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OZET

Gaziantep Universitesi T1ip Fakiiltesi Hastanesinde izole Edilen Enterokoklarda
Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direncinin Arastirilmasi ve Molekiiler Analizi

Prof. Dr. Yasemin ZER
) Bio. Asef BOZKUS
Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Enterokoklar son yillarda hastanelerde en siklikla izole edilen patojenler olup, sahip
olduklar1 dogal diren¢ mekenizmalar1 yami sira, kazanilmis direng genleri ile de en
direncli bakterilerden biridir.
Aminoglikozid grubu antibiyotiklerin enterokok enfeksiyonlarinda tek bagina kullanimi
bakterinin metabolik aktivitesine uygun olmadigindan, genellikle bir hiicre duvar
sentezini inhibe eden antibiyotikle kullanimi gereklidir. Bununla birlikte eger bakteride
yiiksek diizey aminoglikozid direnci de bulunuyorsa bu sinerjik etkili kombinasyon
tedavide kullanilamamaktadir.
Yiiksek diizey aminoglikozid direnci kazanilmig bir direng olup, genellikle
aminoglikozid modifiye edici enzimler ile olugmaktadir. Bu g¢alisma bir molekiiler
epidemiyolojik calisma olarak, hastanemizde izole edilen enterokoklarda rastlanan
aminoglikozid modifiye edici enzimlerin, yada bunlar1 sentezleten genlerin neler
oldugunun saptanmasi amaciyla yapilmstir.
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarma siirveyans amaciyla
gonderilen rektal siirlintii 6rneklerinden izole edilen vankomisin direncli enterokoklar
(VRE) ile bu ¢alisma yapildi. Siirveyans i¢in gonderilen oérnekler vankomisin selektif
agar besiyerine ekildi. Ureme olan enterokok izolatlarinin vankomisin i¢cin MIK degeri
E test ile belirlendi. Bakterilerin tanimlamasi, Bruker (BD, ABD) ile yapildi. Izolatlarin
120 pg gentamisin igeren disk kullanilarak yiiksek diizey aminoglikozid direnci
belirlendi. Yiiksek diizey aminoglikozid direnci saptanan izolatlarin multiplex PCR ile;
[aac(6_)-le-aph(2_)-la, aph(2_)-I1b1, aph(2_)-Ic, aph(2_)-Id, aph(3_)-Illa] gen bolgeleri
calisildi. Gen dizayni igin literatiir kullanildi. Dizayn edilen bélgeler, Light Cycler
(Roche) cihazi ile ¢aligildi.
Calismaya alinan, vankomisine ve, yiiksek diizey aminoglikozid dire¢li 100 enterokok
susunun 82’si (% 82) E. feacium, 11’1 (%11) E. faecalis, 7’si E. gallinarum olarak

tanimlanda.



Suslarin 67’sinde (% 67) aph(3 )-Illa gen bolgesi, 2’sinde (% 2) aph(2_)-Id gen bolgesi
ve 1 izolatta aph(2_)-Ibl bolgesinde pozitiflik bulundu. aac(6 )-le-aph(2_)-la ve
aph(2_)-Ic bolgeleri higbir izolatta saptanmadi. izolatlarin % 30’unda higbir gen
bolgesinde pozitiflik saptanmadi.

Enterokoklardaki  aminoglikozid  direncinden  hastanemizde de  ¢ogunlukla
aminoglikozid modifiye edici enzimlerin sorumlu oldugu bulunmustur. Bakteriler
arasinda bu enzimleri tasiyan ve kodlayan genler aktarilabileceginden direng gelisiminin
kontrol altinda tutulabilmesi i¢in rasyonel antibiyotik kullanimi ©6nemli oldugu
gorilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Enterokok, yiiksek diizey aminogkikozit direnci, aminoglikozid

modifiye edici enzimler



ABSTRACT

“Investigation and Molecular Analysis of High Level Aminoglycoside Resistant

Enterococci Isolated from Medical Faculty Hospital of Gaziantep University”’

Prof. Dr. Yasemin ZER
Bio. Asef BOZKUS
University of Gaziantep, Institute of Health Sciences

Department of Medical Microbiology

Enterococci are the most common nosocomial pathogens that encountered currently in
surveillance cultures as colonization agent, increased ratios in clinical samples as factor.
As well as having natural resistance mechanisms enterococcus are the most resistant
bacteria with gained resistance genes.

Since the use of aminoglycoside group antibodies in enterococ infections alone is not
suitable to the metabolic activity of the bacteria, generally they have to use with a
antibody that inhibits cell wall synthesis. However, if there is a high level of
aminoglycoside resistant in the bacteria this synergistic combination also has not been
used in treatment.

High level of aminoglycoside resistance is a gained resistance that arises with
aminoglycoside modifying enzymes. This study has been conducted to determine the
aminoglycoside modifying enzymes that encountered in enterocuccus isolated from our
hospital, or to determine the genes that make the synthesizing of these.

This study was conducted with vancomycin resistant enteroccus (VRE) isolated from
rectal swap samples sent to the Gaziantep University Faculty of Medicine,
Microbiology laboratory for surveillance. The samples sent for the surveillance are
incubated to vancomycin selective agar. The MIC value for the vancomycin of the
enterecoc isolates that reproduce was calculated with E test. The identification of the
bacteria has been made by Bruker (BD, USA). High level of aminoglycoside resistance
of the isolates has been determined with the disk that contains 120 pg gentamycin. The
following areas of the isolates that have high level of aminoglycoside resistance have
been studied with multiplex PCR; [aac(6_)-le-aph(2_)-la, aph(2_)-1bl, aph(2_)-Ic,
aph(2_)-1d, aph(3_)-111]. The literature has been used for gene design. The designed
areas have been studied with Light Cycler (Roche).



82 (82 %) of the enterococ strains included in the study has been determined as E.
feacium, 11 (11 %) as E. facealis, 7 (7 %) as E. gallinarum. Positivity has been found in
67 (67 %) of the strains aph(3_)-lIlla gene region, in 2 (2 %) of the strains aph(2_)-Id
gene region and in 1 isolate aph(2_)-Ibl region. aac(6_)-le-aph(2_)-la and aph(2_)-Ic
regions have not been determined in any isolate. Positivity has not been determined in
any gene region of 30 of the isolates.

It has been found that aminoglycoside modifying enzymes are responsible for
aminoglycoside resistance in entercoccus in our hospital too. Since these genes may be
transferred, rational antibody usage is important for the control of resistance
development.

Keywords: Enterococci, high level of aminoglycoside resistance, aminoglycoside

modifying enzymes.



1.GIRIS ve AMAC

Insanlarla mikroorganizmalarin arasinda kommensal, firsatg1 patojen veya patojen
sekillerinde bir birlikte yasam s6z konusudur. Mikroorganizmalarin insanlar igin
olusturdugu patojenlik enfeksiyon hastaliklari olarak tanimlanir. insanin varolusundan
beri hayatinda olan mikroorganizmalara kars1 yiiriittiigli miicadele, 6nceleri ¢esitli sifali
otlar yada maddeler diizeylerinde devam ederken, Alexander Fleming’ in bir bilimsel
tesadiif ile penisilini kesfetmesi antimikrobik bu kimyasal maddeleri hayatimiza
katmistir. Antibiyotikler aslinda dogadaki denge i¢in mikroorganizmalarin salgiladigi
kimyasal bilesenler olarak binlerce yildir mevcut iken, insanin hayatina girmis oldugu
70-80 yillik siire igerisinde bakterilerin gelistirdigi ¢esitli savunma mekanizmalart (ki

buna direng deniyor) ile neredeyse bircogu etkisiz hale gelmistir.

Bakteriler, antibiyotikleri ¢esitli mekanizmalar ile etkisizlestirmektedirler. Antibiyotigin
hedefi olan yapiy1r degistirerek, antibiyotigin molekiiler yapisini bozan bir enzim
salgilayarak ya da antibiyotigin hedefi olan bdlgeye ulasmasimi engellenmesi bu
mekanizmalardan en sik rastlananlardir. Yapisal olmayan ve sonradan kazanilmis direng
mekanizmalarmin en 6nemli 6zelligi cogunun plazmid veya bakteriyofajlar gibi genetik

yapilar ile bakteriler arasinda aktarilabilmeleridir.

Enterokoklar insan gastrointestinal sisteminde bulunan ve son yirmi yil igerisinde
hastane enfeksiyonlarindan sik olarak soyutlanan bakterilerdendir. Gerek yapisal
ozelliklerinden, gerekse kazanmilmis mekanizmalara bagli olarak birgok antibiyotige
direnglidir. Enterokoklarda diisiik doz penisiline, diisiik doz aminoglikozid grubu
antibiyotiklere, trimetoprim-siilfametaksazole, linkosamide intrensik olarak direng
vardir. Enterokoklarda kazanilmis direng mekanizmalarindan en 6nemlisi 1988 yilinda
ilk kez Ingiltere’den bildirilmis olan vankomisin direncidir. ilk tanimlandig1 yillarda
panik deger olarak kabul edilen vankomisin direngli enterokoklar (VRE) icin
giiniimiizde gelinen nokta gergekten endige vericidir. Vankomisin direnci hayvan
yemlerine ilave edilen avaparsin maddesinin molekiiler olarak glikopeptidlere
benzemesine dayandirilmistir. Vankomisin direncine neden olan genetik yapilardan
VanA ve VanB’nin aktarilabilir 6zellikte olmasi, enterokoklardaki bu yayilmanin
olusturdugu etkinin yani sira bagka bakterilere (6zellikle stafilokoklar) aktarilabilme

thtimalini de bereberinde getirmistir. Hatta invitro olarak bu gerceklestirilmistir.



Vankomisin direnci, enterokok enfeksiyonlarinda kullanilabilecek antibiyotiklerin
kullanimlarinin da kisitlanmalarina neden olmustur. Sinerjistik etki saglamak amaci ile
beta laktam bir antibiyotigin bir aminoglikozidle kombine edilmesi en yaygin kullanilan
tedavi secencklerindendir. Aminoglikozidlere karsi enterokoklarda yapisal olarak var
olan diisiik diizeyli diren¢ hiicre duvarlarinin gecirgenliinin azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Yiiksek oranli direng inaktive edici enzimlere bagli olarak veya
ribozomal hedef degisikligi ile ortaya ¢ikmakta ve varligi durumunda beta-laktamla
saglanan sinerjistik etki ortadan kalkmaktadir. Aminoglikozid modifiye edici
enzimlerden adenil transferaz  streptomisin  direncine, 2’-fosfotransferaz-6
asetiltransferaz ise gentamisin direncine neden olmaktadir. Gentamisin direncine ek
olarak kanamisin, tobramisin, amikasin ve netilmisin antibiyotikleri de direng
olusturabilmektedir. Bundan dolay1 gentamisin direncinin arastirilmasi streptomisinin
disinda kalan diger biitiin aminoglikozidlere kars1 direncin daha iyi tespit

edilebilmesinde kullanilmaktadir.

Hastanemizde VRE izolatlari, gerek silirveyans kiiltiirlerinden, gerekse klinik
izolatlardan siklikla izole edilmektedir. Daha Once boliimiimiizde aminoglikozid
modifiye edici enzimlerle ilgili benzer bir ¢alisma yapilmamis olup, bu ¢alisma
hastanemizde saptanan vankomisine direngli ve yiiksek diizey aminoglikozid direnci
olan izolatlatlarda, dirence neden olan aminoglikozid modifiye edici enzimlerin

oraninin ve tiirlerinin saptanmasi amaciyla yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Tarihce

Giincel adi ile “enterokoklar” olarak bilinen bu bakteriler, ilk tanimlandiklarinda “fekal
orijin gosteren streptokok™ olarak gruplandirilmis ve yiiz yil kadar 6nce Streptococus
faecalis adi kullamilmistir. Enterokok ismi ilk olarak Thiercelin tarafindan
kullanilmistir. Bunu takiben Alexander Gordon, hayvan digkilari ile kontamine olmus
besiyerinde fekal orijin gosteren streptokok iirettigini bildirmistir. Bindokuzyiizli
yillarin basinda F.W.Andrews ve T.J.Horder Streptococcus faecalis’in bazi

biyokimyasal 6zelliklerini tanimlamigtir (1).

Daha sonra 1919 yillarinda Orla-Jensen bu grupta fermentasyon 6zelligi bakimindan S.
faecalis’ten farkli oldugunu deneysel gozlemlerle gosterdikten sonra Streptococcus
faecium adini verdigi ikinci bir organizmay1 tanimlamigtir. 1935 ve 1937 yillar1 arasinda
J.M.Sherman ve Helen U.Wing tarafindan S.faecium gibi benzer bazi 6zellik gosteren
fakat daha az oranda fermentasyon 6zelligi bulunan {igiincii bir tiir olan Streptococcus
durans bakterisini tanimlamiglardir. 1930°lu yillarda J.M.Sherman streptokoklar igin
“Enterococcal grup” terimini ilk kez kullanmistir. Uzun bir siire enterokoklar,
Lancefield’in kullanmis oldugu simiflamaya gore serolojik 6zellikleri bakimindan Grup
D Streptokoklar ile Streptococcus cinsine bagl olarak kendilerine bu cins adi altinda

yer bulmuslardir (1).

1984 yilinda iki Alman bilim adam1 K. H. Schleifer ve R. Klipper-Baltz tarafindan, S.
faecalis ve S. faecium bakterilerinin diger streptokok tiirlerinden farkli olduklarini ileri
stirerek, bu bakterilerin Streptococcus cinsinden ayrilmasi gerektigini ve Enterococcus
olarak yeni bir cins adi altinda tanimlanmasini 6nermislerdir. Molekiiler alanindaki
gelismeler sonucunda da enterokoklarin yeni bir cins olarak taninmasi gerektigini
bildirmiglerdir. Bu cins icerisinde 16 tiir yer almakta olup, insandan en fazla izole edilen
tiurler; E. faecium ve E. faecalis tir. E. casseliflavus, E. avium, E. cecorum, E.
gallinorum, E. durans, E. raffinosus, E. hirae, E. malodoratus, E. mundtii ve E. dyspar
diger nadir olarak saptanan tiirlerdir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile yeni tiirlerinde
varligi bilinmektedir. 16 S rRNA calismalar1 sonucunda en az 34 tiir bulundugu

gosterilmistir (2-4).



