||.| |I |
W 4  Enterococcus Faecium Hemodiyaliz ... | |
[ Enterococcus gallinanim Mefroloji Se... -
i _[ W &  Enterococcus faecivm Nefroloji Se.., -
W 7  Enterococcus faecium Nefroloji Se... .Ill .
[ Enterococcus Faecium Mefroloji Se... cevre kultur... I I
W Enterococcus Faecium Hefroloji Se... I I
W10 Eaterococcus Faecium Mefroloji Se... cevre kultur... I I
W11  Enterococcus faecivm Nefroloji Se.., I l
w12 Enterococcus faecium Nefroloji Se.., | I
H13 Enterococcus faecium Nefroloji Se... I I I I
W14 Eaterococcus Faecium Mefroloji Se... | I I
W15 Eaterococcus Faecium Mefroloji Se... cevre kultur... I I
Wi Enterococcus gallinanim Hemodiyaliz ... | |I
— W17 Enterococcus gallinarum Nefroloji Se..,
————— H 13  Enterococcus faecium Nefroloji Se... | - |
L m19 Enterococcus faecium Nefroloji Se... | | | |
W20 Enterococcus faecinm Nefroloji Se... | |
W21 Enterococcus Faecium Mefroloji Se... cevre kultur... | | || | I
[ W22 Enterococcus faecivm Hemodiyaliz ..  cevre kultur.., | | | | I
m23 Enterococcus faecium Hemodiyaliz ..  cevre kultur.., I ||| I I
H2?3 Enterococcus gallinarum Hemodiyaliz ... | .
W25 Eaterococcus Faecium Mefroloji Se... | . I I
W26 Enterococcus faecium Nefroloji Se... || | I
W27 Enterococcus Faecium Hemodiyaliz ... " | I
W23 Enterococcus faecivm Nefroloji Se.., | || I I
H2?9 Enterococcus faecium Hemodiyaliz ... | I
w30 Enterococcus faecium Nefroloji Se... I | I
H31 Enterococcus faecium Nefroloji Se... | | I | I
W32 Eaterococcus Faecium Mefroloji Se... | |” |
W33 Enterococcus Faecium Mefroloji Se... | | |
_|: H 34 Enterococcus faecivm Hemodiyaliz .., |||| ||
1
50 B0 PO &0 90 100

% Similarity

Sekil 2. VRE'nin izole edildgi rektal surtnti orneklerinin ve c¢evre orneklerikide
ili skisini gbsteren dendogram
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Diversilab 13 4 | . |
PC 1] T =] an a5 100

#57 % Similarity

Sekil 3. VRE'nin izole edildgi rektal surinti orneklerinin ve c¢evre 6rneklerikide
ili skisini gosteren benzerlik matriksi
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E:;'erﬂlab vad Mode: Spacing between samples on the scatterplot may be distorted
#57 if e dadesetis larae andior if thete is no disfinct clustering,
Gridline Spacing; 5% Similanity
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Sekil 4. VRE'nin izole edildgi rektal surinti orneklerinin ve cevre orneklerikide
ili skisini gésteren noktalama grgifi

Noktalama grafiinde ysil renkli rakamlar ¢evre izolatlarini, mavi renklianlar rektal
suruntu izolatlarini gbstermektedir.

Bilgisayar software’inden elde edilen verilere govd&RE izole edilen 8 ve 9 numarali
ornekler arasinda benzerlik saptandi. 8 numartdjefesurinti) orngnden 16.02.2011
tarihinde, 9 numarali (rektal strtnti) ¢égmeden 27.03.2011 tarihinde VREgari izole
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edildi. Her iki 6rnekte nefroloji servisinden izoélildi, tir olarakE. faeciumolarak
bulundu.

VRE izole edilen 10 numarali (klozet sdrinti @hel5 numarall (periton diyaliz
sivisi) ve 23 numarall (klozet surtnti orneklermpekler hicbir 6rnekle benzerlik
gOstermedi.

VRE izole edilen 21 ve 22 numarali cevre Orneklarasinda benzerlik saptandi.
11.10.2010 tarihinde nefroloji servisinden alindnn2marali (etejer surintl) érnekte ve
11.10.2010 tarihinde HAYBU’den alinan 22 numarghaték surintiisi) ornekte VRE
izole edildi, tUr olaralE. faeciunsaptandi.

Rektal surunti ornekleri incelergihde ise 26-27-28-29-30 numaralisku benzer
olarak saptandi. 27-29 numaralisism HAYBU’'nden ve 26-28-30 numarali gar
nefroloji servisinden izole edildi.

izole dilen VRE sglarinin izolasyon tarihleri, izole edildikleri séslere gore dalimi

ve izole edilen turler arasindakiskiye ait dendogram, benzerlik matriksi ve noktalama

grafigi, Sekil 5, 6 ve 7’de gosterilrgiir.
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Diversilab w34
P

#55

]

L Rl

i

_|:
—
=

28

29

30

3

32

% Similarity

Genusg Species Location Date Receive..,

Enterococcus Faecinm Mefroloji Se... 2011-03-22 .
Enterococcus Faecium Hefroloji Se...  2011-03-08 H l
Enterococcus  gallinarwn  Mefroloji Se...  2010-09-28 | ‘|.|
Enterococcus Faecinm Hemodiyaliz ...  2010-10-11 | |
Enterococcus gadlinawwin HMefroloji Se... 2010-12-19 .
Enterococcus Faecinm HMefroloji Se... 2010-09-17 .
Enterococcus  Faeciom Mefroloji Se...  2011-03-21 I|||‘
Enterococcus Faecinm Mefroloji Se.. 2011-02-16 I
Enterococcus Faecinm HMefroloji Se... 2011-03-27 I
Enterococcus Faecinm Mefroloji Se... 2010-12-10 I
Enterococcus Faecinm Mefroloji Se.. 2011-02-07 I
Enterococcus Faecinm HMefroloji Se... 2011-03-05 |
Enterococcus  Faeciom Mefroloji Se...  2011-03-29 | | I
Enterococcus  faeciom Mefroloji Se...  2010-12-06 | | |
Enterococcus  faecium Nefroloji Se...  2011-03-22 l |
Enterococcus gadlinarwmin Hemodiyaliz ...  2010-10-11 | |I
Enterococcus gadlinarwmin Mefroloji Se.. 2010-12-10

