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OZET

Enterokoklarin hastane ve toplum kokenli enfeksiyon etkenleri arasindaki onemi
hizla artmaktadir. Bu etkenlerde gelisen vankomisin direnci ve vankomisine direngli
tiirlerin birgok antibiyotige de diren¢li olmasi, enterokokal enfeksiyonlarin tedavisini
giiclestirmektedir. Vankomisin direnci ile iliskili genlerin belirlenmesi bu 6nemli
direncin 6zelliklerini daha iyi anlamaya ve etkin tedavi ve miicadele yontemlerine
yardimc1 olmaktadir. Bu g¢aligmada vankomisin direnci ve tiir 6zellikleri farkl
enterokok izolatlarinda vankomisin direnciyle ile iligkili 6nemli genlerden vanA,
VanB ve VanC‘nin PCR ile belirlenmesi amag¢lanmistir. Caligma materyali olarak,
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Haziran 2013 — Mart 2014 tarihleri arasinda Vitek-2
Compact ile tanimlanmis 91’1 (%45,5) (biri vankomisin direngli) E. faecalis, 102’si
(%51) (66’s1 vankomisin direngli) E. faecium, besi (%2,5) E. gallinarum ve ikisi
(%1) E. avium’dan olusan 200 izolat kullanildi. Bakterilerden DNA izolasyonu ve
Ozgiin genleri amplifiye eden PCR gerceklestirildi. Toplamda 97 (%48,5) vanA, dort
(%2) vanC, iki (%1) vanA+vanC diren¢ genleri pozitif izolat tespit edilirken, 97
(%48,5) izolat direng genleri bakimindan negatif olarak belirlendi. Doksan E.
faecalis izolatindan 19’u (%21,1) vanA pozitif olarak tespit edilirken, 71 (%78,9) sus
ise negatif olarak belirlendi. Otuz alt1 E. faecium susundan 16 tanesi (%44,4) vanA
pozitif bulunurken 20 izolat (%55,6) ise negatif olarak belirlendi. Bes E. gallinarum
izolatindan dordi (%80) vanC pozitif olarak tespit edilirken, bir (%20) susun vanC
negatif oldugu bulundu. Iki E. avium izolat1 analiz edilen tiim diren¢ genleri
acisindan negatif olarak ortaya konuldu. Vitek-2 tarafindan VR E. faecium olarak
tanimlanmis 66 susun 61’1 (%92,4) vanA, ikisi (%3) vanA+vanC olarak tespit
edilirken, ti¢ (%4,6) izolat negatif olarak belirlendi.

Bu arastirmada izole edilen hem VRE hem de VSE suslarinda belirlenen yiiksek
diizeyde diren¢ geni varligi, basta vanA, vanB ve vanC olmak iizere direng iligkili
genlerin dikkatle izlenmesinin etkin kontrol ve Onleme yontemleri i¢in gerekli
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu caligmanin enterokoklarm direng 6zelliklerini ve
epidemiyolojisini daha iyi anlamaya ve ilgili genlerin belirlenmesi seklindeki tanisal

destegin onemini daha iyi kavramaya katki sunmas1 beklenmektedir.

Anahtar Sozciikler: Enterokok, vankomisin, PCR, vanA, vanB, vanC.



ABSTRACT
Investigations of vanA, vanB and vanC Genes in Enterococcus Isolates

Enterococci has increasing importance in both community and hospital acquired
infections. The development of resistance to vancomycin leading to multiple drug
resistance is complicating the treatment of enterococcal infections. ldentification of
genes associated with vancomycin resistance helps better understanding of resistance
properties and effective treatment and control strategies. The present study aimed to
determine the vanA, VanB and VanC, important genes associated with vancomycin
resistance, in enterococcal isolates. For this purpose, 200 Enterococci strains isolated
from surveillance and clinical samples in the Microbiology Laboratory of Canakkale
Onsekiz Mart University Hospital were analyzed. These strains, isolated between
June 2013 — March 2014 and identified by Vitek-2 Compact system, consisted of 91
(45.5%) E. faecalis (one vancomycin resistant), 102 (51%) E. faecium (66
vancomycin resistant), five (2.5%) E. gallinarum and two (1%) E. avium. Bacterial
DNA isolation and PCR targeting to vanA, VanB ve VanC genes were performed.
Total of 97 (48,5%) vanA, four (2%) vanC and two (1%) vanA+vanC PCR positive
isolates were determined and 97 (48.5%) isolates were found to be negative for
resistance genes. Of the ninety E. faecalis isolates, 19 (21.1%) were found to be
positive for vanA and 71 (78.9%) for negative. Among 36 E. faecium strains, 16
(44.4%) were positive for vanA and 20 (55.6%) were negative. Four out of five E.
gallinarum isolates (80%) were identified as vanC, while a strain was found to be
vanC negative (20%). Two E. avium strains were negative for all resistance genes
analyzed. Among 66 isolates identified as VR E. faecium by Vitek-2, 61 (92.4%) and
2 (3%) were determined as vanA and vanA+vanC, respectively while three (4.5%)
strains were found to be PCR negative.

The existence of high level of resistance genes in both VRE and VSE strains isolated
in this study suggests that careful monitoring of resistance-related genes, particularly
vanA, vanB and vanC, is essential for effective treatment, control and preventive
measures. The results of this study may help better understand resistance properties
of enterococci, epidemiology of enterococcal infections and importance of resistance

gene determination in diagnostic contribution.

Keywords: Enterococci, vancomycin, PCR, vanA, vanB, vanC.
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1.  GIRIS ve AMAC

Insanlik tarihi boyunca toplumu etkileyen enfeksiyon hastaliklari, en nemli
problemlerden biri olmustur. Eski donemlerde enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalarm zararl etkilerine karst ¢esitli kimyasallar, kokulu ¢ubuklar ve
boyalar kullanilarak tedaviler olusturulmaya calisilmistir. Enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisi amaciyla, antibiyotik ¢agmin baslangici olarak kabul edilen penisilinin
kesfinden sonra c¢ok sayida antimikrobiyal ila¢ iretilmis ve kullanilmigtir.
Enfeksiyon hastaliklarmin ¢ogu antimikrobiyal ajanlar ile tedavi edilebilmistir.
Ancak antibiyotiklerin hatali kullaniminin sonucunda tedavilerde kullanilacak olan
her yeni kesfedilen antibiyotige kisa siirede direng geligsmistir. Hastane florasina
hakim olan Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus
aureus, Stenotrophomonas maltophilia ve enterokoklar gibi hastane enfeksiyonlari
bakimindan izolasyonu sik olan bu patojenlerde ¢oklu ila¢ direnci bulunan suslar
kendini gostermeye baslamistir. Coklu ilag direnci gosteren suslar kendilerine
onceleri hastanelerde yer bulsalar da sonraki zamanlarda toplumda da goriilmeye
baslamistir. Klasik antibiyotik tedavisine cevap vermeyen suslarm sebep oldugu
hastane veya toplum kokenli yeni enfeksiyonlar, yiiksek morbidite ve mortaliteye
neden olmustur (Lewis, 1990; Cetinkaya ve ark, 2000; Spelman, 2002; Zerr ve ark,
2005; Singh ve ark, 2006).

Enterokoklar intestinal sistem ile beraber vajinal floranin iiyesidirler ve uzun
stire hastalik olusturma 6zellikleri diisiik olarak degerlendirilmislerdir. Enterokoklar,
antimikrobiyallerin hastanelerde siklikla ve hatali kullanimi nedeniyle beta-laktam,
aminoglikozid ve glikopeptit tiirevi olan antibiyotiklere kars1 diren¢ gelistirmistir.
Yatan hastalarda enterokoklarin glikopeptidlere direng gelistirmesi ve kullanilan ek
kemoterapoétiklerin de hastaya ait intestinal floranin bozulmasina yol agip, genel
dolasimma dahil olarak i¢ kokenli bakteriyemi ve endokardit olusmasinda rol
oynarlar. Boyle hastalarda antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasiyla meydana gelecek
olan kontamine digkilar ile temas, ortamda bulunan diger hastalara da tasmarak dis
kaynakli hastane enfeksiyonlarma yol acip hastalifin yayilmasinda, Oliimlerin
meydana gelmesine neden olmuslardir (Lewis, 1990; Cetinkaya ve ark, 2000).

1984 yilindan 6nce Streptococcus cinsi i¢inde degerlendirilen enterokoklar,
1984 yilina gelindiginde Enterococcus adi ile farkli bir cins olarak tanimlanmistir.
Enterococcus cinsi iiyeleri, katalaz pozitif, fakiiltatif anaerob olup hareketsiz (E.

casseliflavus, E. gallinarum disinda) ve mikroskop altinda tek tek, ¢ift olarak ya da
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kisa zincirler bigiminde Gram pozitif koklar olarak goriiniirler (Teixeira ve ark, 2011,
UMS, 2014).

Enterokoklar; cevresel ortamlar1 hari¢ tutarsak, insan ve hayvanlarin
gastrointestinal sisteminde (GIS) yaygin olarak bulunurlar. Bir gram diskida 10°-
10’CFU/gr’den daha fazla sayida enterokok bulunmasindan dolayi, enterokoklar
bagirsak florasinn onemli bakteri gruplar1 arasindadir. insan GiS’inde kommensal
yasayan enterokoklar, firsatg1t patojen olup insanda g¢esitli enfeksiyonlarin
olusmasinda rol oynamaktadir. Genellikle enfekte ettikleri bdlgeler; idrar yolu, kan,
endokard, yanik yeri yaralari, ameliyat yeri yaralari, safra yolu, kateter ve abdomen
olarak belirtilmistir. Enterokoklar c¢evre ortaminda ve barsak floramizda
bulunmasindan dolayi, enfeksiyon etkeni olup olmadiginin degerlendirilmesinde
dikkatli olunmalidir (UMS, 2014).

Hastalik etkeni enterokoklar, antimikrobiyal ajanlara karsi diren¢ kazanma
ozellikleri ve dirence sebep olan yapilarini hem kendi cinslerine hem de stafilokok
gibi diger bakteri tiirlerine aktarabilirler. Biyofilm olusturma &zellikleri sayesinde
canli1 ve cansiz yiizeylerde kolayca kolonize olabilirler. Antibiotiklere karsi kolay
direng gelistirme ve biyofilm olusturmalar1 nedeniyle, antibiyotiklerin etkisinden
kolaylikla kagabilirler (UMS, 2014).

Yaklasik 40 yildir hastane kaynakli enfeksiyonlarda, mortalite ve morbidite
oranini artirmasi, ¢oklu antibiyotik direnci gdstermesi, enterokoklarin tibbi 6nemini
belirgin sekilde artrmustir. Ozellikle enterokoklarin tedavisinde etkili bir sekilde
kullanilan vankomisin antibiyotigine son yillarda gelistirdigi direng, hastane
enfeksiyonlar1 agisindan olduk¢a 6nemli hale gelmistir (UMS, 2014).

Vankomisin, ilk kez 1952 yilinda Amycolatopsis (Streptomyces) orientalis adli
bir organizmadan izole edilmistir. Penisiline direngli stafilokoklar da dahil olmak
tizere, Gram pozitif organizmalara kars1 aktif olan vankomisin, ilk glikopeptid tiirii
antibiyotiktir (Anderson ve ark, 1961). Vankomisin elde edildikten hemen sonra
klinik kullanima biiyiik beklentilerle girmistir. O donemlerde “Mississippi ¢amuru”
olarak adlandirilan vankomisinin (05865 bilesigi) saf sekilde elde edilememis olmasi
ve fazla yan etki gdstermesi antibiyotigin kullanimmi sinirlandirmistir (Levine,
2006).

Vankomisin kullanimi, 1980°1i yillarin baginda giderek artmaya baglamistir.
1984 yilmna gelindiginde, Amerika Birlesik Devletleri’nde yillik 2000 kg olan
titketim, 1996 yilinda 11200 kg seviyesine ulasmistir (Kirst ve ark, 1998).



Vankomisine direngli enterokoklarmm (VRE), hastanelerde ortaya ¢ikmasi ve
artan salginlara iliskin raporlar, enterokok iliskili enfeksiyonlarin goriilme siklig1 ve
yayilmasinda farkindalik yaratmistir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde, VRE
orani 1989 yilinda %0,3’lerden 10 yilin sonrasinda 1999 yilina gelindiginde, %25’1
geemistir (UMS, 2014). Yogun bakim {initelerinde yatan hastalardan biiyiik
cogunlukla izole edilen enterokoklar hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonu
etkenleri arasinda ikinci, yara enfeksiyonu etkenleri arasinda ise {igiincii sirada yer
almaktadir (UMS, 2014).

Yogun bakim {nitelerinde bulunan vakalarin yarisinda hastane iliskili
enterokok enfeksiyonu ile ilgili problemler yasanmaktadir. EARSS verilerine gore
Avrupa iilkelerinde, nozokomiyal enterokok bakteremilerde VRE goriilme orani %5-
45, arasinda degiskenlik gosterirken (Antimicrobial Resistance Surveillance in
Europe, 2015), iilkemizdeki VRE goriilme oranlar1 %0,7-22.8 arasinda varyasyon
gostermektedir. Tirkiye’de vankomisin diren¢ oranlari, E. faecium izolatlarinda
%22.8 ve E. faecalis izolatlarinda %0.2 seklinde bildirilmistir (UMS, 2014;
UAMDSS, 2015).

Enfeksiyon hastaliklarinda antibiyotiklerin coklu ve akilct olmayan kullanimlari
sonucunda, ilag¢ direngliliginde gesitlilikler artmaktadir. Enterokoklar ise toplumsal
kokenli enfeksiyonlarin haricinde 6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda artan
oranda, vankomisin direngliligi goriilmektedir. Kolonizasyon ve tedavilerdeki
zorluklar1 agmak adma yogun vankomisin uygulanmasi, enterokoklardaki direng
sikliginin goriilmesine ve tedavide zorluklarin yasanmasma neden olmaktadir.
Mikrobiyolojik islemlerde molekiiler ¢alismalarin varolmasi, otomatik sistemlere
gbre nokta atis1 prosediirler gergeklestirilerek direngliliklerin hizli, dogru ve hata
paymi azaltarak islem goérmesi onem kazanmaktadir. Antimikrobiyal ajanlara karst
zamanla ortaya ¢ikacak farkli direnglilik durumlar1 ve bunlara neden olan
mekanizmanin ortaya konulmasi énemlidir.

Enterokoklarda gelisen vankomisin direnci ve vankomisine direngli tiirlerin
bircok antibiyotige de direncli olmasi, enterokokal enfeksiyonlarin tedavisini
giiclestirmektedir. Vankomisin direnci ile iligkili genlerin belirlenmesi, bu 6nemli
direncin 6zelliklerini daha iyi anlamaya ve etkin tedavi ve miicadele yontemlerine
yardimec1 olmaktadir. Bu g¢alismada vankomisin direnci ve tiir 0zellikleri farkli
enterokok izolatlarinda vankomisin direnciyle ile iliskili onemli genlerden vanA,

VanB ve VanC‘nin PCR ile belirlenmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Simflandirma Tarihcesi

Giliniimiizde enterokok bi¢iminde ifade edilen bakteri grubu daha Oncesinde
fekal kokenli streptokok olarak gruplandirilmistir. Streptokoklar immiinolojik olarak
presipitasyon yontemi (Rebecca Lancefield) ve agliitinasyon yontemiyle (Griffith)
incelenmistir. Lancefield (1933), patojen streptokoklar1 serolojik yontemler
kullanarak hiicre duvar yapisindaki karbohidrat antijenlerine gore smiflandirmis ve
enterokoklara “D grubu streptokoklar” arasinda yer vermistir. Brown (1919), kanl
agar besiyerindeki tiremelerdeki hemolizleri (a, B veya nonhemolitik) kullanarak
streptokoklart smiflandirmistir. Sherman (1937), streptokoklari; iireme derecesi,
hemoliz, antijen yapilar1 ve biyokimyasal ozellikleri kullanilarak; piyojen
streptokoklar, laktik streptokoklar, viridans streptokoklar ve enterokoklar bigiminde 4
gruba ayirmustir. Jones (1978), siniflandirmanin biraz daha gelismesine neden olarak;
oral, laktik, piyojen, anaerob ve diger streptokoklar ile enterokoklar seklinde bir
gruplandirma gergeklestirmistir (Facklam, 2002; Akan, 2004; Berzeg, 2005).

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (vol:2, 1986)’de Streptococcaceae
familyasi; anaerob ve fakiiltatif anaeroblar olarak (Tablo 1) incelenir (Bilgehan,
1995; Koneman ve ark, 2006).

Tablo 1. Streptococcaceae siniflandirmasi

Fakiiltatif Anaeroblar Anaeroblar
Streptococcus Peptococcus
Enterococcus Peptostreptococcus
Aerococcus Ruminococcus
Lactococcus Coprococcus
Leuconostoc Sarcina
Pediococcus

Gemella

Bentley ve ark. (1991) , ardindan Kawamura ve ark. (1995) katalaz negatif Gram
pozitif kok olarak tanimladiklar1 izolatlarin hiicre duvar yapilarina, DNA-RNA
hibridizasyonlarmma ve 16S-rRNA siralamasinin analizine gore Lactococcus,
Streptococcus ve Enterococcus olarak siniflandirmistir (Koneman ve ark, 2006).

1984 yilma kadar S. faecalis ve S. faecium olarak adlandirilan enterokoklar,
DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyonlar1 yapilarak, Streptococcus cinsinden

cikarilip Enterococcus cinsine aktarilmasi onerilmistir. Enterococcus cinsi i¢indeki



bakterilere sonrasinda diger enterokok tiirleri de eklenmistir (Koneman ve ark,
2006). Kabul gormiis tiirler (Tablo 2.) ve yeni katilmus tiirlerde mevcut durumdadir
(Tablo 2.) (Moellering, 2000; Lebreton ve ark, 2014).

Tablo 2. Kabul gérmiis ve yeni katilmis enterokoKk tiirleri (Lebreton ve ark, 2014).

Tiirler Insan Memeli Kus Bitki/Toprak Su Yiyecek
E. aquimarinus (2005) +

E. asini (1998) +

E. avium (1967) + + + +

E. caccae (2006) +

E. camelliae (2007) +
E. canintestini (2005) + +

E. canis (2003) +

E. casseliflavus (1979) + + + + +

E. cecorum (1983) + + +

E. columbae (1993) +

E. devriesei (2005) + +
E. dispar (1991) + + +

E. durans (1937) + + + + + +
E. faecalis (1906) + + + + + +
E. faecium (1919) + + + + + +
E. gallinarum (1982) + + + + + +
E. gilvus (2002) +

E. haemoperoxidus (2001) +

E. hermanniensis (2004) + +
E. hirae (1985) + + + + + +
E. italicus (2006) +
E. lactis (2012) +
E. malodoratus (1955) + + +
E. moraviensis (2001) +

E. mundtii (1986) + + + + +

E. pallens (2002) +

E. phoenicullicola (2003) +

E. plantarum (2012) +

E. pseudoavium (1989) + +

E. quebecensis (2012) +

E. raffinosus (1989) +

E. ratti (2001) +

E. rivorum (2012) +

E. rotai (2013) + +

E. saccharolyticus (1985) + +

E. sanguinicola (2008) +

E. silesiacus (2006) +

E. sulfuresus (1991) +
E. thailandicus (2008) +
E. ureasiticus (2012) +

E. ureilyticus (2013) + +

E. viikkiensis (2011) + +

E. villorum (2001) +

Insan klinik orneklerinden izole edilen Enterococcus faecalis %80-90, E.
faecium ise %5-10’luk bir orana sahiptir. Ortaya ¢ikmis olan bu oranlar c¢esitli

faktorlerin de etkisiyle degisim gosterebilir. Klinik 6rneklerden nadir olarak izole
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edilen diger tiirler; E. casseliflavus, E. gallinarum ve E. raffinosus’dur. Bunlar1 E.

avium, E. caccae, E. cecorum, E. dispar ve E. durans takip etmektedir (UMS, 2014).