2.2.Mikrobiyolojik Ozellikleri

2.2.1.Morfoloji ve Biyokimyasal Ozellikler

Mikroskobik olarak, genel anlamda Gram pozitif olarak boyanan ikiserli sekilde, oval
diplokoklar veya kisa zincirler olusturmus sekilde goriiliirler. Sivi besiyerlerinin alt
kisimlarinda bir ¢okiintii olusturur fakat besiyerleri igerisinde bulanik bir goriinti
olusturmadan {rerler. Enterokoklar direngli bakteriler olup, biiyiik bir kismi 60 °C’nin
altinda 30 dakika isitilsalar bile canliliklarini korurlar. Enterokoklar asir1 soguk ve
nemli topraklarda 3 aylik bir siireye kadar canli kalabilirler, fakat ani 1s1 degisimleri
yani donma ve sonra tekrar eritme durumlari ile bakteri canliligini kaybedebilmektedir.

Safrali ve eskiilinli besiyerleri enterokoklar i¢in segici ve ayirt edici 6zelliktedir (5).

Sitokrom oksidaz ve katalaz enzimleri yoktur. E. faecalis kanli besiyerlerinin igerisinde
yalanci katalaz reaksiyonu gosterebilmektedir. Fakiiltatif anaerop 6zellik gosterirler.
Son derece dayanikli bakteriler olup, pH 9.6’da, 10-45 °C sicaklik arasinda ve % 6.5
oranindaki NaCl varliginda tireme gosterebilirler. Alfa, beta veya gama hemoliz
yapabilirler. % 40’lik safrali ortamda eksulini hidrolize eder, E. gallinorum, E.
flavescens, E. casseliflavus ve gibi bazi tiirleri hareketli haldedir. E. columbae, E.
cecorum ve E. saccharolyticus disindaki biitiin enterekok tiirleri ise L-pyrolidonyl beta
naphthylamid (PYR) pozitiftir. Gosterdigi bu 6zellik enterokoklari, vankomisine direng
bakimindan karigabilecekleri Leuconostoc ve Pediococcus tiirleri ve A grubunun
disinda kalan streptokok tiirlerinden ayirt etmek i¢in Onemlidir. Biitiin enterokok

tiirlerinde 16sinaminopeptidaz (LAP) tiretimi vardir (6,7).

Enterokok tiirlerinin  biiyiilk c¢ogunlugu grup D antiserumu ile reaksiyona
girebilmektedirler. E. faecalis, E. faecium’dan farkli olarak telliiritli besiyerlerinde

tireyebilir ve tetrazoliumu, formazona doniistiirebilir (8).

Enterokoklar ve benzer tiirlerin belli bash 6zellikleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.



Tablo 2. 1. Enterekok ve benzeri tiirlerin belli bash fenotipik 6zellikleri
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Enterokoklar sorbitol, sorboz ve mannitol igeren besiyerlerinde asit olusturabilmeleri ve

arginini hidrolize etmelerine gore bes grup altinda incelenir (9).

Grup 1. Mannitol, sorbitol ve sorboz igeren besiyerinde asit olustururken, arginini
hidrolize etmeyen bakteriler; E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium,

E.saccharolyticus, E. pallens, E. gilvus.

Grup 2. Arginini hidrolize edip, mannitollii s1v1 besiyerinde asit olusturan, sorbozdan
asit olusturmayan bakteriler (sorbitollii reaksiyonlar1 degisken); E. haemoperoxidus, E.

faecalis, E. faecium, E.mundtii, E.casseliflavus, ve E. gallinorum.

Grup 3. Bu grupta bulunan tiirler D antijeni igermezler, arginini hidrolize edebilirken
sorboz, mannitol ve sorbitol barindiran sivi besiyerlerinin hicbirisinde asit olusturmayan
bakteriler;.E. dispar, E. villorum, E. durans, E. ratti, E. hirae,E. faecium ve

E.faecalis’in mannitol negatif varyantlaridir.



Grup 4. Sorboz ve mannitol igerigi olan sivi besiyerlerinde asit olusturamadig: gibi
arginini de hidroliz edemeyen bakteriler; E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola veE.

cecorum.

Grup 5. Arginini hidrolize edemedikleri gibi mannitollii siv1 besiyerinde asit olusturma
yetenekleri vardir, sorboz kullanarak asit olusturamayan bu tiirler; E. canis, E. columbae

ve E. moraviensis’tir.

Tablo 2. 2. Enterokok Tiirlerinin biyokimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilmasi

Grup | Grupll Grup 111 Grup IV Grup VvV
E.avium E.faecalis E.durans E.asini E.canis
E.malodoratus E.faecium E.hirae E.cecorum E.columbae
E.raffinosus E.casseliflavus E.ratti E.sulfurens E.moraviensis
E.pseudoavium E.mundtii * E.dispar E.phoeniculicola E.casseliflavus*

E.palens E. haemoperoxidus E.faecalis* E.faecalis*
E.gilvus E. gallinorum E.faecium*
E.saccharolyticus E.villorum

*Ayni tiirler farkli tasidiklar 6zelliklere gore farkli gruplar icerisine dahil edilmistir.

E. faecalis: Gastrointestinal sistemin normal flora bakterisidir. Bunun disinda nadiren
de olsa, agiz, hepatobiliyer sistem ve vajinadan da bulunabilir. Insan enfeksiyonlar:
bakimindan &nemli bir etkendir. Insan disinda ¢esitli hayvan tiirlerinden de izole
edilmistir. Yara enfeksiyonu, {riner sistem enfeksiyonu, pelvik apse, peritonit,
bakteriyemi ve endokardit yapabilmektedir. Beta hemolitik olup, % 6.5 oraninda NaCl
ve pH 9.6 da iireyebilir.

E. faecium: Sigir ve insan gastrointestinal sistemde bulunmaktadir. Cevresel alanlarda
(sebze ve hayvan yemleri gibi) bulunabilir. Iki biyotipi bulunmaktadir. E. faecalis’e
gore antimikrobiyallere daha direclidir. Alfa hemoliz yapar, %6.5’luk NaCl ve pH
9.6’da iireyebilmektedir.
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E. durans: Siit ve cesitli gidalardan izole edilebilmektedir. Insan ve hayvanlarda
nadiren, genito liriner sistem de ve barsakda bulunur. Alfa hemolitik olan bu bakteriler,
% 6.5 NaCl iceren ve pH 9.6 olan ortamlarda iireyebilirken sicakligin 50°C oldugu

ortamlarda lireyemezler.

E. avium: Cesitli hayvanlardan (tavuk, kuslar, kopek gibi) izole edilmistir. Insan
gastrointestinal sistemin florasminda da bulunur. Insanda otit, apendisit ve beyin
apselerine neden olabilmektedir. Alfa hemolitik olup % 6.5’luk NaCl bulunan

besiyerlerinde iireme oranlar1 diisiiktiir. H,S iiretir, pigmentsizdir.

E. casseliflavus: Vankomisine dogal direngli olup, bitki ve toprakta bulunur. Firsatci
enfeksiyonlara neden olur. % 6.5 oraninda NaCl iceren ve pH’st 9.6’da {irerler.

Hareketli olup, sar1 pigment olusturabilmektedir.

E. gallinorum: Evcil kus gibi hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde flora iiyesi
olarak bulunur. Vankomisine digik diizeyli bir yapisal direng gosterebilir.
Nonhemolitiktir, % 6.5’luk NaCl ve pH 9.6’da iireyebilir. Hareketlidir, pigment

olusturmaz.

E. hirae: Domuz ve tavuklarda flora eleman1 olarak bulunur. Onceden atipik E. faecium
olarak kabul edilirdi. Hemoliz yapamaz. 10-45 °C derecelerinde ve % 6.5 NaCl iceren,
pH 9.6’da iirerler (10).

2.2.2.Goriiniim ve Boyanma Ozellikleri

Enterokoklar tekli olarak, ikili olarak veya kisa zincirler olusturarak goriilebilen, Gram

pozitif olan koklardir (Resim 2.1) (11).
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Resim 2. 1. Enterokoklarin mikroskopik goriintiisii

@

Mikroskobik goriiniimleri S. pneumoniae ile ¢ok benzerdir. 0.5-1 pum capinda, tekli
veya diplokoklar halinde bulunan ayrica kisa zincirler olarak goriilebilen, oval yuvarlak
yada kokobasil seklinde goriilebilirler. Sivi besiyerinde iretildiklerinde daha uzun
zincirler olustururlar. E. casseliflavus, E. flavescens ve E. gallinorum gibi bazi
bakteriler hareketli oldugu halde ¢ogu hareketsizdir. Katalaz negatif olmalarina karsin
bazi suslar ilk izole edildiklerinde goriilemeyen ancak seri pasajlar ile yalanci katalaz

aktivitesi gosterebilir. Bu, 6zellikle E. faecalis’de goriiliir (12).

2.3. Ureme Ozellikleri

Enterokoklar fakiiltatif anaeroptur. Optimum 10-45 °C’de ireyebilmektedirler.
Yirmidort saatlik koyun kanli agardaki taze kiiltlirlerinde, 1-2 mm ¢aplarinda,
streptekoklara oranla daha iri, gri, kabarik veya beyaz renkli S tipi koloniler
olusturabilirler. Bazen zayif bir alfa hemoliz meydana getirebilirler ama genel olarak
nonhemolitiktirler. E. durans ve E. faecalis suslari kanli agarda beta hemoliz
yapabilirler. E. faecalis’lerin bir kismi insan, tavsan ve at kanli agarda beta hemoliz
olusturabiliyorken koyun kanli agarlarda hemoliz yapma yetenekleri yoktur. Alfa
hemolitik olan suslar peroksit iiretimi yapan nonhemolitik suslardir. Besiyerlerde yesil

renk olusturmalar eritrositlerde bulunan peroksitin etkisi ile olugsmaktadir ( 13, 14).

Enterokok bakterileri % 6.5 oraninda NaCl’de iireyebilirler, % 40 safra iceriginde

eskiilini hidrolize edebilirler (safra-eskiilin igeren besiyerleri ile bu durum besiyerindeki
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renk degisikligi ile gozlenebilir). Diger alfa hemolitik streptokoklarin (S. bovis ve

viridans streptokokla) bazilari safra-eskiilini hidroliz edebilirler (15,16).

E. columbae, E. saccharolyticus ve E. cecorum disinda kalan biitiin enterokok tiirleri,

PYR testi pozitiftir. Tiim suslarda 16sin aminopeptidaz aktivitesi goriilebilmektedir.

Selektif besiyerlerinin igerisinde bulunan kimyasal maddelerden kaynakli olarak koloni
rengi degismekte ve Gram negatif bakterilerinde iginde bulundugu karisik 6rneklerden
enterokoklar1 ayirt etmede kolaylik saglayabilir. Ornegin tetrazolium igeren agarda
kolonilerin ortasinda tugla kirmizis1 renk olusmaktadir. Glikozdan gaz olusturma
yetenekleri yoktur ve glikoz fermentasyonun son {iriinii laktik asittir. Karbon
metabolizmasi, solunum, iyon transportu, stres cevaplari, reaktif oksijen tiirleri
metabolizmalart ve metabolik ihtiyacglar1 sustan susa farklilik gosterebilmektedir.
Ornegin E. faecalis 'in iiremesi igin metionin, histidin, izoldsin ve triptofan gerektirirken

bazi tiirler ise ek olarak glutamat, arginin ve valine ihtiya¢ duyarlar (17,18).

Enterokoklarin hiicre duvarlarinin % 40’1 peptidoglikan tabakadan olugmaktadir.
Enterokoklarin biiyilik bir kismi1 Lancefield’in serolojik siniflandirmasinda D grubunda

bulunan antiserumlar ile agliitinasyon verirler.

2.4. Genom Ozellikleri

Hastane enfeksiyonlarindan en fazla izole edilebilinen E. faecium ve E. faecalis

suslarinin biitiin genom analizleri daha tamamlanmamaistir (19).

E. faecium ve E. faecalis suslarinda ilag direncinde etkisi oldugu bilinen ¢ok sayida
plazmid, integre plazmid geni, transpozon ve faj bolgeleri bulunmaktadir. Enterokoklar
da ayrica konjugatif transpozonlar araciligi ile genetik bilgi degisimi olmaktadir.

Transopozonlar da ¢esitli ilaglara direng genleri tasimaktadir.

2.5. Epidemiyoloji

Enterokoklar dis ortam sartlarina direnclidirler, toprak, su ve yiyeceklerde bulunurlar.
insan ve hayvanlarin barsak florasinda bulunurlar. Gaitanin gramunda 10°-10" cfu/mL

bulunur. Insanda en yaygin rastlanan tiirler E. faecalis, E. faecium’dur (20).
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Daha az olarak orofarengial ve vajinal sekresyonlarda ve ciltte 6zellikle de perineal

bolgede bulunmaktadir.

Enfeksiyonlar1 genelde endojen kaynaklidir. Nadiren hospitalize hastalarda eksojen
kaynakli olabilir. Nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan enterokok suslari, hastane ve

saglik personellerinin ellerinde, ¢evredeki ylizeylerde bulunabilmektedir (21, 22).