Enterococcus faecium HMefroloji Se.., 2011-03-20 |
Enterococcus Faecinm Mefroloji Se... 2011-02-16 ‘
Enterococcus Faecinm Mefroloji Se.. 2010-10-11

Enterococcus faecium HMefroloji Se.., 2010-11-10 |
Enterococcus faecium Hemodiyaliz ... 2010-10-11 | |
Enterococcus Faecinm Hemodiyaliz ...  2010-12-06 |
Enterococcus gallinarmn Hemodiyaliz ...  2010-12-14 |
Enterococcus faecium HMefroloji Se... 2011-03-22 |
Enterococcus Faecinm Mefroloji Se.. 2011-03-29

Enterococcus faecium Hemodiyaliz ...  2010-10-11

Enterococcus faecium HMefroloji Se... 2010-10-11 |
Enterococcus faecium Hemodiyaliz ...  2010-12-06

Enterococcus faecium HMefroloji Se.., 2011-01-26

Enterococcus faecium Hefroloji Se...  2010-10-11 | |
Enterococcus faecium Hefroloji Se... 2010-12-13 |
Enterococcus faecium HMefroloji Se.., 2011-03-05

Enterococcus faecium Hemodiyaliz ... 2010-10-11

Sekil 5. VRE'nin izole edildgi tarih-klinik-tar iliskisini gosteren dendogram
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Divversilab 134 I L ]
PC 0 o &0 a0 a5 100

#58 % Similarity
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Sekil 6. VRE'nin izole edildgi tarih-klinik-tar iliskisini gdsteren benzerlik matriksi
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Diversilab v34
P Mate: Spacing betwesn samples on the scatterplot maw be distorted

55 ifthe dafeset is large andior ifthere is no distinet clusteting,
GHdline Spacing: 5% Similaity
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Sekil 7. VRE'nin izole edildgi tarih-klinik-tar iliskisini gosteren noktalama gragifi

Eylil 2010-Ekim 2010 aylarina ait olan nefrolojirgsinden alinan 6-3-20-28-31
numarall sglar ile HAYBU'den alinan 4-16-27-34 numarali star izole edildi. 27
numarah (rektal surtntt) ile 28 numaral (rektékistl) sglar arasinda benzerlik

saptandi. Tur olarak. faeciunsaptandi.
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Kasim 2010-Aralik 2010 aylarina ait olan nefrolsgrvisinden alinan 5-14-17-32
numarall sslar ile HAYBU’'nden alinan 24-29 numaral ssar izole edildi. Sslar
arasinda benzerlik saptanmadi. 5-17-24 numardtalretrintl) sglar E. gallinarum
tlrd ve 14-32-29 numaral (rektal struntiglauE. faeciuntiri olarak saptandi.

Ocak 2011Subat 2011 aylarina ait olan nefroloji servisindéman 11-30 numaral
suslar ile HAYBU'den alinan 19 numarali gar izole edildi. Sglar arasinda benzerlik
saptanmadi. 11-30 numarall (rektal suruntiglasuE. faeciumtiri ve 19 numaral
(rektal surtntt) suiseE. gallinarumtiri olarak saptandi.

Mart 2011 ayina ait olan nefroloji servisinden ahn1-2-7-9-12-13-18-25-26-33
numaral sglar izole edildi. Sglar arasinda benzerlik saptanmadi. TumglesuE.
faeciumolarak saptandi.

izole dilen VRE sglarinin hastanin yatigiinii ile gevre ve rektal sirintl 6gimelen
izolasyon ilgkisini gosteren dendogram, benzerlik matriksi v&tamma gratii, Sekil
8, 9 ve 10'da gosterilrgiir.
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Diversilab vi.4
FC

#E50

Key Subspecies Locakion Class 1 Class 2
l1_ VRE Nefroloji Servis. . 4.qun .
W VRE Mefroloji Servis... 4. || I|
| m3  VRE Nefroloji Servis... 3.qu || ||.| || |
ma4 VRE Hemodiyaliz Ara .. dgun | |
m5 VRE Nefroloji Servis... J.gun .
6 VRE Nefroloji Servis.. s [
m7 VRE Hefroloji Servis... 3.9un .||| .
W& VRE Mefroloji Servis.. cevre kulturu J.gun | l
mg VRE Mefroloji Servis.. 2.gun l I
ﬂ m10 VRE Mefroloji Servis..  cewre kultur 2gun | |
m11  VRE Nefroloji Servis.. 2qm | |
m12 VRE Mefroloji Servis... 3gun | |
m13 VRE Hefroloji Servis... 2.9un | | I I
E W11 VRE Hefroloji Servis... 1.9un | | |
m15 VRE Mefroloji Servis..  cewre kultur agm | I
mi6 VRE Hemodiyaliz Ara ... d.gun | |I
— m17 VRE Mefroloji Servis... 1.
— W18 VRE Hefroloji Servis. . 12.qun | - |
m1g9 VRE Mefroloji Servis... 3.qun | | | |
H20 VRE Hefroloji Servis. . 3.9 | |
m21  VRE Mefroloji Servis..  cewre kultur 1.gun | || 11
1 4[ m22 VRE Hemodiyaliz Ara .. cevrekultorn  4.gun | || I
m23 VRE Hemodiyaliz Ara....  cevre kultur 10.gun LT m bl
W24 VRE Hemodiyaliz Ara ... 2.9un | .|
W25 VRE Hefroloji Servis... 2.9un | . l |
m26 VRE Nefroloji Servis... 3.qun || | |
W27 VRE Hemodiyaliz Ara ... d.qun || | |
m2s  VRE Nefroloji Servis.. 3gun | 1 1
m23 VRE Hemodiyaliz Ara ... 10.gun | |
m30 VRE Mefroloji Servis... 3.qun | | |
m31  VRE Hefroloji Servis. . 1.guwn | | | | |
W32 VRE Nefroloji Servis... 2.qun | Il | |
m3i3 VRE Mefroloji Servis. . d.gun ||| |
H .
W34 VRE Hemodiyaliz Ara .. dgun |||| ||