2.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar, insan ile sicakkanli hayvanlarm GIS’inde bulunurken, diski ile
kontamine olmus sularda, topraklarda bulunmakta ve yiyeceklerle de
bulasabilmektedir. Enterokoklar indikatér mikroorganizmalar olarak igme sularinda
fekal kontaminasyonu gdstermek amaciyla da kullanilir. Insan digkisinda E. faecalis
miktar olarak 10°-10" CFU/gr, E. faecium miktarindan 10%-10° CFU/gr yaygin
bulunur (Hijazi ve ark, 2009; Fisher ve Phillips, 2009). Enterokoklar oral kavitede,
dental plaklarda, vajina ve deride az oranda bulunmaktadir. Bunun haricinde
enterokoklar laktik asit liretmeleri sebebiyle de peynir imalatinda baslatici olarak

kullanilir (Facklam ve Teixeria, 1998; Billstrom, 2008).

2.2.1 Gériiniim ve Boyanma Ozellikleri

Enterokoklar 0,5-1 um c¢apinda, tekli halde, ciftli olarak veya kisa zincir
bi¢iminde; yuvarlak veya oval sekilli, kok, kokobasil formunda bulunan bakterilerdir.
Kullanilan besiyerlerine gore enterkoklar kok veya kokobasil bi¢ciminde (kati
besiyeri) ya da uzunca zincirler (s1vi besiyeri) olusturduklar1 gézlemlenir. Gram
boyamalarinda Gram pozitif olarak tanimlanan enterokoklar, anilin boyalar ile de
kolay sekilde boyanir. Enterokoklarin ¢ogunda hareket (E. gallinarum ve E.
casseliflavus tiirlerini hari¢ tutarsak) gozlenmemektedir (Facklam ve Teixeria,
1998).

2.2.2 Ureme Ozellikleri ve Fizyolojik Karakterleri

Fakdiltatif anaerob olan enterokoklarin optimum tireme sicakligi 35°C (10-45°C
arasinda degisen sicakliklarda da iireyebilirler), en uygun tireme pH’lar1 ise 7.2 +0.2
dir. Enterokoklar %5 koyun kanli agar besiyerlerinde 18-24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda, 1-2 mm ¢apli, streptokoklarin koloni yapilarindan daha biiyiik koloni
yapisinda, kabarik goriinimlii ve gri ya da beyaz renkli, “S” koloni yapilarini
meydana getirir (Resim 1). E. faecalis tiiriiniin 3’te 1’i B-hemoliz (insan, tavsan, at
kan1 ihtiva eden agar besiyerlerinde) olusturabilir ancak %5 koyun kani i¢eren agar
besiyerinde B-hemoliz gostermez (Winn ve ark, 2006; Fisher ve Phillips, 2009).

Istisna olarak kanli (insan, tavsan, at ve koyun) agarlarda B-hemolizi E. durans tiirii
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olusturur. Diger enteokok tiirlerinin neredeyse tamamina yakini a-hemolitik ve
nonhemolitik yapisin1 gosterir. Alfa-hemolitik goriinen suslar aslinda “peroksit”
tiretmis olan nonhemolitik suslardandir. Besiyerinde goriilen yesil renkli hemoliz
olma durumu a-toksin iiretimiyle degil, peroksitin eritrositlere etkisi sonucunda
meydana gelmektedir. Koyun kanli agar (%5) besiyerlerinde klasik gri-beyaz
koloniler diginda sar1 pigmentli koloniler yapan tiirler de (E. casseliflavus, E. gilvus,
E. mundtii ve E. sulfureus) mevcuttur. Yiiksek sicakligin haricinde, tuz
konsantrayonunun yiiksek oldugu ortamlarda (% 6,5 NaCl) ve ayrica safra tuzlarinin
(%40) varhginda dahi tremelerini gergeklestirirler. Bile-Esculine (BE) agar
besiyerinde eskiilini hidrolize edebilir ve kolayca bu besiyerinde iirerler.
Pyrrolidonyl-B-naphthylamide (PYR) pozitifligini E. cecorum, E. columbae ve E.
saccharolyticus disinda ¢ogu enterokok, pyrrolidonyl arylamidase (PYRase) iireterek
saglamaktadir. Enterokok suslarnin tamami, leucine aminopeptidase (LAPase)
aktivitesi gostererek leucine B-naphthylamide’i hidrolize eder (Winn ve ark, 2006).

Enterokoklarin tanimlamasi geleneksel yontemler ile de yapilmaktadir. Bunun
haricinde biyokimyasal olarak yapilacak testlerde Brain Heart Infusion Broth (BHI)
stv1 besiyeri kullanilir. Ayrica Moeller’in dekarboksilaz besiyerini de Kkullanarak
arginin deaminasyonu goriilebilmektedir. Yar1 kati1 besiyerleri kullanilarak da
enterokoklarda hareket bakilabilmektedir (Facklam ve ark, 1999).

Ford ve ark. (1994), gaita florasindan E. faecium 'un elde edilebilmesi adina
Sefaleksin-Aztreonam-Arabinoz (CAA agar) adli agar1 gelistirmistir. Gram pozitif
bakteriler haricince Gram negatif tiremesi de olan karisik klinik Orneklerden
izolasyonu gergeklestirebilmek i¢in, i¢eriginde azid bulunduran Safra-eskulin-azid ve
Entorococcosel agarlar kulanilmaktadir. Koloni renkleri selektif besiyerlerinin
iceriginde bulunan kimyasal maddelere gore degisiklik gosterebilir. Eskiilin ihtiva
eden Safra-Eskiilin-Azid besiyerinde iiremeler siyah halo bigiminde koloniler
seklinde ya da gri-beyaz koloni bi¢iminde olabilir. Tetrazolium tuzlarmi igeren
Columbia Kolistin-Nalidiksik Azid Agar (CNA) ve Fenil Etil Alkol Agar (PEA)
kullanirak kolonilerin orta kisminda tugla kirmizisi rengi olusur. VRE’lerin varligmi
gosterebilmek icin 6 pg/ml vankomisin igeren sivi veya kati1 Enterococcosel agar ile
BHI agar da kullanilabilir (Facklam ve Teixeria, 1998; Murray, 2000).

Laboratuvarlarin ¢ogunda identifikasyonun hizli bir bi¢imde c¢alisilmasi i¢in yar1
otomatize Kitler (API Rapid System, RAPID STR, RAPID ID32 System, Micro Scan

Gram Positive Breakpoint Combo Panel) veya otomatize sistemler (Vitek-2 Gram
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Pozitif Identifikasyon Kartlari, BD Phoenix Automated Microbiology System Gram
Pozitif Identifikasyon Panelleri) kullanilmaktadir. Enterokok tiirlerine ait DNA ve
RNA yapilarmma gore genetik ve molekiiler yontemlerle identifikasyonunda DNA
hibridizasyon, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) ve ribotipleme gibi yontemler kullanilir (Koneman ve ark, 2006).

Resim 1. Koyun Kanli Agar (%5) besiyerinde enterokok iiremesi ve bakteri

kolonileri.

Enterokoklarn karbon metabolizmasinda; solunum, iyon transportu, stres
cevaplari, reaktif oksijen tiirleri, pirimidin ve folat yolaklar1 6nem arz etmektedir.
Enterokoklarin temelde gerceklestirdikleri metabolik faaliyetleri i¢in karbon kaynagi,
niikleik asitler ile B1, B6 ve B12 vitaminlerine de ihtiyaglar1 bulunmaktadir. E.
faecalis’in {iremesi ortamda bulunacak olan histidin, izolésin, metionin ve triptofan
aminoasitleri ile gerceklesemektedir. Geriye kalan tiirler ise arginin, glutamat, glisin,
16sin ve valin aminoasitlerinin bulunmasi ile iireyebilmektedir (Murray ve ark,
1993). Tedavi sirasinda yogun kullanilan antimikrobiyal ajanlarin yapacagi baski,
enterokoklarin metabolik gereksinimleri sustan susa farklilik gosterebilir (Facklam

ve Teixeria, 1998).



2.2.3 Hiicre Duvan Yapisi ve Antijenik Ozellikleri

Enterokoklarin hiicre duvari sirasiyla; peptidoglikan, teikoik asit ve polisakkarit
bilesenleri ile olusmaktadir. Hiicre duvar yapismin %40’ m1 peptidoglikan
olustururken, diger kisimlar ramnoz ihtiva eden polisakkarit ve ribitol bulunduran
teikoik asit bilesenleridir. Peptidoglikanlar, glikan zincirler ile bu zincirlerle bag
yapmis olan kisa peptitler L-Ala-y-D-Glu-L-Lys-D-Ala—D-Ala yapisindan olusur.
Pentapeptid yan zincirler vasitasiyla komsu peptidlere ¢apraz baglanti1 yaparlar.
Peptidoglikan bilesenlerinin disinda yardimci olarak gorev alan polimer yapilarinin
gorevleri tam anlamiyla aydinlatilamamustir. Lancefield’e gore serolojik tiplendirme;
cogu streptokokun, hiicre duvarina hakim olan karbohidratlara gére siniflandirmasina
ragmen, serolojik tiplendirmeleri lipoteikoik asitlerin (LTA) sahip olduklar1 antijenik
niteliklerine gore yapilan enterokoklar “D grubun”da yer almaktadir. Grubun 6zelligi
olan D antijeni, gliserole baglanmis glikozu yogun olarak iceren poligliserolfosfatin
teikoik asit polimer yapisidir. Streptokokal D antijenleri, enterokok tiirleriyle
Leuconostoc, Pediococcus, Vagococcus ve Streptococcus bovis kompleksinde
bulunmaktadir (Facklam ve Teixeria, 1998; Fisher ve Phillips, 2009).

2.3. Epidemiyoloji

Insan sindirim sisteminin pargas1 olan barsaklara ait florann {iyesi durumunda
bulunan enterokoklar, toplum kokenli ve hastane kokenli enfeksiyonlar1 meydana
getirebilir. Cogunlukla enterokoklarla olusan enfeksiyonlarm biiyiikk bir kismi
enterokoklarin hastaya ait kendi floralarindan ortaya ¢iktig1 diisiiniiliir. Enterokoklar
cevre sartlarma gosterdikleri dayanikliliklarindan dolayr ¢ogunlugu her ortamda
yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilir. Hastanede yatan, periton veya hemodiyaliz
yapilmis tedavi altindaki hastalarda enfeksiyon gelisebilir. Bu sekil gerceklesen
enfeksiyonlarda etkenin ¢ogunlukla eksojen yani dis kaynakli oldugu disiiniiliir.
Hastalig1 barindiran bir hastadan diger hastalara enfeksiyonu bulastirma konusunda
kesin bir bulag yolu yoktur. Hastane kaynakli enfeksiyon etkeni olan enterokoklar,
cogunluklukla hastane ¢alisanlarinin ellerinden ve sik olarak da hastane ortamindan
izole edilmistir. Enterokoklar hastane ortaminda kullanilan steteskop, kap1 tokmagi,
yatak, elektronik termometre benzeri cansiz yiizeylerde uzun siireler varliklarimi
stirdiirebilir (Livornese ve ark, 1992; Moellering, 2000).

Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri

(CDC)’nin 1984 yilinda yaymmlanan verilerinde, enterokoklarm hastane
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enfeksiyonlarindaki oraninin %10.4 ile en sik goriilen etkenlerden biri oldugu
belirtilmistir (Chenoweth ve Schaberg, 1990). 1980’li yillarda enterokoklarda ortaya
¢ikan beta-laktam ve aminoglikozid antibiyotiklerine direng nedeniyle, vankomisin
uzun yillar tek uygun antibiyotik olarak uygulanmistir. Avrupada VRE ile ilgili ilk
bildirimler ingiltere’den Uttley ve ark. (1988) ve Fransa’dan Leclercq ve ark. (1988)
tarafindan yapilmistir. Avrupanin diger iilkelerinden (Sahm ve ark, 1989) ve
ABD’den de bu sekilde bildirimler olmustur. National Nosocomial Infection
Surveillance System (NNIS)’in raporunda, 1989 ve 1993 yillar1 arasinda hastane
kokenli VRE enfeksiyon oranlari %0,3’liikk bir orandan %7,9 gibi bir orana
ulagsmigken hastanelerin yogun bakim iinitelerinde 34 kat (%0,4’ten %13,6’ya) bir
artis gdzlemlenmistir. Ingiltere’deki yogun bakim {initelerinde 1971-1985 yillari
arasinda kan kiiltiir izolatlarinda VRE goriilme siklig1 %3 iken, 1986-1995 yillar1
arasinda bu oran %I12’ye yiikselmistir (Bonten ve ark, 2001). 2000 yilina
gelindiginde yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda ve normal servislerdeki
hastalarda hastane kokenli VRElerin enfeksiyon oranlar1 %25 gibi bir oranin {izerine
yer almistir (Basustaoglu, 2004). 2013 yilinda yayimlanan CDC verilerine gore ABD
de her y1l 66.000 enterokok enfeksiyonu meydana gelmektedir. 20.000 ila¢ direngli
enterokok goriiliirken, ila¢ direngliligi sonucunda 1.300 6liim meydana gelmistir.
Tahmini VRE oran1 %40 olarak verilmistir (CDC, 2013).
Enterokoklar ile VRE’nin etken oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarda risk
faktorleri su sekildedir: (Tok, 2006).
1. Demografik (niifusla ilgili) risk faktorleri:

- Hastane yatakli servislerinde veya yogun bakim iinitelerindeki (YBU)

tedavi olan yatan hastalarin kalis siirelert,

- VRE kolonizasyonu belirlenen ya da enfekte hastalara hizmet veren

hemsirenin ya da personelin bagka bir hastaya bakim yapmasi.

- Hastalarin hastane i¢inde servisler arasi transferlerin gergeklesmesi,

- T1ibbi malzemelerin VRE ile kontaminasyonu

2. Hastaliklarin geri planindaki agirlig ile ilgili risk faktorleri:

- Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE 1)

skorunun yiiksek olmast,

- Bobrek yetmezliginin olmasi,

- Yakin zamanda ameliyat ge¢irmis olmasi,

- Clostridium difficile etkenine bagli kolit olugmast,
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- Karaciger ve safra yollar1 hastaliklarinin goriilmesi,
- Bagisiklik sistemi baskilanmig veya organ alicist olma durumu,
- Enteral tiiple beslenme nedenleri,
3. Antimikrobiyaller ilgili risk faktorleri:
- Antibiyotik ile tedavinin zaman aralig1 ve 6lgiisii
- Kullanilmis olan antibiyotikler

- Cerrahi miidehale oncesi barsak hazirliklari

Enterokoklar, Ozellikle E. faecium’larin tedavisinde kullanilan
antimikrobiyallerin ¢coguna diren¢ géstermektedir. Bu sebeple VRE enfeksiyonlarinin
sagaltim1 zor olmaktadir. Kolay yayilim gostererek, hastane ortaminda uzun siire
kalan VRE’lerin az bir kismi enfeksiyon olustursa da ¢ok sayida kiside kolonizasyon

olusturabilirler (Tenover ve McDonald, 2005; Mazuski, 2008).

2.4. Enterokok Tiirlerinin Ozellikleri

E. faecalis: Gastrointestinal sistemin normal flora elamanidir. Agiz, karaciger ve
safra yollar1 ile vajinadan da izole edilmistir. Insanlarda enfeksiyon kaynagi olarak
en sorunlu olan tiirdiir. insanlar disinda diger hayvan tiirlerinde de bulunabilir. Uriner
sistemde yarattiklar1 enfeksiyonlar disinda; yara yerlerinde, derin pelvik apselerde,
periton sivisiy, endokardit ve kan Kkiiltiirlerinde tespit edilmistir. Kanli agar
besiyerlerinde beta-hemolitik olup (%5 koyun kanli agar harig), %6,5’luk NaCl
bulunan siv1 besiyerinde ve pH 9,6’da dahi iirer. Arginin aminoasidini hidrolize eder,
mannitol ihtiva eden sivi besiyerinde asit meydana getirir, sorboz bulunan
besiyerlerinde asit olusumu gdzlenmez. Igeriginde sorbitol barmdiran sivi
besiyerlerinde farkli reaksiyon gosterir (Barie ve ark, 1990; Koneman ve ark 2006;
Akgimen, 2010).

E. faecium: Insan disinda sigirlarin GIS’inde de goriilmektedir. Yiyeceklerde ve
yemlerde de tespit edilmistir. Genetik benzerligi acisindan iki adet biyotipi
bulunmaktadir. E. faecalis’e oranla, kullanilan antimikrobiyal ajanlara olan direng
yapist daha coktur. Alfa-hemolitik olup %6,5’luk NaCl’li ortam ile 9,6’lik pH’da
irer. Arginin aminoasidini hidrolize eder, mannitol igeren sivi besiyerinde asit

meydana getirirken, sorboz bulunan sivi besiyerlerinde asit olusmaz ve sorbitol
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iceren sivi besiyerinde ¢esitli oranlarda reaksiyon gosterir (Barie ve ark, 1990,
Koneman ve ark 2006; Akg¢imen, 2010).

E. gallinarum: Evcil kuslarin gastrointestinal sisteminde goriilir. Vankomisine
diisiik diizey intrinsik direng gosterir. Koyun kanli agarda (%5), nonhemolitik olarak
ireme gergeklestirir. At kani ihtiva eden agarda beta-hemoliz gozlenir. Hareketlidir.
%6,5’luk NaCl ortami ile pH 9,6 da iireme gosterir. Besiyerlerinde pigmentlesme
gozlenmez. Arginin aminoasidini hidrolize eder, mannitol iceren bulunduran sivi
besiyerlerinde asit olusumu goézlenir. Sorboz bulunduran sivi besiyerlerinde asit
olusturmaz ve sorbitol iceren sivi besiyerinde farkli reaksiyonlar gosterir (Barie ve

ark, 1990, Koneman ve ark, 2006; Ak¢imen, 2010).

E. avium: Kanath veya kiimes hayvanlar1 ile kopek gibi hayvanlarda bulunabilir.
Insan GIS florasinmn elemanidir. Otit, apendisit ve beyin apselerinden izole edilenleri
vardir. Koyun kanli agarda (%5) alfa-hemolitiktir, %6,5’luk NaCl’li ortamda
iiremeleri zayif olarak gerceklesir. HoS gozlenir ancak renkli koloniler yapmazlar.
Siv1 besiyerlerinde mannitol, sorbitol ve sorboz bulundurmasi ile asit olusumu
gbzlenir. Fakat arginin amino asidini hidrolize etmez (Barie ve ark, 1990; Koneman
ve ark 2006; Ak¢imen, 2010).

E. casseliflavus: Insan ve hayvanlarm haricinde bitki ve toprakta gdzlenmektedir.
Vankomisine diisiik diizeyde direnclidir. Insan enfeksiyonlarmi firsat¢i olarak yapar,
%6,5’luk NaCl ortaminda ve pH 9,6 da iirer. Hareketli olmalariyla diger
enterokoklardan ayrilir (E. gallinarum hari¢) ve kanli agar besiyerinde sar1 pigment
yapar. Arginin aminoasidini hidrolize eder, mannitol ihtiva eden siv1 besiyerinde asit
olusumu gozlenir. Sorboz’un buludugu ortamda asit olusturmaz ve sorbitol iceren
s1v1 besiyerinde farkli oranlarda reaksiyon gosterir (Barie ve ark, 1990; Koneman ve
ark, 2006; Ak¢imen, 2010).

E. durans: Kuru gidalardan ve siitten de tespit edilmistir. Nadiren de olsa insan ve
hayvanlarin barsak ve iriner sistemlerinden bildirilmistir. %5 koyun kanli agar
besiyerinde beta-hemolitik olup, %6,5’luk NaCl’li ortamda ve 9,6 pH’da iirer. D

antijen yapisimi igermez, arginini hidrolize edebilir ancak mannitol, sorboz ve
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sorbitol ihtiva eden sivi besiyerlerinin higbirinde asit olusumu gézlenmez (Barie ve

ark, 1990; Koneman ve ark, 2006; Ak¢imen, 2010).