Enterokoklar nozokomiyal patojenler icerisinde en sik goriilen ikinci bakteri tiiriidiir.
Nozokomiyal enterekok enfeksiyonu veya kolonizasyonu igin 6zellikle vankomisin
direngli enterokoklarda (VRE) risk faktorleri; altta yatan ciddi hastaliklar,
immiinsupresyon, renal yetmezlik, intraabdominal ve kardiyotorasik cerrahi gecirmis
hastalar, liriner veya santral vendz katater gibi diger invaziv prosediirler, hastane veya
yogun bakim tinitesinde uzun siire yatma, hastane i¢inde katlar arasi hasta tranferleri en
biiyiik risk grubunu olusturmaktadir. Onceden antibiyotik kullanimi da (6zellikle genis
spektrumlu olanlar) direngli enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlara zemin
hazirlamaktadir. Enterokok enfeksiyonlarinin yarisindan fazlasi nozokomiyaldir.
Hastane kaynakli enfeksiyonlarinda da diger nozokomiyal etkenlerde oldugu gibi
cogunlugu yogun bakim iinitesi (YBU) hastalarinda olusur. Enterokoklar CDC
tarafindan 1990-1992 yillarinda E.coli ve stafilokoklardan sonra en sik goriilen tiglincii
nozokomiyal etken olarak bildirilmistir. Biitiin nozokomiyal enfeksiyonlarin % 9’unda
ve nozokomiyal iiriner sistem enfeksiyonlarimin yaklasik %16’sinda etkendirler. Tiim
enterokok enfeksiyonlarmin % 80-90’indan E. feacalis, % 5-10’undan E. faecium
tarafindan olusturulur . Saglik ¢alisanlarinin elleri nozokomiyal enfeksiyonlarda baslica
kaynaktir. Ozellikle hastalarin diski ve idrarlari ile cevresel alanlarin kontamine olmast,
1yl uygulanmayan dezenfeksiyon ve antisepsi sonucunda bakterilerin yayilmalar
hizlanir. Tlag bagimlisi kisiler disinda direkt ¢apraz enfeksiyon gériilme olasiligr azdir.
Enfeksiyon Oncesi hasta ve hastane personelindeki direngli organizmalar siklikla
gastrointestinal kanalda kolonize olmaktadir. Direncli enterokoklar ile enfekte olmus
hastalarda bakteri uzun siire kolonizasyonunu siirdiirmektedir. Saglik personeli eli
disinda, hastalarda ortak kullanilan (tansiyon aleti, termometre gibi) malzemeler de
bakterinin yayiliminda rol oynayabilir. Enteroklarda nozokomiyal etken olarak sik
rastlanilmalarmin yani sira kaygi verici gelisme direncli izolatlarin yayginlagsmasidir.
Cogu antibiyotige yapisal Ozelliklerinden dolay1 dogal direngli olan enteroklarin

tedavisinde yaygin kullanilan glikopeptidlere, diren¢ kazanmasi Oonemlerini daha da
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artirmugstir. Ik olarak vankomisin direncli enterokok (VRE) 1988 yilinda ortaya ¢ikmis
ve tiim diinyada hizla yaygmlasmistir. Ozellikle tavuk yemlerine konan bir antibiyotik
olan avoparsinin molekiiler olarak glikopeptidlere benzemesinden dolayr bu direng
mekanizmasiin  baglangic noktast oldugu Dbildirilmistir. Ayrica nozokomiyal
enfeksiyonlarda saptanma oranlart da 1989 yilindan itibaren anlamli oranda artmistir.
Vankomisin direnci E. faecium suslarinin yarisindan fazlasinda mevcutken bu oran E.
faecalis suslarinda yaklasik %2 oranindadir. Yogun bakim fiinitelerinde VRE insidansi

diger lnitelere gore daha yiiksektir .

2.6. Virulans Faktorleri

Diistik virulansl bakterilerdir. Bununla birlikte yapisal yada kazanilmis mekanizmalarla

birlikte bir ¢ok antikora kars1 direngli olmalar1 viriilansta 6nemlidir (23,24).

2.6.1. Hemolizin ve Sitolizin

Onceleri hemolizin olarak tanimlanan sitolizin enzimleri, eritrositler iizerinde litik
aktiviteleri olan proteindir. Sitolizin enzimini kodlayan gen kismi plazmidlerin iizerinde
veya bakteriyel kromozomlara entegre olarak bulunmaktadir. Immiin sistemdeki
polimorfoniikleer 16kositlere ve makrofajlara zarar verici etkileri oldugundan ve direkt
doku harabiyeti yapabildikleri belirtilmistir. Bununla birlikte 6zellikle Gram pozitif olan
bakterilerde bakteriyosin etkisi vardir. Toksinin insan ile at kanini iceren besiyerlerinde

hemolitik aktiviteye sahipken, koyunlarin eritrositlerinde etkisizdir (25).

2.6.2. Jelatinaz

Jelatinaz enzimin varhigi ilk kez E. faecalis’in suslarinda bulunmustur. Genel olarak tiim
enterokoklarda jelatinaz tiretiminden sorumlu tutulan ‘fsr’ geni saptanmistir. Jelatinaz
iretimi yapan suslarin akut toksik etkileri tiretim yapmayan suglara oranla daha fazla
oldugu bilinmektedir (26).

2.6.3. Enterokokal Surface Protein (ESP)

Enterokok yiizey proteini, endokardit ve bakteriyemi ile iliskili oldugu bilinen yiiksek

molekiiler agirlikli, konjugasyon ile izolatlar arasinda aktarabilir 6zelligi bulunan bir
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proteindir. E. faecalis’in kolaylikla mesane epiteline yapismasina yol agtigi gibi
biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu da bilinmektedir. Hiicreye tutunmayi
saglayan karboksil ucu proteinin i¢ kisminda tekrar eden iinitelerden olusabilmektedir

ve molekiile esneme, kisalma gibi 6zellikler verebilmektedir.

2.6.4. Agragasyon faktorii

Agregasyon faktorii bir ylizey proteinidir. Hiicre ile hiicre arasindaki etkiyi diizenleme,
hiicre disinda bulunan matriks proteinlerine adezyonla konak hiicre ylizeyine yapisma
ve hiicre yiizeyinin hidrofobitesini arttirmasi ile ilgilidir. Agregasyon faktorii,
enterokoklarin  bircok dokuya (kalp kapaklari, bdbrek epitel hiicreleri gibi)
baglanabilme ve bu sayede genito iiriner sistem ve endokardit enfeksiyonu olusturma

yetenegini saglamaktadir (27).

2.6.5. Yiizey yapisma faktorii

Hiicre disinda bulunan matriks proteinlerine tutunmayi saglayan protein c¢esididir.

Ozellikle E. faecalis’in olusturduguendokarditlerde 6nemli bir viriilans faktoriidiir.

2.6.6. Lipoteikoik Asit (LTA)

Lipoteikoik asit, enterokoklarin yapisinda bulunan bir antijendir ve virulans etkisi
vardir. AS-48 plazmidi tarafindan kodlanir, E. faecalis’in bazi suglar tarafindan salinir.

Litik aktivete gosterebilir (28).

2.6.7. Siiperoksit

E. faecalis suslarimin biiyiik bir kisminda bulunur. Siiperoksit iiretimi yapan bakterilerin
yagsam siirelerinin uzadigi bilinmektedir. Enterokoklarin neden oldugu, bakteriyemi ve
endokarditli hastalardan izole edilen izolatlarin daha fazla siiperoksit radikali tirettigi

gosterilmistir.
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2.6.8. Seks Feromonlari

Seks feromonlarinin kromozomlarda kodlanabilen, 7-8 amino asit kadar kiigiik,
hidrofobik peptit yapilar1 vardir. E. faecalis bakterilerinde sinyal peptitlerinin yerine
islev gorebilmektedirler. Antibiyotik direnci ile birlikte virulans etkileri E. faecalis

suslarinda goriilmektedir (29).

2.6.9. Hyaluronidaz

Hyaluronidaz, bag dokusunun 6nemli bir yap1 tasi olan hyaluronik asiti parcalayarak
doku hasarlarina yol agtig1 bilinen bir enzimdir. Bakterinin bag dokuda yayilmasini

saglamaktadir.

2.6.10. Kapsiil, Hiicre Duvari Polisakkaritleri

E. faecalis’inizolatlarinin genelinde iiretilen kapsiil polisakkaritleri kodlayabilen gen
bolgeleri bulunur. Kapsiiliin, epa ve cps operonlarinda iiretilen bir polisakkarit oldugu
diisiinilmektedir. Bakterinin immiin yanittan kagmasimi kolaylastirarak virulansa

katkida bulunmaktadirlar.

Enterokoklarda hiicre duvari, beta-D glikoz-1-fosfat, teikoik asit ve tetra-heteroglikan
komponentlerinden olusmaktadir. Immunite icin hedef rolii oynayabilirler. Bu sebeple

as1 olusturmada tizerinde ¢alisilan bolgelerdendir.

2.6.11. AS-48

E. faecalis S-48 susu kullanilarak izole edilmistir. Peptit yapisinda olan bakteriyosindir.
Bircok bakteriye karsi sitolitik aktivite gostermektedir. Hedef hiicrede sitoplazmik

membran potansiyelinin bozulmasina neden olabilecegi diistiniilmektedir.

2.7. Enterokoklarin Yaptig1 Hastaliklar

Enterokoklar bir¢ok enfeksiyon hastaliginin etyolojisinde rol oynamaktadir.
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2.7.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlari

Enterokoklarin yaptiklar1 enfeksiyonlarda ilk sirada {iriner sistem enfeksiyonlar1 gelir.
Unkomplike piyelonefrit, sistit,prostatit ve renal abselere neden olmaktadir. Cogunlukla
nozokomial iiriner enfeksiyonlara neden olurlar. ABD’de nozokomiyal iiriner sistem

enfeksiyonlarinda ikinci sirada yer alir (30).

Ulkemizde yapilmis olan ¢ok merkezli bir ¢alismada nozokomiyal iiriner sistem

enfeksiyonlara en ¢ok neden olan besinci etkeni enterokoklar olusturmaktadir.

2.7.2. Endokardit

Bakteriyel endokarditlerin % 5-15’lik  kismuni1 enterokoklar olusturur. Tim
endokarditler iginde de en sik rastlanilan {igiincii etken, enterokoklardir. Endokardite yol
acan sebeplerden bir tanesi damar iginden ilag kullananlar gibi altta yatan bir nedenle
yatkinlik sonucu gelisebildigi gibi hazirlayict bir faktér olmadan da dogrudan
gelisebilmektedir (31).

En sik dejeneratif kalp hastaligiin arttig1 50 yas ve lizeri yas grubunda ve genitoiiriner
sorunlart olanlarda rastlanir. Intravendz ilag bagimliligi da bu enfeksiyonlar igin risk
faktoriidiir. Kadinlarda ise daha geng yaslarda sik olarak goriiliir. Enterokok bakterileri
prostetik kapakta olusan endokarditlerinin % 6-7’lik kismindan sorumlu tutulmaktadir.

Hastalik genel olarak subakut olmakla birlikte bazen akut seyredebilir (32, 33).

2.7.3. Bakteriyemi

Enterokokkal bakteriyemilerin % 78’1 hastanelerde goriilmektedir. Bu bakteriyemilerin
bir kisminda endokardit de vardir. Toplum kaynakli bakteriyemilerde endokardit daha

siktir.

Polimikrobiyal bakteriyemilerde en sik neden, Gram pozitif enterokoklardir. Vakalarin
biiyiilk bir kisminda intravaskiiler veya iriner katater bulunurken, biliyer,

intraabdominal, pelvik ya da yara enfeksiyonlarina kaynak olabilir.
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Ko- morbit sebeplerin varliginda mortalite % 50°nin {izerine ¢gikmaktadir.

2.7.4.Yara ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Enterokoklar nadiren derin yumusak doku, selliilit enfeksiyonlarina neden olabilirler.

2.7.5.intraabdominal ve Pelvik Enfeksiyonlar

Enterokoklar barsakta diger enterik bakterilerle birlikte bulunabilirler ve burada
intraabdominal enfeksiyon yapabilirler. Intraabdominal enfeksiyon enterokoklarm
ikincil siklikla yaptigi enfeksiyon tiiriidiir. Ayakta periton diyalizi yapan hastalarda
nadiren peritonit yapabilirler.

2.7.6. Neonatal infeksiyonlar

Enterokokkal sepsis ve menenjit sik olup, tiim olgularin %13’linde enterokoklar etken

olarak soyutlanir (34).

Bu enfeksiyonlarin gelisiminde diisiik dogum agirligi, erken membran riiptiir,
prematiirite ve uygulanan uzun siiren hastane yatislari, sefalosporin kullanimi, invaziv

girisimler gibi etkenler en sik rastlanilan risk faktorlerini olusturmaktadirlar.

2.7.7. Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

Saglikli bireylerde enterokoklar nadiren de olsa menenjit etkeni olmaktadirlar.
Enterokokkal menenjitler kafa travmalari, beyin cerrahi girisimlerinden sonra yada
santral sinir sistemlerinde anatomik olarak defekti bulunan hastalarda goriilmektedir.
Bununla birlikte AIDS, bakteriyemiler ve akut 16semiye benzer sekilde immiinsiiprese

olmus hasta gruplarinda da enterokoklarin neden oldugu menenjitlerine rastlanmaktadir

(35).
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2.7.8.Solunum Sistemi Enfeksiyonlar1

Enterokoklara bagli solunum yolu enfeksiyonlar1 olduk¢a nadir goriilmektedir.
Enterokoklarin neden oldugu pnémoni ve akciger apsesi olgular1 genellikle altta yatan

kronik bagka hastaliklarin varligi ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ile
iliskilidir.

2.7.9.Diger Enfeksiyonlar

Enterokoklar diyabetik veya nondiyabetik olan hastalarda nadiren kronik osteomiyelite
sebeb olmaktadir. Bu hastalarda enfeksiyon polimikrobiyal o6zellik gosterir ve
enterokoklarin yani sira S.aureus da enterokoklar ile birlikteizole edilmektedir. Bu
hastaliklara ek olarak otitis media ve pnomoni enterokoklarin olusturdugu diger

enfeksiyonlar olusturur.

2.8. Enterokoklarin Antibiyotik Direncleri

Enterokoklarda intrensek (yapisal) olan ve kazanilmig olan diren¢ mekanizmasi vardir.

Kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 ile enterokoklar bircok antibiyotige direncli hale

gelebilir (36).

2.8.1. intrensek (yapisal) Olan Direng

Intrensek direng (dogal) 6zellikleri tiire dzgiidiir, enterokok tiirlerinin tiimiinde bulunan
kromozomal direnci ifade etmektedir. Enterokok tiirleri sefalosporinlere, penisilinlere,
linkozomidlere,  trimetoprim-sulfometaksazol ~ (TMP-SMX)’e  ve  kinopristin-
dalfopristine, aminoglikozidlere (diisiik diizeyde) karsi kromozom yapilari olarak
direnglidirler.

2.8.1.1 Beta-Laktam Antibiyotiklere Kars1 Olan Intrensek Diren¢

Enterokoklarda bulunan intrensek penisilin direnci beta-laktam antibiyotiklerine karsi

diisiik baglanma afinitesi gosterir. Bu temelini PBP-5 enziminden almaktadir.
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E. faecalis’in penisiline karsi olan MIK degerleri diger streptokok tiirlerinden fazladur.
E. faecalis suslarinin penisiline olan direnci, E. feacium bakterisinden daha fazladir.
Yar sentetik, penisilinaza direngli olan beta-laktam grubunda antibakteriyel ilaglara

kars1 direng yiiksektir.