T 1 T
S0 B0 PO &0 A0 100
% Similarity

Sekil 8. VRE'nin izole edildsi yatis gunid-cevre orn@-klinik ili skisini gosteren
dendogram
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Diversilab vz 4 I L |
PC 0 70 a0 EL TR | Ir

#80 % Similatihy

Sekil 9. VRE'nin izole edildéi yatis gunu-cevre orng-klinik ili skisini gosteren
benzerlik matriksi

75



'ngemlah vit Mote: Spacing between samples on the scatberplot may e distorted
460 if the dateset is large andgor if ere is no distinct cstering,
Gridline Spacing: 5% Similaity
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Sekil 10. VRE'nin izole edildii yatis gund-cevre orng-klinik ili skisini gésteren
noktalama grafii

Bilgisayar software’inden elde edilen verilere g¥iRE izole edilen hastalarin ygiin
kacginci guntuinde 6rnek aliggginin ve ¢evre érneklerinin klinik gkisi karilastirildi.

1. gun; nefroloji servisinden alinan 14-31 numafadktal strintl) sdar ile cevre
ornesinden alinan 21 numaral (etejer surinti3taWRE izole edildi. Hastalara ait

ornek ile gevreye ait drnek arasinda benzerlikesaptdi.
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2. gun; nefroloji servisinden alinan 9-11-13-32 awah (rektal surint) slar ve gevre
ornezinden alinan 10 numaral (klozet)ssile HAYBU’nden alinan 24-25 numarali
(rektal sUrintl) sgar da VRE izole edildi. Rektal struntt 6rneklde ¢evre ornekleri
arasinda benzerlik saptanmadi.

3. gun; nefroloji servisinden alinan 3-5-7-12-192828-30 numarali (rektal strinti)
suslar ve cevre orngnden alinan 8 numaral (etejer surintiglauda VRE izole edildi.
Hastalara ait olan 26 ve 28 numarali 6rnekler adasbenzerlik saptandi.

4. gun; nefroloji servisinden alinan 1-2-33 numafegktal surintl) sgar ve cevre
ornezinden alinan 15 numaral (periton diyaliz sivisy e HAYBU’'nden alinan 4-16-
27-34 numarall (rektal sidruntt) ve cevre @nden alinan 22 numarah (yatak
surunttst) sglar da VRE izole edildi. Rektal surtnti érneklele icevre ornekleri
arasinda benzerlik saptanmadi.

6. gun; nefroloji servisinden alinan 6 numaralk{@é strintt) sgta VRE izole edildi.
VRE pozitif gevre 6rng@ olmadg! igin benzerlik ilgkisi kurulamadi.

10. gun; HAYBU’nden alinan 29 numaral (rektal sitii) sy ve cevre érngnden
alinan 23 numarali (klozet) ga VRE izole edildi. Rektal surinti Oghielle cevre
ornesi arasinda benzerlik saptanmadi.

11. gun; nefroloji servisinden alinan 17 numaradkial suruntl) sta VRE izole
edildi. VRE pozitif cevre 6rng olmadgi icin benzerlik ilgkisi kurulamadi.

12. gun; nefroloji servisinden alinan 18 numaragkial surintl) sia VRE izole
edildi. VRE pozitif cevre orng olmadgi icin benzerlik ilskisi kurulamad.

Saptanan VRE izolatlarinin (¢evre ve hastadanplast yats gind ve fistul varfi ile

ili skisini gésteren dendogram, benzerlik matriksi vé&talmama grafii Sekil 11, 12 ve

13'te gosterilmgtir.
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Diversilab v+
PC

1 Key Subspecies Class 1 Clazs 2 Class 3

mi VRE 4.qun .
E. 2 VRE 4.qun || Il
- s e Il

m4 VERE d.qun | |
E5 VRE J.gun .
I 4[ mE6 VRE sgum  fisl [} ]
L m7 VRE 3.gun .||| .
mE VRE cevre kulturu J.gun | I
9 VRE 2.9un l I
t mi0 VRE cevre kulturu 2.gun | |
mi1 VRE 2.gun ] 1
miz VRE 3.9un | |
m13 VRE 2.gun | | l I
mi4 VRE 1.qun | | |
mi5 VRE cevre kulturu gun l |
mi6 VRE 4.g9un | |I
— m17 VEE Tgun  fistul
W18 VEE 12.g9um  Fistul | - |
E m1is VRE Z.gun | | | |
m20 VRE 3.gun fistul | |
m21 VEE cevre kulturu 1.qun fistul | | | | |
4[ m22 VRE cevre knlturu 4.qun fistul | | || | |
m23 VERE cevre kulturu 10.gun  Ffistul | | | ||| I I
{: m24 VRE 2.gun | .|
m2s VRE 2.gun | Bl
m26 VRE 3.gun | || | |
m27 VRE dgun fistul || | |
m26 VRE 3.gun | Il |
~@ m29 VERE g fistul | |
m30 VRE F.gun | | |
m31 VRE 1.gun fistul | | | | | |
m3i2 VRE 2.gun fistul | 1
m33 VRE 4.gun |
{ m34 VRE d.gun fistul |||| ||
—

T 1 T
50 ED w0 an an
% Similarity

=
=)

Sekil 11. VRE'nin izole edildii cevre orngi-yatis gund-fistul iliskisini gosteren
dendogram



Diversilab 3.4 | |
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Sekil 12. VRE'nin izole edildii cevre 6rngi-yatls gunu-fistul ilskisini gosteren
benzerlik matriksi
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Sekil 13. VRE'nin izole edildii cevre drngi-yatis gund-fistal iliskisini gosteren
noktalama grafii

Nefroloji servisinde yaginin 3. gininde alinan 19 numarali (rektal sirtsti)ile 8
numarah (etejer surintl) ga VRE izole edildi ama bu hastada fistil olngadcin
benzerlik ilgkisi kurulamadi.

Nefroloji servisinde yaginin 2. gininde hastalardan alinan 6rneklerde R& igole
edilmezken, 10 numaral (klozet surintl) cevre gimie VRE sgu izole edildi.
Hastalarda VRE su izole edilmedii icin benzerlik ilgkisi kurulamadi.