2.5. Diren¢ Mekanizmasi

Enterokoklarda gozlenen glikopeptid direnci, farkli direng fenotipleri ile
eksprese olur ve vanA'dan vanM'ye [D-ala-d-lak (vanA, vanB, vanD ve vanM), D-
ala-D-ser (vanC, vanE, vanG ve vanL)] kadar gesitlilik gosterebilir. (Lebreton ve ark,
2011). Diren¢ mekanizmasi tiim fenotiplerde benzerlik gosterir, vankomisinin D-ala-
D-ala hedefine diisiik diizeyde ilgi ile baglanmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Ortamda bir
indiikleyici olarak vankomisin varligi bu antibiyotige olan direncten sorumlu gen
bolgesinin transkripsiyonun uyarilmasi i¢in sensér kinaz enziminin diizenleyici bir
yanit proteini ile iliskiye girmesi gerekmektedir (Sekil 1). Transkripsiyon sonucu
okunan genler, vankomisinin diisiik affiniteyle baglandigi hiicre duvar1 onciillerinin
(D-ala-D-lak veya D-ala-D-ser ile sonlanan) olusumunu saglayan ligaz eznimlerine
(dIl) doniisiirler. Hiicre duvarmm yapisinda yer alan glikopeptidlere duyarli hedefleri,
D-ala-D-ala dipeptidlerini kesen mevcut diger gen iriinleri ortadan kaldirir.
Peptidoglikan onciillerindeki bu degisiklikler VRE’lerde glikopeptidlerin hedefleri
icin azaltilmis baglanma affinitesine (1000 kat diisiik ilgi D-ala-D-ala ve 7 kat diisiik
ilgi ise D-ala-D-lak veya D-ala-D-ser) yol agar ve bu temel mekanizma ile hiicre
duvari sentezinin inhibisyonu engellenir. (Murray, 2000; Guardabassi ve Dalsgaard,
2004; Lebreton ve ark, 2011).

‘ UDP-MurNac-tetrapeptide | VM

FE

D-ala ’ D-ala ED—aIa > UDP-MurNAc-tripeptide | D-ala “D-ala VM
—

‘ UDP-MurNAc-tripeptide ‘

Piruvat | _4 | D-lac |—s | D-ala D-lac L UDP-MurNAc-tripeptide | D-ala ™ D-lac VM

Sekil 1. Vankomisinin hiicre duvarina etki mekanizmasi (Arthur, 1994).

1. Glikopeptidlere duyarli, 2. Glikopeptidlere direngli
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VRE olgularindaki artig, arastrmacilarin direng genlerinde kodlanan protein
yapilarmi  ve islevlerini kapsamli bir sekilde c¢alismaya yoOnlendirmistir.
Enterokoklarin yiiksek diizey glikopeptid direncine sahip olmalar1 fenotipik
ozellikleri kodlayan genetik bilgilere ulasmay1 kolay hale getirmistir. Mevcut bilgiler
kapsaminda, vankomisine direnci bulunan enterokoklar, vankomisin ve teikoplanine
olan direncin uyarilabilir veya yapisal olmasiyla diger bakterilere transfer edilip
edilememesine gore bilinen en iyi glikopeptid direng tipleri; vanA, vanB, vanC ve
vanD direngleridir (Arthur ve Courvalin, 1993; Simjee ve Gill, 1997; Fines ve ark,
1999).

2.5.1. vanA Tipi Direng

Enterokoklarda en iyi tanimlanmis direng mekanizmasi vanA tipi direncidir.
Yiiksek diizeyde vankomisine ve teikoplanine direncinden sorumlu olan vanA
direnci, 39-40 kDa agirhgmda sitoplazmik membran proteinleridir. Direncin
olusmasmdan sorumlu olan proteinler sadece vankomisin ortamda oldugu zaman
sentezlenebilir. Hiicre duvarmin sentezi i¢in bir ligaz (vanA geni ile kodlanir), bir D-
D-dipeptidaz (vanX geniyle kodlanir) ve bir D-D-karboksipeptidaz’in (vanY geni ile
kodlanan bu enzim vanX geniyle kodlanan protein ile benzer aktivitededir ama direng
icin mutlak gerekli degildir) mutlak varolmasi gerekir. VanA fenotipiyle vankomisine
(MIK 64-1000pg/ml) ve teikoplanine (MIK 16-512ug/ml) olan yiiksek diizeyde
indiiklenebilir direncin olusturulmasiyla tanimlanir. Hedef noktasi modifiye olmus
D-ala-D-lak'dir. Bunun gibi bir direncin ortaya ¢ikmasi basta E. faecium, E faecalis
ve kismen E. avium'da goriilebilmektedir. vanA kiimesi (vanR, vanS, vanH, vanA,
vanX, vanY ve vanZ) plazmid DNA’sma entegre olabilen transpozon denen temel
genetik yapidan ve plazmidlerden ayr1 olan bu kiiciik DNA parcalar1 lizerinde yer
almistir (Sekil 2). Tn1546 olarak tanimlanan transpozonun 4 islevsel grubun toplam
dokuz polipeptidini kodladig1 10.5 kb'lik agirligi olan genetik bir elemandir (Arthur
ve Courvalin, 1993; Ligozzi ve ark, 1998). Tn3 transpozon ailesine olan benzerligi
bas ve son boliimlerinde 36-38 bp'lik inverted dizilerini barindirmaktadir. Inverted
dizileri ile direng genleri, bulunduklar1 plazmidden g¢ikarak baska bir enterokokta
bulunan plazmid yapisma kolay bir sekilde yerlesebilir. Kazanilmig olan direng
genleri, genis konakg1 profili olan plazmid yapilar1 ve transpozonlar vasitasiyla bagka

tiirlere kolayca transfer olabilir. Bu durumun Staphylococcus aureus izolatlarinin
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vankomisine direnclilik gésteren vanA geni igermelerinin gosterilmesi en fazla dikkat
¢ekici olayidir (Bozdogan ve Leclercq, 1999; Tremlett ve ark, 1999; CDC, 2002;
Weigel ve ark, 2003).

| Promotor ‘ ‘ Promotor ‘

vanit ) vanA
Regiilatdr  Sensdr Dehidrogenaz D,D- dipeptidaz D.D- Teikoplanin

Ligaz karboksipeptidaz Diragei Migkili

Sekil 2. Transpozon Tn1546’nin vanA kiimesi (Werner, 2008).

2.5.2. vanB Tipi Direng

Bu direng tipi Tn1547 transpozonunda kodlu olarak bulunan genin sentezledigi
39.5 kDa molekiiler agirliga sahip membran proteiniyle olusturulur (Sekil 3.). Orta
diizey vankomisin direnci bulunan enterokoklar, vankomisine direngli (MiK: 4-1000
ng/ml) ancak teikoplanine duyarli durumdadir (MiK: 0.5-1 pg/ml). VanB tipi direng
indiiklenebilen ve kazamilmis bir diren¢ olusturmaktadir. D-ala-D-lak vanB’nin
modifiye edilmis hedefidir (Arthur ve Courvalin, 1993). Genelde vanB direng
geninin kromozom {lizerinde yerlesimi gosterilmistir. Konjugasyon ile aktarilabildigi
ve bazi VRE pozitif hastalardan izole edilen VRE’lerde plazmidler tizerinde de yer
alabilecegi saptanmistir (Handwerger ve ark, 1992; Lavery ve ark, 1997; Hanrahan
ve ark, 2000).

vank vansh vanYh van WI\ vanHb vanB vanxb vanB

Regiilats M . / .
egiilatdr  Sensdr D,D-peptidaz Fomksiydou Dehidrogenaz  Ligaz D.D-dipeptidaz

Bilinmiyor

Sekil 3. vanB gen kiimesi (Werner, 2008).

2.5.3. vanC Tipi Direng

E. gallinarum (vanC-1), E. casseliflavus (vanC-2) ve E. flavescens (vanC-3)
suslarda var olan direng genleri, vankomisine diisiik seviyede goriilen direng olarak
tanimlanir. VanC tipi direng; vankomisin direncini kodlayan genler diger van
genlerinden (A, B, D ve E tipi direng genleri) farkli olarak endojenik yerlesimlidir.
Ancak Sun ve ark (2014), dogal olarak vankomisin direngli bir sus igindeki bir genin

(vanC-1) kromozomal yerinin diger tiirlere gegisini engellemedigini, aktarilabildigini
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boylece de tiir ¢esitliligine katkida bulundugunu vurgulamustir. E. gallinarum (VanC-
1), E. casseliflavus (VanC-2) ve E. flavescens (VanC-3) tiirlerine ait spesifik ligazlar
icermektedir. VanC membran proteinince olusturulan molekiiler agirligi 38 kDa'luk,
indiiklenemeyen direng tipidir ve hedef D-ala-D-ser yapisidir (Sekil 4.). E.
gallinarum ve E. casseliflavus suslar1 vankomisine diisiik diizeyde (MIK: 2-32
ug/ml) direngli ve teikoplanine (MIK: 0.5-1 pg/ml) duyarlihk gosterirler. Yapisal
yerlesimli direngleri sebebiyle intrinsik direng olarak adlandirilirlar ve diger direng

tiplerindeki gibi aktarim olmamaktadir (Vincent ve ark, 1991).

— uanﬂ‘> uanﬂc> uanr:> uanﬁr_‘> vansc -— vﬂﬂc

Ligaz D.D-dipeptidaz Serin Regiilatar Sensor
kodlar Rasemaz

Sekil 4. vanC gen kiimesi (\Werner, 2008).

2.6. Enterokoklarda Glikopeptid Direncinin Saptanmasi1 I¢cin Kullamlan
Y ontemler

Vankomisin direncinin belirlenebilmesi i¢in; MIK diizeylerinin belirlenmesi,
agar disk difiizyon yontemi ve agar sinir deger testleri kullamilmaktadir. Bu
yontemlerde baskilanabilen direngli izolatlarin da tanimlanabilmesi igin inkiibasyon
sliresinin 18-24 saat olmas1 gerekmektedir (EUCAST, 2013).

VanA geni tarafindan kodlanan direng; MiK belirlenmesi, disk diflizyon ve agar
smir degeri yontemiyle kolaylikla saptanir. Ancak vanB geniyle kodlanan direncin
saptanmasi vanA’nin saptanmasina oranla zordur. Rutin laboratuvarlarda nadiren
kullanilan agar veya buyyon diliisyon yontemi yerine MIK belirlenmesiyle kesin
sonuclar elde edilebilir. Eski yaym ve raporlarda vanB genine ait direncin otomatize
yontemlerle belirlenmesinin problemli oldugu distinilmiistiir (Swenson ve ark.
1995; Endtz ve ark, 1998). Giincellemeleri yapilmis olsa da otomatize yontemlerle
hala—daha vanB direncinin saptanmasinin iyilestigine dair g¢aligmalar yetersiz
durumdadir (Garcia-Garrote ve ark, 2000; Papadimitriou-Olivgeris ve ark, 2016).
European Centre for Disease Prevention and Control (EUCAST) tarafindan belirtilen
disk difiizyon yontemi (5pg vankomisin diski) kurallara titizlikle uyuldugunda
tatmin edici performans elde edilebilmektedir (EUCAST, 2013). MIK veya disk

diflizyon sonuglar1 yorumlanirken dikkatli olunmalidir. Yorumlanan izolatlarin E.
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gallinarum veya E. casseliflavus olmasi 6nemlidir. Ciinkii arabinoz sekerlerine
pozitif olmalar1 E. faecium seklinde identifitiye edilmesine neden olabilir. E.
gallinarum ve E. casseliflavus’u 6zellikle E. faecium’dan ayirabilme dogrultusunda
methyl-alpha-D-glucopyranoside (MGP) adi verilen bir testle veya hareket testi
yapilabilir. Clinkii E. faecium MGP negatiftir ve hareket testi negatiftir (Devriese ve
ark, 1996). Tir diizeyinde tanimlama i¢in diger bir yontem olan MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization/Time-of Flight Mass Spectrometer)
kiitle spektrometre yontemi de kullanilabilir (Griffin ve ark. 2012).

2.6.1. MIK Degerlerinin Belirlenmesi

MIK degerlerinin belirlenebilmesi icin agar diliisyon, buyyon diliisyon veya
gradyan MiK ydntemleri uygulanabilir. Buyyon mikrodiliisyon yontemi ISO 20776-1
standartlarina gére uygulanir. Vankomisin direncini tarama amaciyla MIK gradyan
seritleri McFarland standardi iki olan yiiksek inokulumda BIH agar kullanilmaktadir,
fakat bu yontem ile MIK degeri saptanamamaktadir (EUCAST, 2013).

A

Resim 2. EUCAST Enterokoklarm vankomisin i¢in okuma 6rnekleri ile zon
caplarina gore duyarlilik raporlamalari

a) Duyarli olarak raporlanabilmesi i¢in keskin zon kenarlar1 ve zon ¢ap1 >12mm.

b-d) Direngli olacak sekilde raporlananlar zon kenarlarinin belirsizligi ve/veya zon

ici kolonileri bulunduran gérsel (EUCAST, 2013).
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2.6.2. Disk Difiizyon Testi

Disk diflizyonda zon kenarlarmin Olciimii ve zon icinde {iremesi olan
mikrokoloniler arkadan gelen 151k yardimiyla gozlemlenir. Izolatlarm vankomisin
duyarli bigimde raporlanabilmesi i¢in keskin kenarli zonu olmali ve zon ¢ap1 sinir
degerin iizerinde olmalidir. Zon kenarlarindaki belirsizlikler veya zon iginde liremis
olan mikrokoloniler arastirilmasi yapilan izolatlar igin direncli diisiiniilebilir. Izolatlar
zon ¢aplar1 Resim 2’de goriildiigii gibi siipheli olarak kendini gosteriyorsa en kesin
yontem olarak MIK yontemi kullanilarak dogrulanma islemleri yapilmadan duyarli

olarak raporlanmamalidir (EUCAST, 2013).

2.6.3. Agar Simir Deger Testleri

Vankomisine direnci gdsteren VanA ve vanB pozitifligini belirlemede giivenilir
yontem olan agar simir degeri testidir. BHI agar igine 6 pg/mL vankomisin ileve edilir
ve 1x10°-1x10° CFU, 0.5 McFarland homojen siispansiyondan 10 ul aktarilmasi ile
uygulanir. 24 saat 35+1°C’de normal atmosferde inkiibasyon edilmesi gereklidir.

Uremenin bir koloniden fazla olmasi pozitif olarak bildirilir (EUCAST, 2013).

2.6.4. Genotipik Testler

Vankomisine direng vanA, vanB ve vanC genlerini hedefleyen PCR temelli
yontemlerle de saptanabilmektedir (Fang ve ark, 2012; Gazin ve ark, 2012). PCR
kullanim1 ¢ogu mikroorganizmada tiir, cins ve genotip belirlenmesinde kendine yer
buldugu gibi enterokoklarda da kendisine kullanim alan1 edinmistir. Enterokoklarda
cins diizeyinde tanimlama yapmak amaciyla, elongasyon faktor tuf (EF-Tu) geni ve
tir diizeyinde tanimlama yapmak igin D-alanin/D-laktat ligaz geni ile groESL genleri
hedef almmustir (Domig ve ark, 2003). PCR temelli yapilan ¢aligmalar ve metodlar
antibiyotik direncinin saptanmasi i¢in kullanilmis ayn1 zamanda da duyarlilik testi
hizla yapilirken, vertikal yayilimi bulunan diren¢ genleri veya gen mutasyonlarmin
sebebi nedeniyle izole edilen suslar arasinda klonal baglant1 da gosterilebilmistir. Van
genleri igin Miele ve ark. (1995), primer seti gelistirmis, Klare ve ark. (1995) ayn1 y1l
icerisinde vanA genine yonelik PCR yontemini kullanmigtir. Del Vecchio ve ark.
(1995), floresan kullanimma dayali PCR sistemi olan LightCycler’t kullanmistur.
Enterokoklarin tanis1 ve epidemiyolojik siirveyansinda tiir diizeyinde olan tayini i¢in
16S rRNAlarmni1 hedeflemis primerler ile glikopeptidlere ait direngliligin tespitinde es

zamanlt olarak vanA, vanB, vanCl, C2 ve C3 genlerini de hedef alan diger
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primerlerin de kullanildigi multipleks PCR gelistirilmistir (Dutka-Malen ve ark,
1995; Perez-Hernandez ve ark, 2002).

Spesifik ve Random Amplifikasyon PCR (SARA-PCR) yonteminde tek
reaksiyon ile enterokoklar tiir diizeyinde tanimlanmakta ve vanA direng geni
gosterilmektedir. Uygulanmasinda vanA primer setine dayali teknikle islemler
gerceklestirilir. Suslarin igermis olduklar1 700bp’lik vanA direng geni bulunan bant
ile 6rnekler olusur. Denaturating gradient gel electrophoresis (DGGE) yontemi ile E.
faecalis, E. faecium, E. casseliflavus ve E. durans suslarinin ayrimi igin
uygulanmaktadir. tRNA-intergenik length polimorfizm analizi (tDNA-PCR) sadece
insan kaynakli enterokoklarm degil ayn1 zamanda hayvan orijinli enterokok tiirlerin
ayrimimda da denenmistir. Niikleik asit hibridizasyon yontemi 16S rRNA ve 23S
rRNA gen yapilar ile vanA, vanB, vanC ve vanD genlerinin hedef alinarak prob
kullanilan yontemdir. Hedef olarak vanA ve vanB genlerinin primerlerinin
kullanildigi, 6zgiin mRNA varligin1 gosteren Reverse Transcription PCR (RT-PCR)

yontemi de kullanim alanlar1 arasindadir (Domig ve ark, 2003).

2.7. Vankomisine Direngli Enterokok Saptama Yontemleri

VRE oranlarindaki artig yiiziinden izolasyonun hizli bir sekilde yapilabilmesi
amaciyla igeriginde vankomisin bulunduran besiyerlerine gereksinim ortaya
cikmisti. VRE kolonizasyonunu belirlemede ve selektif izolasyonunda standart
besiyerlerinin yerine igeriginde 6 pg/ml vankomisin bulunduran enterokokkosel
vankomisin broth veya BHI-vankomisin agar uygulanabilmektedir (Facklam ve
Sahm, 1995).

Disk difiizyon testi (8-32 pg/mL) ile diisiik diizey direnclilikten sorumlu olan
vanB veya vanC direng genilerinden 6zellikle vanC genini belirleyemez. Bu duruma
uygun olarak vankomisin “agar tarama” adi verilen yontem kullanilabilir. Enfeksiyon
kontrolii, tedavisi ve siirveyans ¢alismalarinda vanC genini bulunduran suslarin diger
vanA veya vanB’ye sahip suslardan ayrimi yapilmahdir. Direngliligin saptanmasinda
E. gallinarum’un vanC tipi direng varligi sorun teskil etmektedir. Intrinsek olarak
vanC genini barindirirlar ve vankomisine ait MiK degerleri 2-32 pg/ml’dir. VanC’nin
varlig1 yapilan tedavilerde basarisizlikla iligkisi tartigmalidir (Kohner ve ark, 1997
Basustaoglu, 2004).

Agar tarama testinde tireme olmasi E. faecalis ve E. faecium tiirlerindeki vanA

ya da vanB tipi direnci gosterir ancak bu durumda tiir diizeyinde tanimlama
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yapilmasma gerek durulmaktadir. Gen birliktegi olarak vanA ve vanC tipi direng E.
gallinarum’da gozlemlenmistir. Varolan direncin ayrimini yapabilmek i¢in MIK
seviyelerinin saptanmasi yardimci olmaktadir. MIK degerlerine bakildiginda >16
ng/mL diizeyinde VanC tipinde MIK degeri belirlenemez. MiK degeri >32 pg/mL
vanA ve vanB tipi direnglerde belirlenebilir. Ampisilin ve aminoglikozid direncine
vanC bulunduran izolatlarda ¢ok sik gozlenmemektedir (Kohner ve ark, 1997;
Koneman ve ark, 2006)

Clinical and Laboratory Standart Instute (CLSI) tarafindan 1997 yilinda MIK
yapilmasi i¢in disk diflizyon yontemi uygulanan izolatlarda orta duyarli sonuglarin
bulunmasi gerektigi belirtilmistir. Bu izolatlarm tiir seviyesinde tanimlanmasi
gerekmektedir. Disk difiizyon ya da yapilacak olan MIK 24 saatlik inkiibasyon tam
olarak tamamlanmal1 ve degerlendirilmelidir. Islemleri hizlandirmak adma kullanilan
otomatize sistemler halen vanB ve vanC tipi direngini tanimlamada yetersizdir.
Stirveyans taramalarinda hasta basi ve cevrelerden yapilacak olan ekim icin D-
Coccosel agar besiyerleri (6 pg/mL vankomisin ve 4 ug/mL seftazidim igeren)
kullanilabilir. Inkiibasyon siiresi 24-72 saat ve 37°C sicaklik altinda inkiibasyona tabi
tutulmalidir. Ureme gdzlenen siyah koloniler tiir diizeyinde tanmimlama yapabilemek
icin kanli agar besiyerlerine pasajlar1 yapilir. Taramalar sirasinda negatif olarak
bulunan kiiltiirler bir hafta ara ile en az {i¢ kez tekrar ekimleri yapilmaldir. Agar
tarama yontemi %96-99 gibi bir oranla duyarlhilik gosterirken %100 oraninda
Ozgiilligh oldugu belirtilmistir (Garcia-Garrote ve ark, 2000; Koneman ve ark, 2006;

Papadimitriou-Olivgeris ve ark, 2016).