Enterokoklarda beta-laktam antibiyotiklerine karsi direng tiirlere gore farkliliklar
gosterebilir. Beta-laktam grubundaki antibiyotikler enterokoklara karsi bakterisidal

degil, bakteriyostatik olarak etkindir.

2.8.1.2. Aminoglikozid Antibiyotiklere intrensek Dirence Sahip Olan Enterokoklar

Enterokoklar diisiikk diizey aminoglikozid direnci gosterirler. Bu tipte olan direngte iki
mekanizmadan s6z etmek miimkiindiir. Birinci olan mekanizma biitiin enterokok
tiirlerinde vardir ve bakteri duvariin bu gruptaki antibakteriyel ilaglara gecirgenliginin
diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Ikinci mekanizma ise yalmzca E. faecium

bakterisinde bulunmaktadir.

E. faecium aac6’-li gen tarafindan kodlanan 6’ asetiltransferaz (AAC-6’) enziminden
kaynaklanmaktadir. Bu enzim aminoglikozidlerin yapisindaki amino grubunda asetil-
CoA’y1 modiifiye eder. Bu ilaglar sitoplazmada inaktif formdadir. Bu enzim
aminoglikozidlerden gentamisin disinda (kanamisin, netilmisin, isepamisin, sisomisin

ve tobramisin) kalan antibiyotiklere etki eder (37).

Aminoglikozid grubundaki antibakteriyel ozellikte bulunan ilaglar, beta-laktam
antibiyotikleri veya vankomisin gibi hiicre duvarmin sentezine etki ederek bunu
engelleyen antibiyotik gruplarn ile kombine edilecek olurlarsa, zedelenmis olan hiicre
duvarindan antibakteriyeller daha kolay gegebileceginden etkileri artar. Aminoglikozid

ve B-laktam antibiyotiklerinin enterekoklara karsi sinerjistik etkisi buna baglhdir.

Enterokoklar linkozomid grubundaki antibiyotiklere karsi da diisiik olan diizeylerde

intrensek bir sekilde direng gosterebilirler.

Enterokoklar ekzojen folat kullanilacak kapasiteye sahiptirler. Bundan dolay1

trimetoprim-sulfametaksazole intrensek olarak direnglidirler. in vitro etkili olsa bile in
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vivo olarak etkisizdir. Bu sebepten dolayr TPM-SMX’in test edilmesine gerek yoktur
(38).

2.8.2. Kazamilms Direnc¢

Kazanilmis diren¢ mekanizmasi genel olarak DNA mutasyonu veya yeni olusan DNA
segmentinin transferi sonucunda gelismektedir. Enterokok bakterilerinde yeni olusan
DNA segmenti transferinden en fazla sorumlu tutulan mekanizma konjugasyon

mekanizmasidir.

2.8.2.1. Beta-laktam Antibiyotiklerine Kars1 Kazamilmis Olan Direnc

Enterokok bakterilerinin iki farkli diren¢ mekanizmasimin yani sira beta-laktam
grubunda bulunan antibiyotiklere karsi diren¢ kazandigi belirtilmislerdir. Bunlardan
birincisi E. faecium’unsuslarinda goriiliir. Penisiline olan afinitenin azalmasi ile PBP 5

oraninin artmasi sonucunda ortaya ¢ikan diren¢ mekanizmasidir (39).

Ikincisi ise beta-laktamazin iiretimi olusturmaktadir. Beta-laktamaz suslar1 ilk olarak
1981 yilinda Amerika’da kesfedilerek kayitlara ge¢mistir. Ulkemizde yapilan gesitli

caligmalarda enterekoklarda beta-laktamaz kaynakli dirence rastlanilmamastir.

Enterokoklarda bulunan beta-laktamazlar, gentamisine diren¢ genini igeren bir
plazmidin iizerine kodlanmislardir. Enterokoklarda bulunan beta-laktamazlar ampisilin,
penisilin, piperasilin ve diger iireidopenisilin grubu antibiyotikleri hidrolize edebilirken;

penisiliaza direngli olan sefalosporinlere, penisilinlere, imipeneme etki etmezler.

Beta-laktamaz olusturabilen suslar rutin olarak giivenli bir sekilde belirlenemezler. Bu
nedenle nitrosefin deneyleri Onerilmektedir. Beta-laktamaz iiretebilen enterokoklarin

belirlenemedigi bolgelerde, rutin olarak beta-laktamaz testleri yapilmaz.

2.8.2.2. Aminoglikozid Antibiyotiklerine Karsi Kazamilmis Direng

Aminoglikozidler ribozomlarin 30 S alt birimine baglanip protein sentezini inhibe

edebilirken, bununla birlikte hiicre duvarinda bulunan polisakkaritleri birbirine
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baglayabilen MgJ'2 ve Ca*®’nin elementlerinin yerine de gegebilirler. Hiicre duvarinda
bulunan delikler olugsmasina ragmen hiicre duvarimin permabilitesini bozarlar.
Enterokok bakterilerinde kazanilmis yiiksek diizeyde bulunan aminoglikozid direnci

(YDAD) yaygin halde bulunmaktadir.

YDAD ii¢ adet temel mekanizma ile olusmaktadir.

1. Ribozomal baglanma bolgelerindeki degisiklikler,
2.Aminoglikozid gecislerinin degismesi durumlarinda,

3. Aminoglikozidleri modifiye eden enzimlerin iretimleri,

Bir ribozomal proteinde olusan tek bir aminoasit degisikligi, antibiyotigin ribozoma
baglanmamasina, yada diisiik afiniteye neden olur. Enterokok bakterilerinde ribozomal
baglanma bdlgelerinin degisikligi ile olusan bu direng, biitiin aminoglikozid gruplarina

karsi direnci olusturur.

Aminoglikozid gecisinin degismesi sonucunda olusan direng kromozomal genler

tarafindan kontrol edilmektedir.

Enterokoklarda YDAD’nde en fazla goriilebilen mekanizma aminoglikozidleri modifiye
eden enzimin iiretimidir. Enzimleri kodlayabilen genler transpozon ve plazmid kaynakli

olabilmektedir.

Ug cesit aminoglikozidi modifiye edici enzim mevcuttur; bunlar, asetiltransferaz,

adeniltransferaz, fosfotransferazdir.

Aminoglikozidi modifiye eden enzim gruplarin1 kodlayabilen direng genleri gentamisin,

kanamisin ile netilmisinde bulunurken, streptomisinde ise bulunmaz.

YDAD saptamak i¢in disk difiizyon, agar diliisyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri

kullanilmaktadir.

Ulkemiz genelinde gram negatif bakterilerin aminoglikozidlere karsi olusturduklart
diren¢ mekanizmalarin1 arastiran bir ¢alismada, E. coli, Klebsiella spp. , ve

Enterobacter spp.’de en ¢ok bulunan bes enzim ve direng olusturduklari bilinen
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aminoglikozidlerin ~ AAC(3)-11  (gentamisin-tobramisin-netilmisin),  ANT(2"*)-I
(gentamisin-tobramisin), AAC(6)-1 (tobramisin-netilmisin-amikasin), AAC(6’)-1ll
(gentamisin-tobramisin-netilmisin-amikasin-isepamisin) ve AAC(6”)-1V (gentamisin-
tobramisin-netilmisin-amikasin) oldugu ve bu enzim gruplarinin bir kag¢inin ayni
bakterilerde bulunduklari bildirilmistir. P. aeruginosa’da ise aminoglkozidlere karst en
yaygin diren¢ mekanizmasimin tiim diinyada oldugu gibi gecirgenliginin azalmasina
bagl oldugu belirlenmistir. Bu sonug, iilkemizde P. aeruginosa’nin aminoglikozid
antibiyotiklere kars1 yiiksek orandaki direncini agiklamaktadir. Aminoglikozidleri
degistiren enzimlerin biiylik bir kismi plazmidlerin kontrolii ile sentezlenebilmekte ve
bu enzim grublarinin sentezinden sorumlu olan genler cogu kez transpozonlarda
taginabilmektedir. Bu transpozonlar ayn1 zamanda farkli grup antibiyotiklere de direng
olusturdugundan, aminoglikozidler = disindaki antibiyotiklerin  kullanim1  da

aminoglikozidlere direncin artigina yol agmaktadir.

2.8.2.3. Glikopeptid Antibiyotiklere Kars1 Diren¢

Glikopeptid grubunda bulunan antibiyotikler, hiicre duvarinin sentezi sirasinda peptido
glikan polimerlerlerin tamamini olusturabilecek Onciil olan maddelerden olan D-ala-D-
ala’nin terminal u¢ kismina baglanarak hiicre duvari sentezinini bozarlar. Vankomisin
direncli enterokoklarda ise ligaz, D-ala-D-ala ucunun yapisini degistirir ve D-ala-D-ala-
laktat veya Dala-D-ala-serin meydana getirir. Bu u¢ kismina vankomisinin baglanma
ozelligi ¢ok azalir. Direnglerin siniflandiriimasinda nceden izolatlardaki MIK degerleri
baz almarak yapilabilinmekteydi. Gilinlimiiz kosullarinda ise siniflandirmada spesifik
olan ligaz genlerinin varligina gore yapilmaktadir. VanA, VanB ile VanD tipindeki
direngler; D-ala-D-ala-laktat, VanC ve VanE tipindeki direnglerde ise D-ala-D-ala-serin

yapabilmeleri ile iligkilidir.

Enterokok bakterilerinde glikopeptidlere karsi olusan antibiyotik direncini ilk olarak

1980’11 yillarda Uttley ve arkadaslar ile bildirilmistir (40).

VRE olgusunun ilk olarak iilkemiz de 1998 yilinda Antalya’da bir ¢alismada Tiimer ve
arkadaslari ile rapor edilmistir. Bunun arkasindan cesitli hastane izolatlarindan olgularin

yani sira epidemilerde kayit altina alinmigtir (41).
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Enterokoklarda son caligmalara kadar glikopeptidler i¢in tanimlanabilmis olunan alti

adet direng fenotipi bulunmaktadir; VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG’dir.

VanA tipi diren¢: En sik bulunan direng ¢esididir. Vankomisin kismindan yiiksek,
teikoplanin kismindan ise zayif olarak indiiklenebilir 6zelligi olan direng olarak
gdziikiir. Indiiklenebilir yetenegi olan VanA direncinin mekanizmasinda sadece
vankomisin varliginda olusan PBP’lerin artis1 sonucunda beta-laktam antibiyotiklerine

kars1 bir duyarlilik olusmaktadir.

VanB tipi direnc¢: Enterokoklarda VanB tipi direng¢ glikopeptidler araciligi ile olusan
diren¢ VanA ligazina yapisal olarak benzerlik gosteren VanB ligazi ile olugsmaktadir.
Kromozomal yerlesimlidir, ancak transpozon (Tn 1547, Tn 5382) veya plazmidlerin
tizerlerinde de bulunabilir ve transfer edilmektedir. Genetik anlamda VanA ile VanB
ortak Ozelliklerinin yan1 sira aralarinda bazi mevcut olan farkli o6zelliklerde
bulunmaktadir. Vankomisin ile indiiklenen diren¢ mekanizmasina sahiptir. VanB sadece

E. faecium ve E. faecalis de vardir.

VanC tipi diren¢: Bu grupta vankomisine diisikk diizeyde diren¢ s6z konusu
olmaktadir. Bu tip direncin E. gallinorum, E. casseliflavus ve E. flavescens suslarinda
varlig1 bilinmektedir. Bu direncin VanC-1, VanC-2, VanC-3 olarak toplamda ii¢ alt tipi
mevcuttur. Bu gen gruplarinin tiirlere 6zgii oldugu varsayilmaktadir. (E.gallinorum-
vanC-1, E.casseliflavus-vanC-2 veE. flavescens-vanC-3). VanC tipindeki dirence sahip
suslar teikoplanine kars1 duyarli olmaktadirlar. Yapisal anlamda indiikleme yapamaz ve

transfer edilemezler.

VanD tipi diren¢: Bir tek E. faecium’da saptanmistir. VanD geni izolatlarda yapisal
olarak hem vankomisine (MIK 64-128 pg/mL) bunun yan1 sira teikoplanine (MIK 4-64
pg/mL) direngli haldedirler. VanD geni yapisal olarak kromozomaldir ve konjugasyon

ile transferi s6z konusu degildir.

VanE tipi diren¢: E. faecalis inBM4405 izolatinda saptanmistir. Diislik oranda
vankomisin direnci (MIK 16 pg/mL) vardir. Teikoplanine karsi hassastir (MIK 0.5
pg/mL). VanE geni konum olarak kromozomlarin iizerlerinde bulunur ve transferi

miimkiin degildir. Yeni olan bu diren¢ fenotip olarak VanC tipindeki direnc ile az da
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olsa benzerlik gostermektedir. Fakat VanE tipinin direncini genetik belirleyicisi

farklidir ve intrensek olan bir diren¢ olusturamazlar.

VanG tipi direnc: Ilk olarak bu diren¢ E. faecalis bakterisinin WCH9 suslarinda
tanimlanmustir. Tipik olarak diisiik oranda vankomisine direng gosterir (MIK 12-16
ng/mL), teikoplanin antibiyotigine ise duyarlidir (MiK 0.5 pg/mL). Enterokok
bakterilerinde glikopeptidlere olan direncin en sakincali kismi laboratuar ya da klinik
kosullar altinda bu diren¢ mekanizmasindan sorumlu genlerin diger Gram pozitiflere

aktarilabilmesi olusturmaktadir.

2.8.2.4. Diger Antibiyotikler

Ik olarak 1964 yilinda direng genlerinin bir enterokoktan diger enterokoka transferi
kayitlara altina alinmistir (kloramfenikol direnci). Yapilan ¢esitli calismalar sonucunda
enterokok bakterilerinin kloramfenikol antibiyotigine diren¢ gdsterdigi ve bu direncten
en fazla sorumlu tutulan mekanizmanin kloramfenikol asetiltransferaz iiretimi oldugu
bilinmektedir. Eritromisin direnci de diger enterokoklarda bulunan bir direng tiiriidiir ve
genel olarak ermB gen yapist bu direng ile iliskili oldugu bilinmektedir. ermB geni,
ribozomal olan RNA’nin metilasyon yapmasindan sorumlu olmaktadir. Tetrasiklin
antibiyotigine olan direng enterokoklarda konjugasyon ile kazanilmis olan direng
mekanizmasinin en tipik 6rneklerini olugturur. Bunun yani sira kinopristin-dalfopristin,

rifampin ve linezolide kars1 da yine direng gelisebilmektedir.