Nefroloji servisinde yatnin 4. gininde alinan 1 numarah (rektal surustg)ile 15
numaralh (periton diyaliz sivisi) garda VRE izole edildi. Hastada fistil olmgdicin

benzerlik ilskisi kurulamadi.
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Nefroloji servisinde yaginin 1. gininde alinan 3 numarali (rektal surusti)ile 21

numarah (etejer surunti) garda VRE izole edildi. Hastada fistul bulurgduhalde
benzerlik saptanmadi.

HAYBU'de yatisinin 4.giintiinde alinan 27 numarali (rektal surtstile 22 numarali
(yatak sdruntt) sgarda VRE izole edildi. Hastada fistul bulurgduhalde benzerlik
saptanmadi.

HAYBU'de yatisinin 10. gininde alinan 29 numaral (rektal sunirsig ile 23

numarah (klozet suruntt) garda VRE izole edildi. Hastada fistll bulurgduhalde

benzerlik saptanmadi.
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5. TARTI SMA

Giderek karmgk ve uzun sireli gercelden hospitalizasyon slreci invaziv
uygulamalardaki agla da beraber hastalari enfeksiyonlara oldukca dgalte
getirmektedir. Uygunsuz antibiyotik kullanimi isei kenfeksiyonlarin giderek daha
direncli etkenlerle olgmasina yol agcmaktadir. Daha sik rastlanan ve datesct
etkenlerle olgan enfeksiyonlar hastalarda mortalite ve morbiditesinin yani sira
ciddi ekonomik kayiplara da sebep olmaktadir. Bu &nfeksiyonlar, hastane
enfeksiyonlari veya hasta bakimiylaskiii enfeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir.
Modern tibbin ge$im basamaklarindan biri de bu enfeksiyonlarin siwladan
onlenmesini sgamaya yonelik uygulamalardir. Bu uygulamalar gkklel hastane
enfeksiyon kontrol komitelerinin organize @tfi hastanede uygulanan sterilizasyon-
dekontaminasyon onlemlerinden, izolasyon uygulamedadek uzanan, multidisipliner
kurallari icermektedir. Kurallar bir zincirin halleau gibi dggrudan birbirinin sonucunu
etkileyen nitelikte olup, uygulamadaki en kucuk &ksama, artrgihastane enfeksiyonu
oranlari, artmy bakteriyel diren¢ oranlari olarak gozlenmektedir.

Insan bairsak florasinin dgal tyeleri olan enterokoklar, giik virulanslarina rgmen,
onemli nozokomiyal patojenlerden biridir. Ozellikenterokok kolonizasyonuna yol
acabilen sefalosporinler, kinolonlar, beta-laktangéi antimikrobiyallerin profilaksi
veya tedavi amach sik kullaniimasi enterokok esifginlarindaki argin en 6nemili
nedenidir (136). Enterokoklarin antimikrobiyalleripopguna kagl intrensek veya
kazanilmg dirence sahip olmalari 6nemlerini artirmaktadironSiki dekadda
enterokoklarda vankomisin direncine sik rastlanmdkt VRE veya glikopeptid
rezistan enterokok insidansindaki @rti nedeni Avrupa’da kimes hayvanlarinin
yemlerine gekim faktori olarak eklenen avoparsin kullanimi oftow. Avaparsin
molekiler yapi olarak glikopeptidlere benzadden, Avrupa LUlkelerinin gaunda
ciftlik hayvanlari, tavuk 6luleri, ger et Grtnleri ve bunlarin atik sulari infekte esme
ile hayvanlar arasinddan Atipi glikopeptid rezistan enterokoklar ciddi prebi haline

gelmistir. Bu zengin rezervuar g¢#lili gi gida zinciri ile insanlara da yansgmve
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toplumda VRE kolonizasyon orani % 2-12'ye dek yliksgtir. Ancak 1994 yilindan
itibaren bir¢cok tlkede avoparsin kullaniminin ydaaknasi ve hastalarda glikopeptit
grubu antibiyotiklerin kisith kullanimi sonucu Iilkelerden bildirilen VRE oranlarinda
azalma tespit edildi bildirilmi stir (137). Enterokok ttirlerinde vankomisine duyas
direncli sylar arasinda virulans farki yoktur. Ancak vankomésduyarli sglarla olan
bakteriyemilerde mortalite orani % 13.6-27 arasifidan, enterokokun vankomisine
direncli olmasi durumunda bu oran % 36.6-52’ye @ktadir (136).

IIk VRE swu 1988 yilinda Uttley ve ark. (81), tarafindbngiltere’den bildirilmitir.
Hemen ardindan Fransa, Belgika, Almanya giliediAvrupa Ulkelerinden bildirilngi
ABD’de daha sonra saptamgmwe c¢ok hizli bir yayilm gdstergtir. Yurdumuzda ilk
VRE suu 1998 yilinda Akdeniz Universitesi'nden bildirilgnive bunu dier olgular
izlemigtir (137).

Vankomisin icin MK degerleri agar diliisyon, agar gradient diliisyon, broth
makrodilisyon yontemlerinden birisi ile saptanmeé& inkibasyon siresi 24 saat
olmahdir. Disk difiizyon yonteminde ise plaklarid 8aat inkiilbasyonu ve inhibisyon
zonlarinin ik altinda okunmasi 6nerilmektedir (35). Tenoveravk. (138), yaptiklari
calismada, enterokoklarda disk diftizyon yontemiyle ghigptid direncini saptamanin
gic oldgunu bildirmglerdir. Yamane ve ark. (139), disk difizyon yontami
vankomisine direncli enterokok ve vankomisine duyanterokok ayirimini yapmada
yetersiz kaldiini, Vitek otomotize yonteminin/anA ve VanBdirencinin saptamada
yanlis sonuclar verdini, E test ve agar tarama yonteminin en guvernjiintemler
oldugunu, ger direncli veya orta duyarh bir sgaptanirsa mutlaka PCR NManA, Van

B direnci bakilmasi gerelini bildirmislerdir. Calsmamizda vankomisin direnci disk
difizyon yontemi ile cafilmis, direncli siglarin E test ile NIK degerleri belirlenmitir.
VRE tespitinde daha kisa gaha siresi ile 6n plana ¢ikan bigdr yontem de PCR’dir.
Benadof ve ark. (140), VRE tespitinde kultir yonteste PCR yodnteminin
kiyasladiklari cabmalarinda zaman agisindan molekuler testlerin aylardldugunu
bildirmislerdir.