2.7.1. Enterokoklarda Glikopeptid Direncinin Aktarim Yollar

Enterokoklarda kazanilan direng, mutasyonlar ya da yabanci DNA’nin
aktarilmas: ile olur. Enterokoklarda diren¢ genlerinin aktarimi bir¢ok yolla
olmaktadir. Ozellikle enterokoklar arasinda en yaygin aktarimin konjugasyon ile
gerceklestigi bilinmektedir. Ek olarak enterokoklarda; kromozomlar veya plazmidler
iizerinde bulunan transpozonlar ile yeni bir konak bakteriye diren¢ geninin entegre
olarak aktarildigi da gosterilmistir (Simjee ve Gill, 1997; Coleri, 2002).

Enterokoklarin sahip olduklar1 glikopeptid diren¢ genlerinin konjugatif yollarla
transferinde basarili olmasmin ve konjugasyon transfer sikligmm yiiksek olmasinin
birgok nedeni mevcuttur. Bazi E. faecalis plazmidlerinin konjugatif transferi bir seks-

feromon sistemi sayesinde diizenlenir. Alici potansiyel hiicreler, verici plazmid
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tagtyan hiicreler ile eslesmeye tam uygun bir cevap i¢in kiiciik peptid hormonlarini
salgilarlar. Hormon sentezi gergeklestikten 30-40 dakika sonrasinda, Verici
hiicrelerde eslesmenin indiiklenerek baslatildig1 gézlenmistir. Verici hiicreler alici ile
rastgele ¢arpismak ve konjugasyon gerceklestirebilme sikligini arttirmak igin yiizey
adezyon proteinleri sentezleyerek eslesme topluluklarini meydana getirir. Bu hormon
salinim1 sayesinde verici hiicrelerdeki plazmid transfer sikliginm 1000 kat arttig
belirlenmistir (Leclercq ve ark 1988). VRE'lerde yiiksek seviye glikopeptid direng
fenotipi gosteren genler yiiksek kopya sayisina ve ayni oranda stabiliteye sahip
plazmidler ile bu plazmid yapilarima entegre olan transpozonlarda bulunurlar.
Plazmid veya kromozomlarda yer alan konjugatif transpozonlar yoluyla kazanilmis
glikopeptid direnci yine insersiyon dizileri igeren transpozonun baska bir konakgi
DNA'ya entegre olabilmesi ile kolaylikla aktarilabilir. Direng geni barindiran
plazmidin sabitligini ve kopya sayisiin yiiksek oranlarda olmasi, direncin stabilitesi
ve transfer edilebilme olasiligimi saglam temellere bagdastirmis olur (Clewell, 1993;

Dunny ve ark, 1995; Simjee ve Gill, 1997).

2.7.2. Glikopeptid Direncinin Enterokoklardan Diger Patojenlere Hizh Yayilin

Enterokoklarda glikopeptid direncinin sadece kendi tiirii icindeki ya da kendi
epitetler arasindaki aktarimi degil, tiir ve epitetlerin disinda farkli cinslerdeki
patojenlere dahi aktarilabilir oldugunu kanitlayan caligmalar vardir. (Appelbaum
ve Bozdogan, 2004; Gemmell, 2004). Direng¢ genlerinin sadece laboratuvar
ortaminda transfer yetenekleri degil, hastane ortamlarinda da vakalardan izole edilen
vankomisin direnci olan diger tiirler ve cinslerin bulundugu da gosterilmistir. Hastane
kokenli E. gallinarum izolat1 ile gergeklestirilen bir c¢aligmada, vanA fenotipi
gosteren direng genleri tespit edilmis ve PCR ile dizileme yapilmasi sonucunda
konjugasyon yetenegi bulunan, 10.8kb molekiiler agirlikli Tn1546'ya benzer bir
transpozonun varligi belirlenmistir. Konjugasyon aktirilabilirligi ile ilgili yapilan
calismalarinda direng genlerinin E. faecalis ve E. faecium tiirlerine aktarilabildigi
saptanmistir. Genelde vanC tipi direnglilik ile diisiik diizey intrinsik direncin
gosterilmesi beklenen E. gallinarum tiiriinde diger bir direng tipi olan vanA tipi
direng genleri ile karsilagilmasi, vankomisin direncinin bu genin tiirler arasinda kolay
bir sekilde aktarilabildigine ve yayilimin tehlike boyutlarinin ne asamaya ulastiginin

gostergesidir (Biavasco ve ark. 2001; Camargo ve ark. 2004).
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vanA geninin enterokoklar disinda Staphylococcus aureus'a konjugasyon yolu ile
transferi laboratuvar ortaminda gergeklestigi gosterilmistir. Amerika’da 2002 yilinda
bir hastada ilk defa >32pg/ml MIK degeri olan enfeksiyon nedeni vankomisine
direncli S. aureus (VRSA) susunun saptandigi ve izole edildigi raporlanmistir
(Weigel ve ark, 2003). izole edilen susun enterokok kaynakli vanA tipi direncli
vankomisin diren¢ geni tasidig1 ve ayn1 zamanda glikopeptid MiK oranma sahip
oldugu da belirtilmistir. Bunun da vankomisin direncinin sadece enterkoklara degil
stafilokoklara ve diger cinslere de aktarilabilecegini gostermis ve zamanla yaklasan
vahim durumu gozler 6niine ¢ikarmistir (CDC, 2002).

Sonug olarak, biitiin diinyada tehlike gosteren bu durum Tiirkiye'de de yaygin,
kontrolsiiz ve bilingsiz antibiyotik kullanimi ile direng sahibi olan bakteri suslarmnin
lehine bir seleksiyon olusturmaktadir. Yapilan arastirmalar, iilkemizden izole edilen
Klinik Enterococcus cinsi izolatlarda antibiyotik direncinin artisini gostermektedir.
1980 yilindan sonra antibiyotiklere karsi ¢esitli yollarla direng¢ mekanizmalari
gelistiren ve yaptiklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde, mevcut antibiyotik kullanimini
kisitlayan enterokoklarda bas gosteren direncin genetigi, arastirmacilarm ilgisindedir.
VRE vakalarinda dirence ait genetik temelin iyi anlasilmasi ile antibiyotik
kullannminin daha etkin ve hizli gelisen direngli izolatlarm yayilmasinin

engellenmesi miimkiin olabilecektir (Céleri ve Cokmiis, 2008).

2.8. Enterokok Enfeksiyonlar:

Enterokoklar, hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda on siralarda
yer almaktadir. Varolan biitiin enterokok enfeksiyonlarinin %80-90’nindan E.
faecalis, %5-10 gibi bir oranindan ise E. faecium sorumludur. E. gallinarum, E.
casseliflavus, E. avium ve E. raffinosus gibi diger enterokok tiirleri klinik 6rneklerin
sadece %5’inden izole edilmistir (Basustaoglu ve Aydogan, 2002). Enterokoklar
iriner sistem ve yara enfeksiyonlari basta olmak iizere; endokardit, salpenjit,
endometrit, peritonit, safra yolu enfeksiyonlari, karin i¢i abseleri, bakteremi bazen de
menenjite neden olabilecek ciddi enfeksiyonlara sebebieyet verebilir (Facklam ve
Sahm, 1995).

2.8.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlari
Enterokoklar, insanlarda en sik iriner sistem enfeksiyonlarma neden olur.

Gergeklesen bu enfeksiyonlarm 6nemli bir bolimii hastane kaynakhidir. Komplike
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olmayan sistit, renal abselere, pyelonefrit ve prostatit de neden olabilirler (Korten,
2002; Esen, 2004). Uriner enterokok enfeksiyonu ve kolonizasyonu igin risk
faktorleri anatomik yapi anomalisi, uzun siireli sonda kullanimi ve antibiyotik
kullanimidir (Basustaoglu ve Aydogan, 2002).

Enterokok tiirlerinin meydana getirdigi agregasyon maddesi ile renal tiibiiler
hiicre kiiltiirlerinde organizmanin adezyonunu saglar. Bu faktor iriner enterokok
enfeksiyonu gelisiminde neden olacag diisiiniilmektedir (Moellering, 1992).

Ulkemizde yapilmis ¢ok merkezli bir hastane kokenli iiriner sistem
enfeksiyonlar1 ¢alismasinda, enterokoklar en sik izole edilen etken olarak besinci

sirada rapor edilmistir (Leblebicioglu ve Esen, 2003).

2.8.2. Endokardit

Enterokoklar, bakteriyel kaynakli endokarditlerin %5-15’ini olusturur ve
endokarditlerin en sik {¢iincii nedenidir. Endokardit, altta yatan bir kapak hasari,
damar i¢i ilag kullanma aligkanligi, prostetik kapak gibi egilimler ile gelisebilecegi
gibi, hazirlayic1 herhangi bir faktor olmadan dahi gelisebilir. Prostetik kapak
endokarditlerinin  %6-7’sinden enterokoklar sorumludur. Bu hastalik subakut
baslangi¢c gostermekte ve akut olarak da gelisebilmektedir. Mitral ve aort kapagi en
sik olarak tutulmaktadir (Korten, 2002). Diger siklikla bas gosteren genitoiiriner
problemleri ve dejeneratif kalp hastaliginin artista oldugu 50 yas ve iizeri niifus

yogunlunda rastlanir (Esen, 2004; Tasova ve inal, 2004).

2.8.3. Yara ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Enterokoklar nadir de olsa selliilit veya derin yumusak doku enfeksiyonlari
gerceklestirebilir. Diyabetik ayak enfeksiyonlari, yanik, vaskiiler yetmezlik, dekiibitis
tilseri gibi yumusak doku hasari ile kendini gosteren enfeksiyonlardan, genelde
anaeroblar ve Gram negatif basiller ile beraber sekilde izole edilirler. Invazyon

gerceklesmez, seyrek olarak bakteremi yapabilirler (Esen, 2004).

2.8.4. intraabdominal ve Pelvik Enfeksiyonlar

Genelde ¢oklu mirobiyal tip enfeksiyonlardir. Enterokoklar barsakta bulunan
diger fakiiltatif ve anaerob bakterilerle beraber bulunur ve enfeksiyonlarin
patojenliginde rolii tartismalidir (Sardan, 2002). Nadiren bakteriyel peritonit nedeni

olabilir ve siirekli periton diyalizi uygulanan hastalarda peritonite yol acabilirler.
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Salpenjit, endometrit, sezeryan sonrasi abse gelisimi gibi pelvik enfeksiyonlara da

yol agabilmektedirler (Korten, 2002).

2.8.5. Neonatal Enfeksiyonlar

Yenidoganlarda VRE’lerin meydana getirdigi hastane bagintili salginlar siklikla
E. faecalis (%82) ve E. faecium’a (%14) bagh olarak goriilmektedir. Enterokoklar
yenidoganlarda nadiren {riner sistem, Sepsis ve menenjit gibi enfeksiyonlara neden
olur. Yenidoganlarda gergeklesen bu enfeksiyonlarin ilerlemesinde diisiik dogum
agirhigi, erken dogum ve yapilan invaziv girisimler, uzun siireli hastanede kalma
durumlar1 ve sefalosporin antibiyotiklerinin kullanimi, risk faktorleri arasindadir

(Korten, 2002; Tasova ve Inal, 2004; Celebi 2008).

2.8.6. Diger Enfeksiyonlar

Neonatal donemin haricinde enterokok iliskili menenjit nadir goriilmektedir.
Santral sinir sisteminde anatomik defekt, gecirilmis beyin ameliyati veya kafa
travmasi gibi durumlarm var olmasi sonucunda ortaya ¢ikar (Korten, 2002; Sardan,
2002).

Enterokoklar, diyabetik ve nondiyabetik hastalarda ¢ok olmasa da kronik
osteomiyelit etkenidir. Boyle hastalarda enfeksiyon gelisimi c¢ogunlukla
polimikrobiyal temellidir ve enterokoklar ile birlikte S.aureus izole edilebilir.
Pnomoni ve otitis media da enterokok iliskili kendini gosteren diger

enfeksiyonlaridir (Sardan, 2002).

2.9. Tedavi
2.9.1. Vankomisin

Vankomisin, molekiil agirligt 1500 dalton olan trisiklik polipeptid bir
antimikrobiyaldir. Optimum ¢6ziiniirliigli 3-5 pH arasinda gerceklesir. Vankomisinin
bakterisidal etkinligi bulundugundan dolayi, bakteri hiicre duvari1 sentezinin
peptidoglikan polimerlerini olusturdugu ikinci evrede, kilavuz maddelerden D-alanil-
D-alanin bulunduran peptitler ile beraber kompleks olusturur. Olusan bu kompleks,
transglikozilasyonu inhibe edip peptidoglikan sentezinde yer almasini onler.
Membran gegirgenligini degistirerek protoplasta zarar verir ve RNA sentezini segici

olarak dnleyebilmektedir. Postantibiyotik etkisi de bulunmaktadir (Glew, 1992).
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Vankomisinin serumdaki derigimi streptokoklar i¢cin bakterisidal etki ederken
enterokoklar igin bakteryostatik etki gosterir. Alt1 mg/L ve altindaki vankomisin
derisiminde enterokok suslarmin %90’m1 iiremesi inhibe olur. E. faecium
izolatlarinda vankomisin direngliliginin plazmid’e bagli oldugu ve diger Gram pozitif
bakterilere plasmit araciligiyla aktarilabildigi gosterilmistir (Shlaes, 1992). Sistemik
enfeksiyonlar intravendz uygulama ile kullanimi sinirlhidir. Renal fonksiyonu normal
olan bir erigkinde 12 saat ara ile 1 gr (15 mg/kg) veya 6 saat ara ile 500 mg (6.5- 8
mg/kg) dozda kullanim uygulanir. Tekrarlanan 6 saat ara ile 500 mg’lik dozdan sonra
seruma ait seviye ortalama 8 mg/L’dir. Atilim1 bobrekler yoluyla gergeklesir ve
idrarda 100-300 mg/L konsantrasyon seviyesine ulagsmaktadir. Serumun vankomisin
klirensi ile kreatin klirensi iligkilidir ve aralarindaki oran1 %70°dir. Beyin ve omurilik
zar1 ile goz dokularma ve gecis 1y1 degildir. Enflamasyon gelismesi durumunda
serum diizeyinin %1-37 arasindaki oranda, beyin omurilik sivisinda (BOS)
bulunabilir ve tedavi edici seviyelere varabilir. Steril viicut sivilarindan plevrada
%50; asit, perikard ve eklem sivisinda serum diizeyinin %75’ ine ulasir. Apseye niifus
etmesi iyi, kemige gergeklesen penetrasyonu ise orta seviyededir (Johson ve ark,
1992). Vankomisin oral olarak alindiginda absorbsiyon gerceklesmez. Alt1 saat ara ile
verildiginde 100-800 mg/L, 8 saat ara ile 500 mg oral verildiginde barsak liimeninde
1000-9000 mg/L konsantrasyona ulasir. Bobrek yetmezligi gibi durumlarda doz ayari
gerekmektedir. Karacigerde yikilamamasina karsina nedeni bilinemese de karaciger
yetmezligi olan kisilerde de doz ayar1 yapilmaktadir. Gebelerde, obez ve yanikli
hastalarda vankomisinin serum yarilanma siiresi azaldigindan yiiksek dozlarin
kullanim1 gereklidir (Glew, 1992)

Vankomisinin intravaskiiler uygulanmasi sonucunda sik goriilen yan etkisi
kirmiz1 adam sendromudur. Emilim sayesinde gerceklesen hiza baglh gelisen yiiz,
bas, ense ve gogiis bolgesinin {ist kisminda eritematéz flas ve bununla beraber
tehlikeli olabilen nadir kendini gosteren hipotansiyondur (Wallace ve Idfield, 1994).
Ancak boyle bir durumla karsilasmamak icin infiizyon Oncesi antihistaminik
uygulanmasiyla dnlenebilir. Intravendz seklinde hizli bir bicimde verilirse kardiyak
arrest, cilt dokiintiileri, simik flebit, l6kopeni (2. haftadan sonra) goriilebilir.
Vankomisinin diger 6nemli yan etkileri baslangi¢ belirtisi tinnitus ve nefrotoksisite

bi¢iminde kendisini gosterir (Farber ve Moellering, 1983).
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2.9.2. Teikoplanin

Actinoplanes teichomyceticus tiiriiniin fermentasyon sonrasi iriinlerinden
1970°1i yillarin bitimine dogru elde edilmis, Avrupa’da ilk kullanima 1984 yilinda
girmistir. Molekiil agirligi 2000 daltondur. Yapisinda yer alan yag asidi ile
vankomisinden daha fazla lipofiliktir. Bu 6zelligi sayesinde diger glikopeptitlerden
ayrrilirlar (Somma ve ark, 1984; Trutmann ve ark, 1994).

Teikoplaninlerin etkisi, stafilokok suslar1 i¢in vankomisin etkisiyle esdeger,
streptokok ve klostridyum suslarma 4-8 kat daha fazla etkinlik gosterir.
Enterokoklarda vankomisinden daha c¢ok aktif olmakla beraber bakteriyostatik
etkinligi vardir. Aminoglikozid ve rifampisin antibiyotikleri ile kombine verilebilir
(Oztiirk ve ark, 1995).

Intramuskiiler uygulanabilirligi fizyolojik pH’da ¢6ziinebilirligi nedeni ile dogru
orantilir. Lipofilik yapist doku ve hiicrelere girigini kolaylastirir. Kemik dokusu,
periton sivist ve BOS’a ulasma diizeyleri ile ilgili fazla bilgi bildirilmemistir.
Proteine yiiksek baglanma oranlar1 ve doku penetrasyonu yar1 dmriiniin (33-48 saat)
¢ok uzun olmasma neden olmaktadir. Normal kan seviyesine ulasmak i¢in 5 tedavi
giiniiniin gegmesi gerekir. MRSA ve MRSE’lerin direngli Gram pozitif bakterilerin
etken oldugu sepsis, pnomoni, endokardit, osteomiyelit ve yumusak doku

enfeksiyonu gibi agir enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Bibler ve ark, 1987).