2.9. Vankomisine Bagimh Enterokoklar (VBE)

Vankomisin tedavisi goren hastalardan alinan kiiltiirlerde saptanan enterokoklarda
belirlenmis olan bir tablodur. Bu izolatlarin bazilarmin subbkiltiirlerde iiremedikleri,
ancak vankomisin diskinin ¢evresinde yada vankomisin igerigi olan besiyerlerinde
tiredikleri anlasilmistir. VBE’lerden E. faecium, E. faecalis idrar, kan ve gaitadan izole
edilir. VBE’lerin pulsedfield jel elektroforezi ile VRE’ye benzer DNA paternine sahip
oldugu bilinmektedir. VanA ve VanB tarafindan sentezlenebilen D-ala-D-ala-lac,

vankomisin indiiksiyonun sonucu olarak iiretilmistir.
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2.10. Vankomisine Diren¢li Enterokok Saptama Yontemleri

VRE sayisindaki son yillarda artisin nedeni ile bu bakterinin insanlardan ve
hayvanlardan erken izolasyonunu saglayabilmek ic¢in vankomisin igerigi olan
besiyerlerine olan ihtiyag ortaya c¢ikmistir. VRE’nin kolonizasyon tespiti igin
kullanilmakta olan bir yontem yoktur. Gerek enterokokkosel-vankomisin broth gerekse
brain-heart inflizyon (BHI)-vankomisin agar, VRE’nin fekal Orneklerinde hizli ve

selektif bir sekilde izolasyonunu saglamaktadir.

Enterokokkosel s1vi besiyeri ile brain heart inflizyon agar kolaylikla bulunabilmektedir.
Bunlarin igerisine (6 pg/mL) sonradan vankomisin de eklenebilmektedir. Diisiik diizeyli
dirence neden olan VanB veya VanC tipi izolatlarin 6zellikle de VanC genotipini
tasimakta olan E. casseliflavus ve E. gallinorum gibi tiirlerde disk difiizyon testi
direncin belirlenmesinde yetersiz kalir. Vankomisinli tarama besiyerleri bu amagcla
kullanilmalidir. VVankomisin tarama besiyerleri de yetersiz olursa tiir diizeylerinde
tanimlama yapilmasi onerilir. Tarama besiyerlerinde E. faecium ve E. faecalis tiirlerinin
VanA veya VanB tipi direnci ayr1 ayri saptanabilmektedir. Yapisal direngli izolatlarda
var olan VanC tipi direncin saptanmasinda gerekirse vankomisin MIK diizeyleri
saptanmalidir. VanC tipindeki diren¢ 16 pg/mL’nin iizerine ¢itkmazken, VanA ve VanB
tiplerindeki direnclerde MiK 32 pg/mL nin iizerindedir. VanC izolatlarinda ampisilin ve

aminoglikozide dire¢ yoktur.

Bazi rehberler disk diflizyon yontemi ile duyarli halde bulunan izolatlarda kesin olarak
MIK belirlenmesini énermektedir. MIK yada disk difiizyon degerlendirilmelerinde tam
24 saatlik inkiibasyon siiresi tamamlanmalidir. VanB ve VanC tiplerindeki direncin
saptanmasinda otomatize sistemler yetersizdir. Agar tarama, laboratuarlarda en ¢ok
kullanilan ve kolay bir ydntemdir. Ozellikle rektal siiriintii 6rneklerinden siirveyans
amaciyla alman Orneklerde, 6 pg/mL vankomisin ve 4 pug/mL seftazidim iceren D-
Coccosel agara ekim yapilmasi ve 37 °C’de 24-72 saat siireyle inkiibe edilmesi
onerilmektedir. Bu tiir selektif besiyerlerinde saptanan siyah renkli kolonilerden kanli
agarlara pasajlar yapilarak tiir diizeylerinde tanimlama yapilmahdir. Siirveyansda
eredikasyon {ist-liste en az ii¢ hafta alinan kiiltiirlerde negatif sonu¢ olarak
tamimlanmalidir. Testlerde E. faecalis ATCC 29212 susunun kalite kontrolii igin
kullanilmast o6nerilir. Vankomisin tarama besiyerlerinin 6zgiilliigii ve duyarliligi

yiiksektir (sirasiyla % 96-99, % 100). Ozellikle E. flavescens ve E.gallinorum gibi
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intrensik olarak VanC diren¢ mekanizmasia sahip izolatlarin ayriminda yetersiz

kalmaktadir.

Onemli enterokok enfeksiyonlarinda hiicre duvarlarma etki gdsterebilen antibiyotik
gruplart ve streptomisin, gentamisin duyarliliklari mutlaka calisilmalidir. Ciinkii bu
grupta bulunan ilaglarin direngli olmalart sinerjistik etkiyi ortadan kaldirmaktadir.
Enterokoklarda trimetoprim-siilfametoksazol, aztreonam, klindamisin, oksasilin,
metisilin sefalosporinlere standart konsantrasyonlarinda aminoglikozid gruplari test

edilmeyen antibiyotikler sinifin1 olusturur.

2.11. Enterokok Enfeksiyonlarinda Tedavi

Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi, farkli 6zellikte antibiyotik duyarlilik 6zellikleri
gostermeleri ve bunun tiimiiniin laboratuarlarda ayn1 anda tespit edilememesinden

dolayi son derece zor ve karmasiktir (56).

Ampisilin, vankomisin, penisilin G ve teikoplanin gibi hiicre duvarinda etki gosteren
ilaglar, klinik anlamda ulasilabilir konsantrasyonlarda olan enterokoklarda
bakteriyostatik etkilidir. Bununla beraber bakterisidal bir ajanla kullanildiklarinda

sinerjistik etki gosterebilirler (42).

Immun sistemi normal hastalarda gelisen, peritonit, genito-iiriner sistem enfeksiyonu,
yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi enfeksiyonlarin varliginda bakterisid etkili olmasalar
da beta-laktamlar monoterapide kullanilabilir. Bu enfeksiyonlarda ampisilin, penisilin
yada amoksisilin kullanilabilir. Tavsiye edilen tedavi siireleri 7-14 giindiir. Daha genis
etki spektrumu saglanmak istenen enfeksiyonlarda tireidopenisilinler tercih edilebilir.
Penisiline alerjisi bulunan hastalarda yada yiiksek oranda penisilin direnci bulunan
tirlerde (E. faecium) glikopeptid grubundan bir antibiyotik kullanilmasi yerinde
olmaktadir. Nitrofurantoin enterokoklarin olusturdugu suslarin biiyiik bir kisminda etkili

oldugundan (% 90-96) genito iiriner sistemin enfeksiyonunda kullanilir.

Fosfomisin de in vitro kosullarda enterokoklarda yeterli diizeyde etkin oldugundan

genito iiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (43).
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Kinolonlar da nitrofurontoin gibi {iriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir.
Fakat genito iiriner enfeksiyonlarin disinda baska enfeksiyonlar da var ise kinolonlar
kullanilamaz. Gatifloksasin, levafloksasin ve moksifloksasin; ofloksasine ve
siprofloksasine gore enterokok bakterilerine karst invitro olarak daha etkili
olmaktadirlar. Kinolon grubunda bulunan antibiyotiklerin ¢ogul direng gosteren

enterokok enfeksiyonlarinda etkileri kisitlidir.

Hizl direng gelisme riskinden dolay1 rifampisinin tek basina kullanilmamasi onerilir.

Enterokoklarla olusan menenjit ve endokardit gibi sistemik enfeksiyonlarin
tedavilerinde sorun olusabilmektedir. Enterokokkal endokardit oldugu bilinen hastalarin

biiyiik bir kisminda sadece penisilin kullanilmasinin tedaviye katkist yoktur.

Bu tir enfeksiyonun tedavilerinde, klasik tedavi protokolii, beta-laktam bir
antibiyotigin, aminoglikozid grubu bir antibiyotikle kombine kullanilmasidir. Bu
kombinasyonla saglanan sinerjik etki, her iki grup antibiyotigin de etkisinin tek
kullanilandan daha fazla olmasini saglamaktadir. Endokarditlerin tedavilerinde giinliik
olarak gentamisinin dozunun iki yada {lige ve bunun yaninda streptomisinin dozunun iki

esit pargaya boliinerek verilmesi onerilmektedir.

Enterokoklarin olusturdugu endokardit tedavilerinde dort haftalik siire yeterli
olmaktadir. Fakat semptomlarin siireleri {i¢ aydan daha uzun olan hastalarda, mitral ve
prostetik kapak tutulumunda, relapslarda, alti hafta siiren bir tedavi uygulanir.
Menenjitlerde ise iki-li¢c haftalik tedavi uygulanir. VRE’nin zit olan afinitesi ve BOS
icinde gecisi gayet i1yl olan linezolid grubu antibiyotikler enterokoklara karsi

bakteriyostatik etkisi vardir.

Beta-laktamaz tiretimi yapan enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarda, beta-laktam
antibiyotiklerin, beta-laktamaz inhibitorlii kombinasyonlar1 kullanilabilir (piperasilin-
tazobaktam, ampisilin-sulbaktam ve amoksisilin klavulanik asit gibi). Teikoplanin ve
vankomisin gibi hiicre duvarinda etkili olan glikopeptid grubu antibiyotikler de bu grup
hastalarda kullanilabilir (44). Teikoplanin 6zellikle VanB tipinde direng gosteren VRE
suslarinda etkilidir. VanB tipinde bulunan VRE’lerin sebeb oldugu bilinen
endokarditlerinde tedavilerinde teikoplanin ile birlikte diger aktif olan bir ajan (6rnegin

aminoglikozid) kombinasyonu birlikte kullanilabilir.
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Yiiksek diizeyde penisilin direnci olan E. faecium enfeksiyonlarinin tedavisinde
vankomisin verilmelidir. Biiylik bir ¢ogunlugu vankomisin direngli enterokoklar
(6zellikle E. faecalis) ampisilin veya penisiline duyarli olabilir. Bu tir VRE
enfeksiyonlarinin tedavisinde ampisilin veya penisilin kullanilabilir. Vankomisine
direncli E. faecalis enfeksiyonlari, penisiline karsi alerjisi yoksa, 8-12 gr/giin ampisilin

kullanim1 tedavi i¢in yeterlidir.

Bununla beraber hem penisilin hem de vankomisine yiiksek oranda direngli izolatlarda
(genellikle E. faecium) tedavileri biiylik bir sorunu olusturmaktadir. Bu izolatlarda
ampisilin MIK degeri < 64 pg/mL ise yiiksek dozlarda ampisilin kullanilmasi tedavide
etkili olabilir. MIK degeri 100 pg/mL’nin {izerinde bulunan E. faecium’da ise yeterli

oranda serum seviyesi saglanamaz.

VRE izole edildigi bilinen hastalar1 tedavi etmeye baslamadan once, karar verilmesi

gereken nokta kolonizasyon-enfeksiyon ayiriminin yapilmasidir.

Sistemik yada lokal enfeksiyon bulgulari olmayan hastalarda yiizeyel alanlardan,
intraperitoneal, degistirilen intravaskiiler kateterlerden ve safra drenlerinden ve piyliri
olmadiginda idrardan VRE izole edildigi zaman, kolonizasyon olarak degerlendirilip,

antibakteriyel tedavi verilmesi 6nerilmemektedir.

Yeni gelistirilmis antibiyotik gruplarindan bazilart  (linezolid, everninomisin,
Kinopristin-dalfopristin, LY3328 (yeni olan bir glikopeptid tiiretilmesi) ¢oklu direngli
enterokoklarin tedavilerinde umut vericidir. Cogunlukla klinik veri dalfopristin-
Kinopristin (streptogramin A-streptogramin B) i¢in vardir. Bu ilaglar, E. faecalis i¢in
etkili olmazken, E. faecium’a kars1 bakteriyostatik etkilidir. Oksazolidinon, linezolid
sinifinda yer alan sentetik olan bir antibiyotiktir. Vankomisin direngli olan E. faecium
ve E. faecalis’e kars1 bakteriyostatik etkisi vardir. Fakat linezolid tedavisinden sonra

direngli olan enterokok suslar1 gelisebilmektedir (45).

Kloramfenikol ¢oklu ila¢ direnci olan E. faecium izolatlarina kars: in vitro etkilidir.
Fakat bazi VRE suslarinda kloramfenikol direncine rastlanabilmektedir Kloramfenikol

enterokoklara kars1 bakteriyostatik etkilidir.

Yeni kullanima baglanan kinolonlar, 6zellikle sitafloksasin ve klinafloksasin VRE’lere

kars1, eski kinolon grubunda bulunan antibiyotiklere gore daha etkili bulunmustur.

30



Vankomisin direngli enterokoklar icin Onerilen tedavi secenekleri Tablo 2.3’de

gosterilmigtir.

Tablo 2. 3. Vankomisine direngli enterokok enfeksiyonlarinda tedavi segenekleri

¢ Gentamisin duyarl Ampisilin-amoksisilin+gentamisin

¢ Gentamisin direngli Ampisilin-amoksisilin+streptomisin (duyarli ise)
e VanE Vankomisin-teikoplanin+gentamisin

e VVanB Teikoplanin+gentamisin veya streptomisin

e VanA Vankomisin-beta-laktam+gentamisin

e Imipenem+ampisilin+teikoplanin
¢ Kloramfenikol

e Yeni glikopeptidler

e Yeni kinolonlar

e Glisiklinler

e Oksazolidinonlar

e Everninomisin

e Kinopristin-dalfopristin (eger E. faecium ise)

2.12. Nozokomiyal Vankomisin direngli enterokok Gegisinin Kontrolii ve

Onlenmesi

Saglik enfeksiyon kontrol uygulamalar1 danisma kurulu (Healthcare infection control

practices advisory committee-HICPAC) VRE gegisinin 6nlenmesi igin alinmasi gereken
izolasyon onlemlerini belirlemistir (46). Buna gore;

- VRE bulasmis veya kolonize (VRE pozitif) olmus hastalar tek kisilik

odalarda veya diger VRE pozitif hastalar ile birlikte ayn1 odalara

yerlestirilmesi,

- VRE pozitif oldugu saptanan hastalarin oldugu odalara girerken steril

halde bulunmayan temiz olan eldiven giyilmesi,
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- Hasta ile direkt olarak veya hasta odasinda bulunan temasin fazla
olmasinin beklendigi durumlarda, hastalarda idrar yada gaita inkontinansi
bulunmasi durumlarinda, kolostomi, iloestomi yada acik yaranin drene
oldugu durumlarda VRE pozitif olan hastalarin odalarina girerken steril
olmasa bile temiz bir onliigiin giyilmesi (baz1 merkezlerce bu tavsiye
VRE pozitif oldugu bilinen her bir hastanin odasina girerken onliik

giyilmesi seklinde modifiye edilmesi ile uygulanabilmektedir),

- Hasta odasindan ¢ikarken 6nce Onliik ve eldivenin ¢ikarilmasi ve hasta

odasindan¢ikmadan dnce, el antisepsisinin saglanmasi,

- Onliik ve eldiven ¢ikarilip, el dezenfeksiyonu yapilmasmin ardindan
odada bulunan yiizeylerin higbirisi ile yeniden temas edilmemesi

onerilmektedir,

VRE’lerin olusturdugu enfeksiyonu ve kolonizasyonu tanimlayarak oOnlemek ve
korunmayir saglamak i¢in mutlaka her hastane enfeksiyon kontrol komitesini
olusturmalidir. Bu komitede olusturulacak all komiteler (antibiyotik kullanimini kontrol
eden alt-komite, sterilizasyon ve dezenfeksiyon kontroliinden sorumlu alt-komite)
olusturulmalidir. Bu komitede bulunan tiim birimlerin hastanedeki eczane,
mikrobiyoloji laboratuvarlari, klinik boliimleri, mutfak, ¢camasirhaneler gibi tiim ilgili

birimlerle koordine ¢alismasi saglanmalidir.