E. faecalis(% 85-90) veE. faecium(% 5-10) Klinik izolasyonu en fazla olan enterokok
turleridir. E. casseliflavusre E. aviumgibi diger enterokok turleri de giderek artan
oranlarda saptanmaktadgekerci@lu ve ark. (141), yaptiklari ¢camada, 30 enterokok

swunun % 50’siE. faecalis % 47’siE. faeciunve % 3'UE. aviumolarak saptanngiir.
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Son yillarda yapilan ¢amalardakE. faeciunun daha sik izole edildi, E. faecalidn E.
faeciuma oraninin 3.7/1'den 1.9/1’e gliiigti belirtiimektedir (142).

Enterokok tdrleri arasinda Kklinik 6neme sahip olRE’lerin tir dailimi da,
enfeksiyonun lokalizasyonu, hastanin takip edildservis, hastanede antibiyotik
kullanim politikalarina bgi olmak Utzere hastaneler ve bolgeler arasindasittékler
gostermektedir. Ancak tim dunyada gerek hastaneeksiybnlari gerekse
kolonizasyonla ile i§kili olarak izole edilen VRE tirleri arasinda faeciumoraninin
giderek arttgl dikkat cekmektedir. Son yillarda yapilan gadalarda, 6zellikle
bakteriyemiye yol acak. faeciumzolatlari arasinda VRE oraninin (% 18),faecalis
izolatlari arasindaki VRE oranina (% 4) gore daliksgk oldgu goOsterilmgtir.
ABD’de yapilan uzun donemli bir epidemiyolojik bgalismada; 1995-2002 yillar
arasinda izole edilen VRE izolatlarigdr glikopeptid tirevi antibiyotiklere direng
oranlari ve turler arasindaki farkhliklarin tesgitmaci ile dgerlendirilmis ve E.faecium
sularinda, tum glikopeptit tirevlerine kaiE. faecalis’eoranla ¢ok belirgin bir direng
artigl  tespit edilmgtir  (143). Kanada'da Uriner sistem enfeksiyonlarie v
bakteriyemilerden izole edilen VRE'lerin % 98.3'imiE. faecium % 1.7’sininde
E.faecalisoldugu bildirilmistir (144).

Schouten ve ark. (145), Avrupa’'da VRE prevelansimehirlenmesi amaci ile yapilan
calismada 27 Ulkeden toplam 49 laboratuar verilerisgalya dahil edilmitir. Hasta
orneklerinden elde edilen 4208 enterokokusdeserlendirilmis ve E. faecalis% 83
(n:3493) ile en sik tespit edilen tur olurken ikisklikla %13.6 (n:574) il&. faecium
ve % 1.2 (n:49E. gallinarumuicunci sirada yer algtir. VanAtipi direng (n:18) en sik
gorulen direng tipi iken bunWanBtipi direng (n:5) takip etngtir. VanCtipi direng ise
calisma kapsaminda en sik Turkiye ve Litvanya'dan izdémistir. Hastanemizde Zer
ve ark. (146), yap# bir calsmada da izole edilen 81 VREssumun tamamkE. faecium
olarak bildirilmistir. Bizim ¢alsmamizda da izole egimiz VRE izolatlarinin % 85’E.
faecium % 15'i E. gallinarumolarakbulundu,E. faecalisse saptanmadk. gallinarum
yapisal olarakvanC turtinde dirence sahip, vankomisinifdeseri 8-16 pg/mL olan
bir enterokok turudur. Aslinda bu gahanin vankomisine direncli enterokokskun ile
yapiimasi planlanmgken, 5 ornekteE. gallinaruma rastlanmasiyla bu slar da
calsmaya alinmgtir. Bu sylarda direncten sorumlu gen bolgesi hareketli gknet
yapilarda dgil kromozom Uzerinde bulungundan yapisal olmayan direncin aksine

horizontal gegi olmaz ve izolasyon 6nlemlerine gerek yoktur. Buaureraber, klonal
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bir benzerlik olup olmaginin argtirilmasi amaciyla bu slar calsmaya dabhil
edilmistir.

VRE kolonizasyonunun yayillmasini engellemek ve kizle hastalarda enfeksiyonu
onlemek 6nemlidir. Bu nedenle periyodik rektal verigektal sdrinti orneklerinin
alinmasi VRE kolonizasyonunu tespit etmede alamdsdrttir. Landman ve ark. (147),
hastane kaynakli VRE kolonizasyonu ile ilgili gatalarinda; hastanede yatan 189
hastadan perirektal sudrunti ornekleri glam ve 101 (% 53) hastada VRE
kolonizasyonu tespit etgierdir. Ceryan ve ark. (148), yaptibir calsmada, rektal
suruntt kaltarinden elde edilen 197 enterokojusdan, 5’'inde (% 2.5) vankomisin
direnci saptamglardir. Harris ve ark. (149), cerrahi m bakim Unitesinde yaptiklari
calismada 1362 olgunun 136’sinin (% 10) VRE ile koloniéugunu bildirmilerdir.
Grayson ve ark. (150), 134 gan bakim hastasini iceren gatalarinda bir (% 0.7)
hastada VRE kolonizasyonu saptagtmi Gordts ve ark. (151), ise 636 hastanin
22'sinde ( % 3.5) VRE izole etgierdir. Calsmamizda 100 hastadan rektal surintu
orngsi alinms ve 28inde (% 28) (22'si nefroloji servisi, 6’si AYBU) VRE
kolonizasyonu saptangtir. Calsmamizda saptanan oranin yiksek olmasi, VRE
kolonizasyonu igin yiksek risk ggan bir hasta populasyonu ile gadmasina
baglanmstir.

VRE kolonizasyonu ile ilgili yapilan ¢amalarda risk faktorlerinin hastaya ait faktorler
(immuansupresyon, noétropeni, bobrek yetm@zgibi), hastaneye ait faktérler (§an
bakim Unitesinde yagi onkoloji Unitesinde yag) uzun sureli yagioykisu gibi), ve bga
vankomisin olmak Uzere antibiyotik kullanimi ofglubildirilmistir (152).