2.10. Enterokok Enfeksiyonlarinda Korunma ve Kontrol Onlemleri

Cogu endojen kokenli olan enterokok enfeksiyonlari, barsaklardan translokasyon
ile endojen kokenli sistemik enfeksiyona doniisiir (Alp ve Cetinkaya, 2008). Ancak,
hastanelerde yatan, kolonize hastalarda ve kontaminasyon ile direkt temasla,
personellerin elleriyle kontamine yiizeyler ile temas halinde olmasi veya kontamine
tibbi aletler vasitasiyla dolayli olarak, hastane kaynakli enfeksiyon seklinde bulasin
olabilecegi gosterilmistir. Hastane kokenli enterokok iliskili enfeksiyonlarin,
ozellikle tedaviye cevap vermeyen VRE/GRE (Glikopeptid Direngli Enterokok) gibi
multidrug direngliligi gosteren suslarla gelisen enfeksiyonlarin, 1980°li yillardan
sonra devam eden artisin gozlenmesiyle, CDC’ye bagh Hospital Infection Control
Practices Advisory Committe (HICPAC) hastanelerde artisini siirdiren VRE
yayilimini kontrol altina tutabilmek amaciyla, gerekli tedbirleri barindiran bir rehber

yayimlamistir (HICPAC, 1995).
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Enterokoklar gastrointestitinal ve iirogenital sistemlere ait normal flora iiyeleri
olmalarindan dolayr yaratmis olduklar1 enfeksiyonlarin, basindan beri endojen bir
kaynaktan yayildig1 diislincesine neden olmustur. Fakat son zamanlarda 6zellikle de
VRE’lerin hastane kaynakli yayilim gergeklestirdikleri gosterilmistir. Saglik alaninda
calisanlarin ellerinde, hasta ¢evresindeki yiizeylerde uzun siire canl kalabildikleri
kolonizasyona neden olabildikleri gosterilmistir. Onem bakimindan o6zellikle
hastanin yatagi ve c¢evresindeki esyalar masa, dolap, monitdr, inflizyon pompalari,
hasta i¢in kullanilan tansiyon aleti, steteskoplardan VRE izole edilmesi, antibiyotik
diren¢ durumu da g6z Oniine alindiginda 6nemli bir sorun oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
Boyle bir sorunun varolmasi sadece hastay1 degil ayrica klinisyenlerin de tedavide
yasadig1 zorluklar; uzun yatis siliresi, maliyet ve diger hastalara bulas gibi kapsamlar1
da ilgilendirmektedir. Enterokoklardaki vankomisin direncine bagli artis, VRE’lerin
hastane kaynakli olan yayilimimin 6nlenmesi ve kontrolii igin 1995 yilinda HICPAC
tarafindan bir kilavuz hazirrlanmis ve yaymlanmistir. Kilavuz gecerliligini hala
korumakta ve mevcutta var olan ayni Onlemlerin alimmasinin yeterli olacagi
vurgulanmaktadir. Ulkemizde de Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Ag1
(UHESA) vasttasiyla ulusal standart rehber haline getirilerek hastanelerin kullanimi
icin kaynaktir. Rehberlerde dort ana baslik 6nem arz etmektedir:

1. Vankomisinin bilingli kullanima,

2. Saglik kuruluslarinda ¢alisan personelin egitimi,

3. Mikrobiyoloji laboratuvarmin almasi gereken rol,

4. Enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin kurallara uygun olarak uygulanmasi (Keskin,

2014).

2.10.1. Vankomisinin Akilcr Kullanim

Mikroorganizmalarin  antibiyotiklere olan direngliligini kontrol etmek,
antibiyotik kullaniminda ve mikroorganizmlarin yayilmasini saglayan faktorlerin
azaltilmas: i¢in kullanilan ve uygulanan yontemlere odaklanmistir. Vankomisin
kullanimi, VRE enfeksiyonu ve kolonizasyon olusturmasina ragmen ¢esitli
antibiyotiklere de maruz kalinmasi da bu duruma etkendir (Rice ve ark, 2004).
Vankomisinin uygun olmayan kullanimi, vankomisine direngli S. aureus ve S.
epidermidis’in ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Buna ek olarak, antianaerobik
etkinligi olan antibiyotiklerin ve ii¢lincli kusak sefalosporinlerin kullanimi da VRE

ile ilgili olan enfeksiyon ve kolonizasyon riskini artwrma ydniindedir. Akile1r bir
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sekilde antibiyotik kullanimini yaymak i¢in, HICPAC vankomisin kullaniminin
uygun oldugu tibbi personelin ve dgrencilerin egitiminin dnemini vurgulamaktadir

(Kurtgoz, 2013).

2.10.2. Personel Egitim Programlar:

Hekimler, hemsireler, laboratuvar personeli, Ogrenciler, eczane personeli ve
hasta bakicilarini iceren hastane personeli i¢in gerekli olan egitim programlari, hasta
bakiminin maliyeti ve doguracagi sonuglar1 iizerinde patojenin etkileri ve VRE
epidemiyolojisiyle ilgili bilgileri barindirmaktadir (Alp ve Cetinkaya, 2008).
VRE’nin tespit edilmesi ve kontrol altina altinda tutulmasi, hastane personeli igin
zorunlu yaklasimlar ve yiliksek performans standartlari1 gerektireceginden egitim

seanslar1 ve 6zel bilinglendirmeler gerekli olabilir (HICPAC, 1995).

2.10.3. VRE’nin Tespit, Kontrol ve Raporlanmasinda Mikrobiyoloji
Laboratuvarimn Rolii

VRE sonucu enfekte veya kolonize olan hastalarin erken teshis edilmesi,
VRE’nin hastane kaynakli yayilimmi 6nlemek i¢in planlanan hastane programlarinin
onemli bir pargasidir (Fines ve ark, 1999). Laboratuvarda enterokoklar1 tanimlanmasi
icin yapilan testlerle, vankomisin direncini zamaninda ve dogru bir bi¢imde tespit
etme yetenekleri, VRE’nin doguracagi kolonizasyon ve enfeksiyonun kontrolii i¢in
onemlidir. Laboratuvar ile enfeksiyon kontrol programi arasindaki igbirligi ve
iletisim, kontrol i¢in gerceklestirilen ¢abalar1 biiylik bir bigimde kolaylastiracaktir.
Klinikten gonderilen orneklerden VRE izole edildiginde bu durum hastane igin
siradan bir durum degil ise vankomisin direnci, yineleyen antimikrobiyal duyarlilik
testleri ile dogrulanmalidir. Dogrulama amacgli duyarlilik testleri; hastaya temel
bakim veren ve tedavi gordiigii servisteki hasta bakici ve enfeksiyon kontrol komitesi
personeli, VRE olasilig1 konusunda siiratle bilgilendirilmelidir. Boylece gerekli

izolasyon onlemleri alinabilir (Turabelidze ve ark, 2000; Alp ve Cetinkaya, 2008).

2.10.4. Enfeksiyon Kontrol Onlemlerinin Kurallara Uygun Uygulanmasi
VRE’nin varolan bir hastadan baska diger hastalara yayilimmi onlemek i¢in
HICPAC (1995) tarafindan 6nerilen izolasyon dnlemleri soyledir:
e VRE sonucu enfekte veya kolonize olan hastalari, tekli veya VRE ile iligkisi

bulunan diger hastalarla ayni1 odaya konmalidir.
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e VRE ile enfeksiyonu yada kolonizasyonu bulunan hastanin odasma girerken
temiz ancak steril olmayan eldiven giyilmeli ve hastanin bakimi esnasinda,
VRE siiphesi bulunduran materyallere (6rnegin digski, hasta basi esyalar)
temas sonrasinda eldiven degistirilmesi gereklidir.

e Hastayla ya da hasta odasindaki ¢evresel yiizeyle temas veya hastada ishal ile
ostomi, kolostomi, pansumanla kapatilmamis yara drenaji varsa hastalarin
odasina girerken temiz onliik giyilmelidir.

e Hasta odasindan ¢ikmadan personel eldiven ve oOnligi c¢ikarip, ellerini
antiseptik ajanlarla yikamalidir. Ellerin kontaminasyonu eldivenden sizintiyla
veya eldivenlerin ¢ikarilmasi sirasinda meydana gelebilir ve ellerin VRE
kontamisyonu sabunla temizlenmesine etkisizdir.

e Kiyafetlerin ve ellerin hasta odasinda VRE kontaminasyonu olasilig1 bulunan
cevresel ylizeylerle (6rnegin hasta basi esyalar, kap1 kolu veya perde) temasa
gecilmemesine 6zen gosterilmelidir (Boyce ve ark, 1994; Cetinkaya ve ark,
2000).

HICPAC tarafindan onerilmese de, bazi hastanelerde VRE saptanan hastalarin
bulunduklar1 odalara girerken personelin rutin bir sekilde eldiven ve onliik giymesi
talebinde bulunulur. Handwerger ve ark. (1993) diger mevcut enfeksiyon kontrol
Onlemlerine ek olarak Onliik giyerek odalara girmenin salgin1 sinirladigimi
bildirmistir. izolasyon 6nlemlerine ek olarak steteskop, rektal termometre gibi
aletlerin kullanimi, tek bir hastaya veya hasta gruplarma 6zel olmalidir. Bu cihazlar
baska hastalarda da kullanilacak ise kullanmadan Once yeterince temizlenmeli ve

uygun kurallarla dezenfekte edilmelidir (Boyce ve ark, 1994).

2.10.5. Siirveyans Kiiltiirleri

Basarili bir VRE kontrol programlarmm temel bileseni olan gastrointestinal
kolonizasyonu saptamak igin, hastalardan alinan siirveyans kiiltiirlerinin salginlar
sirasinda yararli oldugu kanitlanmistir. Kolonize hastalar1 tanimlamadaki diger
uygulamalar ise VRE i¢in C. difficile toksin tayini adina gonderilen digki
orneklerinin taranmasi, ayrica yiiksek riskli kurumlardan (hastaneler ve endemik
VRElerin oldugu bakim merkezleri) kabul edilen hastalardan alinan rektal veya

perirektal siirlintli Orneklerinin taranmasmi igerir. Kolonize kisilerin tespitinde
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perirektal kiiltiirler, rektal kiiltiirlerle benzer duyarlilikta oldugu goériinmektedir (Alp
ve ark, 2008).

2.10.6. Gastrointestinal Kolonizasyonu Ortadan Kaldirmak icin Girisimler

Vankomisin direngli enterokoklar: elemine etmek; kolonizasyon bulunanlarda
enfeksiyon riskini azaltmak, hastanelerde mevcut VRE rezervuarmi sinirlamak ve
enfeksiyon kontrolii i¢in yapilan ya da yapilacak harcamalar1 azaltmaktir. Ancak,
kalict sekilde VRE’yi ortamdan kaldirabilecek antimikrobiyal tedavi heniiz
bilinmemektedir. Novobiosin - tetrasiklin veya novobiyosin - doksisiklin
kombinasyonu, VRE eleminasyonunda basar1 gdstermemistir. Oral basitrasin,
ramoplanin ve novobiosin antibiyotiklerinin kullaniminda kisitli basar1 elde
edilmistir. Bazi hastalardan bu girisimlere olumlu geri doniis alinmis gibi goriinse de,
herhangi bir uygulama gastrointestinal sistemden VRE’yi yok etmede esit diizeyde
etki yaratamamustir (Cetinkaya ve ark, 2000; Ak¢imen, 2010).

2.11. Enterokok Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Enterokoklar, neden olduklar1 hastane enfeksiyonu salginlarindan dolay1
diinyadaki 6nemi dikkate deger sekilde artmistir. Gergeklestirilen ilk epidemiyolojik
izlem caligmalar1 sonucunda, enterokoklarin hastadan hastaya ve daha da ileri bir
seviye olan hastaneler arasi yayilabilmesi ve bu bakterilerin barsak florasinda normal
olarak bulunmasmin esansiyel risk faktorii oldugu, bu sebeple de hastane
enfeksiyonlarinda 9%85-95’lik oran ile en yiiksek insidansa sahip olan insan
diskisindan en ¢ok izole edilen tipin E. faecalis tiirii oldugunu, ikinci olarak en sik
goriilen E. faecium’un %5-10 orani ile takip ettigi gosterilmistir (Cetinkaya ve ark,
2000; Zirakzadeh ve Patel, 2006). ingiltere ile Fransa’da 1986 yilinda vankomisine
direngli enterokoklarin meydana getirdikleri enfeksiyonlarmn klinigine iliskin ilk
bilgilerin agiklanmasinin ardindan, 1988 yilinda diren¢ paternleri tespit edildi. Bu
tespitin yayimlanmasindan sonra enterokoklara baglh hastane iliskili enfeksiyonlarin
epidemiyolojisinde iki 6nemli degisiklik olan; insidansdaki hizli artis ve tiir
dagilimlarinda yasanmustir (Uttley ve ark, 1988; Leclercq ve ark, 1988).
Vankomisin’in 1989 yilindan itibaren hastanelerde yaygin olarak kullaniimaya
baslandig1, basta Avrupa iilkeleri ve ABD’den glikopeptid grubu antibiyotikler olmak
lizere, beta-laktam ve aminoglikozid grubu antibikrobiyal ajanlara karsi direng

gosteren ¢ok sayida klinige ait izolat ve hasta bildirimi yapilmigti. VRE’ye neden
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olan tiirlerinden E. faecium’un klonal seleksiyon sonucunda, hastane ortamina tek
olarak veya stafilokoklarla birlikte hastane enfeksiyonlarindaki goriilme siklig1 hizla
arttigr tespit edilmistir. CDC, 1990-1992 yillar1 arasmnda hastane enfeksiyonlar1
icinde, Escherichia coli ve stafilokoklardan sonra enterokoklarin yaklasik %10’luk
goriilme olasilig: ile tgiincti siklikta yer aldigi bildirilmistir (Chou ve ark, 2008;
Huckabee ve ark, 2009). Cetinkaya ve ark. (2000) ile Chou ve ark. (2008) tarafindan
farkli hastanelerde gerceklestirilen c¢alismalarindaki sonuglarnin  agiklandigi
calismalarda, enterokoklarin hastane bagmtili olan cerrahi yara enfeksiyonlarmin %
13’1, bakteriyemilerin %9 u, liriner sistem enfeksiyonlarinin %12-16’sindan sorumlu
olduklarmi belirtmislerdir. Enfeksiyonlarin % 60’dan fazlasinin da eksojen kaynakli
oldugunu ve %50’den fazlasmin da yogun bakim iinitelerinde goriildigi
belirtilmistir. ABD’den NNIS’nin verilerinin sonucunda; hastanelerde 1989-1997
yillar1 arasindaki VRE izolasyon oranlarmin; yogun bakim {initelerinde goriilen
hastane enfeksiyonlarinda %0,4 oranindan %23,2’ye, diger initelerde ise %0.3
oraninda %15,4’e yiikseldiginin bildirimi yapilmistir (Martone, 1998). NNIS (1998)
raporuna gore yogun bakim servislerinde mevcut hastane enfeksiyonlarinda %22,6
olan vankomisin direnc¢li enterokok goriilme sikligini, 1999 yilinda %25’e ve 2003
yilinda ise %28,5 gibi bir orana yiikseldigi gosterilmistir. Verilen bu bildirimlerin
haricinde genellikle ABD’de, 2000’1i yillarin baglarinda hastane enfeksiyonlarinda
vankomisin direnc¢li enterokok goriilme siklig1 %25’°in iizerinde yer aldigi, hastanede
yatan hastalarda vankomisin diren¢li enterokok kolonizasyon oraninin da %5-18
arasinda degistigi bildirilmistir. Ancak hastane disindaki popiilasyonda intestinal
baglantili kolonizasyon olmadig: bildirilmistir (Bonten ve ark, 2001).

Kanada’dan bildirilen 7 yillik VRE siirveyans raporuna goére; 2001-2003 yillar1
arasinda enterokok izolatlarinda %0,5 oraninda olan VRE goriilme sikligi, 2006
yilinda %3,3 oranma ulagmistir (CNISP, 2006). Werner ve ark. (2008), Avrupa’da
goriilen hastane enfeksiyonlarinda, ABD’den kii¢iik farklar1 olmakla beraber benzer
artig egilimi gortldiigiinii belirtmistir. 2014 EARSS verilerine gore, vankomisine
direncli E. faecalis izolatlarinin oran1 %8,5 (Izlanda) ile %76,5 (Romanya) arasinda
degiskenlik gostermektedir (Antimicrobial Resistance Surveillance in Europe, 2015).
Bu oran Fransa’da %13,7, Yunanistan’da %20,1, Italya’da %55,3, Almanya’da
%33,6 ve Ingiltere’de %30,9 olarak belirlenmistir. E. faecium izolatlar1 arasinda ise
vankomisin direng orani yiizdesi sifirdan (Estonya, Finlandiya, izlanda ve Malta)

%45,1’e (irlanda) kadar iilkeler arasinda degiskenlik gostermektedir. Bu oran
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Fransa’da %0,5, Italya’da %8,5, Almanya’da %9,1 Iingiltere’de %21,3 ve
Yunanistan’da %26,9 olarak bildirilmistir. 2011-2014 yillar1 arasindaki artis ya da
azalis yonelimi bakimindan 6nemli artis Bulgaristan, Hirvatistan, Danimarka, italya
ve Ingiltere’de gdzlemlenirken bu orandaki en biiyiik diisiis Belgika, Fransa ve
Almanya’da belirlenmistir (Antimicrobial Resistance Surveillance in Europe, 2015).

Tiirkiyede 1998 yilinda Akdeniz Universitesi'nden Vural ve ark. (1999)
tarafindan, ilk vankomisin direncli E. faecium bildirimi yapilmistir. Ulkemizde VRE
bildirisi olarak kendine yer bulan bu ilk sus, malign histiyositozis tanist bulunan,
bronkopulmoner enfeksiyonlu bir bebekte, plevra sivisindan izole edilmistir. Ayn1 y1l
icerisinde diger merkezlerden yapilan diger diren¢ bildirimleri takip etmistir
(Basustaoglu ve ark, 2001; Colak ve ark, 2002).

CDC’nin alt komitesi olan HICPAC, 1995 yili igersinde VRE’lerin artarak
ilerleyen yiikselisini 6nlemek ve kontrol altina almak adina ek bir rehber yayinlamak
zorunlulugunda kalmistr (HICPAC, 1995). Maryland Saglik ve Mental Hijyen
Boliimii Epiemiyoloji ve Hastalik Kontrol Programi (Perencevich ve ark, 2004);
uzun donem tedavi tesislerinde VRE kontrol ve koruma rehberinde yapilan yayinlara
ragmen VRE’lerde artis egilimi devam ederek siirmiis, goriilme siklhigindaki artis
mortalite oranlarmma da yansimistir. Sonug olarak ise VRE’ye baglh enfeksiyonlarin
mortalitesi VSE’ye bagli gelisen enfeksiyonlara gore, 2 kat artarak, %39 oranlarma
kadar yiikselme gostermistir (Zirakzadeh ve Patel, 2006).

Enterokoklarin hastane kaynakli olarak goriilme sikligindaki artis, hastanelerde
sunulan hizmet kalitesine bagli olarak yatis alan hastalarin 6zelliklerinin de etkili
oldugu gosterilmistir. Hastaligi ciddi seviyelerde olan immunsiiprese hastalar,
intraabdominal veya kardiotorasik cerrahi uygulanan hastalar, kanser kemoterapisi
alanlar, transplantasyon hastalari, vankomisin, III. kusak sefalosporinler,
karbepenemler ve 5-nitroimidazol gibi genis spektrumlu antibiyotik kullanma
ihtiyaci olan hastalarm kabul edildigi, komplike tan1 konulan ve bu tanilara da uygun
tedavi girigsimleri kiiciik ya da orta dlgekteki bir sehir hastanesine oranla uygulandigi,
daha biiylik saglik kuruluslarinda enterokok enfeksiyonlarmin goriilme olasiligmi
arttirir. Transplantasyon olacak hastalarda mevcut endojen florada VRE tastyicilik
oran1 %3,4 seviyesindeyken; transplantasyon gerceklestikten sonra hastalardaki VRE
oraninin %44’e ¢iktig1 bildirilmistir (Bakir ve ark, 2001). VRE veya GRE goriilme
sikhigindaki artisin Oonemli sebebi olarak, Avrupa {ilkelerinde bulunan kiimes

hayvanlarmin giinliikk yemlerine gelisim faktorii olarak eklenen avoparcin benzeri
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glikopeptit tiiriine ait olan antimikrobiyallerdir. Avrupadaki tavuk cesetleri, ¢iftlik
hayvanlari, diger et ve bu etkerden elde edilen {irtinleri ile atik su 6rneklerinde vanA
tipindeki VRE ciddi seviyelerde problem haline doniigmiistiir. Avrupadaki bu zengin
rezervuar cesitliligi sayesinde, gida zinciri vasitasiyla insanlara da yansimistir.
Toplumda VRE kolonizasyon oranmi %2-12 olarak bildirilmistir. 1994 yilindan
itibaren bir c¢ok iilkede kiimes hayvanciligida dahil tim gidasal yetistiricilikte
avoparcin kullaniminin yasaklanmasi ve hastalarda glikopeptit grubuna ait
antibiyotik kullaniminin da kisitlanmas1 sonucu Avrupada bildirilen VRE oranlarinda
azalmalar da bildirilmistir (McDonald ve ark, 1997; Wegener, 1998).