Tiim saglik kurumlarinda yayginlagsmis olan siirveyans programlar1 ve VRE saptanmasi

durumunda uygulanan gesitli 6neriler vardir. Bu 6neriler asagidaki sekilde siralanabilir .
Vankomisinin kullanilmasi tavsiye edilen durumlar.

e Beta-laktam grubu atibiyotiklere direncli bakterilerin neden olduklar
enfeksiyonlar,

e Gram pozitif bakterilerin enfeksiyon olusturdugu bilinen ve penisiline karsi
alerjisi olan kisiler,

e Hayati tehdit edebilen, metronidazol tedavisine cevap vermeyen antibiyotikle
iligkisi oldugu bilinen enterokolitler,

e Yiiksek endokardit risk tagiyan hasta gruplarinin profilaksisi,
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e MRSA yada metisilin direngli S. epidermidis (MRSE) oranlar1 yiiksek olan
hastanelerde uygulanan biiyiikk cerrahi girisimlerden o6nce profilaktik

uygulanabilir. Ama uygulama iki doz seklinde olmalidir.
Vankomisin kullanilmasinin tavsiye edilmedigi durumlar;

e Rutin olarak cerrahi profilaksi amacuyla,

e MRSA oraninin yiiksek olmadig1 hastanelerde, febril nétropenide ampirik tedavi
amaciyla,

e Aymi zamanda alinmis olan ¢ift kan kiiltiiriiniin birinde koagiilaz-negatif olarak
stafilokok {iremesi,

e Ampirik olarak baslanilan vankomisin tedavisine, kiiltiirde saptanan etkenin
direncli olmasi durumunda,

o Kateter uygulamalarinda, enfeksiyonu 6nlemek amaciyla,

e Izole gastrointestinal sistemin dekontaminasyonu amaciyla,

e MRSA kolonizasyonlarinin eradikasyonu igin,

e Antibiyotik kullanimlarina bagl olan kolitlerin baslangi¢ tedavilerinde,

e Diisiikk dogum agirlikli oldugu yenidoganlarda rutin profilaksi amaciyla,

e Ayaktan periton diyalizi yapan hastalarda rutin profilaksi amaciyla,

e Bobrek yetmezligi bulunan hastalarda beta-laktam grubu antibiyotiklere duyarl

enfeksiyonlarin tedavisinde.
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3. MATERYAL METOD

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nin
Merkez Laboratuvart mikrobiyoloji birimine 1 Ocak-30 Eyliil 2015 tarihleri arasinda,
aktif VRE siirveyans: yapilan birimlerden (YBU’leri yenidogan, pediatri, dahiliye,
anesteziyoloji-reanimasyon, cerrahi), genel pediatri, pediatrik hematoloji, pediatrik
nefroloji, erigkin hematoloji) génderilen rektal siirlintii 6rneklerinden izole edilen suslar
calismaya alindi. Izolatlarin yiiksek diizey aminoglikozid direnci de test edildi ve
yiiksek diizey aminoglikozid direnci olan ve ayn1 zamanda vankomisine direngli olarak
da bulunan enterokok izolatlar1 belirlenen calisma sayisina ulasana dek -20 °C’de
bekletildi. Izolat toplanmasi tamamlandiktan sonra tiim izolatlarin taze kiiltiirii yapilarak

PCR ile aminoglikozid modifiye edici enzimler arastirildi.

Calismanin dncesinde arastirma yapmak icin Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulu’ndan 23.02.2015 tarihinde 68 karar numarasi ile onay alindi1 (Bkz. Ek).

3.1. Orneklerin toplanmasi

Hastanemizde aktif VRE siirveyansi yapilan yogun bakim {initelerinden (dahiliye YBU,
cerrahi YBU, reanimasyon YBU, pediatri YBU ve yeni-dogan YBU) nde periyodik
olarak (haftada bir-iki kez) laboratuara gonderilen rektal siirlintii 6rnekleri ¢alismaya
alind1. Ornekler ilgili birimin sorumlulugunda Stuart (Oxoid, ingiltere) tasima besiyeri
ile alinarak laboratuara gonderildi. Laboratuvarda Orneklerin timi, 6 pg/mL
vankomisin igeren segici besiyerine vankomisin tarama agara (Enterococcosel agar, BD,
USA) ekildi. 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Siyah renkli koloni saptanan bakterilerden
Gram boyanma ile katalaz testleri yapildi. Katalaz negatif, Gram pozitif olan izolatlarin
% 5 koyun kanli besiyerlerinde pasaji yapildi ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.

Besiyerinde izolatlarin tiir diizeyinde tanimlamasi yapildu.
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3.2. Kullanilan Besiyerleri

3.2.1.Vankomisin Tarama Agar1 (Vancomycin Screen Agar)

1 Litre Saf Su i¢in Formiil

Beyin Kalp Infiizyonu

Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti

Kazeinin Pankreatik Dijesti

Sodyum Kloriir

Dekstroz

Disodyum Fosfat

Agar

FD&C Sari-5 Boya

Vankomisin

3.2.2. Kanh Agar (BD/Germany)

1 L saf su i¢inde hazirlanan besiyeri igeriginde;

Defibrinlestirilmis koyun kan1 % 5 icermekte olup, pH araligi 7.3 + 0.2°dir.

Kazeinin Pankreatik Dijesti
Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti
Maya Ekstrakt

Sigir Eti Ekstrakti

Muisir Nisastasi

Sodyum Kloriir

Agar-agar

8or
ogr

16 gr
Sgr
29r
2.50r
13.5gr
0.56 gr
6 mg

12 gr
Sgr
3gr
3gr
lor
Sgr
13.5¢r
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3.2.3.Skim Milk Agar

1 Litre Saf Su i¢in Formiil

e Pepton 5.090r

e Yeast ekstrakt 2.50r

e Yagsiz siit tozu (inhibitdrsiiz) 1.0qr

e Glikoz 1.0qr

e Agar-agar 10.5gr
pH 7.4+ 0.2

3.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Dehidrate besiyeri (skim milk besiyeri), ticari paketlerindeki formiilasyona uygun
olarak tartild1. Bidistile su i¢inde eritildi. Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi.
Daha 6nce steril edilmis olan ependorf tiiplerine aseptik kosullarda dokiildi. Hazirlanan
besiyerleri +4 °C’de 2 hafta siireyle kullamldi. Iki hafta icinde kullanilmayan

besiyerlerine ekim yapilmadi.

3.4. Bakterilerin Tanimlanmasi

Kanli besiyerlerinde 0.5-1.5 mm boyutlarinda, kabarik, gri-beyaz renklerde, kiigiik
nonhemolitik veya alfa hemoliz yapmis olan, kokobasil morfolojisinde, katalaz testi
negatif, hareketsiz, mikroskopik goriintiileri agisindan Gram pozitif kok sekillerinde
goriinebilen bakterilerin Enterococcus olabilecegi diisiiniilerek tiir diizeyinde tanimlama

yapildi.

Ureyen bakterilerin tanimlanmasinda konvansiyonel yéntemler ve Phoenix (BD, USA)

otomatize bakteri tanimlama sistemi kullanildi.

3.4.1.Phoenix mikroorganizma tanimlama sistemi

Phoenix bakteri ve maya gibi mikroorganizmalari tiir diizeylerinde tanimlanmalarini ve

antibiyogramlarinin yapilabilmelerini saglayabilen, genis bir veri tabani bulunan, tam
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otomatize bir sistemdir. Mikroorganizmalarin tanimlanmalarinda kullanilabilen
panellerde, bir dizi geleneksel, fluorojenik ve kromojenik biyokimyasal testler
kullanilabilmektedir. Tanimlama (ID) ve antibiyogramin (AST) ayn1 anda yapilabildigi
paneller, 136 mikro kuyucukta kurutulmus reaktifler i¢ceren polistiren yap1 halindedir.
Phoenix Paneli, 51 kuyucuklu ID tarafindan ve 85 kuyucuklu AST tarafindan
olugmaktadir. ID tarafi, kurutulmus halde bulunan biyokimyasal substratlar ve 2 adet
floresan kontrol kuyucuklar1t mevcuttur. AST tarafi, liyofilize antimikrobiyal madde
iceren 84 kuyucuk ve 1 iireme kontrol kuyucuklar1 icermektedir. Cihazda paneller 35
°C’de inkiibe edilir. Inkiibasyon sirasinda cihaz, panelleri periyodik olarak test
etmektedir. Kuyucuklarda olusan biyokimyasal reaksiyonlar yada bulaniklik
kendiliginden her 20 dakikada bir test edilerek o etken icin veriler bir islemci icerisinde
toplanabilmektedir. Reaksiyonlarin tamamlanmalarinin ardindan veri tabanlarinda
bulunan bilgiler ile kiyaslayarak bakteri ve mayalar cinsler ve ardindan tiir diizeylerinde
tanimlanarak islem tamamlanir. Caligmada Gram pozitif bakteri tanimlama panelleri

kullanildi (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1. Gram pozitif bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal

reaktifler
1 | 4Mu-Bd-Selobiyozid 25 | D-Fruktoz
2 |I-Alanin-Amc 26 | Iminodiasetik Asit
3 | 4Mu-Bd-Glikozid 27 | Alfa-Ketoglutarik Asit
4 | I-Prolin-Amc 28 | D-Mannitol
5 | I-Piroglutamik Asit-Amc 29 | 3-Metiladipik Asit
6 | I-Fenilalanin-Amc 30 | Timidin
7 | I-Triptofan-Amc 31 | Floresan Pozitif Kontrolii
8 | 4Mu-Fosfat 32 | Floresan Pozitif Kontrolii
9 | Metionin-Amc 33 | Alanin-Alanin-Pna
10 |4Mu-Ad-Glikozid 34 | I-Prolin-Pna
11 | Arginin-Arginin-Amc 35 | Valin-Alanin-Pna
12 | Glisin-Prolin-Amc 36 | Pnp-Ad-Glikozid
13 | 4Mu-Bd-Glukuronid 37 | Pnp-Fosfat
14 | I-Lokin-Amc 38 | Beta-Gentiobioz
15 | 4Mu-N-Asetil-Bd-Glikozaminid 39 | D-Siikroz
16 |I-Arginin-Amc 40 | Maltotrioz
17 | 4Mu-Fosfat (trehalozla) 41 | N-Asetil-Glikozamin
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18 |I-Histidin-Amc 42 | D-Trehaloz
19 | I-izolokin-Amc 43 | D-Tagatoz
20 |4Mu-Bd-Galaktozid 44 | Maltoz

21 | Kolistin 45 | Dekstroz
22 | Polimiksin 46 | Ure

23 | D-Glukonik Asit 47 | Eskiilin

24 | 3-Metil Glutarik Asit 48 | Nitrosefin

Mikroorganizmalarin 24 saatlik taze kiiltiirlerinden aseptik sartlarda, steril ekiivyonlu
cubukla alinan koloniler Phoenix ID besiyeri (4.5 mL) icinde siispanse edildi.
Stispansiyonlarin  bulanikligt BD PhoenixSpec ile 0.5-0.6 McFarland bulanikligina
uygun sekilde hazirlanarak prosediiriine uygun olarak panele dagitildi. Cihaza

yerlestirildi.

3.5. Vankomisin Direncinin Saptanmasi

Vankomisin tarama besiyerinde 6 pg/mL vankomisin varliginda {ireme saptanan
enterokoklarin vankomisin MIK degeri epsilometer test (AB Biodisk) yaparak saptandi.
0.5 McFarland esdegerinde hazirlanmig olan bakteri inokulumu, Mueller Hinton agar
besiyerine dagitild1 ve lizerine E test stripleri yerlestirildi. 35+2 °C’de 24 saat inkiibe
edildi. Elips seklinde olan inhibisyon kisminda stripi kestigi saptanan konsantrasyon
MIK degeri olarak belirlendi. Degerlendirme EUCAST standartlarina uygun olarak
yapild1 ve MIK degeri, >32 pg/mL olanlar direngli olarak kabul edildi.

E Testinin uygulanmasi i¢in kullanilan stripler AB Biodisk firmasi tarafindan temin
edilmistir ve iiretici firmanin Onerisiyle -20 °C’de saklanarak, kullanmadan 30 dakika

once c¢ikarilip oda sicakligina ulagsmasi saglandi.