Vankomisine direncli enterokoklar icin risk grubuolusturan hastalarda daha yiksek
oranda VRE kolonizasyonu ve enfeksiyonuna rastldtaolar. Ankara’da yapilngibir
calismada (148); Uc¢ gin ya da daha uzun slire hastarstde Whastalardan rektal
suruntt ornekleri alinmgive izole edilen 197 enterokok ssundan 5’inde (% 2.5)
vankomisin direnci saptangtir.

Padiglione, Avusturalya’da U¢ Universite hastanasWRE acisindan risk gayan 11
unitesinde (3 bobrek, 5 YBU, 2 transplantasyondaijtl hematoloji-onkoloji tinitesi)
15 aylik donemde 3458 hastanin 8953 rektal @inae yaptgl bir calsmada 66 hastada
VRE kolonizasyonu bildirmgtir (% 77 E.faecium % 23 E. faecali. VRE

kolonizasyonu en fazla bobrek hastalarinin takifegl merkezde saptangtir (153).
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Italya’da yapilmy bir calsmada ygun bakim uniteleri (YBU) ginda yatan hastalarda
VRE kolonizasyon orani % 0-4; gon bakim, onkoloji ve diyaliz hastalarinda ise %
14-18 oraninda saptargtr (154). Israilde yapilan bir ¢cajmada VRE rektal
tastyicihigl prevalansi iki farkh risk grubunda, on bakim Gnitesinden 61 hastada ve
diyalize giren 92 hastada analmistir. YBU’ndeki hastalarin 14’unde (% 23), diyalize
giren hastalarin 4’tinde (% 4.3) VREtaciligl saptanmgtir. Bu iki grupta da uzun stre
antibiyotik kullanimi (6zellikle vankomisin) 6énemtisk faktorii olarak bildirilmgtir
(155). Calsmamizda VRE kolonizasyonu saptanan 28 hastadampdigatize giren 11
(% 39) hasta ve periton diyalizine giren 5 (% 18pta, toplamda 16 (% 57) hasta
diyalize idi. 28 hastanin 25'i (% 89) farkh grupda antibiyotik tedavisi alirken ayni
zamanda da 8’inde (% 29) vankomisin kullanma o6ykosirdi. Vankomisin
kullaniminin da cagma grubumuzdaki hastalarda VRE kolonizasyonu iigk faktord
oldugu soylebilir.

Elizage, uzun dénem bakim merkezlerinde kalan 1B@dé&k VRE kolonizasyonu
acisindan risk faktorlerini irdelemve 45 hastada VRE saptatm. 60 gin 6ncesinde
hastanede yatibeslenme tlpd, idrar sondasi, basi yarasigvavie 60 gun icerisindeki
antibiyotik kullaniminin anlaml risk faktorleri @ligunu bildirmstir. Bu calsma da
antibiyotikler vankomisin, sefalosporin vegdr antibiyotikler olarak siniflanmwve her
birinin VRE acisindan risk faktori oldu bulunmytur (156).

Ostrowski ve ark. (98), cerrahi YBU’'sinde VRE koimasyonunu % 12 olarak bulgu
ve risk faktorleri olarak ise 2. ve 3. dak sefalosporin kullanimi, uzun sure hastanede
yatis, solid organ transplantasyonu.gym bakim tnitesinde yatitespit etmglerdir.

Byers ve ark. (157), ise YBU’sinde VRE kolonizasyon % 6 olarak bulmuve risk
faktorlerini VRE'li hasta ile temas, multiple traawve metronidazol kullanimi olarak
bildirmislerdir.

Warren ve ark. (158), YBU’'sinde VRE kolonizasyonu®iu 32 olarak bulmg risk
faktorleri olarak ise; YBU'ye gelmeden énce en agi hastanede yatgnolmak,
diyaliz, hastaneye kaurusundan daha dnceki bir yil icinde iki ya daal&éwla hastane
basvurusu olarak tespit etgierdir.

Son zamanlarda yayinlanan birgcoksairanada, VRE’lerin hastadan hastaya direkt veya
personelin elleri, kontamine hasta bakim ekipmanler cevre ile indirekt olarak
geckinin mumkin oldgu vurgulanmaktadir. Vankomisin duyarl enterokolkslau

hastane ortamlarinda ortalama 58 gin boyuncganyarini strdirebilmekte iken
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vankomisin direnci s6z konusu olglinda bu sire 9 aya kadar uzayabilmektedir (6).
Noskin ve ark. (159), hastane malzemeleri ve ortaimekleri tzerinde yaptiklari
calsmadaE. faecalidn ortalama olarak 5 giin vE. faeciuntun ise ortalama 7 gin
boyunca hastane ortaminda cagiri sirdurebildiini ve hastane personeli ve hastalari
kolonize edebildiklerini ortaya koymlardir. Livornese ve ark. (51), yaptiklari benzer
bir calsmada ise enterokok turlerinin hastanede mevcut kilén yizeylerde ortalama
iki ay suresince canhliklarini strdirebildiklertaya konulmstur. Bizim calsmamizda
da cevreden alinan orneklerin 6’sindan VRE izoldéned olup, sglarin 5’i hastalarin
gaitalarl ile temas etme ihtimali daha yiksek ojéizeyler (yatak, klozet ve etejer
surunttsu) olarak bulunngtuwr.

rep-PCR tipleme yodnteminde; @o bakterinin genomu boyunca glam gdsteren
tekrarlanan DNA dizilimlerine komplementer olan merler kullanilarak tekrarlar
arasinda kalan DNA dizilimlerinin amplifikasyonupramaktadir. Sglar arasinda tekrar
elementlerinin sayisi ve lokalizasyonu farkli maikk tipleme icin gerekli olan tipe
O0zgu bant profilini olgturmaktadir. rep-PCR; kiltirden olglu gibi direkt klinik
orneklerden yapilan DNA ekstraksiyon Urlnleriyle dalsilabilir. Tekrarlanan
elementlerin dizilimlerin ve kullanilacak primerierbaz diziliminin bilinmesi zorunlu
degildir. Siklikla tek bir primer seti kullanilarak gm-negatif ve gram-pozitif bir cok
bakteride tiplendirmeyi $fayacak yeterlikte bant profili ojturulmaktadir (160).
rep-PCR, RFLP gibi molekiler tipleme yoluylasku arasindaki ikkiyi ortaya
ctkarmada en sik kullanilan PCR bazlh tipleme yanéeindendir. rep-PCR tipleme
kolay uygulanabilmesi, ¢ok sayida izolat ile gdibilmesi ve ayirt edicifinin yiksek
olmasi nedeniyle bakteriyel popilasyonlarin filogidn yapilari ve taksonomik
farkhliklarini belirlemede de kullanilabilmektedit60).