Transpozon Tn-1546 ile kodlanan vanA tipi direng, hayvanlar arasinda VRE’nin
klonal gelisimini arttirmis ve gida zinciri ile insana bulasarak gastrointestinal
kolonizasyonu yiikseltmistir. 1997 yilina kadar, ABD’de kiimes hayvanlar1 ve
hastane yatis gegmisi olmayan kisilerde yiiksek diizey direngli (MIK>32 mg/L) VRE
tespit edilmemistir. 1994 yilinda Almanya’da saglikli insanlarm %12’si gibi bir
oranla VRE tasiyiciligr bildirilmistir (Aktas ve Derbentli, 2009). Meydana gelen bu
farkin, ABD’de hayvan yemlemesinde kullanilan yemlerin glikopeptit grubuna ait
antibiyotik kullaniminin olmamasindan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Buna
dayanarak ABD’de goriilen VRE kdkenli hastane kaynakli olan enfeksiyonlarinda en
temel rezervuarin endojen florasinda kolonizasyonu olan hastalar oldugu tespit
edilmistir. ABD’deki hastanelerin glikopeptid grubu antibiyotiklerin kullaniminin
cogunlukta olmasi, VRE’lerin hastane enfeksiyonlarindaki goriilme sikligr Avrupa
iilkelerine gore daha yiiksek bulmustur (McDonald ve ark, 1997; Aktas ve ark, 2009).

2.12. Enterokoklarda Antimikrobiyal Diren¢

Hastane kaynakli enterokokal iliskili enfeksiyonlar, tedavi altinaki hastalarin
antibiyotik kullanimi sonrasinda intestinal florasinda duyarli suslarin yok olup
antibiyotik direncli, sitolitik toksin gibi viriilans 6zellikleri bulunan suslarin yerlerini
almastyla baslar. Igsel kokenli gevreye translokasyonla yayilan bu suslar, duyarh
hastalarda dis kaynakli enfeksiyonlara neden olurlar. Antibiyotik direnci intestinal
florada suglarm ¢ogalmasini kolaylastirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz gibi viriilans
faktorleri doku istilasina neden olmaktadir (Klare ve ark, 2003; Aktas ve Derbentli,
2009). Enterokoklar, klinik kullanimda olan birgok antibiyotige dogal olarak direngli
oldugundan dolay1 hi¢bir antibiyotik tek basmna enterokoklara karsi bakterisidal

etkinlik barmmdiramaz. Mutasyon veya plazmid/transpozon aracilifiyla genetik
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materyalin transfer edilmesi, antibiyotiklere karsi direng kazanabilme anlamina
gelmektedir. Bu nedenle ciddi enterokok kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi giictiir.
Etkiyi gii¢lendirebilmek adina kombinasyon tedavileri uygulanmaktadir (Korten,
2002; Sardan, 2004).

Enterokoklarda antimikrobiyal diren¢ iki ana baglik altinda incelenebilir

(Moellering, 2005).

2.12.1. Dogal (intrensek) Direnc
Bu tip direng tiirlerin tiimiinde mevcut olan genetik tabanli yani kromozomal
olarak varolan direngtir. Enterokoklar; sefalosporinlere, penisilinlere, linkozamidlere,

aminoglikozidlere (diisiik diizeyde) dogal olarak direnglidir.

2.12.1.1. Beta - Laktam Direnci

Enterokoklardaki dogal penisilin direnci; B-laktam antibiyotiklerie olan diisiik
baglanma ile kendisini gosterir. Bu durum, penisilin baglayan protein (PBP) 5
enziminin varhgi ile iligkilidir. Penisiline olan diisiik diizeyde intrensek direng
PBP5’in afinitesinde gerceklesen azalma sonucunda kendini ortaya c¢ikartir. E.
faecium suslarinda direngli sus orami artig gosterirken, penisilin baglayan
proteinlerinin afinitesi son yillarda azalma gdstermis ve suslarmm %85-90 gibi bir
oranla ampisiline direngli hale gelmistir. E. faecalis suslarinda ampisilin direnci %2—
3 oranindadir. E. faecalis streptokoklara gore, penisilin antibiyotiklerine 10-100 kat
duyarliligi az iken E. faecium, E. faecalis’ten 4-16 kat daha az duyarlidir (Murray,
1990).

Cogu E. faecalis penisilin ya da ampisilinin 1-8 pg/mL konsantrasyonlar1
sayesinde Onlenebilirler. E. faecium’da biiyiimenin engellenebilmesi igin ortalama
16-64 pg/mL gereklidir. Yapilan bu tiir konsantrasyon denemelerine ragmen bazi
izolatlar daha direnglidir (Murray, 1997). E. faecium’un PBP5 enzimini iiretmemesi
ya da kromozomdan mutasyonlar sonucu kaybolmasi, yliksek penisilin direngli
susun, penisiline asir1 duyarli duruma gelmesine neden olur (Fontana ve ark, 1985).
Izole edilen tiim enterokoklar, diger hiicre duvarma etkili ajanlara kars;; B
laktamlara, vankomisin ve teikoplaninde tolerans gosterir. Kisa siirelide olsa bu
ajanlara maruz kalinmasi hizla tolerans gelistirilmesine neden olmakta ve bu ajanlar
enterokoklara karsi bakteriyostatik etki gdstermektedir. Tek bagmna iiriner sistem

enfeksiyonlarinda kullanilabilseler dahi bakterisidal aktivite gerektiren endokardit,
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menenjit gibi enfeksiyonlarda standart kombinasyon tedavisi kullanmalidir.
Sinerjistik bakterisidal etki gdstermesi i¢in bu antibiyotiklerin aminoglikozidlerle

kombinasyonu halinde kullanilmasi gerekmektedir (Robert ve ark, 2005).

2.12.1.2. Aminoglikozid Direnci

Diistik diizeyde aminoglikozid direnci goriilen enterokoklarda, bu grup ilaglarin
bakteri igerisine ulasiminmn az olmasindan kaynaklidir. Aminoglikozid grubu ilaglar,
enterokoklarda mevcut sitokrom enzimleri olmadigindan dolayi, enerji bagiml
mekanizma ile bakterinin hiicre duvarindan gectiklerinden gegirgenlik azalmaktadir.
Aminoglikozidler, B-laktam’lar gibi hiicre duvari sentezini engelleyen antibiyotikler
ile kombine edilirse, sinerjistik etki olusacak ve bunun sonucunda hiicre duvarindan
kolay gegebilecek, MIK degerleri kendisini gosterecek derecede diisecektir (Klare ve
ark, 2003).

2.12.2. Edinsel (Kazamilmis) Diren¢
Edinsel direng, genellikle DNA’da gergeklesen mutasyon ya da yeni bir DNA
segmentinin mevcut DNA’ya translokasyonu sonucunda gelisir. Enterokoklarda yeni

DNA segmenti transferinde en sik goériilen yol konjugasyondur (Sardan, 2004).

2.12.2.1. Beta-Laktam Antibiyotiklere Kars1 Kazanilmis Direng

Enterokoklarmn iki ayr1i diren¢ mekanizmasi; kromozomal olan E. faecium
suslarinda goriilen penisilin afinitesinin azalmasi sebebiyle, PBP-5’in miktarmin
artmast ile kendisini gosteren direnctir ve diren¢ mekanizmasi sayesinde beta-
laktamaz tretimidir. Bu iki yolla beta-laktam antibiyotiklere diren¢ kazandigi
saptanmistir. 1981 yilinda ABD’de beta-laktamaz olusturan ilk sus tanimlanmistir
(Murray, 1983; Derbentli, 1998; Lefort ve ark, 2000). Ulkemizde de yapilan

caligmalarda beta-laktamaz olusturan suslar saptanmistir (Moaddab ve Téreci, 2000).

2.12.2.2. Aminoglikozid Antibiyotiklerine Kazanilmis Yiiksek Diizeyde
Direnc¢
Enterokoklarda kazanilmis yiiksek diizeyde aminoglikozid direncinin (YDAD)
oldukga genis bir yayilimi vardir.
Yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci 3 mekanizma ile meydana gelir:

1. Ribozomal baglanma alaninda degisiklik
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2. Aminoglikozid modifiye edici enzim tiretimi
3. Aminoglikozid iletiminin degigmesi
Tek bir aminoasit degisikligi olan ribozomal proteinde, degisikligin meydana
geldigi ribozomda antibiyotige karsi diisiik afinite gosterir. Ribozomal baglanma
bolgesinde degisiklikle meydana gelen direng enterokoklarda bildirilir. Klinik olarak
nadir goriiliir ve diger aminoglikozidlere karsi ¢apraz direng gerceklestirmemektedir.
Aminoglikozid tasmimmin degismesi sonucunda olusan direng paterni de ender
goriilmekte ve kontrolii kromozomal genlerle yapilmaktadi. YDAD’nin
enterokoklarda en ¢ok rastlanan aminoglikozid modifiye edici enzim iiretimi
mekanizmasidir. Plazmid ve transpozon kaynakli enzimleri kodlayan genler ile
gerceklesir. Aminoglikozid modifiye edici enzimler, sitoplazmaya gecen ilaglar
eylemsizlestirecek  Olg¢iide  sitoplazmada  yer  bulurlar.  Asetiltransferaz,
adeniltransferaz, fosfotransferaz olmak {izere {i¢ tip aminoglikozid modifiye edici
enzim bulunmaktadir. Gentamisin, kanamisin ve netilmisin gibi antimikrobiyaller,
streptomisin hari¢, aminoglikozid modifiye edici enzimleri kodlayan diren¢ geni
bulundururlar. Eger enterokoklarda yiiksek diizey aminoglikozid direnci saptanmissa,
verilecek olan kombine tedavide sinerjistik etkinin herhangi bir yardimi olmaz.
YDAD belirlemek var olduklarini saptamak igin temel olarak kullandigimiz disk
difiizyon, agar diliisyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilmaktadir (Lefort

ve ark, 2000; Basustaoglu ve Aydogan, 2002).

2.12.2.3. Glikopeptid Antibiyotiklere Kars1 Diren¢

Glikopeptidler, hiicre duvari sentezini bozmak i¢in hiicre duvarmmm sentezinde
peptidoglikan polimerleri olusturacak kilavuz maddelerinden D-ala-D-ala terminal
ucuna baglanir. VREler ligaz enzimi sayesinde D-ala-D-ala terminal ucunun
yapisinda degisiklik meydana getirerek D-ala-D-laktat veya Dala-D-serin’i olusturur.
Degisikligin meydana eldigi bu terminal uca vankomisin baglanma affinitesi azalir
ve hiicre duvar1 yapimi devam eder. Onceleri izolatlarm MIK degerlerine gore
direncin siniflandirilmasi yapilmaktaydi. Giliniimiizde siniflandirma spesifik ligaz
genlerinin varligina gére yapilmaktadir. VanA ve vanB tipi direng; D-ala-D-laktat,
vanC tipi direng ise D-ala-D-serin tiretimi ile alakalidir (Sardan, 2002; Basustaoglu,
2004). Ulkemizde ilk VRE olgusu, 1998 yilinda Antalya’dan bildirilmis olup (Vural
ve ark, 1999), Ongen ve ark. (1999), Basustaoglu ve ark. (2001) da gesitli

hastanelerden bu tiir olgular1 bildirmistir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Gerecler

Makine ve techizat:

. Biyogiivenlik Kabini (Niive LN 120, Tiirkiye)

. Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye )

o Derin Dondurucu (Bosch, Almanya)

o Gorintiileme Cihazi ve Programi (Quantum Vilber Lourmat, Fransa - Vilber
Lormat Software, Fransa)

o Hassas Terazi (Densi Ufo Plus JW, Kore)

. Isiticilar (Biosan TDB 120 Thermo Block, Letonya ve Biosan TDB 100 Dry
Block, Letonya)

e  Inkiibatér (Memmert, Fransa)

. Jel Elektroforez Cihazi ve Tanki (Wealtec Corp. Elite 300 PLUS, Amerika)

. Karistirict (Hot & Stirrer MS300HS, Kore)

o Mikro Santrifiij ve Vorteks Cihazi (Biosan FVL-2400N Combi-Spin, Litvanya)
. pH metre cihazlar1i (HANNA instruments HI 2211, Romanya ve Docu Meter
pH, Almanya)

. Santrifiij Cihazi ( Eppendorf Centrifuge 5424, Almanya)

. Thermal Cycler Cihazi (2720 Thermal Cycler by Life Technologles, Singapur)
o \orteks (Heidolph REAX, Almanya)

Sarf malzemeler:

o % 5 Koyun Kanli Agar (Salubris, Tiirkiye)
. Bile Eskiilin Agar (Himedia, Hindistan)

o Brain Heart Infusion Broth (BD, Fransa)

o DNA izolasyon kiti ( Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit)
. Etil Alkol (Alkokim, Tiirkiye)

o HCL (Merck, Almanya)

o Lizozim (Thermo Fisher Scientific, ABD)
. Taq DNA Polimeraz (Invitrogen, ABD)

. PCR Buffer (10X; Invitrogen, ABD)

o MgCl, (invitrogen, ABD)

J dATP (invitrogen, ABD)
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J dCTP (Invitrogen, ABD)

J dGTP (invitrogen, ABD)

. dTTP (invitrogen, ABD)

J vanA R-CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT CAA (invitrogen, ABD)
J vanA, F-CAT GAATAG AAT AAA AGT TGC AAT A (invitrogen, ABD)
J vanB F-GTG ACA AAC CGG AGG CGA GGA (Invitrogen, ABD)

e  vanB R-CCG CCATCC TCC TGC AAA AAA (Invitrogen, ABD)

J vanC F-GAA AGA CAA CAG GAA GAC CGC (Invitrogen, ABD)

J vanC R-ATC GCA TCA CAA GCA CCA ATC (invitrogen, ABD)

. DNA Marker ( 100 bp DNA ladder, Invitrogen, ABD)

e  Agaroz (Invitrogen, ABD)

o Etidium Bromid (Sigma, Almanya)

e  Tris Buffer EDTA (TBE, Gibco UltraPure, Ingiltere)

o TritonX (Thermo Fisher Scientific, ABD)

3.2. Materyal

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarma, Haziran 2013 - Mart 2014 tarihleri arasinda
gonderilen cesitli klinik materyallerden izole edilen ve otomatize sistem (Vitek2,
Biomerieux, Fransa) ile tiir diizeyinde tanimlamig, CLSI standartlar1 kullanilarak
antibiyogram testleri degerlendirilmis 200 enterokok susu ¢alismada kullanildi. Bu
suslar arasinda ayn1 hastadan birden fazla alinan Ornekten izole edilenler
bulunmamaktadir.

Rutin laboratuvar isleyiginde, tani i¢in gonderilen klinik materyaller ticari olarak
temin edilen %5 koyun kanli agar besiyerine ekilerek 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda iireyen kiigiik non hemolitik veya alfa
hemolizli kolonilerden, Gram boyama i¢in yayma preparatlar hazirlanmistir. Gram
boyama yontemiyle Gram pozitif kok seklinde goriinen bakterilerden katalaz testi ve
PYR testi yapilmusti. Katalaz testi negatif, PYR testi pozitif olan kolonilerden
otomatize sistem (Vitek-2, Fransa) ile identifikasyonu ve antibiyogrami
gerceklestirilmistir. Izolatlar %16 gliserinli nutrient buyyon iginde —80°C’de

saklanmustir.
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3.3. Yontemler

Bu c¢alisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'nun 2014-17 no’lu karar1 ve 17.01.2017 tarih ve 18920478-202.03.02-
E.6384 no’lu yazisi dogrultusunda gergeklestirilmistir. Daha Once izolasyonu,
identifikasyonu ve antibiyogrami yapilarak saklanmig 200 enterokok susu
canlandirma amaciyla %35 koyun kanli agar besiyerinde tekrar tiretildi. Canlandirilan
suglarm, saflik kontrolii ve temel identifikasyon testlerinin teyidi amaciyla katalaz,
PYR, safra eskiilin agarda lireme ve tuz tolerans testleri uygulandi. Safrali eskiilin
agar ve %6,5 NaCl buyyon’a ekim yapilarak, 37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Eskiilini hidrolize etmis (siyah halo yapan koloniler) ve %6,5 NaCl buyyon’da

ireyen bakteriler DNA izolasyonu ve PCR amaciyla kullanild:.

a) Katalaz Testi
Katalaz testi, bakteri siispansiyonu iizerine %3’liik H2O> eklenmesi sonrasinda

enzim mevcut ise, 10 saniye i¢inde kdpiik ya da hava kabarciklar1 gézlendi.

b) PYR Testi ( L-pyrrolidonyl-B-napthylamide Hidroliz Testi)

Kullanilan kit ile PYR emdirilmis filtre kagid1 iizerine, distile su emdirildi ve
enterokok siipheli koloniden 2-3 adet konuldu. PYR broth damlatip 5 dakika
beklendi ve kirmizi renk olusmasi pozitif ve sar1 renk olusmasi negatif olarak

degerlendirildi.

c)  Safra Eskiilin Testi Deneyi

Safra eskiilin agar (Himedia, Hindistan) hazirland1 ve daha 6nce pasaj alinmis
saf koloniden ozeyle inokulum alinip besiyerine ekildi. 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyon sonrasi besiyerinde siyahlik meydana gelmesiyle, test pozitif olarak

degerlendirildi.

d) Tuz Tolerans Testi (%6,5’luk NaCl Buyyon)
BHI buyyon (BD, Fransa) iginde %6,5’luk NaCl icerecek sekilde hazirlanan
besiyerine 2-3 koloni ekilip 3 saat 37°C’de inkiibe edildi ve tireme olanlar pozitif

degerlendirildi.
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3.3.1. Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

3.3.1.1. DNA izolasyonu

Enterokok suslarmin DNA izolasyonu, ticari olarak temin edilen DNA
ekstraksiyon Kiti (PureLink Genomic DNA Kit — ABD) kullanilarak iiretici firmanin

tarifine uygun olarak gercgeklestirildi.

PureLink Genomic DNA Kit icerigi:
Lizis/Baglanma Tamponu - 50ml
Sindirme Tamponu - 45ml
Yikama Tamponu 1 - 50ml
Yikama Tamponu 2 - 37.5ml
Eliisyon tamponu - 50ml
RNase A - 5ml
Proteinaz K - 5ml

Spin kolonlar1 - 5x50

© 0 N o g bk~ wbhPE

Toplama Tiipleri - 5x100

Is1 blogu 37°C’ye hazirlandiktan sonra, mikrosantrifiij tiiptine 900ul SF (Serum
Fizyolojik) konuldu ve saf kiiltiirden 6ze dolusu koloni eklenerek maksimum devirde
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi1 siipernatant atilarak, geriye kalan pellete
daha 6nceden hazirlanan 20 mg/ml lizozim igeren sindirme tamponuna (25mM Tris-
HCI p8.0, 25mM EDTA, %1 Triton-X 100) her 6rnek i¢in 180ul olarak eklendi.
Kisa bir vorteks islemi ile lizozim sindirme tamponu ve pellet homojenize bir sekilde
karistirildi. Bu islemin ardindan karisim 37°C’de 30 dakika siiresince 1s1 blogu iginde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 1s1 blogu 55°C’ye ayarlanip 1smmasi
beklendi. Bu siire i¢inde mikrosantrifiij tiipline 20ul Proteinase K da eklendi ve
kisaca vorteks islemine tabi tutuldu. Sonrasinda 200ul lizis/baglanma tamponu da
eklendi ve yine kisaca vorteks islemine tabi tutuldu. 55°C’ye ulasan 1s1 bloguna
mikrosantrifiij tiipleri konarak 30 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda 200ul %96-100’liik etanol daha eklendi. Homojenize bir ¢ozelti elde etmek
icin lizat 5 saniye boyunca vortekslendi. Kutu igeriginde gelen paketten toplama
kolonlar1 ile spin kolonlar1 ¢ikarildi ve birbirlerinin i¢ine yerlestirildi. Yaklasik olarak
600pul elde edilen lizat spin kolona aktarildi. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca

10.000 rpm devirde santrifiij edildi. Santriflij sonras1 eski toplama kolonu atilarak
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yenisi takildi. Spin kolona yikama soliisyonu 1’den 500ul eklendi. Yine oda
sicakliginda 10.000 rpm devirde 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 eski
toplama tiipii atilarak yenisi takildi ve yikama soliisyonu 2’den 500ul eklendi. Ug
dakika boyunca maksimum devirde santrifiij edildi. Kullanilan son toplama kolonu
da atilarak steril bir mikrosantrifiij (1.5ml) tiipi takildi. Spin kolona 200ul eliisyon
tamponu eklendi. Bir dakika oda sicakliginda bekletilip sonrasinda 1 dakika yine oda
sicakliginda maksimum devirde santrifiij edildi. Bu islemde spin kolondan
mikrosantrifiij tlipiine gegen izole edilmis genomik DNA, PCR’da kalip (template)
DNA olarak kullanild:.