3.6. Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direncincinin Saptanmasi

Enterokoklarda YDAD direnci disk difiizyon yontemi ile belirlendi. Mueller Hinton
besiyerine taze bakteri Kkiiltiirinden 0.5 McFarland bulanikliginda bakteri
siispansiyonlar1 dagitildi. Uzerlerine 120 pg gentamisin igeren antibiyotik diski (Oxoid)
yerlestirildi. 3542 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edildi. Degerlendirma EUCAST
standartlarina uygun olarak yapildi ve zon gaplar1 < 14 mm olan suslar yiiksek diizey

aminoglikozid direngli olarak kabul edildi.
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3.7. PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

3.7.1. DNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon kitinin icerigi
» Kumlu tiip
» 2 ml’lik ependorf tiip
» Kolonlu tiip
» MD1, MD2, MD3, MD4, MD5 Solusyonu

1. 300 uLMicroBead ¢ozeltisi, her biri igerisinde kum tanesi bulunan MicroBead tiipiine
dagitilds,

2. Besiyerinden numune alindi (2 defa 1pL 6ze ),

3. MicroBead tiipiindeki sivi igerisinde, alinan enterokok kolonileri 6ze ile iyice
karistirilds,

4. 50 uL MD1 ¢ozeltisi eklendi,

5. 10 dakika boyunca 2400 rpm’de vortekslendi,

6. 30 saniye 10.000xg’de ¢evrildi,

7. 100 uL MD2 ¢ozeltisi temiz ependorf tiiplere bosaltildi,

8. Tim siipernatant1 (6. adimdan) 100 uL. MD2 ¢o6zeltisine (i¢erisinde kum tanesi
olmamasina dikkat edilerek) aktarildi,

9. Kisa bir stire vortekslendi,

10. 15 dakika +4 °C’de sogutuldu,

11.1 dakika 10.000xg de cevrildi,

12. 450 pL MD3 ¢ozeltisi temiz ependorf tiiplere bosaltildi,

13. 200 pL siipernatant (11. adimdan) 450 ul MD3 ¢ozeltisine aktarildi,

14. Kisa bir siire vortekslendi (40-50 saniye),

15. Kisa bir stire santrifiij edildi (1 dakika kadar),

16. Siipernatant (15. adimdan, 650uL) temiz bir spin filtreye transfer edildsi,

17. 30 saniye 10.000xg’de cevrildi ve asag1 akan siv1 atildi,

18. 300 uLL. MD4 ¢ozeltisi spin filtreye bosaltildi (17. adimdan),

19. 30 saniye 10.000xg de gevrildi ve asag1 akan siv1 atildi,
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20. 1 dakika 10.000xg kuru olarak ¢evrildi,

21. Spin filtre yeni temiz bir tiipe yerlestirildi,

22. 35 uL MDS5 ¢ozeltisi spin filtrenin tam ortasina ve filtreye dokunmadan bosaltildi,
23. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi,

24. Filtre ¢ikarip atildi,

25. DNA toplama tiipiinde tutuldu ve DNA izalasyonu tamamlandi.

3.7.2. Amplifikasyon

Amplifikasyon i¢in suslarin DNA izolatlarindan her bir 6rnek i¢in 5 uL alinarak, PCR
icin belirtilen kit igeriginden her bir 6rnek i¢in 15 pL alinarak toplamda 20 puL soliisyon
karisim hazirlandi. Hazirlanan mix PCR Light Cycler (Roche, Germany) cihazi igerisine
yerlestirildi. Yaklagik 90-120 dakika siire sonunda cihazdan sonuglar alinarak program

ile analiz edildi.

3.7.3.PCR Kitinin I¢erigi

Her bir enterokok susu i¢in qPCR tiipiine konulmasigereken hacim

e dH20 (uL) 2 numara 3.8
e F Primer (pL) 04
e R Primer (nL) 0.4
e UPL Probe (nL) 0.4
e Probe Master (uL) 1 numara 10
e Toplam (uL) 15
+
e DNA (uL) 5
Toplam (uL) 20

Kullanilan primerler ve dizileri (78);
Aminoglikozid rezistans geni Uriin boyutu (bp) Primer dizayn1 (5_ 3)
aac(6_)-le-aph(2_)-la 369 CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG
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CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC
aph (3)-1lla 348 CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG
CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC
aph(2_)-Ib 867 CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC
GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT
aph(2_)-Ic 444 CACAATGATAATGACTCAGTTCCC
CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG
aph(2_)-Id 641 GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC

CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC

Herbir calismada 32 6rnek calisildi. Her ¢alisma 90-120 dakikada tamamlandi. Yiiz

ornekte 5 bolge olmak iizere 500 test ¢alisilmis oldu.
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4. BULGULAR

Calismanin yapildig1 siire igerisinde laboratuarimizda 3595 rektal siiriintii 0rnegi
incelenmis olup bu izolatlardan 309 (% 8.6)’unda VRE saptandi. Vankomisin direnci
saptanan izolatlardan yiiksek diizey aminoglikozid direnci de olan 100 enterokok izolati
calismaya dahil edildi (Resim 4.1). Calismamizda 309 VRE izolatlarindan 100 (% 32.3
)it YDAD olarak bulundu.

Resim 4. 1. Yiiksek diizey aminoglikozid direngli izolat

Hastalar 8 ay-86 yas arasinda olup, yas ortalamasi 7.68 ve standart sapma 12.7 olarak
hesaplanmistir. Bu hastalarin, 53’1 (% 53) kadin ve 47’°si (% 47) erkek olarak bulundu.
Her hastaya ait tek bir 6rnek ¢aligmaya dahil edildi.
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Orneklerin gelmis oldugu kliniklere gore dagilimlar: Tablo 4.1 de gdsterilmistir.

Tablo 4. 1. Rektal siiriintii 6rneklerinde saptanan VRE’lerin kliniklere gore dagilimlart.

Klinik Say1 (%)

Pediatrik hematoloji 39 (39)
Pediatri 27 (27)
Anesteziyoloji ve reanimasyon YBU 9 (9)
Dahiliye YBU 8 (8)
Erigkin hematoloji 8 (8)
Yenidogan YBU 7(7)
Pediatrik nefroloji 1(1)
Eriskin nefroloji 1(1)

TOPLAM 100

Saptanan izolatlarin 74’liniin (% 74) pediatrik yas grubuna ait hastalar oldugu bulundu.

Calismaya alinan, vankomisine direngli, yiiksek diizey aminoglikozid direcli 100

enterokok susunun 82’si (% 82) E. feacium, 11’1 (%]11) E. faecalis, 7’si E. gallinarum

olarak tanimland1 (Tablo 4.2).

Tablo 4. 2. Vankomisin direngli izolatlarin tiirlere gore dagilimi

Tiir Say1 (%)
E. feacium 82 (82)
E. faecalis 11 (11)
E. gallinarum 7(7)
TOPLAM 100 (100)

Izolatlarin % 70’inde molekiiler olarak aminoglikozid modifiye edici enzimlerden biri

saptandi1 (Sekil 4.1, Tablo 4.3).

43



Ampiication [ CIRAY)

1753
157
1254
13
075
054
0257

&

Intensity (RFEL}

§ 0 15 2 2 W B 4 4
0

Colorby | Sample 7| Dye: | FAN v V] Show all dyes?

Sekil 4. 1. PCR ile pozitif saptanan gen bolgelerinin grafigi

Tablo 4. 3. PCR ile aranan aminoglikozid modifiye edici gen bdlgeleri ve saptanan izolatlar

Enzim Say1 Aciklama
aph(3.)-1lla 67 Tilim servislerden
aph(2_)-1d 2 Yetiskin hematoloji, gocuk hematoloji
aph(2_)-1b 1 Pediatri
aph(2_)-Ic -
aac(6_)-le-aph(2_)-la -
Toplam 70

En fazla aph(3_)-Illa gen bolgesi saptandi. Bu gen bolgesine Ornek alinan tiim
kliniklerde rastlanildig1 bulundu (Tablo 4.3).

aph(2_)-1d 2 hastada ve aph(2_)-Ib bolgesi de 1 hastada saptandi. aph(2 )-Ib bolgesi
saptanan hastanin pediatri servisinde yatmakta oldugu saptandi. Bu hastanin bir baska
saglik biriminden sevk edilmis olan, norolojik problemleri olan bir hasta oldugu

gozlendi.
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Yiiksek diizey aminoglikozid direnci olan izolatlarin 30’unda (% 30) arastirilan

bolgelere ait modifiye edici enzim saptanmadi.
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5. TARTISMA

Tip diinyasinda meydana gelen yenilikler, saglanan gelismelerin hastaliklarin tani1 ve
tedavisine getirmis oldugu genis yelpaze kuskusuz ki insanlarin yasam siiresini
uzatmistir. Invaziv girisimsel uygulamalarda artis, yogun antibiyotik kullanimi ve
uzamis hospitalizasyon siiresi son iki-li¢ dekadlik periyotta “hasta bakimi ile ilgili
enfeksiyonlar” (hastane enfeksiyonlari) ve “cogul direngli (veya panrezistant)

mikroorganizma” gibi bazi kavramlari rutin hayatimiza girmelerine neden olmustur.

Enterekoklar da son yillarda 6nemi artmis mikroorganizmalardan biridir. Enterokoklar
insan ve hayvan gastrointestinal sisteminin normal flora iyesidir. Gram pozitif
bakterilerdir. Fransiz bir arastirmaci olan Thiercelin tarafindan bundan yaklasik yiiz yil
once ‘‘enterocoque’’ ismi verilmistir. Bindokuzyiizyetmis’lerin basindan itibaren
sefalosporinlerin yaygin kullanimi ve enterokoklarinda bu gruptaki ilaglara dogal
direngli olmasi gibi nedenler, enterokokkal enfeksiyonlarin yayginlasmasina neden
olmustur. Enterokoklarmn sindirim sisteminin yani sira, genito-liriner sistem normal

florasinda da bulundugu bilinmektedir.

Enterokoklar nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenleridir. Insanlarda normal
florada bulundugundan enfeksiyonlar1 ¢ogu endojen kaynaklidir. Diisiik virulansh
mikroorganizmalardir. Hastanede yatan olgularda izole edilen enterokoklarin ¢gogunun
endojen barsak flora kaynakli oldugu diisiiniilmekteydi, ancak coklu ila¢ direnci
gosteren enterokoklarin artisi  sonucu yapilan epidemiyolojik ¢alismalar bu
organizmalarin nozokomiyal yayildigin1 gostermektedir. Vankomisin direncli enterokok
(VRE) ve diger enterokoklar uzun siire ¢evrede bulunmakta ve direkt hastadan hastaya
bulas, kolonize saglik personelinin el temasi sonucu ya da kontamine tibbi cihazlar ile

yayilim olmaktadir (47).

Enterokoklar, endokardit, yara enfeksiyonu ve iiriner sistem enfeksiyonu ile iligki olup,
ayni zamanda nozokomiyal bakteriyemi etkenidir. Vankomisin diren¢li enterokoklar
(VRE) 6nemli bir nozokomiyal patojen olarak en sik izole edilen 2. veya 3. patojenler

olarak rapor edilmektedir.

Enterokoklarin en ciddi klinik seyirlerinden olan bakteriyemiler, siklikla yagh, altta
yatan baska ko-morbit bir hastalig1 olan, immiin yetmezlik veya uzun siiren hastanede
kalig stiresi ile ilgilidir. Avrupa’da kan akimi enfeksiyonlarinda 4. siklikta, ABD’de 3.
siklikta izole edilmekte, yaklasik epizodlarin %10’unu olusturmaktadir (48).
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Enterokokkal bakteriyemilerin ¢ogu nozokomiyal kaynaklidir. Nozokomiyal
enterokokkal bakteriyemi siklikla polimikrobiyal bakteriyeminin bir parcasi olarak
saptanmakta olup, enterokokkal bakteriyeminin %21-45’inde polimikrobiyal lireme

saptanir (49).

Erigkinlerde enterokokkal bakteriyemi yiiksek mortalite ve morbidite riski tasir.
Cocuklarda nozokomiyal enterokokkal bakteriyemi eriskinlere gore daha diisiik oranda

mortalite riski tagir, mortalite oran1 % 7.5-12 oraninda bildirilmektedir

Cocuk yogun bakim finitesinde yatan hastalarda goriilen kan akimi enfeksiyonlarmin

%6.2’sine enterokoklarin neden oldugu bildirilmektedir (50).

Bakteriyemi ve sepsis siklikla altta yatan ciddi hastaligi (yenidogan, hematoloji,
onkoloji, immun yetmezlik gibi) olan c¢ocuklarda goriiliir. Erigkinlerde {iriner
enfeksiyon bakteriyemi odagi iken, cocuklarda siklikla odak saptanamaz. Olgularin
cogunda gastrointestinal ya da solunum yolu hastaligi vardir. Santral vendz kateter

iliskili bakteriyemi oran1 % 22-28 olarak bildirilmektedir.

Kateterle iligkili kan akimi enfeksiyonlarinin en sik nedenlerinden biri enterokoklar

olup, olgularin %5’inde VRE etken patojendir (51).

Enterokoklarin hastane enfeksiyonu etkenleri dagilimindaki 6nemi ¢ok hizla artmigtir.
CDC istatistiklerine gore, 1989 yillinda VRE oldugu bilinen suslar nozokomiyal
enfeksiyonlarin % 0.3’line neden olurken, 1993’te yapilan arastirmada bu oran % 11.4’e
yiikseldigi bildirilmistir. YBU’lerinde de bu oranin % 0.4ten % 13.6’e yiikseldigi
bildirilmistir. Calismamizda toplamda 3595 rektal siiriintii 6rnegi incelenmis olup
bunlardan 309 (%8.6)’unda VRE kolonizasyonu saptanmistir. Bu calismada saptanan
izolatlar, enfeksiyon etkeni olarak tanimlanmamis olsa da kolonizasyon oranindaki
artisin enfeksiyon oranindaki artisla ilgili oldugu bilinmektedir. Bazi merkezler

kolonize infekte hasta oranini 10/1 olarak bildirmektedir (52).

VRE kolonizasyonu olan olgularin %10’unda VRE enfeksiyonu gelisebilmektedir, bu
oran hematolojik malignitesi olan olgularda %32-71’e kadar artis gésterebilmektedir
(53).

Enterokoklarda vankomisin direnci ilk kez 1988 yilinda tanimlanmis ve daha sonra
direncli suslar tiim diinyada yaygin hale gelmistir. ‘’National Nosocomial Infections

Surveillance System (NNIS)’’ verilerine gore VRE oran1 1989°da %0.3 iken 1993’te
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%7.9’a yiikselmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda VRE oraninda %31°lik bir artig
oldugu bildirilmektedir (54).

Avrupa’da ve ABD’de bircok merkezde nozokomiyal E. faecium izolatlarinin

%50’sinin VRE oldugu saptanmistir (55).

Tirkiye’de vankomisin direngli ilk E. faecium susu 1998 yilinda Akdeniz
Universitesi'nden Vural ve ark. (56) tarafindan bildirilmistir. Bu sus, malign
histiyositozis tanisi almis akciger enfeksiyonu olan 11 aylik bir erkek ¢ocuktan, 15 giin

arayla alinmis iki ayr1 plevra sivisindan izole edilmistir.