Bou ve ark. (161), yaptiklari catnada rep-PCR ile PFGE arasinda korelasyon
saptanmy, rep-PCR, AP-PCR’dan daha yuksek ayirt ettiri@rak belirtilmgtir. rep-
PCR; hizli, kolay, yararli ve sonuglari PFGE ilesKastirilabilir bir yontem olarak
gorulmektedir. rep-PCR ve AP-PCR icin bakterileti kKeesiyerinde Uretildikten sonra
10 saatten az bir sure yeterli iken, PFGE icin Brtesin en az 90 saatte uzadi
bildiriimektedir (161). Cakmamizda rep-PCR kullanii;mve kati besiyerinde Greme
oldugu andan itibaren 4 saat igerisinde sonug alinaidiimi

Silbert ve ark. (162), yaptiklari bir cginada Enterobacterial Repetetive Intergenic
Consencus PCR (ERIC-PCR), otomatize ribotipleme PEGE'yi kasllastiriimis;
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ERIC-PCR’In yorumlanmasi gir ikisinden daha karmgk ve zor, ERIC-PCR ve
ribotiplemenin  PFGE’den daha kisa zaman alan, di@maribotiplemenin de
digerlerinden daha pahali olglw sonucuna varrglardir.

Yeni calsmalarda; rep-PCR’da yapilan modifikasyonlarla (eetligin ve ayirm
glcunun art@ rapor edilmgtir (163). Otomatik rep-PCR’a uygulanan kombine
modifikasyonlarla rep-PCR’in Uretkegii artmi, dongi zamani, maliyet vgablon
gereksiniminin azalgg@ bildirilmistir. rep-PCR amplikonlarinin agaroz jel ile
ayrilmasiyla laboratuarlar arasi yetersiz sonutglamtaya cik@ini ve klinik acidan
hantal oldgunu bildiren bir camada, ¢calma siresinde kisalma ve gah sayisinda
azalmanin da gandgl vurgulanmgtir (163). DiversiLab yazilimi standart bir
algoritma kullanir ve otomasyonun 6rnek analizioraga dahil olmak Gzere 13 6rnek
icin 4 saattir ki bu durum molekller gahalar icin uygun bir siredir. Genotipleri
belirleme yontemleri epidemiyolojik cainalarda ve parmak izleri kaliplarinin
karilsgtirllmasi en kritik noktadir. DNA konsantrasyonukdalegisimler 6zel bazi
islemler ve laboratuar olanaklari test sonuclarirkileenemelidir. Bu cakmada
kullandgimiz DiversiLab sistemi insan faktorinid en aza rgelyen otomatize bir
sistemdir. DiversiLab sistemi dongu zamaninin Jaite personel zamaninin énemili
oldugu klinik laboratuarlarda ¢ok cazip bir sistemdep+fPCR calmasinin en ygun
emek gerektiren kismi DNA ekstraksiyonudur ve mani@NA saflastirma
prosedurlerinin otomatik sistemlerle yapilmasi immbs argtirmalar stirmektedir (163).
DiversiLab sisteminde bazi potansiyel sinirlamatardir. Su anda Onerilen DNA
esktraksiyon prosedurt teknik olarak basit olsaedaek acgisindan ¢ok gondur.
Sistemde gejimeye ihtiya¢ olan kisim burasidir. Her ne kadalekitcin pozitif ve
negatif kontrol olsa da veri tabaninda pozitiflgini kasilastirma yoktur. Orngin saf
kulttr olmasi ¢ok kritik bir noktadir. Ornek Chigerrisindeki mikroalkgkan kuyucuklara
doldurulurken hava kabarciklart olmasi bir sorunduBu old@unda test
tekrarlanmalidir.  Bu durumda zaman kaybolmakta \estirt tekrarlanmasini
gerektirmektedir. DiversiLab’in maliyet acisindaramhkli olmasi icin 12 6rnek ve 1
pozitif kontrol ya da kontrol yoksa 13 6rnek tedilmelidir. Clinki mikroakgkan Chip
icerisinde 13 kuyucuk vardir ve 0ornek koyulmayanydauklar jel matriksi
bozulacg@indan tekrar ¢ajilmaz (163).

Klasik yontemlerde okan DNA bantlarini karlastirmak oldulca zor ve zaman alicidir.

DiversiLab web bglantili bir yazilimla saptamioldugu DNA dizilerini otomatik olarak
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veri tabaniyla kanlastirmakta, sonuglari, farkiekillerde (dedogram, benzerlik matriksi
ve noktalama grafi) vererek yorum ve karastirmayi kolaylatirmaktadir. Ustelik
calismak icin, klasik parmak izi yontemleri kadar laboex alt yapisi
gerektirmemektedir.

Salginlarn zamaninda fark edebilmek igin 6zellikiaz1 kritik birimlerde aktif VRE
surveyansi yapiimali, gereginde etkenin kaynak agt@rilmasi yapiimalidir.

Kuru yizeylerin ve hasta odalarindaki tibbi ekipmamygun dezenfeksiyonu, el
dezenfeksiyon protokoliine tam uyum ve antibiyotikledikkatli kullanimi hastane
kaynakli etkenlerin geginin dnlenmesinde ¢ok 6nemlidir (164).