3.3.1.2. vanA, vanB ve vanC Genlerinin Amplifikasyonu

vanA, vanB ve vanC genlerinin amplifiye edilmesi i¢in Clark ve ark. (1993)
tarafindan agiklanan PCR yontemi uygulandi. Hedef spesifik primerler (Tablo 3) ve
termal dongii bu calismada bildirildigi sekliyle PCR amplifikasyonu, Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde gergeklestirildi.

Tablo 3. Kullanilan primerler ve dizileri (Clark ve ark, 1993).

Hedef Primer Dizileri (5> » 3°) Amplikon
Genler biiyiikliigii
(b¢)

vanA F-CAT GAATAG AAT AAAAGT TGC AAT A
R-CCC CTT TAACGC TAATAC GAT CAA 1030

vanB F-GTG ACAAAC CGG AGG CGAGGA
R-CCG CCATCC TCC TGC AAAAAA 433

vanC F-GAAAGA CAACAG GAAGAC CGC
R-ATC GCATCACAAGCACCAATC 796

Toplam 25pl olan bir amplifikasyon tiipiiniin igerigi i¢in yapilacak master miks
bir 6rnek i¢in;

e ddH-0 18,125ul (Gibco by Life Technologis, Ingiltere)

e 10X PCR tamponu 2,5ul (Invitrogen, ABD)

e MgCl (50mM) 0,75ul (Invitrogen, ABD)
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e dNTP (10mM) 0,5ul (Invitrogen, ABD)

e Primer R-F (25pmol/her bir primer i¢in) 0,5u1 (Invitrogen, ABD)

e Taq DNA Polimeraz 0,125ul (Invitrogen, ABD)

e Ekstrakte edilmis DNA’dan 2 ul template olacak sekilde gerekli malzemeler

hazirlanarak karisim elde edildi.

PCR’da pozitif kontrol olarak fenotipik diren¢ ozellikleri ve direng genlerini
igermesi bakimindan, iyi karakterize edilmis izolatlarm DNA’s1 template olarak ve
negatif kontrol olarak ise DNA temaplate yerine ddH20O igeren karisim kullanildi.

Amplifikasyon i¢in gerekli olan termal dongii programa;

e 94°C 5 dakika boyunca ilk dongiiden sonra

e 94°C 30 saniye denatiirasyon i¢in

e 58°C 30 saniye primerlerin baglanmasi igin

e 72°C 30 saniye baglanan primerlerin uzamasi i¢in
Toplam 30 siklus devam edildi.

e Son dongiiyii takiben 72 °C 10 dakika uzama siklusu gergeklestirildi.

3.3.1.3. Agaroz Jel Elektroforez ve Jel Goriintiileme

Agaroz jelini hazirlamak igin 1X Tris/Borate/EDTA (TBE, Gibco, Ingiltere)
tamponu kullanildi. Jelde elde edilen DNA’larin konacagi kuyucuklarin olusmasi i¢in
elektroforez taraklari jel kabina, tabanda 1 mm bosluk olacak bigimde standart olarak
yerlestirildi. %1,5 agaroz olacak sekilde 1sitilan soliisyona soguduktan sonra etidyum
bromid eklenerek jel kabma dokiildi. Kat1 hale gelmesi i¢in oda sicakliginda 15-20
dakika bekletildi. Donan jelin i¢indeki taraklar, dikkatlice ¢ikartildi ve jel kullanima
hazir hale getirildi. PCR igleminden sonra elde edilen amplikonlar 5Sul alinarak
elektroforez tankinda (Wealtec Elite 300 Plus, Amerika) bulunan 1X TBE
(Invitrogen, Amerika) tamponu i¢indeki agoroz jele (Invitrogen, Amerika) 6X DNA
yiikkleme tamponu (Termo Fisher, Amerika) ile uygun miktarda karistirilarak
yiiklendi. DNA standardi olarak 100-2000b¢ marker (Invitrogen, ABD) kullanildi.
140 Volt'da 60 dakikalik elektroforez isleminden sonra jel goriintiileme cihazina
(Quantum Vilber Lourmat, Fransa) yerlestirilerek bilgisayar programi (Vilber

Lourmat Software, Fransa) vasitasiyla dokiimente edildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda analiz edilen 200 Enterokok izolatinin dagilimi, 90 (%45)’1
E. faecalis, 66 (%33)’st VR E. faecium, 36 (%18)’s1 E. faecium, 5 (%2,5)’i E.
gallinarum, 2 (%1)’si E. avium ve 1 (0,5)’i de VR E. faecalis seklindedir (Tablo 4).
Bu enterokoklarin izole edildigi materyale gore detayli dagilimi Tablo 4’te

gosterilmistir.

Tablo 4. Analiz edilen enterokoklarin tiir, direng durumu ve izole edildigi materyale

gore dagilim.

Materyal E. faecalis E. faecium VR VR E. gallinarum E. avium Toplam
) E. faecium E. faecalis

Idrar 52 18 15 - 2 1 88
Yara 22 4 4 - - 1 31
Kan 8 7 3 1 - 19
Doku 1 2 1 1 - - 5
Abse 4 2 4 10
ETA 2 2
Balgam 1 1
1V Katater = i 1 2
Trakeal Kaniil - 1 1
BOS - - 1 1
Siirveyans - 1 35 - 2 - 38
Diren - - 2 - - - 2
Toplam 90 36 66 1 5 2 200

Calisma kapsaminda analiz edilen 200 izolat ile yapilan vanA, vanB ve vanC
PCR sonuglarma gore; toplamda 97 (%48,5) adet vanA, dort (%2) adet vanC, iKi
(%1) adet vanA+vanC direng genleri pozitif izolat tespit edilmis olup 97 (%48,5)
izolat ise direng genleri bakimindan negatif olarak belirlendi. Vitek-2 tarafindan VR
E. faecium olarak tanimlanmis 66 susun 61°i (%92,4) vanA, ikisi (%3) vanA+vanC
olarak tespit edilirken, ii¢ (%4,6) izolat negatif olarak belirlendi (Tablo 5). Doksan
E. faecalis izolatindan 19°u (%21,1) vanA pozitif olarak tespit edilirken 71 (%78,9)
sus ise negatif olarak belirlendi. Otuz alt1 E. faecium susundan 16 tanesi (%44,4)
vanA pozitif bulunurken, 20 (%55,6) izolat ise negatif olarak belirlendi. Bes E.
gallinarum susundan dordii (%80) vanC olarak tespit edilirken bir (%20) susun ise

vanC negatif oldugu bulundu. Iki E. avium susu analiz edilen tiim diren¢ genleri
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acisindan negatif olarak tespit edildi. izolatlarla yapilan vanA ve vanC PCR
tirtinlerinin agaroz jel elektroforez sonrasi elde edilen goriintiilerden biri Resim 3’te

gosterildi.

Tablo 5. Enterokok izolatlariin vanA, vanB ve vanC PCR sonuglar1

Tiir (n) vanA vanB vanC vanA+vanC
VR E. faecium (66) 61 0 0 2
VR E. faecalis (1) 1 0 0 0
E. faecium (36) 16 0 0 0
E. faecalis (90) 19 0 0 0
E. gallinarum (5) 0 0 4 0
E. avium (2) 0 0 0 0
(n=200) 97 0 4 2

2 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14

—~——— <o

796 bg

Resim 3. Bazi izolatlarla yapilan vanA ve vanC PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforez sonrasi goriintiisii. 1; vanA pozitif, 2; vanA negatif kontrol, 3-7 vanA
pozitif izolatlar, 8; Marker (Invitrogen 100 bp DNA ladder, ABD), 9; vanC pozitif,
10; vanC negatif kontrol, 11-14 vanC pozitif izolatlar.
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5. TARTISMA VE SONUC

Antibiyotiklerin ¢oguna kazanilmis direng gosteren enterokoklar, ayrica sahip
olduklar1 intrinsik direng sebebiyle de tedavi seceneklerini smirlamaktadirlar.
Glikopeptid grubu i¢inde yer alan Ozellikle vankomisin ve teikoplanin
antibiyotiklerine transpozonlar, plazmidler ve genetik mutasyonlar yoluyla direng
gelistirebilirler. Bagka bakteri tiirlerine direng 0Ozelligi aktarabilen ve barsak
florasinda herhangi bir belirti gostermeden kalict kolonizasyon yaratarak endojen
kaynakli enfeksiyonlara neden olabilen enterokoklarin, hastanelerde yaratmis
olduklar1 enfeksiyonlarin 6nemi her gecen giin artmaktadir. Avrupa’da 1988 yilinda,
ABD’de 1989 yilinda ve iilkemizde de 1998 yilinda bildirimleri (Uttley ve ark, 1988;
Leclercq ve ark, 1988; Sahm ve ark, 1989; Vural ve ark, 1999) baslayan VRE
enfeksiyonlari, hastane kaynakli ve toplum kokenli enfeksiyonlarda dikkati
¢cekmektedir. Bu nedenlerle, enterokoklardaki direncin belirlenmesi, mekanizmasi ve
bu tiirlerin kaynagmin ortaya konulmasina yonelik ¢aligmalar 6nem arz etmektedir.

Cesitli Avrupa {ilkeleri arasinda VRE epidemiyolojik verilerindeki biiyiik
degiskenligin varligina EARSS raporunda dikkat ¢ekilmistir (Antimicrobial
Resistance Surveillance in Europe, 2015).VRE oranlar1 bakimindan en fazla direng
oran1 %45,1 ile invaziv E. faecium’lar arasinda Irlanda’da bildirilmistir. Irlanda,
Yunanistan ve Portekiz’de bu oran % 20'den fazla bulunurken, % 2’den az bildirilen
iilkeler de mevcuttur (Finlandiya, Hollanda). Diren¢ oranindaki onemli artislar;
Bulgaristan, Hirvatistan, Danimarka, Macaristan, Irlanda, Italya, Slovakya ve
Ingiltere’de gozlenirken, Belgika, Fransa ve Almanya’da direngli olan izolatlarin
oraninda azalma egilimi oldugu bildirilmistir (Antimicrobial Resistance Surveillance
in Europe, 2015). ABD'de 2006-2007 yillar1 arasinda Amerika Ulusal
Saglik Hizmeti Giivenlik Ag1 (NHSN)’na gore enterokoklarin %33'i vankomisine
direngli iken, Kanada'da VRE yaygmliginin <%10'dan c¢ok daha diisiik oldugu
goriilmiistiir (Hidron ve ark, 2008; Zhanel ve ark, 2008). Baz1 metodolojik sinirlarla
birlikte, farkli ¢aligmalar VRE'nin yol actig1 enfeksiyonlarin daha ciddi oldugunu ve
VSE’lerin neden oldugu hastaliklara kiyasla daha yiiksek mortalite ve ekonomik yiik
ile iligkili oldugunu gostermistir (Orsi ve Ciorba, 2013; Antimicrobial Resistance
Surveillance in Europe, 2015).

Tirkiye’de bu alanda yapilan c¢alismalar incelendiginde nozokomiyal

enfeksiyonlara en sik neden olan tiiriin E. faecalis (%85-89) oldugu ve E. faecium’un
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ise enfeksiyonlarm yaklasik %10-15’inden sorumlu oldugu bildirilmistir (Stimerkan,
2002). Ulkemizde ilk vankomisin direncli enterokok enfeksiyonu olgusu, Vural ve
ark. (1999) tarafindan bildirilmistir. Adana’da 1999-2000 yilllar1 arasinda yapilan bir
caligmada 28 (%3,5) vankomisine direngli izolat arasinda 8 E. faecalis, 15 E.
faecium, 1 E. avium ve 4 E. gallinarum tespit edilmistir (Kibar ve ark, 2004).
Basustaoglu ve ark. (2001) kan dolasimi enfeksiyonu olan bir akut miyelositik
I6semi hastasindan VR E. faecium izole etmis ve Colak ve ark. (2002) igiincii
basamak bir hastanede ilk VRE salgmini 2002 yilinda bildirmistir. Daha sonra
iilkemizde VRE olgularinin bildirimi hizla artmistir (Coban ve ark, 2005; Kilig ve
ark, 2009; Gidiictioglu ve ark, 2009; Altoparlak ve ark, 2011). Balikesir’de yapilan
bir ¢alismada yogun bakim iinitelerinde yatan toplam 200 hastadan alman rektal
stiriintii 6rneklerinden 10 enterokok susu izole edilmis ve toplam 5 hastanin (%2.5)
VRE ile kolonize oldugu saptanmistir (Y1ildirim, 2015).

Enterokoklarda var olan vankomisin direnci, altin standart olan kiiltiir
yontemleri ve otomatize tanimlama yontemleri disinda polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile de belirlenebilmektedir (Cekin ve ark, 2013; Cakarlar ve ark, 2014; Devrim
ve ark, 2015). VRE taramasina yonelik kiiltiirel yontemler genotipik metodlara gore
daha fazla is giicli, maliyet ve biyogiivenlik riski olusturmaktadir. Bu yontemin
kullanilmasindaki avantaj ise; Ozellikle diisiik diizeyde vankomisin direnci tasiyan
enterokok suslarindaki (VanB veya VanC) direncin belirlenmesi olarak
diistiniilmektedir.

Diinyada ve iilkemizde VanA tipi direnglilik, VRE tiirleri arasinda bildirilen en
yaygm enterokokal direnglilik tipidir. Ingiltere’de yapilan bir calismada
enterokoklarda van genotipleri PCR yontemiyle belirlenmistir. Yiiz elli sekiz VRE
izolatinin 146'sida (%92) vanA PCR pozitifligi elde edilirken, E. faecalis'e ait tiim
(%100) izolatlarin vanA-pozitif oldugu belirlenmistir (Kuriyama ve ark, 2003). Cek
Cumhuriyeti’nde yapilan 2002 - 2003 yillar1 arasinda VRE yayginliginin arastirildigi
bir ¢alismada, VRE fenotipi gosteren enterokoklarda PCR ile vanA, van B ve vanC
genleri belirlenmistir. Bu ¢alismada PCR ile vanA-pozitif bulunan E. faecium’larin
(%61,3), hastane kokenli VRE olduklar1 belirtilmistir (Kolar ve ark. 2006).
Kanada’da CNISP VRE gozetim protokoliine uygun olarak toplanan enterokoklarda
yapilan bir ¢alismada vanA, vanB ve vanC genleri PCR ile tespit edilip, izolatlarin
%90,1'inde vanA pozitifligi belirlenmistir (McCracken, 2013). Ayrica bu ¢aliymada
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gbozlemlendigi belirtilmistir.  Yunanistan’da 2002 ve 2007 yillar1 arasinda
gerceklestirilen bir ¢alismada vankomisine direngli 7 E. faecalis ve 60 E. faecium
izolat1 tespit edilmis ve 67 VRE'nin 53'linde (% 79.1) PCR ile belirlenen vanA
genotipi kaydedilmistir (Protonotariou ve ark, 2010). Kanada’daki bir ¢aligmada
timii VRE olan E. faecium’larin %90’ min vanA tipi diren¢ genini igermekte oldugu
bildirilmistir (Simner ve ark, 2015).

Istanbul Universtesi’nde 2007 yilinda yaymlanan bir ¢alismada (Aktas ve ark,
2007), 11 olguda izole edilmis 13 VRE izolati fenotipik ve genotipik olarak
arastirilmigtir. vanA, vanB ve vanC genlerini belirlemek i¢in multipleks PCR ve
aralarindaki klonal iligskiyi arastirmak i¢in RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic DNA) yapildig: belirtilmistir.
Fenotipik olarak vanA diisiiniilen tiim E. faecium’larda (%100) vanA geni amplifiye
edilmistir. Alaca Coskun ve ark. (2012) ¢alismalarinda 38 VRE izolat1 arasinda E.
faecium ve VanA fenotipi olarak belirlenen 30 (%78,9) susun hepsinde (%100) de
vanA geni amplifiye edilmistir. Celik ve ark. (2014) yapmis olduklari1 ¢alismada
multipleks PCR yontemi kullanarak, E. faecium direng oranlarini E. faecalis'e gore
anlamli derecede yiiksek oldugunu belirterek, 30 VRE izolatinin 29’unda (%96,66)
vanA PCR pozitifligi bildirmistir. Saba Copur ve ark. (2016) tarafindan yapilan
caligmada, 116 izolatin 93’1 (%80,17) VRE (83’1 (%84,25) E. faecium, 4’i (%4,3)
E. faecalis) ve 23’1 (%18,83) ise VSE [19’u (%82,61) E. faecalis, 4’ (%17,39) E.
faecium] olarak bildirilmistir. VRE olarak tanimlanan tiim izolatlar PCR ile vanA
pozitif olarak belirtilmistir. Kirdar ve ark. (2010) yayinladiklar1 bir ¢alismada, 12 VR
E. faecium izolatina in vitro antibiyotik duyarlilik testi yaparak elde ettikleri yiiksek
diizey glikopeptid direng sonuglarinin, PCR ile tiim VR E. faccium’larda (%100)
VanA genini saptadiklarini belirtmislerdir.

Mevcut ¢alismada analiz edilen toplam 200 adet enterokok izolatinin 99’unda
(%49,5) vanA PCR pozitif bulunurken fenotipik olarak VRE oldugu bilinen 72
(%36) izolatin [66 (%91,6) E. faecium, 1 (%1,4) E. faecalis, 5 (%7) E. gallinarum]
64’tinde (%88.8) vanA geni amplifiye edilmistir. Bunlar arasinda VR E faecium‘larin
63’1 (%95,45) de vanA pozitif olarak bulunmustur. Bu sonuglar VRE tiirleri arasinda
en yaygin direng tipi olan vanA tipinin c¢alimanin yapildig1 hastanede baskin
oldugunu gostermistir. Diinyada ve lilkemizde yapilan ¢alismalarda, vanA pozitiflik
oran1 VRE arasinda biiyiik bir degiskenlik (%61,3-100) gostermekte (Kolar ve ark,
2006; Kirdar ve ark, 2010) olup, bu ¢alismada ise %88.8 olarak belirlenmistir. Bu
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farkliligin nedeninin ¢aligmalarin yapildig1 lokasyon, etkenin izole edildigi materyal,
izolatlarin  saklama kosullar1 ve kullanilan yontemdeki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

VanB tipi direncin indiiklenebilen ve kazanilmig bir direng olusturabilme
ozelligi, enterokoklar i¢in olduk¢a 6nemli olup, vanB varliginin arastirilmasi VRE
epidemiyolojisini daha iyi anlamaya katki sunmaktadir (Graham ve ark, 2008). VanB
suslarinda  orta  diizeydeki  vankomisin  direnci, diren¢  fenotipinin
degerlendirilmesinde ve ilgili genotipin belirlenmesinde  kullanilan  tani
yontemlerinin yetersizligine yol agmaktadir. Diinyada VRE’ler i¢inde vanB
pozitifligi arastirilan ¢alismalarda Kuriyama ve ark. (2003) Ingiltere’de 158 izolatin
12’sinde (%8), Kanada’da VRE izolatlarin %9.9'unda (McCracken, 2013) ve
Yunanistan’dan yapilan bir ¢alismada 7 VR E. faecalis ve 60 VR E. faecium
izolatinin arasinda 14’iinde (% 20.9) vanB genotipi tespit edilmistir (Protonotariou ve
ark, 2010). VanB tipi direngli enterokok enfeksiyonlar1 son yillarda olduk¢a Gnem
kazanmistir. VRE agisindan diisiik prevalansli bir iilke olan Fransa’da 2001 ve 2008
yillar1 arasinda, yapilan bir ¢alismada 731 E. faecium izolat1 arasinda 199 (%27,22)
vanB tipi VRE bildirilmistir (Bourdon ve ark, 2011). Isve¢’te 2007 yilinda yasanan
bir salgin sirasinda izole edilen 738 VR E. faecium izolatinin 634’iiniin (%85,9)
vanB tipi oldugu gosterilmistir (Soderblom ve ark, 2010). Almanya’da 2009'dan
2011'e kadar 20'den fazla tniversite hastanesinde vanB tipi E. faecium kokenli
onemli salginlar bildirilmistir (Werner ve ark, 2012). Ayrica yine bu ¢alismada 2008-
2009 yillar1 arasinda 600 neonatal yogun bakim hastasindan 80 (%13,3) VRE
tanimlanmis ve 71 (%87,65) VR E. faecium izolatinin 67’sinde (%94,37) vanB tipi
VRE tespit edilmistir. Kanada’da yapilan 2007-2013 yillar1 arasinda, 1927 enterokok
izolatinin dahil edildigi bir ¢alismada 80 (%4,2) izolat VR E. feacium olarak
tanimlanmis ve ¢alisma boyunca vanB prevalansinin 2007 yilinda %37,5 iken 2013
yilinda %0’a kadar diismiis oldugu gdosterilmistir (Simner ve ark, 2015).