Bunu 1999 Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi ve Ankara Giilhane Askeri Tip
Akademisinden bildirilen suslar izlemistir (57).

Avrupa’da erigkinlerin %28’inde VRE kolonizasyonu bildirilmekte olup, Avrupa’da
VRE suslarmin yayginlagsmasinin, hayvanlarin beslenmesinde kullanilan glikopeptid

olan avoparsinle iligkili oldugu gézlenmistir (58).

Bagka bir ¢alismada hastanede yatan hastalarda VRE kolonizasyonu %1.5-32 iken,

ayaktan izlenen hastalarda %1-3.5 olarak bulunmustur .

Hastanemizde daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Zer ve ark. (59) 2002 yilinda hi¢ VRE
izolati saptamamis, Mentes ve ark. (60) tarafindan 2007 yilinda % 3.2 oraninda VRE
saptanmistir. Bu calismada % 8.6 oraninda VRE saptanmigtir. Bakterinin

yaygmlhigindaki artis dikkat ¢ekici boyuttadir.

Enterokoklarda vankomisin direncinin artmasi ile CDC’ye bagli “Hospital Infection
Control Practices Advisory Committee” (HICPAC) nozokomiyal VRE yayilmasini

onlemeye iligkin bir “Oneri paketi” yaymlamistir .

Bu 6nerilerden biri, VRE saptanmasi durumunda, ayn1 odada ve ayn serviste yatan tiim
hastalardan siirveyans kiiltiirleri alarak kolonize hastalarin saptanmast ve
izolasyonlarmin saglanmasidir. Bu tiir Onerilerin, bir¢ok merkezde oldugu gibi
hastanemizde de uygulanmasi ile rutin tarama yapildigindan VRE saptanmas1 artmistir.
Rutin taramalarda etken ilk saptanmaya bagslandigi yillarda say1 az oldugundan
molekiiler testler sik kullanilirken, giinlimiizde tarama amaciyla vankomisin igeren
segici besiyerleri kullanilmaktadir. Burada saptanan izolatlarn MIK dogrulamas:
yapilarak bildirilmesi hem pratik hem de ekonomiktir. Bu uygulama bu calisma

kapsaminda da yapilmuistir.
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Hastanemizde de hastane enfeksiyonu kontrol prosediirleri kapsaminda hastanenin bazi
birimlerinde aktif siirveyans ¢alismasi yapilmakta ve VRE izolati saptanmasi

durumunda izolasyon yapilmaktadir.

Vankomisin ve teikoplanin, pentapeptidin D-alanyl-D-alanine (D-ala-D-ala) terminaline
yiiksek bir afiniteyle baglanarak peptidoglikan sentezini inhibe eder. Enterokoklarda
glikopeptid direncinin temeli, D-ala-D-ala yerine D-ala-D-lac (Van A ve Van B) veya
D-ala-D-ser (VanC) ile biten peptidoglikan prekiirsorlerinin sentezlenmesine dayanir.
Vankomisin ve teikoplanin bu yeni terminale yiiksek afiniteyle baglanamaz ve duvar

sentezini inhibe edemez (61).

VRE kolonizasyon ve enfeksiyonu i¢in altta yatan hastaligin ciddiyeti, transplantasyon,
uzun siire hastanede yatis, kardiyotorasik ya da abdominal operasyon, santral venoz
kateter, iriner kateter kullanimi, vankomisin, 3.kusak sefalosporin ve anti-anaerobik

antibiotik kullanimi risk faktorleridir .

Yapilan bir ¢alismada C. difficile enfeksiyonunda oral vankomisin kullanimimin VRE

enfeksiyonlarinda artisa neden oldugu bildirilmistir (62).

Klinik 6rneklerden E. faecalis en sik izole edilen enterokok tiirii olmasina ragmen, E.
faecium tiirleri yiiksek oranda vankomisin direncine sahiptir (63). VRE’larin % 98’ini

E. faecium olusturmaktadir (64).

Bu c¢alismada saptanan izolatlarin % 83’1 E. feacium, % 11°i E. faecalis ve % 7’si
E.gallinarum  olarak saptanmustir. Sekercioglu ve ark. Akdeniz Universitesi’nde
yaptiklar1 bir ¢alismada izolatlarin % 50’sini E. faecalis ve % 47’si E. faecium olarak
saptamiglardir. Torun ve ark. (65) orani sirastyla %77 ve %23, Yiice ve ark. (66) %93
ve %7 bulunmustur. Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesinde ise bu oran 2007 de ilk
bildirim yapilan yilda sirastyla: E. faecium % 42, E. faecalis %31, E. avium %12, E.

gallinarum %8, E. casseliflavus %5.6 olarak belirlenmistir.

Enterokoklarda saptanan hareketli bir genetik materyal iizerinde kodlanan vankomisin
direncinden sorumlu transpozonun diger gram pozitif koklara da aktarilabilecegi

gosterilmistir (67).
Bu durum bu direng paterninin son derece dnemli ve endise verici diger bir boyutudur.

Aslinda enterokoklarin yaygin viriilans faktorleri olmadig halde, hastane enfeksiyonlari

etkenleri arasinda bu denli 6n siralarda yer almasimin birka¢ sebebi vardir. Bunlardan
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biri endojen florada yer almasi, bir digeri de ¢evresel alanlarda uzun siire canliligin
devam ettirebilmesidir. Dekontaminasyon ve izolasyon kurallarinin iyi uygulanmamasi

durumunda bakteriler ¢evresel alanlarda uzun siire ¢apraz bulasa neden olabilmektedir.

Bu calismada izole edilen VRE suslarinin 39’unun pediatrik yas grubuna ait hastalar
oldugu saptanmistir. Cocuklarda dogumsal hastaliklar, immiin diren¢ diigkiinliigii gibi
faktorler VRE’nin sik rastlanmasina ve ciddi seyrine neden olmaktadir. Bakteriyemi,
endokardit, iiriner sistem enfeksiyonu, menenjit etkeni olarak enterokoklar siklikla izole
edilmektedir. Ozellikle pediatri servis ve YBU’lerinde birden fazla hastanin barindig
odalar, yetersiz kosullardan dolay1 izolasyonlarin yapilamamasi, hatta hastalarin

kendilerinin mikroorganizmanin yayilmasinda etkili olabilecegi sGylenebilir.

Glikopeptidlere direng, enterokoklarla olusan enfeksiyonlarin tedavisinde diger se¢enek
ilaglarin kullanimin1 gerektirmistir. Aminoglikozid grubu antibiyotikler bu grupta yer
alan antibiyotiklerden olup, enterokok enfeksiyonlarinda yaygin kullaniimaktadir.
Hiicre duvar yapisi geregi aminoglikozitlere diisiik diizey bir diren¢ enterokoklarda
yapisal olarak vardir. Diisiik ve orta seviyeli (MIK=62-500 ug/ml) direncin nedeni,
azalmis gecirgenlik olup, beta laktam grubu bir antibiyotik (siklikla penisilin) ile
birlikte kullanildiginda bu sorun asilmaktadir. Yiiksek aminoglikozit direnci
(MIK>2000 ug/ml), ribozomal kaynakli veya aminoglikozid-inaktive eden enzimler
araciligiyla olabilir. Streptomisin direnci, diger aminoglikozidler direnci yansitmazken,
gentamisin direnci tobramisin, netilmisin, amikasin ve kanamisin direnci i¢in iyi bir

belirtectir .

YDAD varliginda beta-laktam grubu antibiyotiklerle olan sinerjik etki
saglanamamaktadir. Aminoglikozit modifiye edici enzimler olarak ifade edilen
enzimler, aminoglikozitlerin fosforile yada asetile olmasi gibi mekanizmalarla bilesigin
kimyasal yapisin1 bozmakta ve etkisizlestirmektedir. Aminoglikozid modifiye edici
enzimler transpozon yada plazmit gibi aktarilabilir genetik yapilarin iizerinde

kodlanmaktadir. Bu agidan yayilim hem vertikal hem de horizontal olmaktadir.

Enterokoklarda en yaygin aminoglikozidleri modifiye eden enzim, aac6’- aph2’’ geni
tarafindan kodlanan, birbirine kaynasmis iki enzimden olusan APH(2’’)-AAC(6’)
enzimidir ve streptomisin disindaki tiim aminoglikozidlere direngten sorumludur.
Aslinda gentamisin direnci streptomisin  digindaki tlim aminogliozitleri de

kapsadigindan bu enzimlerin varlig1 streptomisin disindaki aminoglikozitlere direnci de
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gosterir. AAD(6) enzimi streptomisin ic¢in spesifiktir. Bu c¢aligmada gentamisin
direncinden sorumlu tutulan bolgeler se¢ilmistir. Streptomisin yan etkilerinin fazlalig
nedeniyle (ototoksik ve nefrotoksik) sik kullanilan bir aminoglikozit degildir. Spesifik
tedavilerde (tliberkiiloz, bruselloz gibi) kombinasyonlarla kullanilmakla birlikte

enterokoklarda onerilen bir tedavi secenegi degildir.

Cok merkezli bir ¢caligmada Tiirkiye’de % 48.1 oraninda yiiksek diizey aminoglikozid

direnci saptanmistir .

Bu oran ile Tiirkiye Avrupa’da yiiksek diizey aminoglikozid direnci a¢isindan ikinci
sirada yer almistir. Tiirkiye’de yapilan gesitli ¢alismalarda YDAD; Kagmaz ve ark. (68)
%8, Oztiirk ve ark. (69) % 11.2, Hosgor ve ark. (70) % 23 ve Akgiil ve ark. (71) % 65
olarak bildirmistir. Bizim ¢alismamizda bu oran % 32.3 olarak bulunmus olup, Tiirkiye

verilerine benzer oldugu goriilmiistiir.

Bu calismada YDAD i¢in 5 gen bolgesi calisilmis ve izolatlarin % 70’inde bu gen
bolgelerinden birine rastlanmigtir.  Literatiirde Tiirkiye’de molekiiler olarak
aminoglikozid modifiye edici enzimlerin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamais olup,

calismamiz bu konuda yapilmis ilk ¢aligmadir.

izolatlarin % 30’unda YDAD oldugu halde modifiye edici enzimler saptanmamis olup
bunun aminoglikozid direncinden sorumlu diger mekanizmalara (ribozomal hedef
degisimi, antibiyotigin hiicre i¢i konsantrasyonunda azalma gibi) bagli olabilecegi

diistiniilmistiir.

Hastane enfeksiyonu etkenlerinin zaman igerisindeki degisimi bu konunun ig¢indeki
kisilerin bazi1 uygulamalar1 yanhs yaptigim diisiindiirmektedir. Genis spektrumlu bir
antibiyotigin yaygin kullanimi, diger bir bagka etkenin 6n plana ¢ikmasina neden
olurken, kontrol programlarinda aksakliklar etkenlerin hizla hastadan hastaya
yayilimmna neden olmaktadir. Yani enfeksiyon kontrol onlemleri multidisipliner bir
prosesdir. Mikrobiyoloji laboratuar: bu siiregte belirleyici olmakla beraber, uygulamada,
Klinisyen, hemsire, temizlik, eczane gibi birgok birimin ayni ciddiyette g¢alismasi
gerekmektedir. Bu ¢alismada VRE izolatlarinda ilk tedavi segenegi olan aminoglikozid
direncinin oranit ve dnemi tartisilmistir. Bundan sonra yapilacak benzer caligmalarla
direncteki degisimin goézlenmesi ve yapilan uygulamalarin geriye doniik kontrolii

acisindan ¢alismamizin kaynak olabilecegi diisiintilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismamiza toplam 3595 rektal siirlintii 6rnegi dahil edilmistir.

2. Bu izolatlarin 309 tanesi yani yaklasik olarak %8.6 ‘sinda VRE pozitif olarak

saptandi.

3. VRE pozitif olan 309 izolattan 100 tanesi YDAD olarak bulundu.

4. YDAD olan hastalar 8 ay ile 86 yas grubundaki hastalardan olusmaktadir.

5. Bu hastalarin 53’1 kadin ve 47 ‘sini erkekler olusturmaktadir.

6. Bu hastalarin yas ortalamalar1 7.68 ve standart sapmalar1 12.7 olarak bulundu.
7. Orneklerin biiyiik bir kismi pediatri servisinden geldigi kayit altina alindu.

8. YDAD saptanan izolatlarin 82’si E. feacium , 11°i E. feacalis ve 7’si E. gallinorum

olarak tanimlandi.
9. izolatlarin 70’inde aminoglikozid modifiye edici enzimlerden birisine rastlamildi.
10. PCR ile pozitif saptanan gen bolgelerinin grafigi kayit altina alindu.

11. En fazla aph(3_)-IIla gen bolgesi saptandi ve drnek alinan biitiin kliniklerde bu gen

bolgesine rastlanildi.

12. aph(2_)-Id toplamda 2 hastada ve aph(2_)-Ib bolgesi ise toplamda 1 hastada

saptanmistir.

13. YDAD saptanan izolatlarin 30’unda aragtirmis oldugumuz herhangi bir gen bolgesi

bulunamamastir.

Hastane enfeksiyonu etkenlerinin zaman igerisindeki degisimi bu konunun ig¢indeki
kisilerin baz1 uygulamalar1 yanhis yaptigimi diisiindiirmektedir. Genis spektrumlu bir
antibiyotigin yaygin kullanimi, diger bir bagka etkenin 6n plana c¢ikmasina neden
olurken, kontrol programlarinda aksakliklar etkenlerin hizla hastadan hastaya

yayilimina neden olmaktadir.

Yani enfeksiyon kontrol Onlemleri multidisipliner bir prosesdir. Mikrobiyoloji
laboratuar1 bu siiregte belirleyici olmakla beraber, uygulamada, klinisyen, hemsire,
temizlik, eczane gibi bir¢ok birimin aymi ciddiyette calismasi gerekmektedir. Bu
calismada VRE izolatlarinda ilk tedavi se¢enegi olan aminoglikozid direncinin oran1 ve

Onemi tartisilmistir. Bundan sonra yapilacak benzer calismalarla direngteki degisimin
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gozlenmesi ve yapilan uygulamalarin geriye doniik kontrolii agisindan c¢alismamizin

kaynak olabilecegi diistiniilmektedir.
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