Rutin olarak cevre 0&rneklerinin alinmasi ise Omeeinektedir. Ancak salginlar
sirasinda c¢ok ©nemli bilgiler ganmasi ve salgin yapan mikroorganizmanin
rezervuarinin saptanmasi amaciyla mutlaka cevigasekleme yapilmalidir. Terminal
dezenfeksiyon ve oOncesinde uygun temizlikaraasi bazi Unitelerde enfeksiyon
kontrolinde faydali olmaktadir. TiUm bu dnlemleryadélasimlar ancak etkili el yikama,
izolasyon ve genel 6neriler uygulanabilirse faydddibilecektir (165).

Calismamizda cevreden izole edilen 8 numarall (etejeirgil) 6rnek ile, 9 numaral
hasta orngi DNA dizileri agisindan benzer bulungtur. Bu iki sgun izolasyon
zamanlari g6z 6ndne alifinda hastaya cevresel kaynaklardan gulg olabilecei
soylenebilir.  Nefroloji servisinde alinan 21 nuidar (etejer suruntt) suile
HAYBU’'den alinan 22 numaral (yatak surinti)lsmn identik olmasi oldukca ilging
bir bulgu olarak dgerlendirildi. iki servis arasinda ortak personelin hizmet etniesi)
ekipmanlarin ortak kullanimi, hasta visitlerinintak yapilmasi gibi bazi faktorlerin
mikroorganizmanin Klinikler arasindaki transferiretkisinin olabilecgini distindurda.
Rektal siurunti orneklerinden 26-27-28-29-30 numabahekler benzer idi. Benzer
bulunan bu 5 6rnekten 2'si HAYBU'de, 3’ nefrolgervisinde yatmakta idi. Bu iki
servis arasinda sik hasta transferi olmasindarydblnzer sglarin hastalar arasinda
yaylimis olabilecgini disinmekteyiz.

Zaman dagilimi acisindan enterokok izolasyonlari arasindabdik saptanmadi.
Hastalarin klinge yats sureleri baz alinarak VRE giami incelendginde, yatginin 1.
guntnde iki hastada, yaimin 2. guninde 4 hastada, yatin 3. gininde 9 hastada
VRE saptandi. Yatinin 1.gindnde saptanmasi KBY hastalarinirgkdasalik
kuruluslarinda yatmalarindan, diyaliz veya tetkik yaptikmamaciyla sik hastane

ziyaretinde bulunmalarinda kaynaklaniyor olabMitekim ginimuizde “nozokomiyal”
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tanimi “s&lik bakimiyla ilki” olarak yeniden dizenlengtir. En fazla 3. ginde VRE
izolasyonuna rastlanmasi da kolonizasyonun 0OzellikF2. saatten itibaren
yayginlatirdigini disindurebilir. 3. ginde hastalardan izole edilen 2egin identik
olmasi da bu fikrimizi desteklemektedir. Bunun yama klinige kabul edilen hastalarda
1. gun kdltar alinsa dahi sonuclar 48-72 saattertapmaktadir. Bu sire icerisinde de
var ise VRE'nin dger hastalara yayilabilegeunutulmamalidir.

Bu calsmada cevresel kaynaklarin bylacisinda agturilmasi amaclanngti. Cevreden
almis oldugumuz oOrneklerden saptanan VRE izolatlari ile hasti@n izole edilenler
karsilastirildiginda sadece 1 6rnekte benzerlik saptanbuna rgmen hastalardan izole
edilen sglarin 5’'inde benzerlik bulunngy bu da bize bukakayn&inin cevre dgil,
hastadan hastaya olglinu d@gundirmgtar. Calsmamizin yapildii  birimlerde
dekontaminasyon kurallarina, izolasyon kurallarmddaha fazla uyulmu oldugu
soylenebilir.infeksiyon kontrol protokollerinde bir klinikte VREDir hasta saptanmasi
durumunda siki temas izolasyonu uygulanmasi Onekiedir. Siki temas
izolasyonunda hastalarin ayri banyo, tuvaleti dianodaya alinmasi, hasta odasina
girerken bariyer dnlemlerinin alinmasi ve hastayaokan ceitli ekipmanlarin odadan
ctkarilmamasi gibi dnlemler alinmasi gerekirken, tédbirlerin cagmamizin yapilny

oldugu birimlerde tam olarak uygulanmgddistnilmstir.
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6. SONUCLAR

Gaziantep Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi Hiigadiz Ara Yosun Bakim Unitesi

ve nefroloji servisinden Eylul 2010-Eylal 2011 tdari arasinda kronik bdbrek

yetmezIgi tanisiyla yatmakta olan 100 hastadan rektal gtirdmekleri ve ¢ zamanl

cevre orneklerinden izole edilen Vankomisin Rezidkaterococcusulari ile yapilan

bu calgmadaki verilegu sekilde 6zetlenebilir;

Calsmaya 28'i hastaya ait rektal strinti 6rneklerinden6’si cevre orneklerinden

saptanan toplam 34 VRE sudahil edildi.

1.
2.
3.

Hastalar 18-85 ydari arasinda idi.

Toplam 100 hastadan rektal surtintt @rradindi.

VRE izole edilen hastalarin 16’si (%57.1) kadin M&si (%42.9) erkek
olarak bulundu.

Nefroloji servisinden 22 (%26.8) hastada, Hemodizy&lra Yogun Bakim
Unitesi’nde 6 (%33.3) hastada VRE izole edildi.

28 hastadan 25'i (%89) farkli gruplarda antibiyatddavisi almakta idi. Bu
hastalardan 8'i (%29) ayni zamanda da vankomisiavisi almakta idi.
Cevresel yuzeylerden alinan suriinti 6rneklerindéRE swu izole edildi..
Calismaya alinan 34 sun tur tayini sonucund&. faecium%385 (n:29) ve
E.gallinarum%?15 (n:5) oraninda bulundu.

5 hastanin (26-27-28-29-30 numarall) rektal sourUddeklerinden izole
edilen sglar benzer bulundu. Bu hastalarin 3’U nefrolojivegnde tedavi
goérmekte olup 2'si HAYBU'de tedavi gérmektedir.

8 numaral (etejer surtuntd) ornekle 9 numaralitédegurinti) 6érnek benzer

bulundu.

10.21 numarall (etejer surintl) érnekle 22 numaraltaly surintl) érnek ayni

bulundu.
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