Ulkemizde VanB tipi diren¢ ilk Alaca Coskun ve ark. (2012) tarafindan
bildirilmis olup, incelenen 38 VRE izolat arasinda VanB fenotipi gdzlemlenen sekiz
(%21) susun besinde (%67,5) vanB direng geni saptanmustir. PFGE ile yaptiklari
degerlendirme sonucunda suglarin tamaminin ayni grupta bulunduklar1 gosterilmistir.
Gozaydin ve ark. (2013) calismalarinda 135 perianal siiriintii 6rneginin 43’{inde
(%31,85) Enterococcus spp. tanimlamig ve dort (%2,9) izolatta vanB direng geni
tespit etmistir. Buna ragmen, Celik ve ark. (2014) 30 VRE izolatinin hig¢ birinde (%0)
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vanB PCR pozitifligi belirlememistir. Yapilan ¢aligmalarda VRE’ler arasinda vanB
gen pozitifligi hi¢ belirlenemeyen (%0) izolatlardan %94,37 oranmna kadar 6nemli
degiskenlik gostermektedir (Werner ve ark, 2012; Celik ve ark, 2014). Bu ¢alismada
ise analiz edilen enterokoklarm hi¢ birinde (%0) vanB geni amplifiye edilememis
olup bu ¢alismada ve onceki bildirimlerdeki vanB pozitiflik oranindaki bu biiyiik
farkliligin, ¢alisilan suslarin  izole edildigi materyaldeki, suslarin saklama
kosullarindaki, ¢aligma Oncesi etkenin dondurma-¢ozme ve kiiltliir vasati pasaj
durumundaki ve kullanilan amplifikasyon yontemlerindeki farkliliklardan
kaynaklanmas1 muhtemeldir.

VanC tipi direncli enterokoklar seyrek olarak izole edilmekte olup bu 6zelligi
kodlayan gen kromozomal yerlesimlidir. vanC pozitifligi belirlenen VRE’lerin ciddi
invazif enfeksiyonlara neden olabilecegi bildirilmistir (Toye ve ark, 1997). VanC tipi
direng geni tasiyan enterokoklar, diger VRE'ler (vanA ve vanB igeren) kadar ciddi
klinik enfeksiyonlara neden olabilecegi ve vankomisinin bu vakalarda yetersiz
ampirik kullanimi; terapdtik basarisizlifa, hastanede yatig siiresinin uzamasina ve
tibbi bakim maliyetlerinde artisa sebebiyet verebilmektedir (Dombradi ve ark, 2012).
Patel ve ark. (2000) ¢alismalarinda toplam 37 klinik izolatin 7’sinde (%18,92) vanC
PCR pozitif E. gallinarum bildirmistir. Kolar ve ark. (2006) ¢alismasinda vanC PCR
pozitif (%42,6) E. gallinarum’larin toplumsal kokenli VRE’ler olduklari
belirtilmigtir. Macaristan’da 2004'ten 2009'a kadar gelen klinik Orneklerin
tanimlamasi yapilarak, 7,271 enterokok izole edilmis ve bu izolatlarin 16’smin
(%0,2) VRE tarama plaginda tretildigi bildirilmistir. Tanimlanan 14 (%87,5) E.
gallinarum izolatina yapilan multipleks PCR sonrasi tamaminda (%100) vanC pozitif
olarak tespit edilmistir (Dombradi ve ark, 2012). Ispanya’da 2009 yilinda vanC PCR
pozitif 14 (%63,63) E. gallinarum’un saglikli kisilerden toplanan 157 klinik 6rnek
arasindan izole edilmistir (Lopez ve ark, 2013). Fransa’da gergeklestirilen ¢aligsmada
toplanan 488 Ornekten zenginlestirme teknigi kullanilarak izole edilen tiim direngli
suslarin multipleks PCR analizi sonucunda 6 (%1,2) E. gallinarum’un tamaminda
(%100) vanC pozitifligi bildirilmistir (Surcouf ve ark, 2011). Tirkiye’den
aragtiricilarin da katildigi 2000 yilinda yapilan bir ¢aligmada, 4,208 enterokok
izolatinin 71’1 (%1,69) vanC pozitif olarak gozlemlenmistir. VanC VRE prevalansina
bakildiginda Letonya (%14,3) ve Tiirkiye (%11,7) en yiiksek degerlere sahip oldugu
belgelenmistir (Schouten ve ark, 2000). Ulkemizde Aktas ve arkadaslarinm 2000-
2001 yillar1 arasinda yaptig1 bir ¢alismada, 5 (%100) E. gallinarum izolatinda VanC
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tipi direng saptanmistir (Aktas ve ark, 2002). Konya’da yapilan bir ¢alismada direng
mekanizmasinin tespiti i¢cin PCR ile direng genleri arastirilmig ancak vanC direng
geninin tespit edilemedigi bildirilmistir (Arslan ve ark, 2013). Kili¢ ve ark. (2009)
yapmis olduklar1 ¢alismada, vanC diren¢ genini saptayamadiklarini bildirmistir.
Enterokoklarda vanC pozitif bulma orani biiyiik bir degiskenlik (%11,7-100)
gosterirken (Schouten ve ark, 2000; Aktas ve ark, 2002), iilkemizde vanC pozitiflik
bildirimi 2000 yilinda bir boliimii iilkemizde yapilan ¢alisma haricinde smirhdir. Bu
caligmada vanC direng geninin amplifikasyonu hedeflenmis olup fenotipik otomatize
sistem ile identifikasyonu yapilmis, 5 (%2,5) E. gallinarum izolatinin 4’iinde (%80)
ve 66 (%33) VRE faecium izolatinin 2’sinde (%3,03) vanC PCR pozitiflik
belirlenmistir. Bu calismada ve diger bildirimlerdeki farkli enterokok tiiriinde
degisen oranda vanC pozitifligi belirlenmesinin, daha once de ifade edildigi gibi,
etkenlerin izole edildikleri materyal, cografi durum ve ydntemsel farkliliklardan
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

VSE nedenli enterokokal enfeksiyonlarin ciddiyeti bazen VRE kokenlilere gore
az, bazen de esit olarak diisiiniilmiis ve VSE izolatlarinin daha fazla virulans faktori
icerdigi bilinmektedir (Saba Copur ve ark, 2016). Ayrica, vankomisin iliskili direng
geni igeren VSE’lerin, bu genleri aktarabilme ve popiilasyon dinamigi i¢inde direngli
fenotipler olusturmada rol almalar1 agisindan dikkatle takibi 6nem arz etmektedir.
Kore’de 2003 ile 2006 yillar1 arasinda yapilan bir ¢aligmada, 531 Klinik E. faecium
izolatimin ikisi (%0,37) VSE olmak fiizere 43’tinde (%8,1) vanA pozitifligi
bulunmustur (Cha ve ark, 2013). Kore’de yapilan baska bir ¢alismada 2004 ve 2008
yillar1 arasinda hastanelerden toplanan 244 rektal 6rnekten elde edilen 18 (%7,4) VS
E. faecium izolatinin hepsinde vanA direng geni tespit edilmistir (Jung ve ark, 2014).
Ayrica yine bu c¢aligmada, vanA pozitif VS E. faecium'larin %22,2’si glikopeptid
antibiyotiklerine maruz kaldiktan sonra vankomisine direngli E. faecium'a doniistiigi
belirtilmistir. Yillara gére vanA pozitif VSE izolati orani ise; 2004’te 64 izolattan
3'linii (%4,7), 2005°de 64 izolattan 4'linii (%6,3), 2007°de 62 izolatin 4'inii (%6,5) ve
2008'de 54 izolatin 7'sini (%13) igermektedir (Jung ve ark, 2014). Szakacs ve ark
(2014); VRE taramalarinda kiiltiirel yontemler ile niikleik asit amplifikasyon
yontemlerini kombine ederek 2009-2011 yillar1 arasinda yaptiklari bir ¢alismada elde
ettikleri 52 vanA PCR pozitif VS E. faecium izolatinin genetik karakterizasyonunu
gerceklestirmistir. Kanada’da yapilan bu ¢alismada analiz edilen 44 (%15) susun
toplam 285 hastadan izole edildigi bildirilmistir. Kore’de Choi ve ark. (2011)’nin
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vankomisine ve teikoplanine kars1 yiiksek direng gosteren karakteristik ti¢ E. faecium
susu ile yaptig1 calismada, iigiincii sus MiK uygulamasi sonucunda hem vankomisine
hem de teikoplanine duyarli bulunmustur. Dupleks PCR kullanarak ii¢ susta vanA
geni varligmi tespit etmislerdir. Bu suslardan bir (%33,3) tanesinin, vankomisin ve
teikoplanin duyarli olmasma ragmen vanA geni tasidigimi gostermislerdir. Fenotip ve
genotip temeline gore tgilincii sus, vanA pozitif vankomisin duyarli E. faecium
(vanA-VSE) olarak smiflandirilmistir. ABD’de Vitek-2 otomatize identifikasyon
cthazmin, bir hastadan izole edilen vankomisin direncli bir alt popiilasyonu kagirdig:
diisiincesiyle yola ¢ikarak, dort hastada vankomisine direngli enterokok ve VSE’lerin
neden oldugu bakteriyemiler belirlenmistir. Yapilan detayli analizler sonucu dort
VRE izolatinin tamami ve 4 VSE izolatinin 2’si (%50), vanA pozitif olarak tespit
edilmistir (Cardenas ve ark. 2014). Kanada’da VSE faecium kolonizasyonu bilinen
bir hastaya yapilan PCR sonrasinda vanA pozitifligi bildirilmis olup (Coburn ve ark,
2014) bu c¢alismada 13 hastanede bulunan VSE faecium kolonizasyonu ya da
enfeksiyonu bilinen 95 hastada vanA PCR pozitifligi bildirilmistir.

Ulkemizde Uludag Altun ve ark. (2014)’nin ¢alismasinda, tanimlamay1
geleneksel yontemle ve otomatik identifikasyonu Vitek-2 sistemi (BioMérieux,
Fransa) ile yaptiklar1 ve VSE olarak tanimlanan iki susun PCR ile vanB pozitif olarak
saptandig1 bildirilmistir. Mevcut ¢aligmada 200 enterokok izolatinin tanimlamasi
Vitek-2 (BioMérieux, Fransa) otomatize sistem ile gerceklestirilmistir. Vankomisine
duyarli enterokok olarak belirlenen, 36 (%18) E. faecium ve 90 (%45) E. faecalis
izolatindan yapilan PCR ¢alismasinda sirasiyla 16 (%44,4) ve 19 (%21,1) izolat vanA
pozitif olarak tespit edilmistir. Bu oran Diinya’da ve iilkemizde yapilan ¢alismalara
gore oldukca yiiksek bir diizeyde olup VSE’lerin dikkate almmasi gerekliligini
diistindiirmektedir.

Vankomisin diren¢ genleri iceren enterokoklarn, duyarli veya direncli
sonuglandirilmasinda rutin kiiltlir ve otomatize sistemlerin bazi limitleri oldugu
diistiniilmektedir. Bazi segici besiyerlerinin (Brilliance agar) ve molekiiler
yontemlerin sonucu destekleyici olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Direng genleri
iceren VSE’lerin VRE olarak yorumlandig: bildirilerin varlhigi diisiiniildiiglinde
mevcut ¢aligmada VSE olarak yorumlanan 35 izolatin (%27.7) direng geni igermesi
oldukca Onemli olup mevcut yontemlere direng genleri belirleme tekniklerinin
eklenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica, VSE nedenli bir bakteriyemi

olgusunun bildirilmis olmas1 (Downing ve ark, 2015), konvansiyonel yontemler ve
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otomatize sistemler ile ortaya konulan direnglilik/duyarlilik durumunun, direng
genlerinin de belirlenerek desteklenmesi gerekliligini diisiindiirmektedir.

Fenotipik olarak VRE belirlendigi halde, PCR ile diren¢ genlerinden herhangi
birisinin amplifiye edilemedigi izolatlarm varlig1 bilinmektedir. Kanada’da
gerceklestirilen ¢alismada VRE pozitifligi belirlenen bir izolatta ve Kore’deki bir
calismada fenotipik olarak VRE olan 46 izolatin 13’tinde (%28,26) diren¢ genleri
bakimindan PCR negatifligine rastlamistir (Drews ve ark, 2006; Seo ve ark, 2011).
Ulkemizde izmir’de yapilan bir gahymada PCR uygulanan sekiz VRE’nin yedisinde
(%87,5) vanA direng geni tespit ettikleri bildirilmistir (Atalay ve ark, 2012). Bu
calismada otomatize identifikasyon sistemi ile VRE olarak degerlendirilen 72
enterokok izolatinin dordiinde (%5,55) PCR ile direng genlerinden herhangi birisi
saptanmamistir. Bu durumun 06zellikle primer baglama dizisi igerisindeki bazi
muhtemel mutasyonlardan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Kromozomal direng geni vanC haricinde, diger direng genlerinin (vanA ve vanB)
plazmid veya transpozonlar vasitasiyla transfer edilebilme yetenegi ile ¢oklu direng
genine sahip enterokoklar in vivo ya da in vitro olarak temas halinde olabilecegi
diger enterokok tiirleri arasinda yayilma nedeni olabilir. Bu nedenle c¢oklu direng
genine sahip etkenler bu direnci aktarabilme yeteneginin yiiksekligi bakimindan ilgi
odagidir. Arjantin ve Brezilya’daki iki arastirmada vanA-+vanC genlerini birlikte
tastyan E. gallinarum izolatlar1 tanimlanmustir (Togneri ve ark, 2003; Neves ve ark,
2009). Hindistan’da 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada da E. gallinarum susundan
vanA+vanC diren¢ genleri izole edildigi bildirilmistir (Praharaj ve ark, 2013).
Kanada’da 2015 yilinda yaymlanmig bir ¢alismada vankomisine ve teikoplanine
yiiksek direngli E. gallinarum susundan vanC direng¢ genine ek olarak vanA+vanB
direng genlerinin varligi da bildirilmistir (Eshaghi ve ark, 2015). Ulkemizde
Gozaydin ve ark. (2013) yapmis olduklar1 c¢alismada, 135 perianal siiriintii
orneginden 43 (%31,85) Enterococcus spp. izolati elde etmisler ve bir izolatta (%
0,7) vanA+vanB tipi ¢oklu gen birlikteliginin oldugu sonucuna varmiglardir. Bagka
bir arastirmada ise, 210 perirektal 6rnekte RT-PCR yontemi ile 76 (%36,2) tane VRE
tespit edilmis ve bunlarm dordii (%5,3) vanA+vanB olarak bulunmustur (Uludag
Altun ve ark, 2014). Mevcut ¢alismada VRE faecium olarak identifiye edilmis 66
(%33) izolatin 2’sinde (%3,03) vanA+vanC coklu direng gen birlikteligi tanimlanmis
olup bu sonuglar etkenlerin ilgili direng genlerini aktarabilme agisindan yiiksek

potansiyele sahip olduklarini diigiindiirmektedir.
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Hastane ve diger saglk kuruluslarinda, VRE siirveyansi enterokokal
hastaliklarin kontrol ve onlenmesinde 6nemli bir yaklagimdir. Bununla beraber son
yillarda yapilan caligmalarda siirveyans orneklerinden izole edilen ve vankomisin
diren¢ geni tasiyan VSE’lere de dikkat c¢ekilmektedir. Kanada’da bulunan iki
hastanede 2008-2010 yillar1 arasinda rutin VRE taramalari i¢in toplanan 6rneklerden
(anal siiriintii ve digk1) yapilan ¢alismada, PCR sonucu vanA geni bulunmasma
ragmen alt1 izolatin iiglinde (%50) vankomisin duyarliligi gézlenmis ve sekans
analizi sonucu tiim vanA pozitif izolatlarin yabani tip vanA geni tasidiklari
bildirilmistir (Gagnon ve ark, 2011). Bu ¢alismada siirveyans Orneklerinden izole
edilen suslar da analiz edilmis olup silirveyans oOrnekleri icinde VSE olarak
degerlendirilen ve vanA PCR pozitif sonu¢ veren bir izolata rastlanmisti. VRE
stirveyans Orneklemelerinde genellikle gbz ardi edilen VSE izolatlarmin vanA geni
tasimast diren¢ geni aktarabilme potansiyeli bakimindan onemli olup ¢alisma
sonuclar1, hastane kaynakli enfeksiyonlarmn kontrol ve siirveyansinda bu durumun
dikkatle degerlendirilip takip edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Direng genleri belirleme yontemleri ve buna baglh olarak maliyetleri biiyiik
degiskenlik gostermektedir. Atalay ve ark. (2012) VRE tespiti igin kiiltiir islemlerinin
3 TL, Vitek-2 otomatize sisteminin 31 TL ve ticari molekiiler yontemin ise 82 TL
oldugunu ilgili donemin degerleriyle hesaplamistir. Bu calismada “in house” olarak
gerceklestirilen PCR yonteminin Ornek basma yaklasik 4 TL maliyetten fazla
olmadig: diistiniiliirse, ticari kitlere gore biiylik 6lgekli arastirmalarda ve siirveyans
orneklemelerinde maliyet etkin olarak kullanilabilmesi miimkiindiir.

Bu calismada analiz edilen izolatlar, klonal iliski durumlar1 diisiiniildiigiinde
kiiciik Olgekli bir saglik birimini ve bir yil gibi kisa bir zaman periyodunu
kapsamaktadir. Hastane, yerlesik olan ayni etkenin birden fazla kez izole edilerek
arastirma kapsami i¢inde bulunmasi muhtemeldir. Bu nedenlerle, enterokoklarda
direng genleri 6zelliklerini popiilasyon dinamigi ile iliskilendirerek, daha iyi anlamak
icin uzun periyotlu ve izolatlarm genotipleri belirlenerek, filogenetik yakinliklarmimn
ortaya konuldugu ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Enterokoklarin hastane ve toplum kokenli enfeksiyonlardaki onemi 6zellikle
vankomisin olmak iizere antibiyotiklere diren¢ kazanma siklig1 hizla artmaktadir. Bu
nedenle, izolatlarda direng¢ genlerinin belirlenmesi, enterokokal enfeksiyonlarin
kontrol ve korunma yontemlerine katki sunmaktadir. Enterokok izolatlarinda vanA,

vanB ve vanC genlerinin PCR ile belirlendigi bu ¢aligma kapsaminda analiz edilen
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200 enterokok izolatmin 99’unda (%49,5) vanA ve altisinda (%3) vanC PCR pozitif
bulunurken vanB geni amplifiye edilmemistir. Iki izolatta (%1) ise vanA+vanC ¢oklu
diren¢ gen birlikteligi tanimlanmigtir. Farkli enterokok tiirlinde hem VRE hem de
VSE suslarinda belirlenen yiiksek diizeyde direng geni varligi, bu etkenlerde basta
vanA, vanB ve vanC olmak iizere direng iligkili genlerin dikkatle izlenmesinin etkin
kontrol ve 6nleme yontemleri igin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢aligma,
enterokoklarin direng 6zelliklerini ve epidemiyolojisini daha iyi anlamaya ve ilgili
genlerin belirlenmesinin, tanisal desteginin Onemini daha iyi kavramaya katki

sunmasi beklenmektedir.
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